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DERIVADOS DE EXATECAN Y CONJUGADOS DE ANTICUERPO Y FARMACO DE ESTOS
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio y la prioridad de la solicitud de patente de EE. UU.
n.° 63/422 517, presentada el 4 de noviembre de 2022, cuyo contenido se incorpora a la presente en su
totalidad mediante esta referencia.
ANTECEDENTES
[0002] Los conjugados farmaco y anticuerpo (ADC) proporcionan un mecanismo para la administracion
selectiva de cargas terapéuticas de moléculas pequefias a células cancerosas con antigenos positivos,
lo que atenua asi la toxicidad sistémica de los farmacos citotdxicos para las células normales con
antigenos negativos. Tres componentes de un ADC (el anticuerpo, la carga citotdxica y el enlazador que
los une) son importantes para disefiar una terapia eficaz. A pesar del desarrollo activo, aun existen
desafios, por ejemplo, la toxicidad debido a la union del anticuerpo a su objetivo en el tejido normal y la
dispersion de la carga citotéxica en el tejido normal debido a la inestabilidad del enlazador de ADC. Por
lo tanto, muchos ADC no han tenido éxito en los ensayos clinicos debido a la falta de seguridad y/o
eficacia en dosis toleradas.
[0003] La topoisomerasa | desempefia un papel fundamental en la replicacion del ADN tanto en
condiciones normales como en enfermedades (por ejemplo, cancer). Como la inhibicién de la
topoisomerasa | conduce a la muerte celular, los compuestos que se unen a la topoisomerasa | y la
inhiben pueden ser Utiles como agentes terapéuticos.
[0004] La camptotecina es un producto natural con actividad citotdxica en una variedad de lineas
celulares. La union de su anillo de lactona activo a la topoisomerasa | inhibe la replicacién del ADN,
provocando asi la apoptosis celular. Sin embargo, sus limitaciones para el desarrollo de farmacos
incluyen, por ejemplo, su baja solubilidad en agua y un equilibrio entre su forma activa, de lactona, y su
forma inactiva, de anillo abierto.
[0005] Exatecan es un derivado de la camptotecina soluble en agua. Como agente quimioterapéutico,
el mesilato de exatecan no obtuvo la aprobacién farmacologica después de varios ensayos clinicos
debido a la falta de eficacia o alta toxicidad en las dosis probadas. Se han realizado esfuerzos para
permitir la utilidad clinica del exatecan convirtiéndolo en una forma de profarmaco, donde el exatecan
esta unido covalentemente a un polimero de polialcohol carboximetildextrano a través de un espaciador
peptidilo (un sustrato para las proteasas de catepsina intracelulares). Sin embargo, este profarmaco no
tuvo éxito en los ensayos clinicos.
[0006] Por lo tanto, existe una necesidad de compuestos mas adecuados para el desarrollo clinico y el
éxito en el tratamiento de tumores humanos. Ademas, la administracion preferencial de inhibidores de

la topoisomerasa | a los tejidos enfermos a través de conjugados de farmaco y anticuerpo podria
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conducir a una mayor seguridad y eficacia, lo que brinda asi opciones terapéuticas para un mayor
numero de pacientes y tipos de cancer.

COMPENDIO
[0007] La presente descripcidon hace referencia a compuestos utiles para el tratamiento del cancer. La
presente divulgacién esta dirigida, en parte, a construcciones de carga activa y enlazador utiles para unir
cargas activas a conjugados de farmacos basados en exatecan y anticuerpos. Por ejemplo, en el
presente documento se proporcionan compuestos que representan una carga terapéutica, una
construccién de carga activa y enlazador o un conjugado de farmaco.
[0008] Por ejemplo, la presente divulgacién proporciona construcciones de carga activa y enlazador y
conjugados de farmacos, cada uno de los cuales comprende una carga terapéutica divulgada. Ademas,
se proporciona en este documento el uso de los compuestos descritos como agentes medicinales,
procesos para su preparacion y composiciones farmacéuticas que los contienen como ingrediente activo,
tanto solos como en combinacion con otros agentes, y también se proporciona su uso como
medicamentos y/o en la fabricacion de medicamentos para el tratamiento del cancer.
[0009] Por ejemplo, se describe en el presente documento un conjugado de farmaco representado por

la Formula 1A o la Férmula IB:

(IA) o
0 una sal o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este, en donde:

Lig es una fraccion objetivo;

L es una fraccién enlazadora;

R se selecciona del grupo que consiste en -R', -C(O)-R'-, -C(0)-O-R'-, -C(O)-NH-R'-, -C(O)-
alquilo Cy.3-C(O)-NH-R'-, -C(O)-(heteroarilo de 5-6 miembros)-R'-, -CH.-(heteroarilo de 5-6 miembros)-
R'-, -C(O)-(heterociclilo de 4-6 miembros)-, -C(O)-(heterociclilo de 4-6 miembros)-C(O)-R'-, -C(O)-
(heterociclilo de 4-6 miembros)-NH-R-, -C(O)-cicloalquilo Cs.4-R'-, -C(S)-cicloalquilo Cs4-R'-y -C(0O)-O-
fenilo-R'-; en donde se puede sustituir opcionalmente cualquier heteroarilo, heterociclilo, alquilo y
cicloalquilo antemencionado sustituidos con uno, dos o tres sustituyentes, cada uno seleccionado
independientemente del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo y oxo;

R se selecciona del grupo que consiste en CH,-CH,0-, -CH,-O-, -NH-, -CH,ONH- y -CH(CHj3)-
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NH-; y
ses0,1,2,3,4,56,7u8;y
tes0,1,2,3,4,56,7u8.
[0010] También se describe en este documento una carga activa terapéutica representada por la

Férmula Il:

()
0 una sal o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este, en donde:
Y es hidrégeno o -alquilo C1.3;
R se selecciona del grupo que consiste en -C(O)-alquilo Cs, -C(O)-cicloalquilo Cs, -C(O)-cicloalquilo
C4, -alquilo C4, -C(O)-(pirrolidinilo) y -C(O)-CH2ONH-C(O)-(pirrolidinilo);
en donde:

-C(O)-alquilo Cs, -C(0O)-cicloalquilo Cs, -C(O)-cicloalquilo C4 0 -alquilo C4 esta sustituido
por uno o dos sustituyentes, cada uno seleccionado independientemente del grupo que consiste
en hidroxilo, -NH, -CHO y -COOH,;

-C(O)-(pirrolidinilo) y -C(QO)-CH>ONH-C(O)-(pirrolidinilo) pueden estar opcionalmente
sustituidos en un atomo de carbono de pirrolidinilo disponible por uno o dos sustituyentes, cada
uno seleccionado independientemente del grupo que consiste en halégeno e hidroxilo, o dos R!
se unen para formar oxo; y

-C(O)-(pirrolidinilo) puede estar opcionalmente sustituido en un atomo de nitrégeno de

pirrolidinilo disponible por -CHO, -C(O)CH3 0 -C(O)CH2NHa.

[0011] Se contemplan en el presente documento métodos para tratar el cancer, que comprenden
administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de un compuesto descrito. Por ejemplo,
se proporciona aqui un método para tratar el cancer en un paciente que lo necesita, que comprende
administrar al paciente una cantidad eficaz de una carga terapéutica descrita, una construccion de carga
activa y enlazador descrita o un conjugado de farmaco descrito.

[0012] Se describen ademas en el presente documento composiciones farmacéuticas que comprenden
al menos un compuesto descrito y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, se
proporciona aqui una composicién farmacéuticamente aceptable que comprende un compuesto
descrito, por ejemplo, una carga terapéutica descrita, una construccion de carga activa y enlazador

descrita, o un conjugado de farmaco descrito y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0013] La Figura 1A, la Figura 1B y la Figura 1C muestran el efecto de supresion tumoral de los
conjugados de anticuerpo y farmaco 3031, 3036 y 3038 sobre el xenoinjerto derivado de la linea celular
de carcinoma de pulmoén NCI-H292 en ratones lampifios atimicos. Los compuestos ejemplificados en
este documento exhiben una supresién tumoral mayor que el control.
[0014] La Figura 2A y la Figura 2B muestran el efecto de supresion tumoral de los conjugados de
anticuerpo y farmaco 3058A y 3053B sobre el xenoinjerto derivado de la linea celular de cancer de
garganta humano FaDu en ratones lampifios atimicos. Los compuestos ejemplificados en este
documento exhiben una supresion tumoral mayor que el control.
[0015] La Figura 3A, la Figura 3B, la Figura 3C y la Figura 3D muestran el efecto de supresién tumoral
de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3058A, 3058B, 3102 y 3053B sobre el xenoinjerto derivado
de la linea celular de cancer de pulmén humano H1975 en ratones lampifios atimicos. Los compuestos
ejemplificados en este documento exhiben una supresion tumoral mayor que el control.
[0016] La Figura 4A, la Figura 4B y la Figura 4C muestran el efecto de supresion tumoral de los
conjugados de anticuerpo y farmaco 3053B, 3058A y 3102 sobre el xenoinjerto derivado de la linea
celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 en ratones NOD-SCID. Los compuestos
ejemplificados en este documento exhiben una supresion tumoral mayor que el control.
[0017] La Figura 5A, la Figura 5B, la Figura 5C, la Figura 5D, la Figura 5E y la Figura 5F muestran el
efecto de supresion tumoral de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3058A, 3102, 3059B, 3108, 3110
y 3053B sobre el xenoinjerto derivado de la linea celular de cancer de garganta humano FaDu en ratones
NOD-SCID. Los compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresion tumoral mayor
que el control.
[0018] La Figura 6A, la Figura 6B, la Figura 6C y la Figura 6D muestran el efecto de supresién tumoral
de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3058A, 3053B, 3102 y 3059B sobre xenoinjerto coinoculado
de la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 y la linea celular de cancer de colon
SW620-luc en ratones NOD-SCID. Los compuestos ejemplificados en este documento exhiben una
supresion tumoral mayor que el control.
[0019] La Figura 7A, la Figura 7B, la Figura 7C y la Figura 7D muestran el efecto de supresién tumoral
de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3053B, 3058A, 3102 y 3059B sobre el xenoinjerto
coinoculado con la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 vy la linea celular de cancer
de cancer de colon SW620-luc en ratones NOD-SCID. Las cuatro figuras muestran la sefial de luciferasa
expresada como flujo total (fotones por segundo) en funcion del tiempo después del inicio de la
administraciéon del conjugado de anticuerpo y farmaco en comparaciéon con el grupo de control del

vehiculo. Los compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresién tumoral mayor que
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el control.
[0020] La Figura 8A, la Figura 8B, la Figura 8C y la Figura 8D muestran el efecto de supresién tumoral
de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3111, 3112, 3110 y 3109 sobre el xenoinjerto derivado de la
linea celular de cancer de garganta humano FaDu en ratones NOD-SCID (10 mg por kg, 1 dosis). Los
compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresiéon tumoral mayor que el control.
[0021] La Figura 9A, la Figura 9B, la Figura 9C y la Figura 9D muestran el efecto de supresién tumoral
de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3111, 3112, 3110 y 3109 sobre el xenoinjerto derivado de la
linea celular de cancer de garganta humano FaDu en ratones NOD-SCID (3 mg por kg, 1 dosis). Los
compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresién tumoral mayor que el control.
[0022] La Figura 10A, la Figura 10B, la Figura 10C y la Figura 10D muestran el efecto de supresion
tumoral de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3111, 3112, 3110 y 3109 sobre el xenoinjerto
derivado de la linea celular de cancer de garganta humano FaDu en ratones NOD-SCID (1 mg por kg, 3
dosis). Los compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresién tumoral mayor que el
control.
[0023] La Figura 11A, la Figura 11B, la Figura 11C y la Figura 11D muestran el efecto de supresion
tumoral de los conjugados de anticuerpo y farmaco 3111, 3112, 3110 y 3109 sobre el xenoinjerto
derivado de la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 en ratones NOD-SCID (3 mg por
kg, 1 dosis). Los compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresion tumoral mayor
que el control.

DESCRIPCION DETALLADA
[0024] Las caracteristicas y otros detalles de la descripcion se describiran ahora mas particularmente.
Antes de describir adicionalmente la presente divulgacion, se recopilan aqui ciertos términos empleados
en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones adjuntas. Estas definiciones deben leerse a la luz
del resto de la descripcidn y tal como las entiende una persona experta en la técnica. A menos que se
defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el mismo
significado que entiende comunmente una persona con conocimientos habituales en la técnica.
Definiciones
[0025] Tal como se utilizan en este documento, las palabras “un” y “una” incluyen uno o mas, a menos
que se especifique lo contrario. Por ejemplo, el término “un agente” abarca tanto un solo agente como
una combinacion de dos o mas agentes.
[0026] EI término “alquenilo” como se utiliza en este documento se refiere a un hidrocarburo lineal o
ramificado insaturado que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Los grupos alquenilo
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, un grupo lineal o ramificado de 2 a 6 o 3 a 4 atomos de

carbono, denominados en este documento alquenilo Cz¢ y alquenilo Cs., respectivamente. Los grupos
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alquenilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, vinilo, alilo, butenilo, pentenilo, etc.
[0027] EI término “alcoxi” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo alquilo lineal o
ramificado unido al oxigeno (alquil-O-). Los grupos alcoxi ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
grupos alcoxi de 1 a 6 0 2 a 6 atomos de carbono, denominados en este documento alcoxi C+.6 y alcoxi
Co., respectivamente. Los grupos alcoxi ejemplares incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi,
isopropoxi, etc.
[0028] El término “alcoxialquilo” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo alquilo lineal o
ramificado unido al oxigeno, unido a un segundo grupo alquilo lineal o ramificado (alquil-O-alquil-). Los
grupos alcoxialquilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, grupos alcoxialquilo en los que cada uno
de los grupos alquilo contiene independientemente de 1 a 6 atomos de carbono, denominados en este
documento alcoxi Cie-alquilo C16. Los grupos alcoxialquilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a,
metoximetilo, 2-metoxietilo, 1-metoxietilo, 2-metoxipropilo, etoximetilo, 2-isopropoxietilo, etc.
[0029] EI término “alquioxicarbonilo” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo alquilo
lineal o ramificado unido al oxigeno, unido a un grupo carbonilo (alquil-O-C(O)-). Los grupos
alcoxicarbonilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, grupos alcoxicarbonilo de 1 a 6 atomos de
carbono, denominados en este documento alcoxicarbonilo C1.6. Los grupos alcoxicarbonilo ejemplares
incluyen, pero no se limitan a, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo, etc.
[0030] El término “alqueniloxi” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo alquenilo lineal
o ramificado unido al oxigeno (alquenil-O-). Los grupos alqueniloxi ejemplares incluyen, pero no se
limitan a, grupos con un grupo alquenilo de 3 a 6 atomos de carbono, denominados en este documento
alqueniloxi Cs.6. Los grupos “alqueniloxi” ejemplares incluyen, pero no se limitan a, aliloxi, buteniloxi, etc.
[0031] El término “alquiniloxi” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo alquenilo lineal o
ramificado unido al oxigeno (alquinil-O-). Los grupos alquiniloxi ejemplares incluyen, pero no se limitan
a, grupos con un grupo alquinilo de 3 a 6 &tomos de carbono, denominados en este documento alquiniloxi
Cs-6. Los grupos alquiniloxi ejemplares incluyen, pero no se limitan a, propiniloxi, butiniloxi, etc.
[0032] EI término "alquilo" hace referencia a un hidrocarburo saturado de cadena lineal o ramificada.
Los grupos alquilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, hidrocarburos lineales o ramificados de 1
a6,1a4o01a3atomos de carbono, denominados en este documento alquilo C1., alquilo C1.4 y alquilo
C+3, respectivamente. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, de modo no taxativo, metilo, etilo,
propilo, isopropilo, 2-metil-1-butilo, 3-metil-2-butilo, 2-metil-1-pentilo, 3-metil-1-pentilo, 4-metil-1-pentilo,
2-metil-2-pentilo, 3-metil-2-pentilo, 4-metil-2-pentilo, 2,2-dimetil-1-butilo, 3,3-dimetil-1-butilo, 2-etil-1-
butilo, butilo, isobutilo, t-butilo, pentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo, etc.
[0033] El término “alquilcarbonilo” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo alquilo lineal

o ramificado unido a un grupo carbonilo (alquil-C(O)-). Los grupos alquilcarbonilo ejemplares incluyen,
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pero no se limitan a, grupos alquilcarbonilo de 1 a 6 atomos, denominados en este documento grupos
alquilcarbonilo C16. Los grupos alquilcarbonilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, acetilo,
propanoilo, isopropanoilo, butanoilo, etc.
[0034] “Alquileno” significa un radical alifatico divalente saturado, lineal o ramificado, que tiene el nimero
de carbonos indicado. “Cicloalquileno” se refiere a un radical divalente de un grupo hidrocarburo
saturado carbociclico que tiene el numero de carbonos indicado.
[0035] El término “alquinilo” como se utiliza en este documento se refiere a un hidrocarburo lineal o
ramificado insaturado que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los grupos alquinilo
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, un grupo lineal o ramificado de 2 a 6 o 3 a 6 atomos de
carbono, denominados en este documento alquinilo Cz y alquinilo Cs., respectivamente. Los grupos
alquinilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, etinilo, propinilo, butinilo, pentinilo, hexinilo,
metilpropinilo, etc.
[0036] El término “carbonilo” como se utiliza aqui se refiere al radical -C(O)-.
[0037] El término “ciano” como se utiliza aqui se refiere al radical -CN.
[0038] El término “cicloalcoxi” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo cicloalquilo unido
al oxigeno (cicloalquil-O-). Los grupos cicloalcoxi ejemplares incluyen, pero no se limitan a, grupos
cicloalcoxi de 3 a 6 atomos de carbono, denominados en este documento grupos cicloalcoxi Cs.. Los
grupos cicloalcoxi ejemplares incluyen, pero no se limitan a, ciclopropoxi, ciclobutoxi, ciclohexiloxi, etc.
[0039] Los términos “cicloalquilo” o “grupo carbociclico” como se utilizan en este documento se refieren
a un grupo hidrocarburo saturado o parcialmente insaturado de, por ejemplo, 3-6 o 4-6 carbonos,
denominados en este documento cicloalquilo Cz¢ 0 cicloalquilo Cass, respectivamente. Los grupos
cicloalquilo ejemplares incluyen, pero no se limitan a, ciclohexilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclobutilo
o ciclopropilo.
[0040] Los términos “halo” o “halégeno” tal como se utilizan en este documento se refieren a F, CI, Bro
l.
[0041] Los términos “heteroarilo” o “grupo heteroaromatico” como se utilizan en este documento se
refieren a un sistema de anillo aromatico monociclico de 5 a 6 miembros que contiene uno o mas
heteroatomos, por ejemplo, de uno a tres heteroatomos, como nitrégeno, oxigeno y azufre. Cuando sea
posible, dicho anillo heteroarilo puede estar unido al radical adyacente a través de carbono o nitrégeno.
Los ejemplos de anillos heteroarilo incluyen, entre otros, furano, tiofeno, pirrol, tiazol, oxazol, isotiazol,
isoxazol, imidazol, pirazol, triazol, piridina o pirimidina, etc.
[0042] Los términos "heterociclilo" o "grupo heterociclico" estan reconocidos en la técnica y se refieren,
por ejemplo, a estructuras de anillo monociclicas o biciclicas de 4 a 10 miembros, saturadas o

parcialmente insaturadas, o, por ejemplo, estructuras de anillo saturadas de 4 a 9 0 4 a 6 miembros,
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incluidos anillos puenteados, fusionados o espirociclicos, y cuyas estructuras de anillo incluyen de uno
a tres heteroatomos, como nitrégeno, oxigeno y azufre. Cuando sea posible, los anillos heterociclicos
pueden estar unidos al radical adyacente a través de carbono o nitrégeno. Los ejemplos de grupos
heterociclilo incluyen, pero no se limitan a, pirrolidina, piperidina, morfolina, tiomorfolina, piperazina,
oxetano, azetidina, tetrahidrofurano o dihidrofurano, etc.
[0043] EI término “heterocicliloxi” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo heterociclilo
unido al oxigeno (heterociclil-O-).
[0044] EI término “heteroariloxi” como se utiliza en este documento se refiere a un grupo heteroarilo
unido al oxigeno (heteroaril-O-).
[0045] Los términos “hidroxi” e “hidroxilo” tal como se utilizan en este documento se refieren al radical -
OH.
[0046] EI término “oxo” como se utiliza aqui se refiere al radical =O.
[0047] "Farmacéuticamente o farmacoldégicamente aceptable" incluye entidades moleculares y
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion perjudicial cuando se
administren a un animal o a un ser humano, segun corresponda. Para la administracién a seres
humanos, las preparaciones deberan cumplir con los estandares de esterilidad, pirogenicidad y
seguridad y pureza general como lo requieren los estandares de la Oficina de Estandares Bioldgicos de
la FDA.
[0048] Tal como se usan en el presente documento, "vehiculo farmacéuticamente aceptable" o
"excipiente farmacéuticamente aceptable" hacen referencia a todos y cada uno de los disolventes,
medios de dispersién, recubrimientos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcién, y similares, que
sean compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de dichos medios y agentes para sustancias
farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Las composiciones también pueden contener otros
compuestos activos que proporcionen funciones terapéuticas suplementarias, adicionales o mejoradas.
[0049] Tal como se usa en la presente, el término "composicion farmacéutica" hace referencia a una
composicion que comprende al menos un compuesto descrito en la presente formulado junto con uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.
[0050] “Individuo”, “paciente” o “sujeto” se utilizan indistintamente e incluyen cualquier animal, incluidos
mamiferos, preferiblemente ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros, gatos, cerdos, ganado,
ovejas, caballos o primates, y mas preferiblemente humanos. Los compuestos de la presente divulgacion
se pueden administrar a un mamifero, tal como un ser humano, pero también se pueden administrar a
otros mamiferos tales como un animal que necesita tratamiento veterinario, por ejemplo, animales
domeésticos (por ejemplo, perros, gatos y similares), animales de granja (por ejemplo, vacas, ovejas,

cerdos, caballos y similares) y animales de laboratorio (por ejemplo, ratas, ratones, cobayas y similares).
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“‘Modulacién” incluye antagonismo (por ejemplo, inhibicidn), agonismo, antagonismo parcial y/o
agonismo parcial.
[0051] EI término "tratar" incluye cualquier efecto, por ejemplo, disminuir, reducir, modular, mejorar o
eliminar, que tenga como resultado la mejora de la afeccién, enfermedad, trastorno y similares.
[0052] En la presente memoria descriptiva, los términos "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad
eficaz" significan la cantidad del compuesto en cuestién que provocara la respuesta biolégica o médica
de un tejido, sistema o animal (por ejemplo, mamifero o humano) que busca el investigador, veterinario,
meédico u otro profesional clinico. Los compuestos de la presente divulgacion se administran en
cantidades terapéuticamente eficaces para tratar una enfermedad. Alternativamente, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto es la cantidad requerida para lograr un efecto terapéutico y/o
profilactico deseado, como una cantidad que resulta en reduccion de peso.
[0053] El término “sales farmacéuticamente aceptables” como se utiliza en este documento se refiere a
sales de grupos acidos o basicos que pueden estar presentes en los compuestos utilizados en las
composiciones. Los compuestos incluidos en las presentes composiciones que son de naturaleza basica
son capaces de formar una amplia variedad de sales con diversos acidos inorganicos y organicos. Los
acidos que pueden usarse para preparar sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables de
dichos compuestos basicos son aquellos que forman sales de adicidn de acido no téxicas, es decir, sales
que contienen aniones farmacoldgicamente aceptables, lo que incluye, pero no se limita a, sales de
malato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato acido, isonicotinato,
acetato, lactato, salicilato, citrato, tartrato, oleato, tanato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato,
maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato,
metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato (es decir, 1,1'-
metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)). Los compuestos incluidos en las presentes composiciones que son
de naturaleza acida son capaces de formar sales basicas con varios cationes farmacolégicamente
aceptables. Entre los ejemplos de dichas sales se incluyen las sales de metales alcalinos o
alcalinotérreos, en particular, las sales de calcio, magnesio, sodio, litio, zinc, potasio y hierro. Los
compuestos incluidos en las presentes composiciones que incluyen una fraccion basica o acida también
pueden formar sales farmacéuticamente aceptables con varios aminoacidos. Los compuestos de la
divulgacion pueden contener grupos tanto acidos como basicos; por ejemplo, un grupo amino y un grupo
acido carboxilico. En tal caso, el compuesto puede existir como una sal de adicion de acido, un zwitterion
0 una sal basica.
[0054] Como lo entendera el experto en la técnica, “H” es el simbolo del hidrogeno, “N” es el simbolo
del nitrégeno, “S” es el simbolo del azufre, “O” es el simbolo del oxigeno. “Me” es una abreviatura de

metilo. Se apreciara que la presente divulgacion debe interpretarse en congruencia con las leyes y
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principios del enlace quimico.

[0055] Los compuestos de la divulgacion pueden contener uno o mas centros quirales y, por lo tanto,
existir como estereoisdomeros. El término “estereoisomeros” cuando se utiliza aqui consiste en todos los
enantiémeros o diastereémeros. Estos compuestos pueden designarse con los simbolos “(+)”, “(-)”, “R”
o “S”, dependiendo de la configuracién de los sustituyentes alrededor del atomo de carbono
estereogénico, pero el experto reconocera que una estructura puede denotar un centro quiral
implicitamente. La presente divulgacién abarca varios esterecisémeros de estos compuestos y mezclas
de estos. Las mezclas de enantiomeros o diasteredmeros pueden designarse “(+)” en la nomenclatura,
pero el experto reconocera que una estructura puede denotar un centro quiral implicitamente.

[0056] Los compuestos de la divulgacion pueden contener uno 0 mas enlaces dobles y, por lo tanto,

existir como isémeros geométricos resultantes de la disposicion de sustituyentes alrededor de un enlace

describe aqui. Los sustituyentes alrededor de un enlace doble carbono-carbono se designan como en
configuracion “Z” o “E”, en donde los términos “Z” y “E” se utilizan de acuerdo con los estandares de la
IUPAC. A menos que se especifique lo contrario, las estructuras que representan enlaces dobles
abarcan los isémeros “E”y “Z”. Los sustituyentes alrededor de un enlace doble carbono-carbono pueden
denominarse alternativamente “cis” o “trans”, donde “cis” representa sustituyentes en el mismo lado del
enlace doble y “trans” representa sustituyentes en lados opuestos del enlace doble.

[0057] Los compuestos de la divulgacién pueden contener un anillo carbociclico o heterociclico y, por lo
tanto, existir como isémeros geométricos resultantes de la disposicion de sustituyentes alrededor del
anillo. La disposicién de los sustituyentes alrededor de un anillo carbociclico o heterociclico se designa
como en configuracion “Z”o “E”, en donde los términos “Z”y “E” se utilizan de acuerdo con los estandares
de la IUPAC. A menos que se especifique lo contrario, las estructuras que representan anillos
carbociclicos o heterociclicos abarcan los isébmeros “Z” y “E”. Se puede hacer referencia a los
sustituyentes alrededor de un anillo carbociclico o heterociclico como "cis o "trans", donde el término
"cis" representa sustituyentes en el mismo lado del plano del anillo y el término "trans" representa
sustituyentes en lados opuestos del plano del anillo. Las mezclas de compuestos en los que los
sustituyentes estan dispuestos tanto en el mismo lado como en lados opuestos del plano del anillo
pueden denominarse "cis/trans".

[0058] Los enantidmeros y diasteredmeros individuales de los compuestos de la presente divulgacion
pueden prepararse sintéticamente a partir de materiales de partida disponibles comercialmente que
contienen centros asimétricos o estereogénicos, o mediante la preparacion de mezclas racémicas
seguida de métodos de resolucion bien conocidos por los expertos en la materia. Estos métodos de

resolucion se ejemplifican mediante (1) la unién de una mezcla de enantiomeros a un auxiliar quiral, la
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separacion de la mezcla resultante de diasteredmeros mediante recristalizacion o cromatografia y la
liberacion del producto 6pticamente puro del auxiliar, (2) la formacién de sales empleando un agente de
resolucién opticamente activo, (3) la separacion directa de la mezcla de enantiomeros Opticos en
columnas de cromatografia liquida quirales o (4) la resolucion cinética utilizando reactivos quimicos o
enzimaticos estereoselectivos. Las mezclas racémicas también pueden resolverse en sus enantiomeros
componentes mediante métodos bien conocidos, como la cromatografia liquida en fase quiral o la
cristalizacion del compuesto en un disolvente quiral. Las sintesis estereoselectivas, una reaccion
quimica o enzimatica en la que un Unico reactivo forma una mezcla desigual de estereoisémeros durante
la creacion de un nuevo estereocentro o la transformacion de uno preexistente, son bien conocidas en
la técnica. Las sintesis estereoselectivas abarcan transformaciones enantio- y diastereoselectivas y
pueden implicar el uso de auxiliares quirales. Para ver ejemplos, consulte Carreira y Kvaerno, Classics
in Stereoselective Synthesis, Wiley-VCH: Weinheim, 2009.
[0059] Los compuestos divulgados en este documento pueden existir en formas solvatadas y no
solvatadas con solventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares, y se
pretende que la presente divulgacion abarque tanto las formas solvatadas como las no solvatadas. En
una realizacion, el compuesto es amorfo. En una realizacion, el compuesto es un polimorfo Unico. En
otra realizacion, el compuesto es una mezcla de polimorfos. En otra realizacion, el compuesto esta en
forma cristalina.
[0060] La presente divulgacidon también abarca compuestos marcados isotopicamente de la divulgacion
que son idénticos a los aqui citados, excepto que uno o mas atomos son reemplazados por un atomo
que tiene una masa atémica o un numero de masa diferente de la masa atémica o el nUmero de masa
que se encuentra habitualmente en la naturaleza. Los ejemplos de is6topos que pueden incorporarse
en compuestos de la presente divulgacion incluyen isétopos de hidrogeno, carbono, nitrdgeno, oxigeno,
fosforo, azufre, flior y cloro, tales como 2H, °H, '3C, '“C, N, 80, 70, 3'P, 32p, 3§, 18F y 36Cl,
respectivamente. Por ejemplo, un compuesto de la divulgacion puede tener uno o mas atomos de H
reemplazados con deuterio.
[0061] Ciertos compuestos marcados isotépicamente (por ejemplo, aquellos marcados con 3H y “C)
son utiles en ensayos de distribucion de tejidos de compuestos y/o sustratos. Los isétopos tritiados (es
decir, 3H) y de carbono-14 (es decir, *C) son particularmente preferidos por su facilidad de preparacion
y detectabilidad. Ademas, la sustitucion con isétopos mas pesados como el deuterio (es decir, 2H) puede
proporcionar ciertas ventajas terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica (por ejemplo,
mayor semivida in vivo 0 menores requisitos de dosis) y, por lo tanto, puede ser preferida en algunas
circunstancias. Los compuestos marcados isotopicamente de la presente divulgacion generalmente se

pueden preparar siguiendo procedimientos analogos a los divulgados en los ejemplos aqui presentados,
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mediante la sustitucion de un reactivo marcado isotopicamente por un reactivo no marcado
isotépicamente.
[0062] EI término “profarmaco” se refiere a compuestos que se transforman in vivo para producir un
compuesto descrito o una sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptable del compuesto. La
transformacién puede ocurrir por diversos mecanismos (como por esterasa, amidasa, fosfatasa,
metabolismo oxidativo o reductivo) en varios lugares (como en la luz intestinal o durante el transito por
el intestino, la sangre o el higado). Los profarmacos son conocidos en la técnica (por ejemplo, ver Rautio,
Kumpulainen, et al, Nature Reviews Drug Discovery 2008, 7, 255). Por ejemplo, si un compuesto de la
presente divulgacion o una sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptable del compuesto contiene
un grupo funcional de acido carboxilico, un profarmaco puede comprender un éster formado por la
sustitucion del atomo de hidrogeno del grupo acido con un grupo tal como alquilo (Ci.s),
alquilcarboniloximetilo (C2-12), 1-(alquilcarboniloxi)etilo que tiene de 4 a 9 atomos de carbono, 1-metil-1-
(alquilcarboniloxi)-etilo que tiene de 5 a 10 atomos de carbono, alcoxicarboniloximetilo que tiene de 3 a
6 atomos de carbono, 1-(alcoxicarboniloxi)etilo que tiene de 4 a 7 atomos de carbono, 1-metil-1-
(alcoxicarboniloxi)etilo que tiene de 5 a 8 atomos de carbono, N-(alcoxicarbonil)aminometilo que tiene
de 3 a 9 atomos de carbono, 1-(N-(alcoxicarbonil)amino)etilo que tiene de 4 a 10 atomos de carbono, 3-
ftalidilo, 4-crotonolactonilo, gamma-butirolacton-4-ilo, di-N,N-(C12)alquilamino(Cz-3)alquilo (como -
dimetilaminoetilo), carbamoil-(Ci-2)alquilo, N,N-di(C12)alquilcarbamoil-(C+2)alquilo y  piperidino-,
pirrolidino- o morfolinoalquilo(C..3).
[0063] De manera similar, si un compuesto descrito contiene un grupo funcional alcohol, se puede
formar un profarmaco mediante la sustitucion del atomo de hidrégeno del grupo alcohol por un grupo
como alquil(C+)carboniloximetilo, 1-((C1-s)alquilcarboniloxi)etilo, 1-metil-1-((C1-s)alquilcarboniloxi)etilo,
alcoxi(C+.s)carboniloximetilo, N-alcoxi(C1.s)carbonilaminometilo, succinoilo, alquil(C+.s)carbonilo, a-
amino(Ci.)alquilcarbonilo, arilalquilcarbonilo y a-aminoalquilcarbonilo, o a-aminoalquilcarbonil-a-
aminoalquilcarbonilo, donde cada grupo a-aminoalquilcarbonilo se selecciona independientemente de
los L-aminoacidos naturales, P(O)(OH)z, -P(O)(O(alquiloC+s))2 0 glicosilo (el radical resultante de la
eliminacion de un grupo hidroxilo de la forma hemiacetal de un carbohidrato).
[0064] Si un compuesto de la presente divulgacion incorpora un grupo funcional amina, se puede formar
un profarmaco, por ejemplo, mediante la creacién de una amida o carbamato, un derivado de N-
alquilcarboniloxialquilo, un derivado de (oxodioxolenil)metilo, una base de N-Mannich, imina o enamina.
Ademas, una amina secundaria puede escindirse metabdlicamente para generar una amina primaria
bioactiva, o una amina terciaria puede escindirse metabdlicamente para generar una amina primaria o
secundaria bioactiva. Para ver ejemplos, véase Simplicio, et al., Molecules 2008, 13, 519 y referencias

alli citadas.
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[0065] Los procedimientos para la elaboracion de los compuestos descritos en este documento se
proporcionan a continuacién en los ejemplos practicos y pueden complementarse o sustituirse por
procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Los materiales de partida utilizados en los
ejemplos practicos pueden adquirirse o prepararse mediante métodos descritos en la bibliografia
quimica, o mediante adaptaciones de estos, utilizando métodos conocidos por los expertos en la materia.
El orden de ejecucion de los pasos puede variar en funcion de los grupos introducidos y los reactivos
utilizados, pero resultara evidente para los expertos en la materia. Los compuestos descritos, o
cualquiera de los intermedios descritos en este documento, pueden derivarse adicionalmente mediante
uno o mas métodos sintéticos estandar conocidos por los expertos en la materia.

[0066] Las sales de los compuestos descritos en este documento se pueden preparar mediante la
reaccion de un compuesto descrito en este documento con un acido o base apropiados en un disolvente
adecuado, o una mezcla de disolventes (tales como un éter, por ejemplo, éter dietilico, o un alcohol, por
ejemplo etanol, o un disolvente acuoso) utilizando procedimientos convencionales. Las sales de un
compuesto descrito en este documento se pueden intercambiar por otras sales mediante tratamiento
utilizando procedimientos de cromatografia de intercambio idnico convencionales.

Compuestos

[0067] Por ejemplo, se describe en el presente documento un conjugado de farmaco representado por

la Férmula IA o la Férmula IB:

(IA) o
0 una sal o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este, en donde:

Lig es una fraccion objetivo;

L es una fraccion enlazadora;

R se selecciona del grupo que consiste en -R', -C(O)-R'-, -C(0)-O-R'-, -C(O)-NH-R'-, -C(O)-
alquilo Co.3-C(O)-NH-R-, -C(O)-(heteroarilo de 5-6 miembros)-R'-, -CH,-(heteroarilo de 5-6 miembros)-
R'-, -C(O)-(heterociclilo de 4-6 miembros)-, -C(O)-(heterociclilo de 4-6 miembros)-C(O)-R'-, -C(O)-
(heterociclilo de 4-6 miembros)-NH-R-, -C(O)-cicloalquilo Cs.4-R'-, -C(S)-cicloalquilo C34-R'-y -C(0O)-O-
fenilo-R'-; en donde se puede sustituir opcionalmente cualquier heteroarilo, heterociclilo, alquilo y

cicloalquilo antemencionado sustituidos con uno, dos o tres sustituyentes, cada uno seleccionado
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independientemente del grupo que consiste en halégeno, hidroxilo y oxo;
R' se selecciona del grupo que consiste en CH,-CH;0-, -CH>-0-, -NH-, -CH,ONH- y -CH(CHj3)-
NH-; y
ses0,1,2,3,4,56,7u8;y
tes0,1,2,3,4,5,6,7u8.

[0068] En algunas realizaciones, un conjugado farmacolégico descrito de Foérmula | puede estar

representado por la Férmula IA:

d OH (IA);
0 una sal, un profarmaco o un estereoisdémero farmacéuticamente aceptable de este;
endondeses 1,2, 3,4,56,7u8.
[0069] En algunas realizaciones, Lig es un anticuerpo monoclonal. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, Lig se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-TROP2, un anticuerpo anti-
EGREF, un anticuerpo anti-HER2, un anticuerpo anti-B7-H3, un anticuerpo anti-CD30, un anticuerpo anti-
CD33 y un anticuerpo anti-CD70. En otras realizaciones, Lig se selecciona del grupo que consiste en un
anticuerpo anti-TROP2, un anticuerpo anti-EGRF y un anticuerpo anti-HER2. En ciertas realizaciones,
Lig es un anticuerpo anti-TROP2. En ciertas otras realizaciones, Lig es un anticuerpo anti-EGRF. En
otras realizaciones mas, Lig es un anticuerpo anti-HER2. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, Lig
puede seleccionarse de un anticuerpo descrito en la Tabla 4. En otras realizaciones, s es 1 u 8. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, s es 1.

[0070] En algunas realizaciones, L se selecciona, por ejemplo, del grupo que consiste en:
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en donde * indica el punto de unién a R.

[0071] En otras realizaciones, R se selecciona del grupo que consiste en -CH2CH,O-, -C(O)-CH,ONH-,
5 -C(0)-O-CH2CH;0-, -C(O)-NH-CH,CH,0-, -C(0O)-alquil C4-C(O)-NH-CH2CH,0-, -C(O)-alquil C3s-C(O)-

NH-CH>CH20- y -C(O)-CH(CHz3)-NH-.

[0072] En otras realizaciones mas, R se selecciona del grupo que consiste en -C(O)-triazolil-CH>CH20-

, -CHa-triazolil-CH2CH,0O- y -C(O)-furanil-CH,O-.

[0073] En otras realizaciones, R se selecciona del grupo que consiste en -C(O)-cicloalquilo Cs-

10  CH2CH.0-, -C(S)-cicloalquilo C3-CH2CH-0-, -C(O)-cicloalquiloC3-NH- y -C(O)-O-fenil-NH-.

[0074] En ciertas realizaciones, R se selecciona del grupo que consiste en -C(O)-pirrolidinilo- y -C(O)-

pirrolidinil-C(O)-CH(CH3)-NH-, donde el pirrolidinilo puede estar opcionalmente sustituido por uno o dos

atomos de fluor.

[0075] Por ejemplo, en algunas realizaciones, R se selecciona del grupo que consiste en
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en donde ** indica el punto de unién a L.

[0076] Por ejemplo, en algunas realizaciones, un conjugado de farmaco descrito puede seleccionarse
del grupo que consiste en

Lig
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o una sal o un estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este.
en donde Lig se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-TROP2, un anticuerpo anti-
EGRF y un anticuerpo anti-HER2.

[0077] En ciertas realizaciones, Lig es un anticuerpo anti-TROP2. En ciertas otras realizaciones, Lig es
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un anticuerpo anti-EGRF, por ejemplo, Panitumumab, Nimotuzumab, Matuzumab o Cetuximab. En otras
realizaciones mas, Lig es un anticuerpo anti-HER2. En otras realizaciones, s es 1 u 8. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, s es 1.
[0078] Por ejemplo, los conjugados de farmacos contemplados en la presente divulgacion se
proporcionan en las Tablas 1-3.

Tabla 1. Conjugados de farmacos y anticuerpos anti-HER 2

Compuesto N.° Objetivo
3001 HER2
3002 HER2
3003 HER2
3004 HER2
3005 HER2
3006 HER2
3007 HER2
3008 HER2
3009 HER2
3010 HER2
3011 HER2
3012 HER2
3013 HER2
3014 HER2
3015 HER2
3016 HER2
3017 HER2
3018 HER2
3019 HER2
3020 HER2
3021 HER2
3022 HER2
3023 HER2
3024 HER2
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3025 HER2
3026 HER2
3100 HER2

Tabla 2. Conjugados de farmacos y anticuerpos anti-TROP2

Compuesto N.° Objetivo
3027 TROP2
3028A TROP2
3028B TROP2
3029A TROP2
3029B TROP2
3030 TROP2
3031 TROP2
3032 TROP2
3033 TROP2
3034 TROP2
3035 TROP2
3036 TROP2
3037 TROP2
3038 TROP2
3039 TROP2
3040 TROP2
3041 TROP2
3042 TROP2
3043 TROP2
3044 TROP2
3045 TROP2
3046 TROP2
3047 TROP2
3048 TROP2
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3101 TROP2

Tabla 3. Conjugados de farmacos y anticuerpos anti-EGFR

[0079] Para los compuestos 3049-3107, se utilizé IgG1 anti-EGFR 1; para el compuesto 3108, se utilizd
IgG1 anti-EGFR 2; para los compuestos 3109-3110, se utilizé IgG1 anti-EGFR 3; para los compuestos
3111-3112, se utiliz6 1IgG1 anti-EGFR 4 y para el compuesto 3113, se utiliz6 IgG1 anti-EGFR 5.

Compuesto N.° Objetivo
3049 EGFR
3050 EGFR

3051A EGFR
3051B EGFR
3052 EGFR
3053A EGFR
3053B EGFR
3054 EGFR
3055 EGFR
3056 EGFR
3057 EGFR
3058A EGFR
3058B EGFR
3059A EGFR
3059B EGFR
3060 EGFR
3061 EGFR
3062A EGFR
3062B EGFR
3063 EGFR
3064 EGFR
3065 EGFR
3066 EGFR
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3067 EGFR
3068 EGFR
3069 EGFR
3070 EGFR
3102 EGFR
3103 EGFR
3104 EGFR
3105 EGFR
3107 EGFR
3108 EGFR
3109 EGFR
3110 EGFR
3111 EGFR
3112 EGFR
3113 EGFR

[0080] Los objetivos contemplados y los anticuerpos de ejemplo correspondientes de la presente

divulgacion se proporcionan en la Tabla 4.

Tabla 4
Nombre del

Objetivo anticuerpo
EGFR Cetuximab
EGFR Panitumumab
EGFR RN765C
EGFR Laprituximab
EGFR Serclutamab
EGFR Matuzumab
EGFR Imgatuzumab
EGFR Nimotuzumab

EGFRuviii Depatuxizumab
HER2 Trastuzumab
HER2 Pertuzumab




HER2 Disitumab
TROP2 RS7
TROP2 Sacituzumab
TROP2 Datopotomab
TROP2 RN927C

HER3 Patritumab

NECTIN-4 Enfortumab

CD-33 Gemtuzumab

CD-33 Vadastuximab

CD-30 Brentuximab

CD-22 Inotuzumab

CD-22 Pinatuzumab

CD-22 Moxetumomab

CD-22 Epratuzumab

anti-CD79b Polatuzumab

CD-19 Tafasitamab

Antiangiopoyetina-2;
anti-VEGF-A Vanucizumab
Anti-AFP Tacatuzumab
FRa Mirvetuximab
CD-166 Praluzatamab
Mesotelina Anetumab

CD74 Milatuzumab

CD56 Lorvotuzumab
NaPi2b Lifastuzumab

STEAP1 Vandortuzumab

LIV-1 Ladiratuzumab

CD74 Milatuzumab

CD56 Lorvotuzumab
GPNMB Glembatumomab

CD66e (CAECAMS)

Labetuzumab;
SAR408701

TF

Tisotumab

26



DLL3 SC16LD6,5
Mesotelina Anetumab
CDg37 Naratuximab
BCMA Belantamab
AXL Enapotamab
CD-20 Ibritumomab
CD-25 Camidanlumab
PTK?7 Cofetuzumab
c-Met Telisotuzumab
CD138 Indatuximab
BH-73 (CD126) Omburtamab
CD19 SAR3419
CD138 BT-062
PSMA
SC-16 SC16LD6,5
EGFR ABT-414
CAIX BAY 79-4620
DEDNG6526A
ETBR (RG7636)
ASG-22ME (ASG-
Nectina-4 22M6E, AGS-22CE)
ASG15E-13-1, ASG-
SLITRK6 15ME
CAG6 SAR566658
CD19 SGN-CD19A
CD70 SGN-CD70A
ENPP3 AGS-16M8F
GCC MLNO0264
EGFR IMGN289, J2898A
EGFRuvII AMG 595
CD70 AMG 172
5T4 PF-06263507
CD98 IGN523

27
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CD-33 IMGN-633;AVE9633
HER3 Patritumab
Integrina-beta-6 SGN-B6A

STn (antigeno Sialyl-

Thomsen nouveau)

L2A5; SGN-STVN;

28

(CD175) 8C2-2D6
PDL1 SGN-PDL1V
B7H4 SGN-B7H4V
B7H4 XMI_1660
B7H4 AZD8205

[0081] También se describe en este documento una carga activa terapéutica representada por la
Férmula I

Fo(l);
0 una sal o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este, en donde:
Y es hidrégeno o -alquilo Ci.3;
R se selecciona del grupo que consiste en -alquilo C(O)-Cs, -C(0O)0-alquilo Cs, -C(O)-cicloalquilo Cs,
-C(O)-cicloalquilo C4, -alquilo C+1, -C(O)-(pirrolidinilo) y -C(O)-CH>2ONH-C(O)-(pirrolidinilo);

en donde:
-C(O)-alquilo Cs, -C(O)-cicloalquilo Cs, -C(O)O-cicloalquilo Cs, -C(O)-cicloalquilo C4 0 -
alquilo C4 esta sustituido por uno o dos sustituyentes, cada uno seleccionado

independientemente del grupo que consiste en hidroxilo, -NHz, -CHO y -COOH,;
-C(O)-(pirrolidinilo) y -C(QO)-CH>ONH-C(O)-(pirrolidinilo) pueden estar opcionalmente
sustituidos en un atomo de carbono de pirrolidinilo disponible por uno o dos sustituyentes, cada
uno seleccionado independientemente del grupo que consiste en halégeno e hidroxilo, o dos R!
se unen para formar oxo; y
-C(O)-(pirrolidinilo) puede estar opcionalmente sustituido en un atomo de nitrégeno de
pirrolidinilo disponible por -CHO, -C(O)CH3 0 -C(O)CH2NHa.

[0082] En algunas realizaciones, una carga terapéutica divulgada de Férmula Il puede estar
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representada por la Férmula lIA:

0 una sal o un estereoisémero farmacéuticamente aceptable de este.
[0083] En algunas realizaciones, Y es hidrégeno. En otras realizaciones, Y es -alquilo C+.3. Por ejemplo,

en ciertas realizaciones Y es -CHs. En algunas realizaciones, R se selecciona, por ejemplo, del grupo
que consiste en:

,}q/%:O 1 %/:O ’ W 01 %FO’ %/—O’ o O, ,}I\’\/":O’
o) NH, Q o)
HoN o NH, H OH
L AL e
o W O w0 w0 i~ w0 o O w9
HO N
> 2 NH
N 0 ¢ o HoO Ho— HO‘<‘
- }O\F T s
O N
w0 A O w0 w0
) ’ ’ y -

[0084] En algunas realizaciones, una carga terapéutica divulgada puede seleccionarse, por ejemplo, de

cualquiera de los compuestos divulgados en la Tabla 5, o una sal o esterecisémero farmacéuticamente
aceptable de este.

Tabla 5.

Comp. N.° Estructura
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210

211

[0085] Por ejemplo, en ciertas realizaciones, una carga terapéutica divulgada en este documento puede

seleccionarse del grupo que consiste en:

gt

HO c
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de este.
Se describe ademas en este documento una construccion de carga activa y enlazador representada por

la Férmula IllA o la Féormula 111B:

0O
L\
N R
\ O HN

(6]
F
(6]
d on (I1A) 0 O OH (1B);

0 una sal o estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este, en donde:

L se selecciona del grupo que consiste en:
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en donde * indica el punto de unién a R;
5 R se selecciona del grupo que consiste en
*% O}H" O
i ,4{
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0 ;:o ¥o =0 7o =0
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- **;rf o N
O—X—o o—<_o o—\_O équ%i
y 32=o’ %%=o, =0 0
en donde ** indica el punto de uniénalL,y
ses0,1,2,3,4,5,6,7u8;y
tes0,1,2,3,4,5,6,7u8.

[0086] En algunas realizaciones, una construccion de carga activa y enlazador divulgada de Férmula 11l
puede representarse mediante la Formula IlIC:

O OH (lIC);
o una sal, un profarmaco o un estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este
endondeses 1,2, 3,4,5,6,7u8.

[0087] En algunas realizaciones, R se selecciona, por ejemplo, del grupo que consiste en:
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en donde ** indica el punto de unién a L.

[0088] En ciertas realizaciones, s es 1 u 8. En otras realizaciones, s es 1.

[0089] En algunas realizaciones, una construccion de carga terapéutica y enlazador divulgada puede
seleccionarse, por ejemplo, de cualquiera de los compuestos divulgados en la Tabla 6, o una sal o

estereoisdmero farmacéuticamente aceptable de este.

Tabla 6.
Comp. Estructura
1001
1005
1007
o
R AR LR
N0 NN N0 0
o H & H H




42

1008
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1015
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[0090] Por ejemplo, en algunas realizaciones, una construccion de carga activa

y enlazador
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contemplada en este documento puede seleccionarse del grupo que consiste en:
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Métodos

[0091] En el presentedocumento se describe, por ejemplo, un método para tratar el cancer en un
paciente que lo necesita, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de una carga
terapéutica descrita en el presente documento, en donde el cancer se selecciona del grupo que consiste
en cancer de pulmodn, cancer de rifion, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de prostata,
glioblastoma multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma, cancer de
higado, cancer de vejiga, cancer de estdmago y cancer de esofago.

[0092] En el presentedocumento también se describe un método para tratar el cancer en un paciente
que lo necesita, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de una construccion de
carga activa y enlazador descrita en el presente documento, en donde el cancer se selecciona del grupo
que consiste en cancer de pulmon, cancer de rindn, cancer urotelial, cancer colorrectal, cancer de
prostata, glioblastoma multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de mama, melanoma,
cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de estbmago y cancer de esdéfago.

[0093] En el presente documento también se describe un método para tratar el cancer en un paciente
que lo necesita, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un conjugado de farmaco
que comprende cualquiera de las cargas activas descritas en el presente documento, en donde el cancer
se selecciona del grupo que consiste en cancer de pulmon, cancer de rifidn, cancer urotelial, cancer
colorrectal, cancer de prostata, glioblastoma multiforme, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer
de mama, melanoma, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer de estdmago y cancer de esofago.

[0094] También se describe en este documento un método para administrar una cantidad
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terapéuticamente eficaz de una fraccion de carga terapéutica a un paciente que lo necesita, que
comprende administrar al paciente cualquiera de los conjugados de farmacos descritos en este
documento.
[0095] En ciertas realizaciones, el sujeto es un ser humano.
[0096] En ciertas realizaciones, la administracion de un compuesto descrito puede comprender
administracién subcutanea. En ciertas realizaciones, la administracion de un compuesto descrito puede
comprender la administracion intravenosa. En ciertas realizaciones, la administracion de un compuesto
descrito puede comprender la administracion oral.
[0097] Los métodos de tratamiento proporcionados pueden incluir la administracion de un compuesto
descrito una, dos o tres veces al dia; aproximadamente cada dos dias (p. €j., cada 2 dias); dos veces
por semana (p. €j., cada 3 dias, cada 4 dias, cada 5 dias, cada 6 dias, o p. ej., administrado con un
intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 dias entre dosis); una vez por semana; tres veces
por semana; cada dos semanas; dos veces al mes; una vez al mes; cada dos meses; o incluso con
menos frecuencia.
[0098] En particular, en ciertas realizaciones, la presente divulgacién proporciona un método para tratar
una o mas de las indicaciones médicas anteriores que comprende administrar a un sujeto que lo necesita
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto descrito en este documento.
[0099] En ciertas realizaciones, el compuesto utilizado por uno o mas de los métodos descritos en este
documento es uno de los compuestos genéricos, subgenéricos o especificos descritos en este
documento.
[00100] Los compuestos de la presente divulgacion pueden administrarse a pacientes (animales y
humanos) que necesitan dicho tratamiento en dosis que proporcionaran una eficacia farmacéutica
optima. Se apreciara que la dosis requerida para su uso en cualquier aplicacion particular variara de un
paciente a otro, no solo con el compuesto 0 composicion particular seleccionado, sino también con la
via de administracion, la naturaleza de la condicidon que se esta tratando, la edad y condicion del
paciente, la medicacion concurrente o las dietas especiales que siga el paciente y otros factores que los
expertos en la materia reconoceran, y la dosis apropiada quedara en ultima instancia a discrecion del
médico tratante. Para tratar las condiciones y enfermedades clinicas sefialadas en este documento, un
compuesto de la presente divulgacion se puede administrar por via oral, subcutanea, topica, parenteral,
mediante aerosol de inhalacién o por via rectal en formulaciones unitarias de dosificacién que contienen
vehiculos, adyuvantes y portadores farmacéuticamente aceptables no téxicos convencionales. La
administracién parenteral puede incluir inyecciones subcutaneas, inyecciones intravenosas o
intramusculares o técnicas de infusion.

[00101] EI tratamiento puede continuar durante el periodo tan largo o tan corto como se desee. Un
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periodo de tratamiento adecuado puede ser, por ejemplo, al menos aproximadamente una semana, al
menos aproximadamente dos semanas, al menos aproximadamente un mes, al menos
aproximadamente seis meses, al menos aproximadamente 1 afio o indefinidamente. Un periodo de
tratamiento puede finalizar cuando se logra el resultado deseado.
Composiciones farmacéuticas y kits
[00102] Oftro aspecto de la descripcion hace referencia a composiciones farmacéuticas que
comprenden compuestos como se describen en la presente formulados en conjunto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En particular, la presente descripcidon proporciona composiciones
farmacéuticas que comprende los compuestos descritos en la presente formulados junto con uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estas formulaciones incluyen aquellas adecuadas para
administraciénoral, rectal, tépica, bucal, parenteral (por ejemplo, subcutanea, intramuscular,
intradérmica o intravenosa), vaginal o en aerosol, aunque la forma de administracion mas adecuada en
cada caso dependera del grado y la gravedad de la afeccion que se esté tratando y de la naturaleza del
compuesto particular que se esté utilizando. Por ejemplo, las composiciones descritas pueden
formularse como una dosis unitaria y/o pueden formularse para administracion oral o subcutanea.
[00103] Por ejemplo, se describe aqui una composicion farmacéutica que comprende una carga
terapéutica descrita aqui y un excipiente farmacéuticamente aceptable. También se describe en este
documento una composicion farmacéutica que comprende una construccion de carga de enlazador
descrita en este documento y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Ademas, se describe en este
documento una composicion farmacéutica que comprende un conjugado de farmaco descrito en este
documento y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
[00104] Las composiciones farmacéuticas ejemplares de esta divulgacion se pueden utilizar en forma
de una preparacion farmacéutica, por ejemplo, en forma soélida, semisolida o liquida, que contiene uno
0 mas compuestos divulgados, como ingrediente activo, en mezcla con un vehiculo o excipiente organico
o inorganico adecuado para aplicaciones externas, enterales o parenterales. El ingrediente activo puede
combinarse, por ejemplo, con los vehiculos habituales, no toxicos y farmacéuticamente aceptables para
comprimidos, pellets, capsulas, supositorios, soluciones, emulsiones, suspensiones y cualquier otra
forma adecuada para su uso. El compuesto activo se incluye en la composicion farmacéutica en una
cantidad suficiente para producir el efecto deseado sobre el proceso o condicién de la enfermedad.
[00105] Para preparar composiciones solidas tales como comprimidos, el ingrediente activo principal
puede mezclarse con un vehiculo farmacéutico, por ejemplo, ingredientes de comprimidos
convencionales tales como almidén de maiz, lactosa, sacarosa, sorbitol, talco, acido estearico, estearato
de magnesio, fosfato dicalcico o gomas, y otros diluyentes farmacéuticos, por ejemplo, agua, para formar

una composicion de preformulacion solida que contenga una mezcla homogénea de un compuesto
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descrito, o una sal farmacéuticamente aceptable no toxica del mismo. Cuando se hace referencia a estas
composiciones de preformulacion como homogéneas, se quiere decir que el principio activo se dispersa
uniformemente en toda la composicion, de modo que la composicion se puede subdividir facilmente en
formas de dosificacion unitarias igualmente eficaces, tales como comprimidos, pildoras y capsulas.
[00106] En formas farmacéuticas sélidas para administracion oral (capsulas, comprimidos, pildoras,
grageas, polvos, granulos y similares), la composicion en cuestién se mezcla con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los
siguientes: (1) rellenos o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido
silicico; (2) aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina,
polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes
desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidon de patata o tapioca, acido alginico,
ciertos silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de la solucién, tales como parafina; (6)
aceleradores de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7) agentes humectantes,
tales como, por ejemplo, alcohol acetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como caolin
y arcilla bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles sdlidos, lauril sulfato de sodio y mezclas de los mismos; y (10) agentes colorantes. En
el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las composiciones pueden comprender también agentes
amortiguadores. También se pueden emplear composiciones sélidas de un tipo similar como rellenos en
capsulas de gelatina blandas y duras utilizando excipientes tales como lactosa o azucares de la leche,
asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.
[00107] Un comprimido puede fabricarse por compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas
ingredientes accesorios. Los comprimidos comprimibles se pueden preparar utilizando un aglutinante
(por ejemplo, gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante,
desintegrante (por ejemplo, glicolato de almidon sédico o carboximetilcelulosa sédica reticulada), agente
tensioactivo o dispersante. Los comprimidos moldeados pueden fabricarse moldeando en una maquina
adecuada una mezcla de la composicion en cuestion humedecida con un diluyente liquido inerte. Los
comprimidos y otras formas de dosificacion soélidas, tales como grageas, capsulas, pildoras y granulos,
pueden opcionalmente ranurarse o prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como
recubrimientos entéricos y otros recubrimientos conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica.
[00108] Las composiciones para inhalacién o insuflacion incluyen soluciones y suspensiones en
disolventes acuosos u organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de estos, y polvos. Las
formas farmacéuticas liquidas para administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de la composicion

objeto, las formas farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes cominmente utilizados en
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la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes,
tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de
algoddn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico,
polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, ciclodextrinas y mezclas de los mismos.
[00109] Las suspensiones, ademas de la composicidon en cuestion, pueden contener agentes de
suspension como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de
sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y
mezclas de los mismos.
[00110] Las formulaciones para administracion rectal o vaginal pueden presentarse como un
supositorio, que puede prepararse mezclando una composicion en cuestién con uno o mas excipientes
o vehiculos no irritantes adecuados que comprenden, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol,
una cera de supositorio o un salicilato, y que es sdlido a temperatura ambiente, pero liquido a
temperatura corporal y, por lo tanto, se derretira en la cavidad corporal y liberara el agente activo.
[00111] Las formas de dosificacién para la administracion transdérmica de una composiciéon de esta
divulgacion incluyen polvos, aerosoles, ungientos, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches
e inhalantes. El componente activo se puede mezclar en condiciones estériles con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y con cualesquiera conservantes, amortiguadores o propelentes que se
requieran.
[00112] Los unglentos, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de una composicion objeto,
excipientes, tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidon, tragacanto,
derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de zinc, o
mezclas de los mismos.
[00113] Los polvos y aerosoles pueden contener, ademas de una composicion sujeto, excipientes tales
como lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o
mezclas de estas sustancias. Los aerosoles también pueden contener propelentes habituales, como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no sustituidos, como butano y propano.
[00114] Las composiciones y compuestos de la presente divulgacion pueden administrarse
alternativamente mediante aerosol. Esto se logra preparando un aerosol acuoso, una preparacion
liposomal o particulas sélidas que contengan el compuesto. Se podria utilizar una suspension no acuosa
(por ejemplo, propelente de fluorocarbono). Se pueden utilizar nebulizadores sénicos porque minimizan
la exposicion del agente al cizallamiento, lo que puede provocar la degradacion de los compuestos
contenidos en las composiciones en cuestiéon. Normalmente, un aerosol acuoso se elabora formulando

una solucién o suspension acuosa de una composicion en cuestion junto con vehiculos y estabilizadores
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farmacéuticamente aceptables convencionales. Los portadores y estabilizadores varian segun los
requisitos de la composicién del tema en particular, pero tipicamente incluyen surfactantes no iénicos
(Tweens, Pluronics o polietilenglicol), proteinas inocuas como albumina sérica, ésteres de sorbitan, acido
oleico, lecitina, aminoacidos como glicina, tampones, sales, azucares o alcoholes de azucar. Los
aerosoles generalmente se preparan a partir de soluciones isotonicas.
[00115] Las composiciones farmacéuticas de esta divulgacion adecuadas para administracion
parenteral comprenden una composicién en cuestion en combinacién con una o mas soluciones,
dispersiones, suspensiones o0 emulsiones acuosas 0 no acuosas isotonicas estériles farmacéuticamente
aceptables, o polvos estériles que pueden reconstituirse en soluciones o dispersiones inyectables
estériles justo antes de su uso, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos
que hacen que la formulacién sea isoténica con la sangre del receptor previsto o agentes de suspension
0 espesantes.
[00116] Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las
composiciones farmacéuticas de la presente divulgacién incluyen agua, etanol, polioles (tales como
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites
vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo y
ciclodextrinas. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de materiales de
recubrimiento como lecitina, manteniendo el tamafo de particula requerido en el caso de dispersion y
mediante el uso de tensioactivos.
[00117] En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona formulaciones farmacéuticas enterales
que incluyen un compuesto divulgado y un material entérico; y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable del mismo. Los materiales entéricos se refieren a polimeros que son
sustancialmente insolubles en el ambiente acido del estémago y que son predominantemente solubles
en fluidos intestinales a pH especificos. El intestino delgado es la parte del tracto gastrointestinal entre
el estébmago y el intestino grueso, e incluye el duodeno, el yeyuno y el ileon. El pH del duodeno es de
aproximadamente 5,5, el pH del yeyuno es de aproximadamente 6,5 y el pH del ileon distal es de
aproximadamente 7,5. En consecuencia, los materiales entéricos no son solubles, por ejemplo, hasta un
pH de aproximadamente 5,0, de aproximadamente 5,2, de aproximadamente 5,4, de aproximadamente
5,6, de aproximadamente 5,8, de aproximadamente 6,0, de aproximadamente 6,2, de aproximadamente
6,4, de aproximadamente 6,6, de aproximadamente 6,8, de aproximadamente 7,0, de aproximadamente
7,2, de aproximadamente 7,4, de aproximadamente 7,6, de aproximadamente 7,8, de aproximadamente
8,0, de aproximadamente 8,2, de aproximadamente 8,4, de aproximadamente 8,6, de aproximadamente
8,8, de aproximadamente 9,0, de aproximadamente 9,2, de aproximadamente 9,4, de aproximadamente

9,6, de aproximadamente 9,8 o de aproximadamente 10,0. Los materiales entéricos ejemplares incluyen
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ftalato de acetato de celulosa (CAP), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCP), ftalato de acetato de
polivinilo (PVAP), succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS), trimelitato de acetato
de celulosa, succinato de hidroxipropilmetilcelulosa, succinato de acetato de celulosa, hexahidroftalato
de acetato de celulosa, ftalato de propionato de celulosa, maleato de acetato de celulosa, butirato de
acetato de celulosa, propionato de acetato de celulosa, copolimero de acido metilmetacrilico y
metacrilato de metilo, copolimero de acrilato de metilo, metilmetacrilato y acido metacrilico, copolimero
de éter metilvinilico y anhidrido maleico (serie Gantrez ES), copolimero de acrilato de etilo-
metilmetacrilato-acrilato de etilo de clorotrimetilamonio, resinas naturales como zeina, goma laca y
coloforio de copal, y varios sistemas de dispersion entérica disponibles comercialmente. (por ejemplo,
Eudragit L30D55, Eudragit FS30D, Eudragit L100, Eudragit S100, Kollicoat EMM30D, Estacryl 30D,
Coateric y Aquateric). La solubilidad de cada uno de los materiales mencionados anteriormente es
conocida o se puede determinar facilmente in vitro. Lo anterior es una lista de posibles materiales, pero
una persona experta en la materia con el beneficio de la divulgacién reconoceria que no es exhaustiva
y que existen otros materiales entéricos que cumplirian los objetivos de la presente invencion.

[00118] Ventajosamente, la presente divulgacion también proporciona kits para su uso, por ejemplo,
por un consumidor que necesita tratamiento contra el cancer. Dichos kits incluyen una forma de
dosificacion adecuada como las que se describen en este documento e instrucciones que describen el
método de uso de dicha forma de dosificacién para mediar, reducir o prevenir la inflamacion. Las
instrucciones indicarian al consumidor o al personal médico que administrara la forma de dosificacion
de acuerdo con los modos de administracion conocidos por los expertos en la materia. Dichos kits
podrian empaquetarse y venderse ventajosamente en unidades individuales o multiples. Un ejemplo de
este tipo de kit es el llamado blister. Los blisteres son bien conocidos en la industria del embalaje y se
utilizan ampliamente para el embalaje de formas farmacéuticas unitarias de dosificaciéon (comprimidos,
capsulas y similares). Los blisteres suelen consistir en una lamina de material relativamente rigido
recubierta de una lamina de plastico, preferiblemente transparente. Durante el proceso de envasado se
forman huecos en la lamina de plastico. Los huecos tienen el tamafio y la forma de los comprimidos o
capsulas a envasar. A continuacion, se colocan las tabletas o capsulas en los huecos y se sella la lamina
de material relativamente rigido contra la lamina de plastico en la cara de la lamina que esta opuesta a
la direccién en la que se formaron los huecos. De este modo, las tabletas o capsulas quedan selladas
en los huecos entre la lamina de plastico y la lamina. Preferiblemente, la resistencia de la lamina es tal
que las tabletas o capsulas se pueden retirar del blister aplicando manualmente presion sobre los huecos
con lo que se forma una abertura en la lamina en el lugar del hueco. A continuacion se puede extraer la
tableta o capsula a través de dicha abertura.

[00119] Puede ser deseable proporcionar una ayuda de memoria en el kit, por ejemplo, en forma de
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numeros al lado de las tabletas o capsulas, de modo que los nimeros se correspondan con los dias del
régimen en que se deben ingerir las tabletas o capsulas asi especificadas. Otro ejemplo de este tipo de
ayuda para la memoria es un calendario impreso en la tarjeta, por ejemplo, como sigue: “Primera
semana, lunes, martes, etc. Segunda semana, lunes, martes, . ..” etc. Otras variaciones de ayudas para
la memoria seran facilmente evidentes. Una “dosis diaria” puede ser un solo comprimido o capsula o
varias pastillas o capsulas que se toman en un dia determinado. Ademas, una dosis diaria de un primer
compuesto puede consistir en un comprimido o capsula, mientras que una dosis diaria del segundo
compuesto puede consistir en varios comprimidos o capsulas y viceversa. La ayuda de memoria deberia
reflejar esto.
EJEMPLOS

[00120] Los compuestos descritos en la presente se pueden preparar de varias maneras con base en
el contenido de la presente y procedimientos de sintesis conocidos en la técnica. En la descripcion de
los métodos sintéticos descritos a continuacion, se debe entender que todas las condiciones de reaccion
propuestas, incluida la eleccion del disolvente, la atmdsfera de reaccion, la temperatura de reaccion, la
duracion del experimento y procedimientos de tratamiento, pueden ser seleccionados por una persona
experta en la técnica. Un experto en la técnica de la sintesis organica entendera que la funcionalidad
presente en diversas porciones de la molécula debe ser compatible con los reactivos y las reacciones
propuestos. Los sustituyentes no compatibles con las condiciones de reaccion seran evidentes para una
persona experta en la materia, por lo que se indican métodos alternativos. Los materiales de partida
para los ejemplos estan disponibles comercialmente o se preparan facilmente mediante métodos
estandar a partir de materiales conocidos. Al menos algunos de los compuestos identificados como
‘Intermedios” en este documento se contemplan como compuestos de la presente divulgacion.

[00121] A menos que se indique lo contrario, todas las reacciones se realizaron en un material de vidrio
secado con pistola de calor bajo una atmédsfera de argén, utilizando técnicas de septos estandar. Todos
los bloques de construccion iniciales disponibles comercialmente se adquirieron a vendedores
comerciales.

Ejemplo 1: Métodos generales

[00122] Las reacciones se monitorearon mediante analisis HPLC-MS utilizando un sistema Shimadzu
UFLC-MS-2020 con ESI, y/o mediante cromatografia de capa fina (TLC) utilizando placas de gel de silice
60 F254 (Merck) y visualizadas por UV a 254 nm. Las purificaciones se realizaron utilizando un sistema
de cromatografia ultrarrapida automatizado (ECOM), utilizando una columna preempacada que contenia
gel de silice C18 o C18 modificado (Interchim, PT-15C18AQ, 15 ym Puriflash 200, 5 g, 12 g 0 25 g). Los
HPLC semipreparativos se realizaron en el sistema HPLC ECOM, utilizando una columna
semipreparativa C18 modificada (YMC-Actus, Triart Prep C18, 250x20 mm, S-10 ym, 12 nm). Los
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analisis HPLC-MS se realizaron en el sistema Shimadzu UFLC-MS-2020 con ESI. Columna: Acquity
UPLC BEH C18 1,7 ym, 2,1 x 50 mm. Disolvente A:H,O 0,1 % HCOOH; Disolvente B: MeCN + 0,1 %
HCOOH. Flujo total: 0,6 ml/min. Tiempo total del método: 10 min. El espectro de masas se registro en
el rango de 100 a 3000 m/z, tanto en modo positivo como negativo, con un tiempo de evento de 0,2 s.
Los espectros UV-Vis se registraron con un detector de diodos Prominence Shimadzu SPD-M20A, en
el rango de 200 a 800 nm. Los espectros de RMN se registraron utilizando solventes deuterados al >99%
en un espectrometro Bruker AVANCE IIl de 400 MHz (1H a 400 MHz) y/o en un Bruker AVANCE 500
(1H a 500,0 MHz). Los desplazamientos quimicos (en ppm, escala 8) fueron la sefial del disolvente en
los espectros 1H. Los productos intermedios y finales se liofilizaron utilizando un liofilizador de

instrumentos Gregory (modelo L4-110), a partir de agua o mezclas de agua con dioxano o acetonitrilo.

Abreviaturas:

DCM Diclorometano

DMF N, N-dimetilformamida

DMSO Dimetilsulféxido

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

DMTMM cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-
metilmorfolinio

EPPS Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinapropanosulfénico

Equivalente equivalentes

h, hora hora(s)

Mal-PEG1-NHS Maleimida-polietilenglicol 1-N-hidroxisuccinimida

Mg miligramos

Min Minuto(s)

mL, ml mililitro(s)

RP Fase inversa

NCS N-clorosuccinimida

NHS N-hidroxisuccinimida

rt, RT Temperatura ambiente

TBAI Yoduro de tetrabutilamonio

TCEP Tris(2-carboxietil)fosfina

TEA Trietilamina

TFA Acido trifluoroacético
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THF Tetrahidrofurano

Sintesis de genes de anticuerpos monoclonales, expresién y purificaciéon de anticuerpos

[00123] La secuencia de aminoacidos del anticuerpo anti-HER2 se basé en la secuencia de
aminoacidos del dominio variable de cadena pesada y ligera de trastuzumab, entrada D03257 de |la base
de datos KEGG, el anticuerpo anti-EGFR se baso en la secuencia de aminoacidos del dominio variable
de cadena pesada y ligera de panitumumab, entrada D05350 de la base de datos KEGG, la secuencia
de aminoacidos de cetuximab, entrada D03255 de la base de datos KEGG, el niumero de acceso de
DrugBank DB06192 de la secuencia de aminoacidos de nimotuzumab o el numero de acceso de
DrugBank DB06192 de la secuencia de aminoacidos de matuzumab.

Cadena ligera anti-HER2, SEQ ID NO: 1

[00124] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRF
SGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada de IgG1 anti-HER2, SEQ ID NO: 2

[00125] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYA
DSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG

Cadena ligera anti-EGFR IgG1 1, SEQ ID NO: 3

[00126] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDISNYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLETGVPSRF
SGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYFCQHFDHLPLAFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASV
VCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQ
GLSSPVTKSFNRGEC

Cdena pesada de IgG1 anti-EGFR 1, SEQ ID NO: 4

[00127] QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSSGDYYWTWIRQSPGKGLEWIGHIYYSGNTNY
NPSLKSRLTISIDTSKTQFSLKLSSVTAADTAIYYCVRDRVTGAFDIWGQGTMVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
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GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
Cadena pesada de IgG1 anti-EGFR 2, SEQ ID NO: 5
[00128] QVQLQQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFTNYYIYWVRQAPGQGLEWIGGINPTSGGSNF
NEKFKTRVTITADESSTTAYMELSSLRSEDTAFYFCTRQGLWFDSDGRGFDFWGQGTTVTVSSASTK
GPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
Cadena ligera de IgG1 anti-EGFR 2, SEQ ID NO: 6
[00129] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRSSQNIVHSNGNTYLDWYQQTPGKAPKLLIYKVSNRFSG
VPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCFQYSHVPWTFGQGTKLQITREVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
Cadena pesada de IgG1 anti-EGFR 3, SEQ ID NO: 7
[00130] QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSHWMHWVRQAPGQGLEWIGEFNPSNGRTN
YNEKFKSKATMTVDTSTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCASRDYDYAGRYFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Cadena ligera de IgG1 anti-EGFR 3, SEQ ID NO: 8
[00131] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVTYMYWYQQKPGKAPKLLIYDTSNLASGVPSRFS
GSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQWSSHIFTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC
Cadena pesada de IgG1 anti-EGFR 4, SEQ ID NO: 9
[00132] QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSHWMHWVRQAPGQGLEWIGEFNPSNGRTN
YNEKFKSKATMTVDTSTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCASRDYDYDGRYFDYWGQGTLVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
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PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Cadena ligera de IgG1 anti-EGFR 4, SEQ ID NO: 10
[00133] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVTYMYWYQQKPGKAPKLLIYDTSNLASGVPSRFS
GSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYCQQWSSHIFTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC
Cadena pesada de IgG1 anti-EGFR 5, SEQ ID NO: 11
[00134] QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYN
TPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Cadena ligera de IgG1 anti-EGFR 5, SEQ ID NO: 12
[00135] DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSG
SGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC
Cadena pesada de IgG1 anti-EGFR 6 (variante de cadena pesada de IgG1 anti-EGFR 5 ), SEQ ID NO:
13
[00136] QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYN
TPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSEDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPA
PIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
Cadena ligera de IgG1 anti-EGFR 6, variante, SEQ ID NO: 14
DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDF
TLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTK
SFNRGEC
Cadena ligera del anticuerpo isotipo, SEQ ID NO: 15
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[00137] DIVLTQSPATLSVTPGNSVSLSCRASQSIGNDLHWYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSRFS
GSGSGTDFTLSINSVETEDFGMYFCQQSNSWPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC
Cadena pesada de anticuerpo de isotipo IgG1 humano, SEQ ID NO: 16
[00138] DVQLQESGPSLVKPSQTLSLTCSVTGDSITSDYWSWIRKFPGNRLEYMGYVSYSGSTYYNP
SLKSRISITRDTSKNQYYLDLNSVTTEDTATYYCANWDGDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
Cadena ligera anti-TROP2, SEQ ID NO: 17
[00139] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQDVSIAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPSRF
SGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQHYITPLTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVV
CLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC
Cadena pesada de IgG1 anti-TROP2, SEQ ID NO: 18
[00140] QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPT
YAQGFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARGGYGSSYWYFDVWGQGTTVTVSSASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPS
SSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
[00141] Se generaron secuencias de proteinas de cadena ligera y cadena pesada de control de isotipo
anti-HER2, anti-TROP2, anti-EGFR e IgG1 mediante sintesis genética y codones optimizados para
expresion en células de mamiferos (GeneUniversal). Los genes de la cadena pesada y ligera se clonaron
en vectores de expresion de mamiferos separados y luego se cotransfectaron transitoriamente en
células EXPI293F (ThermoFisher). La expresion de anticuerpos se llevo a cabo en medio de expresion
EXPI293F (ThermoFisher) y el sobrenadante se cosechd 5 dias después de la transfeccion. Los
anticuerpos respectivos se purificaron utilizando resina MABSELECT Sure (Cytiva) y el amortiguador se
intercambi6 en solucién salina amortiguada con fosfato 1x pH 7,4. Los datos de cromatografia de

exclusion por tamano analitica (Cytiva, Superdex 200 10/300) indicaron que los respectivos anticuerpos
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eran aproximadamente 99 % mondémero.
Preparacion de conjugados de anticuerpo y farmaco
[00142] Para generar un conjugado de anticuerpo y farmaco en el que el farmaco enlazador se conjuga
con cisteinas intercatenarias pesada-pesada y pesada-ligera del anticuerpo, los conjugados de
anticuerpo-farmaco anti-HER2, anti-TROP2 y anti-EGFR se produjeron haciendo reaccionar un
compuesto enlazador-farmaco como se describe en este documento con un anticuerpo anti-HER2, anti-
TROP2 o anti-EGFR y formando un enlace tioéter en residuos de cisteina que forman sitios de enlace
disulfuro presentes entre las subunidades de anticuerpo de cadena ligera y pesada y las subunidades
de anticuerpo de cadena pesada y pesada respectivamente. Deruxtecan (CAS n.°: 1599440-13-7) se
obtuvo de ChemScene, Inc.
Procedimiento A:
[00143] 3,3 mg/ml de anticuerpo monoclonal anti-HER2 IgG1 (coeficiente de extincion a 280 nm,
215380 M-1cm-1) en 1x PBS pH 7,4, 10% de sacarosa, 5 mM EDTA, se redujeron parcialmente
afiadiendo 40 equivalentes molares de solucion TCEP (BondBreaker, ThermoFisher) en relacion con el
anticuerpo monoclonal durante 60 min a 20 °C. El polvo liofilizado del farmaco enlazador respectivo se
disolvié6 en DMSO al 100 % (peso por volumen) y se agreg6 a la mezcla de reaccion de anticuerpo
reducido a 2-37 equivalentes molares con relacion al anticuerpo monoclonal como solucion de DMSO al
5-8 % vlv, y la solucidn de reaccion se agitdé durante 2 horas a 20 °C. Posteriormente, se afiadié una
solucion acuosa 20 mM de N-acetilcisteina (SigmaAldrich) a 9 equivalentes molares con respecto al
anticuerpo y la mezcla de reaccion se incubd durante 20 minutos a 20 °C.
Procedimiento B:
[00144] 3,8 mg/ml de anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2 (coeficiente de extincion a 280 nm,
203460 M-1cm-1) en 1x PBS pH 7,4, sacarosa al 10 %, EDTA 5 mM, se redujo parcialmente mediante
la adicién de 40 equivalentes molares de TCEP (ThermoFisher) con respecto al anticuerpo monoclonal
durante 60 min a 20 °C. El polvo liofilizado de farmaco y enlazador se disolvié en DMSO al 100 % (peso
en volumen) y se agrego a la mezcla de reaccion de anticuerpo reducido en 6-37 equivalentes molares
con respecto al anticuerpo monoclonal como una solucién 5-8 % v/v de DMSO y la mezcla de reaccion
se incliné durante 2 horas a 20 °C. Posteriormente, se afadié una solucién acuosa 20 mM de N-
acetilcisteina (SigmaAldrich) a 9 equivalentes molares con respecto al anticuerpo y la mezcla de reaccion
se incub6 durante 20 minutos a 20 °C.
Procedimiento C:
[00145] Se redujeron parcialmente de 2,4 a 10 mg/ml del anticuerpo monoclonal anti-EGFR IgG1 1,
2, 3, 4 o0 5 respectivo en 1x PBS pH 7,4, 10 % de sacarosa, EDTA 5 mM, afadiendo 40 equivalentes

molares de TCEP (ThermoFisher) en relaciéon con el anticuerpo monoclonal durante 60 min a 20 °C. El
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polvo liofilizado de farmaco y enlazador se disolvié en DMSO al 100 % (peso en volumen) y se agregé
a la mezcla de reaccién de anticuerpo reducido en 2-37 equivalentes molares con respecto al anticuerpo
monoclonal como una solucién 5-8 % v/v de DMSO y la mezcla de reaccion se incliné durante 2 horas
a 20 °C. Posteriormente, se anadioé 1 equivalente molar de N-acetilcisteina (SigmaAldrich) en relacién
con la carga de enlazador y la mezcla de reaccion se incubd durante 20 minutos a 20 °C. Anticuerpo
monoclonal anti-EGFR 1gG1 coeficiente de extincion 1 a 280 nm, 232 340 M-1cm-1. Coeficiente de
extincion del anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 2 a 280 nm, 217440 M-1cm-1. Coeficiente de
extincion del anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 3 a 280 nm, 227360 M-1cm-1. Coeficiente de
extincion del anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 4 a 280 nm, 227360 M-1cm-1. Coeficiente de
extincion del anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 5 a 280 nm, 217440 M-1cm-1.
Eliminacion del exceso de enlazador-farmaco del conjugado anticuerpo-farmaco
[00146] EIl exceso de farmaco-enlazador extinguido se separo de los respectivos conjugados farmaco-
anticuerpo mediante cromatografia de intercambio catiénico (Cytiva, resina HiTrap SP HP), la
composicion del amortiguador A fue 10 % de sacarosa, 12,5 mM de acetato de sodio pH 5,0, 20 mM de
NaCl, y el amortiguador B fue 10 % de sacarosa, 12,5 mM de acetato de sodio pH 5,0, 1 M de NaCl. El
conjugado de anticuerpo y farmaco y la mezcla de enlazador-farmaco no conjugado en PBS 1x pH 7,4
se diluyeron en sacarosa al 10 %, acetato de sodio 12,5 mM pH 5,0 y amortiguador de NaCl 0 mM y se
cargaron en una columna de resina HiTrap SP HP (Cytiva). Los respectivos farmacos enlazadores no
conjugados no se unieron a la columna, mientras que los respectivos conjugados anticuerpo-farmaco se
unieron a la columna y se eluyeron en un amortiguador de sacarosa al 10 %, NaCl 100-150 mM y acetato
de Na 12,5 mM, pH 5,0. La cromatografia de exclusion por tamafio analitica (Cytiva, Superdex 200
10/300 en amortiguador PBS 1x, pH 7,4 o columna Agilent AdvanceBio SEC 300A, 4,6 x 150 mm,
tamano de particula de 2,7 micrones, en amortiguador PBS 1x, pH 7,4, 10 % de isopropanol) mostré que
los conjugados de anticuerpo y farmaco eran >90 % monomeéricos.
Determinacion de la relacion farmaco-enlazador a anticuerpo
[00147] La relacion farmaco-enlazador a anticuerpo de los conjugados anticuerpo-farmaco se
determind mediante espectrometria de masas por cromatografia liquida de fase inversa (RPLC-MS) de
las especies de subunidades de cadena pesada y ligera del anticuerpo utilizando el enfoque conocido
en la técnica (Zhu X. et al. 2020. J Pharm Anal. 10(3): 209-220; Firth D. et al. 2015 Analytical
Biochemistry, 485, 34-42). Brevemente, los conjugados de anticuerpos y farmacos se desglicosilaron
utilizando el tratamiento con PNGasa F (New England Biolabs Rapid PNGAse) y los puentes disulfuro
de cisteina se redujeron para separar las subunidades de cadena pesada y ligera y la muestra se analizé
mediante cromatografia liquida de fase inversa acoplada a espectrometria de masas (RPLC-MS). Tras

la reduccion de los puentes disulfuro de cisteina y la eliminacién de los glicanos unidos a N, las cadenas
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pesadas y ligeras se eluyeron en picos distintos. Los espectros sustraidos de la linea base de ionizacion
por electrospray y los espectros de masas deconvolucionados de los picos eluidos por RPLC se utilizaron
para determinar las respectivas masas de cadena pesada y ligera y la abundancia (intensidad del pico
de masa) de las especies de subunidades de cadena pesada y ligera del anticuerpo conjugadas con 0,
1, 2 0 3 enlaces-farmaco para la subunidad de cadena pesada (aqui denominadas Ho,H1, Hz, H3) y 0 o
1 enlaces-farmaco para la subunidad de cadena ligera (aqui denominadas Lo, L1). Los datos se utilizaron
para determinar la relaciéon promedio general entre el farmaco enlazador y el conjugado de anticuerpo
(DAR) de cada conjugado de anticuerpo y farmaco. La condicion de cromatografia liquida de fase inversa
fue que la fase movil A fue 0,05 % de TFA en agua, la fase moévil B fue 0,05 % de acido trifluoroacético
en acetonitrilo. El programa de gradiente fue de 10-20% de fase movil B en 1 min, 20-50% de fase movil
B en 9 min, velocidad de flujo 0,5 mL/min, division posterior a la columna, 2,1 x 50 mm Halo Difenil 2,7
pm, 80°C. El espectrémetro de masas fue Waters Xevo G2-XS QTof, con Acquity i-Class UPLC. El
procesamiento de datos de espectros de masas fue realizado por ProMass HR para el software
MassLyxn (Waters Limited).

[00148] EI numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas al anticuerpo se determiné para
cada conjugado de farmaco anticuerpo utilizando las siguientes férmulas: Carga util promedio del
enlazador conjugada a la cadena ligera = (intensidad maxima de masa de Lo x 0/ (1 x intensidad maxima
de masa de L1 + 0 x intensidad maxima de masa de Lo)) + (intensidad maxima de masade Ly x 1/ (1 x
intensidad maxima de masa de L1 + 0 x intensidad maxima de masa de Lo)). Carga media del enlazador
conjugada con la cadena pesada = (intensidad maxima de masa de Hp x 0/ (0 x intensidad maxima de
masa de Hp + 1 x intensidad maxima de masa de Hs + 2 x intensidad maxima de masa de Hx + 3 x
intensidad maxima de masa de Hs)) + (intensidad maxima de masa de H x 1/ (0 x intensidad maxima
de masa de Ho + 1 x intensidad maxima de masa de Hi + 2 x intensidad maxima de masa de Hz + 3 x
intensidad maxima de masa de Hs)) + (intensidad maxima de masa de H» x 2/ (0 x intensidad maxima
de masa de Hp + 1 x intensidad maxima de masa de Hq + 2 x intensidad maxima de masa de H; + 3 x
intensidad maxima de masa de Hs)) + (intensidad maxima de masa de Hs x 3/ (0 x intensidad maxima
de masa de Ho + 1 x intensidad maxima de masa de Hi + 2 x intensidad maxima de masa de Hz + 3 x
intensidad maxima de masa de Hs)). Numero promedio de moléculas de farmaco conjugadas con
anticuerpo compuesto por dos subunidades de cadena ligera y dos de cadena pesada = (2x carga
promedio del enlazador conjugada con la cadena ligera + 2x carga promedio del enlazador conjugada
con la cadena pesada).

[00149] La masa observada de la cadena pesada del anticuerpo anti-TROP2 sin farmaco enlazador
(Ho) fue de 49208,8 Da (daltons) y la masa observada de la cadena ligera sin farmaco enlazador (Lo) fue

de 23343,8 Da. La masa observada de la cadena pesada del anticuerpo anti-HER2 sin farmaco y
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enlazador (Ho) fue de 49123,9 Da y la masa observada de la cadena ligera sin farmaco y enlazador (Lo)
fue de 23456,2 (Da). La masa observada de la cadena pesada del anticuerpo anti-EGFR 1 sin farmaco
enlazador (Ho) fue 48 897,5 (Da) y la masa observada de la cadena ligera sin farmaco de enlazador (Lo)
fue 23 357,3 (Da). La masa observada de cadena pesada de anticuerpo anti-EGFR 3 sin farmaco y
enlazador (Ho) fue de 49508 (Da) y la de la cadena ligera sin farmaco y enlazador (Lo) observada fue de
23317 (Da). La masa observada de la cadena pesada del anticuerpo anti-EGFR 4 sin farmaco enlazador
(Ho) fue de 49552 (Da) y la cadena ligera observada sin farmaco enlazador (Lo) fue de 23317 (Da). Las
masas respectivas observadas de la cadena pesada con un farmaco enlazador (H+) fueron (Ho + 1x peso
molecular del farmaco enlazador), la cadena pesada con dos farmacos enlazadores (H) fue (Ho + 2x
peso molecular del farmaco enlazador), la cadena pesada con tres farmacos enlazadores (Hs) fue (Ho +
3x peso molecular del farmaco enlazador). Las masas respectivas observadas de la cadena ligera con
un farmaco enlazador (L) fueron (Lo + 1x peso molecular del farmaco enlazador), donde los pesos
moleculares respectivos de los farmacos enlazadores se proporcionan en los procedimientos sintéticos.
[00150] Ademas, se determin6 la DAR mediante la comparacién del ADC conjugado con el mismo
farmaco-enlazador utilizando cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa reducida (RP-
HPLC). Los anticuerpos parentales (no conjugados) en PBS (pH 7,4) se prepararon con una
concentracion de muestra de 1 mg/mL. Las muestras de ADC (en amortiguador de muestra original de
10 mM de acetato de sodio (pH 5,0), 130 mM de NaCl y 10 % (peso/vol.) de sacarosa) se prepararon
con una concentracion de 1 mg/ml (con respecto a la proteina) y se anadié un volumen de 0,1 M de Tris
(pH 8,5) a una concentracion final de 20 mM de Tris para ayudar a elevar el pH. Se afadio ditiotreitol
(DTT, formato No-Weigh™ ThermoScientific) a las muestras de anticuerpos y ADC a una concentracion
de 50 mM, y las muestras se incubaron a 40 °C durante 5 minutos. Se afadié inmediatamente un
volumen igual de 0,1 % (vol./vol.) de acido trifluoroacético (TFA, FisherChemical) en agua a cada
muestra de anticuerpo y ADC después de la reduccién con DTT. La cromatografia de fase inversa
desnaturalizante se realizd en un sistema HPLC Agilent 1260 con muestreador automatico
termostatizado (10 °C). Las muestras (5 ug de proteina total cargada) se analizaron con una x columna
Agilent AdvanceBio RP-mAb Difenil 2,1 de 50 mm (particulas de 3,5 uym con poros superficiales de 450
A) utilizando una velocidad de flujo de 0,5 mL/min. La elucién en gradiente se realizd a 80 ‘C con 30—
70% de fase moévil 'B' (0,1% (vol./vol.) de TFA en acetonitrilo) durante 10 minutos y fase movil ‘A’
compuesta de 0,1% (vol./vol.) de TFA en agua. La deteccion de UV se controlé a 220, 280 y 370 nm,
con resta de linea base de la sefial a 405 nm (para 220 y 280 nm) o 600 nm (para la sefal de deteccion
de 370 nm). Como se sabe en la técnica, los tiempos de retencidon dependen de la hidrofobicidad del
compuesto. En comparacion con la cadena pesada sin enlazador-farmaco (Ho), la cadena pesada

conjugada con un enlazador-farmaco (H1), dos enlazadores-farmacos (Hz) y tres enlazadores-farmacos
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(Hs) fueron progresivamente mas hidroéfobas. En comparacion con la cadena ligera sin enlazador-
farmaco (Lo), la cadena ligera conjugada con un enlazador-farmaco (L1) fue mas hidréfoba. Para cada
ADC, los picos detectados en los cromatogramas RP-HPLC se asignaron a Lo, L1, Ho, Hi, Ho y
Hsmediante la comparacion de los tiempos de retencion con Loy Ho del anticuerpo monoclonal original,
la comparacion de la senal de deteccion de 280 nm y 370 nm (aqui se describe que las cargas utiles del
enlazador absorben a 370 nm) y la comparacion con los valores conocidos de DAR de LC/MS de
cadenas pesadas y ligeras. Las cadenas pesadas y ligeras se eluyeron en el siguiente orden: Lo, L1, Ho,
H41, Hoy Hs Para los ADC para los cuales se determiné DAR segun el procedimiento RP-HPLC, las areas
de pico respectivas de Lo, L1, Ho, H1, Ho y H3z detectadas a 280 nm se normalizaron mediante los
respectivos coeficientes de extincion de cada especie de DAR (Lo, L1, Ho, H4, H2y H3) @ 280 nm. Como
se sabe en la técnica, los coeficientes de extincion molarL, yHo se estimaron en funcién de la secuencia
de aminoacidos respectiva para cada anticuerpo monoclonal (M-'cm"). El coeficiente de extincion molar
de las cargas utiles del enlazador a 280 nm se estim6 utilizando la ley de Beer, 5000-6100 M-'cm-".
Coeficiente de extincion molar L1 = (coeficiente de extincion molar Lo + 1x coeficiente de extincion molar
enlazador-carga util). Coeficiente de extincion molar Hi = (coeficiente de extincion molar Ho + 1x
coeficiente de extincion molar enlazador-carga util), Coeficiente de extincion molar Hz = (coeficiente de
extincion molar Hy + 2x coeficiente de extincion molar enlazador-carga util), Coeficiente de extincion
molar Hs = (coeficiente de extincion molar Ho + 3x coeficiente de extincion molar enlazador-carga util).
El nimero promedio de moléculas de farmaco conjugadas al anticuerpo se determind para cada
conjugado de farmaco y anticuerpo utilizando las siguientes férmulas y areas de pico normalizadas por
los respectivos coeficientes de extincion: Carga activa promedio del enlazador conjugada a la cadena
ligera = (area de pico de Lo x 0/(1 x area de pico de L1 + 0 x area de pico de Lo)) + (area de pico de L1 x
1/(1 x area de pico de L4 + 0 x area de pico de Lo)). Carga util promedio del enlazador conjugada a la
cadena pesada = area de pico de Ho x 0/ (0 x area de pico de Ho + 1 x area de pico de Hy + 2 x area de
pico de Hz + 3 x area de pico de H3)) + (area de pico de Hi x 1/ (0 x area de pico de Ho + 1 x area de
pico de Hy + 2 x area de pico de H, + 3 x intensidad de area de Hs)) + (area de pico de H> x 2/ (0 x area
de pico de Hp + 1 x area de pico de H¢ + 2 x area de pico de H, + 3 x area de pico de Hs)) + (area de
pico de Hs x 3/ (0 x area de pico de Ho + 1 x area de pico de H1 + 2 x area de pico de Hz + 3 x area de
pico de Hs)). La cantidad de promedio de moléculas de farmaco conjugadas a anticuerpo compuesto de
dos subunidades de cadena ligera y dos de cadena pesada = (2x average linker drug conjugated to light
chain + 2x promedio de farmaco y anticuerpo conjugado con la cadena pesada).

Ejemplo 2: Sintesis del Compuesto 2
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intermedio 1
[00151] Intermedio 1. Una mezcla de etanolamina (23 mg, 0,4142 mmol) y dimetoxiescuarato (3
equiv., 177 mg, 1,242 mmol) se suspendié en 10 mL de amortiguador borato 1 M (pH = 9) y la mezcla
se agito a 55 °C durante 16 horas. Se agregaron 2 mL de DMF y se evaporaron los solventes a presion
reducida hasta un volumen final de aproximadamente 3 mL. La mezcla de reaccién en bruto se purifico
por cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna que contenia 25 g de C18
modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 50 % de ACN en H;0O). El producto
deseado se recuperé como un polvo blanco, después de la liofilizacién a partir de agua (46 mg, 65 %).
Calculo MS para C7H1oNO4: 172,06, observado: 172,25, [M+H]*.
[00152] Compuesto 2. El mesilato de exatecan (20 mg, 0,0377 mmol) y el intermedio 1 previamente
sintetizado (1,5 equiv., 9,7 mg, 0,0564) se suspendieron en 5 mL de amortiguador de borato 1 M (pH =
9) y la mezcla se agité a 55 °C durante 16 horas. Se afiadieron 2 mL de DMF vy los disolventes se
evaporaron a presion reducida hasta un volumen final de aprox. 3 mL. La mezcla de reaccién en bruto
se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna que contenia 25 g de
C18 modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 50 % de ACN en H0O). El
producto deseado se recuperdé como un polvo blanco después de la liofilizacién de agua (12 mg, 57 %).
MS calc. para CsoH2sFN4O7: 575,19, observado: 575,45, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,45
(s, 1H), 7,83 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,32 (s, 1H), 5,79 (s, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,29 (d, J=7.,5
Hz, 2H), 3,68 — 3,43 (m, 4H), 3,23 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 2,42 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,33 (td, /= 5,7, 4,8, 2,9
Hz, 1H), 1,96 — 1,78 (m, 2H), 1,76 (s, 1H), 1,26 — 1,15 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 3: Sintesis del Compuesto 1001
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[00153] Intermedio 1. Se disolvieron etanolamina (100 mg, 1,637 mmol) y dimetoxiescuarato (1,2
equiv., 1,964 mmol, 279 mg) en 10 mL de amortiguador de borato 1 M (pH 9). La mezcla de reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 16 h. El disolvente se evapord a presion reducida, el soélido
resultante se redisolvié en DMF y se carg6 directamente en la columna. El producto se purificé mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna que contenia 40 g de C18 y utilizando
un gradiente de ACN en agua (0 = 20 % ACN en agua). El producto deseado se recuperdé como un
sélido blanco, después de la liofilizacion a partir de agua (205 mg, 73 %). MS calc. para C7H1oNO4:
172,06, observado: 172,17, [M + H]*.

[00154] Intermedio 2. El intermedio 1 (10 mg, 0,058 mmol) y el péptido de partida FmocGGFG-OAc

(1 equiv., 0,058 mmol, 37 mg) se disolvieron en 2 mL de DMF anhidro en atmédsfera de argon y se
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afiadieron 100 uL de HCI (2 M en Et:0). La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente, para luego cargarse directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida
de fase inversa, utilizando una columna semipreparativa que contenia 25 g de C18 modificado con diol
y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 80 % de ACN en agua). El producto deseado se recupero
como un sdlido blanco después de la liofilizacion de agua (25 mg, 58 %). Calculo MS para
CasH4oNsNaO1o: 763,27, observado: 763,80, [M + NaJ*.
[00155] Intermedio 3. El intermedio 2 (25 mg, 0,0338 mmol) y mesilato de exatecan (1,5 equiv., 0,508
mmol, 27 mg) se suspendieron en 4 mL de amortiguador de borato 1 M (pH 9) y la mezcla de reaccion
se agité a 55 °C durante 4 horas. Se anadi6 DMF (2 mL) y se evaporaron los disolventes a presion
reducida hasta un volumen final de aproximadamente 2 mL. El producto se purifico por HPLC ultrarrapida
de fase inversa utilizando una columna semipreparativa que contenia C18 modificado con diol y
utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 100 % de ACN en agua). El producto deseado se recupero
como un solido blanco después de la liofilizacion de agua y dioxano (11 mg, 28 %). Calculo MS para
Ce1Hs0FNgO13: 1144,42: 1144,42, observado: 1144,01, [M + H]*.
[00156] Intermedio 4. El intermedio 3 (11 mg, 0,0096 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF y se afadio
morfolina (20 pL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla se
filtrd a través de un filtro de jeringa de 0,2 um y se cargo directamente en la columna. El producto se
purificd por HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna semipreparativa que contenia C18
modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 100 % de ACN en agua). El producto
deseado se recuperd como un solido amarillento después de la liofilizacion de agua y dioxano (7,5 mg,
88 %). MS calc. para CssHs0FNgO141: 923,36, observado: 923,75, [M + HJ*.
[00157] Compuesto 1001. El intermedio 4 (7,5 mg, 0,0081 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF. Se
afiadieron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (2
equiv., 0,0163 mmol, 5 mg) y DIPEA (20 uL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Luego, la mezcla se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,2 ym y se cargd
directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una
columna semipreparativa que contenia C18 modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en
agua (0 > 80 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperé como un sélido blanco después de
la liofilizacién de agua (7 mg, 77 %). MS calc. para CssHssFN10O1s: 1117,41, observado: 1117,44, [M +
H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,80 (s, 1H), 8,62 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,27 (s, 1H),
8,15 (d, J = 33,5 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7,82 (d, J = 11,5 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 7,36 — 7,20
(m, 4H), 7,19 - 7,12 (m, 2H), 6,68 (s, 1H), 6,05 (t, J = 20,7 Hz, 1H), 5,86 (s, 1H), 5,75 (s, 1H), 5,30 (d, J
= 23,9 Hz, 1H), 5,18 (m, 2H), 4,85 (d, J = 11,1 Hz, 2H), 4,66 — 4,54 (m, 1H), 4,54 (s, 2H), 4,44 (m, 1H),
3,85 -3,79 (m, 1H), 3,70 — 3,65 (m, 3H), 3,56 — 3,47 (m, 2H), 3,47 — 3,42 (m, 1H), 3,41 — 3,36 (m, 1H),
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3,17 (s, 1H), 3,07 — 2,97 (m, 2H), 2,85 — 2,69 (m, 4H), 2,67 — 2,52 (m, 2H), 2,44 — 2,36 (m, 3H), 2,33 —
2,23 (m, 1H), 1,97 (m, 2H), 1,82 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 1,23 (s, 2H), 0,87 — 0,81 (m, 3H).
Ejemplo 4: Sintesis del Compuesto 3002

[00158] EI compuesto 3002 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales del Ejemplo 1 utilizando 13 equivalentes molares del compuesto de carga util del enlazador
1001 para el anticuerpo monoclonal anti-HER2 IgG1. La relacién farmaco-anticuerpo (DAR) para el
conjugado farmaco-anticuerpo anti-HER2 basada en RPLC-MS fue 3,7 con base en un peso molecular
del enlazador-farmaco de 1117 Da.

Ejemplo 5: Sintesis de los compuestos 3028A y 3028B

[00159] EI Compuesto 3028A se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 21 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1001 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. El DAR basado en RPLC-MS fue de 4,21 basado en un peso
molecular del farmaco enlazador de 1117 Da. Cuando se prepard de acuerdo con el Procedimiento B
usando 39 equivalentes molares del compuesto de carga util del enlazador 1001 al anticuerpo
monoclonal IgG1 anti-TROP2, se logré una DAR de 7,5 para proporcionar el compuesto 3028B.

Ejemplo 6: Sintesis del Compuesto 3050

[00160] EI Compuesto 3050 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 13 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1001 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 4,5 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1117 Da.

Ejemplo 7: Sintesis del Compuesto 12

HO OH .
Mesilato de exatecan
CMTRAN DMTIAM
DIPEA = DIPEA
OMF - HaO OMF - H-O
F

intermedio 2 F 12 E
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[00161] Intermedio 1. Se disolvieron mesilato de exatecan (39 mg, 0,0737 mmol), acido maldnico (5
equiv., 0,3687 mmol, 38 mg) y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolinio (DMTMM,
5 equiv., 0,3687 mmol, 102 mg) en una mezcla 5:1 de DMF y agua (6 mL). Se agrego trietilamina (50
equiv., 3,6873 mmol, 514 uL) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 horas.
Los disolventes se evaporaron a presién reducida y la mezcla de reaccién en bruto se purificd por
cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado
con diol y usando un gradiente de ACN en TFA al 1 % de (0 > 40 % de ACN en TFA al 1 %). El producto
deseado se recuperdé como un polvo blanco después de la liofilizacion de agua (34 mg, 88 %). Calculo
MS para Cz7H23FN3O7: 520,15, encontrado: 520,49 [M-H]-.
[00162] Intermedio 2. El intermedio 1 previamente sintetizado (24 mg, 0,0461 mmol), 2-((terc-
butildimetilsilil)oxi)etan-1-amina (5 equiv., 0,2303 mmol, 48 L) y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-
2-il)-4-metil-morfolinio (DMTMM, 5 equiv., 0,2303 mmol, 64 mg) se disolvieron en una mezcla 5:1 de
DMF y agua (6 mL). Se agreg¢ trietilamina (50 equiv., 2,303 mmol, 321 pL) y la mezcla de reaccién se
agitdé a temperatura ambiente durante 3 hora. Los disolventes se evaporaron a presion reducida y la
mezcla de reaccion en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una
columna que contenia 25 g de C18 modificado con diol y usando un gradiente de ACN en agua (0 > 70
% de ACN en H0). El producto deseado se recuperdé como una espuma amarillenta, después de la
liofilizacién a partir de agua y DMF (7 mg, 22 %). MS calc. para CssHssFN4O7Si: 679,30, encontrado:
679,00, [M+H]".
[00163] Compuesto 12. El intermedio 2 previamente sintetizado (7 mg, 0,0103 mmol) se suspendio
en TFA al 1 % (2 mL) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién
en bruto se cargo directamente en la columna y se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa,
utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado con diol y usando un gradiente de ACN en
TFA al 1 % (0 > 40 % de ACN en TFA al 1 %). El producto deseado se recuperé como un polvo
amarillento, después de la liofilizacion a partir de agua (3 mg, 53 %). MS calc. para C29H30FN4O7: 565,21,
observado: 565,70, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,62 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,05 (t, J = 5,6 Hz,
1H), 7,80 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 5,58 — 5,54 (m, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,26 (d, J = 5,2 Hz, 2H),
3,38 (t, J= 6,3 Hz, 2H), 3,18 (s, 2H), 3,15 - 3,04 (m, 2H), 2,58 — 2,52 (m, 2H), 2,46 (m, 3H), 2,25 - 2,16
(m, 1H), 2,11 (s, 1H), 1,87 (m, 2H), 1,76 (s, 2H), 0,88 (t, J = 7,4 Hz, 3H).
Ejemplo 8: Sintesis del Compuesto 1005
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[00164] Intermedio 1. Se disolvio FmocGGFG-N3 (23 mg, 0,0350 mmol) en 2 mL de dioxano. Se
suspendié Pd/C (10 % p/p, 5 mg) en la mezcla y se burbujeé H> usando un globo en la suspension
mientras se agitaba a temperatura ambiente durante 2 h. La suspension se tomd con una jeringa y se
filtrd a través de un filtro de jeringa de 0,2 ym directamente en un matraz que contenia una solucion
previamente preparada de acido malénico (5 equiv., 0,1750 mmol, 18 mg), DMTMM (5 equiv., 0,1750
mmol, 48 mg) y DIPEA (100 pL) en ACN (2 mL) y agua (0,5 mL). La mezcla de reaccion se agitdé a
temperatura ambiente durante 2 horas. Los disolventes se evaporaron a presion reducida, el solido
resultante se redisolvio en DMF y se cargd directamente en una columna. El producto se purifico por
cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado
con diol y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 > 40 % de ACN en agua). El producto deseado
se recuperd como un sélido blanco después de la liofilizacién de agua (15 mg, 60 %). Calculo MS para
C36H41N6O10: 715,27, encontrado: 715,55 [M - HJ-.

[00165] Intermedio 2. El intermedio 1 (14 mg, 0,0195 mmol) se disolvié en una mezcla de DMF (2 mL)

y agua (0,5 mL). A la solucion se anadieron mesilato de exatecan (1,5 equiv., 0,0293 mmol, 16 mg),
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DMTMM (3 equiv., 0,0587 mmol, 16 mg) y DIPEA (20 pL), y la mezcla de reaccion se agitdé durante 4 h
a temperatura ambiente. Los disolventes se evaporaron a presion reducida, el solido resultante se
redisolvio en DMF y se cargé directamente en una columna. El producto se purifico por HPLC ultrarrapida
de fase inversa utilizando una columna semipreparativa que contenia C18 modificado con diol y
utilizando un gradiente de ACN en agua (0 > 100 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperé
como un soélido amarillo después de la liofilizacion de agua (15 mg, 66 %). MS calc. para CeoHg1FNgO13:
1134,44, encontrado: 1134,40 [M + H]*.
[00166] Intermedio 3. El Intermedio 2 (15 mg, 0,0132 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF y se agrego
morfolina (20 pL). La mezcla de reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla se
filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2 um y se cargo directamente en la columna. El producto se
purificd por HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna semipreparativa que contenia C18
modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 100 % de ACN en agua). El producto
deseado se recuperé como un solido amarillo después de la liofilizacion de agua y dioxano (10 mg, 83
%). MS calc. para C4sHs51FNoO11: 912,37, encontrado: 912,91 [M + HJ*.
[00167] Compuesto 1005. El Intermedio 3 (10 mg, 0,0110 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (2
equiv., 0,0219 mmol, 7 mg) y DIPEA (20 uL). La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Luego, la mezcla se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,2 ym y se cargd
directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una
columna semipreparativa que contenia C18 modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en
agua (0 > 80 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperé como un solido amarillo después
de la liofilizacion de agua y dioxano (11 mg, 90 %). MS calc. para CssHeoFN10O15: 1107,42, observado:
1107,50 [M + H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,67 (m, 1H), 8,61 (m,1H), 8,52 (m, 1H), 8,38 (s, 1H),
8,24 (s, 1H), 8,12 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,67 (s, 1H), 7,28 (m, 4H), 7,25 — 7,24
(m, 2H), 7,212 (s, 1H), 7,15 (m, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,09 — 6,00 (m, 1H), 5,58 — 5,47 (m, 1H), 5,19 — 5,08
(m, 2H), 4,88 (d, J = 11,8 Hz, 1H), 4,65 (d, J = 11,7 Hz, 1H), 4,50 (dd, J = 11,7, 6,6 Hz, 1H), 4,47 (m,
2H), 3,78 — 3,63 (m, 3H), 3,63 — 3,52 (m, 4H), 3,19 (m, 3H), 3,11 - 3,01 (m, 4H), 2,63 (p, J = 1,9 Hz, 5H),
2,43 - 2,36 (m, 6H), 2,24 — 2,14 (m, 1H), 1,75 (m, 2H), 1,23 (s, 2H), 0,85 (dd, J = 7,9, 6,3 Hz, 3H).
Ejemplo 9: Sintesis del Compuesto 3003

[00168] EI Compuesto 3003 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 2 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1005 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 2,1 con base en un peso molecular

de enlazador-farmaco de 1107 Da.
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Ejemplo 10: Sintesis de los compuestos 3029A y 3029B

[00169] EI Compuesto 3029A se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 2 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1005 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 1,2 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1107 Da. Cuando se utilizaron 27 equivalentes molares del
compuesto de carga util del enlazador 1005 con el anticuerpo monoclonal anti-TROP2 I1gG1, se logré un
DAR de 4,4 para proporcionar el compuesto 3029B.

Ejemplo 11: Sintesis de los Compuestos 3051A y 3051B

[00170] EI Compuesto 3051A se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos

generales en el Ejemplo 1 con 2 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1005 a
anticuerpo monoclonal 1IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 1,9 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1107 Da. Cuando se usaron 27 equivalentes molares de
compuesto de carga de enlazador 1005 al anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1, se logré una DAR
de 3,14 para proporcionar el compuesto 3051B.

Ejemplo 12: Sintesis del Compuesto 16
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[00171] Intermedio 1. Se disolvieron mesilato de exatecan (20 mg, 0,0376 mmol), acido succinico (5
equiv., 0,1881 mmol, 22 mg) y cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-1,3,5-triazin-2-il)-4-metil-morfolino (DMTMM, 5
equiv., 0,1881 mmol, 53 mg) en una mezcla 5:1 de DMF y agua (4 mL). Se agrego trietilamina (200 uL)
y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. Los disolventes se evaporaron
a presion reducida y la mezcla de reaccion en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase
inversa, utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado con diol y usando un gradiente de
ACN en TFA al 1 % de (0 > 40 % de ACN en TFA al 1 %). El producto deseado se recuperé como un
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polvo marrén, después de la liofilizaciéon a partir de agua y dioxano (18 mg, 89 %). Calculo MS para
C2sH25FN30O7: 534,17, encontrado: 534,80 [M-H]-.
[00172] Intermedio 2. El intermedio 1 previamente sintetizado (15 mg, 0,0424 mmol), 2-((terc-
butildimetilsilil)oxi)etan-1-amina (3 equiv., 0,1272 mmol, 22 mg) y hexafluorofosfato de azabenzotriazol
tetrametil uronio (HATU, 3 equiv., 0,1272 mmol, 48 mg) se disolvieron en DMF (1 mL). Se agrego
diisopropiletilamina (50 uL) y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora. Los
disolventes se evaporaron a presion reducida y la mezcla de reaccion en bruto se purificd por
cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado
con diol y usando un gradiente de ACN en agua (0 > 80 % de ACN en H>O). El producto deseado se
recuperé como una espuma amarilla después de la liofilizacién de agua y dioxano (22 mg, 74 %). MS
calc. para CssHasFN4O7Si: 693,31, encontrado: 693,55, [M+H]".
[00173] Compuesto 16. El intermedio 2 previamente sintetizado (22 mg, 0,0317 mmol) se suspendio
en TFA al1 % (2 mL) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion
en bruto se cargé directamente en la columna y se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa,
utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado con diol y usando un gradiente de ACN en
TFA al 1 % (0 > 40 % de ACN en TFA al 1 %). El producto deseado se recuperdé como un polvo blanco
después de la liofilizacién de agua (11 mg, 60 %). MS calc. para CsoH32FN4+O7: 579,23, observado:
579,25, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8,46 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,82 (m, 1H), 7,79 (d, J= 11,0
Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 5,56 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,30 — 5,10 (m, 2H), 3,47 (m, 2H), 3,35 (t, J
= 6,2 Hz, 2H), 3,18 (m, 2H), 3,07 (id, J = 6,1, 4,4 Hz, 2H), 2,56 — 2,52 (m, 2H), 2,42 — 2,32 (m, 5H), 2,12
(9, J =5,3Hz, 2H), 1,95 -1,79 (m, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 13: Sintesis del Compuesto 1023
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[00174] Intermedio 1. A la solucién de FmocGGFG-Ns (1,0 equiv., 26 mg, 0,040 mmol) en dioxano

(1,5 ml) se anadi6 Pd/C (10 % p/p, 5 mg) y la suspension resultante se hidrogend. La mezcla de reaccion
se hidrogend (globo) durante 1,5 horas a temperatura ambiente. El andlisis por LC-MS confirmé el
consumo completo del material de partida. La suspension se filtré y el intermedio 1 se obtuvo como
solucion en dioxano, que se utilizé directamente en el siguiente paso. Calculo de MS para C33H39NgO7:
631,29, encontrado: 631,30, [M+H]".

[00175]
anhidrido succinico (1,1 equiv., 4,1 mg, 0,041 mmol) se anadié DMF (0,5 mL) y diisopropiletilamina (2,2

Intermedio 2. A la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 20 mg, 0,037 mmol) y

equiv., 14 uL, 0,082 mmol) y la mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, se
afiadié la solucion del intermedio 1 en dioxano (obtenida en el paso anterior) a la mezcla de reaccion,
seguido de la adicién de DMTMM (1,0 equiv., 11 mg, 0,037 mmol), diisopropiletilamina (1,0 equiv., 7 L,
0,037 mmol) y agua (0,25 mL), y la solucién resultante se agité 1 hora a temperatura ambiente. La
mezcla se concentré en un evaporador rotatorio y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida
de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 60% ACN/ TFA al 0,1 % ac.) para obtener el producto
intermedio 2 (15 mg, 35 %) como un sdlido amarillo palido después de la liofilizacién. Calculo MS para
Ce1Hs3FN9O13: 1148,45, encontrado: 1148,45, [M+H]".

[00176] Compuesto 1023. Se anadié morfolina (35 pL) a la solucion del intermedio 2 (1,0 equiv., 15
mg, 0,013 mmol) en DMF (1 mL) y la mezcla de reaccion se agité durante 1,5 horas a temperatura

ambiente. Luego, el DMF y el exceso de morfolina se evaporaron utilizando un evaporador rotatorio. El
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residuo se volvio a disolver en DMF (0,5 mL), seguido de la adicion de éster Mal-PEG-NHS (1,1 equiv.,
4.4 mg, 0,014 mmol) y diisopropiletilamina (1,1 equiv., 2,5 pL, 0,014 mmol), y la solucion resultante se
agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 70% ACN/ TFA al 0,1 %
ac.) ofrecié el compuesto del producto deseado 1023 (7 mg, 48 %) como un soélido de color amarillo
palido después de la liofilizacién. MS calc. para Cs;He2FN10O1s: 1121,44, observado: 1121,45, [M+H]*.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &: 8,53 — 8,42 (m, 2H), 8,29 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,14 — 8,07 (m, 2H), 7,99
(t, J=5,8 Hz, 1H), 7,89 (t, = 5,2 Hz, 1H), 7,79 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,27 — 7,20 (m, 4H),
7,20-7,12 (m, 1H), 6,99 (s, 2H), 5,55 (dt, J= 9,2, 4,8 Hz, 1H), 5,47 — 5,37 (m, 2H), 5,28 — 5,08 (m, 2H),
4,57 — 4,44 (m, 4H), 3,80 — 3,62 (m, 6H), 3,53 — 3,40 (m, 4H), 3,35 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,16 (dq, J = 17,4,
5,8 Hz, 4H), 3,04 (dd, J= 13,9, 4,7 Hz, 1H), 2,87 — 2,73 (m, 2H), 2,43 — 2,35 (m, 7H), 2,32 (t, /= 6,5 Hz,
2H), 2,21 -2,02 (m, 2H), 1,93 — 1,78 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 14: Sintesis del Compuesto 3004

[00177] EI Compuesto 3004 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 17 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1023 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 4,4 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1121 Da.

Ejemplo 15: Sintesis del Compuesto 3030

[00178] EI Compuesto 3030 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 17 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1023 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,6 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1121 Da.

Ejemplo 16: Sintesis del Compuesto 3052

[00179] EI Compuesto 3052 se prepar6é de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 17 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1023 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,6 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1121 Da.

Ejemplo 17: Sintesis del Compuesto 22
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[00180] Intermedio 1. Se disolvié 2-[[terc-butil(dimetil)sililjoxi]letanol (1,14 mmol, 200 mg) en 4 mL de
diclorometano anhidro en atmésfera de argdén. La mezcla de reaccion se enfrio a 0 °C y se afiadid
diisopropiletilamina (1,1 equiv., 1,25 mmol, 218 L), seguida de trifosgeno (1,2 equiv., 0,45 mmol, 135
mg). La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 2 h. Se afadié mas diisopropiletilamina (1,2 equiv.,
1,25 mmol, 218 L), seguida de 2-mercaptopiridina (1,1 equiv., 1,25 mmol, 155 mg). Después de agitar
durante 2 horas mas a 0 °C, la mezcla de reaccion se diluyé con 20 mL de diclorometano y se afiadié
NH4Cl saturado (10 mL). La fase organica se lavé con soluciéon saturada deNH4Cl(2 x 100 mL) y salmuera
(100 mL). La cromatografia ultrarrapida en gel de silice, utilizando un gradiente de EtOAc en ciclohexano
(0 = 50% de EtOAc en ciclohexano), proporciond el producto deseado (100 mg, 28%). Calculo MS para
C14H24NO3SSi: 314,12, encontrado: 314,10, [M+H]*.

[00181] Compuesto 22. Se disolvieron mesilato de exatecan (0,0376 mmol, 20 mg) y trietilamina (2
equiv., 0,0752 mmol, 11 uL) en 2 mL de DMF anhidro bajo atmdsfera de argén. Se afiadié el intermedio
1 (1,5 equiv., 0,0752 mmol, 18 mg) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 48
h. Los disolventes se evaporaron a presion reducida y la mezcla de reaccion en bruto se purificd por
cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado
con diol y usando un gradiente de ACN en agua (0 > 40 % de ACN en H20). Las fracciones que
contenian el producto de reaccion deseado (intermedio 2) se evaporaron, el sélido se resuspendio en
TFA al 1 % y se agité a temperatura ambiente durante 1 h. El producto deseado Sc-122 se volvid a
purificar mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna que contenia 25 g
de C18 modificado con diol, y usando un gradiente de ACN en 1% TFA (0 > 40% ACN en 1% TFA), y
se recuperd como un polvo blanco, después de la liofilizacion a partir de agua (16 mg, 81 % en 2 pasos,
calculado en Exatecan). MS calc. para C27H27FN3O7: 524,18, observado: 524,20, [M+H]*. RMN 'H (400
MHz, DMSO-ds) 6 7,97 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,32 —
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5,16 (m, 2H), 4,11 (m, 2H), 3,33 (s, 1H), 3,25 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 3,11 (d, J = 18,7 Hz, 1H), 2,68 (m, 1H),
2,55 (m, 2H), 2,39 — 2,29 (m, 4H), 2,24 — 2,12 (m, 2H), 1,87 (m, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 18: Sintesis del Compuesto 1007
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5 [00182] Intermedio 1. El compuesto 22 (28 mg, 0,0535 mmol) y FmocGGFG-OAc (2 equiv., 0,107
mmol, 67 mg) se disolvieron en 1 mL de DMF anhidro. Se agregé HCI (100 uL, 2 M en Et;0) y la mezcla
de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se cargo directamente en la
columna. El producto se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna
que contenia 25 g de C18 y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 = 70 % de ACN en agua). El

10  producto deseado se recuperé como un solido blanco después de la liofilizacion de agua (23 mg, 39 %).
Calculo MS para CsgHssFNsgO43: 1093,41, encontrado: 1093,63, [M + HJ*.
[00183] Intermedio 2. El intermedio 1 (23 mg, 0,0211 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF anhidra y se
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afiadié morfolina (100 uL). La mezcla de reaccion se agitdé durante 1 hora a temperatura ambiente, para
luego cargarse directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa
utilizando una columna semipreparativa que contenia 25 g de C18 modificado con diol y utilizando un
gradiente de ACN en agua (0 > 100 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperd como un
sélido blanco después de la liofilizacion de agua (16 mg, 85 %). MS calc. para CasHasFNgO11: 871,34,
encontrado: 871,44, [M + HJ-.
[00184] Compuesto 1007. El Intermedio 2 (16 mg, 0,0179 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (2
equiv., 0,0358 mmol, 11 mg) y DIPEA (20 uL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Luego, la mezcla se filtr6 a través de un filtro de jeringa de 0,2 ym y se cargd
directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una
columna semipreparativa que contenia C18 modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en
agua (0 > 100 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperd como un soélido blanco después
de la liofilizacion de agua (7 mg, 37 %). MS calc. para CsaHs7FN9O1s: 1066,40, observado: 1065,98, [M
+ H]*. RMN "H (500 MHz, DMSO-ds) d 8,79 (s, 1H), 8,65 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 8,58 — 8,49 (m, 1H), 8,45
(m, 1H), 8,37 (s, 1H), 8,31 — 8,22 (m, 1H), 8,15 - 8,08 (m, 2H), 8,07 — 7,96 (m, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,79 (t,
J=11,5Hz, 2H), 7,34 - 7,28 (m, 1H), 7,25 - 7,17 (m, 3H), 7,01 (d, J = 10,9 Hz, 2H), 6,67 (s, 1H), 6,61
- 6,46 (m, 1H), 5,42 (s, 1H), 5,39 — 5,28 (m, 1H), 5,26 — 5,23 (m, 2H), 5,15 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 4,57 (m,
2H), 4,49 (d, J = 11,1 Hz, 2H), 4,18 (d, J = 4,8 Hz, 2H), 3,77 — 3,63 (m, 3H), 3,61 (m, 2H), 3,58 — 3,42
(m, 3H), 3,25—-3,17 (m, 1H), 3,04 (s, 2H), 2,77 (dd, J = 8,5, 5,5 Hz, 1H), 2,47 — 2,29 (m, 4H), 2,20 — 2,11
(m, 1H), 2,00 (m, 1H), 1,86 (m, 2H), 1,23 (s, 2H), 0,97 — 0,82 (m, 3H).
Ejemplo 19: Sintesis del Compuesto 3005

[00185] EI Compuesto 3005 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 12 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1007 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 4,7 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1066 Da.

Ejemplo 20: Sintesis del Compuesto 3031

[00186] EI Compuesto 3031 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1007 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,2 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1066 Da.

Ejemplo 21: Sintesis de los compuestos 3053A y 3053B

[00187] EI Compuesto 3053A se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
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generales en el Ejemplo 1 con 12 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1007 a
anticuerpo monoclonal 1IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 3,5 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1066 Da. Las relaciones molares de mAb y carga util del
enlazador se ajustaron para lograr un DAR de 7,7 (compuesto 3053B).

Ejemplo 22: Sintesis del Compuesto 42
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[00188] Intermedio 1. Se disolvieron 2-((ferc-butildimetilsilil)oxi)etan-1-amina (21 mg, 0,121 mmol),
trifosgeno (0,95 equiv., 0,0383 mmol, 11 mg) y diisopropiletilamina (5 equiv., 0,605 mmol, 105 uL) en
diclorometano (2 mL) bajo una atmodsfera de argén. La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura
ambiente durante 1 h. La conversion completa de la reaccion para obtener el intermedio 1 se confirmo
mediante analisis LCMS. El producto en bruto se utilizé directamente en el paso siguiente sin purificacion
adicional.

[00189] Compuesto 42. Se disolvieron mesilato de exatecan (0,0602 mmol, 32 mg) y
diisopropiletilamina (2 equiv., 0,120 mmol, 21 uL) en 1 mL de DMF anhidro y la solucién se enfrid a 0 °C.
Se afiadié una solucion de diclorometano del intermedio de isocianato 1 previamente preparado (2 mL,
0,1150 mmol) a 0 °C y se dejé que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agité
durante 1 h. Los disolventes se evaporaron a presiéon reducida y la mezcla de reaccién en bruto se
purificé por cromatografia ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna que contenia 25 g de C18
modificado con diol y usando un gradiente de ACN en agua (0 > 60 % de ACN en H,O). Las fracciones
que contenian el producto de reaccion deseado (intermedio 2) se evaporaron, el solido se resuspendio
en TFA al 1 % y se agit6é a temperatura ambiente durante 1 h. Se volvio a purificar el producto deseado
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna que contiene 25 g de C18
modificado con diol y se usoé un gradiente de ACN en TFA al 1% (0 - 40 % ACN en TFA al 1 %), y se

recuperé como polvo blanco después de la liofilizacion de agua (15 mg, 48 % en 3 pasos, se calcula a
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partir de exatecan). MS calc. para C,7H2sFN4QOg: 523,20, observado: 523,25, [M+H]*. RMN "H (400 MHz,
DMSO-ds) 6 7,76 (dd, J = 11,0, 2,0 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 6,82 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,61 (m, 1H), 5,43 (d,
J=2,6 Hz, 2H), 5,40 — 5,30 (m, 2H), 5,22 (s, 1H), 5,17 (s, 1H), 3,48 — 3,40 (m, 2H), 3,21 — 3,01 (m, 3H),
2,38 (d, J=1,9 Hz, 3H), 2,23 — 2,06 (m, 2H), 1,96 — 1,80 (m, 2H), 1,76 (s, 2H), 0,90 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
5 Ejemplo 23: Sintesis del Compuesto 1008
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[00190] Intermedio 1. El compuesto 48 (17 mg, 0,0325 mmol) y FmocGGFG-OAc (3 equiv., 0,0976
mmol, 61 mg) se disolvieron en 1 mL de DMF anhidra. Se agregé HCI (100 uL, 2 M en Et;0) y la mezcla
10  de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se cargé directamente en la
columna. El producto se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna
que contenia 25 g de C18 y utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 80 % de ACN en agua). El

producto deseado se recuperd como un solido blanco después de la liofilizacion de agua (15 mg, 44 %).
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MS calc. para CsgHsgFNoO12: 1092,43, observado: 1093,03, [M + H]*.
[00191] Intermedio 2. El Intermedio 1 (15 mg, 0,0135 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF anhidra y se
agreg6 morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura ambiente, para
luego cargarse directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa
utilizando una columna semipreparativa que contenia 25 g de C18 modificado con diol y utilizando un
gradiente de ACN en agua (0 > 100 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperd como un
sélido blanco después de la liofilizacion de agua (10 mg, 87 %). MS calc. para CasHsgFNgO+o: 870,36,
encontrado: 870,88, [M + HJ-.
[00192] Compuesto 1008. El Intermedio 2 (10 mg, 0,0118 mmol) se disolvié en 1 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (2
equiv., 0,0237 mmol, 7 mg) y DIPEA (20 uL). La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Luego, la mezcla se filtré a través de un filtro de jeringa de 0,2 um y se cargd
directamente en la columna. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una
columna semipreparativa que contenia C18 modificado con diol y utilizando un gradiente de ACN en
agua (0 > 100 % de ACN en agua). El producto deseado se recuperd como un soélido blanco después
de la liofilizacion de agua (4 mg, 32 %). Calculo MS para Cs;HssFN10O14: 1065,41, encontrado: 1065,79,
[M + H]".
Ejemplo 24: Sintesis del Compuesto 3007

[00193] EI Compuesto 3007 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 9 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1008 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacion de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 4,9 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1065 Da.

Ejemplo 25: Sintesis del Compuesto 3032

[00194] EI Compuesto 3032 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1008 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,6 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1065 Da.

Ejemplo 26: Sintesis del Compuesto 3054

[00195] EI Compuesto 3054 se prepar6 de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 9 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1008 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 4,4 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1065 Da.

Ejemplo 27: Sintesis del Compuesto 52
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[00196] Intermedio 1. A una soluciéon de propiolato de metilo (1,0 equiv., 55 mg, 0,65 mmol), (2-
azidoetoxi)(terc-butil)dimetilsilano (1,15 equiv., 150 mg, 0,74 mmol) y tris[(1-benciltriazol-4-il)metillamina
(0,15 equiv., 50 mg, 0,094 mmol) en DMF (3 ml) se afiadié CuS04,5H>0 acuoso 1 M (0,1 equiv., 0,06
mmol, 60 pL) y ascorbato de sodio acuoso 2 M (0,2 equiv., 0,12 mmol, 60 uL) y la mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se evapord el DMF y el residuo se tomé en EtOAc y la
fase organica se lavo con agua, HCI acuoso 0,2 M, NH.Cl acuoso saturado y salmuera, y se seco con
Na>SOas. La purificaciéon por cromatografia ultrarrapida (silice, 0% a 30% EtOAc/ciclohexano) ofrecié el
intermedio de triazol 1 (158 mg, 85%) como un sdlido blanco.

[00197] Intermedio 2. A una solucién de intermedio de triazol 1 (1,0 equiv., 158 mg, 0,55 mmol) en
MeOH (2 mL) se afadié NaOH acuoso 2 M (1,0 equiv., 0,55 mL) y la mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante la noche. Luego se evaporaron los disolventes y el residuo se volvié a
evaporar dos veces con tolueno, se suspendio en EtOAc y se filtrd. El material sélido se lavd conEt,Oy
se seco al vacio, obteniéndose el intermedio triazol 2 (135 mg, 84%) como un sdlido blanco.

[00198] Intermedio 3. A una suspensiéon de mesilato de exatecan (15 mg, 0,028 mmol), intermedio de
triazol 2 (2,1 equiv., 0,06 mmol, 17 mg), clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (2,0
equiv., 0,056 mmol, 11 mg) y 1-hidroxibenzotriazol (2,0 equiv., 0,056 mmol, 8 mg) en DMF (1 mL) se
afiadié diisopropiletilamina (5,0 equiv., 0,14 mmol, 18 mg, 25 yL) bajo una atmdsfera de argéon y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 5 horas. La cromatografia liquida-espectrometria de
masas LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La purificacién de la mezcla mediante
cromatografia ultrarrapida de fase reversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 % a 75 % de ACN/H,0)
proporcioné el intermedio triazélico 3 (14 mg, 73 %) en forma de polvo blanco tras la liofilizacion.
[00199] Compuesto 52. El intermedio de triazol 3 (14 mg, 0,02 mmol) se disolvié en ACN/0,1 % ac.
Mezcla de TFA (1:1, 2 ml), seguida de la adicién de 2 gotas de TFA y la mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante 2 horas. La LC-MS indicd el consumo total del intermedio 1 y los

disolventes se evaporaron a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida de
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fase inversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 50% ACN/H-20),

dando el compuesto 52 (10 mg, 85 %) como un polvo blanco después de la liofilizacién. MS calc. para

C29H28FNgOs: 575,20, observado: 575,25, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,63 (s, 1H), 7,77 (d,

J=10,9 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 5,73 (dd, J = 7,7, 5,3 Hz, 1H), 5,36 (s, 2H), 5,14 (d, J = 3,7 Hz, 2H), 4,48
5 (t, J=5,3Hz 2H), 3,81 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,33 (s, 2H), 3,32 — 3,21 (m, 1H), 3,19 — 3,07 (m, 1H), 2,38

(d, J=1,9 Hz, 3H), 2,34 — 2,20 (m, 2H), 1,93 - 1,76 (m, 2H), 0,85 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 28: Sintesis del Compuesto 1010
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10 [00200] Intermedio 1. La mezcla de compuesto 52 (1,0 equiv., 30 mg, 0,052 mmol) y FmocGGFG-OAc
(2,0 equiv., 0,104 mmol, 66 mg) se disolvi6 en DMF anhidro (1,5 mL), seguido de la adiciéon de 2 M
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HCI/Et.O (150 uL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 h y durante ese
tiempo, se afiadieron varias porciones (aproximadamente 0,5 equiv. cada una) de FmocGGFG-OAc a la
mezcla de reaccion. Luego, la mezcla de reaccion se purifico mediante cromatografia ultrarrapida de
fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0% a 75% ACN/H20). Las fracciones que contenian el
producto se liofilizaron y el residuo (producto + impurezas coeluyentes) se utilizé directamente en el
siguiente paso. Calculo MS para CeoHs9FN11012: 1144,43, encontrado: 1144,40, [M+H]*.
[00201] Intermedio 2. Se anadié morfolina (140 uL) a la solucién del intermedio 1 (obtenido en el paso
anterior) en DMF anhidra (2 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 h a temperatura ambiente.
LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La mezcla se purificd directamente mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 % a 60 % ACN/H20), lo que
da el producto como un soélido blanco después de la liofilizacion (20 mg, 42 %, 2 pasos). Célculo MS
para CssH49FN11010: 922,36, encontrado: 922,35, [M+H]*.
[00202] Compuesto 1010. Se agregaron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,022 mmol, 6,7 mg) y
DIPEA (2,4 equiv., 0,053 mmol, 7 mg, 9 pL) a la solucién del intermedio 2 (1,0 equiv., 20 mg, 0,022
mmol) en DMF anhidro (1 ml). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 40
minutos, mientras la LC-MS indicaba el consumo total del material de partida. La purificacién mediante
HPLC ultrarrapida de fase reversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0
% a 60 % ACN/H.0) proporciono el producto deseado como un sdlido blanco tras la liofilizacion (7,5 mg,
31 %). MS calc. para Cs4sHsgFN12014: 1117,42, observado: 1117,35, [M + H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-
ds) 8: 9,28 (t, J = 9,8 Hz, 1H), 8,65 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 8,56 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 8,32 (t, J = 5,9 Hz, 1H),
8,15 — 8,08 (m, 2H), 8,00 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,31 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 7,28 -
7,21 (m, 5H), 7,20 — 7,15 (m, 1H), 7,00 (s, 1H), 6,51 (s, 1H), 5,78 — 5,71 (m, 1H), 5,41 — 5,33 (m, 2H),
5,25 -5,11 (m, 2H), 4,63 — 4,60 (m, 2H), 4,58 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 4,53 — 4,47 (m, 1H), 3,86 — 3,83 (m,
2H), 3,74 (td, J = 17,3, 5,8 Hz, 2H), 3,67 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 3,64 — 3,50 (m, 5H), 3,46 (t, J = 5,7 Hz, 2H),
3,18 - 3,11 (m, 1H), 3,05 (dd, J = 14,0, 4,6 Hz, 1H), 2,84 — 2,75 (m, 1H), 2,40 (s, 3H), 2,33 (t, J = 6,5 Hz,
2H), 2,30 — 2,23 (m, 3H), 1,93 — 1,78 (m, 2H), 0,90 — 0,83 (m, 3H).
Ejemplo 29: Sintesis del Compuesto 3006

[00203] EI Compuesto 3006 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 40 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1010 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,9 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1117 Da.

Ejemplo 30: Sintesis del compuesto 103
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[00204] Compuesto 103. A la suspension de mesilato de exatecan (10 mg, 0,019 mmol), acido 5-
(hidroximetil)furan-2-carboxilico (3 equiv., 8 mg, 0,057 mmol), clorhidrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (2,5 equiv., 10 mg, 0,048 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol (2,5 equiv., 7
mg, 0,048 mmol) en DMF (1 mL) se afadié diisopropiletilamina (5 equiv., 17 uL, 0,095 mmol) en una
atmosfera de argon y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 40 minutos. La cromatografia
liquida-espectrometria de masas LC-MS indico el consumo total del material de partida. La purificacion
mediante cromatografia ultrarrapida de fase reversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 - 70 % ACN/H,0),
seguida de otra purificacion en una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 70 %
ACN/H,0), proporciond el producto (7 mg, 66 %) en forma de polvo amarillento tras la liofilizacién. MS
calc. para CzoH27FN3O7: 560,18, observado: 560,15, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d) &: 8,90 (d, J
=8,6 Hz, 1H), 7,79 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,17 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 6,50 (s, 1H), 6,45 (d, J =
3,4 Hz, 1H), 5,77-5,67 (m, 1H), 5,40 — 5,33 (m, 3H), 5,18 (d, J = 18,9 Hz, 1H), 5,10 (d, J = 19,0 Hz, 1H),
4,44 (d, J=5,7 Hz, 2H), 3,29 — 3,09 (m, 1H), 2,40 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,24 (q, J = 6,2 Hz, 2H), 0,94-1,75
(m, 2H), 0,86 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 31: Sintesis del Compuesto 1012
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[00205] Intermedio 1.A la solucién de FmocGGFGG-OAc (1,0 equiv., 50 mg, 0,079 mmol) y acido 5-
(hidroximetil)furan-2-carboxilico (1,2 equiv., 14 mg, 0,095 mmol) en DMF anhidro (0,5 ml) se afiadié HCI
2 M/Et,0 (70 uL) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se eliminaron
los volatiles y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado
con diol, 0 > 60 % ACN/H20), dando el intermedio 1 como un sélido blanco después de la liofilizacién
(23 mg, 41 %). Calculo MS para Cs7H3sFN5O10: 710,25, encontrado: 710,25, [M-HJ-.

[00206] Intermedio 2. A la mezcla del intermedio 1 (1,05 equiv., 23 mg, 0,032 mmol), mesilato de
exatecan (1,0 equiv., 16,3 mg, 0,031 mmol) y DMTMM (1,05 equiv., 8,9 mg, 0,032 mmol), se le afiadié
DMF/agua (5:1, 1,2 ml) y diisopropiletilamina (2,1 equiv., 12 pL, 0,065 mmol). La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 40 minutos, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo

total del material de partida. La mezcla de reaccidn se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida de
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fase reversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 = 75 % ACN/H;0), obteniéndose el intermedio 2 como
un solido blanco tras la liofilizacion (27 mg, 77 %). Calculo MS para Cs1HssFNgO13: 1129,41, encontrado:
1129,45, [M+H]".
[00207] Intermedio 3. Se agregé morfolina (50 L) a la solucién de intermedio 2 (1,0 equiv., 27 mg,
0,024 mmol) en DMF anhidra (1 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1,5 h a temperatura
ambiente. LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La mezcla se purificé directamente
mediante cromatografia ultrarrdpida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN/H-0),
lo que da el producto como un sélido blanco después de la liofilizaciéon (15 mg, 69 %). Calculo MS para
Ca6HasFNgO11: 907,34, encontrado: 907,35, [M+H]".
[00208] Compuesto 1012. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,017 mmol, 5,2 mg) y
DIPEA (1,05 equiv., 0,0173 mmol, 3,05 uL) a la solucion del intermedio 3 (1,0 equiv., 15 mg, 0,017 mmol)
en DMF anhidra (1 ml). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1,5 h, mientras
LC-MS indico el consumo total del material de partida. La purificacién mediante HPLC ultrarrapida de
fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 60 % ACN/HO) ofrecio el
producto deseado como un sdlido blanco después de la liofilizacién (11 mg, 60 %). MS calc. para
CssHs7FNgO15: 1102,40, observado: 1102,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) d: 9,06 — 8,93 (m,
1H), 8,59 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 8,31 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,16 — 8,05 (m, 2H), 8,04 — 7,94 (m, 1H), 7,80 (d, J
=10,8 Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,27 = 7,11 (m, 7H), 6,99 (s, 1H), 6,59 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 6,51 (s, 1H), 5,78
- 5,63 (m, 1H), 5,38 (s, 2H), 5,28 — 4,97 (m, 2H), 4,59 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 4,53 — 4,37 (m, 3H), 3,84 —
3,63 (m, 5H), 3,63 — 3,48 (m, 5H), 3,45 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,29 — 3,22 (m, 1H), 3,20 — 3,08 (m, 1H), 3,04
(dd, J=13,9, 4,6 Hz, 1H), 2,79 (dd, J = 13,9, 9,6 Hz, 1H), 2,40 (s, 3H), 2,32 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,27 —
2,19 (m, 2H), 1,96 — 1,77 (m, 2H), 0,86 (t, J = 7,5 Hz, 3H).
Ejemplo 32: Sintesis del Compuesto 3008

[00209] EI Compuesto 3008 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1012 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relaciéon de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,7 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1102 Da.

Ejemplo 33: Sintesis del Compuesto 3033

[00210] EI Compuesto 3033 se preparé de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1012 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 4,5 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1102 Da.

Ejemplo 34: Sintesis del Compuesto 3055
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[00211] EI Compuesto 3055 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1012 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 7,3 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1102 Da.

Ejemplo 35: Sintesis del Compuesto 105

o HoN. MsOH

2-bromoetanol DIPEA
DMF, 80 °C

105 F

[00212] Compuesto 105. A la suspension de mesilato de exatecan (30 mg, 0,056 mmol) en DMF (1
mL) se afiadieron diisopropiletilamina (3,5 equiv., 0,196 mmol, 34 pL) y 2-bromoetanol (2 equiv., 0,112
mmol, 14 mg, 8 pL) bajo atmdsfera de argdn y la mezcla se calent6 a 80 °C durante 2 dias. LC-MS indico
el consumo total del material de partida. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa en columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 - 50 % ACN/TFA al 1 % en Hx0)
ofrecié el producto (16 mg, 48 %) como un polvo blanco después de la liofilizacion. MS calc. para
C26H27FN30s: 480,19, observado: 480,25, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 9,03 (s br, 1H), 8,80
(s br, 1H), 7,88 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,34 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 5,57 — 5,36 (m, 4H), 5,30 (s, 1H), 5,16 —
5,02 (m, 1H), 3,69 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,31 — 3,06 (m, 3H), 2,84 — 2,71 (m, 1H), 2,41 (s, 3H), 2,26 — 2,10
(m, 1H), 1,99 — 1,76 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
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Ejemplo 36: Sintesis del Compuesto 1013
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[00213] Intermedio 1. La mezcla del compuesto 105 (1,0 equiv., 20 mg, 0,034 mmol) y FmocGGFG-
OAc (2,0 equiv., 0,068 mmol, 43 mg) se disolvi6 en DMF anhidro (1 mL), seguido de la adicion de
HCI/Et2O 2 M (100 pL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 h y durante
ese tiempo, se afadieron varias porciones (aproximadamente 0,5 equiv. cada una) de FmocGGFG-OAc
a la mezcla de reaccion. Luego, la mezcla de reaccion se purifico mediante cromatografia ultrarrapida
de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 75 % ACN/H20). Las fracciones que contenian el
producto se liofilizaron y el residuo (producto + impurezas coeluyentes) se utilizé directamente en el
siguiente paso. Calculo MS para Cs7HssFNgO14: 1049,42, encontrado: 1049,40, [M+H]*.

[00214] Intermedio 2. Se agregd morfolina (80 uL) a la solucion de intermedio 1 (como se obtuvo en

el paso anterior) en DMF anhidra (2 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante 1,5 h a temperatura
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ambiente. LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La mezcla se purificd directamente
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN/H20),
lo que da el producto como un solido blanco después de la liofilizacion (12 mg, 43 %). MS calc. para
Ca2H4sFNgOg: 827,35, encontrado: 827,30, [M+H]".
[00215] Compuesto 1013. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,015 mmol, 4,3 mg) y
DIPEA (2,2 equiv., 0,032 mmol, 4,2 mg, 5,7 uL) a la solucién del intermedio 2 (12 mg, 0,015 mmol) en
DMF anhidra (1 ml). La mezcla de reacciéon se agitd a temperatura ambiente durante 40 minutos,
mientras LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La purificacion mediante HPLC
ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 60 %
ACN/H20) ofrecio el producto deseado como un sélido blanco después de la liofilizacién (6,3 mg, 41 %).
MS calc. para CsiHs7FNgO+3: 1022,41, observado: 1022,40, [M + H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &:
8,65 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 8,33 — 8,26 (m, 1H), 8,15 — 8,07 (m, 2H), 8,03 — 7,96 (m, 1H), 7,76 — 7,70 (m,
1H), 7,60 (s, 1H), 7,26 — 7,18 (m, 5H), 7,18 — 7,12 (m, 1H), 6,99 (s, 2H), 5,49 — 5,24 (m, 3H), 4,81 (d, J
= 11,8 Hz, 1H), 4,71 — 4,55 (m, 3H), 4,48 (ddd, J = 9,6, 8,1, 4,5 Hz, 1H), 4,28 (t, J = 4,2 Hz, 1H), 3,81 -
3,67 (m, 3H), 3,65 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 3,62 — 3,47 (m, 6H), 3,47 — 3,41 (m, 2H), 3,22 - 3,12 (m, 1H), 3,06
—2,90 (m, 2H), 2,87 — 2,71 (m, 2H), 2,38 — 2,29 (m, 5H), 2,26 — 1,98 (m, 4H), 1,26 — 1,16 (m, 1H), 0,90
- 0,82 (m, 3H).
Ejemplo 37: Sintesis del Compuesto 3009

[00216] EI Compuesto 3009 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1013 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacion de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1022 Da.

Ejemplo 38: Sintesis del Compuesto 3034

[00217] El Compuesto 3034 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1013 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,2 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1022 Da.

Ejemplo 39: Sintesis del Compuesto 3056

[00218] EI Compuesto 3056 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 4 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1013 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 3,9 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1022 Da.

Ejemplo 40: Sintesis del Compuesto 108
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[00219]

(2,5 equiv., 0,07 mmol, 8,5 mg, 9 pL solucion al 80% en tolueno) a la suspension de mesilato de exatecan

Se anadieron diisopropiletilamina (2,5 equiv., 0,07 mmol, 9 mg, 13 yL) y bromuro de propargilo

(1,0 equiv., 15 mg, 0,028 mmol) en DMF (0,2 ml) y la solucién resultante se agité durante 48 horas.
Luego, se agregaron sucesivamente a la mezcla de reaccion 2-azidoetanol (5,0 equiv., 0,14 mmol, 12
mg, 11 uL), tris(benciltriazoliimetil)amina (1,5 equiv., 0,042 mmol, 22 mg), CuS04,5H20 (1,0 equiv.,
0,028 mmol, 140 uL de soluciéon acuosa 2 M) y ascorbato de sodio (2,0 equiv., 0,056 mmol, 56 yL de
solucion acuosa 1 M) y la solucion se agitdé durante la noche. La mezcla de reaccion cruda se cargd
directamente en la columna y se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18
modificado con diol, 0% a 50% ACN/H20), ofreciendo el compuesto 108 (12 mg, 77%) como un polvo
blanco después de la liofilizacion. MS calc. para C29H30FNsOs: 561,23, observado: 561,30, [M+H]*. RMN
'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 7,97 (s, 1H), 7,72 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,28 (d, J =
19,0 Hz, 1H), 5,19 (d, J= 19,0 Hz, 1H), 4,39 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 4,25 (t, J= 4,1 Hz, 1H), 3,97 (q, J= 13,9
Hz, 2H), 3,80 — 3,75 (m, 2H), 3,33 (s, 2H), 3,24 (ddd, J = 15,8, 10,4, 4,3 Hz, 1H), 3,01 (dt, J = 16,8, 4,8
Hz, 1H), 2,39 — 2,27 (m, 6H), 2,09 — 1,98 (m, 1H), 1,95 - 1,78 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 41: Sintesis del Compuesto 1015
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[00220] Intermedio 1. Se disolvieron el Compuesto 108 (1,0 equiv., 30 mg, 0,0536 mmol) y
FmocGGFG-OAc (2,0 equiv., 0,107 mmol, 67 mg) en DMF anhidra (1,5 mL), seguida de la adicién de
HCI/Et.O 2 M (150 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 4 h y durante
ese tiempo, se afiadieron varias porciones (aproximadamente 0,5 equiv. cada una) de FmocGGFG-OAc
a la mezcla de reaccion. Luego, la mezcla de reaccion se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida
de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 75 % ACN/H20). Las fracciones que contenian el
producto se liofilizaron y el residuo (producto + impurezas coeluyentes) se utilizé directamente en el
siguiente paso. Calculo MS para CeoHe1FN11011: 1130,45, encontrado: 1130,40, [M+H]".

[00221] Intermedio 2. Se agregd morfolina (100 yL) a la solucién de intermedio 1 Sc-260-F1 (como se
obtuvo en el paso anterior) en DMF anhidra (2 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a
temperatura ambiente. LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La mezcla se purifico
directamente mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 >
50 % ACN/H20), lo que da el producto como un sélido blanco después de la liofilizacion (14 mg, 29 %
en 2 pasos). Calculo MS para CssHs1FN+11Og: 908,39, encontrado: 908,55, [M+H]*.

[00222] Compuesto 1015. Se agregaron éster Mal-PEG-NHS (1 equiv., 0,0154 mmol, 5 mg) y DIPEA
(2,5 equiv., 0,039 mmol, 5 mg, 6,6 uL) a la solucién de intermedio 2 Sc-260-F1 (1 equiv., 14 mg, 0,0154
mmol) en DMF anhidro (1 ml). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 30

minutos, mientras LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La purificacion mediante HPLC
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ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 100 %
ACN/H20) ofrecid el producto deseado como un sélido blanco después de la liofilizacién de agua y
acetonitrilo (7 mg, 41 %). MS calc. para CssHsoFN120+3: 1103,44, observado: 1103,61, [M + H]*. RMN 'H
(500 MHz, DMSO-ds) & 8,54 (m, 1H), 8,30 (m, 1H), 8,12 (m, 2H), 8,01 (m, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,73 (m,
1H), 7,65 (s, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,25 - 7,17 (m, 4H), 7,17 - 7,12 (m, 1H), 7,01 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 6,99
(s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,43 (s, 1H), 5,34 — 5,06 (m, 2H), 4,55 (m, 2H), 4,51 (m, 1H), 4,49 — 4,43 (m, 1H),
4,25 (d, J=17,1 Hz, 1H), 4,10 — 3,88 (m, 2H), 3,80 (q, J = 4,9 Hz, 2H), 3,76 — 3,63 (m, 5H), 3,45 (t, J =
5,9 Hz, 2H), 3,22 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 3,04 — 2,98 (m, 2H), 2,87 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 2,82 — 2,73 (m, 2H),
2,59 (s, 1H), 2,36 (m, 4H), 2,32 (m, 2H), 2,06 — 1,97 (m, 2H), 1,86 (m 1H), 1,29 — 1,21 (m, 2H), 0,86 (m,
3H).

Ejemplo 42: Sintesis del Compuesto 3010

[00223] EI Compuesto 3010 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 15 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1015 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,6 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1103 Da.

Ejemplo 43: Sintesis del Compuesto 3035

[00224] EI Compuesto 3035 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 15 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1015 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,3 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1103 Da.

Ejemplo 44: Sintesis del Compuesto 3057

[00225] EI Compuesto 3057 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 15 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1015 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,0 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1103 Da.

Ejemplo 45: Sintesis del compuesto 111

HO f\ =
PaCH o HH’L”
H- O A - 'y
{E\_\ r-'e:-:H Mesilato de exatecan ]AT N ’f\,}— L \}
HE~ ;,::'_'C'M'i- * HO— b—ha [ATAAR " o /'ll"“w"ji_"“_{ {
o o DIFEA - A [T

DMF - H,C - e
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[00226] Compuesto 111. Se disolvid 2-(hidroximetil)ciclopropano-1-carboxilato de metilo (25 mg,

0,175 mmol) en 1 mL de metanol y se afiadieron 870 yL de NaOH 1 M (1 equiv.). La mezcla se agit6 a
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temperatura ambiente durante 5 h, luego se evaporaron los solventes y el producto crudo se liofilizé a
partir de agua. Al sélido obtenido se le afiadieron mesilato de exatecan (46 mg, 0,5 equiv., 0,874 mmol),
DMTMM (48 mg, 1 equiv., 0,175 mmol) y 10 mL de una mezcla de DMF/agua 4:1. La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 30 min. Los disolventes se evaporaron a presion reducida hasta un
volumen final de aproximadamente 2 mL. La mezcla de reaccién en bruto se purificd por cromatografia
ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna que contenia 25 g de C18 modificado con diol y
utilizando un gradiente de ACN en agua (0 - 60 % de ACN en H,0). Se realizé una segunda purificacion
utilizando una columna semipreparativa cargada con C18 modificado con diol y utilizando un gradiente
de ACN en agua (0 > 80% ACN en H>O). Se separaron dos isomeros durante la purificacion
semipreparativa. El producto se recupero por separado como polvo blanco, después de la liofilizacion a
partir de agua/dioxano (42 mg en total, 91 % calculado a partir de exatecan). Calculo MS para
Ca20H20FN306: 534,20, encontrado: 534,10, [M+H]".
[00227] Para el isémero A: RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,67 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 11,0
Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,56 (q, J = 6,6 Hz, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,16 (d, J = 2,9 Hz, 2H), 4,63
(t, J = 5,5 Hz, 1H), 3,48 — 3,38 (m, 1H), 3,31 — 3,25 (m, 2H), 3,21 — 3,08 (m, 1H), 2,30 (m, 2H), 2,24 -
2,07 (m, 2H), 1,96 — 1,77 (m, 2H), 1,58 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 1,49 (m, 1H), 0,99 (dt, J = 8,4, 4,3 Hz, 1H),
0,88 (t, J=7,3 Hz, 3H), 0,71 (m, 1H).
[00228] Para el isémero B (contiene 7 % de isdbmero A, con base en integraciones de RMN): RMN H
(400 MHz, DMSO-ds) 6 8,72 (d, J=8,9 Hz, 1H), 7,77 (d, J= 10,9 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 6,53 (s, 1H), 5,56
(m, 2H), 5,44 (s, 2H), 5,31 — 5,05 (m, 2H), 4,52 (dd, J = 6,1, 5,0 Hz, 1H), 3,45 (m 1H), 3,26 (m, 1H), 3,20
— 3,08 (m, 1H), 2,38 (m, 2H), 2,24 — 2,00 (m, 2H), 1,87 (m, 2H), 1,76 (s, 1H), 1,60 — 1,48 (m, 1H), 1,01
(m, 1H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H), 0,75 (m, 1H).
Ejemplo 46: Sintesis del Compuesto 1016
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[00229] Intermedio 1. El acido 2-((benciloxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico (27,6 mg, 0,1338 mmol)
se disolvié en 3 mL de dioxano anhidro. Se afadié Pd/C (10%) y se burbujed hidrégeno en la solucion
durante 5 h, mientras se agitaba a temperatura ambiente. La solucion se filtré con filtros de jeringa de
0,2 um y el matraz se lavd con acetonitrilo. El filtrado se evaporo, se redisolvidé en dioxano y se liofilizé
durante la noche. El filtrado crudo se redisolvié en 2 mL de DMF anhidro y se afiadid FmocGGFG-OAc
(1 equiv., 0,1338 mmol, 90 mg), seguido de 200 yL de una solucién de HCI 2 M en éter etilico. La mezcla
de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la
columna para su purificacion. La purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa
(25 g, C18 modificado con diol, 0 a 75 % ACN/H.0). Las fracciones que contenian el producto se
liofilizaron a partir de agua (35 mg, 51%). MS calc. para CssHsoN5sOg: 686,28, encontrado: 686,66, [M+H]*.

[00230] Intermedio 2. A una solucién del intermedio 1 previamente preparado (35 mg, 0,0505 mmol)
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en DMF (2 mL) se anadieron mesilato de exatecan (1 equiv., 0,0505 mmol, 27 mg), DMTMM (1,2 equiv.,
0,0607 mmol, 17 mg), DIPEA (10 pL) y agua (200 uL). La mezcla de reaccién se agité durante 30 minutos
a temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacion. La
purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 a 60 % ACN/H20). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (28 mg, 50 %). MS
calc. para CeoHsoFNsO12: 1103,43, encontrado: 1103,88, [M+H]*.
[00231] Intermedio 3. El intermedio 2 previamente preparado (28 mg, 0,0254 mmol) se disolvié en
DMF (2 ml) y se afiadié morfolina (100 uL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 1 h. La purificacién se realizé mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa,
C18 modificado con diol, 0 a 100 % ACN/H20). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron
de agua (11 mg, 51 %). MS calc. para C4sHs0FNgO10: 881,36, encontrado: 881,12, [M+H]*.
[00232] Compuesto 1016. El intermedio 3 previamente preparado (11 mg, 0,0130 mmol) se disolvio
en 2 mL de DMF anhidro. Se afiadieron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,1 equiv., 0,0143 mmol, 4 mg) y DIPEA (1,1 equiv., 0,0143 mmol, 2,5 yL) y la
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. La purificacion se realiz6 mediante
cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 a 100 % ACN/H20).
Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (7 mg, 50 %). MS calc. para
Cs4Hs9FNgO14: 1076,42, observado: 1076,56, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 8,80 — 8,70 (m,
2H), 8,53 (m, 1H), 8,45 (m, 1H), 8,27 (m, 1H), 8,10 (m, 2H), 7,99 (m, 2H), 7,93 (d, J = 6,1 Hz, 1H), 7,89
(d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,80 (m, 2H), 7,34 — 7,20 (m, 2H), 7,18 — 7,08 (m, 2H), 6,67 (s, 2H), 6,51 (s, 1H),
5,62 (d, J=10,0 Hz, 1H), 5,55 (s, 2H), 5,43 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 5,19 — 5,07 (m, 3H), 5,06 — 5,02 (m, 1H),
4,74 (d, J=6,0 Hz, 1H), 4,61 — 4,44 (m, 3H), 3,72 (m, 2H), 3,57 (m, 2H), 3,16 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 3,08 —
3,00 (m, 1H), 2,79 (m, 2H), 2,39 (m, 3H), 2,34 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 2,24 — 2,07 (m, 2H), 1,96 — 1,77 (m,
2H), 1,55 (m, 1H), 1,51 — 1,44 (m, 1H), 0,99 (m, 1H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H), 0,83 — 0,71 (m, 1H).
Ejemplo 47: Sintesis del Compuesto 3012

[00233] El Compuesto 3012 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1016 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relaciéon de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC fue de 2 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1076 Da.

Ejemplo 48: Sintesis del Compuesto 3037

[00234] EI Compuesto 3037 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1016 a

anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC fue de 1,45 con base en un peso
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molecular de enlazador-farmaco de 1076 Da.

Ejemplos 49: Sintesis del Compuesto 1017
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[00235] Intermedio 1. A la solucion de acido (7S,2S)-2-(hidroximetil)ciclopropano-1-carboxilico (1,0
equiv., 5,7 mg, 0,049 mmol), Fmoc-GE(OBn)VCit-NH-CH,-OAc (1,5 equiv., 62 mg, 0,074 mmol) en DMF
anhidro (0,7 ml) se le afadié HCI 2 M/Et,O(100 ul) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente

durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indic6 el consumo completo del material de partida. La
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mezcla de reaccion se purificO mediante cromatografia ultrarrapida de fase reversa utilizando una
columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 75 % ACN/0,1 % HCI). Las fracciones que
contenian el producto (coeluyendo con la impureza) se liofilizaron para obtener 31 mg de intermedio
impuro 1, que se utilizé directamente en el siguiente paso. Calculo MS para CasHssFN7O+2: 898,40,
encontrado: 898,40, [M-HJ-.

[00236] Intermedio 2. A la mezcla de intermedio 1 (1,0 equiv., 31 mg, 0,034 mmol), mesilato de
exatecan (0,9 equiv., 17 mg, 0,031 mmol) y DMTMM (1,0 equiv., 10 mg, 0,034 mmol) se le afiadi6 DMF/
agua (5:1, 1,2 ml) y diisopropiletilamina (2,0 equiv., 12 ul, 0,068 mmol), y la mezcla resultante se agit6 a
temperatura ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del
material de partida. La mezcla de reacciéon se purificO mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 = 75 % ACN/H20), lo que ofrece el intermedio 2 como un
sélido blanco después de la liofilizacion (25 mg, 39 % (2 pasos)). Calculo MS para CzoH7sFN1oO1s:
1317,56, encontrado: 1317,55, [M+H]*.

[00237] Intermedio 3. A la solucion del intermedio 2 (1,0 equiv., 25 mg, 0,019 mmol) en la mezcla de
dioxano (1,0 ml) y DMF (0,5 ml) se afiadié 10% Pd/C (5 mg) y la mezcla de reaccion se hidrogend (globo)
durante 2 horas a temperatura ambiente. La LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La
mezcla se filtré a través de celita y el filtrado se concentré en un rotavapor para eliminar el dioxano.
Luego se anadié morfolina (40 ul) a la solucion obtenida y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. La purificaciéon por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18
modificado con diol, 0 = 60 % ACN/H20) ofreci6 el producto intermedio 3 como un sélido blanco después
de la liofilizacién (8 mg, 42 %). Calculo MS para CasHs2FN10O+3: 1005,43, encontrado: 1005,40, [M+H]*.
[00238] Compuesto 1017. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,008 mmol, 2,5 mg) y
DIPEA (1,05 equiv., 0,008 mmol, 1,5 uL) a la solucion del intermedio 3 (1,0 equiv., 8 mg, 0,008 mmol)
en DMF anhidra (0,5 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1,5 h, mientras
LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La purificacion mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 70 %
ACN/TFA al 0,1 %) ofreci6 el producto deseado como un sélido amarillo palido después de la liofilizacién
(5 mg, 52 %). MS calc. para CssH71FN11O47: 1200,50, observado: 1200,50, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) 6: 12,09 (s br, 1H), 8,71 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,58 — 8,49 (m, 1H), 8,05 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 8,01
- 7,92 (m, 2H), 7,83 - 7,70 (m, 2H), 7,31 (s, 1H), 7,00 (s, 2H), 6,58 (s br, 1H), 5,92 (s, 1H), 5,62 — 5,49
(m, 1H), 5,50 — 5,33 (m, 2H), 5,28 — 5,12 (m, 2H), 4,60 — 4,40 (m, 2H), 4,39 — 4,25 (m, 1H), 4,21 — 4,02
(m, 2H), 3,77 — 3,62 (m, 3H), 3,31 — 3,19 (m, 2H), 3,20 — 3,09 (m, 1H), 3,04 — 2,82 (m, 2H), 2,40 (s, 3H),
2,35 -2,26 (m, 2H), 2,27 — 2,10 (m, 4H), 1,99 — 1,79 (m, 4H), 1,76 — 1,64 (m, 1H), 1,63 — 1,41 (m, 4H),
1,40 — 1,23 (m, 3H), 1,05 -0,93 (m, 1H), 0,92 - 0,84 (m, 3H), 0,84 — 0,75 (m, 6H), 0,75 - 0,69 (m, 2H).
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Ejemplo 50: Sintesis del Compuesto 3013

[00239] EI Compuesto 3013 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 37 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1017 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado

5 de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,6 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1200 Da.

Ejemplo 51: Sintesis del Compuesto 3038

[00240] EI Compuesto 3038 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 37 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1017 a

10  anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,6 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1200 Da.

Ejemplo 52: Sintesis del Compuesto 3059

[00241] EI Compuesto 3059A se preparé de acuerdo con el Procedimiento C de la secciéon Métodos

generales en el Ejemplo 1 con 37 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1017 a
15  anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,4 con base en un

peso molecular de enlazador-farmaco de 1200 Da. Se ajustaron las relaciones molares de mAb y carga

de enlazador para lograr una DAR de 7,7 (compuesto 3059B).

Ejemplo 53: Sintesis del Compuesto 1025

mesilato de
oM exatecan
y o wo o oo HE H Opql L O on DMTMM DIPEA
Frr-orr,_ﬁ,-\_‘"_,_n. ‘VJLE%/N"VJLH /\;_,»J"\ HC.I Frnae *HATNH/’LH Tf\ ‘v”u‘ﬂ"ﬁ‘l}j::,v%o M__
0 Q CMF g ° S

Emeoc-GGRG-CAc intermedio 1
E [
B " (.%D
= ~M \I‘J\/E' )
Marfalina P

Fh. o " i
mof ) n i e DMF P HK o~
ﬂm:u:..Hf'\:LrNn.‘gjl'\'E T N\,,Aﬁﬁor"l.v)}o H:N/\Igﬂ.\_’/ﬂmﬁ i -‘)Lﬂ o ,sll-vfg
intermedio 2 intermedio 3
r
. = \_ r{ HO
Ester 7
MalPEG NHS H A

] Fh

DIPEA DMF o o :L”, o KH
¥ H H
M e,
g\ﬁ,&q@” AT A S

0

e

1025
20 [00242] Intermedio 1. Se disolvio FmocGGFG-OAc (1 equiv., 0,0892 mmol, 60 mg) en 2 mL de DMF
y se afadioé acido (1S,2S)-2-(hidroximetil)ciclopropano-1-carboxilico (2 equiv., 0,1784 mmol, 21 mg),

seguido de 10 uL de una solucién de HCI 4 M en dioxano. La mezcla de reaccién se agité durante 1 hora
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a temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacion. La
purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 > 100 % ACN/H-20). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (43 mg, 70 %).
MS calc. para CzsHaoNsOg: 686,28, observado: 686,34, [M+H]*.
[00243] Intermedio 2. A una solucién del intermedio 1 previamente preparado (43 mg, 0,0628 mmol)
en DMF (2 mL) se anadieron mesilato de exatecan (1,1 equiv., 0,0691 mmol, 37 mg), DMTMM (1,2
equiv., 0,0754 mmol, 21 mg), DIPEA (20 uL) y agua (400 uL). La mezcla de reaccion se agité durante 1
hora a temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacion. La
purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 > 100 % ACN/TFA al 0/1 %). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (41 mg,
59 %). MS calc. para CeoHeoFNgO12: 1103,43, observado: 1103,40, [M+H]*.
[00244] Intermedio 3. Se disolvio el intermedio 2 previamente preparado (41 mg, 0,0372 mmol) en
DMF (2 mL) y se agregdé morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 1 h. La purificaciéon se realizd mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa,
C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Las fracciones que contenian el producto se
liofilizaron de agua (14 mg, 44 %). MS calc. para CssHs0FNsO10: 881,36, observado: 881,65, [M+H]*.
[00245] Compuesto 1025. Se disolvid el intermedio 3 previamente preparado (14 mg, 0,0160 mmol)
en 2 mL de DMF anhidra. Se agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,1 equiv., 0,0175 mmol, 5,4 mg) y DIPEA (2,5 uL) y la mezcla de reaccion se
agité a temperatura ambiente durante 1 h. La purificacion se realiz6 mediante cromatografia HPLC de
fase inversa (semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 - 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Las fracciones
que contenian el producto se liofilizaron de agua (7 mg, 41 %). MS calc. para CssHseFNgO14: 1076,42,
observado: 1076,42, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 8,73 (t, J = 9,3 Hz, 1H), 8,42 (t, J = 6,6 Hz,
1H), 8,25 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,10 (q, J= 7,5, 6,4 Hz, 2H), 7,99 (q, J = 6,7, 5,8 Hz, 1H), 7,79 (d, J= 10,8
Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,29 - 7,19 (m, 4H), 7,19 - 7,12 (m, 1H), 7,00 (s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,56 (m, 1H),
5,49 — 5,38 (m, 2H), 5,19 (s, 2H), 5,16 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 4,56 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 4,52 (d, J = 6,7 Hz,
1H), 4,48 (m, 1H), 3,78 — 3,69 (m, 2H), 3,67 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 3,57 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 3,53 (t, J = 6,6
Hz, 2H), 3,46 (t, J = 5,8 Hz, 3H), 3,26 (m, 1H), 3,14 (m, 1H), 3,02 (m, 1H), 2,80 — 2,75 (m, 1H), 2,39 (d,
J =39 Hz, 3H), 2,32 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,14 (m, 2H), 1,86 (m, 2H), 1,61 — 1,49 (m, 2H), 1,03 (m, 1H),
0,88 (t, J=7,3 Hz, 3H), 0,77 (p, J = 4,1 Hz, 1H).
Ejemplo 54: Sintesis del Compuesto 3011

[00246] EI Compuesto 3011 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a

anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
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de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 5,4 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1076 Da.

Ejemplo 55: Sintesis del Compuesto 3036

[00247] EI Compuesto 3036 se preparé de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,4 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1076 Da.

Ejemplo 56: Sintesis de los compuestos 3058A y 3058B

[00248] EI Compuesto 3058A se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a
anticuerpo monoclonal 1IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 7,1 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1076 Da. Se ajustaron las relaciones molares de mAb y carga
de enlazador para lograr una DAR de 3,1 (compuesto 3058B).

Ejemplo 57: Sintesis del compuesto 130

o . Q0  O-NHBoc G, P-NHy
\g/\ o }—-’ HCI
mesilato d2 ppTMM. DIPEA
exatecan - -
DMF/H,0 o

intermedio 1 F 130 e

[00249] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1 equiv., 40 mg, 0,075 mmol), acido 2-
(((terc-butoxicarbonil)amino)oxi)acético (1,2 equiv., 18 mg, 0,090 mmol) y DMTMM (1,2 equiv., 25 mg,
0,090 mmol) se afiadi6 DMF/agua (5:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (2,2 equiv., 0,165 mmol, 29 uL) y la
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 0,5 h. LC-MS indicé el consumo total del
material de partida. La mezcla se purificé directamente mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa (C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN/H20) ofrecio el intermedio 1 (43 mg, 94 %) como un
polvo blanco después de la liofilizacion.

[00250] Compuesto 130. El intermedio 1 (43 mg, 0,070 mmol) se disolvié en HCI 4 M/dioxano (2 ml)
y la mezcla se agité durante 1,5 horas a temperatura ambiente. La suspension resultante se filtr6 y los
sélidos se lavaron con dioxano y Et,0O para dar el clorhidrato del compuesto 130 (35 mg, 90 %) como un
polvo amarillo. MS calc. para CH26FN4Os: 509,18, observado: 509,20, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-ds) &6: 10,98 (s br, 3H), 8,89 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 5,62 (dt,
J=8,5,4,2Hz, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,37 — 5,24 (m, 2H), 4,63 — 4,52 (m, 2H), 3,20 (dd, J=7,9, 4,7 Hz, 2H),
2,41 (d, J =1,9 Hz, 3H), 2,32 — 2,21 (m, 1H), 2,21 — 2,09 (m, 1H), 1,96 — 1,77 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3
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Hz, 3H).
Ejemplo 58: Sintesis del Compuesto 1018
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[00251] Intermedio 1. A la mezcla de compuesto 130 (1,0 equiv., 30 mg, 0,055 mmol),
FmocGGFGGG-OH (1,25 equiv., 47 mg, 0,069 mmol) y DMTMM (1,25 equiv., 19 mg, 0,069 mmol) se le
afiadi6 DMF/agua (5:1, 2,4 ml) y diisopropiletilamina (2,25 equiv., 22 pL, 0,124 mmol) y la mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indico el
consumo total del material de partida. La mezcla de reaccién se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 = 75 % ACN/H20), lo que ofrece el
intermedio 1 como un sdélido blanco después de la liofilizacion (48 mg, 75 %). MS calc. para
CesoHeoFN10O14: 1163,43, observado: 1163,40, [M+H]".

[00252] Intermedio 2. Se agregé morfolina (100 uL) a la solucién de intermedio 1 (1,0 equiv., 48 mg,
0,041 mmol) en DMF anhidra (1,5 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a temperatura
ambiente. LC-MS indico el consumo total del material de partida. La mezcla se purificd directamente

mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 = 60 % ACN/H-20),
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lo que da el producto como un sélido blanco después de la liofilizaciéon (26 mg, 67 %). Calculo MS para
CasHs0FN10O12: 941,36, encontrado: 941,40, [M+H]*.
[00253] Compuesto 1018. Se afadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,027 mmol, 8,4 mg) y
DIPEA (1,1 equiv., 0,030 mmol, 5,2 uL) a la solucion del intermedio 2 (1,0 equiv., 26 mg, 0,027 mmol)
en DMF anhidra (1 ml). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 40 minutos,
hasta que la LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. Se eliminé la DMF vy el residuo se
concentré de la mezcla de solucién acuosa al 0,1 %. ACN y TFA ac. La purificacion mediante HPLC
ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 60 %
ACN/H20) ofrecio el producto deseado como un solido blanco después de la liofilizacion (17 mg, 55 %).
MS calc. para CssHsgFN11O16: 1136,41, observado: 1136,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &:
11,45 (s, 1H), 8,96 — 8,68 (m, 1H), 8,26 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,22 — 8,04 (m, 3H), 8,04 — 7,93 (m, 2H), 7,87
— 7,75 (m, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,23 (d, J = 6,9 Hz, 4H), 7,19 — 7,12 (m, 1H), 6,99 (s, 1H), 6,59 — 6,44 (m,
1H), 5,64 — 5,54 (m, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,35 - 5,10 (m, 2H), 4,50 (td, J=9,8, 9,1, 4,6 Hz, 1H), 4,45 - 4,28
(m, 2H), 3,79 — 3,39 (m, 17H), 3,25 — 3,10 (m, 2H), 3,09 — 2,99 (m, 1H), 2,88 — 2,72 (m, 1H), 2,39 (s,
3H), 2,32 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,27 — 2,02 (m, 2H), 1,96 — 1,78 (m, 2H), 0,86 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 59: Sintesis del Compuesto 3015

[00254] EI Compuesto 3015 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1018 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relaciéon de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 5 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1136 Da.

Ejemplo 60: Sintesis del Compuesto 3040

[00255] El Compuesto 3040 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1018 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 4,8 con base en un

peso molecular de farmaco y enlazador de 1136 Da.

Ejemplo 61: Sintesis del compuesto 3061

[00256] EI Compuesto 3061 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1018 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 6,3 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1136 Da.

Ejemplo 62: Sintesis del Compuesto 1019




10

15

111

O T
oA
L/

i H

h ; i &
HN o~ Fmoc™ ™~ *n"‘“~|]=' — *qlf“ﬁ]]r‘w

1) -
O S DNTMM, DIFEA “Ph _—
FmocBGFGEP-OH + N 1 I I - J\
; P DMF/H.0 o P

Ny \_,}- T intermedio 1 N ,hﬁl’“‘j =T
;e’ “OH 130 _.___a-“i“\\_;? W

o

- I {or
u i
morfolina _ r1.'V'JL'H T L“:’#
o F éster Mal-PEG-NHS, DIPEA
DMF Ph~
- CMF
intermedio 2
S D W WL
/\/
N N N
ST LY
o) Ph

[00257] Intermedio 1. La mezcla de compuesto 130 (1,0 equiv., 35 mg, 0,064 mmol), FmocGGFGGP-
OH (1,2 equiv., 55 mg, 0,077 mmol) y DMTMM (1,2 equiv., 22 mg, 0,077 mmol) se le anadié DMF/agua
(5:1, 2,4ml) y diisopropiletilamina (2,2 equiv., 25 pL, 0,141 mmol) y la mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del
material de partida. La mezcla de reacciéon se purificO mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa (25 g de C18 modificado con diol, 0 = 75 % ACN/H20), lo que ofrece el intermedio 1 como un
sélido blanco después de la liofilizacion (65 mg, 84 %). Calculo MS para CesHssFN19O14: 1203,46,
encontrado: 1203,50, [M+H]".

[00258] Intermedio 2. Se agregd morfolina (130 uL) a la solucién de intermedio 1 (1,0 equiv., 65 mg,
0,054 mmol) en DMF anhidra (1,7 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a temperatura
ambiente. LC-MS indico el consumo total del material de partida. La mezcla se purificd directamente
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN/H20),
lo que da el producto como un solido blanco después de la liofilizacion (34 mg, 64 %). MS calc. para
CasHs4FN10012: 981,39, observado: 981,40, [M+H]".

[00259] Compuesto 1019. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,035 mmol, 10,8 mg) y
DIPEA (1,05 equiv., 0,037 mmol, 6,4 uL) a la solucion del intermedio 2 (1,0 equiv., 34 mg, 0,035 mmol)
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en DMF anhidra (1 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h hasta que
LC-MS indico el consumo total del material de partida. Se removi6 la DMF y se concentré el residuo de
la mezcla con ACN y TFA ac. al 0,1 %. La purificacion mediante HPLC ultrarrapida de fase inversa con
una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 60 % ACN/H0) ofrecié el producto deseado
como un sélido blanco después de la liofilizaciéon (18 mg, 44 %). MS calc. para Cs7Hs3sFN11O16: 1176,44,
observado: 1176,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) d: 11,50 (s, 1H), 8,85 (d, J = 8,7 Hz, 1H),
8,31 -8,25 (m, 1H), 8,16 — 8,02 (m, 3H), 7,96 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,88 — 7,77 (m, 2H), 7,74 (t, J = 5,2 Hz,
1H), 7,35-7,28 (m, 2H), 7,28 - 7,18 (m, 5H), 7,18 — 7,11 (m, 1H), 6,99 (s, 1H), 6,57 — 6,46 (m, 1H), 5,70
- 5,58 (m, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,35 - 5,11 (m, 3H), 4,54 — 4,46 (m, 1H), 4,32 (s, 2H), 4,08 — 4,03 (m, 1H),
3,90 - 3,39 (m, 14H), 3,24 — 3,10 (m, 2H), 3,03 (dd, J = 13,9, 4,4 Hz, 1H), 2,77 (dd, J = 13,9, 9,8 Hz,
1H), 2,40 (s, 3H), 2,32 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,26 — 2,11 (m, 2H), 1,97 — 1,77 (m, 3H), 1,69 — 1,51 (m, 1H),
0,86 (t, J=7,4 Hz, 3H).

Ejemplo 63: Sintesis del compuesto 3014

[00260] El Compuesto 3014 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1019 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 5,2 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1176 Da.

Ejemplo 64: Sintesis del Compuesto 3039

[00261] EI Compuesto 3039 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1019 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1176 Da.

Ejemplo 65: Sintesis del Compuesto 3060

[00262] EI Compuesto 3060 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1019 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 7,8 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1176 Da.

Ejemplo 66: Sintesis del compuesto 177
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[00263] Intermedio 1. A la solucion del compuesto 111-B (1,0 equiv., 20 mg, 0,036 mmol) e imidazol
(2,5 equiv., 0,094 mmol, 6,4 mg) en DMF (2 mL) se anadio terc-butil(cloro)difenilsilano (2 equiv., 0,075
mmol, 19,5 L) bajo una atmdsfera de argdén y la mezcla se agité durante la noche a temperatura
ambiente. La purificacion por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0->80 % ACN/H20) ofrecio el producto intermedio 1 (22 mg, 79 %) como un polvo blanquecino después
de la liofilizacién.

[00264]

afadié trifluorometanosulfonato de terc-butildimetilsililo (0,436 mmol, 100 pL) bajo una atmédsfera de

Intermedio 2. A la solucion del intermedio 1 (22 mg, 0,029 mmol) en piridina seca (2 mL) se

argon y la mezcla se calenté a 80 °C durante 4 horas. Luego, se concentrd en un evaporador rotatorio y
el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 >
100 % ACN/H20), dando el producto intermedio 2 (23 mg, 89 %) como un polvo blanco después de la
liofilizacion.

[00265] Compuesto 177. A la mezcla de intermedio 2 (23 mg, 0,026 mmol) y reactivo de Lawesson
(1,0 equiv., 0,026 mmol, 10,5 mg) se afadioé tolueno anhidro (8 ml) y la mezcla resultante se calent6 a
100 °C durante 1 hora. El progreso de la reaccién se controlé mediante LC-MS. Luego, los componentes
volatiles se eliminaron en un evaporador rotatorio y el residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida
de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 100% ACN/H.0). Las fracciones que contenian el
intermedio 3 se combinaron y se concentraron en un evaporador rotatorio. El residuo se disolvio en DCM
(2 ml) y acido trifluoroacético (1 ml). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 48

horas y se control6 el progreso de la reaccion mediante LC-MS. Luego, los solventes se eliminaron en
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un evaporador rotatorio y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando
una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 70 % ACN/H20), dando el producto
compuesto 177 (3,3 mg, 23 %) como un polvo amarillo después de la liofilizacién. MS calc. para
C29H29FN305S: 550,17, observado: 550,15, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5: 10,63 (dd, J = 30,4,
8,6 Hz, 1H), 7,82 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 9,4 Hz, 1H), 6,66 (s, 1H), 6,40 (dq, J = 14,0, 7,1 Hz,
1H), 5,42 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 5,20 — 4,98 (m, 2H), 3,45 (dd, J = 11,5, 5,8 Hz, 1H), 3,35 (dd, J= 11,5, 6,2
Hz, 1H), 3,28 — 3,09 (m, 2H), 2,40 (s, 3H), 2,33 - 2,18 (m, 2H), 2,16 — 2,03 (m, 1H), 1,96 — 1,78 (m, 3H),
1,45 —-1,32 (m, 1H), 1,04 - 0,91 (m, 1H), 0,87 (t, J = 7,4 Hz, 3H).

Ejemplo 67: Sintesis del compuesto 1034

y 'DFh y Oﬁ
Fmoc. N .V,J-L N \'/LL, MY
H a H L‘_

FmocGGFG-MH-CH-OAC
HCIEt:O0 2 M

CrF

Mal-FEG-NHS
DIFEA

DMF : :
1034 O /' HN =g

[00266] Intermedio 1. A la solucion del compuesto 177 (1,0 equiv., 12 mg, 0,021 mmol) y FmocGGFG-
NH-CH2-OAc (1,5 equiv., 21 mg, 0,032 mmol) en DMF anhidro (1,0 ml) se anadié HCI 2 M/Et,O (30 pl)
y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 5 horas, con tres adiciones mas de
FmocGGFG-NH-CH2-OAc (0,5 equiv., 6 mg, 0,011 mmol) durante ese tiempo. Luego, la mezcla de
reaccion se purifico mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 > 80 % ACN/ TFA al 0,1 % ac.), ofreciendo el intermedio 1 como un sélido blanquecino después de
la liofilizacion (11 mg, 47 %). MS calc. para CeoHeoFNsO11S: 1119,41, observado: 1119,40, [M+H]*.

[00267] Intermedio 2. A la solucién del intermedio 1 (1,0 equiv., 11 mg, 0,010 mmol) en DMF (0,75 ml)

se afiadié morfolina (40 pl) y la mezcla se agitdé 45 min a temperatura ambiente. Luego, la mezcla de
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reaccion se purificO mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna
semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN/ TFA al 0,1 % ac.), dando el intermedio 2 (4,5
mg, 45 %) como un solido amarillo palido. MS calc. para CssHsoFNsOoS: 897,34, observado: 897,35,
[M+H]".
[00268] Compuesto 1034. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,05 equiv., 1,45 mg, 0,0047 mmol) y
DIPEA (2,1 equiv., 2,0 ul, 0,0095 mmol) a la solucién del intermedio 2 (1,0 equiv., 4,5 mg, 0,0045 mmol)
en DMF anhidro (0,5 ml) y la mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. La
purificacion por cromatografia ultrarrapida de fase inversa usando una columna semipreparativa (C18
modificado con diol, 0 > 70 % ACN/H-20) dio el compuesto del producto 1034 (4,2 mg, 85 %) como un
solido blanco después de la liofilizacion. MS calc. para CssHsgFN9O13S: 1092,39, observado: 1092,35,
[M+H]*. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) d: 10,66 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,48 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 8,28 (t, J =
5,8 Hz, 1H), 8,14 — 8,06 (m, 2H), 8,00 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,35 - 7,30 (m, 1H),
7,28 — 7,12 (m, 5H), 7,00 (s, 2H), 6,52 (s, 1H), 6,45 — 6,34 (m, 1H), 5,42 (s, 1H), 5,21 — 5,02 (m, 3H),
4,58 — 4,52 (m, 2H), 4,52 — 4,44 (m, 1H), 3,78 — 3,63 (m, 5H), 3,62 — 3,50 (m, 6H), 3,46 (t, J = 5,8 Hz,
2H), 3,22 - 3,17 (m, 2H), 3,09 — 2,99 (m, 1H), 2,84 — 2,74 (m, 1H), 2,41 (s, 3H), 2,36 — 2,30 (m, 2H), 2,30
—2,22 (m, 2H), 2,13 - 2,06 (m, 1H), 1,95 - 1,79 (m, 3H), 1,47 — 1,37 (m, 1H), 1,05 - 0,94 (m, 1H), 0,87
(t, J=7,4 Hz, 3H).
Ejemplo 68: Sintesis del Compuesto 3100

[00269] EI Compuesto 3100 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1034 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacion de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC fue de 3,6 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1092 Da.

Ejemplo 69: Sintesis del Compuesto 3101

[00270] EI Compuesto 3101 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1034 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC-MS fue de 3,7 con base en un
peso molecular de farmaco y enlazador de 1092 Da.

Ejemplo 70: Sintesis del compuesto 180
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intermedio 1
[00271] Intermedio 1. Se disolvieron mesilato de exatecan (90 mg, 0,17 mmol), acido N-1-Fmoc-
(2S,3S)-3-hidroxipirrolidin-2-carboxilico (90 mg, 0,26 mmol) y DIPEA (100 uL) en DMF (3 mL) y agua (1
mL). Se afiadi6 DMTMM (70 mg, 0,26 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 30 minutos a
temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacion. La
purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 = 50 % ACN/H>O(TFA)). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (107 mg, 82
%). MS calc. para C4sH40FN4Og*: 771,28, encontrado: 771,35 [M+H]*.
[00272] Compuesto 180. A una solucién del intermedio 1 (33 mg, 0,0428 mmol) en DMF (2 ml), se
afiadié morfolina (100 ul) y la mezcla se agitd 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18
modificado con diol, 0 > 60 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el compuesto 180 (15 mg, 57 %) como un
polvo blanco después de la liofilizacién. MS calc. para C2oH30FN4Os: 549,21, observado: 549,48 [M+H]*.
RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) & 9,62 (s, 1H), 9,26 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,81 (s, 1H), 7,83 (d, J = 11,0 Hz,
1H), 7,33 (s, 1H), 6,54 (s, 1H), 5,67 (s, 1H), 5,61 (m, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,30 (d, J = 18,7 Hz, 1H), 5,08 (d,
J=18,7 Hz, 1H), 4,42 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 4,05 (s, 1H), 3,45 (s, 2H), 3,22 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 2,42 (d, J
=1,8 Hz, 3H), 2,29 - 2,15 (m, 1H), 2,10 - 1,97 (m, 1H), 1,87 (m, 3H), 0,89 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 71: Sintesis del compuesto 193

0
o o
HO" % o' g
9 HN

[00273] Compuesto 193. El compuesto 180 (10 mg, 0,018 mmol) y DIPEA (5 L) se disolvieron en
DCM (2 mL). Se anadio Ac.O(2,6 pL, 0,027) y la reaccion se agitdé durante la noche a temperatura
ambiente. La mezcla se evaporod y el residuo se purificé mediante cromatografia HPLC de fase inversa
(semipreparativa, C18 modificada con diol, 0 - 50 % ACN/H:0). Las fracciones que contenian el
producto se liofilizaron de agua (4,9 mg, 46 %). MS calc. para C31H32FN4O7*: 591,22, observado: 591,25
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[M+H]*. RMN "H (400 MHz, DMSO-de) & 8,54 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,81 (t, J = 10,4 Hz, 1H), 7,32 (d, J =
3,6 Hz, 1H), 6,52 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 5,51 (m, 2H), 5,44 (m, 3H), 5,30 (d, J = 18,7 Hz, 1H), 5,20 (s, 2H),
4,25 (s, 1H), 4,17 (s, 1H), 3,58 (m, 2H), 3,17 (d, J = 8,1 Hz, 3H), 2,41 (m, 3H), 2,17 (s, 1H), 2,09 (d, J =
12,9 Hz, 1H), 1,88 (m, 3H), 1,76 (s, 1H), 0,90 (q, J = 7,3, 6,7 Hz, 3H).

Ejemplo 72: Sintesis del compuesto 194

/~—0

HO

Ac,0/HCOOH
DIPEA
DCM

180 F
[00274] Compuesto 194. Se afadieron anhidrido acético férmico (2,2 equiv., 0,048, 4,2 uL) y
diisopropiletilamina (2,5 equiv., 0,055 mmol, 10 pL) a la solucién del compuesto 180 (1,0 equiv., 15 mg,
0,027 mmol) en DCM (2 ml) y la reaccién se agité durante la noche a temperatura ambiente. Luego, la
mezcla se evapordo y el residuo se purific6 mediante cromatografia HPLC de fase inversa
(semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 - 50 % ACN/H:0). Las fracciones que contenian el
producto se liofilizaron de agua (5,5 mg, 46 %). MS calc. para C3oH30FN+O7*: 577,20, observado: 577,25
[M+H]*. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,85 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,59 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,20 — 8,12
(m, 1H), 7,80 (m, 1H), 7,32 (d, J = 0,9 Hz, 2H), 6,67 (s, 1H), 5,62 — 5,50 (m, 1H), 5,22 (d, J = 7,9 Hz, 2H),
4,39 — 4,26 (m, 2H), 3,66 — 3,61 (m, 1H), 3,17 (d, J = 5,7 Hz, 4H), 2,41 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 2,21 — 2,12
(m, 1H), 2,06 — 1,96 (m, 1H), 1,93 — 1,84 (m, 2H), 1,76 (s, 2H), 0,93 — 0,85 (m, 3H).

Ejemplo 73: Sintesis del compuesto 195

NHBot  mesilato de exatecan
I DMTMM, DIFEA

DMF/HA0

HO

intermedio 1 195 _HCI

[00275] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 40 mg, 0,075 mmol), acido
(1S,2S)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)ciclopropano-1-carboxilico (1,2 equiv., 18 mg, 0,090 mmol) y
DMTMM (1,2 equiv., 25 mg, 0,090 mmol) se afadié DMF/agua (5:1, 1,8 ml) y diisopropiletilamina (2,2

equiv., 29 ul, 0,165 mmol) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 40 minutos,
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mientras que el analisis LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La mezcla de reaccion
se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 75 %
ACN/H-0), ofreciendo el intermedio 1 como un sdlido blanco después de la liofilizacion (38 mg, 82 %).
Calculo MS para Cs3H3sFN4O7: 619,26, encontrado: 619,25, [M+H]".

[00276] Compuesto 195. El intermedio 1 obtenido (38 mg, 0,061 mmol) se disolvié en HCI 4 M/dioxano
(3 ml) y la mezcla se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. La suspension resultante se
filtro, el material solido se lavd con dioxano yEt,Oy se secd al vacio, obteniéndose el clorhidrato del
compuesto 195 (25 mg, 74 %) como un solido amarillo. Calculo de MS para CasH2sFN4Os: 519,20,
encontrado: 519,20, [M+H]*. El producto es inestable y sufre descomposicién durante la preparacion y
los analisis posteriores.

Ejemplo 74: Sintesis de los compuestos 1035y 1036

NHz"cr H il L0
1 FmLmHHATN\JLH%h\%)L‘H O o
o O o] o N.\_”‘J{
HM FrmocGGFGGP-OH H o
{:/\)‘N DMTMM, DIFEA
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Sy - isomeros Ay B
OH N - Y
195 HCI F
F
Y] 0 H DFIh H o]
N N N
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2) Ester Mal-PEG- Y H‘FL\\fD
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N —_—
d Y N
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[00277] Intermedio 1. A la mezcla del compuesto 195.HCI (1,0 equiv., 24 mg, 0,039 mmol), Fmoc-
GGFGGP-OH (1,0 equiv., 31 mg, 0,039 mmol) y DMTMM (1,1 equiv., 14 mg, 0,043 mmol) se le anadio
DMF/agua (5:1, 1,5 ml) y diisopropiletilamina (2,1 equiv., 16 pl, 0,082 mmol). La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 1 hora, mientras que el analisis por LC-MS indicé el consumo total
del material de partida. La mezcla de reaccién se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase
reversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 80 % ACN/ TFA al 0,1 %
ac.), ofreciendo el intermedio 1 (dos isémeros separados A y B), ambos como soélidos blancos después

de la liofilizacion (isémero A: 19 mg, isémero B: 21 mg, rendimiento combinado: 87 %). Calculo MS para
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CesHesFN10O13: 1213,48, encontrado: 1213,45, [M+H]*.
[00278] Compuesto 1035. A la solucion del isémero A de intermedio 1 (1,0 equiv., 19 mg, 0,016 mmol)
en DMF (1,5 ml) se afiadié morfolina (60 pl) y la mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se evaporé a sequedad y el residuo se redisolvié en DMF seco (1 ml). Luego, se
agregaron éster Mal-PEG-NHS (1,1 equiv., 5,4 mg, 0,017 mmol) y DIPEA (1,1 equiv., 3,0 ul, 0,017 mmol)
y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La purificacion mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol,
0 - 65 % ACN/H20) ofrecié el producto 1035 como un sdélido blanco después de la liofilizacion (10 mg,
54 %). MS calc. para CsgHesFN11O15: 1186,46, observado: 1186,40, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-
ds) 0: 8,30 — 8,18 (m, 1H), 8,14 — 8,02 (m, 3H), 7,96 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,91 - 7,78 (m, 1H), 7,74 (d, J =
11,0 Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,27 — 7,18 (m, 5H), 7,18 — 7,12 (m, 1H), 6,99 (s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,72 —
5,56 (m, 1H), 5,47 — 5,36 (m, 2H), 5,27 — 5,03 (m, 2H), 4,49 (tt, J= 9,2, 5,4 Hz, 1H), 4,06 — 3,92 (m, 1H),
3,83 — 3,68 (m, 4H), 3,66 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 3,62 — 3,50 (m, 7H), 3,45 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,12 — 2,94
(m, 1H), 2,82 - 2,71 (m, 1H), 2,65 — 2,52 (m, 2H), 2,44 — 2,10 (m, 11H), 1,98 — 1,77 (m, 5H), 1,72 - 1,57
(m, 1H), 1,56 — 1,37 (m, 1H), 0,86 (t, J = 7,2 Hz, 3H).
[00279] Compuesto 1036. El producto se sintetizé a partir del isémero intermedio 1 B (1,0 equiv., 21
mg, 0,017 mmol) siguiendo el mismo procedimiento que para el isémero A. El compuesto 1036 se obtuvo
como un sélido blanco después de la liofilizacién (11 mg, 55 %). MS calc. para CsgHesFN11O15: 1186,46,
observado: 1186,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) d: 8,69 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 8,26 (t, J = 6,0
Hz, 1H), 8,11 — 8,06 (m, 2H), 8,02 — 7,92 (m, 1H), 7,84 (t, J= 5,6 Hz, 1H), 7,76 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,31
(s, 1H), 7,27 — 7,19 (m, 5H), 7,19 — 7,12 (m, 1H), 6,99 (s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,47 — 5,38 (m, 2H), 5,37 —
5,31 (m, 1H), 5,29 — 5,22 (m, 1H), 5,10 (d, J = 18,6 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 18,6 Hz, 1H), 4,54 — 4,43 (m,
1H), 4,22 — 4,15 (m, 1H), 4,04 — 3,93 (m, 1H), 3,92 — 3,80 (m, 1H), 3,79 — 3,69 (m, 4H), 3,68 — 3,63 (m,
2H), 3,62 — 3,50 (m, 7H), 3,50 — 3,42 (m, 3H), 3,19 — 2,97 (m, 2H), 2,82 — 2,70 (m, 1H), 2,43 — 2,22 (m,
8H), 2,21 — 1,97 (m, 2H), 1,95 -1,72 (m, 4H), 1,72 — 1,59 (m, 1H), 0,87 (t, J = 7,4 Hz, 3H).
Ejemplo 75: Sintesis del Compuesto 3016

[00280] EI Compuesto 3016 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1035 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacion de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1186 Da.

Ejemplo 76: Sintesis del compuesto 3041

[00281] EI Compuesto 3041 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos

generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1035 a
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anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC fue de 7,5 con base en un peso
molecular de enlazador-farmaco de 1186 Da.

Ejemplo 77: Sintesis de los compuestos 3062A y 3062B

[00282] EI Compuesto 3062A se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la secciéon Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1035 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC fue de 7,5 con base en un peso
molecular de enlazador-farmaco de 1186 Da. Cuando se usaron 25 equivalentes molares de compuesto
de carga de enlazador 1035 al anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1, se logré una DAR de 4,7 para
proporcionar el compuesto 3062B.

Ejemplo 78: Sintesis del Compuesto 3017

[00283] EI Compuesto 3017 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1036 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1186 Da.

Ejemplo 79: Sintesis del Compuesto 3042

[00284] El Compuesto 3042 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1036 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC fue de 7,5 con base en un peso
molecular de enlazador-farmaco de 1186 Da.
Ejemplo 80: Sintesis del Compuesto 3063

[00285] EI Compuesto 3063 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 6 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1036 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un
peso molecular de enlazador-farmaco de 1186 Da.

Ejemplo 81: Sintesis del compuesto 1037
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[00286] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de 195.HCI (1,0 equiv., 15 mg, 0,024 mmol), Fmoc-
GGFG-OH (1,05 equiv., 14 mg, 0,025 mmol) y DMTMM (1,05 equiv., 6,9 mg, 0,025 mmol) se le ahadio
DMF/agua (5:1, 1,5 ml) y diisopropiletilamina (2,05 equiv., 8,6 ul, 0,049 mmol). La mezcla resultante se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora, mientras que el analisis por LC-MS indicé el consumo total
del material de partida. La mezcla de reaccién se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase
reversa (C18 modificado con diol, 0 - 80 % ACN/ TFA al 0,1 % ac.), que ofrece el intermedio 1 como
un sélido de color amarillo palido después de la liofilizacién (12 mg, 47 %). MS calc. para CsgHssFNgO11:
1059,40, observado: 1059,35, [M+H]*.

[00287] Compuesto 1037. Se agregd morfolina (45 pl) a la solucién de intermedio 1 (1,0 equiv., 12
mg, 0,011 mmol) en DMF (1,25 ml) y la mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se evaporo hasta sequedad y el residuo se redisolvié en DMF seca (0,75 ml). Luego,
se agregaron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 3,4 mg, 0,011 mmol) y DIPEA (1,05 equiv., 2,0 pl, 0,012
mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La purificacién mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol,
0 = 65 % ACN/H20) ofrecio el producto 1037 (mezcla de isémeros) como un sélido blanco después de
la liofilizacion (6,6 mg, 58 %). MS calc. para Cs2HssFNgO13: 1032,39, observado: 1032,35, [M+H]*. RMN
'H (500 MHz, DMSO-ds) &: 8,58 (d, J = 9,1 Hz, 0,4H), 8,43 (t, J = 6,0 Hz, 0,4H), 8,32 — 8,13 (m, 2,2H),
8,13 -8,03 (m, 2H), 8,03 — 7,92 (m, 1H), 7,79 — 7,66 (m, 1H), 7,34 (s, 0,4H), 7,31 (s, 0,6H), 7,27 — 7,17
(m, 3H), 7,17 — 7,09 (m, 2H), 6,99 (s, 2H), 6,53 (s, 0,4H), 6,50 (s, 0,6H), 5,85 — 5,75 (m, 0,6H), 5,64 —
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5,52 (m, 0,6H), 5,49 — 5,35 (m, 2H), 5,39 — 4,93 (m, 2,8H), 4,52 — 4,42 (m, 0,4H), 4,32 — 4,20 (m, 0,6H),
3,83 — 3,59 (m, 4H), 3,59 — 3,47 (m, 5H), 3,44 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,18 — 2,92 (m, 2H), 2,90 — 2,57 (m
2H), 2,45 - 2,26 (m, 7H), 2,26 — 2,04 (m, 1H), 1,92 — 1,75 (m, 3H), 1,30 — 1,20 (m, 2H), 0,88 (t, J = 7,2
Hz, 3H).
Ejemplo 82: Sintesis del Compuesto 3018

[00288] EI Compuesto 3018 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1037 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1032 Da.

Ejemplo 83: Sintesis del Compuesto 3043

[00289] EI Compuesto 3043 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1037 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La DAR con base en RPLC fue de 7,5 con base en un peso
molecular de enlazador-farmaco de 1032 Da.

Ejemplo 84: Sintesis del Compuesto 3064

[00290] EI Compuesto 3064 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1037 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RPLC fue de 7,5 con base en un peso
molecular de enlazador-farmaco de 1032 Da.

Ejemplo 85: Sintesis del compuesto 196

0

HG 2
acido férmico en HC“(_ /
formaldehido ac. 9 M

. al 37 %, 50 °C
IMesilato de exatecan
DIPEA
DMF

intermedio 1

[00291] Intermedio 1. A una solucidon de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 30 mg, 0,0564 mmol) y
diisopropiletilamina (30 pyL) en DMF (2 mL) se afnadi6 acido bromoacético (1,2 equiv., 0,0677 mmol, 9,4
mg) y la mezcla de reaccion se agit6é durante la noche a temperatura ambiente. El residuo se purifico por
cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con
diol, 0 = 60 % ACN/TFA al 0,1 %), dando el intermedio 1 (23 mg, 83 %) como un polvo blanco después
de la liofilizacion. Calculo MS para CysH23FN3Os: 492,16, encontrado: 492,11 [M-HJ-.

[00292] Compuesto 196. A la solucion del intermedio 1 (1,0 equiv., 23 mg, 0,0466 mmol) en acido
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férmico (1 ml) se afadié formaldehido acuoso al 37% (0,25 ml) y la mezcla resultante se agité a 50 °C
durante 6 horas. Luego se afiadié agua y se concentrd la mezcla en un evaporador rotatorio. El residuo
se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18
modificado con diol, 0 > 60 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que da 196 (14 mg, 61 %) como un polvo blanco
después de la liofilizacién. MS calc. para Cz7H25FN3Os: 506,17, observado: 506,08 [M-H].. RMN 'H (401
MHz, DMSO-ds) 6 7,73 (dd, J = 11,0, 3,8 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 5,54 — 5,43 (m,
2H), 5,43 (d, J = 2,1 Hz, 2H), 4,53 — 4,43 (m, 1H), 3,68 (s, 4H), 3,58 (s, 1H), 3,37 — 3,29 (m, 1H), 2,98 —
2,88 (m, 2H), 2,42 — 2,31 (m, 4H), 1,87 (m, 2H), 0,89 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 86: Sintesis del compuesto 197

mesilato de exatecan

Q DMTMM DIPEA
Frioc” -
on  DMF/HO

0]

intermedio 1

[00293] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 40 mg, 0,0753 mmol), Fmoc-
L-prolina (1,1 equiv., 28 mg, 0,0818 mmol) y DMTMM (1,1 equiv., 23 mg, 0,0818 mmol) se le anadio
DMF/agua (4:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (30 ul) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora, mientras que el analisis por LC-MS indico el consumo total del material de partida. La
mezcla de reaccion se purificd mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado
con diol, 0 = 80 % ACN/H20), lo que ofrece el intermedio 1 como un sdlido blanco después de la
liofilizacion (45 mg, 79 %). Célculo MS para CasH3sFN4O7: 755,29, encontrado: 755,56, [M+H]*.

[00294] Compuesto 197. Se agregd morfolina (100 pl) a la solucién de intermedio 1 (45 mg, 0,0595
mmol) en DMF (2 ml) y la mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (columna semipreparativa, C18 modificada con
diol, 0 = 60 % ACN/TFA al 0,1 %), dando 197 (26 mg, 82 %) como un sélido blanco. MS calc. para
Ca29H29FN4Os: 533,22, observado: 533,08, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6: 8,65 (d, J = 8,7 Hz,
1H), 7,79 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 6,54 (s, 1H), 5,53 (m, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,17 (s, 1H), 5,06 (d,
J=18,8 Hz, 1H), 3,73 (m, 1H), 3,73 (m, 2H), 2,93 (m, 2H), 2,39 (s, 3H), 2,18 (m, 3H), 1,88 (m, 3H), 1,72
(m, 1H), 0,89 (t, J = 7,35Hz, 3H).

Ejemplo 87: Sintesis del compuesto 198
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O 4

Fmog” =
. 0 0
mesilato de exatecan = /=

O HN C
> DMTMMDIPEA A morfolina__ o~ o
Fmoc™ - — —
F~OH DMF/H20 Py~ DMF - A, \
0 oH N OH N

intermedio 1 F F
198

[00295] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 45 mg, 0,084 mmol), Fmoc-D-
prolina (1,1 equiv., 31 mg, 0,092 mmol) y DMTMM (1,1 equiv., 26 mg, 0,092 mmol) se le afadio
DMF/agua (5:1, 3 ml) y diisopropiletilamina (2,1 equiv., 30 pl, 0,176 mmol) y la mezcla resultante se agit6
a temperatura ambiente durante 40 minutos, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del
material de partida. La mezcla de reacciéon se purificO mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 80 % ACN/H20), lo que ofrece el intermedio 1 como un
sélido blanco después de la liofilizacion (59 mg, 93 %). MS calc. para C4sH3sFN4O7: 755,29, observado:
755,25, [M+H]*.

[00296] Compuesto 198. Se agregdé morfolina (270 pl) a la solucion de intermedio 1 (59 mg, 0,078
mmol) en DMF (3 ml) y la mezcla se agité durante 45 minutos a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se concentrd en un rotavapor seguido de la adicién de EtOAc. El producto precipitado se aislo
por filtracion, se lavé con EtOAc y se seco al vacio, dando 198 (31 mg, 75 %) como un sdlido blanco.
MS calc. para CagH29FN4Os: 533,22, observado: 533,20, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) d: 8,56
(d, J=9,2Hz, 1H), 7,75 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,29 (s, 1H), 6,50 (s, 1H), 5,58 — 5,46 (m, 1H), 5,42 (s, 2H),
5,20 (d, J = 19,0 Hz, 1H), 5,06 (d, J = 18,8 Hz, 1H), 3,67 (dd, J = 8,9, 6,0 Hz, 1H), 3,24 — 3,04 (m, 2H),
2,85 (td, J = 6,5, 2,6 Hz, 2H), 2,36 (s, 3H), 2,20 — 1,99 (m, 3H), 1,84 (m, 3H), 1,63 (m, 1H), 0,87 (t, J =
7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 88: Sintesis del compuesto 199

Fmoc” =0
mesilato de exatecan C HN
n_/'F DMTMM,DIPEA morfolina
Froe™ =
F~cH DMF/H=0 DMF

0

intermedio 1 F

199

[00297] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1,1 equiv., 38 mg, 0,0711 mmol), Fmoc-
3-fluoro-D-prolina (1 equiv., 23 mg, 0,0647 mmol) y DMTMM (1,5 equiv., 27 mg, 0,0971 mmol) se le

afadié DMF/agua (4:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (30 pl) y la mezcla resultante se agitdé a temperatura
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ambiente durante 30 minutos, hasta que el analisis por LC-MS indic6 el consumo total del material de
partida. La mezcla de reaccién se purificd mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g,
C18 modificado con diol, 0 > 80 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que ofrece el intermedio 1 como un sdlido
blanco después de la liofilizacion (40 mg, 73 %). MS calc. para CasHsgF2N4O7: 773,28, observado: 773,25,
[M+H]*.
[00298] Compuesto 199. Se agregé morfolina (100 ul) a la solucién de intermedio 1 (40 mg, 0,0518
mmol) en DMF (2 ml) y la mezcla se agitdé durante 1 hora a temperatura ambiente. El residuo se purifico
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado
con diol, 0 > 60 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que da 199 (20 mg, 69 %) como un polvo blanco después de
la liofilizacion. MS calc. para Ca9H29F2N4Os: 551,21, observado: 551,18 [M+H]*. RMN 'H (401 MHz,
DMSO-ds) 6 9,22 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,84 (d, J= 11,0 Hz, 1H), 7,33 (s, 1H), 6,56 (s, 1H), 5,71 — 5,62 (m,
2H), 5,53 — 5,48 (m, 1H), 5,41 (s, 1H), 5,39 (d, J = 23,3 Hz, 2H), 5,24 (d, J = 19,0 Hz, 1H), 4,50 (d, J =
3,8 Hz, 1H), 4,43 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 3,26 (m, 1H), 3,18 — 3,05 (m, 1H), 2,42 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,37 -
2,28 (m, 1H), 2,24 (m, 2H), 2,19 - 2,14 (m, 1H), 1,97 — 1,78 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 89: Sintesis de los compuestos 200 y 201

F F
e N r,---}-_F
= Hh—{ HI-
Frog -“' oy A 0
F  mesilato de exat w ) W
LY mesilalo ae exXalecan
rr,j_F DRATMM, DlF‘E.ﬂ. ] A‘“])th ,\>_2— morfolina o e I}L.N_. )L. M- ,n\ ; .\__.
Froc \}'-'“H DMF 20 J-. ,,Lw % CkAF ,,I kf-_fL_ _; ? J7 f/J__{ \_:
= - l. et M Jr .." -
F
intermedio 1 300 201

[00299] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1 equiv., 40 mg, 0,0752 mmol), Fmoc-3,3-
difluoro-L-prolina (1,2 equiv., 18 mg, 0,0903 mmol) y DMTMM (1,2 equiv., 25 mg, 0,0903 mmol) se le
afiadié DMF/agua (4:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (30 pl) y la mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indico el consumo total del material de partida.
La mezcla de reaccidén se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18
modificado con diol, 0 = 100 % ACN en TFA al 0,1 %), lo que ofrece el intermedio 1 como un sdélido
amarillo después de la liofilizacién (45 mg, 76 %). Calculo MS para CasH3ssF3N4O7: 791,27, encontrado:
791,35, [M+H]*.

[00300] Compuestos 200 y 201. Se agregd morfolina (100 ul) a la solucién de intermedio 1 (45 mg,
0,0570 mmol) en DMF (2 ml) y la mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. El residuo se
purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna semipreparativa
(C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN en TFA al 0,1 %). Los dos isomeros 200 (16 mg) y 201 (15
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mg) se separaron perfectamente y se liofilizaron (rendimiento total del 95%).
[00301] Compuesto 200. MS calc. para CagH2sF3N4Os: 569,20, observado: 569,19 [M+H]*. RMN 'H
(400 MHz, DMSO-ds) 6 8,73 (d, J=8,5Hz, 1H), 7,81 (d, J= 11,0 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 6,53 (s, 1H), 5,58
(dt, J=8,9, 4,5 Hz, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,29 (d, J = 19,1 Hz, 1H), 5,10 (d, J = 19,1 Hz, 1H), 3,81 (m, 1H),
3,58 (s, 1H), 3,24 — 3,09 (m, 4H), 2,94 (m, 1H), 2,41 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,29 — 2,19 (m, 2H), 1,87 (hept,
J=7,1Hz, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
[00302] Compuesto 201. MS calc. para CyoH2sF3N4Os: 569,20, observado: 569,44 [M+H]*. RMN 'H
(401 MHz, DMSO-ds) 6 9,38 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,34 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 5,68
(dt, J=7,8, 3,5Hz, 1H), 5,44 (s, 1H), 5,44 — 5,22 (m, 2H), 4,44 (m, 1H), 3,60 — 3,52 (m, 2H), 3,38 — 3,22
(m, 3H), 3,15 -3,02 (m, 1H), 2,68 — 2,52 (m, 1H), 2,43 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,25 (m, 1H), 2,20 — 2,06 (m,
1H), 1,95 — 1,83 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 90: Sintesis del Compuesto 202

1) Boc-Gly-0OH
DMTMM
DIPEA DMF -
agua

2) HCl-dioxano
0

187 F 202 F

[00303] Compuesto 202. A una mezcla del compuesto 197 (1 equiv., 10 mg, 0,0188 mmol), Boc-Gly-
OH (1,1 equiv., 4 mg, 0,0207 mmol) y DMTMM (1,1 equiv., 6 mg, 0,0207 mmol) se le afiadi6 DMF/agua
(4:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (10 pl). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante
30 minutos, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del material de partida. Los
disolventes se evaporaron y la mezcla de reaccion cruda se redisolvié en 4 mL de HCI 2 M en dioxano,
manteniéndose en agitacion a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla de reaccion se purifico
por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 80 % ACN/TFA al 0,1
%), dando 202 como un sélido amarillo después de la liofilizacion (10 mg, 90 %). MS calc. para
Cs1H33FN5sOs: 590,24, observado: 590,25, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, oxido de deuterio) & 7,23 (t, J =
2,7 Hz, 1H), 7,15 (d, J=9,2 Hz, 1H), 5,41 (d, J = 16,0 Hz, 2H), 5,28 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 4,89 — 4,81 (m,
1H), 4,45 (dd, J = 8,1, 5,3 Hz, 1H), 4,41 (s, 1H), 4,16 — 4,06 (m, 1H), 3,97 (s, 2H), 3,73 (m, 1H), 3,70 —
3,66 (m, 1H), 3,66 — 3,56 (m, 2H), 3,11 — 3,04 (m, 1H), 2,87 (s, 1H), 2,34 (m, 2H), 2,14 — 2,02 (m, 6H),
1,87 — 1,83 (m, 2H), 0,85 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 91: Sintesis del compuesto 203
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[00304] Compuesto 203. A la mezcla de mesilato de exatecan (1 equiv., 19 mg, 0,0354 mmol), Boc-
Glu(OtBu)-OH (1,5 equiv., 16 mg, 0,0531 mmol) y DMTMM (1,5 equiv., 15 mg, 0,0531 mmol) se le afiadié
DMF/agua (4:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (10 ul). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora, mientras que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del material de partida. El
disolvente se elimind a presion reducida y el sélido se redisolvié en 2 mL de dioxano. Se afadio HCI (4
M en dioxano, 2 mL) y la solucién se agito a temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez completada
la reaccion, como lo indica el analisis LC-MS, la mezcla de reaccion en bruto se volvio a disolver en DMF
y se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa usando una columna semipreparativa (C18
modificado con diol, 0 - 50% ACN/TFA al 0,1 %), dando 203 (12 mg, 62 %) como un polvo amarillento
después de la liofilizacién. El producto final consiste en dos isémeros en equilibrio entre si. MS calc. para
C29H30FN4O7: 565,21, observado: 565,88 [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 9,01 (m, 1H), 8,26 (m,
2H), 7,84 (m, 1H), 7,34 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 5,62 (m, 1H), 5,44 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 5,43 — 5,26 (m, 2H),
5,06 (d, J = 18,8 Hz, 1H), 3,82 — 3,73 (m, 1H), 3,51 — 3,38 (m, 2H), 3,19 (d, J = 11,6 Hz, 1H), 2,42 (d, J
= 2,0 Hz, 3H), 2,35 (m, 1H), 2,31 (s, 1H), 2,21 — 2,08 (m, 1H), 1,91 (m, 4H), 0,89 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 92: Sintesis del Compuesto 204

mesilato de
exatecan
}R DMTMM, DIFEA
OH DMF/H20

[00305] Compuesto 204. A una mezcla de mesilato de exatecan (20 mg, 0,038 mmol), acido L-
piroglutamico (7,3 mg, 0,056 mmol) y DMTMM (21 mg, 0,076 mmol) se le afadié DMF/agua (4:1, 2,5 ml)

y diisopropiletilamina (50 ul). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora, hasta

que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La mezcla de reaccion se
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purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida de fase reversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 100 %

ACN en TFA al 0,1 %), obteniéndose 204 como un soélido amarillo tras la liofilizacion (18,5 mg, 89 %).

MS calc. para Ca9H2sFN4Os: 547,19, observado: 547,10, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,62

(d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,80 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,32 (s, 1H), 5,57 (dt, J = 9,0, 4,8 Hz, 1H),
5 5,43 (d, J=1,4 Hz, 2H), 5,20 (q, J = 18,8 Hz, 2H), 4,08 (dd, J = 8,4, 4,8 Hz, 1H), 3,58 (s, 3H), 3,19 (t, J

=6,3 Hz, 2H), 2,41 (d, J= 1,9 Hz, 3H), 2,29 — 2,22 (m, 1H), 2,21 — 2,12 (m, 2H), 2,00 (m, 1H), 1,86 (h, J

=7,0 Hz, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 93: Sintesis del compuesto 1038

0
N:
BnO
1 mesilato de O Fmoc-GGFG-OH
Ox-08n )exatecan DMTMM, 2 HN DMTMM, DIPEA
DIPEA DMF/H20 DMF/H20
Boc 2) HCl/Dioxano (o iy
N COOH “H
intermedio 1 F
F
BnO._.0
R 2 Marlna
H b
Fmoc\N/YN\)LNln,N\)LN HQ
H H § H 5 Pd/C
o) o o] 1) Di
. . 10xXano
intermedio 2
10
I_
HO. .0
M
Sevs E&y
o} NJ\”jwfh\'}\N NH N ) o
H g HooA d
HaN U
intermedio 3

y O o y OPh
q\/\o/\)kN/\[(N\)kN




10

15

20

25

30

129

[00306] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1 equiv., 40 mg, 0,0753 mmol), Boc-
Glu(OBn)-OH (1,5 equiv., 38 mg, 0,113 mmol) y DMTMM (1,5 equiv., 31 mg, 0,113 mmol) se agregaron
DMF/agua (3:1, 4 ml) y diisopropiletilamina (25 ul) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 3 horas, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del material de partida. Se
removio el solvente a presion reducida y el sélido se redisolvié en 3 mL de dioxano. Se agregé HCI (4M
en dioxano, 3 mL) y la solucion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de que se
completé la reaccidn, tal como lo indica un analisis LC-MS, se redisolvié la mezcla de reacciéon en DMF
y se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 0 - 100 %
ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el intermedio 1 deseado (43 mg, 87 %) como un polvo amarillento después
de la liofilizacion. MS calc. para C3sH3sFN4O7: 655,26, observado: 655,33 [M+H]*.

[00307] Intermedio 2. Una solucién de intermedio 1 (40 mg, 0,0611 mmol), Fmoc-GGFGG-OH (1,1
equiv., 41 mg, 0,0673 mmol), DMTMM (1,1 equiv., 19 mg, 0,0673 mmol) y diisopropiletilamina (25 ul) en
DMF/agua (3:1, 4 ml) se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de que se completd la
reaccion, tal como lo indica un analisis LC-MS, se purifico la mezcla de reaccion mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 0 = 100 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el
intermedio 2 deseado (52 mg, 71 %) como un polvo amarillo después de la liofilizacién. Calculo MS para
CesHsaFNgO13: 1195,46, encontrado: 1195,77 [M+H]*.

[00308] Intermedio 3. El intermedio 2 previamente preparado (52 mg, 0,0435 mmol) se disolvidé en
dioxano (10 mL) y se suspendi6é Pd/C (10 %, 10 mg) en la solucion. Se burbujed hidrégeno en la mezcla
de reaccion durante 3 horas, mientras el analisis LC-MS indicaba la desproteccion completa del benzoilo.
La mezcla se filtro a través de un filtro de jeringa (0,2 ym) y el dioxano se evaporo a presion reducida.
El producto de reaccion crudo se redisolviéo en DMF (2 mL) y, después de eso, se agregé morfolina (100
pl), la mezcla se agitdé durante una hora a temperatura ambiente. Después de que se completo la
reaccion, tal como lo indica un analisis LC-MS, se purifico la mezcla de reaccion mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 100 %
ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el intermedio 3 deseado (17 mg, 44 %) como un polvo amarillento después
de la liofilizacion. MS calc. para C4sH4sFNgO11: 883,34, observado: 883,01 [M+H]*.

[00309] Compuesto 1038. Una solucion del intermedio 2 previamente preparado (17 mg, 0,0193
mmol), éster NHS de Mal-PEG (1,2 equiv., 7 mg, 0,0217 mmol) y diisopropiletilamina (2 pl) en DMF (2
mL) se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas, mientras el analisis por LC-MS indicaba el
consumo total del material de partida. La mezcla de reaccién se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida de fase reversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificada con diol, 0 > 100
% ACN/TFA al 0,1 %). El compuesto 1038 se recuperd como un polvo blanco después de la liofilizacion
(11 mg, 53 %). MS calc. para CssHs7FNgO15: 1078,40, observado: 1078,67 [M+H]*. RMN 'H (500 MHz,
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DMSO-ds) &: 8,63 (d, J = 12,7 Hz, 1H), 8,47 (m, 1H), 8,10 (m, 3H), 8,03 (m, 2H), 7,90 (m, 1H), 7,82 —
7,72 (m, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,14 — 7,06 (m, 4H), 7,01 (s, 2H), 6,50 (m, 2H), 5,75 (m, 2H), 5,55 (m, 1H),
5,47 — 5,30 (m, 3H), 5,11 — 4,93 (m, 2H), 4,52 — 4,22 (m, 1H), 4,20 (s, 1H), 3,83 — 3,59 (m, 4H), 3,56 (m
3H), 3,23 (m, 2H), 3,15 (tt, J = 11,7, 4,3 Hz, 2H), 3,10 — 2,92 (m, 3H), 2,90 — 2,57 (m, 2H), 2,42 — 2,38
(m, 4H), 2,06 (m, 1H), 1,94 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,22 — 1,06 (m, 1H), 0,92 (m, 3H).

Ejemplo 94: Sintesis del compuesto 205

% % 130
_DMTMM, DIPEA
=N
Boc\ /\\<

DIPEA DMF/H,0O
DMF

Boc—N
H

[00310] N-Boc-GlyProOH. A la solucion de éster NHS N-Boc-Gly (277 mg, 1,02 mmol) y L-Pro (117
mg, 1,02 mmol) en DMF (3 ml) se afadié DIPEA (300 ul) y la mezcla se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa
(25 g, C18 modificado con diol, 0 - 100 % ACN), dando N-Boc-GlyProOH como un sdélido blanco
después de la liofilizacion (270 mg, 97 %). Calculo MS para C+2H21N2Os: 273,14, encontrado: 273,20,
[M+H]*.

[00311] Compuesto 205. A la mezcla de 130.HCI (15 mg, 0,028 mmol), N-Boc-GlyProOH (22 mg,
0,081 mmol) y DMTMM (25 mg, 0,089 mmol) se le afiadié DMF/agua (4:1, 2,5 ml) y DIPEA (30 pl). La
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS
indico el consumo total del material de partida. La mezcla de reaccion se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida de fase reversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN, TFA al 0,1 %) y las
fracciones que contenian el producto se evaporaron. El residuo se disolvié en dioxano (1 ml) y se afadio
HCI en dioxano (4 M; 2 ml). La mezcla resultante se agit6 a temperatura ambiente durante 3 horas.
Luego, el producto se aislé6 mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado
con diol, 0 > 100% ACN, TFA al 0,1 %), dando 205 como un soélido amarillo después de la liofilizacién
(7,0 mg, 38 %). MS calc. para CssH3sFNgOs: 663,25, observado: 663,25, [M+H]*. RMN 'H (600 MHz,
DMSO-ds) 6 11,61 (s, 1H), 8,83 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,04 (m, 2H), 7,81 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,33 (s, 1H),
6,54 (s, 1H), 5,62 (m, 1H), 5,44 (m, 2H), 5,37 — 5,19 (m, 2H), 4,45 — 4,30 (m, 2H), 4,13 (dd, J = 8,7, 3,7
Hz, 1H), 3,36 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 3,19 (d, J = 6,3 Hz, 3H), 2,53 — 2,52 (m, 2H), 2,41 (d, J = 1,8 Hz, 2H),
2,28 -2,17 (m, 2H), 2,01 - 1,92 (m, 1H), 1,87 (m, 2H), 1,72 (dd, J = 10,8, 5,4 Hz, 2H), 1,58 (m, 1H), 0,88
(td, J=7,4, 3,8 Hz, 3H).
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Ejemplo 95: Sintesis del compuesto 206

mesilato de
exatecan
M DMTMM.DIPEA
OH DMF/H:z0

[00312] A una mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 15 mg, 0,028 mmol), acido (R)-3-
hidroxibutanoico (1,1 equiv., 3,2 mg, 0,030 mmol) y DMTMM (1,1 equiv., 8,5 mg, 0,030 mmol) se afadio
DMF/agua (5:1, 1,2 ml) y diisopropiletilamina (2,1 equiv., 10 ul, 0,059 mmol) y la mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 1 hora, ya que el analisis LC-MS indicé el consumo completo del
material de partida. La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa
utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 - 60 % ACN/H20), dando 206 como
un sdlido blanco después de la liofilizacion (10 mg, 69 %). MS calc. para CasH29FN3Os: 522,20,
observado: 522,20, [M+H]*. RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) &: 8,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 11,0
Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 6,51 (s, 1H), 5,54 (dt, J = 9,3, 5,0 Hz, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,28 — 5,10 (m, 2H), 4,66
(d, J=4,6 Hz, 1H), 4,03 (dddd, J = 14,8, 7,3, 5,5, 4,4 Hz, 1H), 3,23 — 3,09 (m, 2H), 2,39 (d, J = 1,9 Hz,
3H), 2,30 (dd, J = 14,0, 7,5 Hz, 1H), 2,21 (dd, J = 13,9, 5,7 Hz, 1H), 2,17 — 2,05 (m, 2H), 1,93 — 1,79 (m,
2H), 1,09 (d, J = 6,1 Hz, 3H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 96: Sintesis del Compuesto 207

HO

DMTMM
DIPEA
F DMF - H,0

207 F

[00313] A una mezcla de DMF/agua 4:1 (4 mL) se afadieron mesilato de exatecan (20 mg, 0,038
mmol), acido cis-3-hidroxiciclobutano-1-carboxilico (1,25 equiv., 6 mg, 0,048 mmol), DMTMM (2,0 equiv.,
21 mg, 0,076 mmol) y diisopropiletilamina (20 pL). La solucién resultante se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente, mientras LC-MS indicaba el consumo total del material de partida. La mezcla se
purificd directamente mediante cromatografia HPLC de fase inversa utilizando una columna
semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN/H20). El producto deseado 207 se obtuvo
como un polvo blanco después de la liofilizacion (16 mg, 79 %). MS calc. para CzgH29FN3Os: 534,20,
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observado: 534,45, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,41 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,77 (d, J = 11,0
Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 6,49 (s, 1H), 5,60 — 5,51 (m, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,11 (m, 2H), ), 5,07 (d, J = 6,2 Hz,
1H), 4,37 (m, 1H), 3,63 — 3,55 (m, 2H), 3,21 — 3,10 (m, 2H), 2,38 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 2,29 (t, J = 5,2 Hz,
1H), 2,19 — 2,01 (m, 4H), 1,88 (m, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 97: Sintesis del Compuesto 1021

FmocGE(OBn) @ o Iy
VCitAP-OH ’”°‘"uW“JrI(d\A~LW”1 F Hz.Pd/C
DMTMM, DIFEA e =P o 2 o A 1) dioxano/DMF
mesilato de exatecan ———————— -« )\ I S0 N e ——
DMF/H20 Sl T i 2 morfolina,
| T o FJ‘_ ) DMF
intermedio 1 [
c--’\G |

““”\Wf”"’l\\/qr ‘/”‘ JY mesterl\dal PEG .fr "’N"”‘l’""kj; "A J\N’

:}tl\.JH ; \N‘_‘ D|pEADMF o oH 1011 N 9\5’

MH
2 o=,

minintermedio 2 /c:(\lm J"'q

[00314] Intermedio 1. Se agregd la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 50 mg, 0,094 mmol),
FmocGE(OBnN)VCitAP-OH (1,25 equiv., 111 mg, 0,118 mmol) y DMTMM (1,25 equiv., 33 mg, 0,118
mmol) se le afiadi6 DMF/agua (5:1, 3,0 ml) y diisopropiletilamina (2,25 equiv., 37 ul, 0,212 mmol). La
mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS
indicé el consumo total del material de partida. La mezcla de reaccion se purificdé mediante cromatografia
ultrarrapida de fase reversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 75 % ACN/H20), lo que ofrece el
intermedio 1 como un soélido blanco después de la liofilizaciéon (126 mg, 98 %). Calculo MS para
C72Hs1FN411014s5: 1358,59, encontrado: 1358,60, [M+H]-.

[00315] Intermedio 2. Se agregd Pd/C al 10 % (15 mg) a la solucion de intermedio 1 (1,0 equiv., 126
mg, 0,092 mmol) en la mezcla de DMF (1,0 ml) y dioxano (1,5 ml), y la mezcla de reaccion se hidrogend
(globo) durante 3 horas a temperatura ambiente. LC-MS indico el consumo total del material de partida.
La mezcla se filtré a través de la capa de celite y el filtrado se concentré en un evaporador rotatorio.
Luego, se agregd morfolina (175 pl) a la solucion obtenida y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18
modificado con diol, 0 > 60 % ACN/H;0) ofrecié el producto de intermedio 2 como un sélido blanco
después de la liofilizacion (58 mg, 60 %). Calculo MS para CsoHesFN110O+3: 1046,47, encontrado: 1046,50,
[M+H]*.

[00316] Compuesto 1021. Se afiadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,055 mmol, 17 mg) y DIPEA
(1,05 equiv., 0,058 mmol, 10 pL) a la solucién del intermedio 2 (1,0 equiv., 58 mg, 0,055 mmol) en DMF
anhidra (1,5 ml). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 1,5 h, mientras LC-MS
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indico el consumo total del material de partida. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de
fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 70 % ACN/TFA al 0,1 %)
ofrecié el producto deseado como un sélido amarillo palido después de la liofilizacion (38 mg, 56 %). MS
calc. para CsgH74FN12047: 1241,53, observado: 1241,50, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) : 8,45
(d, J=8,5Hz, 1H), 8,12 - 7,87 (m, 5H), 7,86 — 7,70 (m, 2H), 7,30 (s, 1H), 7,00 (s, 2H), 5,94 (s, 1H), 5,55
- 5,46 (m, 1H), 5,46 — 5,35 (m, 2H), 5,33 — 5,07 (m, 2H), 4,55 — 4,08 (m, 6H), 3,77 — 3,59 (m, 3H), 3,59
- 3,51 (m, 6H), 3,47 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,22 — 3,12 (m, 2H), 2,99 — 2,88 (m, 2H), 2,39 (s, 4H), 2,35 —
2,28 (m, 2H), 2,28 — 2,16 (m, 2H), 2,16 — 2,04 (m, 2H), 2,05 — 1,93 (m, 1H), 1,93 — 1,78 (m, 6H), 1,79 —
1,66 (m, 1H), 1,67 — 1,52 (m, 1H), 1,47 — 1,26 (m, 3H), 1,10 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,94 — 0,74 (m, 9H).
Ejemplo 98: Sintesis del Compuesto 3024

[00317] EI Compuesto 3024 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 24 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1021 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,3 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1241 Da.

Ejemplo 99: Sintesis del Compuesto 3048

[00318] EI Compuesto 3048 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 24 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1021 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-TROP2 con base en RPLC-MS fue de 7,2 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1241 Da.

Ejemplo 100: Sintesis del Compuesto 1022
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[00319] Intermedio 1. El acido (S,S)-3-fluoropirrolidin-2-carboxilico (62,5 mg, 0,47 mmol) se disolvi
en 1,4-dioxano (1 mL) y H.O (3 mL) y se enfrié a 0 °C. Se afnadiéK,CO3(162 mg, 1,18 mmol) y luego se
afiadié Fmoc-Cl (115mg, 0,45 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche y se
agrego H2O (10 mL). La mezcla se acidifico con HCI acuoso (1 M) a pH 2-3 y se extrajo con DCM (2 x
10 mL). Las capas organicas combinadas se secaron con Na;SO4y se concentraron a sequedad para
obtener el producto como un sdélido blanco (122 mg, rendimiento del 76%). Calculo MS para C2oH19FNO4:
356,12, encontrado: 356,22, [M+H]*.

[00320] Intermedio 2. El mesilato de exatecan (30 mg, 0,056 mmol), el intermedio 1 previamente
preparado (5 equiv., 100 mg) y DIPEA (200 uL) se disolvieron en una mezcla 5:1 de DMF y agua (3 mL).
Se agregé DMTMM (5 equiv., 78 mg) y la mezcla de reaccion se agité durante 30 minutos a temperatura
ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacion. La purificaciéon se hizo
mediante cromatografia ultrarrdpida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 70 % ACN/H-0).
Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (35 mg, 81 %). MS calc. para
CasH30F2N4Osg™: 789,27, encontrado: 789,43, [M+H]-.

[00321] Intermedio 3. Se disolvio el intermedio 2 previamente preparado (35 mg, 0,044 mmol) en DMF
(2 mL) y se agreg6 morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
1 h. La purificacién se hizo mediante cromatografia HPLC de fase inversa (25 g, C18 modificado con

diol, 0 = 50 % ACN/H20). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (19 mg, 76
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%). MS calc. para CaH29F2N4O6™: 567,20, encontrado: 567,57, [M+H]*.
[00322] Intermedio 4. El intermedio 3 previamente preparado (19 mg, 0,035 mmol), Fmoc-GGFGG-
COOH (2 equiv., 47 mg) y DIPEA (150 uL) se disolvieron en una mezcla 5:1 de DMF y agua (3 mL). Se
agregd DMTMM (2 equiv., 19,4 mg) y la mezcla de reaccién se agité durante 30 minutos a temperatura
ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacién. La purificacion se realizé
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 > 50
% ACN/H20). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (32 mg, 80 %). MS calc.
para Cs1HeoF2NoO12*: 1149,43, encontrado: 1149,25, [M+H]*.
[00323] Intermedio 5. Se disolvio el intermedio 4 previamente preparado (70 mg, 0,061 mmol) en DMF
(2 mL) y se agregd morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante
1 h. La purificacion se realizd6 mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa, C18
modificado con diol, 0 > 50 % ACN/H20).-> Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de
agua (21 mg, 38 %). MS calc. para CasHsoF2N9O10*: 926,36, encontrado: 926,78, [M+H]".
[00324] Compuesto 1022. Se disolvio el intermedio 5 previamente preparado (21 mg, 0,023 mmol) en
1,5 mL de DMF anhidra. Se agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo (1,1 equiv., 9,6 mg) y DIPEA (10 uL) y la mezcla de reaccién se agitoé a temperatura
ambiente durante 1 h. La purificacion se realizd mediante cromatografia HPLC de fase inversa
(semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 = 50 % ACN/H20).> Las fracciones que contenian el
producto se liofilizaron de agua (10 mg, 39 %). MS calc. para CssHsoFNoO14: 1122,42, observado:
1122,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 8,50 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,29 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,13
— 8,07 (m, 2H), 7,97 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,84 — 7,76 (m, 2H), 7,34 (s, 1H), 7,24 (m, 5H), 7,17 (m, 1H),
7,00 (s, 2H), 6,52 (d, J = 4,1 Hz, 1H), 5,55 (dt, J = 8,5, 4,2 Hz, 1H), 5,51 — 5,39 (m, 2H), 5,38 — 5,32 (m,
1H), 5,26 — 5,23 (m, 2H), 4,57 — 4,45 (m, 2H), 4,07 (m, 1H), 3,86 (m, 1H), 3,75 (m, 3H), 3,67 (d, J=5,6
Hz, 2H), 3,61 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 3,55 (m, 4H), 3,46 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,21 — 3,14 (m, 1H), 3,04 (m,
2H), 2,79 (m, 1H), 2,45 — 2,40 (m, 4H), 2,33 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 2,21 (m, 1H), 2,15 (d, J = 5,0 Hz, 1H),
2,11 -2,04 (m, 1H), 1,87 (m, 2H), 0,89 (t, J = 7,4 Hz, 3H).
Ejemplo 101: Sintesis del Compuesto 3021

[00325] EI Compuesto 3021 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 24 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1022 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,9 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1121 Da.

Ejemplo 102: Sintesis del Compuesto 3045

[00326] El Compuesto 3045 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
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generales en el Ejemplo 1 con 24 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1022 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti- TROP2 con base en RPLC-MS fue de 4,5 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1121 Da.

Ejemplo 103: Sintesis del compuesto 3066

[00327] EI Compuesto 3066 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 24 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1022 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti- TROP2 con base en RPLC-MS fue de 7,4 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1121 Da.

Ejemplo 104: Sintesis del Compuesto 1028
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[00328] Intermedio 1. Se agregd la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 30 mg, 0,056 mmol),
FmocGGFGGP-OH (1,5 equiv., 60 mg, 0,084 mmol) y DMTMM (1,5 equiv., 24 mg, 0,084 mmol) se le
afadiéo DMF/agua (5:1, 2,4 ml) y diisopropiletilamina (2,5 equiv., 25 ul, 0,141 mmol). La mezcla resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 40 minutos, mientras el analisis por LC-MS indicé el consumo
total del material de partida. La mezcla de reaccién se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de
fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 75 % ACN/H20), lo que ofrece el intermedio 1 como un
sélido blanco después de la liofilizacion (68 mg, 98 %). MS calc. para Ce1Hs1FNoO12: 1130,44, observado:
1130,40, [M+H]*.

[00329] Intermedio 2. Se agregd morfolina (140 uL) a la solucién de intermedio 1 (1,0 equiv., 62 mg,
0,055 mmol) en DMF anhidra (2,0 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a temperatura

ambiente. LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La mezcla se purificd directamente
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mediante cromatografia ultrarrdpida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN/H-0),
lo que da el producto como un sélido blanco después de la liofilizacion (45 mg, 90 %). MS calc. para
Ca6Hs51FN9O10: 908,37, observada: 908,40, [M+H]*.
[00330] Compuesto 1028. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,05 mmol, 15,5 mg) y
DIPEA (1,5 equiv., 0,075 mmol, 13 uL) a la solucion del intermedio 2 (1,0 equiv., 45 mg, 0,05 mmol) en
DMF anhidra (2 ml). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 1 h hasta que LC-
MS indico el consumo total del material de partida. Se removié la DMF y se concentro el residuo de la
mezcla con ACNy TFA ac. al 0,1 %. La purificacion mediante HPLC ultrarrapida de fase inversa con una
columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 60 % ACN/H-0) ofrecié el producto deseado
como un sélido blanco después de la liofilizacién (20 mg, 37 %). MS calc. para CssHsgFN10O14: 1103,43,
observado: 1103,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d) d: 8,51 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 8,29 (t, J = 5,9
Hz, 1H), 8,18 — 8,03 (m, 2H), 7,98 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,91 — 7,67 (m, 3H), 7,33 — 7,28 (m, 1H), 7,24 (d,
J=4,3Hz, 5H), 7,21 - 7,10 (m, 2H), 6,99 (s, 2H), 6,57 — 6,47 (m, 1H), 5,56 — 5,46 (m, 1H), 5,46 — 5,37
(m, 2H), 5,28 — 5,00 (m, 2H), 4,59 — 4,44 (m, 1H), 4,37 — 4,26 (m, 1H), 4,00 (dd, J = 17,1, 5,7 Hz, 1H),
3,84 (dd, J=17,1, 4,9 Hz, 1H), 3,79 — 3,64 (m, 5H), 3,65 — 3,49 (m, 6H), 3,45 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,26 —
2,99 (m, 2H), 2,86 — 2,74 (m, 1H), 2,38 (s, 3H), 2,32 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,26 — 1,98 (m, 3H), 1,97 — 1,77
(m, 3H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 105: Sintesis del Compuesto 3019

[00331] EI Compuesto 3019 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1028 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacion de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti- HER2 con base en RPLC-MS fue de 6,9 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1103 Da.

Ejemplo 106: Sintesis del Compuesto 1029
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[00332] Intermedio 1. Mesilato de exatecan (50 mg, 0,0941 mmol), Fmoc-Val-Cit-PAB-PNP (50 mg,
0,0652 mmol, 0,7 equiv.) y diisopropiletilamina (50 L) se disolvieron en 1,3 mL de DMF anhidro. La
mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 12 horas, para luego cargarse directamente
en columna y purificarse por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 > 75% ACN/H20), dando el producto como un sélido blanco después de la liofilizacién a partir de
agua-acetonitrilo (47 mg, 69 %). MS calc. para CsgHeoFNsO141: 1063,44, observado: 1063,40, [M+H]*.
[00333] Intermedio 2. Se agregé morfolina (100 uL) a la soluciéon de intermedio 1 previamente
preparado (53 mg, 0,0443 mmol) en DMF anhidra (1 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 h a
temperatura ambiente. LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La mezcla se purifico
directamente mediante HPLC de fase inversa (HPLC semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 = 100
% ACN/H20), lo que da el producto como un sdélido blanco después de la liofilizacion (20,5 mg, 55 %).
MS calc. para Ca3Hs0FNsOg: 841,37, observado: 841,30, [M+H]*.

[00334] Compuesto 1029. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,0 equiv., 0,0244 mmol, 7,6 mg) y
DIPEA (2 equiv., 0,0488 mmol, 6,4 mg, 8,7 L) a una solucion del intermedio 2 previamente preparado

(20 mg, 0,0244 mmol) en DMF anhidro (1 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente
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durante 40 minutos, mientras LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La purificacion
mediante HPLC ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol,
0 > 100 % ACN/H-0) ofrecio el producto deseado como un solido blanco después de la liofilizacion (8
mg, 32 %). MS calc. para Cs;HssFNgO13: 1036,42, observado: 1036,60, [M + H]*. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) 8 9,99 (d, J = 5,7 Hz, 2H), 8,10 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,06 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 8,6
Hz, 1H), 7,78 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,62 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,56 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,37 (d, J = 8,0 Hz,
2H), 7,32 (s, 1H), 7,29 — 7,23 (m, 2H), 7,02 (s, 2H), 6,67 (s, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,98 (t, J = 6,0 Hz, 1H),
5,45 (s, 2H), 5,44 — 5,40 (m, 3H), 5,29 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 5,08 (s, 2H), 4,38 (q, J = 7,4 Hz, 2H), 4,21 (t,
J=7,4Hz, 2H), 3,57 (m, 3H), 3,48 (m, 2H), 3,02 (m, 1H), 2,95 (m, 1H), 2,81 (s, 2H), 2,60 (s, 1H), 2,43
(m, 1H), 2,39 — 2,32 (m, 3H), 2,19 (m, 2H), 1,97 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,76 (s, 1H), 1,70 (m, 1H), 1,60
(m, 1H), 1,49 -1,35 (m, 1H), 1,17 — 1,06 (m, 1H), 0,91 — 0,79 (m, 3H).

Ejemplo 107: Sintesis del compuesto 3025

[00335] El Compuesto 3025 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1029 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC fue de 7 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1036 Da.

Ejemplo 108: Sintesis del Compuesto 3069

[00336] EI Compuesto 3069 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 20 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1029 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-EGFR con base en RPLC-MS fue de 7 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1036 Da.

Ejemplo 109: Sintesis de los compuestos 1030 y 1032
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[00337] Compuestos 1030 y 1032. A una solucién de Mal-PEG-GGFGG-OH (1,2 equiv., 37 mg,
0,0633 mmol), los compuestos 200 y 201 (mezcla no resuelta de isémeros ( y p, 1,0 equiv., 30 mg,
0,0528 mmol) y DMTMM (1,2 equiv., 18 mg, 0,0633 mmol) se le anadi6 DMF/agua (4:1, 2,0 ml) y
diisopropiletilamina (1 equiv., 9,3 ul, 0,0528 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indicé el consumo total del material de partida. La mezcla
de reaccion se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna
semipreparativa (C18 modificada con diol, 0 = 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Los dos isomeros | y p 1030
y 1032 se separaron y se volvieron a purificar individualmente mediante una segunda cromatografia
ultrarrapida utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 - 100 % ACN/TFA 0,1
%). Los dos isbmeros se obtuvieron como sélidos amarillentos después de la liofilizacion (16 y 15 mg,
rendimiento total del 52%).

[00338] Compuesto 1030. MS calc. para CssHssF3N10O14: 1139,41, observado: 1139,30, [M+H]*. RMN
'H (500 MHz, DMSO-ds) 8 9,02 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 8,36 — 8,28 (m, 1H), 8,11 (m, 4H), 7,99 (t, J = 5,7 Hz,
2H), 7,92 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 7,83 (m, 1H), 7,34 (d, J = 17,8 Hz, 1H), 7,27 — 7,18 (m, 2H), 7,00 (s, 2H),
5,64 — 5,48 (m, 2H), 5,43 (s, 2H), 5,39 — 5,30 (m, 2H), 4,99 (d, J = 19,1 Hz, 1H), 4,59 — 4,45 (m, 4H),
4,07 (m, 2H), 3,86 — 3,72 (m, 5H), 3,65 — 3,53 (m, 2H), 3,47 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 3,24 — 3,01 (m, 2H), 2,80
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(m, 2H), 2,42 (s, 3H), 2,34 (m, 3H), 2,20 (m, 1H), 2,08 (m, 1H), 1,86 (m, 3H), 1,24 (d, J = 5,4 Hz, 2H),
0,89 (q, J = 6,9 Hz, 3H).
[00339] Compuesto 1032. MS calc. para CssHsgF3N10O14: 1139,41, observado: 1139,67, [M+H]*. RMN
H (500 MHz, DMSO-ds) 5 9,09 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 8,27 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,09 (t, J = 7,8 Hz, 3H), 7,96
(t, J=5,8 Hz, 1H), 7,84 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,77 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 7,36 (s, 1H), 7,24 (m, 5H), 7,18 (m,
1H), 7,00 (s, 2H), 6,54 (s, 2H), 5,56 (m, 1H), 5,49 — 5,39 (m, 2H), 5,26 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,59 — 4,49
(m, 3H), 4,11 (m, 1H), 4,05 — 3,91 (m, 2H), 3,80 — 3,67 (m, 4H), 3,61 — 3,54 (m, 4H), 3,46 (m, 2H), 3,14
- 3,03 (m, 1H), 2,79 (m, 2H), 2,66 — 2,56 (m, 2H), 2,42 (s, 3H), 2,33 (m, 1H), 2,13 (m, 1H), 1,95 - 1,82
(m, 3H), 1,24 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 0,89 (q, J = 7,4 Hz, 3H).
Ejemplo 110: Sintesis del Compuesto 3022

[00340] EI Compuesto 3022 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 23 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1030 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,4 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1139 Da.

Ejemplo 111: Sintesis del compuesto 3046

[00341] EI Compuesto 3046 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 23 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1030 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti- TROP2 con base en RPLC fue de 6,5 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1139 Da.

Ejemplo 112: Sintesis del Compuesto 3067

[00342] EI Compuesto 3067 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 31 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1030 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-EGFR con base en RPLC fue de 7,4 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1139 Da.

Ejemplo 113: Sintesis del compuesto 3023

[00343] EI Compuesto 3023 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 27 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1032 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,4 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1139 Da.

Ejemplo 114: Sintesis del Compuesto 3047
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[00344] EI Compuesto 3047 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 27 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1032 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROP2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-TROP2 con base en RPLC fue de 7,4 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1139 Da.

Ejemplo 115: Sintesis del Compuesto 3068

[00345] EI Compuesto 3068 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 27 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1032 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-EGFR con base en RPLC fue de 7,4 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1139 Da.

Ejemplo 116: Sintesis del Compuesto 1031
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[00346] Compuesto 1031. A la solucién de Mal-PEG-GGFGG-OH (1,0 equiv., 22 mg, 0,037 mmol),
Sc-598 (1,0 equiv., 20 mg, 0,037 mmol) y DMTMM (1,1 equiv., 12 mg, 0,041 mmol) se le afadio
DMF/agua (5:1, 2,0 ml) y diisopropiletilamina (1,1 equiv., 7,2 pl, 0,041 mmol) y la mezcla resultante se
agitoé a temperatura ambiente durante 50 minutos, ya que el analisis LC-MS indic6 el consumo completo
del material de partida. La mezcla de reaccién se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase reversa
utilizando una columna semipreparativa (C18 modificada con diol, 0 > 70 % ACN/H.0), ofreciendo 1031
como un sélido blanco después de la liofilizaciéon (29 mg, 71 %). MS calc. para CssHsoFN10O14: 1103,43,
observado: 1103,30, [M+H]. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) o: 8,53 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 8,26 (t, J = 5,8
Hz, 1H), 8,15 - 8,02 (m, 2H), 7,96 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 11,0 Hz, 1H), 7,67 (t, J = 5,1 Hz, 1H),
7,34 (s, 1H), 7,27 - 7,20 (m, 4H), 7,20 — 7,13 (m, 1H), 6,99 (s, 2H), 6,52 (s, 1H), 5,60 — 5,36 (m, 4H),
5,14 (d, J = 19,2 Hz, 1H), 4,58 — 4,46 (m, 1H), 4,26 (dd, J = 8,1, 4,2 Hz, 1H), 4,04 (dd, J = 17,0, 5,7 Hz,
1H), 3,87 (dd, J= 17,1, 4,4 Hz, 1H), 3,78 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 3,73 (dd, J = 16,9, 5,8 Hz, 1H), 3,66 (d, J =
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5,7 Hz, 2H), 3,60 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 3,58 — 3,49 (m, 6H), 3,45 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,22 — 3,06 (m, 2H),
3,03 (dd, J=13,8, 4,5 Hz, 1H), 2,77 (dd, J= 13,8, 9,7 Hz, 1H), 2,40 (s, 3H), 2,32 (t, J= 6,5 Hz, 2H), 2,18
—2,01 (m, 4H), 1,99 — 1,79 (m, 4H), 0,89 (t, J = 7,1 Hz, 3H).
Ejemplo 117: Sintesis del compuesto 3020

[00347] EI Compuesto 3020 se preparé de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 31 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1031 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,4 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1103 Da.

Ejemplo 118: Sintesis del Compuesto 3044

[00348] EI Compuesto 3044 se prepard de acuerdo con el Procedimiento B de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 31 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1031 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-TROPZ2. La relacion de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-TROP2 con base en RPLC fue de 7,4 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1103 Da.

Ejemplo 119: Sintesis del compuesto 3065

[00349] EI Compuesto 3065 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 31 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1031 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-EGFR con base en RPLC fue de 7,4 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1103 Da.

Ejemplo 120: Sintesis del Compuesto 1033
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[00350] Intermedio 1. A la mezcla de mesilato de exatecan (1,0 equiv., 25 mg, 0,0470 mmol), Fmoc-
Val-Ala-OH (1,2 equiv., 23 mg, 0,0564 mmol) y DMTMM (1,2 equiv., 16 mg, 0,0564 mmol) se le afadio
DMF/agua (4:1, 1,8 ml) y diisopropiletilamina (25 pl). La mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora, hasta que el analisis por LC-MS indico el consumo total del material de partida.
La mezcla de reaccién se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase reversa (25 g de C18
modificado con diol, 0 > 100 % ACN/0,1 % ac.)., lo que ofrece el intermedio 1 como un sélido amarillo
después de la liofilizacion (37 mg, 95 %). MS calc. para C47H47FNsOs: 828,34, observado: 828,45,
[M+H]*.
[00351] Intermedio 2. El intermedio 1 previamente preparado (37 mg, 0,0447 mmol) se disolvié en 2
mL de DMF y se afiadié morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agité durante una hora a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccion en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase
inversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 70 % ACN/TFA al 0,1 %).
El producto se obtuvo como un sélido amarillo después de la liofilizacion (25 mg, 92%). MS calc. para
Cs2H37FN5Os: 606,27, observado: 606,24, [M+H]*.
[00352] Compuesto 1033. El intermedio 2 previamente preparado (1,05 equiv., 15 mg, 0,0248 mmol)
se disolvié en 2 mL de DMF y se anadieron éster Ml-amido-PEG8-NHS (1 equiv., 0,0236 mmol, 16 mg)
y diisopropiletilamina (1,1 equiv., 0,0260 mmol, 4,54 pL), y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion en bruto se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida de fase
inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 70 % ACN/H20). El producto
1033 se obtuvo como un solido blanco después de la liofilizacion (4,2 mg, 85%). MS calc. para
CsgH7oFN7O1g: 1180,55, found: 1180,10, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &: 8,40 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 8,09 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 8,00 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,79 (d, J = 10,9 Hz, 1H),
7,30 (s, 1H), 6,99 (s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,53 (dt, J = 9,2, 4,9 Hz, 1H), 5,42 (s, 2H), 5,23 (d, J = 18,7 Hz,
1H), 5,11 (d, J = 18,9 Hz, 1H), 4,27 (p, J= 7,0 Hz, 1H), 4,12 (dd, J = 8,6, 6,6 Hz, 1H), 3,58 (t, J = 7,3 Hz,
2H), 3,56 — 3,41 (m, 32H), 3,36 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,23 — 3,10 (m, 4H), 2,47 — 2,38 (m, 4H), 2,32 (t, J =
7,2 Hz, 2H), 2,19 — 2,05 (m, 2H), 1,96 — 1,79 (m, 2H), 1,27 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz, 3H),
0,79 (dd, J = 6,9, 3,6 Hz, 6H).
Ejemplo 121: Sintesis del compuesto 3026

[00353] EI Compuesto 3026 se prepard de acuerdo con el Procedimiento A de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1033 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-HER2. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-HER2 con base en RPLC-MS fue de 7,5 con base en un peso molecular
de enlazador-farmaco de 1180 Da.

Ejemplo 122: Sintesis del Compuesto 3070
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[00354] EI Compuesto 3070 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1033 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La relacién de farmaco a anticuerpo (DAR) para el conjugado
de farmaco y anticuerpo anti-EGFR con base en RPLC fue de 7,5 con base en un peso molecular de
enlazador-farmaco de 1180 Da.

Ejemplo 123: Sintesis del compuesto 71

Mesilato de Ns
exatecan —>:(;.
DMTMM DIPEA Q HN

o o]
DMF-H20
E'r‘VJ'L‘oH MaNz Hz0 N!\/JL'OH 2 o

[00355] Intermedio 1. Se disolvio acido bromoacético (0,715 g, 10 mmol) en 5 mL de agua, luego se
afiadié azida sddica (0,696 g, 5 mmol) y la solucion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche.
La solucion se acidificé con HCI hasta pH = 1, luego se extrajo el producto deseado con éter dietilico. El
disolvente se seco sobreNa,SO4,s€filtrd y luego se evaporo, obteniéndose el producto de reaccion que
se utilizé en el siguiente paso sin ninguna purificacion adicional.

[00356] Intermedio 2. Se disolvieron mesilato de exatecan (100 mg, 0,188 mmol), acido 2-azidoacético
(1,1 equiv., 0,207 mmol, 21 mg), DMTMM (1,3 equiv., 0,244 mmol, 68 mg) y DIPEA (50 pyL) en 5 mL de
una mezcla de DMF/agua 4:1. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora.
La mezcla se purificod directamente mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado
con diol, 25 g, 0 > 100 % ACN en agua). El producto deseado se obtuvo como un polvo blanco después
de la liofilizacion (79 mg, 74 %). MS calc. para CzsH24FNgOs: 519,18, observado: 519,41, [M+H]*.
[00357] Compuesto 71. El intermedio 2 previamente preparado (10 mg, 0,0193 mmol), alcohol
propargilico (1,2 equiv., 0,0232 mmol, 1,35 pL) y el catalizador CpRu(COD)CI (10%, 0,7 mg) se
suspendieron en DCM anhidro (2 mL) bajo una atmdsfera de argén. La mezcla se agité a 40 C durante
16 horas. El producto de reaccion en bruto se purificé directamente mediante cromatografia HPLC de
fase inversa (semipreparativa de C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN en agua). El producto
deseado se obtuvo como un polvo amarillento después de la liofilizacion a partir de agua y ACN (9 mg,
90 %). MS calc. para Cz9H2sFNeOe: 575,21, observado: 575,14, [M+H]*.

Ejemplo 124: Sintesis del compuesto 72
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[00358] Compuesto 72. El intermedio 2 previamente preparado del Ejemplo 63 (10 mg, 0,0193 mmol),
alcohol propargilico (1,2 equiv., 0,0232 mmol, 1,35 yL), ascorbato de sodio (0,2 equiv., 0,00386 mmol,
2 M en agua, 1,93 L), sulfato de cobre pentahidratado (0,1 equiv., 0,00193 mmol, 1 M en agua, 1,93
pL) y TBTA (0,15 equiv., 0,0029 mmol, 1,5 mg) se disolvieron en 2 mL de una mezcla 4:1 de DMF/agua.
La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. El producto de reaccion en
bruto se purificd directamente mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa de C18
modificado con diol, 0 > 100 % ACN en agua). El producto deseado se obtuvo como un polvo amarillento
después de la liofilizacion de agua y ACN (10 mg, 95 %). MS calc. para C29H2sFNsOs: 575,21, observado:
575,55, [M+H]*.

Ejemplo 125: Sintesis del Compuesto 73

OH
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[00359] Compuesto 73. Se suspendieron el intermedio 2 previamente preparado del Ejemplo 63 (10
mg, 0,0193 mmol), 3-butin-1-ol (1,2 equiv., 0,0232 mmol, 1,50 L) y el catalizador CoRu(COD)CI (10 %,
0,7 mg) en DCM anhidro (2 mL) en una atmdsfera de argon. La mezcla se agité a 40 C durante 16 horas.
El producto de reaccién en bruto se purificé directamente mediante cromatografia HPLC de fase inversa
(semipreparativa de C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN en agua). El producto deseado se obtuvo
como un polvo amarillento después de la liofilizacién de agua y ACN (6 mg, 54 %). MS calc. para
C3oH30FNsOe: 589,22, observado: 589,23, [M+H]*.

Ejemplo 126: Sintesis del Compuesto 74




10

15

20

147

HC,
N,
Mz—, TF = \
=0 N ;—0
O HN P LOH ,JL
Jx = - _
_> - oy ~N_/
4 ¢ CuS0.5H:0 Axf — )
)YGH M- f _ TBTANa- O B - ‘a
— ascorbato {
a F DMF-Hz0 24 F

[00360] Compuesto 74. Se disolvieron el intermedio 2 previamente preparado del Ejemplo 63 (10 mg,
0,0193 mmol), 3-butin-1-ol (1,2 equiv., 0,0232 mmol, 1,50 uL), ascorbato de sodio (0,2 equiv., 0,00386
mmol, 2 M en agua, 1,93 pL), sulfato de cobre pentahidratado (0,1 equiv., 0,00193 mmol, 1 M en agua,
1,93 uL) y TBTA (0,15 equiv., 0,0029 mmol, 1,5 mg) en 2 mL de una mezcla 4:1 de DMF/agua. La mezcla
de reaccion se agitoé a temperatura ambiente durante 2 horas. El producto de reaccién en bruto se purificd
directamente mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa de C18 modificado con
diol, 0 > 100 % ACN en agua). El producto deseado se obtuvo como un polvo blanco después de la
liofilizacién de agua y ACN (7 mg, 62 %). MS calc. para CsoH30FNeOs: 589,22, observado: 589,05, [M+H]*.
Ejemplo 127: Sintesis del Compuesto 208
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[00361] Intermedio 1. A una mezcla de DMF / agua 4:1 (4 mL) se agregaron mesilato de exatecan (20
mg, 0,0376 mmol), acido 3-(1,3-dioxolan-2-il)propanoico (2 equiv., 0,0753 mmol, 11 mg), DMTMM (1,5
equiv., 0,0564 mmol, 16 mg) y diisopropiletilamina (20 pL). La solucién resultante se agité durante 1 hora
a temperatura ambiente, mientras LC-MS indicaba el consumo total del material de partida. La mezcla
se purificd directamente mediante cromatografia HPLC de fase inversa utilizando una columna
semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 = 100 % ACN/H20). El producto deseado se obtuvo como
un polvo blanco después de la liofilizacion (19 mg, 89 %). MS calc. para C3oH31FN3O7: 564,21, observado:
564,34, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,46 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,30
(s, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,56 (dt, J = 9,3, 5,0 Hz, 1H), 5,43 (s, 2H), 5,31 - 5,11 (m, 2H), 4,83 (t, J = 4,5 Hz,
1H), 3,89 — 3,80 (m, 2H), 3,79 — 3,69 (m, 2H), 3,24 — 3,10 (m, 2H), 2,40 (d, J = 1,9 Hz, 3H), 2,26 (t, J =
7,6 Hz, 2H), 2,14 (q, J=7,3, 6,6 Hz, 2H), 1,98 — 1,77 (m, 4H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

[00362] Compuesto 208. El intermedio 1 (20 mg) se disolvié en 1 ml de solucién acuosa de TFA al 0,1
% y la mezcla resultante se agité durante 5 horas a temperatura ambiente, hasta que la cromatografia
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liquida-espectrometria de masas LC-MS indic6 el consumo total del material de partida. La mezcla se
purificé directamente mediante cromatografia HPLC de fase reversa utilizando una columna
semipreparativa (C18 modificada con diol, 0 100 % ACN/TFA al 1 %). El producto deseado se obtuvo
como un polvo blanco después de la liofilizacion (17 mg, 94 %). MS calc. para CzsH27FN3Og: 520,19,
observado: 520,31, [M+H]*. No se obtuvieron espectros de RMN debido a la inestabilidad del material.

Ejemplo 128: Sintesis del Compuesto 209
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[00363] Intermedio 1. A la solucién de (S)-1-(benciloxi)propan-2-ol (1,0 equiv., 100 mg, 0,6 mmol) y
carbonato de bis(4-nitrofenilo) (2,0 equiv., 366 mg, 1,2 mmol) en DMF (4 mL) se afiadio
diisopropiletilamina (1,1 equiv., 115 pL, 0,66 mmol) y la mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante 2 horas. Se eliminé el DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purificd por
cromatografia ultrarrapida (SiO2, 0 — 20 % EtOAc/ciclohexano), dando el producto intermedio 1 (135 mg,
68 %) como un aceite espeso transparente.

[00364] Intermedio 2. A la mezcla de Intermedio 1 (1,0 equiv., 40 mg, 0,12 mmol) y mesilato de
exatecan (1,0 equiv., 65 mg, 0,12 mmol) se afiadié DMF (1,5 mL) y diisopropiletilamina (3,0 equiv., 0,36
mmol, 62 uL) y la solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche. La purificacion
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 0 = 60 % ACN/ NH4sOAc
10mM ac.) ofrecidé el producto Intermedio 2 (55 mg, 73 %) como un sélido blanco después de la
liofilizacion.

[00365] Compuesto 209. A la solucion del Intermedio 2 (1,0 equiv., 20 mg, 0,032 mmol) en
dioxano/agua (2:1, 1 mL) se afnadi6é Pd/C al 10 % y la mezcla resultante se hidrogené (Hz en globo)
durante 2 horas. Luego, se filtr6 la suspension y el filtrado se evaporé en un evaporador rotatorio.
Purificacion del residuo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna

semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 - 60 % ACN/ NHsOAc 10 mM ac.) ofrecié el compuesto
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209 (9 mg, 53 %) como un solido blanco después de la liofilizacién. MS calc. para C2sH29FN3O7: 538,20,
observado: 538,10, [M+H]*. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) &: 7,90 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,71 (d, J = 10,9
Hz, 1H), 7,28 (s, 1H), 6,50 (s, 1H), 5,41 (s, 2H), 5,30 — 5,20 (m, 2H), 5,06 (d, J = 19,0 Hz, 1H), 4,86 —
4,76 (m, 2H), 3,53 — 3,40 (m, 2H), 3,30 — 3,19 (m, 1H), 3,17 — 3,00 (m, 1H), 2,34 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 2,29
-2,18 (m, 1H), 2,15 - 2,00 (m, 1H), 1,93 — 1,77 (m, 2H), 1,26 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 0,87 (t, J = 7,3 Hz,
3H).

Ejemplo 129: Sintesis del Compuesto 1039
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[00366] Intermedio 1. El compuesto 209 (80 mg, 0,15 mmol) y Fmoc-GGFG-OAc (70 mg, 0,11 mmol)
se coevaporaron 3 veces a partir de DMF anhidro y luego se redisolvieron en DMF anhidro (4 mL). Se
afadio HCI (4 M en dioxano, 30 uL) y la mezcla de reaccion se agité durante 60 min a 50 °C. Luego, se
eliminé la DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida
de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 50% ACN/ NH4OAc 10mM ac.), lo que da el producto
Intermedio 1 (30 mg, 25 %) como un solido blanco. MS calc. para CsgHsoFNsO13: 1107,42, observado:
1107,45, [M + H]*.

[00367] Intermedio 2. A una solucién de Intermedio 1 (30 mg, 0,027 mmol) en 2 mL de DMF anhidra
se afadié morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una hora
y luego se eliminé DMF en un evaporador rotatorio. El producto de reaccién se purificd por cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 100% ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el
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producto intermedio 2 (15 mg, 63 %) como un soélido blanco. MS calc. para CasHasFNgO14: 885,35,
observado: 885,25, [M + HJ.
[00368] Compuesto 1039. Se disolvid el intermedio 2 (15 mg, 0,017 mmol) en 1 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,5
equiv., 0,025 mmol, 7,9 mg) y DIPEA (5 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna
semipreparativa que contenia C18 modificado con diol (0 > 100 % ACN/ NH4OAc 10 mM ac.). El
producto deseado se recuperd como un solido blanco después de la liofilizaciéon de agua (11 mg, 60 %).
MS calc. para CssHsgFNgO+s: 1080,40, observado: 1080,35, [M + H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &
8,54 (t, J=6,7 Hz, 1H), 8,31 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,14 — 8,08 (m, 2H), 8,00 (dd, J = 7,3, 4,1 Hz, 2H), 7,76
(d, J=10,8 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,25 (t, J = 4,4 Hz, 4H), 7,19 (m, 1H), 7,00 (s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,42
(d, J=2,8 Hz, 2H), 5,30 — 5,24 (m, 2H), 5,13 (d, J = 19,0 Hz, 1H), 4,95 (m, 1H), 4,61 (m, 2H), 4,54 — 4,46
(m, 1H), 3,75 (m, 3H), 3,68 (s, 1H), 3,58 — 3,53 (m, 5H), 3,49 — 3,45 (m, 4H), 3,29 — 3,22 (m, 1H), 3,13 -
3,03 (m, 2H), 2,81 (dd, J = 13,9, 9,6 Hz, 1H), 2,39 — 2,36 (m, 3H), 2,33 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,29 — 2,23
(m, 1H), 2,13 - 2,06 (m, 1H), 1,87 (m, 2H), 1,28 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 130: Sintesis del Compuesto 210
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[00369] Intermedio 1. A la solucion de (R)-1-(benciloxi)propan-2-ol ( 100 mg, 0,6 mmol) y carbonato
de bis(4-nitrofenilo) (2,0 equiv., 366 mg, 1,2 mmol) en DMF (2 mL) se agregé diisopropiletilamina (1,1
equiv., 115 uL, 0,66 mmol) y la mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas. Se
removié DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purifico mediante cromatografia ultrarrapida

(SiO2, 0 — 20 % EtOAc/ciclohexano), lo que da el intermedio 1 (161 mg, 82 %) como un aceite amarillento.
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[00370] Intermedio 2. A la mezcla de Intermedio 1 (1,0 equiv., 50 mg, 0,15 mmol) y mesilato de
exatecan (1,0 equiv., 80 mg, 0,15 mmol) se afnadi6 DMF (3 mL) y diisopropiletilamina (200 pL) y la
solucién resultante se agité a temperatura ambiente durante la noche. La purificacion mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 0 - 100 % ACN/ NH4sOAc 10mM
ac.) ofrecid el producto Intermedio 2 (67 mg, 72 %) como un sélido blanco después de la liofilizacién.
[00371] Compuesto 210. A una solucién de Intermedio 2 (67 mg, 0,11 mmol) en dioxano (5 mL) se
afnadié Pd/C al 10 % y la mezcla resultante se hidrogené (H. en globo) durante 4 horas. Se filtré la
suspension y el filtrado se evapord en un evaporador rotatorio. Purificacion del residuo mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con
diol, 0 = 60 % ACN/ NHsOAc 10 mM ac.) ofrecié el compuesto 210 (40 mg, 70 %) como un solido blanco
después de la liofilizacion. MS calc. para C2sH29FN3O7: 538,20, observado: 538,25, [M+H]*. RMN 'H (400
MHz, DMSO-de) 6 7,92 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,31 (s, 1H), 6,53 (s, 1H), 5,43 (s,
2H), 5,31 - 5,20 (m, 2H), 5,15 (d, J = 19,1 Hz, 1H), 4,87 — 4,74 (m, 2H), 3,54 — 3,45 (m, 1H), 3,32 - 3,20
(m, 1H), 3,15 -3,03 (m, 1H), 2,36 (d, J = 1,8 Hz, 3H), 2,27 - 2,18 (m, 1H), 2,17 — 2,08 (m, 1H), 1,88 (m,
2H), 1,21 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 131: Sintesis del compuesto 1040

F
A

T “l O
—Oke ‘[

. Frmoe-EGEFGE-MNH
NH '._N - . \__\ —J)
HO™ ‘f*‘ bl &42 HCI /DM Fmoc-GGF L:—H ’ﬂ“‘_ \,_ / ‘):g

I\Zr & hd
- intermedio 1
M,I,LQ,
. "M éster MI-Peg-
Morfolina I
DME x OH NHS DIFEA
a = DMF
PN —N_ . —=
HN-GGFG—N" 07 ™ H . f =0
0 o -
intermedio 2 F
"'w”l'%‘b.
1
( “‘J’;’LD‘

8] Ph e e HO
X & o \[\ N i o E«; <
\T N ,_\_\___.-"‘a::l.a-'“m - r..l--’ﬁh.\lr-”a_,--" "‘N"’ T(' e H’»“D" o -n-" -g"r i =0
o} H o H o a g —C

1040

[00372] Intermedio 1. El compuesto 210 (80 mg, 0,15 mmol) y Fmoc-GGFG-OAc (70 mg, 0,11 mmol)

se evaporaron en conjunto 3 veces de DMF anhidra y luego se volvieron a disolver en DMF anhidra (2
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mL). Se anadié HCI (4 M en dioxano, 80 uL) y la mezcla de reaccion se agité durante 60 min a 50 °C.
Luego, se eliminé la DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 - 50% ACN/ NH4OAc 10mM ac.), lo que
da el producto Intermedio 1 (64 mg, 52 %) como un sdlido blanco. MS calc. para CsgHeoFNgO13: 1107,42,
observado: 1107,35, [M + H]*.
[00373] Intermedio 2. A una solucién de Intermedio 1 (52 mg, 0,047 mmol) en 2 mL de DMF anhidra
se afadié morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante una hora
y luego se eliminé DMF en un evaporador rotatorio. El producto de reaccién se purificé por cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 100% ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el
producto intermedio 2 (31 mg, 76 %) como un sélido blanco. MS calc. para CasHs9FNgO41: 885,35,
observado: 885,24, [M + HJ.
[00374] Compuesto 1040. Se disolvid el intermedio 2 (31 mg, 0,017 mmol) en 1 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,5
equiv., 0,025 mmol, 7,9 mg) y DIPEA (5 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. El producto se purificé por HPLC ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna
semipreparativa que contenia C18 modificado con diol (0 > 100 % ACN/ NH4OAc 10 mM ac.). El
producto se volvié a purificar mediante HPLC ultrarrapida de fase inversa, utilizando 0 - 100% ACN/TFA
al 0,1% y posteriormente utilizando 0 > 100% ACN/ NHsOAc 10 mM ac.. El producto deseado 1040 se
recuperé como un soélido blanco, después de la liofilizaciéon a partir de agua (12 mg, 31 %), contiene 5
% del compuesto 209. MS calc. para CszHsgFNgO+5: 1080,40, observado: 1080,66, [M + H]. RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds) 6 8,50 (t, J = 6,2 Hz, 1H), 8,25 (m, 1H), 8,12 — 8,04 (m, 2H), 8,01 — 7,91 (m, 2H), 7,86
(s, 1H), 7,25 - 7,11 (m, 6H), 7,00 (s, 2H), 6,56 (s, 1H), 5,44 (m, 2H), 5,35 — 5,25 (m, 2H), 5,11 (m, 1H),
4,95 (m, 1H), 4,60 (m, 2H), 4,50 (m, 1H), 3,75 — 3,65 (m, 4H), 3,56 — 3,43 (m, 8H), 3,29 — 3,19 (m, 2H),
3,06 (m, 2H), 2,71 (m, 1H), 2,40 (m, 3H), 2,29 (m, 2H), 2,23 (m, 1H), 2,12 — 2,00 (m, 1H), 1,80 (m, 2H),
1,27 (d, J = 6,2 Hz, 3H), 0,89 (t, J = 7,7 Hz, 3H).

Ejemplo 132: Sintesis del compuesto 211
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[00375]

carbonato de bis(4-nitrofenilo) (2,0 equiv., 366 mg,

Intermedio 1. A la solucion de (S)-2-(benciloxi)propan-1-ol (1,0 equiv., 100 mg, 0,6 mmol) y

1,2 mmol) en DMF (2 mL) se agrego

diisopropiletilamina (1,5 equiv., 157 uL, 0,9 mmol) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se removi6 DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida (SiOz, 0 — 20 % EtOAc/ciclohexano), lo que da el intermedio 1 (186 mg, 93 %)
como un aceite incoloro espeso.

[00376]
exatecan (1,0 equiv., 80 mg, 0,15 mmol) se afadi6 DMF (5 mL) y diisopropiletilamina (100 uL) y la

Intermedio 2. A la mezcla de Intermedio 1 (1,2 equiv., 60 mg, 0,18 mmol) y mesilato de

solucion resultante se agitdé a temperatura ambiente durante la noche. La DMF se elimind en un
evaporador rotatorio y se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado
con diol, 0 > 50% ACN/ NH4OAc 10 mM ac.) ofrecio el producto Intermedio 2 (90 mg, 96 %) como un
soélido blanco después de la liofilizacion. MS calc. para CssHzsFN3O7: 628,24, encontrado: 628,20 [M+H]*.
[00377] Compuesto 211. A la solucion del Intermedio 2 (1,0 equiv., 90 mg, 0,14 mmol) en dioxano (5
mL) se afadié Pd/C al 10 % y la mezcla resultante se hidrogend (H2 en globo) durante 5 horas. Luego,
se filtré la suspensién y el filtrado se evaporé en un evaporador rotatorio. Purificacion del residuo
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna semipreparativa (C18
modificado con diol, 0 > 50 % ACN/ NH4OAc 10 mM ac.) ofrecié el compuesto 211 (71 mg, 92 %) como
un solido blanco después de la liofilizacion. Calculo MS para CasH2sFN3O7: 538,19, encontrado: 508,15,
[M+H]*.

Ejemplo 133: Sintesis del compuesto 1041
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[00378] Intermedio 1. El compuesto 211 (70 mg, 0,13 mmol) y Fmoc-GGFG-OAc (65 mg, 0,10 mmol)
se evaporaron en conjunto 3 veces de DMF anhidra y luego se volvieron a disolver en DMF anhidra (4
mL). Se anadié HCI (4 M en dioxano, 30 uL) y la mezcla de reaccién se agitd durante 2 horas a 50 °C.
Luego, se elimind la DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 50% ACN/ NH4OAc 10 mM ac.), lo que
da el producto Intermedio 1 (32 mg, 29 %) como un sdlido blanco. MS calc. para CsgHeoFNgO13: 1107,42,
observado: 1107,30, [M + H]*.

[00379] Intermedio 2. A una solucién de Intermedio 1 (32 mg, 0,029 mmol) en 2 mL de DMF anhidra
se afadié morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante una hora
y luego se eliminé DMF en un evaporador rotatorio. El producto de reaccién se purificd por cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 100 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el
producto intermedio 2 (15 mg, 59 %) como un sélido blanco. MS calc. para CasHagFNgO41: 885,35,
observado: 885,20, [M + HJ.

[00380] Compuesto 1041. Se disolvié el intermedio 2 (15 mg, 0,017 mmol) en 1 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,5
equiv., 0,025 mmol, 7,9 mg) y DIPEA (5 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. El producto se purificd por HPLC ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna
semipreparativa que contenia C18 modificado con diol (0 - 100 % ACN/ NH4OAc 10 mM ac.). El
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producto deseado se recuperd como un solido blanco después de la liofilizaciéon de agua (11 mg, 60 %).
MS calc. para CssHsgFNgO15: 1080,40, observado: 1080,35, [M + H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) &
8,49 (t, J = 6,6 Hz, 1H), 8,28 (q, J = 5,1 Hz, 1H), 8,10 (q, J = 4,7, 3,7 Hz, 2H), 7,99 (q, J = 7,0, 5,8 Hz,
2H), 7,78 (d, J = 10,8 Hz, 1H), 7,34 — 7,31 (m, 1H), 7,26 — 7,15 (m, 5H), 7,00 (s, 1H), 6,52 (s, 1H), 5,43
(d, J=2,8 Hz, 2H), 5,25 (q, J = 6,9, 6,3 Hz, 3H), 4,66 — 4,61 (m, 2H), 4,48 (q, J = 8,8, 8,3 Hz, 1H), 4,12
—4,00 (m, 1H), 3,98 (m, 1H), 3,82 (m, 1H), 3,77 — 3,63 (m, 5H), 3,63 — 3,48 (m, 5H), 3,46 (t, J = 5,8 Hz,
2H), 3,29 — 3,04 (m, 1H), 3,03 (m, 1H), 2,78 (dt, J = 13,8, 8,8 Hz, 1H), 2,38 (s, 3H), 2,33 (t, J = 6,5 Hz,
2H), 2,23 - 2,12 (m, 2H), 1,95 - 1,81 (m, 2H), 1,13 (t, J = 6,6 Hz, 3H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

Ejemplo 134: Sintesis del compuesto 1042
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[00381] Intermedio 1. El Fmoc-GGFG-OAc (60 mg, 0,095 mmol) y el acido 2,2-difluoro-3-

hidroxipropanoico (36 mg, 0,29 mmol) se coevaporaron 3 veces a partir de DMF anhidro y luego se
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redisolvieron en DMF anhidro (2 mL). Se afiadié HCI (4 M en dioxano, 30 uL) y la mezcla de reaccion se
agité durante 60 min a 50 °C. Luego se eliminé el DMF en un evaporador rotatorio y el residuo se purificd
por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 50% ACN/TFA al 0,1
%), dando el producto intermedio 1 (45 mg, 68 %) como un sdlido blanco. Calculo MS para Cz4H3sF2NsOo:
694,24, encontrado: 694,25, [M - HJ-.

[00382] Intermedio 2. A la mezcla de mesilato dexatecano (30 mg, 0,056 mmol), Intermedio 1 (45 mg,
0,065 mmol) y DMTMM (31 mg, 0,113 mmol), se le afiadi6 DMF/agua (5:1, 2,5 ml) y diisopropiletilamina
(30 uL). La mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 1 h, hasta que el analisis por LC-
MS indicé el consumo total del material de partida. La mezcla de reaccion se purific6 mediante
cromatografia ultrarrdpida de fase reversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 > 100 % ACN/TFA al 0,1

%), obteniéndose el Intermedio 2 como un sélido blanco tras la liofilizacién (30 mg, 48 %). MS calc. para
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CssHssF3NgO12: 1113,39, observado: 1113,40, [M+H]".
[00383] Intermedio 3. A una solucién de Intermedio 2 (30 mg, 0,027 mmol) en 2 mL de DMF anhidra
se anadié morfolina (150 uL). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una hora
y luego se eliminé DMF en un evaporador rotatorio. El producto de reaccién se purificé por cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 25 g, 0 = 50 % ACN/TFA al 0,1 %), lo que da el
producto intermedio 3 (10 mg, 42 %) como un sélido blanco. Calculo MS para C43zHssF3NgO10: 891,32,
encontrado: 891,30, [M + H]".
[00384] Compuesto 1042. Se disolvié el intermedio 3 (10 mg, 0,011 mmol) en 1,5 mL de DMF. Se
agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-il (0,011
mmol, 3,5 mg) y DIPEA (4 uL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30
minutos. El producto se purificd por HPLC ultrarrapida de fase inversa, utilizando una columna
semipreparativa que contenia C18 modificado con diol (0 > 100 % ACN/ NH4OAc 10 mM ac.). El
producto deseado se recuperdé como un solido blanco después de la liofilizacion de agua (6 mg, 50 %).
MS calc. para Cs;HssF3NgO14: 1086,37, observado: 1086,40, [M+H]*. RMN '"H (500 MHz, DMSO-ds) &
9,50 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,66 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 8,32 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 8,10 (dd, J = 6,9, 4,5 Hz, 2H),
7,98 (t, J=5,8 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 10,9 Hz, 1H), 7,33 (s, 1H), 7,27 — 7,20 (m, 4H), 7,20 — 7,11 (m, 1H),
7,00 (s, 2H), 6,53 (s, 1H), 5,60 (dt, J = 8,5, 5,5 Hz, 1H), 5,49 — 5,38 (m, 2H), 5,29 — 5,05 (m, 2H), 4,72
(m, 2H), 4,51 (m, 1H), 4,04 — 3,91 (m, 2H), 3,76 — 3,72 (m, 2H), 3,66 (s, 1H), 3,61 — 3,57 (m, 3H), 3,52
(s, 1H), 3,46 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,24 — 3,12 (m, 2H), 3,05 (m, 1H), 2,79 (m, 1H), 2,40 (d, J = 1,9 Hz, 3H),
2,33 (t, J=6,5Hz, 2H), 2,26 — 2,15 (m, J = 6,8 Hz, 2H), 1,87 (m, 2H), 0,88 (t, J = 7,3 Hz, 3H).
Ejemplo 135: Sintesis del Compuesto 1044
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[00385] Intermedio 1. A la mezcla del compuesto 130 (60 mg, 0,11 mmol), acido (2S,3S)1(Fmoc)3-
fluoropirrolidin-2-carboxilico (40 mg, 0,11 mmol) y DMTMM (30 mg, 0,11 mmol) se le afiadi6 DMF/agua
(3:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (60 pL) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante
90 min. La mezcla de reacciéon se purifico por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18
modificado con diol, 0 50% ACN/H20), ofreciendo el Intermedio 1 como un soélido blanco despuésde
laliofilizacion (47 mg,51%).MS calc. para CssHa2F2NsOg: 846,86, encontrado: 846,30, [M+H]*.

[00386] Intermedio 2. Se agregd morfolina (300 uL) a la solucién de intermedio 1 (83 mg, 0,098 mmol)
en DMF anhidra (2 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 h a temperatura ambiente. LC-MS
indicé el consumo total del material de partida. La mezcla se purificé directamente mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 50 % ACN/H20), lo que da
el producto como un sélido blanco después de la liofilizacion (34 mg, 56 %). Calculo MS para
C31H32F2NsO7: 624,61, encontrado: 624,25, [M+H]*.

[00387] Intermedio 3. A la mezcla del Intermedio 2 (34 mg, 0,055 mmol), FmocGGFGG-OH (37 mg,
0,06 mmol) y DMTMM (16,6 mg, 0,06 mmol) se le afadido DMF/agua (3:1, 2 ml) y diisopropiletilamina (60

ML) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 60 min. La mezcla de reaccion se



10

15

20

158
purificd por cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 50 % ACN/H-0),
ofreciendo el Intermedio 3 como un sélido blanco después de la liofilizacion (43 mg, 64%).MS calc. para
CesHs2F2N10014: 1221,94, observado: 1221,40, [M+H]*.
[00388] Intermedio 4. Se agregd morfolina (40 pL) a la solucion de intermedio 3 (25 mg, 0,020 mmol)
en DMF anhidra (1,5 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 h a temperatura ambiente. LC-MS
indico el consumo total del material de partida. La mezcla se purificd directamente mediante
cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol, 0 50 % ACN/H-0), lo que da
el producto como un sélido blanco después de la liofilizacion (15 mg, 75 %). MS calc. para
CasHs3F2N10012: 999,00, observado: 999,35, [M+H]*.
[00389] Compuesto 1044. Se afiadieron éster Mal-PEG-NHS (15 mg, 0,014 mmol) y DIPEA (20 uL) a
la solucién del intermedio 4 (4,2 mg, 0,014 mmol) en DMF anhidro (1 ml). La mezcla de reaccién se agitd
a temperatura ambiente durante 1 h, mientras la LC-MS indicaba el consumo total del material de partida.
La mezcla se purificéd directamente mediante HPLC ultrarrapida de fase inversa utilizando una columna
semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 50 % ACN/H;0), obteniéndose el compuesto 1044 como
un sdlido blanco tras la liofilizacion (2,5 mg, 15 %). Calculo MS para Cs7He2F2N11O16: 1194,17,
encontrado: 1194,45, 15-54 [M+H]*.
Ejemplo 136: Sintesis del compuesto 1045
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[00390] Intermedio 1. Se disolvid FmocGGFG-OAc (1 equiv., 0,0878 mmol, 54 mg) en 2 mL de DMF

y se afadio acido 5-(hidroximetil)-1H-pirazol-3-carboxilico (1,1 equiv., 0,0966 mmol, 14 mg), seguido de

(b=(f%~

10 pL de una solucion de HCI 4 M en dioxano. La mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a
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temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacion. La
purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 > 100 % ACN/H20). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua. El producto
contenia varias impurezas provenientes de la descomposicion de péptidos (72 mg). MS calc. para
CasH3sN7O0: 712,27, encontrado: 712,24, [M+H]*.
[00391] Intermedio 2. A una solucion del intermedio 1 previamente preparado (72 mg, 0,101 mmol)
en DMF (2 mL) se anadieron mesilato de exatecan (1 equiv., 0,101 mmol, 54 mg), DMTMM (1,3 equiv.,
0,132 mmol, 36 mg), DIPEA (50 uL) y agua (1 mL). La mezcla de reaccién se agité durante 1 hora a
temperatura ambiente, para luego cargarse directamente en la columna para su purificacién. La
purificacion se hizo mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (25 g, C18 modificado con diol,
0 > 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Las fracciones que contenian el producto se liofilizaron de agua (52 mg,
46 %). MS calc. para CeoHssFN10012: 1129,42, observado: 1129,51, [M+H]".
[00392] Intermedio 3. Se disolvio el intermedio 2 previamente preparado (52 mg, 0,0461 mmol) en
DMF (2 mL) y se agregé morfolina (100 pL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 1 h. La purificacion se realizd mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa,
C18 moadificado con diol, 0 > 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Las fracciones que contenian el producto se
liofilizaron de agua (20 mg, 48 %). MS calc. para CssH4sFN10O10: 907,35, observado: 907,69, [M+H]*.
[00393] Compuesto 1045. Se disolvid el intermedio 3 previamente preparado (20 mg, 0,0221 mmol)
en 2 mL de DMF anhidra. Se agregaron 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoato de
2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,2 equiv., 0,0265 mmol, 8,2 mg) y DIPEA (5 uL) y la mezcla de reaccion se
agité a temperatura ambiente durante 1 h. La purificacion se realiz6 mediante cromatografia HPLC de
fase inversa (semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 > 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Las fracciones
que contenian el producto se liofilizaron de agua (13 mg, 53 %). MS calc. para CssHs7FN11O14: 1102,41,
observado: 1102,43, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 6 9,13 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,90 — 8,81 (m,
2H), 8,61 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 8,31 (m, 3H), 8,09 (m, 2H), 7,97 (m, 2H), 7,82 (q, J = 10,7, 9,8 Hz, 1H), 7,32
(s, 1H), 7,21 (m, 3H), 7,00 (s, 2H), 6,52 (s, 2H), 5,87 (dd, J = 13,3, 6,6 Hz, 1H), 5,78 — 5,68 (m, 2H), 5,48
(m, 2H), 5,39 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 5,29 — 5,13 (m, 2H), 4,68 (s, 1H), 4,54 — 4,47 (m, 1H), 4,40 (s, 2H),
3,75 (m, 4H), 3,66 (d, J = 5,7 Hz, 3H), 3,62 — 3,48 (m, 2H), 3,16 — 2,97 (m, 2H), 2,78 (td, J = 13,9, 9,6
Hz, 1H), 2,40 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 2,32 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,28 — 2,24 (m, 1H), 1,85 (dq, J = 14,1, 7,1 Hz,
2H), 1,24 (s, 1H), 0,87 (t, J = 7,5 Hz, 3H).
Ejemplo 137: Sintesis del Compuesto 1046
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[00394] El intermedio 1 (18 mg, 0,0204 mmol) se disolvié en 2 mL de DMF anhidra. Se afiadieron 6-
(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoato de 2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-ilo (1,1 equiv., 0,0225
mmol, 7 mg) y DIPEA (2,5 uL) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La
purificacion se realizé6 mediante cromatografia HPLC de fase inversa (semipreparativa, C18 modificado
con diol, 0 > 100 % ACN/TFA al 0,1 %). Se realiz6 una segunda purificacion mediante cromatografia
HPLC de fase inversa (semipreparativa, C18 modificado con diol, 0 - 100 % ACN/agua). Las fracciones
que contenian el producto se liofilizaron de agua (9 mg, 41 %). MS calc. para CssHe1FNgO13: 1074,44,
observado: 1076,42, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 8,62 (t, J = 6,7 Hz, 1H), 8,50 (d, J = 8,9
Hz, 1H), 8,29 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,05 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,99 (t, J = 5,8 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 10,9 Hz,
1H), 7,32 (s, 1H), 7,28 — 7,14 (m, 5H), 6,99 (s, 2H), 6,52 (s, 1H), 5,64 — 5,56 (m, 1H), 5,42 (d, J = 3,1 Hz,
3H), 5,21 (s, 2H), 4,64 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 4,53 — 4,43 (m, 1H), 4,02 (d, J = 1,7 Hz, 2H), 3,74 (dd, J =
16,8, 6,0 Hz, 2H), 3,68 (d, J = 16,3 Hz, 2H), 3,59 — 3,44 (m, 4H), 3,27 — 3,06 (m, 2H), 3,02 (dd, J = 13,9,
4,6 Hz, 1H), 2,85 - 2,73 (m, 1H), 2,39 (d, J = 1,8 Hz, 2H), 2,32 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,18 — 2,13 (m, 2H),
2,10 (t, J=7,5Hz, 2H), 1,86 (m, 2H), 1,56 (m, 2H), 1,47 (m, 2H), 1,24 (d, J =4,3 Hz, 2H), 1,19 (t, J= 3,5
Hz, 1H), 1,03 (dt, J = 9,1, 4,9 Hz, 1H), 0,88 (t, J = 7,4 Hz, 3H), 0,79 — 0,73 (m, 1H).
Ejemplo 138: Sintesis del Compuesto 1047
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[00395] Intermedio 2. Se agregd morfolina (120 uL) a la solucién de intermedio 1 (1,0 equiv., 51 mg,
0,046 mmol) en DMF (1,8 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se concentré en un rotavapor y se volvid a evaporar desde DMF hasta sequedad.
Se afiadieron DMTMM (1,5 equiv., 19 mg, 0,069 mmol) y acido 3-(2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)etoxi)propanoico (1,5 equiv., 25 mg, 0,069 mmol) al residuo obtenido, seguido
de la adicién de DMF/agua (5:1, 1,75 ml) y diisopropiletilamina (1,6 equiv., 13 ul, 0,074 mmol) y la
solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccion se purificd
mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 0 > 60 % ACN/ NH4OAc
ac 10 mM), lo que ofrecio el Intermedio 2 como un sélido blanco después de la liofilizacion (47 mg, 84
%). Calculo MS para CesHesFNoO14: 1218,49, encontrado: 1218,35, [M+H]*.

[00396] Intermedio 3. Se agregd morfolina (125 L) a la solucién de intermedio 2 (1,0 equiv., 47 mg,
0,038 mmol) en DMF (1,75 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a temperatura ambiente.
La mezcla de reaccion se concentré en un evaporador rotatorio y se purificd mediante cromatografia
ultrarrapida de fase inversa (C18 modificado con diol, 0 > 50% ACN/ TFA al 0,1 % ac.), lo que ofrece el
intermedio 3 como un sélido amarillo palido después de la liofilizacién (27 mg, 64 %). Calculo MS para
CsoHs9FNgO12: 996,43, encontrado: 996,30, [M+H]".

[00397] Intermedio 4.La solucion del Intermedio 3 (1,0 equiv., 27 mg, 0,024 mmol), el Intermedio 5
(1,0 equiv., 7 mg, 0,024 mmol) y diisopropiletilamina (2,1 equiv ., 9,5 pl, 0,050 mmol) en DMF anhidro
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(0,75 ml) se agitd a temperatura ambiente durante 40 minutos, mientras la cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC-MS) indicaba el consumo total del material de partida. Se purificé mediante
cromatografia ultrarrapida de fase reversa (C18 modificado con diol, 0 > 60 % de ACN/10 mM ac.
NHsOAc) dio el producto intermedio 4 como un solido blanco después de la liofilizaciéon (20 mg, 73 %).
Calculo MS para CsgHesFNgO14: 1134,49, encontrado: 1134,35, [M+H]*.
[00398] Compuesto 1047. Se afadio una solucion de peryodinano de Dess-Martin (1,3 equiv., 9,7 mg,
0,023 mmol) en acetonitrilo anhidro (2,5 ml) a la solucion del intermedio 4 (1,0 equiv., 20 mg, 0,018
mmol) en DMF anhidro (1 ml) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 3 horas,
hasta que la cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) indicé el consumo total del material
de partida. La mezcla de reaccion se concentré en un rotavapor y se purificO mediante cromatografia
ultrarrapida de fase reversa utilizando una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 - 60
% ACN/10 mM ac. NH4OAc), lo que ofrecié el compuesto 1047 como un sélido blanco después de la
liofilizacion (15 mg, 74 %). MS calc. para CssHezFNgO14: 1132,48, observado: 1132,35, [M+H]*. RMN 'H
(500 MHz, DMSO-ds) &: 8,71 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 8,42 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 8,25 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,14 (t,
J=5,8 Hz, 1H), 8,09 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 5,9 Hz, 1H), 7,95 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,78 (d, J =
10,8 Hz, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,25 - 7,17 (m, 4H), 7,15 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 6,51 (s, 1H), 5,55 (q, J = 6,1 Hz,
1H), 5,49 — 5,37 (m, 2H), 5,18 (s, 2H), 4,59 — 4,41 (m, 3H), 3,77 — 3,65 (m, 5H), 3,64 — 3,53 (m, 4H), 3,46
(dd, J=10,7, 5,9 Hz, 1H), 3,36 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,29 — 3,08 (m, 4H), 3,02 (dd, J = 14,0, 4,5 Hz, 1H),
2,81 -2,66 (m, 2H), 2,43 — 2,35 (m, 5H), 2,31y 2,28 (s, 3H), 2,21 - 2,07 (m, 3H), 1,94 — 1,78 (m, 2H),
1,61 —1,46 (m, 2H), 1,03 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,87 (m, 4H), 0,81 — 0,72 (m, 1H).
Ejemplo 139: Sintesis del compuesto 3113:

[00399] EI Compuesto 3113 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 34 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 5. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,6.

Ejemplo 140: Sintesis del Compuesto 3053B

[00400] EI Compuesto 3053B se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos

generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1007 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,6.
Ejemplo 141: Sintesis del compuesto 3102

[00401] EI Compuesto 3102 se prepar6é de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1046 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,7.

Ejemplo 142: Sintesis del compuesto 3103

[00402] EI Compuesto 3103 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
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generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1047 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR basada en RP-HPLC fue 3,6.
Ejemplo 143: Sintesis del compuesto 3104

[00403] EI Compuesto 3104 se prepar6 de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 25 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1045 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,8.

Ejemplo 144: Sintesis del compuesto 3105

[00404] EI Compuesto 3105 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1044 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR con base en RP-HPLC-MS fue de 7,6 con base en
un peso molecular del farmaco de 1194,17.

Ejemplo 145: Sintesis del compuesto 3107

[00405] El Compuesto 3107 se prepar6 de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 25 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1042 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,7.

Ejemplo 146: Sintesis del compuesto 3059B

[00406] EI Compuesto 3059B se preparoé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccién Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1017 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 1. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,7.

Ejemplo 147: Sintesis del compuesto 3108

[00407] EI Compuesto 3108 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 22 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 2. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,5.

Ejemplo 148: Sintesis del compuesto 3110

[00408] EI Compuesto 3110 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 3. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,8.

Ejemplo 149: Sintesis del compuesto 3111

[00409] EI Compuesto 3111 se prepard de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1025 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 4. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,6, mientras que la DAR
basada en RPHPLC-MS fue 7,8.

Ejemplo 150: Sintesis del Compuesto 3109

[00410] El Compuesto 3109 se prepardé de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
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generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1007 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 3. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,7.
Ejemplo 151: Sintesis del compuesto 3112

[00411] EI Compuesto 3112 se prepar6 de acuerdo con el Procedimiento C de la seccion Métodos
generales en el Ejemplo 1 con 30 equivalentes molares del compuesto de carga de enlazador 1007 a
anticuerpo monoclonal IgG1 anti-EGFR 4. La DAR basada en RP-HPLC fue 7,6, mientras que la DAR
basada en RPHPLC-MS fue 7,8.

Ejemplo 152: Sintesis del compuesto 1043:
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[00412] Intermedio 1. A la solucién de Fmoc-GE(OBN)VCit-NH-CH2-OAc (1,0 equiv., 220 mg, 0,260
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mmol) y etilenglicol (3,0 equiv., 45 pl, 0,782 mmol) en DMF anhidro (6 ml) se le afadido HCI 2 M/Et,O
(450 pl) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 horas, hasta que el analisis
por LC-MS indicé el consumo completo del material de partida. La mezcla de reaccion se purifico
mediante cromatografia ultrarrapida de fase reversa (C18 modificado con diol, 0 = 60 % ACN/HCl al 0,1
%), obteniéndose el intermedio 1 como un sélido blanco tras la liofilizaciéon (120 mg, 55 %). MS calc.
para Ca3HseN7O11: 846,40, encontrado: 846,35, [M+H]*.
[00413] Intermedio 2. La solucion de cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,0 equiv., 86 mg, 0,426 mmol) en
THF seco (1,5 ml) se anadi6 gota a gota a la solucién helada del intermedio 1 (1,0 equiv., 120 mg, 0,142
mmol) en piridina seca (4 ml). La mezcla resultante se agit6 a 0 °C durante 1 hora, hasta que el analisis
por LC-MS indicé el consumo total del material de partida. Los disolventes se eliminaron en un rotavapor
y el residuo se purificé mediante cromatografia ultrarrapida de fase reversa (C18 modificado con diol, 0
- 75 % ACN/10 mM ac. NH4sOAc) para dar el intermedio 2 como un sélido amarillo palido después de
la liofilizacion (50 mg, 35 %). Célculo MS para CsoHseNgO15: 1011,41, encontrado: 1011,35, [M+H]*.
[00414] Intermedio 3. Se agregaron mesilato de exatecan (1,0 equiv., 0,049 mmol, 26 mg) y DIPEA
(4,0 equiv., 0,049 mmol, 34 L) a la solucidon del intermedio 2 (1,0 equiv., 50 mg, 0,049 mmol) en DMF
anhidra (3 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 40 horas, hasta que la
cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) indicé el consumo total del material de partida.
Se purifico mediante cromatografia ultrarrapida de fase reversa (C18 modificado con diol, 0 > 75 %
ACN/10 mM ac. NH:OAc), lo que ofrecio6 el intermedio 3 como un sélido blanco después de la liofilizacion
(48 mg, 75 %). Calculo MS para CesH76FN10O16: 1307,54, encontrado: 1307,55, [M+H]*.
[00415] Intermedio 4. A la solucion del intermedio 3 (1,0 equiv., 48 mg, 0,036 mmol) en la mezcla de
dioxano y agua (2:1, 2,5 ml) se afadié Pd/C 10 % (5 mg) y la mezcla de reaccion se hidrogend (globo)
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego la mezcla se filtr6 a través de la capa de celite, los sélidos
se lavaron con DMF vy el filtrado se evaporé a sequedad en un rotavapor. El residuo se disolvio en DMF
(1,5 ml), seguido de la adicion de morfolina (150 ul). La solucion obtenida se agité a temperatura
ambiente durante 40 minutos. La purificacion mediante cromatografia ultrarrapida de fase inversa (C18
modificado con diol, 0 &> 50 % ACN/ NHsOAc ac 10 mM) dio el intermedio 4 como un sélido blanco
después de la liofilizacion (15 mg, 42 %). Calculo MS para CssHsoFN10014: 995,43, encontrado: 995,35,
[M+H]*.
[00416] Compuesto 1043. Se anadieron éster Mal-PEG-NHS (1,05 equiv., 0,016 mmol, 4,9 mg) y
DIPEA (2,1 equiv., 0,032 mmol, 5,6 pL) a la solucion del intermedio 4 (1,0 equiv., 15 mg, 0,015 mmol)
en DMF anhidra (1 ml). La solucion resultante se agité durante 1 hora a temperatura ambiente, mientras
LC-MS indicaba el consumo total del material de partida. La purificacion mediante cromatografia

ultrarrapida de fase inversa con una columna semipreparativa (C18 modificado con diol, 0 > 50 % ACN/
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NH4OAc ac 10 mM), lo que ofrecié 1043 como un sdlido blanco después de la liofilizacion (12 mg, 67
%). MS calc. para CssHsoFN110+s: 1190,48, observado: 1190,45, [M+H]*. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds)
0: 12,05 (s, 1H), 8,63 (t, J= 6,7 Hz, 1H), 8,08 — 7,96 (m, 4H), 7,77 (t, J = 10,1 Hz, 2H), 7,31 (s, 1H), 7,00
(s, 2H), 6,51 (s, 1H), 5,96 — 5,92 (m, 1H), 5,47 — 5,33 (m, 4H), 5,29 — 5,16 (m, 2H), 4,57 (ddd, J = 34,3,
10,5, 6,7 Hz, 2H), 4,33 (td, J = 8,1, 5,2 Hz, 1H), 4,24 — 4,07 (m, 4H), 3,78 — 3,63 (m, 2H), 3,62 — 3,51 (m,
6H), 3,46 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,30 — 3,18 (m, 1H), 3,18 — 3,03 (m, 1H), 3,01 — 2,86 (m, 2H), 2,37 (s, 3H),
2,32 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,28 — 2,10 (m, 4H), 2,03 — 1,79 (m, 4H), 1,78 — 1,66 (m, 1H), 1,66 — 1,55 (m,
1H), 1,56 — 1,44 (m, 1H), 1,45 - 1,23 (m, 2H), 0,87 (t, J = 7,4 Hz, 3H), 0,82 (dd, J = 11,6, 6,7 Hz, 6H).
Ejemplo 153: Los conjugados anticuerpo-farmaco matan eficazmente las células cognadas que
expresan HER2, TROP2 y EGFR

[00417] Para determinar la potencia relativa de destruccidn celular de los ADC de la presente

divulgacion en comparacion con un ADC similar (DXD), se realizaron ensayos de destruccion celular en
multiples lineas celulares que expresaban HER2, TROP2 y EGFR. Para probar los ADC anti-HER-2, se
utilizaron las lineas celulares NCI-N87 y SK-BR-3. Para probar los ADC anti-TROP2, se utilizaron las
lineas celulares MDA-MB-468 y FaDu. Para probar los ADC anti-EGFR, se utilizaron las lineas celulares
MDA-MB-468 y HCC827, NCI-H292, FaDu y OVCARS.

[00418] NCI-N87, MDA-MB-468, HCC827, NCI-H292 y OVCARS se cultivaron en medio RPMI-1640
(Gibco, Life Technologies) suplementado con 10 % v/v de FBS inactivado por calor (Corning), las células
SK-BR-3 se mantuvieron en medio McCoys 5A (Gibco, Life Technologies) suplementado con 10 % v/v
de FBS inactivado por calor (Corning) a 37°C en una incubadora humidificada que contenia 5 % de CO..
Las células FaDu se mantuvieron en medio EMEM (Gibco, Life Technologies) suplementado con 10 %
v/v de FBS inactivado por calor (Corning) a 37° C en una incubadora humidificada que contenia 5 % de
CO..

[00419] La viabilidad de las células cancerosas en presencia de ADC se midi6é en una serie de ensayos
in vitro. Para las células que expresan HER2 y TROPZ2, las células se sembraron en placas blancas de
fondo plano de 384 pocillos (Corning) a 0,5 x 102 por pocillo en 30 uL de medio de cultivo. Para las
células que expresan EGFR, se sembraron 2 x 103 células por pocillo en 100 yL de medio de cultivo en
placas blancas de fondo plano de 96 pocillos (Corning). Los ADC se agregaron en un rango de
concentraciones como dilucion serial de ocho puntos por cuadruplicado. Después de una incubacién
adicional durante 6 dias a 37° Cy 5 % de CO», se evalud la viabilidad celular con el uso de un ensayo
de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega). La luminiscencia se midié utilizando el lector
de placas SpectraMax iD3 (Molecular Devices). Los valores de luminiscencia se graficaron en funcién
del logaritmo de la concentracion de los compuestos de prueba, y la viabilidad celular se calculd

dividiendo los valores de luminiscencia en diferentes concentraciones de conjugado de anticuerpo y
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farmaco por los valores de luminiscencia en una concentracién de anticuerpo de cero. Los valores IC50
de dosis-respuesta del ADC se calcularon mediante GraphPad Prism como valores de mejor ajuste
utilizando un ajuste de curva de dosis-respuesta de cuatro parametros, con un R cuadrado que va desde
0,97 a 0,999. Se promediaron los valores IC50 respectivos de dos a nueve experimentos independientes
y se calcularon las medias respectivas y la desviacion estandar respectiva entre experimentos
independientes. Se promedio la viabilidad celular minima respectiva de dos a nueve experimentos
independientes y se calcularon la media respectiva y la desviacién estandar respectiva entre
experimentos independientes. Los valores medios de IC50 y el porcentaje medio de muerte celular
calculados junto con las respectivas desviaciones estandar se muestran en las Tablas 7-9.

[00420] La Tabla 7A muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células NCI-N87 después de la
exposicion a los diferentes ADC anti-HER2 de la presente divulgacién. La Tabla 7B se muestra la
viabilidad porcentual de las células SK-BR-3 después de la exposicion a los diferentes ADC anti-HER2
de esta divulgacion. La Tabla 7C muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células NCI-N87
después de la exposicion a los diversos ADC anti-HER2 de liberacion de exatecan descritos en este
documento. La Tabla 7D muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células SK-BR-3 después de
la exposicion a los varios ADC anti-HER2 con liberacion de exatecan descritos en la presente. El valor
de IC50 ADC (nM) se calcul6 en funcién de los pesos moleculares del anticuerpo monoclonal (mAb) y
la carga activa del enlazador conjugados al mAb, donde el PM de ADC (g/mol) = PM mAb (g/mol) + DAR
x PM carga activa del enlazador (g/mol). La carga util del enlazador IC50 (nM) se calcul6 a partir de la
concentracion de la carga util del enlazador suministrada por el ADC (calculada como DAR multiplicado
por ADC (nM)).

Tabla 7A
Viabilidad celular Carga util del
ADC IC50 (nM) minima (%) enlazador IC50 (nM)
ADC Media DESVEST Media DESVEST Media DESVEST | DAR
3001 0,11 0,05 20,50 3,77 0,67 0,31 8,00
3002 0,10 0,05 16,00 4,08 0,39 0,20 3,70
3003 0,15 0,14 39,24 5,26 0,31 0,30 2,10
3004 0,11 0,04 26,04 5,61 0,47 0,19 4,40
3005 0,23 0,13 29,33 4,37 1,09 0,61 4,74
3007 0,14 0,05 21,02 4,05 0,68 0,26 4,88
3006 0,23 0,09 37,97 6,59 1,59 0,60 6,90
3008 0,24 0,05 24,64 5,79 1,64 0,31 6,70
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3009 1,68 0,82 -12,56 26,21 12,56 6,14 7,50
3010 0,76 0,01 36,54 4,50 5,01 0,07 6,60
3012 0,24 0,09 42,73 7,27 0,61 0,23 ~2,3
3013 0,14 0,05 15,36 3,43 0,94 0,31 6,60
3011 0,15 0,06 19,28 5,04 0,81 0,31 5,40
3015 0,12 0,04 15,26 2,60 0,60 0,18 5,00
3014 0,10 0,04 11,32 2,23 0,50 0,18 5,20
3016 1,27 1,54 47,44 13,19 8,91 10,81 7,50
3017 0,32 N/C 51,64 N/C 2,43 N/C 7,50
3018 0,67 0,16 45,33 0,06 5,88 1,38 7,50
Tabla 7B
Viabilidad celular Carga util del
ADC IC50 (nM) minima (%) enlazador IC50 (nM)
ADC Media DESVEST Media DESVEST Media DESVEST | DAR
3001 0,06 0,02 24,41 7,47 0,40 0,20 8,00
3002 0,04 0,02 17,22 5,76 0,13 0,06 3,70
3003 0,09 0,05 28,85 7,71 0,19 0,11 2,10
3004 0,04 0,01 19,14 8,69 0,17 0,05 4,40
3005 0,17 0,10 35,22 5,50 0,83 0,49 4,74
3007 0,04 0,01 19,51 5,97 0,22 0,05 4,88
3006 0,05 0,01 37,70 12,54 0,36 0,10 6,90
3008 0,07 0,03 33,35 11,73 0,45 0,23 6,70
3009 0,49 0,13 20,48 8,23 3,65 0,98 7,50
3013 0,47 0,26 24,70 9,54 3,11 1,73 6,60
3012 0,07 0,03 33,07 8,75 0,17 0,08 ~2
3013 0,10 0,06 23,75 8,61 0,63 0,39 6,60
3011 0,10 0,05 26,20 7,02 0,53 0,26 5,40
3015 0,05 0,02 21,42 5,28 0,23 0,11 5,00
3014 0,05 0,03 19,24 6,47 0,25 0,14 5,20
3100 0,10 N/C 17,48 N/C 0,30 N/C ~3,6
3016 0,42 0,04 50,03 6,58 2,92 0,31 7,50
3017 0,26 0,05 40,07 2,68 1,95 0,36 7,50
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’ 3018 ‘ 0,33 N/C 60,16 N/C 2,89 N/C ’ 7,50 ‘
Tabla 7C
Viabilidad celular Carga util del
ADC IC50 (nM) minima (%) enlazador IC50 (nM)
ADC Media DESVEST Media DESVEST Media DESVEST | DAR
3019 0,33 0,13 45,97 717 2,29 0,87 6,90
3021 0,13 0,05 20,48 4,05 0,87 0,31 6,90
3022 0,29 0,03 56,17 7,84 2,00 0,20 7,40
3025 0,29 0,14 62,50 4,61 2,05 0,97 ~7
3024 0,40 0,33 52,94 5,14 2,47 1,94 6,30
3020 0,13 0,02 27,75 4,84 0,81 0,15 7,40
3023 0,20 0,02 41,04 6,67 1,38 0,11 7,40
3026 0,28 0,10 33,50 3,02 2,54 0,92 7,50
Tabla 7D
Viabilidad celular Carga util del enlazador
ADC IC50 (nM) minima (%) IC50 (nM)
ADC Media DESVEST Media DESVEST Media DESVEST DAR
3019 0,12 0,04 20,85 6,36 0,81 0,04 6,90
3021 0,03 0,01 15,02 7,24 0,20 0,06 6,90
3022 0,16 0,03 25,43 1,63 1,08 0,23 7,40
3025 0,14 0,07 48,05 12,76 1,01 0,48 ~7
3024 0,15 0,06 33,72 7,83 0,94 0,40 6,30
3020 0,05 0,01 11,69 0,48 0,33 0,03 7,40
3023 0,06 0,01 15,11 1,02 0,41 0,06 7,40
3026 0,21 N/C 35,63 N/C 1,89 N/C 7,50

[00421] La Tabla 8A se muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células FaDu después de la
exposicion a los diferentes ADC anti-TROP2 de esta divulgacién. La Tabla 8B se muestra el porcentaje
de viabilidad de las células MDA-MB-468 después de la exposicion a los diferentes ADC anti-TROP2 de
esta divulgacién. La Tabla 8C muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células FaDu después
de la exposicion a los varios ADC anti-TROP2 con liberacion de exatecan descritos en la presente. La

Tabla 8D muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células MDA-MB-468 después de la
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exposicion a los varios ADC anti-TROP2 con liberacion de exatecan descritos en la presente.
[00422] EI valor de IC50 ADC (nM) se calculd en funcion de los pesos moleculares del anticuerpo
monoclonal (mAb) y la carga activa del enlazador conjugados al mAb, donde el PM de ADC (g/mol) =
PM mADb (g/mol) + DAR x PM carga activa del enlazador (g/mol). Se calculo el valor de IC50 de la carga
de enlazador (nM) a partir de la concentracion de carga de enlazador administrada por el ADC (qye se

calcula como DAR multiplicada por ADC (nM)).

Tabla 8A
Viabilidad celular Carga util del
ADC IC50 (nM) minima (%) enlazador IC50 (nM)

ADC Media DESVEST Media DESVEST Media DESVEST DAR
3027 0,09 0,05 3,54 2,63 0,70 0,35 7,4

3028A 0,03 0,01 1,61 2,07 0,15 0,04 4,21
3028B 0,01 0,01 0,55 0,23 0,11 0,04 7,50
3029A 0,16 0,04 2,08 1,01 0,19 0,04 1,20
3029B 0,07 0,01 1,62 1,26 0,30 0,10 4,40
3030 0,05 0,00 0,74 0,53 0,36 0,00 6,60
3031 0,09 0,00 1,40 0,56 0,55 0,01 6,20
3032 0,03 0,01 1,11 0,29 0,20 0,07 6,57
3033 0,10 0,01 1,15 0,83 0,45 0,07 4,50
3034 0,36 0,07 0,93 0,71 2,22 0,46 6,22
3035 0,56 0,30 0,52 1,55 3,56 1,88 6,30
3037 0,23 0,05 2,93 0,01 0,33 0,07 1,45
3036 0,06 0,02 1,16 0,66 0,35 0,16 6,34
3038 0,06 0,02 0,80 0,25 0,43 0,12 6,63
3040 0,04 0,00 0,56 0,33 0,21 0,01 4,75
3039 0,07 0,01 1,05 0,16 0,56 0,09 7,50
3101 0,07 0,01 2,64 0,80 0,20 0,04 ~3,7
3041 7,97 1,05 2,77 6,78 58,15 7,68 7,50
3042 1,24 0,29 5,72 8,34 5,09 2,03 7,50
3043 0,37 0,13 51,04 18,72 3,03 1,12 7,50

Tabla 8B

ADC IC50 (nM) Viabilidad celular Carga util del
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minima (%) enlazador IC50 (nM)
ADC Media DESVEST Media DESVEST Media DESVEST | DAR
3027 0,24 0,21 14,24 3,76 1,77 1,58 7,45
3028A 0,04 0,03 9,41 5,97 0,20 0,11 4,21
3028A 0,01 N/C 2,98 N/C 0,10 N/C 7,50
3029A 0,16 0,12 16,27 5,90 0,20 0,14 1,20
3029B 0,06 N/C 7,60 N/C 0,28 N/C 4,40
3030 0,07 0,01 13,20 4,38 0,45 0,08 6,60
3031 0,71 0,12 21,93 5,06 4,40 0,74 6,20
3032 0,04 0,01 12,29 2,06 0,30 0,08 6,57
3033 0,30 0,12 16,80 3,70 1,36 0,52 4,50
3034 2,28 1,88 12,16 0,60 14,19 11,71 6,22
3035 1,35 1,12 10,15 2,63 8,48 7,06 6,30
3037 0,52 0,59 36,17 14,02 0,75 0,85 1,45
3036 0,24 0,20 17,62 7,53 1,50 1,28 6,34
3038 0,34 0,19 19,42 8,43 2,27 1,29 6,63
3040 0,12 0,03 17,74 6,14 0,56 0,16 4,75
3039 0,25 0,00 14,32 4,12 1,89 0,03 7,50
3101 0,22 0,15 8,79 5,95 0,61 0,43 3,7
3041 3,20 0,00 1,59 9,56 23,39 0,01 7,50
3042 0,76 0,15 13,49 1,79 6,11 1,23 7,50
3043 2,68 2,72 79,42 5,25 22,22 22,56 7,50
Tabla 8C
Viabilidad celular Carga util del
ADC IC50 (nM) minima (%) enlazador IC50 (nM)

ADC Media | DESVEST Media DESVEST Media DESVEST DAR
3045 0,05 0,01 2,04 1,51 0,19 0,05 4,00
3046 0,30 0,09 5,70 1,82 1,80 0,54 6,5
3044 0,04 0,01 1,40 0,41 0,28 0,07 7,40
3047 0,06 0,01 0,93 0,90 0,45 0,10 7,40
3048 0,40 0,13 11,97 9,62 2,88 0,96 7,20
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Tabla 8D
Viabilidad celular Carga util del
ADC IC50 (nM) minima (%) enlazador IC50 (nM)
ADC Media | DESVEST Media DESVEST Media DESVEST DAR
3045 0,10 0,03 17,60 16,53 0,40 0,11 4,00
3046 0,45 0,08 18,96 2,50 2,72 0,51 7,40
3044 0,18 0,03 12,46 1,15 4,50 2,15 7,40
3047 0,27 0,00 17,67 0,76 1,15 0,17 7,40
3048 0,62 0,30 23,09 9,35 1,89 0,03 7,20

[00423] La Tabla 9A se muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células MDA-MB-468
después de la exposicion a los diferentes ADC anti-EGFR de esta divulgaciéon. La Tabla 9B se muestra
el porcentaje de viabilidad de las células HCC827 después de la exposicion a los diferentes ADC anti-
EGFR de esta divulgacion. La Tabla 9C muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células MDA-
MB-468 después de la exposicion a los varios ADC anti-EGFR con liberacion de exatecan descritos en
la presente. La Tabla 9D muestra el porcentaje de viabilidad celular de las células HCC827 después de
la exposicion a los varios ADC anti-EGFR con liberacion de exatecan descritos en la presente. La Tabla
9E muestra el porcentaje de viabilidad celular de las lineas celulares NCI-H292, OVCARS3 y FaDu
después de la exposicion a los diferentes ADC anti-EGFR de la presente divulgacion. El valor de 1IC50
(nM) de ADC se calcul6 en funcion de los pesos moleculares (PM) del anticuerpo monoclonal (mAb) y
la carga activa del enlazador, donde el PM de ADC (g/mol) = PM mAb (g/mol) + DAR x PM carga activa

del enlazador).

Tabla 9A
Viabilidad celular

ADC IC50 (nM) minima (%) DAR
ADC Media DESVEST Media DESVEST
3049 0,08 0,26 7,19 12,65 7,8
3050 0,02 0,01 2,40 0,48 4,5
3051A 0,06 0,02 7,11 2,02 1,9
3051B 0,03 0,00 2,26 0,68 3,4
3052 0,03 0,01 2,14 0,42 6,6
3053A 0,10 0,02 6,19 0,99 3,5
3054 0,05 0,04 3,07 0,71 4,4
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3055 0,08 0,01 4,74 0,53 7,3
3056 0,29 0,10 6,46 1,46 3,8
3057 0,30 0,11 3,07 1,61 6,0
3058A 0,08 0,03 7,98 2,88 7.1
3059A 0,09 0,04 8,64 1,74 6,4
3061 0,06 0,03 4,79 1,09 6,3
3060 0,14 0,07 5,87 3,70 7,8
3064 0,517 0,077 41,695 2,369 7,5
3062B 0,50 0,22 34,01 6,36 4,7
3062A 0,26 0,07 22,09 6,60 7,5
3063 0,10 0,02 9,84 1,24 7,5
3103 0,13 0,01 16,88 2,94 3,6
3107 0,06 0,01 4,99 0,42 7,7
3105 0,04 0,01 5,05 1,56 7,6
3104 0,02 0,01 2,26 0,98 7,8
3102 0,03 0,01 13,65 1,99 7,7
3053B 0,06 0,01 5,81 2,54 7,7
3110 0,41 0,11 24,72 4,48 7,7
3109 0,45 0,15 27,32 5,62 7,8
3111 0,14 0,01 26,53 6,19 7,8
3112 0,14 0,02 25,58 4,64 7,8
3108 0,15 N/C 7,93 N/C 7,5
3103 0,13 0,01 16,88 2,94 3,6
3113 0,05 0,01 18,5 6,32 7,6
Tabla 9B
Viabilidad celular

ADC IC50 (nM) minima (%) DAR
ADC Media DESVEST Media DESVEST
3049 0,02 0,01 23,45 11,35 7,8
3050 0,04 0,01 34,94 5,56 4,5
3051A 0,12 0,04 34,26 16,16 1,9
3051B 0,11 0,05 17,34 2,54 3,4
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3052 0,09 0,02 34,12 1,06 6,6
3053A 0,06 0,02 20,54 1,64 3,5
3054 0,05 0,02 39,79 14,50 4.4
3055 0,14 0,02 31,74 1,21 7,3
3056 0,14 0,03 16,63 2,29 3,8
3057 0,34 0,17 15,23 7,45 6,0
3058A 0,04 0,00 38,29 1,94 7,1
3059A 0,03 0,00 37,93 0,92 6,4
3061 0,06 0,01 39,17 1,86 6,3
3060 0,06 0,00 37,22 3,45 7,8
3064 0,476 0,202 37,710 4,936 7,5
3062B 13,06 22,27 35,48 23,01 4,7
3062A 3,76 3,79 38,71 8,92 7,5
3063 0,57 0,29 24,67 2,65 7,5
Tabla 9C
Viabilidad celular

ADC IC50 (nM) minima (%) DAR
ADC Media DESVEST Media DESVEST
3065 0,08 0,01 7,15 0,44 7.4
3066 0,03 0,00 3,45 0,09 7,4
3067 0,09 0,02 8,79 0,77 7,4
3068 0,11 0,01 10,87 1,08 7.4
3070 0,22 0,00 16,74 0,25 7,5
3069 0,13 0,04 9,63 1,85 7

Tabla 9D
Viabilidad celular

ADC IC50 (nM) minima (%) DAR
ADC Media DESVEST Media DESVEST
3065 0,04 0,02 22,33 3,02 7,4
3066 0,01 0,00 21,35 1,29 7.4
3067 0,11 0,09 22,90 4,46 7.4
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3068 0,11 0,03 24,61 2,83 7,4

3070 0,01 0,00 29,68 0,62 7,5

3069 0,08 0,01 25,63 8,14 7

Tabla 9E
ADC IC50 (nM) Viabilidad celular DAR
minima (%)
ADC Linea
celular Media DESVEST Media DESVEST

3103 NCI-H292 0,39 N/C 43,43 N/C 3,6
3102 NCI-H292 0,47 0,02 28,06 13,19 7,7
3108 NCI-H292 10,16 1,78 59,29 12,26 7,5
3102 FaDu 0,03 N/C 28,41 N/C 7,7
3103 FaDu 0,14 N/C 20,04 N/C 3,6
3110 OVCAR-3 2,10 N/C 43,88 N/C 7,7
3109 OVCAR-3 9,562 N/C 23,70 N/C 7,8
3111 OVCAR-3 2,66 2,77 54,61 9,79 7,8
3112 OVCAR-3 2,06 1,44 50,75 6,81 7,8
3108 OVCAR-3 4,09 0,90 29,30 3,05 7,5

Ejemplo 154: Citotoxicidad (nmol/L) de cargas terapéuticas

Lineas celulares

[00424] Las lineas de células tumorales humanas, SK-BR-3, NCI-H292, HT-29, MCF-7, NCI-N87 y
FaDu se obtuvieron de ATCC. Se cultivaron células NCI-H292, HT-29, MCF-7, NCI-N87 MDA-MB-468 y
HCC827 en medios RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies) complementados con FBS al 10 % v/v
inactivado con calor (Corning), las células FaDu se mantuvieron en medios EMEM (Gibco, Life
Technologies) complementados con FBS al 10 % v/v inactivado con calor (Corning) at 37°C en un
incubador humidificado que contiene CO; al 5 %. Se mantuvieron las células SK-BR-3 en un medio
McCoys 5A (Gibco, Life Technologies) complementado con FBS al 10 % v/p inactivado con calor
(Corning) a 37 °C en un incubador humidificado que contiene CO; al 5 %.

Preparacion de compuestos

[00425] Para los compuestos 71, 72,73, 74, 180, 193, 194, 195, 208 y 130, los compuestos liofilizados
se disolvieron en DMSO seco al 100%, se congelaron alicuotas y se almacenaron a -80 °C. La
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concentracion de soluciones madre compuestas en DMSO se determiné mediante la plataforma RP-
HPLC Agilent 1100 con detectores DAD 1200 y SofTA ELSD. La columna Shimadzu XR ODS de 3,0
mm x 30 mm y 2,2 ym se calculé a 50 °C y 1,5 ml/min. Disolvente A: 0,1 % de &cido férmico en agua;
Disolvente B: 0,08 % de acido formico en metanol. Gradiente: 5 % - 100 % de B durante 3,0 min; 100 %
de disolvente B durante 0,3 min. La concentracion de compuestos en DMSO al 100% determinada por
ELS oscilé entre 1 y 6 mM. Para los compuestos 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 204 y 205, los
compuestos liofilizados se disolvieron en DMSO seco al 100%, se congelaron alicuotas y se
almacenaron a -80°C. La concentracién se calculé como P/V.
Ensayo de citotoxicidad
[00426] Se colocaron 2,0 x 103 células por pocillo en 100 uL de medio de cultivo en placas fondo plano
blancas de 96 pocillos (Corning). Como alternativa, se sembraron a 0,5 x 103 células por pocillo en 30
ML de medio de cultivo en placas blancas de fondo plano de 384 pocillos (Corning). Después de una
incubacion de 24 horas, se agregaron los compuestos de prueba en una variedad de concentraciones
como dilucién seriada de diez puntos como duplicados o triplicados. Después de 6 dias de incubacion
adicional a 37°C y CO2 al 5 %, se evalud la viabilidad celular con el uso de un ensayo de viabiliada
celular luminiscente CellTiter-Glo (Promega). La luminiscencia se midio utilizando el instrumento GloMax
(Promega). Los valores de luminiscencia se graficaron en funcion de la concentracion logaritmica de los
compuestos de prueba, y los valores de IC50 se calcularon mediante GraphPad Prism 9 como valores
de mejor ajuste utilizando un ajuste de curva dosis-respuesta de cuatro parametros, con valores de R
cuadrado que oscilaron entre 0,97 y 0,999. Para un subconjunto de cargas utiles, cada tratamiento se
repitié independientemente dos a ocho veces y se promediaron los valores de 1C50.
[00427] La Tabla 10 muestra los valores de citotoxicidad IC50 (nmol/L) de las cargas terapéuticas
descritas en este documento para multiples lineas de células tumorales. Se utilizaron tratamientos
repetidos como dos a ocho experimentos independientes para determinar las medias de los valores de
IC50 y las desviaciones estandar (desviacién estandar). La desviacién estandar se muestra como (N/C)

para el tratamiento realizado una vez.

Tabla 10
N.° comp. SKBR3 HT29 NCI-H292 MCF7 NCI-N87 FaDu
DXD 1,6 6,3 3,7 2,7 4.1 1,4
Dev. est. 0,8 3,3 2,2 1,2 3,0 1,4
Exatecan 0,7 1,0 1,1 0,4 1,2 0,6

Dev. est. 0,4 0,8 0,9 0,2 0,7 0,2
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71 14,6 78,8 32,9 56,9 49,2 8,4
Dev. est. 1,8 10,0 9,8 21,2 6,9 0,5
72 66,3 372,3 1491 217,6 229,9 27,9
Dev. est. 49,5 52,2 20,7 110,5 98,6 11,8
73 14,0 77,8 35,5 38,1 43,5 8,3
Dev. est. 10,5 69,5 20,9 26,6 22,5 4,3
74 76,3 315,0 164,5 162,8 182,4 35,5
Dev. est. 72,3 206,1 64,6 67,1 145,2 18,8
180 24,6 95,6 30,7 46,5 81,5 12,6
Dev. est. 57 9.1 4.5 13,9 N/C 3,5
193 65,1 219,7 87,4 114,0 222,0 27,3
Dev. est. 4,6 25,7 0,2 39,2 28,9 0,1
194 30,1 1141 34,3 51,7 94,9 13,6
Dev. est. 3,9 12,6 5,2 11,4 10,0 0,5
195 32,3 82,4 58,1 29,2 68,0 28,3
Dev. est. 3,7 8,3 3,6 4,4 6,0 1,6
208 11,6 28,1 16,7 9,0 25,6 11,1
Dev. est. 0,3 4,0 0,5 0,6 4.1 0,6
130 4,78 10,64 6,47 6,57 9,23 2,91
Dev. est. 1,56 3,88 0,12 1,85 1,06 0,74
177 0,86 1,36 0,61 1,00 1,18 0,39
Dev. est. 0,10 0,92 0,02 0,34 0,52 0,01
SKBR3 NGl MDAMB- | obu
H292 468
196 8,9 5,1 3,7
Dev. est. 1,6 0,3 1,2
197 4,3 2,6 1,7
Dev. est. 0,6 0,3 0,1
198 1,4 0,7 0,5
Dev. est. 0,1 N/C 0,1
199 2,0 0,9 0,7
Dev. est. 0,0 0,1 0,2
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200 2,2 0,9 0,7
Dev. est. 0,3 N/C 0,4
201 2,5 1,3 1,2
Dev. est. 0,2 0,0 0,5
202 1291 79,6 70,8
Dev. est. 13,7 3,3 13,1
203 221,8 1731 107,5
Dev. est. N/C 6,0 6,6
204 76,3 61,0 22,7
Dev. est. 8,0 3,8 8,5
205 8,6 6,1 3,9
Dev. est. N/C 0,4 1,0
206 4,8 4,8 1,6 1,5
Dev. est. 1,3 0,6 N/C N/C
207 7,6 7.9 1,8 1,6
Dev. est. 1,2 N/C N/C N/C
209 1,24 0,37
Dev. est. N/C N/C
210 1,38 0,34
Dev. est. N/C N/C
211 1,34 0,42
Dev. est. N/C N/C

Ejemplo 155: Efecto de supresion del crecimiento tumoral en el carcinoma de pulmén humano

NCI-H292 de los conjugados de anticuerpos anti-TROP2 3038, 3036 y 3031

[00428] La linea celular de carcinoma de pulmén humano NCI-H292 se adquiri6 de ATCC. Se
inocularon ratones lampifios atimicos (Jackson Labs NU/J # 2019), hembras, de 6-8 semanas de edad,
por via subcutanea en el flanco trasero con 5 x 10° células NCI-H292 suspendidas 1:1 con Matrigel en
medio sin suero. Después de que el tamafio del tumor alcanzé entre ~100 y 200 mm?, los ratones fueron
asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 8). Se administré por via intravenosa el
conjugado farmaco y anticuerpo anti-TRO2 correspondiente en una dosis Unica de 3 mg/kg en la cola
de cada ratén (el inicio de la dosificacion se indica como el dia 0 en las figuras y las flechas indican el

momento y la frecuencia de administracién de la dosis). Al grupo de control se le administré solucion
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salina amortiguada con fosfato (PBS). Se grafico el volumen tumoral medio hasta la primera muerte por
grupo o el fin del estudio. Las barras de error representan el error estandar de la media. La FIG. 1A
muestra el volumen tumoral medio en funcién del tiempo después del inicio de la administracién del
conjugado de anticuerpo-farmaco 3031 en comparacion con el grupo de control del vehiculo. En la Figura
1B se muestra el volumen tumoral medio en funcion de tiempo después del inicio de la administraciéon
de conjugado de farmaco y anticuerpo 3036. En la Figura 1C se muestra el volumen tumoral medio en
funcion de tiempo después del inicio de la administraciéon de conjugado de farmaco y anticuerpo 3038.

Ejemplo 156: Efecto de supresion del crecimiento tumoral en la linea celular de cancer de

garganta humano FaDu de los conjugados de anticuerpo anti-EGFR 3058A y 3053B

[00429] La linea celular de carcinoma de garganta humano FaDu se adquiri6 de la ATCC. Se
inocularon ratones lampifios atimicos (Jackson Labs NU/J # 2019), hembras, de 6-8 semanas de edad,
por via subcutanea en el flanco trasero con 5 x 108 células NCI-H292 suspendidas 1:1 con Matrigel en
medio sin suero. Después de que el tamarfio del tumor alcanzé ~100 a 200 mm3, los ratones fueron
asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 10). Se administré por via intravenosa el
conjugado farmaco y anticuerpo anti-EGFR correspondiente en 3 dosis con una semana de separacion
de 3 mg/kg en la cola de cada raton. (Se hace referencia al inicio de la dosificacion como el dia 0 en las
figuras. las flechas indican el momento y la frecuencia de administracion de la dosis). Al grupo de control
se le administré solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). Se graficé el volumen tumoral medio
hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las barras de error representan el error estandar
de la media. En la Figura 2A se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de
la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A en comparacion con el control de
vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A, 5/5 ratones no presentaban tumores.
En la Figura 2B se muestra el volumen tumoral en funciéon de tiempo después del inicio de la
administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3053B. En el grupo de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3053B, 5/5 ratones no presentaban tumores.

Ejemplo 157: Efecto de supresidn del crecimiento tumoral en la linea celular de cancer de pulmén
humano NCI-H1975 de los conjugados de anticuerpo anti-EGFR 3058A, 3058B, 3102 y 3053B
[00430] La linea celular de carcinoma de pulmén humano NCI-H1975 se adquiri6 de ATCC. Se

inocularon ratones lampifos atimicos (Jackson Labs NU/J # 2019), hembras, de 6-8 semanas de edad,
por via subcutanea en el flanco trasero con 5 x 108 células NCI-H1975 suspendidas 1:1 con Matrigel en
medio sin suero. Después de que el tamafio del tumor alcanzé ~100 a 200 mm3, los ratones fueron
asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 15). Se administré por via intravenosa el
conjugado farmaco y anticuerpo anti-EGFR correspondiente en 3 dosis con una semana de separacion

de 10 mg/kg en la cola de cada raton. (Se hace referencia al inicio de la dosificacion como el dia 0 en
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las figuras. las flechas indican el momento y la frecuencia de administracién de la dosis). Al grupo de
control se le administré solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). Se grafico el volumen tumoral
medio hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las barras de error representan el error
estandar de la media. En la Figura 3A se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del
inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A en comparacion con el control
de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A, 3/5 ratones no presentaban
tumores. En la Figura 3B se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058B en comparacion con el control de vehiculo.
En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058B, 1/5 ratones no presentaba tumores. En la
Figura 3C se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracion
de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de
conjugado de farmaco y anticuerpo 3102, 3/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 3D se
muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracién de conjugado
de farmaco y anticuerpo 3053B en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de
farmaco y anticuerpo 3053B, 2/5 ratones no presentaban tumores.

Ejemplo 158: Efecto de supresién del crecimiento tumoral en la linea celular de cancer de mama
humano MDA-MB-468 de los conjugados de anticuerpo anti-EGFR 3053B, 3058A y 3102

[00431] La linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 se adquiri6 de Accegen. Se

inocularon por via subcutanea en el flanco trasero ratones NOD-SCID (Charles River Labs, codigo de
cepa 394), hembras, de 6-8 semanas de edad, con 5 x 10° células MDA-MB-468 suspendidas en Matrigel
al 10 % en medio sin suero. Después de que el tamario del tumor alcanzé ~100 a 200 mm3, los ratones
fueron asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 12). Se administré por via
intravenosa el conjugado farmaco y anticuerpo anti-EGFR correspondiente en una dosis unica de 3
mg/kg en la cola de cada ratén, Se hace referencia al inicio de la dosificacién como el dia 0 en las figuras
y se indica con la flecha. Al grupo de control se le administré solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS). Se graficé el volumen tumoral medio hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las
barras de error representan el error estandar de la media. En la Figura 4A se muestra el volumen tumoral
en funcién de tiempo después del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo
3053B en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo
3053B, 4/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 4B se muestra el volumen tumoral en funcién
de tiempo después del inicio de la administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A en
comparacion con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A, 5/5
ratones no presentaban tumores. En la Figura 4C se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo

después del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102 en comparacién con
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el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102, 3/5 ratones no
presentaban tumores.
Ejemplo 159: Efecto de supresidén del crecimiento tumoral en la linea de cancer de garganta
humano FaDu de los conjugados de farmaco y anticuerpo anti-EGFR 3058A, 3102, 3059B, 3108,

3110 y 3053B
[00432] La linea celular de carcinoma de garganta humano FaDu se adquiri6 de la ATCC. Se

inocularon por via subcutanea en el flanco trasero ratones NOD-SCID (Charles River Labs, codigo de
cepa 394), hembras, de 6-8 semanas de edad, con 5 x 10° células FaDu suspendidas en Matrigel al 10
% en medio sin suero. Después de que el tamarfio del tumor alcanzé entre ~100 y 200 mm3, los ratones
fueron asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 9). Se administré por via
intravenosa el conjugado farmaco y anticuerpo anti-EGFR correspondiente en 3 dosis con una semana
de separacion de 1 mg/kg en la cola de cada ratén, Se hace referencia al inicio de la dosificacién como
el dia 0 en las figuras. las flechas indican el momento y la frecuencia de administracién de la dosis). Al
grupo de control se le administrd solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). Se graficé el volumen
tumoral medio hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las barras de error representan el
error estandar de la media. En la Figura 5A se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después
del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A en comparacion con el
control de vehiculo. En la Figura 5B se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del
inicio de la administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102 en comparacién con el control de
vehiculo. En la Figura 5C se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3059B en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 5D se muestra el volumen tumoral en funciéon de tiempo después del inicio de la
administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3108 en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 5E se muestra el volumen tumoral en funciéon de tiempo después del inicio de la
administraciéon de conjugado de farmaco y anticuerpo 3110 en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 5F se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la
administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3053B en comparacion con el control de vehiculo.
Los compuestos ejemplificados en este documento exhiben una supresién tumoral mayor que el control.

Ejemplo 160: Efecto de supresion del crecimiento tumoral en un modelo de observador in vivo

utilizando la linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 co-inoculada con la linea

celular de adenocarcinoma de colon humano SW620-luc de los conjugados de anticuerpo anti-
EGFR 3058A, 3053B, 3102 y 3059B

[00433] Lalinea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 se adquirio de Accegen. Las células
SW620-luc (luciferasa) se adquirieron de FenicsBIO. A ratones NOD-SCID (Charles River Labs, codigo
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de cepa #394), hembras, de 6-8 semanas de edad, se les inoculo por via subcutanea en el flanco trasero
derecho con 5 x 108 células MDA-MB-468 y 5 x 10° células SW620-luc suspendidas en Matrigel al 10 %
en medio sin suero. Se inocularon por via subcutanea en el flanco trasero izquierdo con 5 x 108 células
SW620-luc suspendidas en Matrigel al 10 % en medio sin suero. Después de que el tamafo del tumor
de la pata trasera llegé a ~100 a 200 mm?3, los ratones fueron asignados aleatoriamente a grupos (5
animales por grupo, dia 9). Se administré por via intravenosa el conjugado farmaco y anticuerpo anti-
EGFR correspondiente en una dosis Unica de 3 mg/kg en la cola de cada ratén, Se hace referencia al
inicio de la dosificacién como el dia 0 en las figuras y se indica con la flecha. Al grupo de control se le
administré solucion salina amortiguada con fosfato (PBS). Se midié el volumen tumoral medio con un
calibre y se grafico hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las barras de error representan
el error estandar de la media. Se realizaron imagenes bioluminiscentes una vez por semana desde el
inicio de la dosificacién. Cada ratén recibié 15 mg de luciferina VivoGlo (Promega) mediante inyeccion
intraperitoneal y se obtuvieron imagenes mediante el sistema VIS Lumina S5 (Perkin Elmer). La sefal
de bioluminiscencia se analizé mediante Living Image Software (Perkin Elmer) y se expreso en flujo total
como numero de fotones por segundo. En la Figura 6A se muestra el volumen tumoral en funcion de
tiempo después del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A en
comparacion con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A, 5/5
ratones no presentaban tumores. En la Figura 6B se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo
después del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3053B en comparacion
con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3053B, 4/5 ratones no
presentaban tumores. En la Figura 6C se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del
inicio de la administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102 en comparacién con el control de
vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102, 5/5 ratones no presentaban tumores.
En la Figura 6D se muestra el volumen tumoral en funciéon de tiempo después del inicio de la
administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3059B en comparacion con el control de vehiculo.
En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3059B, 3/5 ratones no presentaban tumores.

[00434] En la Figura 7A se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3058A en comparacién con el control de vehiculo.
En la Figura 7B se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la
administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3053B en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 7C se muestra el volumen tumoral en funciéon de tiempo después del inicio de la
administraciéon de conjugado de farmaco y anticuerpo 3102 en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 7D se muestra el volumen tumoral en funcidén de tiempo después del inicio de la

administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3059B en comparacion con el control de vehiculo.
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Ejemplo 161: Efecto de supresion del crecimiento tumoral en la linea de cancer de garganta

humano FaDu de los conjugados de farmaco y anticuerpo anti-EGFR 3111, 3112, 3110y 3109

[00435] La linea celular de carcinoma de garganta humano FaDu se adquirié de la ATCC. Se
inocularon por via subcutanea en el flanco trasero ratones NOD-SCID (Charles River Labs, cédigo de
cepa 394), hembras, de 6-8 semanas de edad, con 5 x 10° células FaDu suspendidas en Matrigel al 10
% en medio sin suero. Después de que el tamafio del tumor alcanzé entre ~100 y 200 mm3, los ratones
fueron asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 9). Se administré por via
intravenosa el conjugado farmaco y anticuerpo anti-EGFR correspondiente en un total de 1 o 3 dosis
con una semana de separacion de 10, 3 0 1 mg/kg en la cola de cada raton, Se hace referencia al inicio
de la dosificaciéon como el dia 0 en las figuras. las flechas indican el momento y la frecuencia de
administracion de la dosis). Al grupo de control se le administré solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS). Se grafico el volumen tumoral medio hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las
barras de error representan el error estandar de la media.

[00436] En la Figura 8A se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administraciéon de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111 en comparacion con el control de vehiculo.
En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111, 5/5 ratones no presentaban tumores. En la
Figura 8B se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la administracion
de conjugado de farmaco y anticuerpo 3112 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de
conjugado de farmaco y anticuerpo 3112, 5/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 8C se
muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la administracion de conjugado
de farmaco y anticuerpo 3110 en comparacion con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de
farmaco y anticuerpo 3110, 4/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 8D se muestra el volumen
tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3109 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3109, 4/5 ratones no presentaban tumores.

[00437] En la Figura 9A se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111 en comparacion con el control de vehiculo.
En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111, 4/5 ratones no presentaban tumores. En la
Figura 9B se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracion
de conjugado de farmaco y anticuerpo 3112 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de
conjugado de farmaco y anticuerpo 3112, 4/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 9C se
muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracién de conjugado
de farmaco y anticuerpo 3110 en comparacion con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de

farmaco y anticuerpo 3110, 2/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 9D se muestra el volumen
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tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracion de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3109 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3109, 5/5 ratones no presentaban tumores.
[00438] En la Figura 10A se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administraciéon de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111 en comparacion con el control de vehiculo.
En el grupo de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111, 4/5 ratones no presentaban tumores. En la
Figura 10B se muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracion
de conjugado de farmaco y anticuerpo 3112 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de
conjugado de farmaco y anticuerpo 3112, 3/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 10C se
muestra el volumen tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracion de conjugado
de farmaco y anticuerpo 3110 en comparacion con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de
farmaco y anticuerpo 3110, 4/5 ratones no presentaban tumores. En la Figura 10D se muestra el volumen
tumoral en funcion de tiempo después del inicio de la administracién de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3109 en comparacién con el control de vehiculo. En el grupo de conjugado de farmaco y
anticuerpo 3109, 3/5 ratones no presentaban tumores.
Ejemplo 162. Efecto de supresién del crecimiento tumoral en la linea de cancer de mama humano
MDA-MB-468 de los conjugados de farmaco y anticuerpo anti-EGFR 3111, 3112, 3110 y 3109

[00439] La linea celular de cancer de mama humano MDA-MB-468 se adquiri6 de Accegen. Se

inocularon por via subcutanea en el flanco trasero ratones NOD-SCID (Charles River Labs, codigo de
cepa 394), hembras, de 6-8 semanas de edad, con 5 x 10° células MDA-MB-468 suspendidas en Matrigel
al 10 % en medio sin suero. Después de que el tamario del tumor alcanzé ~100 a 200 mm3, los ratones
fueron asignados aleatoriamente a grupos (5 animales por grupo, dia 20). Se administré por via
intravenosa el conjugado farmaco y anticuerpo anti-EGFR correspondiente en una dosis unica de 3
mg/kg en la cola de cada ratén, Se hace referencia al inicio de la dosificacién como el dia 0 en las figuras
y se indica con la flecha. Al grupo de control se le administré solucién salina amortiguada con fosfato
(PBS). Se graficé el volumen tumoral medio hasta la primera muerte por grupo o el fin del estudio. Las
barras de error representan el error estandar de la media.

[00440] En la Figura 11A se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administracién de conjugado de farmaco y anticuerpo 3111 en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 11B se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administraciéon de conjugado de farmaco y anticuerpo 3112 en comparacion con el control de vehiculo.
En la Figura 11C se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3110 en comparacion con el control de vehiculo.

En la Figura 11D se muestra el volumen tumoral en funcién de tiempo después del inicio de la
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administracion de conjugado de farmaco y anticuerpo 3109 en comparacion con el control de vehiculo.
INCORPORACION MEDIANTE REFERENCIA
[00441] Todas las publicaciones y patentes que se mencionan en la presente se incorporan en su
totalidad a la presente mediante referencia, como si cada publicacién o patente se incorporara mediante
referencia de manera especifica e independiente. En caso de conflicto, prevalecera la presente solicitud,
incluidas las definiciones en esta.
EQUIVALENTES
[00442] Sibien se han discutido realizaciones especificas de invencion, la memoria descriptiva anterior
es ilustrativa y no restrictiva. Muchas variaciones de la presente divulgacion resultaran evidentes para
los expertos en la técnica tras la revision de esta memoria descriptiva. El alcance total de la descripcion
debera determinarse en relacién con las reivindicaciones, junto a su alcance completo de equivalentes,
y la memoria descriptiva, junto a dichas variaciones.
[00443] A menos que se indique lo contrario, todos los numeros que expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccion, puntos de datos (por ejemplo, temperatura, angulos, etc.) y
demas utilizados en la memoria descriptiva y las reivindicaciones deben entenderse modificados en
todos los casos por el término "aproximadamente". Por consiguiente, a menos que se indique lo
contrario, los parametros numéricos que se indican en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones
adjuntas son aproximaciones que pueden variar de acuerdo con las propiedades deseadas que se

busque obtener con la presente descripcion.





