ES 2798 649 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 798 649
Eint. a1

A61K 47/68 (2007.01)
A61K 31/52 (2006.01)
CO07D 473/34 (2006.01)
CO07D 487/04 (2006.01)
CO7H 15/26 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: =~ 25.10.2016 ~ PCT/IB2016/056417
Fecha y nimero de publicacién internacional: 04.05.2017 WO17072662

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  25.10.2016 E 16790722 (9)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 25.03.2020  EP 3368092

Tl’tulo: Conjugados de anticuerpos que contienen agonistas de receptores tipo Toll

Prioridad: @ Titular/es:

29.10.2015 US 201562247896 P NOVARTIS AG (100.0%)
Lichtstrasse 35

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 4056 Basel, CH
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

11.12.2020 CORTEZ, ALEX;

GEIERSTANGER, BERNHARD HUBERT;
HOFFMAN, TIMOTHY Z.;

KASIBHATLA, SHAILAJA;

UNO, TETSUO;

WANG, XING y

WU, TOM YAO-HSIANG

Agente/Representante:
CARVAJAL Y URQUIJO, Isabel

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2798 649 T3

DESCRIPCION
Conjugados de anticuerpos que contienen agonistas de receptores tipo Toll

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EE.UU. N ° 62/247896, presentada el 29 de octubre
de 2015.

Listado de Secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias que se ha presentado por via electréonica en formato ASCII.
Dicha copia ASCII, creada el 5 de octubre de 2016, se denomina PAT057064-WO-PCT_SL.txt y tiene un tamafio de
55.525 bitios.

Campo De La Invencion

La invencion proporciona conjugados de anticuerpos que comprenden agonistas de receptores tipo toll y el uso de
tales conjugados para el tratamiento del cancer.

Antecedentes De La Invencién

La inmunidad innata es una respuesta inmune rapida no especifica que lucha contra las agresiones medioambientales,
incluidos patégenos, tales como bacterias o virus. La inmunidad adaptativa es una respuesta inmune mas lenta pero
mas especifica, que confiere inmunidad duradera o protectora al huésped e implica la diferenciacién y activacion de
linfocitos T naive en células T auxiliares CD4+ y/o células T citotdxicas CD8+, para fomentar la inmunidad celular y
humoral. Las células de presentacion de antigenos del sistema inmune innato, tales como las células dendriticas o
los macrofagos, sirven como un enlace critico entre los sistemas inmunes innato y adaptativo al fagocitar y procesar
los antigenos extrafios y presentarlos en la superficie celular a las células T, activando asi la respuesta de células T.

Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores de reconocimiento de patrones (PRR) que se expresan
predominantemente en células dendriticas, macréfagos, monocitos, células asesinas naturales y linfocitos T. Los TLR
se unen a patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS) de bacterias, hongos, protozoos y virus, y actuan
como una primera linea de defensa contra los patdgenos invasores. La activacion de TLR conduce a una absorcion
de antigenos incrementada, maduracién y capacidad estimuladora de células T de las células dendriticas. Los TLR
comprenden un dominio de repeticion rico en leucina (LRR) N-terminal extracelular, seguido de una region rica en
cisteina, un dominio de transmembrana y una cola intracelular (citoplasmatica) que contiene una regién conservada
denominado el dominio de receptores de Toll/IL-1 (TIR). El dominio LRR es importante para la unién del ligando y la
sefializacidn asociada y es una caracteristica comun de los PRR. El dominio TIR es importante en las interacciones
proteina-proteina y esta asociado con la inmunidad innata. Los TLR son esenciales para inducir la expresion de genes
implicados en las respuestas inflamatorias y desempefian papeles criticos en el desarrollo de la inmunidad adquirida
especifica para antigenos.

Mientras que los agonistas de TLR se han descrito previamente en el documento US2012/231023 A1, que describe
una composicion adyuvante que comprende un anticuerpo especifico para células anti-dendriticas (DC) conjugado
con un agonista de TLR, los agonistas de TLR difieren estructuralmente de los descritos en la presente en varios
puntos. Ademas, el documento US2012/231023 A1 no describe un conjugado en el que el anticuerpo se une
especificamente a Her2 humano.

Sigue existiendo la necesidad de nuevas inmunoterapias para el tratamiento de enfermedades, en particular el cancer.

Sumario De La Invencién

La invencion proporciona conjugados de anticuerpos que comprenden agonistas de receptores tipo toll, sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, composiciones farmacéuticas de los mismos y combinaciones de los
mismos, que son Utiles para el tratamiento de enfermedades, en particular, el cancer. La invencién proporciona,
ademas, una cantidad eficaz de un conjugado de anticuerpos de la invencion para su uso en el tratamiento, la
prevencion o la mejoria del cancer en un sujeto que lo necesita. La invencion también proporciona compuestos que
comprenden agonistas de TLR7 y un enlazador que son utiles para conjugar con un anticuerpo anti-HER2 y de ese
modo hacer los conjugados inmuno-estimuladores de la invencién. En la presente se describen diversas realizaciones
de la invencion.

En un aspecto de la invencién, son compuestos que tienen la estructura de Férmula (1), y las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, que son agonistas de TLR7:
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Farmula (1)

en donde:
RP es
R4

5
SR CARANIRY

/
y REes H; 0 REes

Ry R4
SN Wi
N/

y RPes H;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ?R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo Cs-Cs;
R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

Lz es -(CHz2)n-, ~((CH2)aO)X(CH2)n-, ~(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, ~(CH2)sNHC(=0)(CH2)nC(=0)NH(CHz)n-,
-((CH2)nO){(CH2)n\NHC(=0O)(CH2)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)t(CH2)n', -C(=O)((CH2)nO)((CH2)nX1(CH2)n-,

C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n-, C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
C(=O)NH((CH2)nO)t(CH2)nX1(CH2)n-, -C(= O)X2X3C( O)((CH2)nO)y(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0)(CH2)n-, -
C(=0)X2C(=0)(CH2)n\NHC(=0)(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)naNHC(=O)((CH2)nO)}(CH2)n-, -C(=0)(CH2)nC(R7)2-,-
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)n"NHC(=0)(CH2)n-, (CH2)nX2C(=O)(CH2)nNHC(=O)((CH2)nO)t(CH2)n- o)
C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n;

R* es
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NHC(=0)CH=CHz, -SH, -SR7, -OH, -SSR®, -§(=0)2(CH=CHy), -(CHz)zS(=0)2(CH=CHz), - NHS(=O)2(CH=CH), -
NHC(=O)CH2Br, -NHC(=0)CHal, -C(O)NHNH,
RT
Ll{l\[rH
N,
T

-CO2H, -C(O)NHNHz2,
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R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada uno de los R7 se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Ce, F, Cl y -OH;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCH3, -OCH2CH3,-N(CH3)2,
CN, -NO2y -OH;

cada uno de los R'% se selecciona independientemente de H, alquilo C1.s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=0)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C14 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C+-4 sustituido con -C(=0)OH;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

En un aspecto de la invencidn, son compuestos que tienen la estructura de Férmula (1), y las sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, que son agonistas de TLR7:

R! pe
R
H_\N"l:“\.\\. Y

Farmula (1)

en donde:
RP es

\ R
JJJ\J—N/_\N—LQ
y REes H; 0 REes

. R*
“JtN/_\N—LZ
y RPes H;
R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2RS3;
R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Ce;
R3 es L1OH;
L1 es -(CH2)m-;
L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)¢(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aANHC(=0O)(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)nNHC(=O)(CHz2)n, -C(=O)(CH2)r-, -C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n' -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -
C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n-, C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
C(=O)NH((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n' -C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n;
R*es
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NHC(=0)CH=CHz, SH, -SSR, -S(=0)2(CH=CH?2), -(CH2)2S(=0)2(CH=CH?z), - NHS(=0)2(CH=CHz), -NHC(=O)CH2Br, -
NHC(=0)CHal, -C(O)NHNHz,
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F Wse e 3o

X3 es
H zru

;bi;xxjjwi Wy

R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada uno de los R7 se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Cs;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCH3, -OCH2CH3,-N(CHj3)2, -
CN, -NO2 y -OH;

cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1.s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=0)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C14sustituido con -C(=O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0O)OH;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

En un aspecto de la invencion, son compuestos de Formula (1) que tienen la estructura de Férmula (la) o Formula (Ib),
y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos:

-0

B! a:: =0

e ™ o R!

N /—z 2
,-l-‘::)]:) Q__B I " £ /“-l
i N J:.a [ P M N=1s

L.—k* HNT N —

Farmula (1a) Farmula (1)

en donde:

R' es -NHR? 0 -NHCHR?R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

Lz es -(CHz2)n-, ~((CH2)aOX(CH2)n-, ~(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, ~(CH2)"NHC(=0)(CH2)nC(=0)NH(CHz)n-,
“((CH2)O)(CHoXNHC(=0)(CHzlr,  -C(=O)CHz, -C(=O)(CHz}-ON(CHz)r,  -C(=O)(CHz)ONCHe)Xi(CHzr-, -

C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n-, C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-, -
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -C(= O)X2X3C( O)((CH2)nO){(CH2)n-,-C(=O )X2X3C( O)(CH2)n-, -
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)((CH2)nO){(CH2)n-, C(=0)(CH2)nC(R7)2-,-
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)n\NHC(=0O)(CH2)n-, (CH2)nX2C(=O)(CH2)nNHC(=O)((CH2)nO)t(CH2)n- o -
C(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n;

R*es
| o™
4N

; ; ® | gs -§—H NH N7 b

_E_N:j —E—Nb/ s N)L QS\/S; & )fi
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c , © , " , Ton 4§ o 0

-ONHz, -NHz,
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F
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—§—07CH

SH, -SR7, -OH, -SSRS, -S(=O)o(CH=CHz), ~(CH2)oS(=0)2(CH=CHsz),-NHS(=0)o(CH=CHz), -NHC(=O)CH:Br, -
NHC(=0)CHjl, -C(O)NHNH3z,
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OH H
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aH N H o i
. o
?Jﬂ o I 5 0
B . olo 3 T
= ﬁ}i 3 N Rl HE\ ; ‘,h,‘“\/(:n}i

H &)
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HN__O Oy NHz Ph o o Ph
n T'JH \;N]W(H YR HY[N*{
o o H o c M
R X
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o | 0
di Ky, L
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R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada uno de los R’ se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs;
cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

En un aspecto de la invencion, son compuestos de Formula (1) que tienen la estructura de Férmula (la) o Formula (Ib),
y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos:

—0
B! 2:: a® |
N N \—,} R /_Q
- & N R
||:x“l‘\' (—\'\ ,l:j;) N Nl
L,—R* TR S —
Farmula (la) Farmula (1)

donde:

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)y(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)n"NHC(=0O)(CH2)n-, -(CH2)n"NHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,

-((CH2)nO)(CH2)n\NHC(=O)(CHz2)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)}(CHz)n-, -C(=O)((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -
8
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C(=0)((CH2)nO)((CH2)nNHC(=0)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-, -
C(=0O)NH((CH2)nO)t(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)X2C(=0)(CH2)naNHC(=0)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n;
R*es

oH

H o
Q Q 4N H jNH
S 2
R® (Z]/I 'E_N NHy '1,’1,“ ?
N | N o S -
i = °o \#OH ¢
0 0 , HO | oH ¢ MY

-ONHz, -NHz2,
F

Q % NH, 0 F F

3oty Fon sdon A

O , o] R F ,
-NHC(=0)CH=CHa, -N3,

—E—CECH

SH, -SSR®, -5(=0)2(CH=CHz), -(CH2)2S(=0)2(CH=CH?), - NHS(=0)2(CH=CH?), -NHC(=0)CH:Br, -NHC(=0)CHal, -
C(O)NHNH;,

bl ahjﬁ(u <
HH - M
o ;H o H
- H (8]
f Ji; ~;ﬂ;ﬂ~[ﬂf~
o H ) N g ™ © _

R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada uno de los R7 se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs;
cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

Otro aspecto de la invencién son los conjugados de anticuerpos que tienen la estructura de Férmula (ll), y sus sales
farmacéuticamente aceptables:
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R 0
N N’R
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Farmula (I1)

en donde:

R50 es
-0

“;\.:_@_\N b
{‘:?}"l_.—u""%—* R/_Qq{m?\'—'-“‘w—%i

[v]

en que el * indica el punto de unién a Ab;

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz2)n-,-(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CHz2)n-,

-((CH2)nO)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n, -C(=O)(CHz)n-,-C(=O)((CH2)nO)t(CHz)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-,-
C(=0)((CH2)nO)((CH2)nNHC(=0)(CHz)n-, C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nC(= )NH(CHz)n--
C(=0)NH((CH2)nO)(CHz2)nX1(CHz)n-, -C(=0)X2X3C(= O)((CHz)nO)t(CHz)n-- (=0)X2X3C(=0)(CHz)n-,
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)((CH2)nO)(CH2)n-, -C(= O)(CHz)nC(R7)z--
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-, -(CH2)nX2C(=0)(CH2)aNHC(=0)((CH2)nO)((CHz)n- 0 -
C(=0)(CH2)nC(=0)NH(CHz)n;
R% es
ﬁ ii P A
; M ow

3 , w8 S }% Hzﬁ,

S, - NHC(=O)CH-, -S(= O)zCHzCHz- L(CH2)2S(=0):CH2CHz-,  -NHS(=0)2CH2CH2,-NHC(=0)CHoCHz-, -

CHzNHCHzCHz- -NHCH2CH2-,
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cada uno de los R’ se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NHz, -OCH3, -OCH2CHs, -N(CH3)z,
-CN, -NO2 y -OH;

cada uno de los R'° se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1-asustituido con -C(=O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=O)OH,;

R'2 es H, metilo o fenilo;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17y 18,y
y es un numero entero de 1 a 16.

Otro aspecto de la invencion son conjugados de anticuerpos que tienen la estructura de Formula (Il), y sus sales
farmacéuticamente aceptables:
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en que * indica el punto de union a Ab;

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-,-(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)((CH2)n"NHC(=O)(CH2)n, -C(=O)(CH2)n-,-C(=O)((CH2)nO)t(CH2)n' -C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-,-

C(=0)((CH2)nO){(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-, C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,-

C(=O)NH((CH2)nO)t(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)((CHz2)n-, -C( 0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)r- 0 -
C( )(CHz)nC(=O)NH(CHz)n;

R0

A

_E_H %H s N0 o
s, - |
i;LJe‘ p %o oh g/l %SHHS vy ;’QJ\HBH ,

-S-, - NHC CHz- -S(=0)2CH2CH2-, (CHz)zS( O)zCHzCHz-, -NHS(=0)2CH2CH2,-NHC(=0)CH2CH2-, -
CHzNHCHzCHz- -NHCHzCHz-,

=N

RG
N N R®
T
N N
. ;cL[N w




10

15

20

25

ES 2798 649 T3

R7 >’ R’ I’/i'
| a < Fendy il

}‘v: g

i
R s *’“YV VX\OE:O”'“’

LAY -0, .

J\/\ JK/\ J'\></° o )\/\ MO Oz“{ %\/NTHX\O'E;‘O?{

& HOO , OH HOo

N H L E‘r L ){.-n * 4 'IE“ X
PLESE. AP
hrmw 4] I\/\” ﬁ\gmﬂf .

X1 es

QSR
poe *ﬁ

Q/\@‘i\(“ﬁ% a},\rov’%"“t}{ :

Xs es

fb Ji; W ;ﬁﬁ:

cada uno de los R7 se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Ce, F, Cl, -NH2, -OCH3, -OCH2CH3, -N(CHz)z2,
-CN, -NOz y -OH;

cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH,;

R'2 es H, metilo o fenilo;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y
y es un numero entero de 1 a 16.

Otro aspecto de la invencion son conjugados de anticuerpos de Férmula (Il), que tienen la estructura de Férmula (Ila)
o Férmula (lIb), y sus sales farmacéuticamente aceptables:
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k! <: > |
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Farmula (lla) Farmula (k)

en donde:
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Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Ce;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CHz)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=O)(CHz)n-,-(CH2)nNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,

-((CH2)nO){(CH2)nNHC(=O)(CH2)n, -C(=0)(CH2)n-,-C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-,-
C(=0)((CH2)nO)¢(CH2)naNHC(=O)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,-
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0)(CH2)n-, -
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)(CH2)nC(R7)2-,-
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)n\NHC(=0)(CH2)n-, -(CH2)nX2C(=0)(CH2)nNHC(=O)((CH2)nO){(CH2)n- o -
C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n;
R* es
o] s ”"‘"""“
—g—N _g_Nﬁ\ - ?:HI ‘l“( W’l o]
¢ : 15,
o 3 % , o %> S }s,] ”&"l
0 -S-;
X1 es
M [ T
N:!jf e Nr".:j:' HC: I N\
Al LY N
L e 0 )Irf
X2 es

e, wlytok

cada R7 se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cg;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y
y es un numero entero de 1 a 16.

Otro aspecto de la invencion son conjugados de anticuerpos de Férmula (Il), que tienen la estructura de Férmula (Ila)
o Férmula (lIb), y sus sales farmacéuticamente aceptables:

g 8 e \

Farmula (lla) Farmula (k)

donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;
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R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L10OH;

L1 es -(CH2)m-;

Lz es ~(CHz)n-, ~((CH2)nO)(CH2)n-, ~(CH2)nX1(CHz2)n-, ~(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, -(CH2)sNHC(=0)(CHz2)sC(=0)NH(CH2)n-,
“((CH2-ON(CH2I-NHC(=O)(CHa)r,  -C(=O)(CHzlr, -C(=O)(CHaFONCHalre, -C(=0)(CH2)ONCHaIXa(CHz)-, -
C(=0)((CH2)nO)(CH2)sNHC(=0)(CH2)n-, C(=0)((CH2)nO)(CH2)nC(=0)NH(CH2)n-,

C(=O)NH((CH2)nOX(CH2)oX1(CHa), ~C(=0)XaXsC(=0)(CH2)nO)(CHa), -C(=0)X2C(=0)(CHz)aNHC(=0)(CH2)u- © -

C(= )(CHz)nC(=O)NH(CH2)n,

R40

—$-N --NO —E’H s 35{“ S}i Nfé 0
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cada R” se selecmona |ndepend|entemente entre Hy anU|Io C1-Ces;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y
y es un numero entero de 1 a 16.

Otro aspecto de la invencién es una composicion farmacéutica que incluye una cantidad terapéuticamente efectiva de
un conjugado de anticuerpo de Férmula (ll), Férmula (lla) o Férmula (lib), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y un soporte farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto de la invencion es el uso de una cantidad efectiva de conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Formula
(Ila) o Férmula (lib), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento de un cancer HER2-positivo,
en un sujeto que necesite un tratamiento de este tipo. Un cancer HER2-positivo puede ser cualquier cancer gastrico,
cancer de eséfago, adenocarcinoma de unién gastroesofagica, cancer de colon, cancer de recto, cancer de mama,
cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de utero, cancer de endometrio, cancer de vejiga, cancer del tracto
urinario, cancer de pancreas, cancer de pulmoén, cancer de préstata, osteosarcoma, neuroblastoma, glioblastoma y
cancer de cabeza y cuello. Un cancer HER2-positivo puede tener una alta expresion de HER2 (p. ej., puede tener
una puntuacion IHC de 3+) o una expresion baja de HER2 (p. ej., puede tener una puntuacién IHC de 2+).

Otro aspecto de la invencion es el uso de un conjugado de anticuerpos de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (lib),
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la fabricacion de un medicamento para tratar un cancer HER2-
positivo.

Otro aspecto de la invencion es un conjugado de anticuerpos para uso en un método de tratamiento médico, en donde
el método de tratamiento médico es para tratar un cancer HER2-positivo, y en donde el conjugado de anticuerpos es
un conjugado de anticuerpos de Férmula (1), Férmula ( lla) o Férmula (lIb), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables. Ademas, un aspecto adicional de la invencién es un conjugado de anticuerpos para su uso en un método
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para suprimir un cancer HER2-positivo durante un periodo sostenido y/o reducir la recurrencia de un cancer HER2-
positivo, en comparacién con un anticuerpo anti-HER2 solo.

Los conjugados de anticuerpos descritos en la presente pueden utilizarse para tratar no solo tumores que expresan
HER?2 altos (p. €j., que tienen puntuaciones IHC 3+), sino también tumores que expresan HER2 mas bajos (p. €j., que
tienen puntuaciones IHC 2+).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 representa los resultados después de un tratamiento Unico de conjugado anti-HER2-mAb2-(C-1) en el
modelo de tumor de xenoinjerto N87. Se observo una regresion del tumor para todas las dosis testadas, incluyendo
1 mg/kg (rombo negro), 2,5 mg/kg (tridngulo negro), 5 mg/kg (circulo negro) y 10 mg/kg (cuadrado negro) en
comparacién con animales no tratados (circulo en blanco). Una regresion de los tumores gastricos N87 no se observé
en ratones de xenoinjerto N87 tratados con 10 mg/kg de mAb2 anti-HER2 no conjugado solo (triangulo en blanco), o
un conjugado de anticuerpo de control de isotipo (C-1) (rombo en blanco) en comparacién con animales no tratados
(circulo en blanco). Los datos representan los volimenes del tumor medios (media +/- EMT) a lo largo del tiempo
(post-dosis).

La FIG. 2 representa los resultados después del tratamiento de tumores de xenoinjerto N87 humano con una dosis
Unica de mAb1 anti-HER2-(C-1) o mAb1 anti-HER2-(C-5). Se observd la regresién de los tumores de xenoinjerto N87
humanos después del tratamiento con 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-1) (cuadrado negro) o 1 mg/kg de mAb1 anti-
HER2-(C-5) (triangulo negro), mientras que el tratamiento con 0,3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-1) (circulo negro) o
0,3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (rombo negro) resulté en estasis del tumor, en comparaciéon con animales no
tratados (circulo en blanco). Una regresion de los tumores gastricos N87 no se observé en ratones de xenoinjerto
N87 tratados con un conjugado de anticuerpo de control de isotipo (C-5) (rombo en blanco) en comparacién con
animales no tratados (circulo en blanco). Los datos representan los volimenes del tumor medios (media +/- EMT) a
lo largo del tiempo (post-dosis).

La FIG. 3 representa los resultados después del tratamiento de tumores de xenoinjerto N87 humanos con una dosis
Unica de mAb1 anti-HER2-(C-5). Se observo la regresion de los tumores de xenoinjerto N87 humanos después del
tratamiento con 5 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (cuadrado negro) o 3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (circulo
negro), mientras que el tratamiento con 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (triangulo negro) resulté en estasis del
tumor, en comparacién con animales no tratados (circulo en blanco). Los datos representan los volimenes del tumor
medios (media +/- EMT) a lo largo del tiempo (post-dosis).

La FIG. 4 representa los resultados después del tratamiento de tumores de xenoinjerto N87 humanos con una dosis
unica de mAb1 anti-HER2 conjugado con diferentes compuestos.. Se observé una regresion inicial, seguida de estasis
de tumores de xenoinjerto N87 humano después del tratamiento con 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (triangulos
negros), mAb1 anti-HER2-(C-60) (triangulos en blanco), mAb1 anti-HER2-(C-59) (cuadrado negro), mAb1 anti-HER2-
(C-61) (cuadrado en blanco), mAb1 anti-HER2-(C-35) (hexagono negro) , mAb1 anti-HER2-(C-37) (hexagono en
blanco), mAb1 anti-HER2 (C-64) (rombo negro) o mAb1 anti-HER2- (C-62) (rombo en blanco), en comparacién con
animales no tratados (circulo en blanco). Los datos representan los volimenes del tumor medios (media +/- EMT) a
lo largo del tiempo (post-dosis).

Las FIGs. 5A y 5B representan los resultados del tratamiento de tumores de mama de raton MMC (ratHER2-positivos)
con una dosis Unica de conjugado anti-ratHER2 -(C-46). Los resultados demuestran que se observo una regresion
completa del tumor en siete de ocho ratones tratados con conjugado anti-ratHER2-(C-46) (FIG. 5A), pero solo en tres
de ocho ratones tratados con el anticuerpo anti-ratHER2 desnudo (FIG. 5B). El tratamiento se inici6 cuando los
tumores alcanzaron un tamario promedio de 200 mm? en el modelo singénico de cancer de mama MMC. Los datos
representan los volimenes del tumor medios (media +/- EMT) a lo largo del tiempo (post-dosis).

La FIG. 6 representa los resultados después del tratamiento de tumores de xenoinjerto de mama HCC1954 humanos
con una dosis unica de mAb1 anti-HER2-(C-5). Se observo la regresion de los tumores de xenoinjerto HCC1954
humanos después del tratamiento con 10 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (cuadrado negro) o 3 mg/kg de mAb1 anti-
HER2-(C-5) (circulo negro), mientras que el tratamiento con 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (triangulo negro)
resultd en estasis del tumor, en comparacion con animales no tratados (circulo en blanco). Una regresién de los
tumores no se observé en los ratones de xenoinjerto HCC1954 tratados 10 mg/kg de un conjugado de anticuerpo de
control de isotipo (C-5) (rombo en blanco) o mAb1 anti-.HER2 no conjugado en comparacion con animales no tratados
(circulo en blanco). Los datos representan los voliumenes del tumor medios (media +/- EMT) a lo largo del tiempo
(post-dosis).

La FIG. 7 representa los resultados después del tratamiento de tumores de xenoinjerto de ovario SKOV3 humanos
con una dosis unica de mAb1 anti-HER2-(C-5). Se observd la regresion de los tumores de xenoinjerto SKOV3
humanos después del tratamiento con 10 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (cuadrado negro), mientras que el
tratamiento con 3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) (circulo negro) resulté en una regresion inicial del tumor, seguida
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de un crecimiento renovado del tumor, en comparacioén con animales no tratados (circulo en blanco). Una regresion
de los tumores no se observé en los ratones de xenoinjerto SKOV3 tratados con 10 mg/kg de un conjugado de
anticuerpo de control de isotipo (C-5) (rombo en blanco) o mAb1 anti-.HER2 no conjugado solo (triangulo en blanco),
en comparacion con animales no tratados (circulo en blanco). Los datos representan los volumenes del tumor medios
(media +/- EMT) a lo largo del tiempo (post-dosis).

Las FIGs. 8A-8C representan imagenes representativas de ImmunoHistoChemistry (IHC) que muestran la expresion
de HER2 en tumores de xenoinjertos N87 (FIG. 8A), HCC1954 (FIG. 8B) y SKOV3 (FIG. 8C). Los tumores se
puntuaron en base a su nivel de expresiéon de HER2 como 3+ (N87 y HCC1954) y 2+ (SKOV3).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente se describen diversas realizaciones enumeradas de la invencién. Se reconocera que las caracteristicas
especificadas en cada realizacién se pueden combinar con otras caracteristicas especificadas para proporcionar
realizaciones adicionales de la presente invencion.

A lo largo del texto de esta solicitud, si hubiera una discrepancia entre el texto de la memoria descriptiva (p. €j., la
Tabla 1) y el listado de secuencias, prevalecera el texto de la memoria descriptiva.
Definiciones

El término "alquilo C4-Cs", tal como se usa en la presente, se refiere a un hidrocarburo de cadena lineal o ramificada
completamente saturado que contiene de 4 a 6 atomos de carbono. Ejemplos no limitantes de grupos "alquilo Ca-
Ce",incluyen n-butilo, isobutilo, sec.-butilo, terc.-butilo, n-pentilo, isopentilo y hexilo.

Tal como se utiliza en la presente, "HER2" (también conocidos como ERBB2; NEU; NGL; TKR1; CD340; p185; MLN19;
HER-2/neu) se refiere a un receptor de tirosina quinasa transmembrana de la familia de receptores del factor de
crecimiento epidérmico (EGF). HER2 comprende un dominio de unién extracelular, un dominio de transmembrana y
un dominio de tirosina quinasa intracelular. HER2 no tiene un dominio de unién a ligando propio y, por lo tanto, no
puede unirse a factores de crecimiento, sin embargo, HER2 se une estrechamente a otros miembros de la familia de
receptores de EGF unidos a ligando, tales como HER1 o HER3, para formar un heterodimero, estabilizando la union
a ligando y potenciando la activaciéon mediada por quinasa de vias de sefalizacion aguas abajo. El gen HER2/NEU
humano se mapea en la ubicacién cromosoémica 17q12, y la secuencia gendmica del gen HER2/NEU se puede
encontrar en GenBank en NG_007503.1. En seres humanos existen cinco isoformas de HER2: A, B, C, Dy E; el
término "HER2" se utiliza en la presente para referirse colectivamente a todas las isoformas de HER2. Tal como se
utiliza en la presente, una proteina HER2 humana también abarca proteinas que tienen en toda su longitud al menos
aproximadamente un 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con las
isoformas de HER2: A, B, C, D y E, en donde dichas proteinas todavia tienen al menos una de las funciones de HER2.
Las secuencias de ARNm y proteinas para la isoforma A de HER2 humana, la isoforma mas larga, son:

Receptor tirosina quinasa 2 erb-b2 2 (ERBB2) de Homo sapiens, variante de transcrito 1, ARNm [NM_004448.3]
1 gettgotcce aalcacagga gaaggaggag glggaggagg agggctgcett gaggaagtat

61 aagaatgaag ttgtgaagct gagatticeec tecattggga ccggagaaac caggggagec

121 ccecegggeag cegegegecce ctteccacgg ggcecectttac tgcgeegege geecggecee

181 cacceclege ageacceoge gececgegec cteccageceg ggtccagecg gagecatggg

241 gceggageceg cagtgageac catggagetg geggectigt gecgetgggg getectecte
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301 geectettge ccocceggage cgegageace caagtgtgea ccggceacaga catgaagcotg
361 cggctecctyg ccaglceega gacccacctg gacatgetee gecacctcta ccagggelge
421 caggtggtgc agggaaacct ggaactcacc tacctgecca ccaatgccag cotgtectic
481 ctgcaggata tccaggaggt gecagggctac gtgctcateg ctcacaacca agigaggeag
541 gteccactge agaggetgeg gattgtgega ggcaccecage tetttgagga caactatgee
601 ctggcegtge tagacaatgg agaccegcelg aacaatacca cecctgtcac aggggcectce
661 ccaggaggcc tgcgggagct geagceticga agoectcacag agatctigaa aggaggggte
721 ttgatccagc ggaacccoea gotctgotac caggacacga ttitgtggaa ggacatcttc

781 cacaagaaca accagctggce tetcacactg atagacacea accgctcteg ggectgecac
841 cectgticte cgalgtgtaa gggetceege tgetggggag agagttetga ggatigteag

901 agcctgacgce geactgtcetg tgecggtgge tgigecccgct gcaaggggoec actgeccact
961 gaclgctgece atgagceagtg tgelgecgge tgecacgggec ccaagceacte igactgectg
1021 gectgectee acttcaacca cagtggeate tgtgagetge actgeccagc celggtcace
1081 tacaacacag acacgtttga gtccalgecc aalcccgagg gceggtatac attcggegec
1141 agctgtgtga ctgcectgtee ctacaactac ctttctacgg acgtgggatc ctgecacccte

1201 gtctgeccec igcacaacca agaggtgaca gecagaggatg gaacacagceg gitgtgagaag
1261 tgcagcaagc ceigtgoceg agtgtgetat ggtotgggcea tggagceactt gcgagaggatg
1321 agggcagtta ccagtgccaa tatccaggag tttgctggct gcaagaagat ctttgggage
1381 ctggcatttc tgeceggagag cittgatggg gacccagcect ccaacactge ccegetecag
1441 ccagagcagc tccaagtigtt tgagactctg gaagagatca caggttacct atacatctca
1501 gcatggecgg acagectgec tgacctcagce gtottccaga acctgcaagt aatcegggga
1561 cgaattctge acaatggege ctactegetg aceetgeaag ggetgggeat cagetggctg
1621 gggcetgegct cactgaggga actgggcagt ggactggecc teatccacca taacaccceac
1681 ctctgctteg tgecacacggt goeetgggac cagetctitc ggaaccegea ccaagclictg
1741 ctccacactg ccaaccggcec agaggacgag tgtgtgggeg agggectgge ctgecaccag
1801 ctgtgcgecc gagggceactg ctggggtcca gggoccaccee agtgtgtcaa ctgcagccag
1861 ttectteggg gecagaagtg cgtggaggaa tgecgagtac tgcaggggct ccccagggag
1921 taigigaatg ccaggeactg titgecgtge caccotgagt gicagcecca gaatggetca
1981 gtgacctgtt ttggaccgga ggctgaccag tgtgtggect gtgeccacta taaggaccect
2041 ccettctgeg tggeccgcety coccageggt gtgaaacety acctetecta catgeccate
2101 tggaagttic cagalgagga gggcgceatgc cagcectigee cecatcaactg cacccacice
2161 tgtgtggacc tggatgacaa gggctgccce geccgageaga gagcecagcecc telgacgice
2221 atcatcictg cggtggtigg cattctgetg gtegtggtct tgggggtggt ctttgggatc

2281 ctcatcaage gacggcagcea gaagatccgg aagtacacga tgeggagact getgecaggaa
2341 acggagctgg tggagccgct gacacctagc ggagegatgc ccaaccaggce geagatgegg
2401 atcctgaaag agacggagcet gaggaaggtg aaggtgcttg gatctggege ttitggcaca
24861 gtctacaagg gcatctggat cectgatggg gagaatgtga aaattccagt ggecatcaaa
2521 gtgttgaggg aaaacacatc ccccaaagcec aacaaagaaa tettagacga agcatacgtg
2581 atggctgglg tgggctecce atatgtetee cgectictgg geatctgect gacatccacg

2641 gtgcagcetgg tgacacagct tatgccctat ggcotgcoctct tagaccatgt ccgggaaaac
2701 cgcggacgec tgggeteeca ggacctgetg aactggtgta tgcagattge caaggggatg
2761 agctacclgg aggatgtgcg gotcgtacac agggacttgg cegetcggaa cgigetggte
2821 aagaglccea accatgtcaa aattacagac ticgggotgg cteggetgot ggacattgac
2881 gagacagagt accatgcaga tgggggcaag gtgcccatca agtggatggce getggagtee
2941 attctccgec ggeggttcac ccaccagagt gatgtgtgga gttatggtgt gactgtgtag
3001 gagctgatga cttttggggce caaaccttac gatgggatce cagcccggga gatcectgac
3061 ctgctggaaa agggggagceyg getgecccag cecccceatct gecaccattga tgtctacatg
3121 atcatggtca aatgitggat gattgactct gaatgtcgge caagaticeg ggagttggtg
3181 tcigaatict ccegeatgge cagggaccee cagegetttg tggtcatceca gaatgaggac
3241 ttgggccecag ccagteectt ggacagceacc ttctaccgct cactgelgga ggacgatgac
3301 atgggggacc tggtlggatge tgaggagtat ctggtaccce agcagggett ciictgtcca
3361 gaccctgece cgggegelgg gggceatggte caccacagge accgeagcote atctaccagg
3421 agtggeggtg gggacctgac actagggcetg gagocclcty aagaggaggce ceocaggtot
3481 ccactggeac ceteccgaagg ggcetggetec gatgtatitg atggtgacct gggaatgggg
3541 gcagccaagg ggcetgcaaag cctecccaca catgaccceca gecctctaca geggtacagt
3601 gaggacccea cagtacceet gecetetgag actgatgget acgttgecee cetgaccetge
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3661 agcccccage ctgaatatgt gaaccagcecea gatgttecgge cccageccec ttegeecega
3721 gagggcecte tgectgetge cecgacctget ggtgecacte tggaaaggec caagactcte
3781 tccececaggga agaatggggt cgtcaaagac gttittgect ttigggggatge cgtggagaac
3841 cecegagtact tgacacccca gggaggagcet goccctcagce cecacectee tectgocttc
3901 agcccagcect tcgacaacct ctattactgg gaccaggace caccagageg gggggceteca
3961 ccecagceacct lcaaagggac acctacggea gagaacccag agtacctggg tetggacglg
4021 ccagtgigaa ccagaaggcec aagtccgeag aagecctgat gtgtectecag ggageaggga
4081 aggcclgact totgeiggea tcaagaggtg ggagggocct ccgaccactt ccaggggaac
4141 ctgccatgec aggaacctgt cotaaggaac cttecttect gettgagtte ccagatggct
4201 ggaaggggtc cagectegtt ggaagaggaa cagceactggg gagtcttigt ggattctgag
4261 gcoctgoccea atgagactct agggtecagt ggatgccaca goccagcttg gecctttect
4321 tccagatcct gggtactgaa agccttaggg aagetggoct gagaggggaa geggoectaa
4381 gggaglgtct aagaacaaaa gcgacccalt cagagacigt cccltgaaacc tagtactgee
4441 ccccatgagg aaggaacagce aatggtgtca gtatccaggc tiigtacaga gtgettttet
4501 gtttagtitt tactttittt gttttgttit titaaagatg aaataaagac ccagggggag

4561 aalgggtatt gtatggggag geaagtgtgg ggagtecttc tccacaccea cittgteeat
4621 tigcaaatat altttggaaa acagclaaaa aaaaaaaaaa aaaa (SEQ ID NO: 25)

Precursor del receptor proteina tirosina quinasa erbB-2 isoforma a [Homo sapiens] [NP_004439.2]
MELAALCRWG LLLALLPPGA ASTQVCTGTD MKLRLPASPE THLDMLRHLY
QGCQVVQGNL ELTYLPTNAS LSFLQDIQEV QGYVLIAHNQ VRQVPLQRLR
IVRGTQLFED NYALAVLDNG DPLNNTTPVT GASPGGLREL QLRSLTEILK
GGVLIQRNPQ LCYQDTILWK DIFHKNNQLA LTLIDTNRSR ACHPCSPMCK
GSRCWGESSE DCQSLTRTVC AGGCARCKGP LPTDCCHEQC AAGCTGPKHS
DCLACLHFNH SGICELHCPA LVTYNTDTFE SMPNPEGRYT FGASCVTACP
YNYLSTDVGS CTLVCPLHNQ EVTAEDGTQR CEKCSKPCAR VCYGLGMEHL
REVRAVTSAN IQEFAGCKK| FGSLAFLPES FDGDPASNTA PLQPEQLQVF
ETLEEITGYL YISAWPDSLP DLSVFQNLQV IRGRILHNGA YSLTLQGLGI
SWLGLRSLRE LGSGLALIHH NTHLCFVHTY PWDQLFRNPH QALLHTANRP
EDECVGEGLA CHQLCARGHC WGPGPTQCVN CSQFLRGQEC VEECRVLQGL
PREYVNARHC LPCHPECQPQ NGSVTCFGPE ADQCVACAHY KDPPFCVARC
PSGVKPDLSY MPIWKFPDEE GACQPCPINC THSCVDLDDK GCPAEQRASP
LTSISAVVG ILLVVWWVLGVV FGILIKRRQQ KIRKYTMRRL LQETELVEPL
TPSGAMPNQA QMRILKETEL RKVKVLGSGA FGTVYKGIWI PDGENVKIPV
AIKVLRENTS PKANKEILDE AYVMAGVGSP YVSRLLGICL TSTVQLVTQL
MPYGCLLDHY RENRGRLGSQ DLLNWCMQIA KGMSYLEDVR LVHRDLAARN
VLVKSPNHVK ITDFGLARLL DIDETEYHAD GGKVPIKWMA LESILRRRFT
HQSDVWSYGY TVWELMTFGA KPYDGIPARE IPDLLEKGER LPQFPICTID
VYMIMVKCWM IDSECRPRFR ELVSEFSRMA RDPQRFVVIQ NEDLGPASPL
DSTFYRSLLE DDDMGDLVDA EEYLVPQQGF FCPDPAPGAG GMVHHRHRSS
STRSGGGDLT LGLEPSEEEA PRSPLAPSEG AGSDVFDGDL GMGAAKGLQS
LPTHDPSPLQ RYSEDPTVPL PSETDGYVAP LTCSPQPEYV NQPDVRPQPP
SPREGPLPAA RPAGATLERP KTLSPGKNGV VKDVFAFGGA VENPEYLTPQ
GGAAPQPHPP PAFSPAFDNL YYWDQDPPER GAPPSTFKGT PTAENPEYLG LDVPV
(SEQ ID NO: 26)

El ARNm y las secuencias de proteinas de las otras isoformas HER2 humanas se pueden encontrar en GeneBank
con los siguientes N°s de acceso:

Isoforma B de HER2: NM_001005862.2 (ARNm)----> NP_001005862.1 (proteina);

Isoforma C de HER2: NM_001289936.1 (ARNm)----> NP_001276865.1 (proteina);

Isoforma D de HER2: NM_001289937.1 (ARNm)----> NP_001276866.1 (proteina);

Isoforma E de HER2: NM_001289938.1 (ARNm)----> NP_001276867.1 (proteina).

El término "anticuerpo”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a una secuencia de proteina o polipéptido derivada
de una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno. Los anticuerpos pueden ser
policlonales o monoclonales, de cadena multiple o sencilla, o inmunoglobulinas intactas, y pueden proceder de fuentes
naturales o de fuentes recombinantes. Un "anticuerpo" que se produce de forma natural es una glicoproteina que
comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada
una de las cadenas pesadas esta compuesta por una region variable de la cadena pesada (abreviada en la presente
como VH) y una region constante de la cadena pesada. La region constante de la cadena pesada esta compuesta por
tres dominios: CH1, CH2 y CH3. Cada una de las cadenas ligeras esta compuesta por una regién variable de la cadena
ligera (abreviada en la presente como VL) y una regién constante de la cadena ligera. La region constante de la cadena
ligera estd compuesta por un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir ademas en regiones de
hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), intercaladas con regiones
que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada una de las VH y VL esta compuesto por tres
CDR y cuatro FR dispuestas desde el extremo amino al extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2,
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CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de unién que
interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la
inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, incluidas diversas células del sistema inmunitario (p. ej., células
efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema de complemento clasico. Un anticuerpo puede ser un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo camelisado o un anticuerpo quimeérico.
Los anticuerpos pueden ser de cualquier isotipo (p. €j., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e 1gY), clase (p. €j., IgG1, 19G2, 1gG3,
IgG4, IgA1 e IgA2) o subclase.

La expresion "fragmento de anticuerpo” o "fragmento de unién a antigeno" se refiere a al menos una porcién de un
anticuerpo, que conserva la capacidad de interactuar especificamente (p. ej., mediante unién, impedimento estérico,
estabilizacion/desestabilizacion, distribucién espacial) con un epitopo de un antigeno . Ejemplos de fragmentos de
anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab")2, Fv, fragmentos de anticuerpos scFv, Fvs enlazados por disulfuro
(sdFv), un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1, anticuerpos lineales, anticuerpos de dominio unico,
tales como sdAb (VL o VH), dominios VHH de camélidos, anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos
de anticuerpos, tal como un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab enlazados por un puente
disulfuro en la region de bisagra y una CDR aislada u otros fragmentos de unién a epitopos de un anticuerpo. Un
fragmento de unién al antigeno también se puede incorporar a anticuerpos de dominio Unico, maxicuerpos,
minicuerpos, nanocuerpos, intracuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, v-NAR vy bis-scFv (véase, p. €j.,
Hollinger y Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136, 2005). Fragmentos de unién a antigeno también pueden
injertarse en armazones basados en polipéptidos tales como una fibronectina tipo Il (Fn3) (véase la Patente de EE.UU.
N° 6.703.199, que describe minicuerpos del polipéptido fibronectina). El término "scFv" se refiere a una proteina de
fusion que comprende al menos un fragmento de anticuerpo que comprende una region variable de una cadena ligera
y al menos un fragmento de anticuerpo que comprende una regién variable de una cadena pesada, en donde las
regiones variables de la cadena ligera y pesada estan enlazadas contiguamente, p. €j., a través de un enlazador
sintético, p. €j., un enlazador de polipéptido corto y flexible, y capaz de expresarse como un polipéptido de cadena
sencilla, y en donde el scFv retiene la especificidad del anticuerpo intacto del que se deriva. A menos que se
especifique, tal como se utiliza en la presente, un scFv puede tener las regiones variables VL y VH en cualquier orden,
p. €j., con respecto a los extremos N-terminal y C-terminal del polipéptido, el scFv puede comprender VL-enlazador-
VH o puede comprender VH-enlazador-VL.

La expresion "region determinante de complementariedad" o "CDR", tal como se utiliza en la presente, se refieren a
las secuencias de aminoacidos dentro de regiones variables de anticuerpo que confieren especificidad de antigeno y
afinidad de union. Por ejemplo, en general, hay tres CDR en cada una de las regiones variables de la cadena pesada
(p. €j., CDR1H, CDR2H, CDR3H) y tres CDR una de las regiones variables de la cadena ligera (CDR1L, CDR2L,
CDR3L). Los limites precisos de la secuencia de aminoacidos de una CDR dada pueden determinarse utilizando
cualquiera de un cierto niumero de esquemas bien conocidos, incluidos los descritos por Kabat et al. (1991),
"Sequences of Proteins of Immunological Interest", 5.2 Ed. Public Health Service, Institutos Nacionales de la Salud,
Bethesda, MD (esquema de numeracion de "Kabat"), Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273, 927-948 (esquema de
numeracion de "Chotia") o una combinacién de estos. En un esquema combinado de numeracion de Kabat y Chothia
para una region CDR dada (por ejemplo, HC CDR1, HC CDR2, HC CDR3, LC CDR1, LC CDR2 o LC CDR3), en
algunas realizaciones, las CDR corresponden a los residuos de aminoacidos que se definen como parte de la CDR
de Kabat, junto con los residuos de aminoacidos que se definen como parte de la CDR de Chothia.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante de proteina capaz de unirse especificamente a una
inmunoglobulina o de lo contrario interactuar con una molécula. Los determinantes epitopicos generalmente consisten
en agrupaciones de moléculas de superficie quimicamente activas tales como aminoacidos o carbohidratos o cadenas
laterales de azucares y pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Un epitopo puede ser "lineal" o "conformacional". Los epitopos conformacionales
y lineales se distinguen porque la unién al primero pero no al Ultimo se pierde en presencia de disolventes
desnaturalizantes.

Las expresiones "anticuerpo monoclonal” o "composicion de anticuerpo monoclonal”, tal como se utilizan en la
presente, se refieren a polipéptidos, que incluyen anticuerpos, anticuerpos biespecificos, etc., que tienen una
secuencia de aminoacidos sustancialmente idéntica o se derivan de la misma fuente genética. Este término también
incluye preparaciones de moléculas de anticuerpos de composicidon molecular tnica. Una composicion de anticuerpo
monoclonal tiene una especificidad y afinidad de unién Unicas para un epitopo particular.

La expresion "anticuerpo humano", tal como se utiliza en la presente, incluye anticuerpos que tienen regiones variables
en las que tanto la regién marco como la CDR se derivan de secuencias de origen humano. Ademas, si el anticuerpo
contiene una regiodn constante, la regién constante también se deriva de tales secuencias humanas, p. €j., secuencias
de la linea germinal humana, o versiones mutadas de secuencias de la linea germinal humana o anticuerpo que
contiene secuencias marco consensuadas derivadas del andlisis de secuencias marco humanas, por ejemplo, tal
como se describe en Knappik, et al. (2000. J Mol Biol 296, 57-86). Las estructuras y ubicaciones de los dominios
variables de inmunoglobulina, p. ej., CDR, se pueden definir utilizando esquemas de numeracién bien conocidos, p.
ej., el esquema de numeracion de Kabat, el esquema de numeracion de Chothia o una combinacion de Kabat y Chothia
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(véase, p. €j., Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Health and Human Services (1991),
eds.. Kabat et al.; Al Lazikani et al., (1997) J. Mol. Bio. 273:927 948); Kabat et al., (1991) Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 edic., NIH Publication n® 91-3242 U.S. Department of Health and Human Services; Chothia
et al.,, (1987) J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia et al., (1989) Nature 342:877-883; y Al-Lazikani et al., (1997) J. Mal.
Biol 273:927-948).

Los anticuerpos humanos de la invencién pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias
humanas (p. ej., mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion
somatica in vivo , o una sustitucién conservadora para fomentar la estabilidad o la fabricacién). Sin embargo, la
expresion "anticuerpo humano”, tal como se utiliza en la presente, no pretende incluir anticuerpos en los que las
secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se hayan injertado
en secuencias marco humanas.

La expresion "anticuerpo humano recombinante”, tal como se utiliza en la presente, incluye todos los anticuerpos
humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados de
un animal (p. €j., un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de inmunoglobulina humana. o un
hibridoma preparado a partir de los mismos, anticuerpos aislados de una célula huésped transformada para expresar
el anticuerpo humano, p. €j., de un transfectoma, anticuerpos aislados de una coleccién recombinante, combinatoria
de anticuerpos humanos, y anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que
implican el corte y empalme de todo o una parte de un gen de inmunoglobulina humana, secuencias a otras secuencias
de ADN. Anticuerpos humanos recombinantes de este tipo tienen regiones variables en las que las regiones marco y
de CDR se derivan de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana. Sin embargo, en determinadas
realizaciones, anticuerpos humanos recombinantes de este tipo pueden someterse a mutagénesis in vitro (o, cuando
se usa un animal transgénico para secuencias de Ilg humana, mutagénesis somatica in vivo) y, por lo tanto, las
secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque
derivadas y relacionadas con las secuencias VH y VL de la linea germinal humana, pueden no existir de forma natural
dentro del repertorio de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

La expresion "region Fc", tal como se utiliza en la presente, se refiere a un polipéptido que comprende el CH3, CH2 y
al menos una porcion de la regién bisagra de un dominio constante de un anticuerpo. Opcionalmente, una region Fc
puede incluir un dominio CH4, presente en algunas clases de anticuerpos. Una region Fc puede comprender la region
bisagra completa de un dominio constante de un anticuerpo. En una realizacion, la invencién comprende una region
Fc y una region CH1 de un anticuerpo. En una realizacion, la invencién comprende una region CH3 de la region Fc
de un anticuerpo. En otra realizacién, la invencién comprende una regiéon Fc, una regiéon CH1 y una regiéon C
kappa/lambda del dominio constante de un anticuerpo. En una realizacién, una molécula de unién de la invencion
comprende una region constante, p. €j., una regién constante de cadena pesada. En una realizacion, dicha region
constante esta modificada en comparacion con una regién constante de tipo salvaje. Es decir, los polipéptidos de la
invencion descritos en la presente pueden comprender alteraciones o modificaciones a uno o mas de los tres dominios
constantes de cadena pesada (CH1, CH2 o CH3) y/o al dominio de la region constante de la cadena ligera (CL). . Las
modificaciones de ejemplo incluyen adiciones, deleciones o sustituciones de uno o0 mas aminoacidos en uno o mas
dominios. Dichos cambios pueden incluirse para optimizar la funcion efectora, la semivida, etc.

La expresion "especificidad de union”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a la capacidad de un sitio de
combinacién de anticuerpo individual para reaccionar con un determinante antigénico y no con un determinante
antigénico diferente. El sitio de combinacion del anticuerpo se encuentra en la porcion Fab de la molécula y se
construye a partir de las regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras. La afinidad de union de un
anticuerpo es la fuerza de la reaccién entre un Unico determinante antigénico y un unico sitio de combinacién en el
anticuerpo. Es la suma de las fuerzas atractivas y repulsivas que operan entre el determinante antigénico y el sitio de
combinacion del anticuerpo.

El término "afinidad", tal como se utiliza en la presente, se refiere a la fuerza de interaccion entre el anticuerpo y el
antigeno en sitios antigénicos unicos. Dentro de cada uno de los sitios antigénicos, la region variable del "brazo" del
anticuerpo interactua a través de fuerzas no covalentes débiles con el antigeno en numerosos sitios; cuantas mas
interacciones, mas fuerte es la afinidad.

La expresion "modificaciones de secuencia conservadoras" se refiere a modificaciones de aminoacidos que no afectan
o alteran significativamente las caracteristicas de union del anticuerpo o fragmento de anticuerpo que contiene la
secuencia de aminoacidos. Las modificaciones conservadoras de este tipo incluyen sustituciones, adiciones y
deleciones de aminoacidos. Se pueden introducir modificaciones en un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la
invencidon mediante técnicas estandares conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis mediada por PCR. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos son aquellas en las que el residuo
de aminoécido se reemplaza por un residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han
definido las familias de residuos aminoacidicos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen
aminoacidos con cadenas laterales de caracter basico (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales de caracter
acido (p. ej., acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (p. €j., glicina, asparagina,
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glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales apolares (p. €j., alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales con ramificaciones beta (p. €j., treonina, valina,
isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, uno o mas
residuos de aminoacidos dentro de un anticuerpo pueden reemplazarse por otros residuos de aminoacidos de la
misma familia de cadenas laterales y el anticuerpo alterado puede analizarse utilizando los ensayos funcionales
descritos en la presente.

El término "homélogo" o "identidad" se refiere a la identidad secuencial de subunidades entre dos moléculas
poliméricas, p. €j., entre dos moléculas de acido nucleico, tales como dos moléculas de ADN o dos moléculas de ARN,
o entre dos moléculas polipeptidicas. Cuando una posicion de subunidad en las dos moléculas esta ocupada por la
misma subunidad monomérica; p. €j., si una posiciéon en cada una de las dos moléculas de ADN esta ocupada por
adenina, entonces son homoélogas o idénticas en esa posicién. La homologia entre dos secuencias es una funcion
directa del numero de posiciones coincidentes u homdlogas; p. €j., si la mitad (p. €j., cinco posiciones en un polimero
de diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias son homoélogas, las dos secuencias son
homdlogas en un 50%; si el 90% de las posiciones (p. €j., 9 de 10) son coincidentes u homélogas, las dos secuencias
son homodlogas en un 90%. El porcentaje de "identidad de secuencia" se puede determinar comparando dos
secuencias alineadas 6ptimamente en una ventana de comparacién, en que el fragmento de la secuencia de
aminoacidos en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (p. €j., huecos o colgantes) en
comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o deleciones) para un alineamiento éptimo
de las dos secuencias. El porcentaje puede calcularse determinando el nimero de posiciones en las que se produce
el residuo de aminoéacido idéntico en ambas secuencias para proporcionar el nimero de posiciones coincidentes,
dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacién y
multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de la secuencia. El resultado es el
porcentaje de identidad de la secuencia objeto con respecto a la secuencia de consulta.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen la condicion fisioldgica en mamiferos que tipicamente
se caracteriza por el crecimiento celular no regulado. Ejemplos de cancer incluyen carcinoma, linfoma, blastoma (que
incluye meduloblastoma y retinoblastoma), sarcoma (que incluye liposarcoma y sarcoma de células sinoviales),
tumores neuroendocrinos (que incluyen tumores carcinoides, gastrinoma y cancer de células de los islotes),
mesotelioma, schwannoma (que incluye neuroma acustico), meningioma, adenocarcinoma, melanoma y leucemia o
neoplasias linfoides. Ejemplos mas particulares de este tipo de canceres incluyen cancer de células escamosas (p.
ej., cancer de células escamosas epiteliales), cancer de pulmén que incluye cancer de pulmén de células pequenas,
cancer de pulmoén de células no pequefias, adenocarcinoma de pulmén y carcinoma de pulmoén escamoso, cancer de
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico que incluye cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma,
neuroblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario,
hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino,
carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifién o renal, cancer de prostata, cancer de vulva, cancer de tiroides,
carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, cancer testicular, cancer de es6fago, tumores del tracto biliar,
asi como cancer de cabeza y cuello.

Un "cancer HER2-positivo" o "cancer que expresa HER2" es un cancer que comprende células que tienen proteina
HER2 presente en su superficie celular. Se conocen muchos métodos en la técnica para detectar o determinar la
presencia de HER2 en una célula cancerosa. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presencia de HER2 en la
superficie celular puede determinarse por inmunohistoquimica (IHC), citometria de flujo, transferencia Western,
ensayo inmunofluorescente, radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (ELISA),
fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (HTRF) o tomografia por emisién de positrones (PET).

El término "combinacion" o la expresién "combinacion farmacéutica”, tal como se utilizan en la presente, significan un
producto que es el resultado de la mezcladura o combinacion de mas de un principio activo e incluye combinaciones
tanto fijas como no fijas de los ingredientes activos. La expresion "combinacion fija" significa que los ingredientes
activos, a modo de ejemplo, un compuesto de la invencidn y uno o mas agentes terapéuticos adicionales, se
administran a un sujeto simultaneamente en forma de una sola entidad o dosificacion. La expresion "combinacién no
fija" significa que los ingredientes activos, a modo de ejemplo, un compuesto de la invencion y uno o mas agentes
terapéuticos adicionales, se administran a un sujeto como entidades separadas simultdnea, concurrente o
secuencialmente sin limites de tiempo especificos, en donde dicha administracion proporciona niveles
terapéuticamente efectivos de los ingredientes activos en el cuerpo del sujeto. Esto ultimo también se aplica a la
politerapia, p. €j., la administracién de 3 o mas ingredientes activos.

El término "composicion" o la expresion "composicion farmacéutica”, tal como se utilizan en la presente, se refieren a
una mezcla de un compuesto de la invencidon con al menos uno y opcionalmente mas de otro componente quimico
farmacéuticamente aceptable, tal como soportes, estabilizadores, diluyentes, agentes dispersantes, agentes de
suspension, agentes espesantes y/o excipientes.

La expresion "un isémero 6ptico” o "un estereoisdmero”, tal como se utilizan en la presente, se refiere a cualquiera de
las diversas configuraciones estereocisdmeras que pueden existir para un compuesto dado de la presente invencion e
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incluye isémeros geométricos. Se sobreentiende que un sustituyente puede estar unido a un centro quiral de un atomo
de carbono. El término "quiral" se refiere a moléculas que tienen la propiedad de no ser superponibles en su compafero
de imagen especular, mientras que el término "aquiral" se refiere a moléculas que son superponibles en su comparfero
de imagen especular. Por lo tanto, la invencion incluye enantiomeros, diasteredmeros o racematos del compuesto.
"Enantidmeros" son un par de estereoisémeros que son imagenes especulares no superponibles entre si. Una mezcla
1:1 de un par de enantidmeros es una mezcla "racémica". El término se utiliza para designar una mezcla racémica
cuando sea apropiado. Los "diasterecisdémeros" son esterecisémeros que tienen al menos dos atomos asimétricos,
pero que no son imagenes especulares entre si. La estereoquimica absoluta se especifica de acuerdo con el sistema
R-S de Cahn-Ingold-Prelog. Cuando un compuesto es un enantiémero puro, la estereoquimica en cada uno de los
carbonos quirales se puede especificar ya sea como R 0 S. Los compuestos resueltos, cuya configuracion absoluta
es desconocida, se pueden designar (+) o (-) dependiendo de la direccion (dextrdgira o levégira) en la que desvian el
plano de luz polarizada a la longitud de onda de la linea D del sodio. Determinados compuestos descritos en la
presente contienen uno o mas centros o ejes asimétricos y, por tanto, pueden dar lugar a enantiomeros,
diasteredmeros y otras formas estereoisomeéricas que pueden definirse, en términos de su estereoquimica absoluta,
como (R)- o (S)-.

La expresion "soporte farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en la presente, incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, revestimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservantes (p. e€j., agentes
antibacterianos, agentes antiflingicos), agentes isotdnicos, agentes retardadores de la absorcion, sales, conservantes,
estabilizadores de farmacos, aglutinantes, excipientes, agentes de desintegracion, lubricantes, agentes edulcorantes,
agentes aromatizantes, colorantes y combinaciones de los mismos, como conocerian los expertos en la técnica (véase,
por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990, pags. 1289-1329). Salvo
en lo que concierne a cualquier soporte convencional que sea incompatible con el principio activo, se contempla su
uso en las composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

La expresién "sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a una sal que no anula
la actividad bioldgica y las propiedades de los compuestos de la invencion, y no provoca irritacion significativa a un
sujeto al que se administra.

El término "sujeto", tal como se utiliza en la presente, abarca mamiferos y no mamiferos. Ejemplos de mamiferos
incluyen seres humanos, chimpanceés, simios, monos, vacas, caballos, ovejas, cabras, cerdos; conejos, perros, gatos,
ratas, ratones, cobayas. Ejemplos de no mamiferos incluyen aves, peces. Con frecuencia el sujeto es un ser humano.

La expresion "un sujeto que necesita dicho tratamiento” se refiere a un sujeto que se beneficiaria bioldgica,
médicamente o en calidad de vida de dicho tratamiento.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", tal como se utiliza en la presente, se refiere a una cantidad de un
conjugado de anticuerpos de la invencién que provocara la respuesta biolégica o médica de un sujeto, por ejemplo, la
reduccion o inhibicion de una actividad enzimatica o proteica, o mejorar los sintomas, aliviar afecciones, retrasar o
demorar la progresion de la enfermedad, o prevenir una enfermedad, etc. En una realizacién no limitante, la expresion
"una cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad de un conjugado de anticuerpos de la invencion que,
cuando se administra a un sujeto, es efectivo para aliviar, inhibir, prevenir y/o mejorar al menos parcialmente una
afeccion, un trastorno o una enfermedad.

La expresion "agonista de TLR7", tal como se utiliza en la presente, se refiere a un compuesto o conjugado de
anticuerpo capaz de activar el Receptor tipo Toll 7 (TLR7).

El término "tratar", la expresion "que tratan" o el término "tratamiento", tal como se utilizan en la presente, se refieren
a métodos para aliviar, moderar o mejorar una enfermedad o sintomas de afeccion, prevenir sintomas adicionales,
mejorar o prevenir las causas metabdlicas subyacentes de sintomas, inhibir la enfermedad o afeccion, detener el
desarrollo de la enfermedad o afeccion, aliviar la enfermedad o afeccion, provocar la regresion de la enfermedad o
afeccion, aliviar una afeccién provocada por la enfermedad o afeccion, o detener los sintomas de la enfermedad o
afeccion ya sea profilactica y/o terapéuticamente.

Los nombres de los compuestos proporcionados en la presente se obtuvieron utilizando ChemDraw Ultra version 12.0
(CambridgeSoft®) o JChem version 5.3.1 (ChemAxon).

Los nombres de los compuestos proporcionados en la presente se obtuvieron utilizando ChemDraw Ultra version 12.0
(CambridgeSoft®) o JChem versién 5.3.1 (ChemAxon).

A menos que se especifique lo contrario, la expresion "compuestos de la presente invencién", "compuestos de la
invencion" o "compuestos proporcionados en la presente" se refiere a compuestos de Férmula (1) y sub-formulas de
los mismos (es decir, compuestos de Férmula (la) y Férmula (Ib) ) y sales farmacéuticamente aceptables,
estereoisomeros (incluidos diastereoisémeros y enantiomeros), tautdbmeros y compuestos marcados isotdpicamente
(incluidas las sustituciones de deuterio) de los mismos.
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A menos que se especifique lo contrario, la expresiéon "conjugado de anticuerpo de la invencion" se refiere a
conjugados de Formula (1) y sub-formulas de los mismos (es decir, compuestos de Formula (lla) y Formula (IIb) ) y
sales farmacéuticamente aceptables, estereoisomeros (incluidos diastereoisomeros y enantiomeros), tautémeros y
compuestos marcados isotopicamente (incluidas las sustituciones de deuterio) de los mismos.

Tal como se utiliza en la presente, se debe interpretar que el término "un", "una", "el/la" y términos similares utilizados
en el contexto de la presente invencion (especialmente en el contexto de las reivindicaciones) cubren tanto el singular
como el plural, a menos que se indique lo contrario en la presente o el contexto lo contradiga claramente.
Compuestos Inmunoestimuladores de la Invencion

Los compuestos inmunoestimuladores de la invencion son agonistas de TLR7 que tienen la estructura de Férmula (l):
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R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada uno de los R7 se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Cs;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCH3, -OCH2CH3,-N(CH3)2,
CN, -NO2y -OH;

cada uno de los R'% se selecciona independientemente de H, alquilo C1.s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=0)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C+-4 sustituido con -C(=0)OH,;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

Determinados aspectos y ejemplos de los compuestos de la invencion se proporcionan en la siguiente lista de
realizaciones enumeradas adicionales. Se reconocera que las caracteristicas especificadas en cada realizacion se
pueden combinar con otras caracteristicas especificadas para proporcionar realizaciones adicionales de la presente
invencion.

Realizacién 1. El compuesto de Formula (1), y sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde:

RP es
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R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;
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L1 es -(CH2)m-;
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R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada R se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCHs, -OCH2CH3,-N(CH3)2, -
CN, -NO2y -OH;

cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1.s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=0)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1-asustituido con -C(=O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=O)OH,;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
Realizacién 2. El compuesto de Féormula (I) que tiene la estructura de Férmula (la) o Férmula (Ib), y sus sales
farmacéuticamente aceptables,
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en donde:

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

Lz es ~(CHz)n-, ~((CH2)nO)(CH2)n-, ~(CH2)nX1(CHz2)n-, ~(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, -(CH2)sNHC(=0)(CHz2)nC(=0)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)n\NHC(=0O)(CHz)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)}(CHz)n-, -C(=O)((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -

C(=0)((CH2)nO){(CH2)"NHC(=0)(CHz2)n-, -C(=0)((CH2)n0){(CH2)nC(=0)NH(CH2)n-, -
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)¢(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0)(CH2)n-,
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)((CH2)nO){(CHz2)n-, -C(= O)(CHz)nC(R7)2--
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-, -(CH2)nX2C(=0)(CH2)nNHC(=0)((CH2)nO){(CH2)n- o -
C(=0)(CH2)aC(=0O)NH(CH2)n;

R*es

28
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bi:f%v

“ONHz, -NH,
i‘ﬁ;} in
L N #
e S ed
-Ns,
-+c=cH

NHC(=0)CH=CHz, SH, -SR’, -OH, -SSR®, -S(=0)2(CH=CH2),
NHC(=0)CH:Br, -NHC(=0)CHal, -C(O)NHNHz,

r7

-(CH2)2S(=0)2(CH=CHz2), - NHS(=0)2(CH=CH2), -

)N\/H P bk
N N PP o, /=N
07107 N
\é(\, I CH OI-P/;I\?' N NH,
Howh,  OH NN
Ho O
[
Ho-R~O Ho-R~"
0 | \
£ s, Pr o o M
|N o o \I&N/{-N N 0 \IS_N/-}N
/k/\NJk/\NJ\X/O:P\(O‘ﬁ’%H 0 =N\ _NH A/\HJKX/O:P\\O‘ELZH 0 =N N,
R6n WO % N &H  HO oa N ]
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H TR e 9
e o e s I e e g
Xy, NH: 0 c o P NH;
Ho.(;\ OH N =N HO-b OH NN
Ho O , Ho @

HO~;;, GH Nae=N
HO
RS es
Nt
N b |t"~ o
H H: | . . | "'N
H:N [l | M N “aH e
0 . X,es%% Ko, he a M
X2 es

aH H O OH
OH H i
HG & HG .
&) H
OH G O

a H

X3 es
HoN._0 0y NH; Ph

g Y

HN NH \;N N N

H H
o 4 4 o °
~ e
f N N';)\ /%T\N 15"
o H , H o NH, NH;

R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada R’ se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Cs;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCHs, -OCH2CHs, - N(CHz)z2,
-CN, -NO2 y -OH,;

cada uno de los R se selecciona independientemente de H, alquilo C1., fluoro, benciloxi sustituido con -C(=0)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1-asustituido con -C(=O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=O)OH,;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
Realizacién 3. El compuesto de Formula (la) o Férmula (Ib), y sus sales farmacéuticamente aceptables, en donde:
R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;
R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Ce;
R3 es L10OH;
L1 es -(CH2)m-;
L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)t(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO){(CH2)nNHC(=O)(CH2)n, -C(=0O)(CHz2)n-, -C(=0O)((CH2)nO)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -
C(=0)((CH2)nO)}(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)((CH2)nC(=O)NH(CH2)n-, -
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CHz2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)((CH2)n-, -C(=0)X2C(=0)(CH2)n\NHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n;
R* es

0

0 C _g_H H
< Iy L
4N N 0 8 -
i s \/SrOH ?
o 0 , HO | OH o , HO™ Ry

30

NH,
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-ONHz, -NHz,
o) F
O NH, 0 F F HN 0
F s JOUK 4 2
0. o . F . S .
-Ns,
~$-C=cH

5  NHC(=0)CH=CHj, SH, -SSR, -S(=0)2(CH=CH?2), -(CH2)2S(=0)2(CH=CHz),-NHS(=0)>(CH=CHz), -NHC(=0)CH:Br, -
NHC(=0)CHal, -C(O)NHNHa,
RT
|

-CO2H, -C(O)NHNHz2,

__ Rt _
— RRB —
T (R,
s 4
#S s
10
(R,
7 R0, £
R
e 0
O Y Q
HO
Q
_’%-o\ §  NH,
N{
DO KA YU PG DN -
e N P e T
0 i e e .
HoN © C o] \ :
% o o K
d ho O
;‘;" N HT(?;(\ PP /=N
e oo
N
\g/\/ 0 &t orf T
HO\QP\ CH N 2N
15 HO' ©
40
éLH H OH tltlu 0
N N\N/J><\ P Q /=N
0710710 N
‘crf\’ T OH OH P N
Ho.qP= OH Ny N
HY'
O OH OH
B P
g HO™Y § ho \o oH
N o] =N
N
)\/\J\/\MOOO\I& )\/\NM/O’O"O o o=
Fog g o ) HoO& Hop\ Fon M
le} vN CH Q0 N
20
o 9 gt 28
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QH

HO O
RSes
[ o~

X° M Rl r"'- o

oH " AN N
HaN™ .ﬂ“’ )‘[.ﬂ, N™ “oH N W

o - Yes | N e} N,
X2 es

HOY oH HD)‘\&UH
OH “ OH
q/\@\ 0 o
F 00 w0 e e
| r‘rlli , < ﬂ‘i o X h}ﬂ'

X3 es

Hilog ?‘ :[\rH
11 & i j} ﬁf
R® es 2-piridilo o 4- plr'ldl|0,

cada R7 se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCHs, -OCH2CH3,-N(CHj3)2, -
CN, -NO2 y -OH;

cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1.s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=0)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C14sustituido con -C(=O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=O)OH;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;

MH,

y

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
Realizacién 4. El compuesto de Formula (I) que tiene la estructura de Férmula (la) o Formula (Ib), y sus sales
farmaceutlcamente aceptables

—0
)I) SO
|f N N-L
LR II_N‘L:'N e
Fdrmula (la) Fdrmula (k)

en donde:

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo Cs-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

Lz es ~(CHz)n-, ~((CH2)nO)(CH2)n-, ~(CH2)nX1(CHz2)n-, ~(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, ~(CH2)aNHC(=0)(CHz2)nC(=0)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)n\NHC(=O)(CHz)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)}(CHz)n-, -C(=O)((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -

C(=O)((CH2)nO)t(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO){(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
C(=O)NH((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO}(CH2)n-, -C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0 )(CHz)nC(=O)NH(CH2)n,

R4e
CH
@]
771/ H AL
HO o)
-ONHZ, NH2,
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NRoN RKad

-NHC(—O)CH—CHz, -N3,

-§-c=cH
SH, -SSRé, -S(=0)2(CH=CHy2), -(CH2)2S(=0)2(CH=CHz2), -NHS(=0)2(CH=CH2),-NHC(=0O)CH2Br, -NHC(=O)CHzal, -
C(O)NHNHg2,

R7

N H

%N‘\

o)

0 -CO2H;
R5es

3’,5

HzNJﬁTOH

o

X1 es

h.

O A R

e }IEN* , o /
X2 es

CH 0 0H
HG"""‘F"A‘*-"CH HO OH
DWCH
VU4 ¢ &*
N.'fl )I‘ rl;"L a

X3 es

N

R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada R7 se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;
cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;
cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

y

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
Realizacién 5. EI compuesto de Formula (1), Formula (la) o Férmula (Ib), en donde:

R' es -NHR? 0 -NHCHR?R3;

R2 es alquilo C4-Ce;

R3 es L10OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)t(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz2)n-,-(CH2)nNHC(=O(CH2)nC(=O)NH(CH2)x-, -
((CH2)nO)(CH2)nNHC(=O)(CHz2)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-,-
C(=0)((CH2)nO}(CH2)aNHC(=0)(CH2)n, -C(=O)((CH2)nO){(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,-C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-,
-C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)t(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- 0 -C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-;;

R*es

H OH
0
N
0 :
Q R5 qs _§_H H S NH2

C NHg ‘llﬁ,N

N | 4N o S g
N 0 0 OH 3
o HO
o] 0 , HO | oo 0 -

ONHz2, -NH2
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O % MH: o F 1 F
:‘{“'”D’D 'EJ),C.H :”-.JL‘:‘ .
o (8] o F ;

RS es
;;,S
HzNj\rrOH
G i
X1 es
,l“j(
N |
N
R
X2 es
J I o
O
D“]/N.m
Cll'/\‘@\ ﬁ.“l'__,{:l
, N:tl }\‘Whj{
H o
X3 es

sz\fo
HN
9 n
"ohﬁ”r‘f\

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;
cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4;

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
Realizacién 6. EI compuesto de Formula (1), Formula (la) o Férmula (Ib), en donde:
R' es -NHR?; R? es -alquilo C4-Cs;
L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)hNHC(=0)(CH2)n-,-(CH2)aNHC(=O(CH2)aC(=O)NH(CH2)n- -
((CH2)nO)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)t(CH2)r-, -C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CH2)n-,-
C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-, -C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0)((CH2)n O} (CH2)n-, -
C(=0)X2C(=0)(CH2)n\NHC(=0)(CHz2)n- 0-C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-;
R*es

OH

H o}

-$-N

0 o} § H jNH
5 S 3 H 2
R Q 4N N 3N P
N[ N o s 7

N o) 0 OH o

H 1% HO

o, O , HO | CH g 0
ONHgz, -NH2

LR X

0 ¥
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o OH
HOY OH
o OH
2N <s
SNy ¥ N
H al H
X3 es
HQN\fO
HN

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1,2, 3y 4

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
Realizacién 7. EI compuesto de Formula (1), Formula (la) o Férmula (Ib), en donde:
R' es -NHR?;
R2 es alquilo C4-Ce;
L2 es -(CH2n-, -((CH2)nO}CH2)n-, -(CH2)aX1(CH2)n-, -C(=O)(CH2)r-, -C(=O)((CH2)nO)}(CH2)n-, -
C(=0)((CH2)nO}(CH2)nX1(CH2)n-,  -C(=O)NH((CH2)nO)t(CH2)nX1(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0O)((CH2)nO)}(CH2)r- o0 -
C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-;

o)

s NH;

R*es
H
4N
L Y e Yy !
8] NH2 }z"N
SN || N 0 8
N o oo \/S)'OH )
o, o , HO | oH § | HTYXy

ONHz, -NH2
F
o a NH- i F F
3 Ty A
o o 4] F .
RS es
37.5
HzNj‘jTOH
o
X1 es
N
N\’ |
N
o
X2 es
Qo oM
HD’J‘T”k’DH
'?..".Tﬁr}'
q/\@ v@:o
B ¥ w0 S
N, X N
X3 es
HQNYO

HN
\gl:LN i N
o H "
cada uno de los n se selecciona independientemente de 1,2, 3y 4

y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.
35
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Realizacién 8. EI compuesto de Formula (1), Formula (la) o Férmula (Ib), en donde:

R' es -NHR?;

R2 es alquilo C4-Ce;

L2 es -(CH2)n- 0 -C(=O)(CH2)n;
R*es

Q
ONHz, -NH2
E
0] _ _
i YN S G
P Hron b
o ‘] o F .
RS es
37,5
HzN]\WOH
o H

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4.

H o
Q S N H j\NH
P SEE e T

4N ] SN oA\, S -
H PO s \/KII’OH 2
.o , HO oH ¢ | HOTX

Realizacién 9. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

R'" es -NHR?;
R2 es alquilo C4-Ce;
L2 es -(CH2)n- 0 -C(=O)(CH2)n;

R*es
H
o 0 4N
: R JI’I s §—ﬁ N
2 -
U EL 0= 5 *
H O UG OH
o . 0 , HO | H o 0
R5es
?%,S
HZNjﬁ(OH
O El

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3 y 4.

I9
fo

Realizacién 10. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

R' es -NHR?;

R? es alquilo C4-Cs;

Lz es ~(CHz)n- 0 -C(=0)(CHz)n;
R* es -ONH2 o -NH2;;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4.

Realizacién 11. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

R' es -NHR?;

R2 es alquilo C4-Ce;

Lz es ~(CHz)n- 0 -C(=0)(CHz)n;
R*es

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4.

Realizacién 12. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula
Realizacién 13. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Féormula
Realizacién 14. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula
Realizacién 15. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Féormula

36

, en donde
, en donde
, en donde
, en donde

:R"es -NHR2.

:R" es-NHCHR?RS,
: R? es -alquilo Ca.

: R? es -alquilo Cs.
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Realizacién 16. El compuesto de Férmula
Realizacién 17. El compuesto de Férmula
Realizacién 18. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula
Realizacién 19. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Féormula
Realizacién 20. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

1), Férmula (la) o Férmula
1), Formula (Ia) o Férmula (Ib), en donde: R® es L1OH.

, en donde: ;L1 es -(CH2)-.

~ e~~~

, en donde: R? es -alquilo Ce.

, en donde: L1 es -(CH2CH2)-.

Lo es -(CH2)n-*, -((CH2)nO)y(CH2)n-*, -(CH2)nX1(CH2)n-*, -(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-*,-
(CH2)hNHC(=O(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-* 0 -((CH2)nO){(CH2)nNHC(=O)(CH2)n*, en que el * designa el punto de union a
R4,

Realizacién 21. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

L2 es -C(=O)(CH2)n*-, -C(=0)((CH2)nO}(CHz2)n-*, -C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nX1(CH2)n-*,-
C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-*, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-*,

C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-*, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)((CH2)n-*,-C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)-* 0 -

C(=0O)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-*, en que el * designa el punto de union a R*.
Realizacién 22. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:
L2 es -(CH2)n-* 0 -C(=0)(CH2)n-*, en que el * designa el punto de unién a R*.
Realizacién 23. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:
L2 es -(CH2CH2)-* 0 -C(=0)(CH2CH:)-*, en que el * designa el punto de union a R*.
Realizacién 24. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

L2 es -C(=0)X2XsC(=O)(CH2)r-*, -C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=O)((CH2)nO)t(CH2)n-*,-C(=0)(CH2)nC(R7)2-*,
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-* 0 -(CH2)nX2C(=0)(CH2)naNHC(=O)((CH2)nO){(CH2)s-*, en que el *

designa el punto de unién a R*.
Realizacién 25. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:
R* es

Db R e 4K

OH

Reahzamon 26 El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

R* es -ONH2
HO
o

40 {s/_Cz

8

HzMN
OH

o}
0 -NHa2.

Realizacién 27. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:
R* es

ko t? ‘*ﬁr ‘&ﬁ[

Reahzamon 28 El compuesto de Formula I) Formula (la) o Férmula (Ib), en donde:
R* es -NHC(=0)CH=CHz, -Ns,

—-C=cH

SH, -SSR®, -S(=0)2(CH=CH?),-(CH2)2S(=0)2(CH=CHz), -NHS(=0)2(CH=CHz), -NHC(=0)CH:Br,

C(O)NHNH;,
R?

A
O 1
-CO2H, -NHCH(=0) 0 -NHCH(=S).

Realizacién 29. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:
R* es
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Realizacién 30. El compuesto de Férmula (1), F'érmula (Ia) o Férmula (Ib), en donde: R* es -SR” u -OH.
Realizacién 31. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde R® es

:zs_S
OH
HZN:H’
o)

Realizaciéh 32. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X1 es
N
% HO,

o

h,f‘j'{ % N | N,

q }[ N o }l’ hY

e . N o M
Realizacién 33. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X1 es
",,wj( e

o

- 0 L

Realizacién 34. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X1 es

N
“on .
Realizacién 35. El compuesto de Férmula (1), Férmula (Ia) o Férmula (Ib), en donde: X2 es
3 OH
HEX an [ o
,-\LIJ/J\, ,H/\_,

o e o
#';\Q\ﬁ?f }{R/QH"\.’ . }i‘aﬂﬁlﬂk

Realizacién 36. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X2 es
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gl ‘

LS NS ¢

N 0 W

Realizacién 37. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: Xz es

Eaei

Realizacién 38. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: Xz es
a OH

HO OH

ﬂz

Reahzacmn 39 EI compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X2 es
O OH
o OH

Realizacién 40. El corﬁpuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X3 es

fb */L 2 W

MH; o
Reahzamon 41. El compuesto de Férmula (1), Formula (Ia) o Férmula (Ib), en donde: X3 es

Realizacién 42 El cémpuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X3 es
NH2

af'{r

Realizacion 43. El cémpuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X3 es

T

Realizacién 44. .EI compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: X3 es

z“*m:fz

Realizacién 45. El compuesto de Formula (1), Formula (la) o Formula (Ib), en donde: R® es 2-piridilo o 4-piridilo.
Realizacién 46. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Formula (Ib), en donde cada uno de los R” se selecciona
independientemente de H y alquilo C1-Ce.

Realizacién 47. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde cada uno de los R” es H.
Realizacién 48. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde cada uno de los R” es alquilo C1-
Ce.
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Realizacién 49. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:cada uno de los m se selecciona
independientemente de 1, 2, 3y 4.

Realizacién 50. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde cada uno de los mes 1 o0 2.
Realizacién 51. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde cada uno de los n se selecciona
independientemente de 1, 2, 3y 4.

Realizacién 52. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde cada uno delosnes 2 o 3.
Realizacién 53. El compuesto de Formula (1), Formula (la) o Férmula (Ib), en donde:cada uno de los t se selecciona
independientemente de 1, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

Realizacién 54. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde cada uno de los t se selecciona
independientemente de 1, 2, 3,4, 5y 6.

Realizacién 55. El compuesto de Formula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), seleccionado de:
1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil )-
1H-pirrol-2,5-diona;

acido (2R)-2-amino-3-((1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il }tio)propanoico;

acido (6R)-6-(2-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-
3-oxopropil)amino)-2-oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico;

acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil }-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropilJamino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropilJamino)-4-oxobutanoico;

acido  2-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil }-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropilJamino)-4-oxobutanoico;
1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etil)-1H-pirrol-
2,5-diona;

acido (2S)-2-amino-3-((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)propanoico;

acido  (6R)-6-(2-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)etil)Jamino)-2-oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico;

acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico;

acido  2-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil }-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico;
1-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)}-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etil)-1 H-pirrol-2,5-diona;

acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)amino)-4-oxobutanoico;
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;
acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;
1-(2-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona;
acido (2R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-5-(carboximetil)-6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-0ico;
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acido (2R,5S)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-o0ico;
acido (2R,5R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-oico;
acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-16-carboxi-1,14-dioxo-4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-0ico;

acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,14-dioxo-4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-0ico;
acido (16S,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,14-dioxo-4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-0ico;
1-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-21-oxo-
3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-1H-pirrol-2,5-diona;

acido (2R)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-oico;

acido (2R,5S)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-0ico;
acido (2R,5R)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-oico;
acido (28R)-28-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)-25-carboxi-1,23-dioxo-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-0ico;

acido (25R,28R)-28-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-25-carboxi-1,23-dioxo-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-0ico;
acido (25S,28R)-28-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-25-carboxi-1,23-dioxo-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-0ico;
1-((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-pirrol-2,5-diona;

acido (2R)-2-amino-3-((2-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil }-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-2-oxoetil Jtio)pentanodioico;
N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida;

acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-0ico;

acido (16S,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-0ico;
acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-oico;
acido (20R)-20-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-17-carboxi-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico;

acido (17R,20R)-20-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-17-carboxi-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico;
acido (17S,20R)-20-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-17-carboxi-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico;
5-(4-((4-(3-aminopropil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina;
1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-(2-
aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona;
N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)acetamida;

acido (2R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico;

acido (2R,5S)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico;
acido (2R,5R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico;
acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-16-carboxi-1,11,14-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-oico;

acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,11,14-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-0ico;
acido (16S,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,11,14-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-0ico;
4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil)-N-(2-(2-(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazina-1-carboxamida;

acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-ox0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il ) metil)amino)-4-
oxobutanoico;

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2798 649 T3

acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilJamino)-4-
oxobutanoico;

acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il )metil)amino)-4-
oxobutanoico;

acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-
oxobutanoico;

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-
oxobutanoico;

acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-
oxobutanoico;
1-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etoxi)etil )-
1H-pirrol-2,5-diona;

acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico;
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico;
acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etillamino)-4-oxobutanoico;
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico;
1-((1-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)- 1H-
1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-pirrol-2,5-diona;

acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico;

acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
imetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico;
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico;
acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico;

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
imetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilJamino)-4-oxobutanoico;
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

imetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico;
N-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-21-oxo-
3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida;
4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazina-1-carboxilato de 4-((S)-
2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencilo;
acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico;
(S)-1-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-ilyamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-
1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona;
1-(3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil )-
1H-pirrol-2,5-diona;
acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico;
acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;
acido  2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;
acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;
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acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;
1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-
(aminooxi)etanona;
1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-
aminoetoxi)propan-1-ona;
N-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida;
(S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-metoxibencil )piperazin-1-
il)-2-(aminooxi)etanona;
(S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-
i)-3-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona;
(S)-N-(2-(2-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida;
N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida;
5-(4-((4-(2-(2-(aminooxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-
diamina;
N-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propil )-2-
(aminooxi)acetamida;
5-(4-((4-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-
diamina;
N-(2-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-
il)etoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida;
5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-oxopentanoato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo;
5-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-
oxopentanoato de (S)-2,5-dioxopirrolidin-1-ilo;
acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(((S)-1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico;
acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico;
5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propilJamino)-
5-oxopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo;
acido (S)-2-amino-6-(5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil}-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)propil)amino)-5-oxopentanamido)hexanoico;
5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-oxopentanoato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo;
acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-
1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico;
5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-oxopentanoato
de perfluorofenilo;
3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)propanoato de perfluorofenilo;
3-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)propanoato de perfluorofenilo;
acido (S)-2-amino-6-(3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)propanamido)hexanoico y
N-(15-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-15-oxo-
3,6,9,12-tetraoxapentadecil)-5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanamida.
Realizacién 56. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), seleccionado de:
1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-oxopropil )-
1H-pirrol-2,5-diona;
1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etil)-1H-pirrol-
2,5-diona;
1-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)}-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etil)-1 H-pirrol-2,5-diona y
1-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etoxi)etil )-
1H-pirrol-2,5-diona.
Realizacién 57. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), seleccionado de:
acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico;
4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazina-1-carboxilato de 4-((R)-
6-amino-2-((S)-2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamido)-3-fenilpropanamido)hexanamido)bencilo;
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4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de 4-((S)-
2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)propanamido)bencilo;

acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico;

acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico;
N-(2-((5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-metil-5-
oxopentan-2-il)disulfanil)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida;
1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-metil-4-
(metiltio)pentan-1-ona;

acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)metil )-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico;
(2R,2'R)-3,3"-((2-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-
il)-2-oxoetoxi)imino)propano-1,3-diil)bis(sulfanodiil))bis(acido 2-aminopropanoico);

acido (R)-2-amino-6-((((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)metil)-17-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-10,17-dioxo-8,14-dioxa-4-tia-7,11-diazaheptadec-6-enoico y
2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etan-1-ol.

Ademas, la sustitucidén con isétopos mas pesados, particularmente deuterio (es decir, 2H o D) puede proporcionar
ciertas ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, una semivida in vivo
incrementada o requisitos de dosis reducidos o una mejora en el indice terapéutico. Se entiende que el deuterio en
este contexto se considera un sustituyente de un compuesto de férmula (l). La concentraciéon de un isétopo mas
pesado de este tipo, especificamente deuterio, puede definirse por el factor de enriquecimiento isotdpico. La expresion
"factor de enriquecimiento isotdpico”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a la relacidon entre la abundancia
isotopica y la abundancia natural de un is6topo especificado. Si un sustituyente en un compuesto de esta invencion
se denomina deuterio, dicho compuesto tendra un factor de enriquecimiento isotdpico para cada uno de los d&tomos
de deuterio designados de al menos 3500 (52,5% de incorporacion de deuterio en cada uno de los dtomos de deuterio
designados), al menos 4000 (60% de incorporacion de deuterio), al menos 4500 (67,5% de incorporacién de deuterio),
al menos 5000 (75% de incorporacion de deuterio), al menos 5500 (82,5% de incorporacion de deuterio), al menos
6000 (90% de incorporacion de deuterio), al menos 6333,3 (95% de incorporacion de deuterio), al menos 6466,7 (97%
de incorporacién de deuterio), al menos 6600 (99% de incorporacion de deuterio) o al menos 6633,3 (99,5% de
incorporacion de deuterio).

Solvatos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la invencion incluyen aquellos en los que el disolvente de
cristalizacion puede estar isotépicamente sustituido, p. ej., D20, de-acetona, de-DMSO.
Procedimientos para Hacer Compuestos de Formula (l) y sub-formulas de los mismos

En la presente se describen procedimientos generales para preparar compuestos de Férmula (1) y sub-formulas de los
mismos. En las reacciones descritas, los grupos funcionales reactivos, por ejemplo grupos hidroxi, amino, imino, tiol
o carboxi, en los casos en los que estos se deseen en el producto final, pueden protegerse para evitar su participacion
no deseada en las reacciones. Dentro del alcance de este texto, Unicamente un grupo que se pueda eliminar facilmente
que no sea constituyente del producto final particular deseado de los compuestos de la presente invencion se
denomina un "grupo protector”, a menos que el contexto indique lo contrario. La proteccion de grupos funcionales con
grupos protectores de este tipo, los propios grupos protectores y sus reacciones de escision se describen, por ejemplo,
en trabajos de referencia estandares tales como J. F. W. McOmie, "Protective Groups in Organic Chemistry", Plenum
Press, Londres y Nueva York 1973, en T. W. Greene y P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis",
tercera edicion, Wiley, Nueva York 1999, en "The Peptides"; volumen 3 (editores: E. Gross y J. Meienhofer), Academic
Press, Londres y Nueva York 1981, en "Methoden der organischen Chemie" (Methods of Organic Chemistry), Houben
Weyl, 42 edicién, volumen 15/1, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974, en H.-D. Jakubke y H. Jeschkeit, "Aminosauren,
Peptide, Proteine" (Aminoacidos, Péptidos, Proteinas), Verlag Chemie, Weinheim, Deerfield Beach, y Basel 1982, y
en Jochen Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate: Monosaccharide und Derivate" (Quimica de carbohidratos:
monosacaridos y derivados), Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974. Una caracteristica de los grupos protectores es
que se pueden eliminar facilmente (es decir, sin que se produzcan reacciones secundarias indeseadas), por ejemplo,
mediante solvolisis, reduccion, fotélisis o como alternativa en condiciones fisiolégicas (por ejemplo, mediante escision
enzimatica).

En determinadas realizaciones, los compuestos de Férmula (1) y sub-férmulas de los mismos, proporcionados en la
presente, se preparan como una sal por adicién de acidos farmacéuticamente aceptable haciendo reaccionar la forma
de base libre de un compuesto de Férmula (l) y sus sub-formulas, con una cantidad estequiométrica de un acido
organico o acido inorganico farmacéuticamente aceptable apropiado o un reactivo de intercambio aniénico adecuado.
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Reacciones de este tipo se llevan a cabo tipicamente en agua o en un disolvente organico, o en una mezcla de los
dos. Generalmente, en los casos en los que sea posible, es deseable el uso de medios no acuosos, tales como éter,
acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo.

Alternativamente, las formas de sal de compuestos de Foérmula () y sub-formulas de los mismos, se preparan
utilizando sales de los materiales de partida o compuestos intermedios.

Se pueden preparar sales de los compuestos de la presente invencidén que tienen al menos un grupo formador de
sales de un modo conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las sales de los compuestos de la presente
invencién que tienen grupos acidos se pueden formar, por ejemplo, tratando los compuestos con compuestos
metélicos tales como sales de metales alcalinos de acidos organicos carboxilicos adecuados, por ejemplo, la sal de
sodio del acido 2-etilhexanoico, con compuestos organicos de metales alcalinos o alcalinotérreos, tales como los
correspondientes  hidroxidos, carbonatos o hidrogenocarbonatos, tales como hidréxido, carbonato o
hidrogenocarbonato de sodio o potasio, con los correspondientes compuestos de calcio o con amoniaco o una amina
organica adecuada, usandose preferentemente cantidades estequiométricas o solo un pequefio exceso de agente
formador de la sal. Las sales por adicién de acidos de los compuestos de la presente invencion se obtienen de la
manera habitual, p. €j., tratando los compuestos con un acido o un reactivo de intercambio de aniones adecuado.
Sales internas de compuestos de la presente invencion que contienen grupos formadores de sales de caracter acido
y basico, p. €j., un grupo carboxi libre y un grupo amino libre, pueden formarse, p. ej., mediante la neutralizacién de
sales, tales como sales por adicidon de acidos, al punto isoeléctrico, p. ej., con bases débiles, o por tratamiento con
intercambiadores de iones.

Las sales se pueden convertir en los compuestos libres de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la
técnica. Las sales de metales y de amonio se pueden convertir, por ejemplo, mediante el tratamiento con acidos
adecuados, y las sales de adicidn de acido, por ejemplo, mediante el tratamiento con un agente basico adecuado.

Todas las etapas del procedimiento arriba mencionadas se pueden llevar a cabo en condiciones de reaccién que son
conocidas por los expertos en la técnica, incluidas las mencionadas especificamente, en ausencia o, habitualmente,
en presencia de disolventes o diluyentes, incluidos, por ejemplo, disolventes o diluyentes que son inertes hacia los
reactivos utilizados y los disuelven, en ausencia o presencia de catalizadores, agentes de condensacién o
neutralizantes, por ejemplo, intercambiadores de iones, tales como intercambiadores de cationes, p. €j., en forma H*,
dependiendo de la naturaleza de la reaccion y/o de los reaccionantes a temperatura reducida, normal o elevada, por
ejemplo en un intervalo de temperaturas de aproximadamente -100 °C a aproximadamente 190 °C, que incluye, por
ejemplo, de aproximadamente -80 °C a aproximadamente 150 °C, por ejemplo, de -80 a -60 °C, a temperatura
ambiente, de -20 a 40 °C o a temperatura de reflujo, bajo presion atmosférica o en un recipiente cerrado, cuando sea
apropiado bajo presion y/o en una atmosfera inerte, por ejemplo, bajo una atmésfera de argén o nitrégeno.

Sales por adicién de acidos farmacéuticamente aceptables de los compuestos de Férmula (1) y las sub-férmulas de
los mismos, incluyen formas de sales acetato, adipato, ascorbato, aspartato, benzoato, besilato, bencenosulfonato,
bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, bromuro/hidrobromuro, sulfonato de alcanfor, camsilato, caprato,
cloruro/hidrocloruro, cloroteofilinato, citrato, edisilato, etanodisulfonato, fumarato, gluceptato, glucoheptonato,
gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato,
laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato, mucato, naftoato,
napsilato, 2-napsilato, naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, octadecanoato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, fosfato/hidrogeno-fosfato/dihidrégeno-fosfato, poligalacturonato, propionato, sebacato, estearato,
succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato, trifenatato, trifenilacetato y
xinafoato.

El acido organico o los acidos inorganicos utilizados para formar determinadas sales por adiciéon de acidos
farmacéuticamente aceptables de compuestos de Formula (1) y sub-férmulas de los mismos, incluyen acido acético,
acido adipico, acido ascoérbico, acido aspartico, acido benzoico, acido bencenosulfénico, acido carbdnico, acido
alcanforsulfénico, acido caprico, cloroteofilinato, acido citrico, acido etanodisulfénico, acido fumarico, acido D-glicero-
D-gulo-hepténico, acido galactarico, acido galactarico/acido mucico, acido glucéptico, acido glucoheptonoico, acido
glucénico, acido glucurdnico, acido glutamatico, acido glutarico, acido glicdlico, acido hipurico, acido bromhidrico,
acido clorhidrico, acido yodhidrico, acido isetiénico, acido lactico, acido lactobidnico, acido laurilsulfurico, acido malico,
acido maleico, acido maldnico, acido mandélico, acido mesilico, acido metanosulfénico, acido mucico, acido naftoico,
acido 1-hidroxi-2-naftoico, acido naftalenosulfénico, acido 2-naftalenosulfénico, acido nicotinico, acido nitrico, acido
octadecanoico, acido oleaico, acido oxalico, acido palmitico, acido pamoico, acido fosférico, acido poligalacturénico,
acido propiodnico, acido sebacico, acido estearico, acido succinico, acido sulfosalicilico, acido sulfurico, acido tartarico,
acido p-toluenosulfénico, acido trifluoroacético y acido trifenilacético.

En una realizaciéon, la presente invencién proporciona 3-(3-fluoro-4-(3-(piperidin-4-il)propoxi)fenil)-1-metil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-6-amina en forma de una sal acetato, adipato, ascorbato, aspartato, benzoato, besilato,
bencenosulfonato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, bromuro/hidrobromuro, sulfonato de alcanfor, camsilato,
caprato, cloruro/hidrocloruro, cloroteofillinato, citrato, edisilato, etanodisulfonato, fumarato, gluceptato, glucoheptonato,
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gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato,
laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato, mucato, naftoato,
napsilato, 2-napsilato, naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, octadecanoato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, fosfato/hidrogeno-fosfato/dihidrégeno-fosfato, poligalacturonato, propionato, sebacato, estearato,
succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato, trifenatato, trifenilacetato o
xinafoato.

En una realizacion, la presente invencion proporciona 3-(4-(((1r,4r)-4-aminociclohexil)metoxi)-3-fluorofenil)-1-metil-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-6-amina en forma de una sal acetato, adipato, ascorbato, aspartato, benzoato, besilato,
bencenosulfonato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, bromuro/hidrobromuro, sulfonato de alcanfor, camsilato,
caprato, cloruro/hidrocloruro, cloroteofillinato, citrato, edisilato, etanodisulfonato, fumarato, gluceptato, glucoheptonato,
gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato,
laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato, mucato, naftoato,
napsilato, 2-napsilato, naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, octadecanoato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, fosfato/hidrogeno-fosfato/dihidrégeno-fosfato, poligalacturonato, propionato, sebacato, estearato,
succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato, trifenatato, trifenilacetato o
xinafoato.

En una realizacién, la presente invencion proporciona 3-(4-((4-aminobiciclo[2.2.2]octan-1-il)metoxi)-3-fluorofenil)-1-
metil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-6-amina en forma de una sal acetato, adipato, ascorbato, aspartato, benzoato,
besilato, bencenosulfonato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, bromuro/hidrobromuro, sulfonato de alcanfor,
camsilato, caprato, cloruro/hidrocloruro, cloroteofillinato, citrato, edisilato, etanodisulfonato, fumarato, gluceptato,
glucoheptonato, gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato,
lactato, lactobionato, laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato,
mucato, naftoato, napsilato, 2-napsilato, naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, octadecanoato,
oleato, oxalato, palmitato, pamoato, fosfato/hidrogeno-fosfato/dihidrégeno-fosfato, poligalacturonato, propionato,
sebacato, estearato, succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato, trifenatato,
trifenilacetato o xinafoato.

En una realizacién, la presente invencién proporciona 3-(4-((4-aminobiciclo[2.2.2]octan-1-i)metoxi)-3-clorofenil)-1-
metil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-6-amina en forma de una sal acetato, adipato, ascorbato, aspartato, benzoato,
besilato, bencenosulfonato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, bromuro/hidrobromuro, sulfonato de alcanfor,
camsilato, caprato, cloruro/hidrocloruro, clorotecfillinato, citrato, edisilato, etanodisulfonato, fumarato, gluceptato,
glucoheptonato, gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato,
lactato, lactobionato, laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato,
mucato, naftoato, napsilato, 2-napsilato, naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, octadecanoato,
oleato, oxalato, palmitato, pamoato, fosfato/hidrégeno-fosfato/dihidrogeno-fosfato, poligalacturonato, propionato,
sebacato, estearato, succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato, trifenatato,
trifenilacetato o xinafoato.

En una realizacién, la presente invenciéon proporciona 4-((2-cloro-4-(6-metoxi-1-metil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-
ilYfenoxi)metil)biciclo[2.2.2]octan-1-amina en forma de una sal acetato, adipato, ascorbato, aspartato, benzoato,
besilato, bencenosulfonato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, bromuro/hidrobromuro, sulfonato de alcanfor,
camsilato, caprato, cloruro/hidrocloruro, cloroteofillinato, citrato, edisilato, etanodisulfonato, fumarato, gluceptato,
glucoheptonato, gluconato, glucuronato, glutamato, glutarato, glicolato, hipurato, hidroyoduro/yoduro, isetionato,
lactato, lactobionato, laurilsulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metanosulfonato, metilsulfato,
mucato, naftoato, napsilato, 2-napsilato, naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, octadecanoato,
oleato, oxalato, palmitato, pamoato, fosfato/hidrégeno-fosfato/dihidrégeno-fosfato, poligalacturonato, propionato,
sebacato, estearato, succinato, sulfosalicilato, sulfato, tartrato, tosilato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato, trifenatato,
trifenilacetato o xinafoato.

Se pueden encontrar listas de sales por adicion de acidos adecuadas adicionales, p. ej., en "Remington's
Pharmaceutical Sciences", 202 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985); y en "Handbook of Pharmaceutical
Salts: Properties, Selection, and Use" de Stahl y Wermuth mencionadas especificamente o, por ejemplo, agua, ésteres
tales como alcanoatos inferiores de alquilo inferior, por ejemplo acetato de etilo, éteres, tales como éteres alifaticos,
por ejemplo, dietiléter, o éteres ciclicos, por ejemplo tetrahidrofurano o dioxano, hidrocarburos aromaticos liquidos,
tales como benceno o tolueno, alcoholes, tales como metanol, etanol o 1- 0 2-propanol, nitrilos, tales como acetonitrilo,
hidrocarburos halogenados, tales como como cloruro de metileno o cloroformo, amidas de acido, tales como
dimetilformamida o dimetilacetamida, bases, tales como bases de nitrdgeno heterociclico, por ejemplo piridina o N-
metilpirrolidin-2-ona, anhidridos del acido carboxilico, tales como anhidridos de acido alcanoico inferior, por ejemplo
anhidrido acético, hidrocarburos ciclicos, lineales o ramificados, tales como ciclohexano, hexano o isopentano,
metilciclohexano o mezclas de esos disolventes, por ejemplo soluciones acuosas, a menos que se indique lo contrario
en el descripcién de los procedimientos. Dichas mezclas de disolventes también se pueden utilizar en el
procesamiento, por ejemplo, mediante cromatografia o particion.
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En ciertas realizaciones, los compuestos de Férmula (1) y sub-férmulas de los mismos se preparan o forman, como
solvatos (p. €j., hidratos). En ciertas realizaciones, hidratos de compuestos de Formula (I) y sub-férmulas de los
mismos, se preparan por recristalizacion a partir de una mezcla de disolventes acuosos/organicos, utilizando
disolventes organicos, tales como dioxina, tetrahidrofurano o metanol. Ademas, los compuestos de la presente
invencion, incluidas sus sales, también se pueden obtener en forma de sus hidratos o pueden incluir otros disolventes
utilizados para su cristalizacion.

Los compuestos de la presente invencion pueden formar solvatos de forma inherente o por disefio con disolventes
farmacéuticamente aceptables (que incluyen agua); por lo tanto, se pretende que la invencion englobe tanto formas
solvatadas como no solvatadas. El término "solvato" se refiere a un complejo molecular de un compuesto de la
presente invencién (incluidas las sales farmacéuticamente aceptables del mismo) con una o mas moléculas de
disolvente. Moléculas disolventes son aquellas comiunmente utilizadas en la técnica farmacéutica, que se sabe que
son inocuas para el receptor, p. ej., agua, etanol. El término "hidrato" se refiere al complejo en donde la molécula
disolvente es agua.

Cualquier atomo asimétrico (p. ej., carbono o similar) del o de los compuestos de la presente invencién puede estar
presente en configuracién racémica o enriquecida enantioméricamente, por ejemplo, la configuracion (R), (S) o (R,S).
En ciertas realizaciones, cada uno de los atomos asimétricos tiene al menos 50% de exceso enantiomérico, al menos
60% de exceso enantiomérico, al menos 70% de exceso enantiomérico, al menos 80% de exceso enantiomérico, al
menos 90% de exceso enantiomérico, al menos 95% de exceso enantiomérico, o al menos 99% de exceso
enantiomérico en la configuracion (R) o (S). Los sustituyentes en atomos con dobles enlaces insaturados pueden estar
presentes, si es posible, en forma cis (Z) o trans (E).

Por consiguiente, tal como se utiliza en la presente, un compuesto de la presente invencion puede estar en forma de
uno de los posibles isémeros, rotameros, atropisdmeros, tautdmeros o mezclas de estos, por ejemplo, como racematos,
isbmeros Opticos (enantidmeros), diasteredmeros, isbmeros geométricos (cis o trans) sustancialmente puros o
mezclas de estos.

Cualquier mezcla resultante de isémeros puede separarse en base a los productos fisico-quimicos (antipodas),
racematos o mezclas de los mismos.

Cualesquiera mezclas de isémeros resultantes se pueden separar en base a las diferencias fisico-quimicas de los
constituyentes, en isdmeros, diasteredmeros, racematos puros o sustancialmente puros, geométricos u dpticamente
puros, por ejemplo, por cromatografia y/o cristalizacion fraccionada.

Cualesquiera racematos resultantes de productos finales o intermedios puede resolverse en las antipodas 6pticas por
métodos conocidos, p. ej., por separacion de sus sales diastereoméricas, obtenidas con un &cido o base épticamente
activo, y liberando el compuesto de caracter acido o basico 6pticamente activo. En particular, se puede emplear un
resto de caracter basico para resolver los compuestos de la presente invencion en sus antipodas 6pticas, p. ej., por
cristalizacion fraccionada de una sal formada con un acido dpticamente activo, p. €j., acido tartarico, acido dibenzoil
tartarico, acido diacetil tartarico, acido di-O, O*-p-toluoil tartarico, acido mandélico, acido malico o acido alcanfor-10-
sulfénico. Los productos racémicos también se pueden resolver mediante cromatografia quiral, p. ., cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando un adsorbente quiral.

En ciertas realizaciones, los compuestos de Férmula (I) o sub-féormulas de los mismos se preparan como sus
estereoisomeros individuales. En otras realizaciones, los compuestos de Férmula (1), o sub-formulas de los mismos,
se preparan como sus estereoisomeros individuales haciendo reaccionar una mezcla racémica del compuesto con un
agente de resolucion dpticamente activo para formar un par de compuestos diastereoisoméricos, separando los
diasteredmeros y recuperando los enantidmeros oOpticamente puros. En ciertas realizaciones, la resolucion de
enantiomeros se lleva a cabo utilizando derivados diastereoméricos covalentes de los compuestos de Férmula (1), o
sub-férmulas de los mismos, o utilizando complejos disociables (p. ej., sales diastereoméricas cristalinas). Los
diasteredmeros tienen propiedades fisicas (p. €j., puntos de fusién, puntos de ebullicién, solubilidad, reactividad, etc.)
diferentes y se separan facilmente aprovechando estas diferencias. En ciertas realizaciones, los diastereémeros se
separan por cromatografia o por técnicas de separacion/resolucion basadas en diferencias de solubilidad. Después,
el enantidmero épticamente puro se recupera, junto con el agente de resolucion, por cualquier medio practico que no
provoque racemizacion. Se puede encontrar una descripcion mas detallada de las técnicas aplicables para la
resolucion de estereoisémeros de compuestos a partir de su mezcla racémica en Jean Jacques, Andre Collet, Samuel
H. Wilen, "Enantiomers, Racemates and Resolutions", John Wiley And Sons, Inc., 1981.

Mezclas de isémeros obtenibles de acuerdo con la invencidon pueden separarse de una manera conocida por los
expertos en la técnica en los isdmeros individuales; los diastereocisémeros se pueden separar, por ejemplo, mediante
la particion entre mezclas de disolventes polifasicos, recristalizaciéon y/o separacion cromatografica, por ejemplo sobre
gel de silice o, p. gj., mediante cromatografia liquida de presion media sobre una columna de fase inversa, y los
racematos se pueden separar, por ejemplo, mediante la formacién de sales con reactivos formadores de sales
Opticamente puros y la separacion de la mezcla de diastereoisémeros asi obtenibles, por ejemplo, por cristalizacion
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fraccionada, o por cromatografia sobre materiales de columna 6pticamente activos. o como mezclas de los mismos,
por ejemplo, como isdmeros épticos puros, o como mezclas de isémeros, tales como racematos y mezclas de
diastereoisomeros, dependiendo del nimero de atomos de carbono asimétricos. Se pretende que la presente
invencion incluya todos los posibles isomeros de este tipo, incluidas las mezclas racémicas, mezclas diastereoméricas
y formas épticamente puras. Isomeros (R) y (S) 6pticamente activos pueden prepararse utilizando sintones quirales o
reactivos quirales, o pueden resolverse utilizando técnicas convencionales. Si el compuesto contiene un doble enlace,
el sustituyente puede tener la configuracion E o Z. Si el compuesto contiene un cicloalquilo disustituido, el sustituyente
del cicloalquilo puede tener una configuracion cis o trans. También se pretende que todas las formas tautoméricas
estén incluidas.

Productos intermedios y finales pueden elaborarse y/o purificarse de acuerdo con métodos esténdares, p. ej.,
utilizando métodos cromatograficos, métodos de distribucion, (re)cristalizacion. La invencién se refiere también a
aquellas formas del procedimiento en las cuales se utiliza como material de partida un compuesto que se puede
obtener como compuesto intermedio en cualquier etapa del proceso y se llevan a cabo las etapas restantes del
procedimiento, o en las cuales un material de partida se forma en las condiciones de reaccién o se utiliza en forma de
derivado, por ejemplo, en una forma protegida o en forma de una sal, o un compuesto que se puede obtener mediante
el procedimiento de acuerdo con la invencién se produce en las condiciones del procedimiento y se procesa
posteriormente in situ. Todos los materiales de partida, bloques de construccion, reactivos, acidos, bases, agentes
deshidratantes, disolventes y catalizadores utilizados para sintetizar los compuestos de la presente invencion estan
disponibles comercialmente o pueden producirse mediante métodos de sintesis organicos conocidos por un experto
en la técnica.

Compuestos de Férmula (1) y sus sub-formulas (Férmula (la) y Férmula (Ib)) se preparan mediante procedimientos
descritos en los esquemas generales de la presente y como se ilustra en los Ejemplos.

El Esquema 1A ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de formula (A1), en
que el resto -enlazador-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A1) mediante un enlace amida. En el esquema
1A, el enlazador es cualquier enlazador (L') que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -L'-C(=0)). También en el
Esquema 1A, R' es como se describe en la presente y R* es un resto reactivo que puede reaccionar con un tiol, un
disulfuro, una amina, una cetona, una dicetona, una azida o un alquino. El Esquema 1B ilustra un esquema sintético
no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de formula (A1), en que el resto -enlazador-R* esta unido al
compuesto intermedio (int-A1) mediante un enlace amida. En el esquema 1B, el enlazador es cualquier enlazador (L")
que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -L'-C(=0)). También en el Esquema 1B, R' es como se describe en la
presente y el resto R* que tiene un grupo amino (tal como una hidroxilamina o una amina) y RB se tiene un resto de
un grupo amino protegido, en que Prot es un grupo protector tal como Boc, Fmoc y Cbz.

Scheme 1
- i . mejlaracior . 2 .,--‘“'h.l anilaracor
o T : & T b
I 3. Y : q Mg Vo ™
& o ! - H'th_-l‘i -\L_l-:
ey R 0
sopiamieo Foms T Fammuia (A1)

/ﬁlm:: an
Y pa

Una formacién de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU,
acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P.

El Esquema 2A ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de formula (A2), en
que el resto -enlazador-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A2) mediante un enlace amida. En el esquema 2A,
el enlazador es cualquier enlazador (L') que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -L'-C(=0)). También en el
Esquema 2A, R es como se describe en la presente y R* es un resto reactivo que puede reaccionar con un tiol, un
disulfuro, una amina, una cetona, una dicetona, una azida o un alquino. El Esquema 2B ilustra un esquema sintético
no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de formula (A2), en que el resto -enlazador-R* esta unido al
compuesto intermedio (int-A2) mediante un enlace amida. En el esquema 2B, el enlazador es cualquier enlazador (L")
que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -L'-C(=0)). También en el Esquema 2B, R' es como se describe en la
presente y el resto R*que tiene un grupo amino (tal como una hidroxilamina o una amina) y RB se tiene un resto de un
grupo amino protegido, en que Prot es un grupo protector tal como Boc, Fmoc y Cbz.
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Esquema 2
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N, 00
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Una formacién de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU,
acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P.

Desproteccion

El Esquema 3A ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (la), en
donde el resto -L2-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A1) mediante un enlace amida. Una formacion de enlaces
amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU, acoplamiento HBTU,
acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P. En el esquema 3A, el enlazador (L2) es cualquier resto enlazador (La) que
tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -LA-C(=0)).. El Esquema 3B ilustra un esquema sintético no limitante
utilizado para hacer ciertos compuestos de Formula (1), en donde el resto -L>-R* esta unido al compuesto intermedio
(int-A1) mediante un enlace amida. Una formacion de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor,
acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU, acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P. En el
Esquema 3B, el enlazador (L2) comprende un resto enlazador (La) que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -La-
C(=0)), y RB es un resto que tiene un grupo amino protegido, en que Prot es un grupo protector como Boc, Fmoc y
Cbz.

Ezquema 3
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El Esquema 4A ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (Ib), en
donde el resto -L2-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A2) mediante un enlace amida. Una formacion de enlaces
amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU, acoplamiento HBTU,
acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P. En el esquema 4A, el enlazador (L2) es cualquier resto enlazador (La) que
tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -LA-C(=0)).. El Esquema 4B ilustra un esquema sintético no limitante
utilizado para hacer ciertos compuestos de Formula (Ib), en donde el resto -L2-R* esta unido al compuesto intermedio
(int-A2) mediante un enlace amida. Una formacién de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor,
acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU, acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P. En el
Esquema 4B, el enlazador (L2) comprende un resto enlazador (La) que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -La-
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C(=0)), y RB es un resto que tiene un grupo amino protegido, en que Prot es un grupo protector como Boc, Fmoc y

Cbz.
Ezquema 4
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RB es -ONH-;

La es -(CH2)n-, -((CH2)nO}(CH2)n-, -((CH2)nO)((CH2)nX1CH2)n-,-((CH2)nO)¢(CH2)n\NHC(=O)(CH2)n-,
-X2X3C(=0)((CH2)nO)((CH2)n-,-

((CH2)nO){(CH2)nC(=O)NH(CHz2)n-,-NH((CH2)nO)((CH2)nX1(CH2)n-,
X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CHz2)n- 0 -(CH2)nC(=O)NH(CH2)n;

L2 es -C(=0)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-,-
=0O)((CH2)nO)((CH2)aNHC(=O)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,-
(FO)NH((CH2)nO)((CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)r- 0 -

C(
C
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R', R7, R8 R?y R'9 son como se definen en la presente.

El Esquema 5 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para preparar ciertos compuestos de Férmula (B1) ,
en que el resto -enlazador-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A1) por alquilacion de la amina secundaria del
compuesto intermedio (int-A1). En el Esquema 5, el enlazador (La) se funcionaliza inicialmente con un aldehido
terminal (es decir, -La-C(=O)H) y luego se hace reaccionar con la amina secundaria del compuesto intermedio (int-A1).
También en el Esquema 5, R' es como se describe en la presente y R* es un resto reactivo que puede reaccionar con
un tiol, un disulfuro, una amina, una cetona, una dicetona, una azida o un alquino.

Esquema 5

enlzzacar -2 entazaar

SXC =T SN=2

h

N i
'“,/j' A1 Acoolamienio-N-3ioullackin M,-L.h#»&'} . .
. m : Formula (B1)

Una N-alquilacion de este tipo se puede lograr utilizando un agente reductor tal como NaCNBHs3, NaBH4 o
NaBH(OAC)s.

M

El Esquema 6 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para preparar ciertos compuestos de Férmula (B2) ,
en que el resto -enlazador-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A2) por alquilacion de la amina secundaria del
compuesto intermedio (int-A2). En el Esquema 6, el enlazador (La) se funcionaliza inicialmente con un aldehido
terminal (es decir, -La-C(=O)H) y luego se hace reaccionar con la amina secundaria del compuesto intermedio (int-A2).
También en el Esquema 6, R' es como se describe en la presente y R* es un resto reactivo que puede reaccionar con
un tiol, un disulfuro, una amina, una cetona, una dicetona, una azida o un alquino.

Ezquema 6 j "
|y
enlaradar
(O w g “ ok
M —
|_!\- 1 ﬁ_}'h'\-u”l
")tf" Acopiam: xruaE -
saz  Acoplamienio-N-Siguiiacin
|-_‘|"£‘H "ﬁ ’ ‘J"' m“”:’ Fiarmula (B2)

Una N-alquilacion de este tipo se puede lograr utilizando un agente reductor tal como NaCNBHs, NaBH4 o
NaBH(OAC)s.

El Esquema 7 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (la), en
donde el resto -L2-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A1) por alquilacion de la amina secundaria del compuesto
intermedio (int-A1). En el Esquema 7, el resto enlazador, La, inicialmente funcionalizado con un aldehido terminal (es
decir, -L'-C(=0O)H) se hace luego reaccionar con la amina secundaria del compuesto intermedio (int-A1), formando
con ello el enlazador, L2, que comprende el resto enlazador La con un grupo -CH2- terminal. Una N-alquilacion de este
tipo se puede lograr utilizando un agente reductor tal como NaCNBH3, NaBH4 o0 NaBH(OAC)s.

Esquema 7
" , .
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A
R l“-.rNH 'CI }_@ r! u-TI
7] =
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1N Farmula (la}

El Esquema 8 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (Ib), en
donde el resto -L2-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A2) por alquilacion de la amina secundaria del compuesto
intermedio (int-A2). En el Esquema 8, el resto enlazador (La), inicialmente funcionalizado con un aldehido terminal (es
decir, -L'-C(=0O)H) se hace luego reaccionar con la amina secundaria del compuesto intermedio (int-A2), formando con
ello el enlazador, L2, que comprende el resto enlazador La con un grupo -CH2- terminal. Una N-alquilacion de este tipo
se puede lograr utilizando un agente reductor tal como NaCNBH3, NaBH4 o NaBH(OAC)s.
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Enlos Esquemas 7y 8,

R* es como se define para los Esquemas 3y 4;

La es -(CH2)n-1-, -((CH2)n-1)O)((CH2)n"O}(CH2)n-, -(CH2)(n-1X1(CH2)n-, -(CH2)(n-yNHC(=O)(CH2)n-, -(CH2)n-
1HNHC(=O(CH2)nC(=O)NH(CH2)n- 0 -((CH2)(n-1)O)((CH2)nO){(CH2)naNHC(=0O)(CH2)n;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)}t(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=0O)(CHz)n-,-(CH2)nNHC(=O(CH2)aC(=O)NH(CH2)n- 0
-((CH2)nO){(CH2)nNHC(=O)(CH2)n; en que X1 es
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R'y R7 son como se definen en la presente.

El Esquema 9 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (A1), en
que el resto -enlazador-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A1) mediante un enlace amida. En el esquema 9,
el enlazador es cualquier enlazador (L') que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -L'-C(=0)). También en el
Esquema 9, R' es como se describe en la presente, R* es

F
C:lor or IF
%‘D’N_ )x\}l‘u F
Q0 F .

Ezsquema 9
- = 3733
R§_enlszador - t™ enlazador
__',CI - o L = ) i) —_—
} gﬁ/‘k\#hq T . el L : i
M M =N
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H M Acoplamiento-Formacion enlace amida AL ,
. B
".N_‘JL_‘ Al M N Formula (A1}

Una formacién de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU,
acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P.

El Esquema 10 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (A2), en
que el resto -enlazador-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A2) mediante un enlace amida. En el esquema 10,

el enlazador es cualquier enlazador (L") que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -L'-C(=0)). También en el
Esquema 10, R' es como se describe en la presente, R* es
F

0
oy of Ir
:’g\o'ml 3’:,!}“0 F
[*3] F .

y RCes
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Scheme 10
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Una formacion de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU,
acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P.

El Esquema 11 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (Ia), en
donde el resto -L2-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A1) mediante un enlace amida. En el esquema 11, el
enlazador (L2) comprende un resto enlazador (La) que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -La-C(=0)).. Una
formacion de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU,
acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P.

Esquema 11

Acoplamiento- N

HN*N/ 7 int-Al Formacion de amida PN =N .
) HN HoN Formula (la)

El Esquema 12 ilustra un esquema sintético no limitante utilizado para hacer ciertos compuestos de Férmula (Ib), en
donde el resto -Lo-R* esta unido al compuesto intermedio (int-A2) mediante un enlace amida. En el esquema 12, el
enlazador (L2) comprende un resto enlazador (La) que tiene un resto carbonilo terminal (es decir, -La-C(=0)).. Una
formacion de enlaces amida de este tipo se puede lograr utilizando calor, acoplamiento EDCI, acoplamiento HATU,
acoplamiento HBTU, acoplamiento TBTU o acoplamiento T3P.

Esquema 12
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En los Esquemas 11y 12,
R* es

54



ES 2798 649 T3

F
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La es -(CH2)n-, -((CH2)nO)y(CH2)n-, -((CH2)nO)y(CH2)nX1(CH2)n-,-((CH2)nO}(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-, -
NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-,-X2X3C(=0)((CH2)nO)¢(CH2)n-, -X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- o -
(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-;
Lo es -C(=0)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)t{(CH2)nX1(CH2)n-, -

C(=0)((CH2)nO){(CH2)sNHC(=O)(CH2)n-, -C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CHz2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)(CHz2)-, -
C(=0)X2C( O)(CHz) NHC( 0)(CH2)n- 0 -C(=0)(CH2)nC(=0)NH(CH2)n-; en que X1 es
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R'y R7 son como se definen en la presente.

Compuestos Intermedios

Se proporcionan a continuacion las sintesis de los compuestos intermedios utilizados para preparar los compuestos
de Férmula (1) y sus sub-férmulas (es decir, compuestos de Férmula (la) y Férmula (Ib)) de la invencion.
Compuesto Intermedio 1

Sintesis de 5-(2-metoxi-4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1)
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Etapa 1: Preparacion de 4-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibenzoato de metilo

@)

Un matraz de fondo redondo se cargé con 4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-2-amina (1, disponible comercialmente,
1,0 equiv.), 4-(bromometil)-3-metoxibenzoato de metilo (2, disponible comercialmente, 1,0 equiv.), carbonato de cesio
(1,0 equiv.) y DMF (1,0 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 horas y el disolvente
se separo en vacio. A la mezcla resultante se afiadié EtOAc y el disolvente se separ6 en vacio. A esta mezcla se
afiadio DCM y el disolvente se separo en vacio. La mezcla de reaccién bruta se purificd luego por cromatografia ISCO
(MeOH al 0-10%:DCM, gradiente) para proporcionar 4-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibenzoato de metilo (3) en forma de un sélido.

Etapa 2: (4-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxifenil)metanol (4)

Se prepard una suspension de hidruro de litio y aluminio (LAH) (1,0 equiv., polvo) en THF (0,3 M) en un matraz de
fondo redondo, se enfrié a 0 °C y se agitd vigorosamente durante 15 minutos. A esta mezcla se afiadié en porciones
4-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibenzoato de metilo (3, 1,0 equiv. de la etapa anterior).
El bafio de hielo se retiré y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 4 horas, afiadiéndose LAH
adicional hasta que se completo la reaccion). Et2O se afiadio a la mezcla de reaccion y la mezcla se transfirio después
a un matraz Erlenmeyer y se enfrié a 0 °C bajo agitacién vigorosa. La reaccién se enfrié luego bruscamente mediante
la adicion lenta de una solucién saturada de sulfato de sodio. Se obtuvo un precipitado blanco y la mezcla se filtrd a
través de una frita que contiene Celite y se lavd con THF y Et20. Los componentes volatiles se separaron luego en
vacio y el material se utilizo en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

Etapa 3: 4-(4-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato
de terc.-butilo (5)

A un matraz de fondo redondo se afadié cloruro de tionilo (10,0 equiv.) que contenia (4-((2-amino-4-cloro-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxifenil)metanol (4, 1.0 equiv. De la etapa 2) en DCM (0,1 M) a 0 °C. Luego se
retiro el bafio de hielo y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. Después, la mezcla
de reaccion se enfrié de nuevo a 0 °C y se enfrié bruscamente lentamente por adicion de NaOH (1,0 M, 40,0 equiv.)
y NaHCOs3 (ac.) saturado. EIl material se transfirid a un embudo separador y se lavd con DCM 3 veces. Las capas
organicas combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y los componentes volatiles se separaron en vacio.
El producto bruto resultante se disolvié luego en DMF (0,1 M) en un matraz de fondo redondo y se utilizé sin purificacion
adicional. A este material se afiadié piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (1,0 equiv.) y base de Huenig (1,2 equiv.)
y se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla de reaccion se diluyé luego con EtOAc, se transfirid
a un embudo separador y se lavé con NaCl (ac.) saturado 2 veces y agua 2 veces. Las capas organicas combinadas
se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y los componentes volatiles se separaron en vacio. La mezcla de reaccion
bruta se purificé por cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 10%:DCM, gradiente) para proporcionar 4-(4-((2-amino-4-cloro-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de terc.-butilo (5) en forma de un sdlido.

Etapa 4: 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-
carboxilato de terc.-butilo (7)
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Se cargd un matraz de fondo redondo con 4-(4-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de terc.-butilo (5, 1,0 equiv. de la etapa 3), pentilamina disponible
comercialmente (6, 3,0 equiv.), base de Huenig (5,0 equiv.) y DMSO (0,5 M). La mezcla de reaccion se calentd a 120
°C y se agité durante 18 horas. La mezcla de reaccion se enfri6 luego a temperatura ambiente y se afiadi6 agua. Esta
mezcla se congeld luego y la mayoria de los componentes volatiles se separaron por liofilizacién. La mezcla de
reaccion bruta se purificd por cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 10% (el MeOH contenia NH3 0,7 N):DCM, gradiente)
para proporcionar 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-
carboxilato de terc.-butilo (7) en forma de un sélido.

Etapa 5: 5-(2-metoxi-4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1)

HCI en dioxano (4,0 M, 20,0 equiv.) se afnadid una solucién de 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de terc-butilo. (6, 1,0 equiv. de la etapa 4) en DCM (0,1
M) en un matraz de fondo redondo a 0 ° C. Luego se retird el bafio de hielo y la mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 3 horas. Luego se afiadi® NHs en MeOH (0,7 N) a la mezcla de reaccién y los
componentes volatiles se separaron en vacio. La adicion de NHs en MeOH (0,7 N) y la separacion de componentes
volatiles en vacio se repitieron dos veces mas. La mezcla de reaccion bruta se purificé entonces mediante
cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 20% (el MeOH contenia NH3 0,7 N):DCM, gradiente) para proporcionar 5-(2-metoxi-
4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1) en forma de un solido: '"H RMN
(CDsOD): 6 7,37 (d, 1H), 7,10 (s, 1H), 6,91 (d, 1H), 6,74 (d, 1H), 6,22 (d, 1H), 5,52 (s, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,61 (s, 2H),
3,54 (t, 2H), 3,35 (s, 3H), 3,22 (m, 4H), 2,69 (m, 4H), 1,51 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,18 (m, 2H), 0,89 (s, 3H). LRMS
[M+H] = 438,3.

Compuesto Intermedio 2

Sintesis de (S)-2-((2-amino-5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-
illamino)hexan-1-ol (Int-2)
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Etapa 1: Preparacion de 3-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibenzoato de etilo (9)

Un matraz de fondo redondo se cargé con 4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-2-amina (1, disponible comercialmente,
1,0 equiv.), 3-(bromometil)-4-metoxibenzoato de etilo (8, disponible comercialmente, 1,0 equiv.), carbonato de cesio
(1,0 equiv.) y DMF (1,0 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. El disolvente se
separo luego en vacio. A esta mezcla se afiadié EtOAc y el disolvente se separd en vacio. A esta mezcla se afadio
DCMy el disolvente se separé en vacio. La mezcla de reaccion bruta se purifico luego por cromatografia ISCO (MeOH
al  0-10%:DCM, gradiente) para proporcionar  3-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibenzoato de etilo (9) en forma de un sélido.

Etapa 2: (3-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxifenil)metanol (10)

Se preparé una suspension de LAH (1,0 equiv., polvo) en THF (0,3 M) en un matraz de fondo redondo, se enfrié a 0

°C y se agité vigorosamente durante 15 minutos. A esta mezcla se afiadié en porciones 3-((2-amino-4-cloro-5H-

pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibenzoato de etilo (9, 1,0 equiv. de la etapa 1). Luego se retir6 el bafio de hielo
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y la mezcla de reaccioén se agité a temperatura ambiente durante 4 horas (si la reaccidon no se completaba en este
momento, se afiadié LAH adicional y la agitacidon continué hasta que se completé la reaccion). Después, la mezcla
de reaccion se transfirié a un matraz Erlenmeyer utilizando Et20. La mezcla se enfrié a 0 °C y se agito vigorosamente.
La reaccion se enfrié luego bruscamente mediante la adicién lenta de una solucion saturada de sulfato de sodio. Se
obtuvo un precipitado blanco y la mezcla se filtré a través de una frita que contiene Celite y se lavé con THF y Et20.
Los componentes volatiles se separaron luego en vacio y el material se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion
adicional.

Etapa 3: 4-(3-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato
de terc.-butilo (11)

A un matraz de fondo redondo se afiadi6 cloruro de tionilo (10,0 equiv.) que contenia (3-((2-amino-4-cloro-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxifenil)metanol (10, 1,0 equiv. de la etapa 2) en DCM (0,1 M) a 0 °C. Luego se
retird el bafo de hielo y la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 4 horas. Después, la mezcla
de reaccion se enfrié a 0 °C y se enfrié bruscamente lentamente por adicién de NaOH (1,0 M, 40,0 equiv.) y NaHCOs3
(ac.) saturado. El material se transfiri6 a un embudo separador y se lavé con DCM 3 veces. Las capas organicas
combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y los componentes volatiles se separaron en vacio. El
producto bruto resultante se disolvié luego en DMF (0,1 M) en un matraz de fondo redondo y se utilizé sin purificacion
adicional. A este material se afiadio piperazina-1-carboxilato de terc-butilo (1,0 equiv.) y base de Huenig (1,2 equiv.) y
se agité a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla de reaccién se diluy6 luego con EtOAc, se transfirio a
un embudo separador y se lavd con NaCl (ac.) saturado 2 veces y agua 2 veces. Las capas organicas combinadas se
secaron con sulfato de sodio, se filtraron y los componentes volatiles se separaron en vacio. La mezcla de reaccion
bruta se purificé por cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 10%:DCM, gradiente) para proporcionar 4-(3-((2-amino-4-cloro-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de terc.-butilo (11) en forma de un sdlido.

Etapa 4: 4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de (S)-terc.-butilo (12)

Se cargd un matraz de fondo redondo con 4-(3-((2-amino-4-cloro-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de terc.-butilo (11, 1,0 equiv. de la etapa 3), (S)-2-aminohexan-1-ol disponible
comercialmente (3,0 equiv.), base de Huenig (5,0 equiv.) y DMSO (0,5 M). La mezcla de reaccion se calent6 a 120 °C
y se agitdé durante 18 horas. La mezcla de reaccién se enfrié luego a temperatura ambiente y se afiadié agua. Esta
mezcla se congel6 luego y la mayoria de los componentes volatiles se separaron por liofilizacion. La mezcla de
reaccion bruta se purifico por cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 10% (el MeOH contenia NH3 0,7 N):DCM, gradiente)
para proporcionar 4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-
metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de (S)-terc.-butilo (12) en forma de un sdlido.

Etapa 5: Ejemplo 1-(S)-2-((2-amino-5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-
illamino)hexan-1-ol (Int-2)

HCI en dioxano (4,0 M, 20,0 equiv.) se afadié una solucion de 4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de (S)-terc.-butilo (12, 1,0 equiv. de la etapa
4) en DCM (0,1 M) en un matraz de fondo redondo a 0 ° C. Luego se retiré el bafio de hielo y la mezcla de reaccién
se agitd a temperatura ambiente durante 3 horas. Luego se afiadié NHs en MeOH (0,7 N) a la mezcla de reaccion y
los componentes volatiles se separaron en vacio. La adicién de NHz en MeOH (0,7 N) y la separacion de componentes
volatiles en vacio se repitieron dos veces mas. La mezcla de reaccion bruta se purificd entonces mediante
cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 20% (el MeOH contenia NHs 0,7 N):DCM, gradiente) para proporcionar (S)-2-((2-
amino-5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexan-1-ol (Int-2) en forma de un
sélido: 'H (CDsOD): & 7,50 (d, 1H), 7,29 (d, 1H), 7,09 (d, 1H), 6,63 (s, 1H), 6,29 (d, 1H), 5,69 (d, 1H), 5,40 (d, 1H),
4,34 (m, 1H), 3,95 (s, 3H), 3,51 (m, 2H), 3,42 (s, 2H), 3,12 (m, 4H), 2,56 (m, 2H), 1,48 (m, 1H), 1,21 (m, 3H), 0,96 (m,
2H), 0,83 (t, 3H). LRMS [M+H] = 468,3.

Compuesto intermedio 3

Sintesis de 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (Int-3)

//\NH
N\’J
\/\/\NH
NN 4 (Int-3)
i 7N
HZN)\N/
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5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina  (Int-3) se prepard de
acuerdo con la sintesis de (S)-2-((2-amino-5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-4-
illamino)hexan-1-ol (Int-2), excepto que se utiliz6 N-pentilamina disponible comercialmente en lugar de (S)-2-
aminohexan-1-ol en la Etapa 4. '"H RMN (CDsOD): & 7,42 (d, 1H), 7,32 (d, 1H), 7,09 (d, 1H), 6,70 (s, 1H), 6,25 (d, 1H),
5,54 (d, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,52 (t, 2H), 3,46 (s, 2H), 3,14 (m, 4H), 2,60 (m, 4H), 1,48 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,13 (m,
2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 438,3.

Conjugados de anticuerpos de la invenciéon

Los conjugados de anticuerpos de la invencion comprenden un agonista de TLR7 y tienen la estructura de Férmula

(I):

/ Ef‘ ,\_, JF""\

\ ] Farmala {11}

en donde:
Y —0
Y
W% Q . .
[._-—|1'-'-;— Iy MN—L:-R* %
o WS

R es
-0
3O

en que el * indica el punto de unién a Ab;

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-,-(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,

-((CH2)nO){(CH2)nNHC(=O)(CH2)n, -C(=0)(CH2)n-,-C(=O)((CH2)nO)}{(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-,-
C(=0)((CH2)nO}(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nC(= )NH(CHz)n——
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)t(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0O)(CH2)n-,
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)((CH2)nO)y(CH2)n-, -C(= O)(CH2)nC(R7)2--
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)nNHC(=0O)(CHz2)n-, -(CH2)nX2C(=0)(CH2)nNHC(=O)((CH2)nO){(CH2)n- o -
(=O)(CH2)nC( O)NH(CH2)n;
R40 g
o
;L iﬂ ) e X Q L
4 EUIRY HE,
-S-, - NHC CHz— —S(—O)zCHzCHz— (CH2)28( O)2CH2CH2-, -NHS(=0)2CH2CH2,-NHC(=0)CH2CH2-, -
CHzNHCHzCHz- -NHCHzCHz—,
N N:N RaRs
N }L[N Pl
i, N T, ’

59



10

15

20

25

ES 2798 649 T3

R%),. 10
“‘L.% /( M2 r}FN (R'Y, 5 . N O},f
4 F?‘ Ny A N
N-N g ., ©
o) L. R12
) . o, I .
H HoN o;;
N 0. - N
R7 -;\ R? N RT ~ | \,\/E/
N e N -
Q @ R12 0
1 R1? e L R1?
H
N HzN BN
R7 | T Y | =% o S
N = H H 1]
o % ~ © }{ N NW Po R
T ke T e B o e

;,; 4o

k/ PPN

49 ;fo

\

N Jn oot L I e awwmo'ggo“

BH HOo , OH HOo
N M i E- YA o
@T\,ﬁ\qu, ,,:-],AV\HX\ e
X1 es
N e N P
R
b LY
e . N M. o N
X2 es
o OH

H o
X3 es
HN 0 Ox-NHz Ph
HN AH g N \“/[ 3
0y b o "o
PN :;NfN X
o M oG NH; NH;

i, ik

cada R se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Ce, F, Cl y -OH;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCH3, -OCH2CHs, -N(CHa)z,
-CN, -NO2 y -OH,;

cada uno de los R'° se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C14 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C+-4 sustituido con -C(=0)OH;
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R'2 es H, metilo o fenilo;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17y 18, y
y es un numero entero de 1 a 16.

Determinados aspectos y ejemplos de los compuestos de la invencion se proporcionan en la siguiente lista de
realizaciones enumeradas adicionales. Se reconocera que las caracteristicas especificadas en cada realizacion se
pueden combinar con otras caracteristicas especificadas para proporcionar realizaciones adicionales de la presente
invencion.
Realizacién 58. Los conjugados de anticuerpos de Férmula (Il), en donde:
R es

=0

?&1—@_\_\" —Q
(\—.\;‘ # "‘b,L — s
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en que el * indica el punto de unién a Ab;

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHR?R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=0O)(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n, -C(=O)(CHz2)n-, -C(=O)((CH2)nO)}(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO}(CH2)nX1(CH2)n-, -
C(=0O)((CH2)nO)((CH2)nNHC(=0)(CH2)n-, -C(=0O)((CH2)nO)((CH2)nC(=O)NH(CH2)n-, -
C(=O)NH((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CHz2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)((CH2)n-, -C(=0)X2C(=0)(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n;
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CH2NHCH2CH2-,-NHCH2CHz-,
RQ




ES 2798 649 T3

HaN 0.

R? ff 7 N = i H Ny A
5 N R N | p R | | ;——’é
R12 O O @

snanaan. RTZ

%

7 -

PR N N I B
o R12 - \n/\/ WO’ I\O}L

b 1 O O 1
;’fo\N OH ! —gm/"' H o OH i

/JL\/\ ~_N Nh{\ N g N N\’HX\()'E‘O’
'E'O\ -5—0\
o 0 o OH
J\/\Nk/\ u/o Projil’ )\/\NM/O_‘D,O %‘L HL‘I\/NW\O’ %‘0&{
Fodn woh Hodn Hoh G
H wo 5 H W g )
‘{\/NWN]/JXNH L"\F}{' ‘}".,:N\.]f\.;"\r)?(\c -m}{
o 0 o o 0 G

X1 es

M P N P
fo j{ N, N jj- HO N,

Ly L

£y OH £y

oo N 0 N,

Xz es
CH g OH

o™~y PG’\qﬂH
U™t o OH
2 VN
oy . |
L ‘l-l-":\/C - .-Q\JO: -
ﬁ,{ b t"i' o x :J'\i :

X3 es
HaM .0 Bh o
HN._ -.;N:J\N,H ;
o H o
H o
‘fwlnﬁj\“—a s
o H . WH g H g .

cada R’ se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCHs, -OCH2CH3,-N(CH3)2, -
CN, -NO2y -OH;

cada uno de los R'° se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C+-4 sustituido con -C(=0)OH,;

R'2 es H, metilo o fenilo;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y

y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 59. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il) que tiene la estructura de Férmula (lla) o Féormula (llb), y
sus sales farmacéuticamente aceptables,
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en donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHR?R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo Cs-Ce;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz2)n-,-(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CHz2)n-,

-((CH2)nO)(CH2)ANHC(=0)(CH2)n,-C(=O)(CHz2)n-,  -C(=O)((CH2)nO)(CHz2)n-,  -C(=0)((CH2)nO){(CH2)nX1(CHz)n-,-
C(=0)((CH2)nO)((CH2)n,NHC(=0)(CHz)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nC(=O)NH(CHz)n-,-
C(=0)NH((CH2)n0){(CHz)nX1(CHz)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)((CHz2)n-,-C(=0)X2X3C(=0)(CH2)n-, -
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)(CH2)nC(R7)2-,-
C(=0)(CHz2)aC(R7)2SS(CH2)nNHC(=0)(CHz)n-, -(CH2)nX2C(=0)(CH2)nNHC(=0)((CH2)aO){(CH2)n- 0 -
C(=0)(CHz2)aC(=0)NH(CH2)n;
R*0 es
e} 0] E
E;ﬁ 5;1 ' af ¥ Q Ji
o f o S}%, . x5 S }Lﬁ H}'I
-S--NHC(=0)CHz-,  -S(= O)zCHzCHz- -CHz )2S(=0)2CH2CHz-,  -NHS(=0)2CH2CHz,-NHC(=0)CH2CHz-, -
CH2NHCH2CHa-, -NHCH2CHo-,
N R

N N’ R®
Sk
W A

R7
Q.
H,N
S
RY [ oH
0 § o i N N P
N P,
1 R12 S \g/\/ WO Lo
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cada R’ se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NHz, -OCHs3, -OCH2CHs, -N(CH3)z,
-CN, -NO2 y -OH;

cada uno de los R'° se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH,;

R'2 es H, metilo o fenilo;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y

y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 60. El conjugado de anticuerpo de Férmula (lla) o Férmula (l1b), y sus sales farmacéuticamente aceptables,
en donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHR?R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)t{(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)n\NHC(=0O)(CHz)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n' -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -
O)((CH2)nO)(CH2)aNHC(=O)(CH2)n-, C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
O)NH((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CHz)n-, -C(=0)X2X3C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n' -C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- 0 -
)(CHZ)nC(=O)NH(CH2)n,

C(=
C(
G
R40
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‘f;}H . ﬂ; ﬁ;

. Ntz o
cada R’ se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ces;
cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;
cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCH3, -OCH2CH3,-N(CH3)2,
CN, -NO2y -OH;
cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C+-4 sustituido con -C(=0)OH,;
R'2 es H, metilo o fenilo;
cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;
cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y
y es un numero entero de 1 a 16.
Realizacién 61. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il) que tiene la estructura de Férmula (lla) o Féormula (llb), y
sus sales farmacéuticamente aceptables

/
J\’l\’[) j., \ [ ’_thl_[}_l_

h 1”\. LA
Ab
¥

Formula (lla) Formula (llb)

donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R3;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0O)(CHz)n-, -(CH2)aNHC(=0O)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)((CH2)nNHC(=0O)(CH2)n, -C(=O)(CH2)r-, -C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n- -C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -
C(=0)((CH2)nO}(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, C(=0)((CH2)nO}(CH2)aC(=O)NH(CH2)n-,
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=0)X2X3C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n' -C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n;
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cada R’ se selecciona independlentemente entre Hy alquilo C1-Ces;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17y 18, y

y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 62. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R3;

R? es alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(CH2)m-;

L2 es -(CHz)n-, -((CH2)nO)¢(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)n\NHC(=0O)(CHz)r, -C(=O)(CH2)r-, -C(= O)((CHZ)nO)t(CHZ)n' -C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -
C(=0)((CH2)nO)}(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, C(=0)((CH2)nO)}(CH2)aC(=O)NH(CH2)n-,
C(=O)NH((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CHz2)n-, -C(=0)X2X3C(= O)((CHZ)nO)t(CHz)n' -C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n;

R% es

hﬁ f;t )j:b’( Yi A\ f‘aiu?'*’_.

X1 es

fj} *i;t

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17y 18,y

y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 63. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR?;

R? es alquilo C4-Cs;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO){(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)nNHC(=0O)(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)aC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n, -C(=0O)(CHz)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -
C(=0)((CH2)nO)((CH2)nNHC(=0)(CH2)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-, -
C(=O)NH((CH2)nO)¢(CH2)nX1(CHz2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)X2C(=0)(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n;

R% es
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cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y

y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 64. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde:

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR?;

R? es alquilo C4-Ce;

L2 es -(CH2)-, -((CH2)nO}CH2)-, -(CH2)aX1(CH2)n-, -C(=O)(CH2)r-, -C(=O)((CH2)nO}(CH2)n-, -
C(=O)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=O)NH((CH2)aO}(CH2)nX1(CH2)n-, - C(=0)X2X3C(=O)((CH2)nO)(CH2)r- o -
C£O=O)XzC(=O)(CH2)nNHC(=O)(CHz)n-;

R* es

PR SUTR SRR SRR O
g?}’fiéﬁ\gﬂ g:lﬂfu gjﬂiﬁ:

X1 es
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_— (D
O
F 0 5 L
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3, XY
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HN
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cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17y 18, y
y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 65. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Formula (lib), en donde:
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Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;
R' es -NHR?;

R2 es alquilo C4-Ce;

L2 es -(CH2)n- 0 -C(=O)(CH2)n;

R% es

y

H o o

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1,2,3y 4, e
y es un numero entero de 1 a 16.
Realizacién 66. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Formula (lib), en donde:
Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;
R' es -NHR?;
R2 es alquilo C4-Ce;
L2 es -(CHz)n-, -((CH2)nO)(CH2)n-,  -(CH2)nX1(CH2)-, -C(=O)(CH2)-,  -C(=0O)((CH2)nO)(CH2)n-,
C(=0)((CH2)nO}(CH2)nX1(CH2)n-, -C(=O)NH((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, - C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO)¢(CH2)n-
C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=0)(CH2)n-;
R% es
b
h{,O

:1{8 S?{ .

o OH

IH
HO L8]

e selx

X3 es

HoN O
HN
2 oy
fhu’iﬂ‘f\
8] .

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13,14, 15,16, 17y 18,y

y es un numero entero de 1 a 16.

Realizacién 67. El conjugado de anticuerpo de Formula (11), Formula (lla) o Férmula (lIb), en donde: R' es -NHR?2,

Realizacién 68. El conjugado de anticuerpo de Formula (11), Férmula (lla) o Formula (lIb), en donde: R es-NHCHR?R3,

Realizacion 69. El conjugado de anticuerpo de Férmula (11), Férmula (lla) o Férmula (llb), en donde: R? es -alquilo Ca.
Realizacion 70. El conjugado de anticuerpo de Férmula (11), Férmula (lla) o Férmula (llb), en donde: R? es -alquilo Cs.
Realizacion 71. El conjugado de anticuerpo de Formula (11), Férmula (lla) o Férmula (llb), en donde: R2 es -alquilo Ce.
(lla) o Férmula (lib), en donde: R3 es L10OH,;
( (

Realizacién 73. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Féormula
Realizacién 74. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula
Realizacién 75. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde:

),

),
Realizacién 72. El conjugado de anticuerpo de Formula (Il), Férmula

)s

)s

—

IIb), en donde: L1 es -(CH2)-.
IIb), en donde: L1 es -(CH2CH2)-.

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)¢(CH2)n-, -(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, - (CH2)n"NHC(=O(CH2)aC(=O)NH(CH2)s-,

-((CH2)nO){(CH2)nNHC(=O)(CH2)n.

Realizacién 76. El compuesto de Férmula (1), Férmula (la) o Férmula (Ib), en donde: L2 es -C(=O)(CH2)n-, -

C(=0)((CH2)nO){(CHz2)n-, -C(=0)((CH2)nO)(CH2)nX1(CH2)n-, - C(=0)((CH2)nO)(CH2)nNHC(=O)(CH2)n-,

C(=0)((CH2)n0){(CH2)nC(=O)NH(CHz2)n-, - C(=0)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CHz2)n-, -C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -

C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CHz2)n- 0 -C(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-.
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Realizacién 77. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde: L2 es -(CH2)n- 0 -
C(=0)(CH2)n-

Realizacién 78. El conjugado de anticuerpo de Férmula (II), Formula (lla) o Férmula (llb), en donde: L2 es -
C(=0)X2X3C(=0)(CHz)n-, -C(=0)X2C(=0)(CH2)nNHC(=0O)((CH2)nO){(CH2)n-, - C(=0O)(CH2)nC(R7)2-, -

10

15

20

25

30

C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)aNHC(=0)(CH2)n- 0 - (CH2)nX2C(=0)(CH2)naNHC(=0)((CH2)nO)t{(CH2)n-.
Realizacién 79. El conjugado de anticuerpo de Formula (Il), Férmula (lla) o Férmula (lib), en donde:
R0 es

0 Q iy’ W st .
§N;L£1§N:;:LS% 7/;)/03;,1“: )’i R{Shs\j Hz NH{

0 -S-.
Realizacién 80. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Formula (lib), en donde:
R0 es

Reahzamon 81. EI conjugado de anticuerpo de Formula (1), Féormula (lla) o Férmula (llb), en donde: R*? es

Realiza?iéh 82. El conjugado de anticuerpo de Formula (1), Férmula (lla) o Férmula (lib), en donde: R*? es

wnnannn

NI,O
%S S 3 ”1‘“
0-S-.
Realizacién 83. El conjugado de anticuerpo de Férmula (I1), Férmula (lla) o Formula (llb), en donde: R*® es
aninnn
1
Nl,O
55 9

Realizacién 84. El conjugado de anticuerpo de Férmula (I1), Férmula (lla) o Férmula (llb), en donde: R*® es
0
Jg”

N

Realizacién 85. El conjugado de anticuerpo de Formula (1), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde:
R% es

},’\

OH o]
~ SR /\/N
S 1(\/ I 0 6HO s \I(\/ THX\

to, i
)\/”q(\/ 7%7( "*o””v )\» I, Jk)é,o o

HOO

E_ OH

2 g
A/\ /U\E)QO Oz’i }»;\/NW\ -—o‘?‘f }L‘T\’HY\’HWO’&O}:

HO % \ . [o) o} .
(0]
N
A

e} e} .
Realizacién 86. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Féormula (llb), en donde: X1 es
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M P N
LR
oo N o N
Realizacién 87. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde
H o
w” j)( N,
" )zJ.:
e o H
Realizacién 88. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Féormula (llb), en donde

N
N
Ay

N

e

Realizacion 89. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde:

oM 6 oM
XA
Los ] o (#1]
o e
A
! N"{ '\l'f'v%.,-‘{ ‘_-.;:k.-'%-lﬂ_-g"i:
o R

Realizacién 90. El conjugado de anticuerpo de Férmula (I1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde
02 OH
L

IZ'I\T‘,A.‘{:‘I

F e D

HZ

Realizacién 91. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde:

W0

ReallzaC|on 92 El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde
0 OH

OH
HQ

VGE%

Reahzamon 93. EI conjugado de anticuerpo de Férmula (l1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde:

o GH

OH
HO

By
200 WX

1]
@]

Reahzamon 94. El conjugado de anticuerpo de Férmula (l1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde

)
‘f”;n&“}ﬁ ‘i T“f

NH; g

Realizacién 95. El conjugado de anticuerpo de Formula (), Férmula (lla) o Férmula (lib), en donde:

Realizacién 96. El cbnjugado de anticuerpo de Férmula (l1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde
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af'{(

Realizacién 97 El cénjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde: X3 es

Al

Reahzamon 98. EI conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (IIb), en donde: Xs es

£

Realizacién 99. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (llb), en donde:cada uno de los m
se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4.

Realizacién 100. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde cada uno de los
mes102.

Realizacién 101. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (lib), en donde cada uno de los
n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4.

Realizacién 102. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Féormula (lla) o Férmula (lIb), en donde cada uno de los
nes2o3.

Realizacién 103. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde:cada uno de los
t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

Realizacién 104. El conjugado de anticuerpo de Férmula (Il), Féormula (lla) o Férmula (lib), en donde cada uno de los
t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5y 6.

Realizacién 105. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Féormula (lla) o Férmula (lIb), en donde y es un nimero
entero de 1 a 16.

Realizacién 106. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Féormula (lla) o Férmula (lIb), en donde y es un nimero
entero de 1 a 8.

Realizacién 107. El conjugado de anticuerpo de Férmula (1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), en donde y es un niumero
entero de 1 a 4.

Realizacién 108. El conjugado de anticuerpo de Formula (1), Férmula (lla) o Férmula (lIb), seleccionado de:

MeO MeQ
eSS NH N NH ’@/\N o
N N O Ho *
N7 N7 N H
)\ Az 77"\, PP gr”\,u
2

MeQ,
SN //@AN
S NH ,/O/\N /\
O Q, Ao SN K,N o}
NS N J\ Py, R
PP TNNH b
HN” N 0  Ho o
Sy y
MeO, MeQ,
NS SNH rO/\N’\ NN r@AN’\
N =N K,N HO. o SN N o}
| NN e
AL g NH )\ N
HN" "N Ab Ho H Ab
o
Y . @] ¥
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MeQ MeO.
W\NH ,/@/\N’\ \/\/\NH KO/\N’\
N~ Sy N, N N,
| ' ~ - I ) - e 0
Vi Q, o} Y Q, HQ
sz’l‘N’ & e HzN)\ * o '
Ab Ab
Q o}
¥ : ¥
N
MeO, a0,
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N
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HO H Ab N -
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' B
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) MeQ
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N LN o
~ " NH K/N_\_\ :‘L, ). \_\O
P
HoN™ N D‘N Ab 0 oMNofp
y ) ¥
HC
MeQ
Meo N/\ 7 \/\l )
RPN LN 2 NH
NH R N/”\N o
N Ny ~
l\: 7 - HN)LN/ / Ab
H,N 2
¥ ¥
Ab
NTY
LN b
Meo NCN/\/\N 7 0 R e TR ©
R T H N
S
Nl\ N/ A l 1, O\
HZNJ\N/ ) H,N” N ,
5 T
MeC,
T rO/\N,3 MeO
N SN K,N ap | T KG/\ N’H
| P NN N Ab
N ¢ ° HN/“\JN);) CW)/\’ ° 0
12|
¥ : ¥ o
y
MeO,
T K@’\t’ A
N g N o
P o
H;N/LN/ 7 gf\’ e’

10 en donde y es un numero entero de 1 a 4 y Ab es un anticuerpo anti-HER2 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo.
Realizacién 109. El conjugado de anticuerpo de Formula (1), Formula (lla) o Férmula (lIb), seleccionado de:

o 0
; s . A g hHo Ab
/ NH
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N v o
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o)
MeO, HO—4{ OH
N /
~— N N o on d IOH
— ,
N F-0 N
o 5 5 OH
A A o “QOO
HyN

O—HO Ab

y

/ MeO HO—{  OH
A ‘\'/QA O_\\_O\F{OH Q"OH
N7 - 3
& o] H
Z H

Ab

También se proporcionan protocolos para algunos aspectos de la metodologia analitica para evaluar los conjugados
de anticuerpos de la invencidon. Una metodologia analitica de este tipo y los resultados pueden demostrar que los
conjugados tienen propiedades favorables, por ejemplo, propiedades que los harian mas faciles de fabricar, mas
faciles de administrar a los pacientes, mas eficaces y/o potencialmente mas seguros para los pacientes. Un ejemplo
es la determinacion del tamafio molecular mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) en la que la cantidad
de especies de anticuerpos deseadas en una muestra se determina en relacién con la cantidad de contaminantes de
alto peso molecular (p. €j., dimero, multimero o anticuerpo agregado) o contaminantes de bajo peso molecular (p. €j.,
fragmentos de anticuerpos, productos de degradacién o cadenas de anticuerpos individuales) presentes en la muestra.
En general, es deseable tener mayores cantidades de mondmero y menores cantidades de, por ejemplo, anticuerpos
agregados debido al impacto de, por ejemplo, los agregados en otras propiedades de la muestra de anticuerpos, tal
como la tasa de aclaramiento, la inmunogenicidad y la toxicidad. Un ejemplo adicional es la determinacion de la
hidrofobicidad por cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC), en donde la hidrofobicidad de una muestra se evalla
en relacién con un conjunto de anticuerpos estandares de propiedades conocidas. En general, es deseable tener una
baja hidrofobicidad debido al impacto de la hidrofobicidad en otras propiedades de la muestra de anticuerpos, tales
como agregacién, agregacion a lo largo del tiempo, adherencia a las superficies, hepatotoxicidad, tasas de
aclaramiento y exposicion farmacocinética. Véase See Damle, N.K., Nat Biotechnol. 2008; 26(8):884-885; Singh, S.K.,
Pharm Res. 2015; 32(11):3541-71. Cuando se mide por cromatografia de interaccion hidrofébica, las puntuaciones
mas altas del indice de hidrofobicidad (es decir, elucion mas rapida de la columna HIC) reflejan una hidrofobicidad
mas baja de los conjugados. Como se muestra en el Ejemplo 70 y la Tabla 3, la mayoria de los conjugados de
anticuerpos testados mostraron un indice de hidrofobicidad superior a 0,8. En algunas realizaciones, se proporcionan
conjugados de anticuerpos que tienen un indice de hidrofobicidad de 0,8 o mayor, segun se determina por
cromatografia de interaccién hidrofébica.

Anticuerpo anti-HER2

Conjugados de anticuerpos proporcionados en la presente incluyen un anticuerpo o fragmento de anticuerpo del
mismo (p. ej., fragmento de unién a antigeno) que se une especificamente a HER2 humano (anticuerpo anti-HER2).
La sobre-expresion de HER2 se observa en muchos tipos de canceres, tales como cancer gastrico, cancer de eséfago,
cancer de colon, cancer de recto, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de Utero, cancer
de endometrio, cancer de vejiga, cancer de pancreas, cancer de pulmoén, cancer de prostata, osteosarcoma,
neuroblastoma o cancer de cabeza y cuello. Conjugados de anticuerpos que comprenden un anticuerpo anti-HER2
pueden fijar especificamente como objetivo canceres o tumores HER2-positivos.

En algunas realizaciones, los conjugados de anticuerpos proporcionados en la presente incluyen un anticuerpo
monoclonal o fragmento de anticuerpo del mismo que se une especificamente a HER2 humano, p. €j., un anticuerpo
monoclonal anti-HER2 humano o humanizado. En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo del
mismo que se une especificamente a HER2 humano puede seleccionarse de trastuzumab, pertuzumab, margetuximab
o HT-19, o un fragmento de anticuerpo del mismo o un mutante de cisteina especifico del sitio.
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Trastuzumab (nombre comercial Herceptin o Herclon) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une a la
porcién yuxtamembrana del dominio extracelular del receptor de HER2 (Hudis CA, N Engl J Med. 2007; 357(1):39-51).
Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de trastuzumab se
describieron en la Patente de EE.UU. N° 5.821.337. Trastuzumab interactua con tres regiones de bucle formadas por
los residuos 557-561, 570-573 y 593-603 de HER2 humano (Cho et al., Nature 421: 756-760, 2003). Trastuzumab
interfiere con la sefalizacion de HER2 posiblemente mediante la prevencion de la dimerizacién del receptor de HER2,
la facilitacion de la destruccion endocitética del receptor de HER2, la inhibicién del desprendimiento del dominio
extracelular (Hudis CA, N Engl J Med. 2007; 357(1):39-51). Otro mecanismo de accion importante de un anticuerpo
anti-HER2 es la mediacion de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En la ADCC, el anticuerpo
anti-HER2 se une a células tumorales y luego recluta células inmunes, tales como los macréfagos, a través de las
interacciones del receptor Fcy (FcyR). Trastuzumab tiene una region Fc de IgG humana conservada y es capaz de
reclutar células efectoras inmunes que son responsables de la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (Hudis CA, N
Engl J Med. 2007; 357(1):39-51). Trastuzumab obtuvo la aprobacion de la FDA de EE. UU. en septiembre de 1998
para el tratamiento del cancer de mama metastasico en pacientes cuyos tumores sobre-expresan HER2 y que
recibieron uno o mas regimenes de quimioterapia para su enfermedad metastasica.

Pertuzumab (también denominado 2C4, Omnitarg, Perjeta) es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al
dominio extracelular del receptor de HER2 e inhibe la dimerizacién de HER2 con otros receptores de HER. Las
secuencias de aminoacidos de la cadena pesada y ligera de pertuzumab se describieron en la Patente de EE.UU. N°
7.560.111. Pertuzumab interactua principalmente con los residuos dentro de la region 245-333 de HER2 humano,
particularmente los residuos His 245, Val 286, Ser 288, Leu 295, His 296 o Lys 311 (Franklin et al., Cancer Cell 5:
317-328, 2004). Se demostré que pertuzumab es mas efectivo que trastuzumab en la interrupcion de la formacion de
los complejos HER1-HER2 y HER3-HER?2 en lineas celulares de cancer de mama y prostata (Agus et al., J Clin Oncol.
2005; 23(11):2534-43. Epub, 7 de febrero de 2005). Pertuzumab no requiere citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos para su eficacia, porque no se requiere una region Fc intacta para su actividad (Agus et al., J Clin Oncol.
2005; 23(11):2534-43. Epub, 7 de febrero de 2005). Pertuzumab recibié la aprobacion de la FDA de EE. UU. para su
uso en combinacion con trastuzumab y docetaxel para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico
HER2-positivo que no recibieron terapia anti-HER2 o quimioterapia para la enfermedad metastasica en junio de 2012.

Margetuximab  (también denominado MGAH22) es ofro anticuerpo monoclonal anti-HER2 (Véase
http://www.macrogenics.com/products-margetuximab.html). La regién Fc de margetuximab se optimizé de modo que
haya aumentado la union a los FcyR activadores, pero disminuyo la union a los FcyR inhibitorios en las células
efectoras inmunes. Margetuximab se encuentra actualmente en ensayos clinicos para el tratamiento de pacientes con
cancer de mama avanzado recidivante o refractario cuyos tumores expresan HER2 en el nivel 2+ por
inmunohistoquimica y carecen de evidencia de amplificacién del gen HER2 por FISH.

HT-19 es otro anticuerpo monoclonal anti-HER2 que se une a un epitopo en HER2 humano distinto del epitopo de
trastuzumab o pertuzumab y se demostrd que inhibe la sefializacion de HER2 de manera equiparable a trastuzumab
y potencia la degradacion de HER2 en combinacion con trastuzumab y pertuzumab (Bergstrom D.A. et al., Cancer
Res.2015; 75:LB-231).

Otros anticuerpos monoclonales anti-HER2 adecuados incluyen los anticuerpos anti-HER2 descritos en las patentes
de EE.UU. N°.: 9.096.877; 9.017.671; 8.975.382; 8.974.785; 8.968.730; 8.937.159; 8.840.896; 8.802.093; 8.753.829;
8.741.586; 8.722.362; 8.697.071; 8.652.474; 8.652.466; 8.609.095; 8.512.967; 8.349.585; 8.241.630; 8.217.147;
8.192.737; 7.879.325; 7.850.966; 7.560.111; 7.435.797; 7.306.801; 6.399.063; 6.387.371; 6.165.464; 5,772,997;
5,770,195; 5.725.856; 5.720.954; 5.677.171.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-HER2 o fragmento de anticuerpo (p. &j., un fragmento de unién a antigeno)
comprende un dominio VH que tiene una secuencia de aminoacidos de cualquier dominio VH descrito en la Tabla 1.
Otros anticuerpos anti-HER2 adecuados o fragmentos de anticuerpo (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) pueden
incluir aminoacidos que han sido mutados, pero que tienen al menos 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o0 99 por ciento de
identidad en el dominio VH con las regiones VH representadas en las secuencias descritas en la Tabla 1. La presente
divulgacion en ciertas realizaciones también proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos
de unién a antigeno) que especificamente se unen a HER2, en el que los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p.
ej.,., fragmentos de unién a antigeno) comprenden una VH CDR que tiene una secuencia de aminoacidos de una
cualquiera de las VH CDR enumeradas en la Tabla 1. En realizaciones particulares, la invencion proporciona
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) que se unen especificamente a
HERZ2, que comprende (o alternativamente, consiste en) una, dos, tres, cuatro, cinco o mas VH CDR que tienen una
secuencia de aminoacidos de cualquiera de las VH CDR enumeradas en la Tabla 1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-HER2 o fragmento de anticuerpo (p. &j., un fragmento de unién a antigeno)
comprende un dominio VL que tiene una secuencia de aminoacidos de cualquier dominio VL descrito en la Tabla 1.
Otros anticuerpos anti-HER2 o fragmentos de anticuerpo (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) adecuados pueden
incluir aminoacidos que han sido mutados, pero que tienen al menos 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o0 99 por ciento de
identidad en el dominio VL con las regiones VL representadas en las secuencias descritas en la Tabla 1. La presente
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divulgacion también proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j.,.,fragmentos de unién a antigeno)
que especificamente se unen a HER2, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. ej.,fragmentos de unién a
antigeno) comprenden una VL CDR que tiene una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las VL CDR
enumeradas en la Tabla 1. En particular, la invencién proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €.,
fragmentos de unioén a antigeno) que se unen especificamente a HER2, que comprende (o alternativamente, consiste
en) una, dos, tres o mas VL CDR que tienen una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las VL CDR enumeradas
en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de anticuerpos monoclonales anti-HER2 ilustrativas
mAb1 anti-HER2

SEQID NO: 1 HCDR1 (Kabat) DTYIH

SEQID NO: 2 HCDR2 (Kabat) RIYPTNGYTRYADSVKG

SEQID NO: 3 HCDR3 (Kabat) WGGDGFYAMDY

SEQID NO: 4 HCDR1 (Chothia) GFNIKDT

SEQID NO: 5 HCDR2 (Chothia) YPTNGY

SEQID NO: 3 HCDR3 (Chothia) WGGDGFYAMDY

SEQ ID NO: 6 HCDR1 (Combinado) GFNIKDTYIH

SEQID NO: 2 HCDR2 (Combinado) RIYPTNGYTRYADSVKG

SEQID NO: 3 HCDR3 (Combinado) WGGDGFYAMDY
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI

. HWVRQAPGKGLEVWARIYPTNGYTRYADSVKGR

SEQID NO:7 VH FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVTVSS
GAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGTGGCCT
GGTGCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTTTGTCCT
GTGCAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACACCT
ATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCGGGTAAG
GGCCTGGAATGGGTTGCAAGGATTTATCCTAC

SEQID NO: 8 ADN VH GAATGGTTATACTAGATATGCCGATAGCGTCAA

GGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCA
AAAACACAGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGTGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTTCT
AGATGGGGAGGGGACGGCTTCTATGCTATGGA
CTACTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HWVRQAPGKGLEVWARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
SEQID NO: 9 Cadena pesada GDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SEKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVYNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPA
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mAb1 anti-HER2

SEQID NO: 10

SEQ ID NO: 11

ES 2798 649 T3

ADN Cadena Pesada

LCDR1 (Kabat)

PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVYDY
SHEDPEVKFNWYVDGVYEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVYSNKALPAPIE

KTISKAKGQPREPQVYTLFPSREEMTKNQVSLTC

LVKGFYPCDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVYDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN

HYTQKSLSLSPGK

GAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGTGGCCT
GGTGCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTTTGTCCT
GTGCAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACACCT
ATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCGGGTAAG
GGCCTGGAATGGGTTGCAAGGATTTATCCTAC
GAATGGTTATACTAGATATGCCGATAGCGTCAA
GGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCA
AAAACACAGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGTGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTTCT
AGATGGGGAGGGGACGGCTTCTATGCTATGGA
CTACTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCGGCTAGCACCAAGGGCCCAAGTGTGTTT
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGTCTACTTCCGG
CGGAACTGCTGCCCTGGGTTGCCTGGTGAAGG
ACTACTTCCCCTGTCCCGTGACAGTGTCCTGG
AACTCTGGGGCTCTGACTTCCGGCGTGCACAC
CTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGT
ACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCTCC
AGCTCTCTGGGAACCCAGACCTATATCTGCAAC
GTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGA
CAAGAGAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGACAAGA
CCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCTCCAGAA
CTGCTGGGAGGGCCTTCCGTGTTCCTGTTCCC
CCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCA
GGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGA
CGTGTCCCACGAGGACCCAGAGGTGAAGTTCA
ACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAAC
GCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCAGTACAA
CAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCG
TGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAAGAA
TACAAGTGCAAAGTCTCCAACAAGGCCCTGCC
AGCCCCAATCGAAAAGACAATCAGCAAGGCCA
AGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGTGTACAC
CCTGCCCCCCAGCCGGGAGGAGATGACCAAG
AACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGG
CTTCTACCCCTGTGATATCGCCGTGGAGTGGG
AGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAACTACAAG
ACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGCA
GCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCGTGGAC
AAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGTGTTCAG
CTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGCACAACC
ACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTGAGCCCC

GGCAAG

RASQDVNTAVA
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mAb1 anti-HER2

SEQID NO
SEQID NO

SEQ ID NO:

SEQID NO
SEQID NO
SEQID NO
SEQID NO
SEQID NO

SEQ ID NO:

SEQID NO

112
113
14
115
116
: 11
112
113

17

118

SEQID NO: 19

SEQ ID NO:

20

ES 2798 649 T3

LCDR2 (Kabat)
LCDR3 (Kabat)
LCDR1 (Chothia)
LCDR2 (Chothia)
LCDR3 (Chothia)
LCDR1 (Combinado)
LCDR2 (Combinado)
LCDR3 (Combinado)

VL

ADN VL

Cadena Ligera

ADN Cadena Ligera

SASFL YS
QQHYTTPPT
SQDVNTA

SAS

HYTTPP
RASQDVNTAVA
SASFL YS
QQHYTTPPT

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIK

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCGAGCTCCCT
GTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCA
CCTGCCGTGCCAGTCAGGATGTGAATACTGCT
GTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGAAAAGC
TCCGAAACTACTGATTTACTCGGCATCCTTCCT
CTACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATC
CAGATCTGGGACGGATTTCACTCTGACCATCA
GCAGTCTGCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTAT
TACTGTCAGCAACATTATACTACTCCTCCCACG
TTCGGACAGGGTACCAAGGTGGAGATCAAA

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVYNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFFPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCGAGCTCCCT
GTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCA
CCTGCCGTGCCAGTCAGGATGTGAATACTGCT
GTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGAAAAGC
TCCGAAACTACTGATTTACTCGGCATCCTTCCT
CTACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATC
CAGATCTGGGACGGATTTCACTCTGACCATCA
GCAGTCTGCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTAT
TACTGTCAGCAACATTATACTACTCCTCCCACG
TTCGGACAGGGTACCAAGGTGGAGATCAAACG
TACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCC
CCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGTGGCAC
CGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCT
ACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGT
GGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAG
GAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACT
CCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTG
AGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGA
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mAb1 anti-HER2

mAb2 anti-HER2
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO: 21

SEQ ID NO: 22

WIN|IOO Wl AW IN| =~

8

ES 2798 649 T3

HCDR1 (Kabat)
HCDR2 (Kabat)
HCDR3 (Kabat)
HCDR1 (Chothia)
HCDR2 (Chothia)
HCDR3 (Chothia)
HCDR1 (Combinado)
HCDR2 (Combinado)
HCDR3 (Combinado)

VH

ADN VH
Cadena pesada

ADN Cadena Pesada

GTGC

DTYIH
RIYPTNGYTRYADSVKG
WGGDGFYAMDY
GFNIKDT

YPTNGY
WGGDGFYAMDY
GFNIKDTYIH
RIYPTNGYTRYADSVKG
WGGDGFYAMDY

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HWVRQAPGKGLEWWARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVTVSS

GAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGETGGCCT
GGTGCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTTTGTCCT
GTGCAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACACCT
ATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCGGGTAAG
GGCCTGGAATGGGTTGCAAGGATTTATCCTAC
GAATGGTTATACTAGATATGCCGATAGCGTCAA
GGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCA
AAAACACAGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGTGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTTICT
AGATGGGGAGGGGACGGCTTCTATGCTATGGA
CTACTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCG

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLYKDYFPCPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVYTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPCDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTYDKSRWQQGNYFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK
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mAb1 anti-HER2

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

11
12
13
14
15
16
11

ES 2798 649 T3

LCDR1 (Kabat)
LCDR2 (Kabat)
LCDR3 (Kabat)
LCDR1 (Chothia)
LCDR2 (Chothia)
LCDR3 (Chothia)
LCDR1 (Combinado)

GAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGTGGCCT
GGTGCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTTTGTCCT
GTGCAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACACCT
ATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCGGGTAAG
GGCCTGGAATGGGTTGCAAGGATTTATCCTAC
GAATGGTTATACTAGATATGCCGATAGCGTCAA
GGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCA
AAAACACAGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGTGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTTCT
AGATGGGGAGGGGACGGCTTCTATGCTATGGA
CTACTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT

CCTCGGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTC
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCG
GCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAA
GGACTACTTCCCTTGTCCCGTGACCGTGTCCT
GGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCA
CACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGC
CTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCC
CAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAG
GTGGACAAGAAAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGA
CAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCC
CAGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTG
TTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGAT
CAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCA
GTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGC
TGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGC
AAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGC
CCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCAGCA
AGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGT
GTACACCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTG
AAGGGCTTCTACCCCTGCGACATCGCCGTGGA
GTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAAC
TACAAGACCACACCTCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCG
TGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGT
GTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGC
ACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTG
TCCCCCGGCAAG

RASQDVNTAVA
SASFL YS
QQHYTTPPT
SQDVNTA

SAS

HYTTPP
RASQDVNTAVA
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mAb1 anti-HER2
SEQID NO: 12
SEQID NO: 13

SEQ ID NO: 17

SEQID NO: 18

SEQID NO: 19

SEQ ID NO: 34

mADb3 anti-HER2
SEQID NO: 1
SEQID NO: 2

ES 2798 649 T3

LCDR2 (Combinado)
LCDR3 (Combinado)

VL

ADN VL

Cadena ligera

ADN Cadena Ligera

HCDR1 (Kabat)
HCDR2 (Kabat)

SASFL YS
QQHYTTPPT

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIK

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCGAGCTCCCT
GTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCA
CCTGCCGTGCCAGTCAGGATGTGAATACTGCT
GTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGAAAAGC

TCCGAAACTACTGATTTACTCGGCATCCTTCCT
CTACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATC
CAGATCTGGGACGGATTTCACTCTGACCATCA
GCAGTCTGCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTAT
TACTGTCAGCAACATTATACTACTCCTCCCACG
TTCGGACAGGGTACCAAGGTGGAGATCAAA

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCGAGCTCCCT
GTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCA
CCTGCCGTGCCAGTCAGGATGTGAATACTGCT
GTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGAAAAGC
TCCGAAACTACTGATTTACTCGGCATCCTTCCT
CTACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATC
CAGATCTGGGACGGATTTCACTCTGACCATCA
GCAGTCTGCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTAT
TACTGTCAGCAACATTATACTACTCCTCCCACG
TTCGGACAGGGTACCAAGGTGGAGATCAAACG
AACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCC
CCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCAC
CGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCT
ACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGT
GGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAG
GAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACT
CCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTG
AGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGA
GTGC

DTYIH
RIYPTNGYTRYADSVKG
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mADb3 anti-HER2
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO: 23

SEQ ID NO: 24

W N O|w|lo

ES 2798 649 T3

HCDR3 (Kabat)

HCDR1 (Chothia)
HCDR2 (Chothia)
HCDR3 (Chothia)
HCDR1 (Combinado)
HCDR2 (Combinado)
HCDR3 (Combinado)

VH

ADN VH

Cadena pesada

ADN Cadena Pesada

WGGDGFYAMDY
GFNIKDT

YPTNGY
WGGDGFYAMDY
GFNIKDTYIH
RIYPTNGYTRYADSVKG
WGGDGFYAMDY

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HWVRQAPGKGLEVWWARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVTVSS

GAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGTGGCCT
GGTGCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTTTGTCCT
GTGCAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACACCT
ATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCGGGTAAG
GGCCTGGAATGGGTTGCAAGGATTTATCCTAC
GAATGGTTATACTAGATATGCCGATAGCGTCAA

GGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCA
AAAACACAGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGTGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTTCT
AGATGGGGAGGGGACGGCTTCTATGCTATGGA
CTACTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCG

EVALVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVYLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVYLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVYMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK
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mADb3 anti-HER2

SEQ ID NO: 11
SEQID NO: 12
SEQ ID NO: 13
SEQ ID NO: 14
SEQID NO: 15
SEQ ID NO: 16
SEQ ID NO: 11

LCDR1 (Kabat)

LCDR2 (Kabat)

LCDR3 (Kabat)

LCDR1 (Chothia)

LCDR2 (Chothia)

LCDR3 (Chothia)
(

LCDR1 (Combinado)

ES 2798 649 T3

GAGGTTCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGTGGCCT
GGTGCAGCCAGGGGGCTCACTCCGTTTGTCCT
GTGCAGCTTCTGGCTTCAACATTAAAGACACCT
ATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCGGGTAAG
GGCCTGGAATGGGTTGCAAGGATTTATCCTAC
GAATGGTTATACTAGATATGCCGATAGCGTCAA
GGGCCGTTTCACTATAAGCGCAGACACATCCA
AAAACACAGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTG
CGTGCTGAGGACACTGCCGTCTATTATTGTTCT
AGATGGGGAGGGGACGGCTTCTATGCTATGGA
CTACTGGGGTCAAGGAACCCTGGTCACCGTCT
CCTCGGCTAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGTTC
CCCCTGGCCCCCAGCAGCAAGAGCACCAGCG
GCGGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAA
GGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCT
GGAACAGCGGAGCCCTGACCTCCGGCGTGCA
CACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGC
CTGTACAGCCTGTCCAGCGTGGTGACAGTGCC
CAGCAGCAGCCTGGGCACCCAGACCTACATCT
GCAACGTGAACCACAAGCCCAGCAACACCAAG
GTGGACAAGAAAGTGGAGCCCAAGAGCTGCGA
CAAGACCCACACCTGCCCCCCCTGCCCAGCCC
CAGAGCTGCTGGGCGGACCCTCCGTGTTCCTG
TTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGAT
CAGCAGGACCCCCGAGGTGACCTGCGTGGTG
GTGGACGTGAGCCACGAGGACCCAGAGGTGA
AGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTG
CACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAGCA
GTACAACAGCACCTACAGGGTGGTGTCCGTGC
TGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGC
AAGGAATACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAGGC

CCTGCCAGCCCCCATCGAAAAGACCATCAGCA
AGGCCAAGGGCCAGCCACGGGAGCCCCAGGET
GTACACCCTGCCCCCCTCCCGGGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTG
AAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGA
GTGGGAGAGCAACGGCCAGCCCGAGAACAAC
TACAAGACCACACCTCCAGTGCTGGACAGCGA
CGGCAGCTTCTTCCTGTACAGCAAGCTGACCG
TGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGCAACGT
GTTCAGCTGCAGCGTGATGCACGAGGCCCTGC
ACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGAGCCTG
TCCCCCGGCAAG

RASQDVNTAVA
SASFL YS
QQHYTTPPT
SQDVNTA

SAS

HYTTPP
RASQDVNTAVA
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ES 2798 649 T3

mADb3 anti-HER2

SEQ ID NO: 12 LCDR2 (Combinado)
SEQ ID NO: 13 LCDR3 (Combinado)
SEQ ID NO: 17 VL

SEQ ID NO: 18 ADN VL

SEQ ID NO: 19 Cadena ligera

SEQ ID NO: 34 ADN Cadena Ligera

mAb4 anti-HER2
SEQ ID NO: 30 Cadena pesada

SASFL YS
QQHYTTPPT

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIK

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCGAGCTCCCT
GTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCA
CCTGCCGTGCCAGTCAGGATGTGAATACTGCT
GTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGAAAAGC
TCCGAAACTACTGATTTACTCGGCATCCTTCCT
CTACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATC
CAGATCTGGGACGGATTTCACTCTGACCATCA
GCAGTCTGCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTAT
TACTGTCAGCAACATTATACTACTCCTCCCACG
TTCGGACAGGGTACCAAGGTGGAGATCAAA

DIAMTQSPSSELSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGERSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

GATATCCAGATGACCCAGTCCCCGAGCTCCCT
GTCCGCCTCTGTGGGCGATAGGGTCACCATCA
CCTGCCGTGCCAGTCAGGATGTGAATACTGCT
GTAGCCTGGTATCAACAGAAACCAGGAAAAGC

TCCGAAACTACTGATTTACTCGGCATCCTTCCT
CTACTCTGGAGTCCCTTCTCGCTTCTCTGGATC
CAGATCTGGGACGGATTTCACTCTGACCATCA

GCAGTCTGCAGCCGGAAGACTTCGCAACTTAT

TACTGTCAGCAACATTATACTACTCCTCCCACG
TTCGGACAGGGTACCAAGGTGGAGATCAAACG

AACGGTGGCCGCTCCCAGCGTGTTCATCTTCC
CCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCAC
CGCCAGCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCT
ACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGT
GGACAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAG
GAGAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACT
CCACCTACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTG
AGCAAGGCCGACTACGAGAAGCATAAGGTGTA
CGCCTGCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCC
AGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGA
GTGC
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mADb3 anti-HER2

SEQ ID NO: 19 Cadena ligera

mADbS5 anti-HER2

SEQ ID NO: 32 Cadena pesada

SEQ ID NO: 19 Cadena ligera

Otros anticuerpos anti-HER2 o fragmentos de anticuerpo (p. ej., fragmentos de unién a antigeno) descritos en la
5 presente incluyen aminoacidos que han sido mutados, pero que tienen al menos 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o 99 por
ciento de identidad en las regiones CDR representadas en las secuencias descritas en la Tabla 1. En algunas
realizaciones, incluye secuencias de aminoacidos mutantes en las que no se han mutado mas de 1, 2, 3,405
aminoacidos en las regiones CDR en comparacion con las regiones CDR representadas en la secuencia descrita en

la Tabla 1.
10

ES 2798 649 T3

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HYWRQAPGKGLEVWWARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPCPVTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDY
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVYFSCSVYMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLAQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS

PVTKSFNRGEC

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYI
HWWRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSVKGR
FTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWG
GDGFYAMDYWGQGTLVYTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVYTVSWNSGAL
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST
YRVVSVLTVLHAODWLNGKEYKCKVYSNKALPAPRIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSEREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPEGDSLDMLEWSLM
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVA
WYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSRSG
TDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGT
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC
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También se proporcionan en la presente secuencias de acidos nucleicos que codifican VH, VL, cadena pesada de
longitud completa y cadena ligera de longitud completa de anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno que se unen
especificamente a HER2, p. €j., las secuencias de acidos nucleicos en la Tabla 1. Secuencias de acidos nucleicos de
este tipo pueden optimizarse para la expresion en células de mamiferos.

Otros anticuerpos anti-HER2 descritos en la presente incluyen aquellos en los que los aminoacidos o acidos nucleicos
que codifican los aminoacidos han sido mutados, pero tienen al menos 80, 85, 90 95, 96, 97, 98 o 99 por ciento de
identidad con las secuencias descritas en la Tabla 1. En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de union
a antigeno de los mismos incluyen secuencias de aminoacidos mutantes en las que no se han mutado mas de 1, 2,
3, 4 o 5 aminoacidos en las regiones variables en comparacién con las regiones variables representadas en la
secuencia descrito en la Tabla 1, al tiempo que conserva sustancialmente la misma actividad terapéutica.

Dado que cada uno de los anticuerpos proporcionados se une a HER2, las secuencias VH, VL, de cadena ligera de
longitud completa y de cadena pesada de longitud completa (secuencias de aminoéacidos y las secuencias de
nucleodtidos que codifican las secuencias de aminoacidos) se pueden "mezclar y combinar" para crear otros
anticuerpos de unién a HER2 descritos en la presente. Dichos anticuerpos de unién a HER2 "mezclados y
emparejados” se pueden testar utilizando ensayos de unién conocidos en la técnica (p. €j., ELISA, ensayos descritos
en la Ejemplificaciéon). Cuando las cadenas se mezclan y emparejan, una secuencia VH de un emparejamiento VH/VL
particular debe reemplazarse por una secuencia VH estructuralmente similar. Una secuencia de cadena pesada de
longitud completa de un emparejamiento particular de cadena pesada de longitud completa/cadena ligera de longitud
completa debe reemplazarse por una secuencia de cadena pesada de longitud completa estructuralmente similar.
Una secuencia VL de un emparejamiento VH/VL particular debe reemplazarse por una secuencia VL estructuralmente
similar. Una secuencia de cadena pesada de longitud completa de un emparejamiento particular de cadena pesada
de longitud completa/cadena ligera de longitud completa debe reemplazarse por una secuencia de cadena ligera de
longitud completa estructuralmente similar.

Por consiguiente, en una realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o una regién de union
a antigeno del mismo que tiene: una regién variable de la cadena pesada que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7; y una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 17; en donde el anticuerpo se une especificamente a HER2. En otra realizacién, la
invencion proporciona (i) un anticuerpo monoclonal aislado que tiene: una cadena pesada de longitud completa que
comprende una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NO: 9, 21, 23, 30 o 32; y una cadena ligera
de longitud completa que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19; o (ii) una proteina funcional
que comprende una porcion de unién a antigeno de la misma.

En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona anticuerpos de unién a HER2 que comprenden las CDR1,
CDR2 y CDR3 de cadena pesada y las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena ligera tal como se describe en la Tabla 1, o
combinaciones de los mismos. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 de VH de los anticuerpos se muestran
en las SEQ ID NO: 1, 4 y 6. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 de VH de los anticuerpos se muestran en
las SEQ ID NO: 2 y 5. Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de VH de los anticuerpos se muestran en la SEQ
ID NO: 3. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 de VL de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO: 11
y 14. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 de VL de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO 12y 15.
Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de VL de los anticuerpos se muestran en las SEQ ID NO: 13y 16.

Dado que cada uno de los anticuerpos se une a HER2 y que la especificidad de unién al antigeno es proporcionada
principalmente por las regiones CDR1, CDR2 y CDRS3, las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de VL y las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de VK se pueden "mezclar y emparejar"” (es decir, las CDR de diferentes anticuerpos se pueden
mezclar y emparejar, aunque cada uno de los anticuerpos debe contener una CDR1, CDR2 y CDR3 de VH y una
CDR1, CDR2 y CDR3 de VL para crear otras moléculas de uniéon a HER2 descritas en la presente. Anticuerpos de
union a HER-2 "mezclados y emparejados" de este tipo pueden testarse utilizando los ensayos de unién conocidos
en la técnica y los descritos en los Ejemplos (p. ej., ELISA). Cuando las secuencias de CDR de VH se mezclan y
emparejan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VH particular debe ser reemplazada por una o
varias secuencias CDR estructuralmente similares. De igual manera, cuando las secuencias de CDR de VL se
mezclan y emparejan, la secuencia CDR1, CDR2 y/o CDR3 de una secuencia de VL particular debe ser reemplazada
por una o varias secuencias CDR estructuralmente similares. Resultara facilmente aparente para el experto ordinario
en la técnica que se pueden crear nuevas secuencias de VH y VL sustituyendo una o mas secuencias de la region VH
y/o VL CDR con secuencias estructuralmente similares de las secuencias CDR mostradas en la presente para los
anticuerpos monoclonales de la presente divulgacion.

Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado o una regién de unién a
antigeno del mismo que comprende una CDR1 de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID NO: 1, 4 y 6; una CDR2 de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2y 5; una CDR3 de cadena pesada
que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; una CDR1 de cadena ligera que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 11 y 14; una CDR2 de cadena ligera
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que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 12 y 15; y una
CDR3 de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NO: 13 y 16; en donde el anticuerpo se une especificamente a HER2.

En ciertas realizaciones, un anticuerpo que se une especificamente a HER2 es un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo (p. ej., fragmento de union a antigeno) que se describe en la Tabla 1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una region
determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (HCDR1) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1; una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (HCDR2) que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2; una region determinante de la complementariedad de cadena pesada
3 (HCDR3) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; una region determinante de la
complementariedad de cadena ligera 1 (LCDR1) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11;
una region determinante de la complementariedad de cadena ligera 2 (LCDR2) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12; y una regién determinante de la complementariedad de cadena ligera 3 (LCDR3) que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una HCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4; una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 5; una HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; una LCDR1 que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14; una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 15; y una LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una regioén variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7; y una region variable de la cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 21; y una cadena Ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23; y una cadena Ligera que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30; y una cadena Ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, el anticuerpo que se une especificamente a HER2 humano comprende una cadena pesada
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 32; y una cadena Ligera que comprende la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 19.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j.,
fragmentos de unién a antigeno) que se unen especificamente a un epitopo en HER2 humano. En algunas
realizaciones, la presente divulgacion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de
unién a antigeno) que se unen especificamente a un epitopo en HER2 humano, en donde el epitopo comprende uno
o mas de los residuos 557-561, 570-573 y 593- 603 de SEQ ID NO: 26. En algunas realizaciones, la presente
divulgacion proporciona anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de union a antigeno) que se unen
especificamente a un epitopo en HER2 humano, en donde el epitopo comprende uno o més de los residuos 245- 333
de SEQ ID NO: 26. En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos (p. €j., fragmentos de union a antigeno) que se unen especificamente a un epitopo en HER2 humano, en
donde el epitopo comprende uno o mas de los siguientes residuos: His 245, Val 286, Ser 288, Leu 295, His 296, o Lys
311 de SEQ ID NO: 26.

Una vez que se determina un epitopo deseado en un antigeno, es posible generar anticuerpos para ese epitopo, p.
ej., utilizando las técnicas descritas en la presente invencion. Alternativamente, durante el proceso de descubrimiento,
la generacion y caracterizacion de anticuerpos puede dilucidar informacién sobre epitopos deseables. A partir de esta
informacién, es posible después cribar competitivamente anticuerpos que se unan al mismo epitopo. Un método para
lograr esto es realizar estudios de competencia cruzada para encontrar anticuerpos que se unan de manera
competitiva entre si, p. €j., los anticuerpos compiten por unirse al antigeno. En la Solicitud de Patente Internacional N°
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WO 2003/48731 se describe un procedimiento de alto rendimiento para anticuerpos de "agrupaciéon" basado en su
competencia cruzada. Como apreciara un experto en la materia, practicamente cualquier cosa a la que un anticuerpo
pueda unirse especificamente podria ser un epitopo. Un epitopo puede comprender aquellos residuos a los que se
une el anticuerpo.

Modificacion del Marco o Regién Fc

Anticuerpos y conjugados de anticuerpos descritos en la presente pueden comprender anticuerpos modificados o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos que comprenden modificaciones a los residuos marco dentro de VH
ylo VL, p. €j., para mejorar las propiedades del conjugado anticuerpo/anticuerpo.

En algunas realizaciones, se realizan modificaciones en el marco para disminuir la inmunogenicidad de un anticuerpo.
Por ejemplo, un enfoque es "retro-mutar" uno o mas residuos marco a una secuencia de la linea germinal
correspondiente. Dichos residuos pueden identificarse comparando las secuencias marco del anticuerpo con las
secuencias de la linea germinal de las cuales se deriva el anticuerpo. Para "hacer coincidir" las secuencias de la
regién marco con la configuracién de la linea germinal deseada, los residuos pueden "retro-mutar" a una secuencia
de la linea germinal correspondiente mediante, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio. Dichos anticuerpos "retro-
mutados" también pretenden ser abarcados por la invencion.

Otro tipo de modificacién del marco implica la mutaciéon de uno o mas residuos dentro de una regiéon marco, o incluso
dentro de una o mas regiones CDR, para separar los epitopos de células T para reducir con ello la inmunogenicidad
potencial del anticuerpo. A este enfoque también se le alude como "desinmunizacién" y se describe con mas detalle
en la Publicacion de Patente de EE.UU. N° 20030153043 de Carr et al.

Ademas o como alternativa a las modificaciones realizadas dentro de un marco o regiones CDR, los anticuerpos
descritos en la presente pueden modificarse para incluir modificaciones dentro de la regién Fc, tipicamente para alterar
una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como la semivida en suero, la fijaciéon del complemento, la
unién al receptor de Fc y/o la citotoxicidad celular dependiente de antigeno.

Ademas, un anticuerpo descrito en la presente puede modificarse quimicamente (p. ej.,., uno o mas restos quimicos
pueden unirse al anticuerpo) o modificarse para alterar su glicosilacion, de nuevo para alterar una o mas propiedades
funcionales del anticuerpo. Cada una de estas realizaciones se describe con mas detalle a continuacion.

En una realizacion, la regién de bisagra de CH1 se modifica de manera que el nimero de residuos cisteina en la region
de bisagra se altera, p. €j.,., aumenta o disminuye. Este enfoque se describe adicionalmente en la Patente de EE.UU.
N° 5.677.425 de Bodmer et al. EI numero de residuos cisteina en la region de bisagra de CH1 se altera para, por
ejemplo, facilitar el ensamblaje de las cadenas ligeras y pesadas o para aumentar o disminuir la estabilidad del
anticuerpo.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmento de unién a antigeno) utiles
en conjugados de anticuerpos descritos en la presente incluyen anticuerpos modificados o modificados genéticamente,
tales como un anticuerpo modificado para introducir uno 0 mas residuos cisteina como sitios para la conjugacién a un
resto de farmaco (Junutula JR, et al.: Nat Biotechnol 2008, 26: 925-932). En una realizacion, la invencion proporciona
un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo del mismo que comprende una sustitucion de uno o mas
aminoacidos con cisteina en las posiciones descritas en la presente. Los sitios para la sustitucion de cisteina estan
en las regiones constantes del anticuerpo y, por lo tanto, son aplicables a una diversidad de anticuerpos, y los sitios
se seleccionan para proporcionar conjugados estables y homogéneos. Un anticuerpo o fragmento modificado puede
tener dos 0 mas sustituciones de cisteina, y estas sustituciones pueden utilizarse en combinacién con otros métodos
de modificacidn y conjugacion de anticuerpos tal como se describe en la presente. Métodos para insertar cisteina en
ubicaciones especificas de un anticuerpo son conocidos en la técnica, véase, p. €j., Lyons et al, (1990) Protein Eng.,
3:703-708, documentos WO 2011/005481, W02014/124316, WO 2015/138615. En ciertas realizaciones, un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo modificado comprende una sustituciéon de uno o mas aminoacidos con cisteina
en su regién constante seleccionada de las posiciones 117, 119, 121, 124, 139, 152, 153, 155, 157, 164, 169, 171,
174, 189, 205, 207, 246, 258, 269, 274, 286, 288, 290, 292, 293, 320, 322, 326, 333, 334, 335, 337, 344, 355, 360,
375, 382, 390, 392, 398, 400 y 422 de una cadena pesada del anticuerpo o fragmento de anticuerpo, y en donde las
posiciones estdn numeradas de acuerdo con el sistema de la UE. En algunas realizaciones, un anticuerpo modificado
o fragmento de anticuerpo comprende una sustitucion de uno o mas aminoacidos con cisteina en su regién constante
seleccionada de las posiciones 107, 108, 109, 114, 129, 142, 143, 145, 152, 154, 156, 159, 161, 165, 168, 169, 170,
182, 183, 197, 199, y 203 de una cadena ligera del anticuerpo o fragmento de anticuerpo, en donde las posiciones
estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE y en donde la cadena ligera es un cadena ligera kappa humana.
En ciertas realizaciones, un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo del mismo comprende una combinacion
de sustitucion de dos o mas aminoacidos con cisteina en sus regiones constantes, en donde las combinaciones
comprenden sustituciones en las posiciones 375 de una cadena pesada de anticuerpo, posicion 152 de una cadena
pesada de anticuerpo, posicién 360 de una cadena pesada de anticuerpo, o posicién 107 de una cadena ligera de
anticuerpo y en donde las posiciones estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE. En ciertas realizaciones,
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un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo del mismo comprende una sustitucion de un aminoacido con
cisteina en sus regiones constantes, en donde la sustitucidn es la posicién 375 de una cadena pesada de anticuerpo,
la posicién 152 de una cadena pesada de anticuerpo, la posicion 360 de una cadena pesada de anticuerpo , la posicion
107 de una cadena ligera de anticuerpo, la posicion 165 de una cadena ligera de anticuerpo o la posicién 159 de una
cadena ligera de anticuerpo y en donde las posiciones estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE, y en
donde la cadena ligera es una cadena kappa.

En realizaciones particulares, un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo del mismo comprende una
combinacién de sustitucion de dos aminoacidos con cisteina en sus regiones constantes, en donde el anticuerpo
modificado o fragmento de anticuerpo del mismo comprende cisteinas en las posiciones 152 y 375 de una cadena
pesada de anticuerpo, en donde las posiciones estan numerados de acuerdo con el sistema de la UE.

En otras realizaciones particulares, un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo del mismo comprende una
sustitucion de un aminoacido con cisteina en la posicion 360 de una cadena pesada de anticuerpo y en donde las
posiciones estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE.

En otras realizaciones particulares, un anticuerpo modificado o fragmento de anticuerpo del mismo comprende una
sustitucion de un aminoacido con cisteina en la posicién 107 de una cadena ligera de anticuerpo y en donde las
posiciones estan numeradas de acuerdo con el sistema de la UE, y en donde la cadena ligera es una cadena kappa.

En realizaciones adicionales, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos (p €j., fragmento de union a antigeno) utiles
en conjugados de anticuerpos descritos en la presente incluyen anticuerpos modificados o modificados genéticamente,
tales como un anticuerpo modificado para introducir uno o mas de otros aminoacidos reactivos (distintos de cisteina),
incluyendo Pcl, pirrolisina , etiquetas de péptidos (tales como etiquetas S6, A1 e ybbR) y aminoacidos no naturales,
en lugar de al menos un aminoacido de la secuencia nativa, proporcionando asi un sitio reactivo en el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno para conjugacion con un resto de farmaco de Férmula (I) o sub-férmulas de la misma.
Por ejemplo, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos pueden modificarse para incorporar Pcl o pirrolisina (W. Ou
et al. (2011) PNAS 108 (26), 10437-10442; documento W02014124258) o aminoacidos no naturales (J.Y. Axup, et
al. Proc Natl Acad Sci USA, 109 (2012), pags. 16101-16106; para revision, véase C.C. Liuy P.G. Schultz (2010) Annu
Rev Biochem 79, 413-444; C.H. Kim, et al., (2013) Curr Opin Chem Biol. 17, 412-419) como sitios para la conjugacion
a un farmaco. De forma similar, se pueden introducir en un anticuerpo etiquetas peptidicas para los métodos de
conjugacion enzimatica (Strop P. et al. Chem Biol. 2013, 20(2):161-7; Rabuka D., Curr Opin Chem Biol. 2010
Dec;14(6):790-6; Rabuka D,et al., Nat Protoc. 2012, 7(6):1052-67). Otro ejemplo es el uso de 4'- fosfopanteteinil
transferasas (PPTasa) para la conjugacion de analogos de Coenzima A (documento WO2013184514). Los métodos
para conjugar dichos anticuerpos alterados o modificados con cargas o combinaciones de enlazador-carga son
conocidos en la técnica.

En otra realizacion, una regién de bisagra de Fc de un anticuerpo se muta para disminuir la semivida bioldgica del
anticuerpo. Mas especificamente, se introducen una o mas mutaciones de aminoacidos en la region de interfaz del
dominio CH2-CH3 del fragmento de bisagra de Fc de modo que el anticuerpo ha deteriorado la unién de la Proteina
A de Estafilococcilo (SpA) con respecto a la unién SpA del dominio de bisagra de Fc nativo. Este enfoque se describe
con mas detalle en la Patente de EE.UU. N° 6.165.745 de Ward et al.

En aun otras realizaciones, se altera una regiéon Fc reemplazando al menos un residuo aminoacido por un residuo
aminoacido diferente para alterar las funciones efectoras del anticuerpo. Por ejemplo, uno o mas aminoacidos pueden
reemplazarse por un residuo aminoacido diferente, de modo que el anticuerpo tenga una afinidad alterada por un
ligando efector, pero retenga la capacidad de unién al antigeno del anticuerpo precursor. El ligando efector en el que
se altera la afinidad puede ser, por ejemplo, un receptor Fc o el componente C1 del complemento. Este enfoque se
describe, p. €j., en las patentes de EE.UU. N° 5.624.821 y 5.648.260, ambas por Winter et al.

En otra realizacion, puede remplazarse uno o mas aminoacidos seleccionados de restos aminoacidicos con un residuo
aminoacido diferente de modo que el anticuerpo tenga unién alterada a C1q y/o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) reducida o anulada. Este enfoque se describe, p. €j., en la Patente de EE.UU. N° 6,194,551 de
Idusogie et al.

En otra realizacion, se altera uno o mas restos aminoacidicos para alterar de ese modo la capacidad del anticuerpo
de fijar el complemento. Este enfoque se describe, p. €j., en la publicacion PCT WO 94/29351 de Bodmer et al. Los
residuos de aminoacidos alotipicos incluyen la regiéon constante de una cadena pesada de las subclases 1gG1, 1gG2
e IgG3, asi como la regién constante de una cadena ligera del isotipo kappa tal como se describe por Jefferis et al.,
MADbs. 1: 332-338 (2009).

En aun otra realizacion, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo para mediar en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o la fagocitosis celular dependiente de anticuerpo (ADCP),
por ejemplo, modificando uno o mas residuos aminoacidos para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor
activador de Fcy, o para disminuir la afinidad del anticuerpo por un receptor Fcy inhibidor. Los receptores Fcy
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activadores humanos incluyen FcyRla, FcyRlla, FcyRIllay FcyRIllb, y el receptor Fey inhibidor humano incluye FcyRlIIb.
Este enfoque se describe, p. €j., en la publicacién PCT WO 00/42072 de Presta. Ademas, se han mapeado sitios de
unién en IgG1 humana para FcyRI, FcyRIl, FeyRIIl y FcRn y se han descrito variantes con uniéon mejorada (véase
Shields et al., J. Biol. Chem. 276: 6591-6604, 2001). Se ha descrito la optimizacion de las funciones efectoras
mediadas por Fc de anticuerpos monoclonales, tales como la funcién ADCC/ADCP incrementada (véase Strohl, W.R.,
Current Opinion in Biotechnology 2009; 20: 685-691.) En algunas realizaciones, un conjugado de anticuerpo
comprende una cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una mutacién o una combinacién de mutaciones
que confieren una funcion ADCC/ADCP potenciada, p. €j., una o0 mas mutaciones seleccionadas de G236A, S239D,
F243L, P2471, D280H, K290S, R292P, S298A, S298D, S298V, Y300L, VV305I, A330L, I332E, E333A, K334A, A339D,
A339Q, A339T, P396L (todas las posiciones por numeracion de la UE).

En otra realizacion, la region Fc se modifica para aumentar la capacidad del anticuerpo de mediar en la ADCC y/o
ADCP, por ejemplo, modificando uno o mas aminoacidos para aumentar la afinidad del anticuerpo por un receptor
activador que tipicamente no reconoceria el anticuerpo precursor, tal como FcaRI. Este enfoque se describe en, p.
ej., Borrok et al., mAbs. 7(4):743-751. En realizaciones particulares, un conjugado de anticuerpo comprende una
cadena pesada de inmunoglobulina que comprende una mutacién o una fusibn de una o mas secuencias de
anticuerpos que confieren una funcién ADCC y/o ADCP potenciada.

En todavia otra realizacion, se modifica la glucosilacion de un anticuerpo. Por ejemplo, se puede hacer un anticuerpo
aglicosilado (es decir, el anticuerpo carece de glicosilaciéon). La glicosilacién puede alterarse para, por ejemplo,
aumentar la afinidad del anticuerpo por el "antigeno". Dichas modificaciones de carbohidratos se pueden lograr, por
ejemplo, alterando uno o mas sitios de glicosilacién dentro de la secuencia del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden
realizar una o mas sustituciones de aminoacidos que den como resultado la eliminaciéon de uno o mas sitios de
glicosilacion del marco de la region variable para eliminar de este modo la glicosilaciéon en ese sitio. Una aglicosilacion
de este tipo puede aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno. Un enfoque de este tipo se describe,p. gj., en
las patentes de EE.UU. N° 5.714.350 y 6.350.861, por Co et al.

Adicionalmente o de forma alternativa, se puede preparar un anticuerpo que tenga un tipo alterado de glicosilacion tal
como un anticuerpo hipofucosilado que tenga cantidades reducidas de residuos de fucosilo o un anticuerpo que tenga
cantidades mayores de estructuras de GlcNac entrecruzadas. Se ha demostrado que patrones de glicosilacion
alterados de este tipo aumentan la capacidad de ADCC de los anticuerpos. Modificaciones de este tipo de los
carbohidratos se pueden conseguir, por ejemplo, expresando el anticuerpo en una célula hospedadora con una
magquinaria de glicosilacion alterada. En la técnica se han descrito células con una maquinaria de glicosilacion alterada
y estas se pueden utilizar como células hospedadoras en las que se expresan los anticuerpos recombinantes de la
invencién para producir de este modo un anticuerpo con una glicosilacién alterada. Por ejemplo, el documento EP
1.176.195 de Hang et al. describe una linea celular con un gen FUT8 funcionalmente alterado, que codifica una fucosil
transferasa, de modo que los anticuerpos expresados en dicha linea celular exhiben hipofucosilacion. La publicacién
PCT WO 03/035835 de Presta describe una linea celular CHO variante, células Lecl3, con capacidad reducida para
unir fucosa a carbohidratos enlazados a Asn (297), que también resulta en hipofucosilacién de anticuerpos expresados
en esa célula huésped (véase también Shields et al., (2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740). Publicacién PCT WO
99/54342 por Umana et al. describe lineas celulares disefiadas para expresar glicosil transferasas modificadoras de
glicoproteina (p. €j., beta (1,4) -N acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTIIl)), de modo que los anticuerpos expresados
en las lineas celulares modificadas exhiben estructuras de GlcNac bisectantes incrementadas que dan como resultado
una actividad incrementada de ADCC de los anticuerpos (véase también Umana et al., Nat. Biotech. 17:176-180,
1999).

En otra realizacion, el anticuerpo se modifica para aumentar su semivida biolégica. Son posibles varios enfoques.
Por ejemplo, se pueden introducir una o mas de las siguientes mutaciones: T252L, T254S, T256F, como se describe
en la patente de Estados Unidos n.° 6277375 de Ward. Como alternativa, para aumentar la semivida bioldgica, el
anticuerpo puede alterarse dentro de la region CH1 o CL para que contenga una epitopo de unidén a receptor de
rescate tomado de dos bucles de un dominio CH2 de una regién Fc de una IgG tal como se describe en las patentes
de EE.UU. N° 5.869.046 y 6.121.022 de Presta et al.

Produccioén de Anticuerpos anti-HER2

Anticuerpos anti-HER2 y fragmentos de anticuerpos (p. ¢j., fragmentos de unién a antigeno) de los mismos pueden
producirse por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo expresidon recombinante, sintesis quimica y
digestion enzimatica de tetrameros de anticuerpos, mientras que los anticuerpos monoclonales de longitud completa
pueden obtenerse mediante, p. ej.,hibridoma o produccién recombinante. La expresién recombinante puede ser a
partir de cualesquiera células huéspedes apropiadas conocidas en la técnica, por ejemplo, células huéspedes de
mamifero, células huéspedes bacterianas, células huéspedes de levadura, células huéspedes de insecto, etc.

También se proporcionan en la presente polinucleétidos que codifican anticuerpos descritos en la presente, p. €j.,
polinucleétidos que codifican regiones o segmentos variables de cadena pesada o ligera que comprenden regiones
determinantes de la complementariedad tal como se describe en la presente. En algunas realizaciones, un
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polinucleétido que codifica las regiones variables de la cadena pesada tiene al menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% identidad de secuencia de acido nucleico con un polinucleétido de
SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, un polinucleétido que codifica las regiones variables de la cadena ligera
tiene al menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% identidad de secuencia
de acido nucleico con un polinucleétido de SEQ ID NO: 18.

En algunas realizaciones, un polinucleétido que codifica las regiones variables de la cadena pesada tiene al menos
85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% identidad de secuencia de acido nucleico
con un polinucledtido de SEQ ID NO: 10, 22 o 24. En algunas realizaciones, un polinucledtido que codifica la cadena
ligera tiene al menos 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100% identidad de
secuencia de acido nucleico con un polinucleétido de SEQ ID NO: 20 o 34.

Algunos polinucleétidos descritos en la presente codifican una region variable de un anticuerpo anti-HER2. Algunos
polinucleétidos descritos en la presente codifican tanto una regién variable como una regién constante de un
anticuerpo anti-HER2. Algunas secuencias de polinucleétidos codifican un polipéptido que comprende regiones
variables tanto de una cadena pesada como de una cadena ligera de un anticuerpo anti-HER2. Algunos
polinucleédtidos codifican dos segmentos de polipéptidos que respectivamente son sustancialmente idénticos a las
regiones variables de una cadena pesada y una cadena ligera de cualesquiera anticuerpos anti-HER2 descritos en la
presente.

Secuencias de polinucleétidos se pueden producir mediante sintesis de ADN de fase sdlida de novo o mediante
mutagénesis por PCR de una secuencia existente (p. ej., secuencias tal como se describen en los Ejemplos que
figuran mas adelante) que codifica un anticuerpo anti-HER2 o su fragmento de unién. La sintesis quimica directa de
acidos nucleicos se puede lograr mediante métodos conocidos en la técnica tales como el método del fosfotriéster de
Narang et al., Meth. Enzymol. 68:90, 1979; el método de fosfodiéster de Brown et al., Meth. Enzymol. 68:109, 1979;
el método de dietilfosforoamidita de Beaucage et al., Tetra. Lett., 22:1859, 1981; y el método del soporte sélido de la
patente de EE.UU. N.° 4 458 066. La introduccién de mutaciones a una secuencia de polinucleétidos por PCR se
puede realizar tal como se describe en, p. gj., PCR Technology Principles and Applications for DNA Amplification, H.A.
Erlich (Ed.), Freeman Press, NY, NY, 1992; PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Innis et al. (Ed.),
Academic Press, San Diego, CA, 1990; Mattila et al., Nucleic Acids Res. 19:967, 1991; y Eckert et al., PCR Methods
and Applications 1:17, 1991.

También se proporcionan vectores de expresion y células huéspedes para producir anticuerpos anti-HER2 arriba
descritos. Se pueden emplear diversos vectores de expresion para expresar polinucleétidos que codifican cadenas
de anticuerpos anti-HER2 o fragmentos de unién. Tanto los vectores de expresion basados en virus como los no
virales pueden utilizarse para producir anticuerpos en una célula huésped de mamifero.

Vectores no virales y sistemas incluyen plasmidos, vectores episomales, tipicamente con un casete de expresion para
expresar una proteina o ARN, y cromosomas artificiales humanos (véase, p. ej., Harrington et al., Nat Genet 15: 345,
1997). Por ejemplo, vectores no virales Utiles para la expresion de polinucleétidos y polipéptidos anti-HER2 en células
de mamiferos (p. ej., seres humanos) incluyen pThioHis A, B'y C, pPCDNATM3.1/His, pEBVHis A, B y C (Invitrogen,
San Diego, CA), vectores MPSV y numerosos otros vectores conocidos en la técnica para expresar otras proteinas.
Vectores virales Utiles incluyen vectores basados en retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes,
vectores basados en SV40, virus del papiloma, virus de Epstein Barr HBP, vectores del virus vaccinia y virus Semliki
Forest (SFV). Véase, Brent et al., supra; Smith, Annu. Rev. Microbiol. 49:807, 1995; y Rosenfeld et al., Cell 68:143,
1992.

La eleccién del vector de expresion depende de las células huéspedes previstas en las que se ha de expresar un
vector. Tipicamente, los vectores de expresion contienen un promotor y otras secuencias reguladoras (p. €j.,
potenciadores) que estan operativamente enlazados a polinucleétidos que codifican una cadena o fragmento de
anticuerpo anti-HER2. En algunas realizaciones, se emplea un promotor inducible para evitar la expresion de
secuencias insertadas excepto en condiciones inductoras. Promotores inducibles incluyen, p. €j., arabinosa, lacZ,
promotor de metalotioneina o un promotor de choque térmico. Cultivos de organismos transformados pueden
expandirse en condiciones no inductoras sin influenciar a la poblacion para secuencias codificantes, cuyos productos
de expresion son mejor tolerados por las células huéspedes. Ademas de promotores, también se pueden requerir o
desear otros elementos reguladores para la expresion eficiente de una cadena o fragmento de anticuerpo anti-HER2.
Elementos incluyen tipicamente un coddn de iniciacion ATG y un sitio de unién al ribosoma adyacente u otras
secuencias. Ademas, la eficacia de la expresidon puede mejorarse mediante la inclusién de potenciadores apropiados
para el sistema celular en uso (véase, p. €., Scharf et al., Results Probl. Cell Differ. 20: 125, 1994; y Bittner et al.,
Meth Enzymol., 153: 516, 1987). Por ejemplo, se puede utilizar un potenciador de SV40 o un potenciador de CMV
para aumentar la expresion en células huéspedes de mamifero.

Vectores de expresion también pueden proporcionar una posicion de secuencia de sefal de secrecion para formar
una proteina de fusion con polipéptidos codificados por secuencias de anticuerpo anti-HER2 insertadas. Mas a
menudo, secuencias de anticuerpos anti-HERZ2 insertadas se enlazan a una secuencia sefial antes de su inclusién en
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el vector. Vectores a utilizar para recibir secuencias que codifican dominios variables de cadena ligera y pesada de
anticuerpo anti-HER2 a veces también codifican regiones constantes o partes de las mismas. Dichos vectores
permiten la expresion de regiones variables como proteinas de fusién con regiones constantes, conduciendo con ello
a la produccion de anticuerpos intactos o fragmentos de los mismos. Tipicamente, dichas regiones constantes son
humanas.

Células huéspedes para albergar y expresar cadenas de anticuerpos anti-HER2 pueden ser procariotas o eucariotas.
E. coli es un huésped procariota util para clonar y expresar polinucleétidos de la presente divulgacion. Otros
huéspedes microbianos adecuados para su uso incluyen bacilos, tales como Bacillus subtilis, y otras
enterobacteriaceae, tales como Salmonella, Serratia y diversas especies de Pseudomonas. En estos huéspedes
procariotas, también se pueden preparar vectores de expresion, que contienen habitualmente secuencias de control
de la expresién compatibles con la célula huéspedes (p. Ej.,, un origen de replicacion). Ademas, estara presente
cualquier numero de una diversidad de promotores bien conocidos, tales como un sistema promotor de lactosa, un
sistema promotor de triptéfano (trp), un sistema promotor de beta-lactamasa o un sistema promotor de fago lambda.
Los promotores habitualmente controlan la expresion, opcionalmente con una secuencia operadora, y tienen
secuencias de sitio de unién a ribosomas, para iniciar y completar la transcripcion y la traduccién. También se pueden
emplear otros microbios, tales como levaduras, para expresar polipéptidos anti-HER2 descritos en la presente.
También se pueden utilizar células de insectos combinadas con vectores de baculovirus.

En algunas realizaciones particulares, las células huéspedes de mamifero se utilizan para expresar y producir
polipéptidos anti-HER2 de la presente divulgacion. Por ejemplo, pueden ser una linea celular de hibridoma que
expresa genes de inmunoglobulina endégena (p. gj., clones de hibridoma de mieloma) o una linea celular de mamifero
que alberga un vector de expresion exdgeno (p. €j., las células de mieloma SP2/0). Estas incluyen cualquier célula
animal o humana normal mortal o normal o anémala inmortal. Por ejemplo, se ha desarrollado un cierto nimero de
lineas celulares huéspedes adecuadas, capaces de secretar inmunoglobulinas intactas, incluidas diversas lineas
celulares CHO, lineas celulares Cos, células Hela, lineas celulares de mieloma, células B transformadas e hibridomas.
El uso del cultivo de células de tejidos de mamiferos para expresar polipéptidos se discute generalmente en, p. €j.,
Winnacker, From Genes to Clones, VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987. Vectores de expresion para células huéspedes
de mamiferos pueden incluir secuencias de control de la expresion, tal como un origen de replicacién, un promotor y
un potenciador (véase, p. ej., Queen et al.,, Immunol. Rev. 89: 49-68, 1986), y los sitios de informacién de
procesamiento necesarios, tales como sitios de unién a ribosomas, sitios de corte y empalme de ARN, sitios de
poliadenilacion y secuencias terminadoras de la transcripcion. Los vectores de expresion contienen habitualmente
promotores derivados de genes de mamiferos o de virus de mamiferos. Promotores adecuados pueden ser
constitutivos, especificos para el tipo de célula, especificos para el estadio y/o modulables o regulables. Promotores
utiles incluyen, un promotor de metalotioneina, un promotor tardio principal de adenovirus constitutivo, un promotor
MMTYV inducible por dexametasona, un promotor SV40, un promotor MRP pollll, un promotor constitutivo MPSV, un
promotor CMV inducible por tetraciclina (tal como el promotor CMV inmediato-temprano humano), un promotor
constitutivo de CMV y combinaciones de promotor-potenciador conocidas en la técnica.

Métodos para introducir vectores de expresidon que contienen secuencias de polinucledtidos de interés varian
dependiendo del tipo de huésped celular. Por ejemplo, la transfeccion con cloruro de calcio se utiliza cominmente
para las células procariotas, mientras que el tratamiento con fosfato de calcio o la electroporacion se pueden utilizar
para otros huéspedes celulares (véase generalmente Sambrook et al., supra). Otros métodos incluyen, p. e€j.,
electroporacion, tratamiento con fosfato de calcio, transformaciéon mediada por liposomas, inyeccién y microinyeccion,
métodos balisticos, virosomas, inmunoliposomas, conjugados de policatién:acido nucleico, ADN desnudo, viriones
artificiales, fusion a la proteina estructural VP22 del virus del herpes (Elliot y O'Hare, Cell 88:223, 1997), absorcion de
ADN potenciada por el agente y transduccién ex vivo. Para la produccién a largo plazo de alto rendimiento de proteinas
recombinantes, a menudo se deseara una expresion estable. Por ejemplo, lineas celulares que expresan de manera
estable cadenas de anticuerpos anti-HER2 o fragmentos de unién pueden prepararse utilizando vectores de expresion
descritos en la presente que contienen origenes virales de replicacion o elementos de expresién enddgenos y un gen
marcador seleccionable. Después de la introduccion del vector, se puede permitir que las células se multipliquen
durante 1-2 dias en un medio enriquecido antes de cambiar al medio selectivo. El propdsito del marcador seleccionable
es conferir resistencia a la seleccion, y su presencia permite la multiplicacion de células que expresan con éxito las
secuencias introducidas en medios selectivos. Células resistentes, transfectadas de forma estable, pueden proliferar
utilizando técnicas de cultivo tisular apropiadas para el tipo de célula.

Procedimientos para Hacer conjugado de Anticuerpo de Férmula (lla) y Férmula (llb
Un esquema de reaccion general para la formacion de conjugados inmunoestimuladores de Férmula (1) se muestra

en el Esquema 13 que figura mas adelante:
Scheme 13
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aqui: RG1 es un grupo reactivo que reacciona con un grupo R* compatible de un compuesto de Férmula (la) para
formar un correspondiente grupo R*0, tal como maleimida que reacciona con un tiol para dar un anillo de succinimida,
o una hidroxilamina que reacciona con una cetona para dar una oxima; R', R%, L2, Ab y R?*® son como se definen en
la presente.

Un esquema de reaccion general para la formacién de conjugados inmunoestimuladores de Férmula (llb) se muestra
en el Esquema 14 que figura mas adelante:

Ezquema 14
—o \ e
A -
Ab—RG, + Y NN : : A
. e M ko Rl .} { 3 B ._|~_1:~.] b
III.'\ S / TR 'NN N
Farmula (Ib} Farmula (llb})

en que: RG1 es un grupo reactivo que reacciona con un grupo R* compatible de un compuesto de Férmula (Ib) para
formar un correspondiente grupo R*°, tal como maleimida que reacciona con un tiol para dar un anillo de succinimida,
o una hidroxilamina que reacciona con una cetona para dar una oxima; R', R%, L2, Ab y R?*® son como se definen en
la presente.

Usos terapéuticos

Los conjugados de anticuerpos proporcionados son Utiles en una diversidad de aplicaciones que incluyen el
tratamiento del cancer, tal como el cancer HER2 positivo. En ciertas realizaciones, los conjugados de anticuerpos
proporcionados en la presente son utiles para inhibir el crecimiento del tumor, reducir el volumen del tumor, inducir la
diferenciacion y/o reducir la tumorigenicidad de un tumor, p. ej., un tumor sélido HER2. Los métodos de uso pueden
ser métodos in vitro, ex vivo, o in vivo.

En algunas realizaciones, en la presente se proporciona el uso de los conjugados de anticuerpos de la invencion para
tratar o prevenir enfermedades en un sujeto, p. €j., un paciente humano. Ademas se proporciona el uso de conjugados
de anticuerpos en el tratamiento o la prevencion de enfermedades en un sujeto. En algunas realizaciones, se
proporcionan conjugados de anticuerpos para uso en la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la
prevencion de enfermedades en un sujeto. En ciertas realizaciones, la enfermedad tratada con conjugados de
anticuerpos es un cancer, p. €j., un cancer HER2-positivo. Diversos canceres que pueden tratarse con los conjugados
de anticuerpos se enumeran en la seccién de definiciones anterior. El cancer HER2-positivo puede ser cualquier
cancer que comprenda células que tengan proteina HER2 presente en su superficie celular. Por ejemplo, un cancer
HER2-positivo puede ser tumor primario o metastasis de cualquiera de cancer gastrico, cancer esofagico,
adenocarcinoma de la unién gastroesofagica, cancer de colon, cancer rectal, cancer de mama, cancer de ovario,
cancer cervical, cancer uterino, cancer endometrial, cancer de vejiga, cancer del tracto urinario, cancer de pancreas,
cancer de pulmén, cancer de préstata, osteosarcoma, neuroblastoma, glioblastoma, tumores neuroendocrinos y
cancer de cabeza y cuello. En ciertas realizaciones, el cancer se caracteriza por células que expresan HER2 a las
que se unen los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos (p. €j., fragmentos de unién a antigeno) de los conjugados
de anticuerpos. En ciertas realizaciones, el cancer se caracteriza por la expresion concurrente de multiples receptores
del factor de crecimiento epidérmico humano ademas de la expresion de HER2. En algunas realizaciones, el cancer
HER2-positivo puede tener una alta expresién de HER2, p. ej., puede tener una puntuacion de inmunohistoquimica
(IHC) de 3+, que se define como una tincion de membrana intensa uniforme de > 30% de células tumorales invasivas
segun se determina por la puntuacion IHC de la American Society of Clinical Oncology y el College of American
Pathologists (ASCO/CAP) (véase English et al., Mol Diagn Ther. abril 2013; 17 (2): 85-99). En algunas realizaciones,
el cancer HER2-positivo puede tener una expresion de HER2 relativamente baja, p. €j., puede tener una puntuacion
IHC de 2+, que se define como una tincién de membrana completa que no es uniforme o débil en intensidad, pero con
una distribucion circunferencial obvia en al menos 10% de las células o muy raramente tumores que muestran tincion
de membranas completas de 30% o menos de células tumorales segun la puntuacion ASCO/CAP IHC (véase English
et al., Mol Diagn Ther. abril 2013; 17 (2): 85-99).
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En algunas realizaciones, se proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los conjugados de
anticuerpos descritos en la presente para tratar un cancer HER2-positivo en un sujeto que lo necesite. El cancer
HER2-positivo puede ser cualquier cancer que comprenda células que tengan proteina HER2 presente en su
superficie celular. En algunas realizaciones, el conjugado de anticuerpo utilizado es capaz de suprimir el cancer HER2-
positivo durante un periodo sostenido y/o reducir la recurrencia del cancer HER2-positivo, en comparacion con un
anticuerpo anti-HER2 solo.

También se contempla que los conjugados de anticuerpos descritos en la presente se puedan utilizar para tratar
diversas enfermedades o trastornos no malignos, tales como enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), Ulceras
gastrointestinales, enfermedad de Menetrier, hepatitis B, hepatitis C, adenomas secretores o sindrome de pérdida de
proteinas, trastornos renales, trastornos angiogénicos, enfermedades oculares, tales como degeneracién macular
relacionada con la edad, presunto sindrome de histoplasmosis ocular o degeneracién macular relacionada con la edad,
patologias asociadas con los huesos, tales como osteoartritis, raquitismo y osteoporosis, sindrome de hiperviscosidad
sistémico, enfermedad de Osler Weber-Rendu, enfermedad pulmonar oclusiva crénica o edema después de
quemaduras, trauma, radiacién, apoplejia, hipoxia o isquemia, nefropatia diabética, enfermedad de Paget,
fotoenvejecimiento (p. ej., provocado por la radiacion UV de la piel humana), hipertrofia prostatica benigna, ciertas
infecciones microbianas, incluidos los patdégenos microbianos seleccionados de adenovirus, hantavirus, Borrelia
burgdorferi, Yersinia spp. y Bordetella pertussis, trombo provocado por agregacion plaquetaria, afecciones
reproductivas, tales como endometriosis, sindrome de hiperestimulacion ovarica, preeclampsia, hemorragia uterina
disfuncional o menometrorragia, nefropatias agudas y cronicas (incluida la glomerulonefritis proliferativa), formacion
de cicatriz hipertréfica, choque endotdxico e infeccion fungica, poliposis adenomatosis familiar, sindromes
mielodisplasicos, anemia aplasica, lesidn isquémica, fibrosis pulmonar, renal o hepatica, estenosis pilérica hipertréfica
infantil, sindrome obstructivo urinario, artritis psoriasica.

El método de administracion de conjugados de anticuerpos de este tipo incluye la administracién parenteral (p. €j.,
intravenosa), p. €j., inyeccion como un bolo o infusién continua a lo largo de un periodo de tiempo, administracion oral,
administracion intramuscular, administracién intratumoral, administracion intramuscular, administracién intraperitoneal,
administracion intracerobroespinal, administracion subcutanea, administracion intra-articular, administracion
intrasinovial, inyeccion a los ganglios linfaticos o administracion intratecal.

Para el tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de conjugados de anticuerpos de la presente invencion
depende de diversos factores, tales como el tipo de enfermedad a tratar, la gravedad y el curso de la enfermedad, la
capacidad de respuesta de la enfermedad, la terapia previa, el historial clinico del paciente, etcétera. Conjugados de
anticuerpos se pueden administrar una vez o a lo largo de una serie de tratamientos que duran desde varios dias
hasta varios meses, o hasta que se efectle una cura o se logre una disminucién del estado de la enfermedad (p. e/,
reduccion en el tamafo del tumor). Los programas de dosificacion dptimos se pueden calcular a partir de mediciones
de la acumulacion de farmacos en el cuerpo del paciente y variaran dependiendo de la potencia relativa de un
conjugado de anticuerpos particular. En algunas realizaciones, la dosificacion es de 0,01 mg a 20 mg (p. Ej., 0,01 mg,
0,02 mg, 0,03 mg, 0,04 mg, 0,05 mg, 0,06 mg, 0,07 mg, 0,08 mg, 0,09 mg, 0,1 mg, 0,2 mg, 0,3 mg, 0,4 mg, 0,5 mg,
0,6 mg, 0,7 mg, 0,8 mg, 0,9 mg, 1 mg, 2 mg, 3 mg, 4 mg, 5 mg, 6mg, 7 mg, 8 mg, 9 mg, 10 mg, 11 mg, 12 mg, 13 mg,
14 mg, 15 mg, 16 mg, 17 mg, 18 mg, 19 mg, o 20 mg) por kg de peso corporal, y se pueden administrar una o0 mas
veces al dia, semanal, mensual o anualmente. En ciertas realizaciones, el conjugado de anticuerpos de la presente
invencion se administra una vez cada dos semanas o una vez cada tres semanas. En ciertas realizaciones, el
conjugado de anticuerpo de la presente invencion se administra solo una vez. El médico tratante puede estimar las
tasas de repeticion para la dosificacién en funcion de los tiempos de permanencia medidos y las concentraciones del
farmaco en fluidos o tejidos corporales.

Terapia Combinada

En ciertos casos, un conjugado de anticuerpos de la presente invencion se puede combinar con otros agentes
terapéuticos, tales como otros agentes anticancerigenos, agentes antialérgicos, agentes contra las nauseas (o anti-
emeéticos), analgésicos, agentes citoprotectores y combinaciones de los mismos.

Agentes quimioterapéuticos generales considerados para su uso en terapias combinadas incluyen anastrozol
(Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfano (Myleran®), inyeccion de
busulfano (Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N4- pentoxicarbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatino
(Paraplatin®), carmustina (BiCNU®), clorambucilo (Leukeran®), cisplatino (Platinol®), cladribina (Leustatin®),
ciclofosfamida (Cytoxan® o Neosar®), arabindsido de citosina (Cytosar-U®), inyeccion de liposoma de citarabina
(DepoCyt®), dacarbazina (DTIC-Dome®), dactinomicina (Actinomicina D, Cosmegan), hidrocloruro de daunorrubicina
(Cerubidine®), inyeccién de liposoma de citrato de daunorrubicina (DaunoXome®) dexametasona, docetaxel
(Taxotere®), hidrocloruro de doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®), etopdsido (Vepesid®), fosfato de fludarabina
(Fludara®), 5-fluorouracilo (Adrucil®, Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluorodeoxicitidina),
hidroxiurea (Hydrea® ), Idarubicina (ldamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecan (Camptosar®), L-asparaginasa
(ELSPAR®), leucovorina calcica, melfalan (Alkeran®), 6-mercaptopurina (Purinethol®), metotrexato (Folex®) ,
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mitoxantrona (Novantrone®), mylotarg, paclitaxel (Taxol®), fenix (Yttrium90/MX-DTPA), pentostatina, polifeprosan 20
con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de tamoxifeno (Nolvadex®), tenipdsido (Vumon®), 6-tioguanina, tiotepa,
tirapazamina (Tirazone®), hidrocloruro de topotecan para inyeccion (Hycamptin®), vinblastina (Velban®), vincristina
(Oncovin®), vinorelbina (Navelbine®), epirubicina (Ellence®), oxaliplatino (Eloxatin®), exemestano (Aromasin®),
letrozol (Femara®) y fulvestrant (Faslodex®).

La expresién "combinacion farmacéutica”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a una combinacion fija en una
forma de dosificacién unitaria, o una combinacién no fija o un kit de partes para la administraciéon combinada en la que
dos o0 mas agentes terapéuticos pueden administrarse independientemente al mismo tiempo o por separado dentro
de los intervalos de tiempo, especialmente en los casos en los que estos intervalos de tiempo permiten que los
participantes combinados muestren un efecto cooperativo, p. €j., sinérgico.

La expresion «terapia combinada» se refiere a la administracion de dos o mas agentes terapéuticos para tratar una
afeccion o trastorno terapéutico que se describe en la presente divulgacion. Dicha administracion engloba la
coadministracion de estos agentes terapéuticos de una manera sustancialmente simultanea, tal como en una unica
capsula que tiene una proporcion fija de los principios activos. Alternativamente, dicha administracién abarca la co-
administraciéon en recipientes multiples o separados (p. e€j., capsulas, polvos y liquidos) para cada uno de los
ingredientes activos. Los polvos y/o liquidos se pueden reconstituir o diluir hasta una dosis deseada antes de la
administracion. Ademas, tal administracion también engloba el uso de cada tipo del agente terapéutico de una manera
secuencial, ya sea aproximadamente a la vez o en momentos diferentes. En cualquier caso, la pauta de tratamiento
proporcionara efectos beneficiosos de la combinacion farmacoldgica para tratar las afecciones o trastornos descritos
en la presente.

La terapia de combinacién puede proporcionar "sinergia" y demostrar "sinergia", es decir, el efecto logrado cuando los
ingredientes activos utilizados juntos es mayor que la suma de los efectos que resultan del uso de los compuestos por
separado. Se puede lograr un efecto sinérgico cuando los ingredientes activos son: (1) co-formulados y administrados
0 suministrados simultdneamente en una formulacién de dosis unitaria combinada; (2) suministrados por alternancia
o en paralelo como formulaciones separadas; o (3) por algun otro régimen. Cuando se administra en terapia de
alternancia, se puede lograr un efecto sinérgico cuando los compuestos se administran o administran secuencialmente,
p. €j., mediante diferentes inyecciones en jeringas separadas. En general, durante la terapia de alternancia, una dosis
efectiva de cada uno de los ingredientes activos se administra secuencialmente, es decir, en serie, mientras que en la
terapia de combinacion, las dosis efectivas de dos 0 mas ingredientes activos se administran juntas.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencién en
combinacién con uno o mas de otros anticuerpos anti-HER2, p .ej., trastuzumab, pertuzumab, margetuximab o HT-19
arriba descritos, o con otros conjugados anti-HER2, p. ej., ado-trastuzumab emtansine (también conocido como
Kadcyla® o T-DM1) para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesita.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencion en
combinacién con uno o mas inhibidores de tirosina quinasa, incluyendo inhibidores de EGFR, inhibidores de Her3,
inhibidores de IGFR e inhibidores de Met para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

Por ejemplo, inhibidores de tirosina quinasa incluyen hidrocloruro de erlotinib (Tarceva®); Linifanib (N-[4-(3-amino-1H-
indazol-4-il)fenil]-N'-(2-fluoro-5-metilfenil)urea, también conocida como ABT 869, disponible de Genentech); malato de
sunitinib (Sutent®); Bosutinib (4-[(2,4-dicloro-5-metoxifenil)amino]-6-metoxi-7-[3-(4-metilpiperazin-1-
il)propoxi]quinolin-3-carbonitrilo, también conocido como SKI- 606, y descrito en la Patente de EE.UU. N° 6.780.996);
Dasatinib (Sprycel®); Pazopanib (Votrient®); Sorafenib (Nexavar®); Zactima (ZD6474); e imatinib o mesilato de
imatinib (Gilvec® y Gleevec®).

Inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) incluyen hidrocloruro de erlotinib (Tarceva®),
Gefitinib (Iressa®); N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[[(3"S")-tetrahidro-3-furanilJoxi]-6-quinazolinil]-4
(dimetilamino)-2-butenamida, Tovok®); Vandetanib (Caprelsa®); Lapatinib (Tykerb®); (3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-
metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-il)metil)piperidin-3-ol (BMS690514); dihidrocloruro de Canertinib (Cl-
1033);  6-[4-[(4-etil-1-piperazinil)metillfenil]-N-[(1R)-1-feniletil]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-amina  (AEE788, CAS
497839-62-0); Mubritinib (TAK165); Pelitinib (EKB569); Afatinib (Gilotrif®); Neratinib (HKI-272); acido N-[4-[[1-[(3-
fluorofenil)metil]-1H-indazol-5-ilJamino]-5-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-6-il]-carbamico, éster (3S)-3-morfoliniimetilico
(BMS599626); N-(3,4-dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,5B,6aa)-octahidro-2-metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]-
4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8); y 4-[4-[[(1R)-1-feniletillamino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol
(PKI166, CAS187724-61-4).

Anticuerpos de EGFR incluyen Cetuximab (Erbitux®); Panitumumab (Vectibix®); Matuzumab (EMD-72000);

Nimotuzumab (hR3); Zalutumumab; TheraCIM h-R3; MDX0447 (CAS 339151-96-1); y ch806 (mAb-806, CAS 946414-
09-1).
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Otros inhibidores de HER2 incluyen Neratinib (HKI-272, (2E)-N-[4-[[3-cloro-4-[(piridin-2-il)metoxi]fenilJamino]-3-ciano-
7-etoxiquinolin-6-il]-4-(dimetilamino)but-2-enamida, y descrita en la Publicacién PCT N° WO 05/028443); Lapatinib o
Lapatinib ditosilato (Tykerb®); (3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-
il)metil)piperidin-3-ol (BMS690514); (2E)-N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)Jamino]-7-[[(3S)-tetrahidro-3-furanil]oxi]-6-
quinazolinil]-4-(dimetiamino)-2-butenamida (BIBW-2992, CAS 850140-72-6); éster (3S)-3-morfolinilmetilico del acido
N-[4-[[1-[(3-fluorofenil)metil]-1H-indazol-5-ilJamino]-5-metilpirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-6-il]-carbamico  (BMS 599626,
CAS 714971-09-2); Canertinib dihidrocloruro (PD183805 o CI-1033); y N-(3,4-dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-
[[(3aa,5B,6aa)-octahidro-2-metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]-4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8).

Inhibidores de HERS incluyen LJM716, MM-121, AMG-888, RG7116, REGN-1400, AV-203, MP-RM-1, MM-111 y
MEHD-7945A.

Inhibidores de MET incluyen Cabozantinib (XL184, CAS 849217-68-1); Foretinib (GSK1363089, anteriormente XL880,
CAS 849217-64-7); Tivantinib (ARQ197, CAS 1000873-98-2); 1-(2-hidroxi-2-metilpropil)-N-(5-(7-metoxiquinolin-4-
iloxi)piridin-2-il)-5-metil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazolo-4-carboxamida (AMG 458); Cryzotinib (Xalkori®, PF-
02341066); (32)-5-(2,3-dihidro-1H-indol-1-ilsulfonil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-il)carbonil]-1H-pirrol-2-
il}metileno)-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (SU11271); (3Z)-N-(3-clorofenil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-
ilYcarbonil]-1H-pirrol-2-il}metileno)-N-metil-2-oxoindolina-5-sulfonamida ~ (SU11274);  (3Z)-N-(3-clorofenil)-3-{[3,5-
dimetil-4-(3-morfolin-4-ilpropil)-1H-pirrol-2-iljmetileno}-N-metil-2-oxoindolina-5-sulfonamida (SU11606); 6-[difluoro[6-
(1-metil-1 H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolo[4,3-b]piridazin-3-iljmetil]-quinolina (JNJ38877605, CAS 943540-75-8); 2-[4-[1-
(quinolin-6-ilmetil)-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pirazin-6-il]-1H-pirazol-1-illetanol (PF04217903, CAS 956905-27-4); N-
((2R)-1,4-dioxan-2-ilmetil)-N-metil-N'-[3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-5-oxo-5H-benzo[4,5]ciclohepta[1,2-b]piridin-7-
il]sulfamida (MK2461, CAS 917879-39-1); 6-[[6-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-1,2,4-triazolo[4,3-b]piridazin 3-il]tio]-quinolina
(SGX523, CAS 1022150-57-7); y (32)-5-[[(2,6-diclorofenil)metil]sulfonil]-3-[[3,5-dimetil-4-[[(2R)-2-(1-pirrolidinilmetil)-1-
pirrolidinil]carbonil]-1H-pirrol-2-illmetileno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona (PHA665752, CAS 477575-56-7).

Inhibidores de IGFR incluyen BMS-754807, XL-228, OSI-906, GSK0904529A, A-928605, AXL1717, KW-2450,
MKO0646, AMG479, IMCA12, MEDI-573 y BI836845. Véase, p. €j.,, Yee, JNCI, 104; 975 (2012) para una revision.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencién en
combinacién con uno o mas inhibidores de la via de sefializacién de la proliferacion, incluyendo inhibidores de MEK,
inhibidores de BRAF, inhibidores de PI3K/Akt, inhibidores de SHP2 y también inhibidores de mTOR e inhibidores de
CDK para uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

Por ejemplo, inhibidores de la proteina quinasa activada por mitdgenos (MEK) incluyen XL-518 (también conocido
como GDC-0973, Cas N° 1029872-29-4, disponible de ACC Corp.); 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-
(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluoro-benzamida (también conocida comos CI-1040 o PD184352 y descrita en la Publicacion
PCT N° WO02000035436); N-[(2R)-2,3-dihidroxipropoxi]-3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]- benzamida
(también conocida como PD0325901 y descrita en la Publicacion PCT N° W02002006213); 2,3-bis[aminol[(2-
aminofenil)tiolmetileno]-butanodinitrilo (también conocido como U0126 y descrito en la Patente de EE.UU. N°
2.779.780); N-[3,4-difluoro-2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-6-metoxifenil]-1-[(2R)-2,3-dihidroxipropil ]-
ciclopropanosulfonamida (también conocida como RDEA119 o BAY869766 y descrita en la Publicacion PCT N°
W02007014011); (3S,4R,5Z,8S,9S,11E)-14-(etilamino)-8,9,16-trihidroxi-3,4-dimetil-3,4,9, 19-tetrahidro-1H-2-
benzoxaciclotetradecina-1,7(8H)-diona] (también conocida como E6201 y descrita en la Publicacion PCT N°
W02003076424); 2'-amino-3'-metoxiflavona (también conocida como PD98059 disponible de Biaffin GmbH & Co., KG,
Alemania); Vemurafenib  (PLX-4032, CAS 918504-65-1); (R)-3-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-5-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)-8-metilpirido[2,3-d]pirimidina-4,7(3H,8H)-diona (TAK-733, CAS 1035555-63-5); Pimasertib (AS-
703026, CAS 1204531-26-9); y Trametinib dimetilsulfoxido (GSK-1120212, CAS 1204531-25-80).

Inhibidores de BRAF incluyen Vemurafenib (o Zelboraf®), GDC-0879, PLX-4720 (disponible de Symansis), Dabrafenib
(o GSK2118436), LGX 818, CEP-32496, UI-152, RAF 265, Regorafenib (BAY 73-4506), CCT239065 o Sorafenib (o
Sorafenib tosilato, o Nexavar®), o Ipilimumab (o0 MDX-010, MDX-101 o Yervoy).

Inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) incluyen 4-[2-(1H-indazol-4-il)-6-[[4-(metilsulfonil)piperazin-1-
illmetilltieno[3,2-d]pirimidin-4-ilmorfolina (también conocida como GDC0941, RG7321, GNE0941, Pictrelisib, o
Pictilisib; y descrita en las Publicaciones PCT N° WO 09/036082 y WO 09/055730); 2-metil-2-[4-[3-metil-2-ox0-8-
(quinolin-3-il)-2,3-dihidroimidazo[4,5-c]quinolin-1-il]fenil]propionitrilo (también conocido como BEZ 235 o NVP-BEZ 235,
y descrito en la Publicacion PCT N° WO 06/122806); 4-(trifluorometil)-5-(2,6-dimorfolinopirimidin-4-il)piridin-2-amina
(también conocida como BKM120 o NVP-BKM120, y descrita en la Publicacion PCT N° WO2007/084786); Tozasertib
(VX680 0 MK-0457, CAS 639089-54-6); (5Z)-5-[[4-(4-piridinil)-6-quinolinillmetileno]-2,4-tiazolidinadiona (GSK1059615,
CAS 958852-01-2); (1E,4S,4aR,5R,6aS,9aR)-5-(acetiloxi)-1-[(di-2-propenilamino)metileno]-4,4a,5,6,6a,8,9,9a-
octahidro-11-hidroxi-4-(metoximetil)-4a,6a-dimetilciclopenta[5,6]nafto[1,2-c]piran-2,7,10(1H)-triona  (PX866, CAS
502632-66-8); 8-fenil-2-(morfolin-4-il)-cromen-4-ona (LY294002, CAS 154447-36-6); (S)-N1-(4-metil-5-(2-(1,1,1-
trifluoro-2-metilpropan-2-il)piridin-4-il)tiazol-2-il)pirrolidina-1,2-dicarboxamide (también conocida como BYL719 o
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Alpelisib); 2-(4-(2-(1-isopropil-3-metil-1H-1,2,4-triazol-5-il)-5,6-dihidrobenzol[f]limidazo[1,2-d][1,4]oxazepin-9-il)-1H-
pirazol-1-il)-2-metilpropanamida (también conocida como GDC0032, RG7604 o Taselisib).

Inhibidores de mTOR incluyen Temsirolimus (Torisel®); Ridaforolimus (anteriormente conocido como deferolimus,
dimetilfosfinato de (1R,2R,4S)-4-[(2R)-2 [(1R,9S,12S,15R,16E,18R,19R,21R,23S,24E,26F,287,30S,32S,35R)-1,18-
dihidroxi-19,30-dimetoxi-15,17,21,23, 29,35-hexametil-2,3,10,14,20-pentaoxo-11,36-dioxa-4-azatriciclo[30.3.1.04,9]
hexatriaconta-16,24,26,28-tetraen-12-ilJpropil]-2-metoxiciclohexilo, también conocido como AP23573 y MK8669, y
descrito en la Publicacion PCT N° WO 03/064383); Everolimus (Afinitor® o RADO001); Rapamicina (AY22989,
Sirolimus®); Simapimod (CAS 164301-51-3); (5-{2,4-bis[(3S)-3-metilmorfolin-4-il]pirido[2,3-d]pirimidin-7-il}-2-
metoxifenil)metanol (AZD8055); 2-amino-8-[trans-4-(2-hidroxietoxi)ciclohexil]-6-(6-metoxi-3-piridinil)-4-metil-pirido[2, 3-
dlpirimidin-7(8H)-ona (PF04691502, CAS 1013101-36-4); y N?-[1,4-dioxo-4-[[4-(4-0x0-8-fenil-4H-1-benzopiran-2-
il)morfolinio-4-iljmetoxi]butil]-L-arginilglicil-L-a-aspartil-L-serina, sal interna (SF1126, CAS 936487-67-1).

Inhibidores de CDK incluyen Palbociclib (también conocido como PD-0332991, Ibrance®, 6-acetil-8-ciclopentil-5-metil-
2-{[5-(1-piperazinil)-2-piridinillamino}pirido[2,3-d]pirimidin-7(8H)-ona).

En adn otra realizacién, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencion en
combinacién con uno o mas pro-apoptéticos, que incluyen inhibidores de IAP, inhibidores de BCLZ2, inhibidores de
MCI1, agentes TRAIL, inhibidores de CHK para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

Por ejemplo, inhibidores de |IAP incluyen LCL161, GDC-0917, AEG-35156, AT406 y TL32711. Otros ejemplos de
inhibidores de IAP incluyen los descritos en los documentos WO004/005284, WO 04/007529, WO05/097791, WO
05/069894, WO 05/069888, WO 05/094818, US2006/0014700, US2006/0025347, WO 06/069063, WO 06/010118,
WO 06/017295 y WOO08/134679.

Inhibidores de BCL-2 incluyen 4-[4-[[2-(4-clorofenil)-5,5-dimetil-1-ciclohexen-1-iljmetil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[(1R)-3-(4-
morfolinil)-1-[(feniltio)metil]propillJamino]-3-[(trifluorometil)sulfonillfenil]sulfonillobenzamida (también conocida como
ABT-263 y descrita en la Publicacion PCT N° WO 09/155386); Tetrocarcin A; Antimicina; Gossypol ((-)BL-193);
Obatoclax; 2-amino-6-ciclopentil-4-(1-ciano-2-etoxi-2-oxoetil)-4H-cromona-3-carboxilato de etilo (HA14 -1);
Oblimersen (G3139, Genasense®); Bak BH3 péptido; acido acético (-)-gosipol (AT-101); 4-[4-[(4'-cloro[1,1'-bifenil]-2-
il)metil]-1-piperazinil]-N-[[4-[[(1R)-3-(dimetilamino)-1-[(feniltio)metil]propillamino]-3-nitrofenil]sulfonil]-benzamida (ABT-
737, CAS 852808-04-9); y Navitoclax (ABT-263, CAS 923564-51-6).

Agonistas del receptor proapoptético (PARA) incluyen DR4 (TRAILR1) y DR5 (TRAILR2), incluyendo Dulanermin
(AMG-951, RhApo2L/TRAIL); Mapatumumab (HRS-ETR1, CAS 658052-09-6); Lexatumumab (HGS-ETR2, CAS
845816-02-6); Apomab (Apomab®); Conatumumab (AMG655, CAS 896731-82-1); y Tigatuzumab(CS1008, CAS
946415-34-5, disponible de Daiichi Sankyo).

Inhibidores de la quinasa de punto de control (CHK) incluyen 7-hidroxiestaurosporina (UCN-01); 6-bromo-3-(1-metil-
1H-pirazol-4-il)-5-(3R)-3-piperidinilpirazolo[1,5-a]pirimidin-7-amina (SCH900776, CAS 891494-63-6); N-[(S)-piperidin-
3-illamida del acido 5-(3-fluorofenil)-3-ureidotiofeno-2-carboxilico (AZD7762, CAS 860352-01-8); 4-[((3S)-1-
azabiciclo[2.2.2]oct-3-il)amino]-3-(1H-bencimidazol-2-il)-6-cloroquinolin-2(1H)-ona (CHIR 124, CAS 405168-58-3); 7-
aminodactinomicina (7-AAD), Isogranulatimida, debromohimenialdisina; N-[5-bromo-4-metil-2-[(2S)-2-
morfolinilmetoxi]-fenil]-N'-(5-metil-2-pirazinil)Jurea (LY2603618, CAS 911222-45-2); Sulforafano (CAS 4478-93-7,
isotiocianato de 4-metilsulfinilbutilo);  9,10,11,12-tetrahidro-9,12-epoxi-1H-diindolo[1,2,3-fg:3',2',1'-kf|pirrolo[3,4-
i[1,6]benzodiazocina-1,3(2H)-diona (SB-218078, CAS 135897-06-2); y TAT-S216A
(YGRKKRRQRRRLYRSPAMPENL (SEQ ID NO: 33)) y CBP501 ((d-Bpa)sws(d-Phe-F5)(d-Cha)rrrqrr).

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencion
en combinacién con uno o mas inmunomoduladores (p. €j., uno 0 mas de un activador de una molécula coestimuladora
o un inhibidor de una molécula de punto de control inmune) para uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo
necesite.

En ciertas realizaciones, el inmunomodulador es un activador de una molécula coestimuladora. En una realizacion,
el agonista de la molécula coestimuladora se elige de un agonista (p. €j., un anticuerpo agonista o fragmento de union
a antigeno del mismo, o una fusién soluble) de ligando OX40, CD2, CD27, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS
(CD278), 4-1BB (CD137), GITR, CD30, CD40, BAFFR, HVEM, CD7, LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-
H3 o CD83.

En ciertas realizaciones, el inmunomodulador es un inhibidor de una molécula de punto de control inmunitario. En una
realizacion, el inmunomodulador es un inhibidor de PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT,
LAIR1, CD160, 2B4 y/o TGFRbeta. En una realizacién, el inhibidor de una molécula de punto de control inmunitario
inhibe PD-1, PD-L1, LAG-3, TIM-3 o CTLA4, o cualquier combinacion de los mismos. El término "inhibicién" o
"inhibidor" incluye una reduccién en un cierto parametro, p. ej., una actividad, de una molécula dada, p. €j., un inhibidor
del punto de control inmunitario. Por ejemplo, inhibicion de una actividad, p.ej., por este término se incluye una
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actividad de PD-1 o PD-L1 de al menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% o mas. Por lo tanto, la inhibicién no necesita
ser del 100%.

La inhibicién de una molécula inhibidora se puede realizar a nivel de ADN, ARN o proteina. En algunas realizaciones,
se puede utilizar un &cido nucleico inhibidor (p. €j., un ARNdc, ARNip o ARNhp), para inhibir la expresion de una
molécula inhibidora. En otras realizaciones, el inhibidor de una sefial inhibidora es un polipéptido, p. €j., un ligando
soluble (p. gj., PD-1-Ig o CTLA-4 Ig), o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une a la
molécula inhibidora; p. €j., un anticuerpo o fragmento del mismo (al que también se alude en la presente como "una
molécula de anticuerpo") que se une a PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160,
2B4 y/o TGFR beta, o una combinacién de los mismos.

En una realizacion, la molécula de anticuerpo es un anticuerpo completo o fragmento del mismo (p. €j., un fragmento
Fab, F(ab')2, Fv o un fragmento Fv de cadena sencilla (scFv)). En aun otra realizacion, la molécula de anticuerpo
tiene una regidn constante de cadena pesada (Fc) elegida, p. €j., de las regiones constantes de cadena pesada de
1gG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD e IgE; en particular, elegido de, p. &j., las regiones constantes de la
cadena pesada de 1gG1, IgG2, 1IgG3, e IgG4, mas particularmente, la region constante de la cadena pesada de IgG1
0 1gG4 (p. Ej.,., IgG1 0 IgG4 humana). En una realizacion, la regién constante de la cadena pesada es IgG1 humana
o IgG4 humana. En una realizacion, la regién constante se altera, p. ej., muta, para modificar las propiedades de la
molécula de anticuerpo (p. €j., para aumentar o disminuir uno o mas de la unién al receptor Fc, la glicosilacion del
anticuerpo, el numero de residuos cisteina, la funcién de la célula efectora o la funcién del complemento).

En ciertas realizaciones, la molécula de anticuerpo esta en forma de una molécula de anticuerpo biespecifica o
multiespecifica. En una realizacion, la molécula de anticuerpo biespecifica tiene una primera especificidad de union
a PD-1 o PD-L1 y una segunda especificidad de unién, p. €j., una segunda especificidad de unién a TIM-3, LAG-3 o
PD-L2. En una realizacién, la molécula de anticuerpo biespecifica se une a PD-1 0 PD-L1y TIM-3. En otra realizacion,
la molécula de anticuerpo biespecifica se une a PD-1 o PD-L1 y LAG-3. En otra realizacién, la molécula de anticuerpo
biespecifica se une a PD-1 y PD-L1. En aun otra realizacion, la molécula de anticuerpo biespecifica se une a PD-1y
PD-L2. En otra realizacién, la molécula de anticuerpo biespecifica se une a TIM-3 y LAG-3. Cualquier combinacién de
las moléculas mencionadas anteriormente puede hacerse en una molécula de anticuerpo multiespecifico, p. ej., un
anticuerpo triespecifico que incluye una primera especificidad de unién a PD-1 o PD-1, y una segunda y tercera
especificidades de unién a dos o mas de: TIM-3, LAG-3, o PD-L2.

En ciertas realizaciones, el inmunomodulador es un inhibidor de PD-1, p. ¢j., PD-1 humano. En otra realizacion, el
inmunomodulador es un inhibidor de PD-L1, p. gj., PD-L1 humano. En una realizacion, el inhibidor de PD-1 o PD-L1
es una molécula de anticuerpo para PD-1 o PD-L1. El inhibidor de PD-1 o PD-L1 puede administrarse solo o en
combinacién con otros inmunomoduladores, p. €j., en combinacion con un inhibidor de LAG-3, TIM-3 o CTLA4. En
una realizacién ilustrativa, el inhibidor de PD-1 o PD-L1, p. €j., la molécula de anticuerpo anti-PD-1 o PD-L1, se
administra en combinacion con un inhibidor de LAG-3, p. ej., una molécula de anticuerpo anti-LAG -3. En oftra
realizacion ilustrativa, el inhibidor de PD-1 o PD-L1, p. ej., la molécula de anticuerpo anti-PD-1 o PD-L1, se administra
en combinacién con un inhibidor de TIM-3, p. €j., una molécula de anticuerpo anti-TIM-3. En aun otra realizacion, el
inhibidor de PD-1 o PD-L1, p. €j., la molécula de anticuerpo anti-PD-1 se administra en combinacién con un inhibidor
de LAG-3, p. €j., una molécula de anticuerpo anti-LAG -3, y un inhibidor de TIM-3, p. ej.,una molécula de anticuerpo
anti-TIM-3.

Otras combinaciones de inmunomoduladores con un inhibidor de PD-1 (p. ej., uno o mas de PD-L2, CTLA4, TIM3,
LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2B4 y/o TGFR) también estan dentro de la presente invencion. Cualquiera
de las moléculas de anticuerpo conocidas en la técnica o descritas en la presente puede utilizarse en las
combinaciones de inhibidores de molécula de punto de control mencionadas anteriormente.

En una realizacion, el inhibidor de PD-1 es un anticuerpo anti-PD-1 elegido entre Nivolumab, Pembrolizumab o
Pidilizumab. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es Nivolumab. Nombres alternativos para Nivolumab
incluyen MDX-1106, MDX-1106-04, ONO-4538 o0 BMS-936558. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es
Nivolumab (Numero de registro CAS: 946414-94-4). Nivolumab es un anticuerpo monoclonal de tipo IgG4 totalmente
humano que bloquea de manera especifica PD1. nivolumab (clon 5C4) y otros anticuerpos monoclonales humanos
que se unen especificamente a PD1 se describen en la Patente de EE.UU. N° 8.008.449 y la Publicacion PCT N°
W02006/121168.

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es Pembrolizumab. Pembrolizumab (nombre comercial KEYTRUDA
anteriormente Lambrolizumab, también conocido como Merck 3745, MK-3475 o SCH-900475) es un anticuerpo
monoclonal IgG4 humanizado que se une a PD1. Pembrolizumab se describe, p. €j., en Hamid, O. et al. (2013) New
England Journal of Medicine 369 (2): 134-44, Publicacion PCT N° WO2009/114335 y Patente de EE.UU. N° 8.354.509

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PD-1 es Pidilizumab. Pidilizumab (CT-011; Cure Tech) es un anticuerpo
monoclonal de tipo IgG1k humanizado que se une a PD1. Pidilizumab y otros anticuerpos monoclonales anti-PD-1
humanizados se describen en la publicacion PCT N° WO2009/101611. Otros anticuerpos anti-PD1 se describen en
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la Patente de EE.UU. N° 8.609.089, la Publicacion de EE.UU. N° 2010028330 y/o la Publicacion de EE.UU. N°
20120114649. Otros anticuerpos anti-PD1 incluyen AMP 514 (Amplimmune).

En algunas realizaciones, el inhibidor de PD-1 es una inmunoadhesina (p. ¢j., una inmunoadhesina que comprende
una porcion extracelular o de unién a PD-1 de PD-LI o PD-L2 fusionada a una region constante (p. €j., una region Fc
de una secuencia de inmunoglobulina). En algunas realizaciones, el inhibidor de PD-1 es AMP-224.

En algunas realizaciones, el inhibidor de PD-LI es un anticuerpo anti-PD-LI. . En algunas realizaciones, el inhibidor
anti-PD-LI se elige de YW243.55.5S70, MPDL3280A, MEDI-4736 o MDX 1105MSB-0010718C (al que también se alude
como A09-246-2) descrito en, p. €j., el documento WO 2013/0179174, y que tiene una secuencia descrita en este
documento (0 una secuencia sustancialmente idéntica o similar a la misma, p. €j., una secuencia al menos 85%, 90%,
95% idéntica o superior a la secuencia especificada).

En una realizacion, el inhibidor de PD-L1 es MDX-1105. MDX-1105, también conocido como BMS 936559, es un
anticuerpo anti-PD-LI descrito en la Publicacién PCT N° WO 2007/005874.

En una realizacién, el inhibidor de PD-L1 es YW243.55.S70. El anticuerpo YW243.55.S70 es un anti-PD-LI descrito
en la Publicacion PCT N° WO 2010/077634.

En una realizacion, el inhibidor de PD-L1 es MDPL3280A (Genentech / Roche). MDPL3280A es un anticuerpo
monoclonal de tipo IgG1 optimizado para Fc humano que se une a PD-L1. MDPL3280A y otros anticuerpos
monoclonales humanos contra PD-L1 se divulgan en la Patente de EE. UU. N.°: 7 943 743 y la Publicacién de EE. UU.
N.°: 20120039906.

En otras realizaciones, el inhibidor de PD-L2 es AMP-224. AMP-224 es un receptor soluble de fusién PD-L2 Fc que
bloquea la interaccion entre PD1 y B7-H1 (B7-DClg; Amplimmune; p. €j., descrito en las Publicaciones PCT N°
W02010/027827 y WO2011/066342).

En una realizacion, el inhibidor LAG-3 es una molécula de anticuerpo anti-LAG-3. En una realizacién, el inhibidor de
LAG-3 es BMS-986016.

En adn otra realizacién, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencion en
combinacién con una o mas citoquinas, que incluyen interferén IL2, IL15, IL7 or IL21 para uso en el tratamiento del
cancer en un sujeto que lo necesite.

En adn otra realizacién, la presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencion en
combinacién con uno o mas agonistas del receptor STING (estimulador de genes de interferén), p. ej., los compuestos
descritos en el documento WO 2014/189805 para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencién en
combinacién con uno o mas inhibidores de la angiogénesis, p. €j., Bevacizumab (Avastin®), axitinib (Inlyta®); Brivanib
alaninato (BMS-582664, 2-aminopropanoato de (S)-((R)-1-(4-(4-fluoro-2-metil-1H-indol-5-iloxi)-5-metilpirrolo[2,1-
fl[1,2,4]triazin-6-iloxi)propan-2-ilo)); Sorafenib (Nexavar®); Pazopanib (Votrient®); Sunitinib malato (Sutent®);
Cediranib (AZD2171, CAS 288383-20-1); Vargatef (BIBF1120, CAS 928326-83-4); Foretinib (GSK1363089); Telatinib
(BAY57-9352, CAS 332012-40-5); Apatinib (YN968D1, CAS 811803-05-1); Imatinib (Gleevec®); Ponatinib (AP24534,
CAS 943319-70-8); Tivozanib (AV951, CAS 475108-18-0); Regorafenib (BAY73-4506, CAS 755037-03-7); Vatalanib
dihidrocloruro (PTK787, CAS 212141-51-0); Brivanib (BMS-540215, CAS 649735-46-6); Vandetanib (Caprelsa® o
AZD6474); Motesanib difosfato (AMG706, CAS 857876-30-3, N-(2,3-dihidro-3,3-dimetil-1H-indol-6-il)-2-[(4-
piridinilmetil)amino]-3-piridinacarboxamida, descrita en la Publicaciéon PCT N° WO 02/066470); Dovitinib acido dilactico
(TKI258, CAS 852433-84-2); Linfanib (ABT869, CAS 796967-16-3); Cabozantinib (XL184, CAS 849217-68-1);
Lestaurtinib (CAS 111358-88-4); N-[5-[[[5-(1,1-dimetiletil)-2-oxazoliljmetil]tio]-2-tiazolil]-4-piperidinacarboxamida
(BMS38703, CAS 345627-80-7); (3R,4R)-4-amino-1-((4-((3-metoxifenil)amino)pirrolo[2,1-f][1,2,4]triazin-5-
il)metil)piperidin-3-ol (BMS690514); N-(3,4-dicloro-2-fluorofenil)-6-metoxi-7-[[(3aa,58,6aa)-octahidro-2-
metilciclopenta[c]pirrol-5-iljmetoxi]- 4-quinazolinamina (XL647, CAS 781613-23-8); 4-metil-3-[[1-metil-6-(3-piridinil)-
1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ilJamino]-N-[3-(trifluorometil)fenil]-benzamida (BHG712, CAS 940310-85-0); o Aflibercept
(Eylea®) para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencién en
combinacién con uno o mas inhibidores de la proteina de choque térmico, p. ej.,Tanespimicina (17-alilamino-17-
demetoxigeldanamicina, también conocida como KOS-953 y 17-AAG, disponible from SIGMA, y descrita en la Patente
de EE.UU. N° 4.261.989); Retaspimicina (IP1504), Ganetespib (STA-9090); [6-cloro-9-(4-metoxi-3,5-dimetilpiridin-2-
ilmetil)-9H-purin-2-illamina (BIIB021 o CNF2024, CAS 848695-25-0); éster glicina trans-4-[[2-(aminocarbonil)-5-
[4,5,6,7-tetrahidro-6,6-dimetil-4-oxo-3-(trifluorometil)-1H-indazol-1-il]fenilJamino]ciclohexilico (SNX5422 o]
PF04929113, CAS 908115-27-5); 5-[2,4-dihidroxi-5-(1-metiletil )fenil]-N-etil-4-[4-(4-morfolinilmetil)fenil]-3-
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Isoxazolocarboxamida (AUY922, CAS 747412-49-3); o 17-dimetilaminoetilamino-17-demetoxigeldanamicina (17-
DMAG) para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencién en
combinacion con uno o més inhibidores de HDAC u otros modificadores epigenéticos. Inhibidores de HDAC ilustrativos
incluyen Voninostat (Zolinza®); Romidepsin (Istodax®); Treicostatina A (TSA); Oxamflatin; Vorinostat (Zolinza®, 4cido
Suberoilanilida hidroxamico; Piroxamida (acido siberoil-3-aminopiridinamida hidroxamico); Trapoxin A (RF-1023A);
Trapoxin B (RF-10238); ciclo[(aS,2S)-a-amino-n-oxo-2-oxiranoctanoil-O-metil-D-tirosil-L-isoleucil-L-prolil] (Cyl-1);
ciclo[(aS,2S)-a-amino-n-oxo-2-oxiranoctanoil-O-metil-D-tirosil-L-isoleucil-(2S)-2-piperidinacarbonilo] (Cyl-2); ciclic[L-
alanil-D-alanil-(2S)-n-oxo-L-a-aminooxiranoctanoil-D-prolil] (HC-toxina); ciclo[(aS,2S)-a-amino-n-oxo-2-
oxiranoctanoil-D-fenilalanil-L-leucil-(2S)-2-piperidinacarbonilo] (WF-3161); Clamidocina ((S)-(2-metilalanil-L-fenilalanil-
D-prolil-n-oxo-L-a-aminooxiranoctanoilo)ciclico;  Apicidina (ciclo(8-0x0-L-2-aminodecanoil-1-metoxi-L-triptofil-L-
isoleucil-D-2-piperidinacarbonil); Romidepsina (Istodax®, FR-901228); 4-fenilbutirato; Espirucostatina A; Milproina
(acido valproico); Entinostat (MS-275, N-(2-aminofenil)-4-[N-(piridina-3-il-metoxicarbonil)-amino-metil]-benzamida);
Depudecina  (4,5:8,9-dianhidro-1,2,6,7,11-pentadeoxi-  D-freo-D-ido-undeca-1,6-dienitol);  4-(acetilamino)-N-(2-
aminofenil)-benzamida (también conocida como CI-994); N1-(2-aminofenil)-N8-fenil-octanodiamida (también conocida
como BML-210); 4-(dimetilamino)-N-(7-(hidroximino)-7-oxoheptil)lbenzamida (también conocida como M344); (E)-3-(4-
(((2-(1H-indol-3-il)etil)(2-hidroxietil)amino)-metil)fenil)-N-hidroxiacrilamida; Panobinostat (Farydak®); Mocetinostat y
Belinostat (también conocido como PXD101, Beleodag® o (2E)-N-hidroxi-3-[3-(fenilsulfamoil)fenil]prop-2-enamida), o
quidamida (también conocida como CS055 o HBI-8000, (E)-N-(2-amino-5-fluorofenil)-4-((3-(piridin-3-
il)acrilamido)metil)benzamida). Otros modificadores epigenéticos incluyen inhibidores de EZH2 (potenciador del
homdlogo zeste 2), EED (desarrollo de ectodermo embrionario) o LSD1 (histona desmetilasa 1A o KDM1A especifica
para lisina) para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

En adn ofra realizacion, la presente invencién proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencion en
combinacién con uno o mas inhibidores de indolamina-pirrol 2,3-dioxigenasa (IDO), por ejemplo, Indoximod (también
conocido como NLG-8189), a -ciclohexil-5H-imidazo[5,1-a]isoindol-5-etanol (también conocido como NLG919), o (4E)-
4 -[(3-cloro-4-fluoroanilino)-nitrosometilideno]-1,2, 5-oxadiazol-3-amina (también conocida como INCB024360) para su
uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite.

En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona un conjugado de anticuerpos de la presente invencién en
combinacién con dos o mas de cualquiera de los inhibidores, activadores, inmunomoduladores, agonistas o
modificadores descritos anteriormente para su uso en el tratamiento del cancer en un sujeto que lo necesite. Por
ejemplo, el conjugado de anticuerpos de la presente invencién puede utilizarse en combinaciéon con uno o mas
inhibidores de punto de control y/ o uno o mas activadores inmunitarios.

Ademas de los regimenes terapéuticos anteriores, el paciente puede ser sometido a extraccion quirurgica de células
cancerosas y/o radioterapia.

Composiciones Farmacéuticas

Para preparar composiciones farmacéuticas o estériles que incluyen uno o mas conjugados de anticuerpos descritos
en la presente, siempre que el conjugado de anticuerpos se pueda mezclar con un soporte o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Formulaciones de agentes terapéuticos y de diagndstico se pueden preparar mezclando con soportes, excipientes o
estabilizadores fisioldgicamente aceptables en forma de, p. ej., polvos liofilizados, suspensiones espesas, soluciones
acuosas, lociones o suspensiones (véase, p. €., The Pharmacological Basis of Therapeutics, de Hardman et al.,
Goodman y Gilman, McGraw-Hill, Nueva York, N.Y., 2001; Gennaro, Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, Lippincott, Williams, y Wilkins, Nueva York, N.Y., 2000; Avis, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms:
Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY, 1993; Lieberman, et al. (eds.), Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets,
Marcel Dekker, NY, 1990; Lieberman, et al. (eds.) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker,
NY, 1990; Weiner y Kotkoskie, Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 2000).

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende el conjugado de anticuerpos de la presente
invencion es una preparacion de liofilizado. En ciertas realizaciones, una composicion farmacéutica que comprende
el conjugado de anticuerpos es un liofilizado en un vial que contiene un conjugado de anticuerpos, histidina, sacarosa
y polisorbato 20. En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica que comprende el conjugado de anticuerpos
es un liofilizado en un vial que contiene un conjugado de anticuerpos, succinato de sodio y polisorbato 20. En ciertas
realizaciones, la composicidon farmacéutica que comprende el conjugado de anticuerpos es un liofilizado en un vial
que contiene un conjugado de anticuerpos, trehalosa, citrato y polisorbato 8. El liofilizado puede reconstituirse, p. €j.,
con agua, solucién salina, para inyeccion. En una realizacion especifica, la solucion comprende el conjugado de
anticuerpos, histidina, sacarosa y polisorbato 20 a un pH de aproximadamente 5,0. En otra realizacion especifica, la
solucion comprende el conjugado de anticuerpos, succinato de sodio y polisorbato 20. En otra realizacién especifica,
la soluciéon comprende el conjugado de anticuerpos, deshidrato de trehalosa, deshidrato de citrato, acido citrico y
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polisorbato 8 a un pH de aproximadamente 6,6. Para la administracion intravenosa, la solucion obtenida generalmente
se diluira adicionalmente en una solucién de soporte.

La eleccion de un régimen de administracion con fines terapéuticos depende de varios factores, que incluyen la
velocidad de renovacion sérica o tisular de la entidad, el nivel de sintomas, la inmunogenicidad de la entidad y la
accesibilidad de las células diana en la matriz bioldgica. En ciertas realizaciones, un régimen de administracion
maximiza la cantidad de agente terapéutico administrado al paciente compatible con un nivel aceptable de efectos
secundarios. En consecuencia, la cantidad de agente biolégico administrado depende en parte de la entidad particular
y de la gravedad de la afeccidon que se esté tratando. Se encuentra disponible una guia para seleccionar dosis
apropiadas de anticuerpos, citoquinas y moléculas pequeias (véase, p. ej.,Wawrzynczak, Antibody Therapy, Bios
Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, Reino Unido, 1996; Kresina (ed.), Monoclonal Antibodies, Cytokines and Arthritis,
Marcel Dekker, Nueva York, N.Y., 1991; Bach (ed.), Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in Autoimmune
Diseases, Marcel Dekker, Nueva York, N.Y., 1993; Baert et al., New Engl. J. Med. 348:601-608, 2003; Milgrom et al.,
New Engl. J. Med. 341:1966-1973, 1999; Slamon et al., New Engl. J. Med. 344:783-792, 2001; Beniaminovitz et al.,
New Engl. J. Med. 342:613-619, 2000; Ghosh et al., New Engl. J. Med. 348:24-32, 2003; Lipsky et al., New Engl. J.
Med. 343:1594-1602, 2000).

El médico realiza la determinacién de la dosis apropiada, p. €j., utilizando parametros o factores conocidos o
sospechosos en la técnica que afectan el tratamiento o que se predice que afectaran el tratamiento. Generalmente,
la dosis comienza con una cantidad algo menor que la dosis 6ptima y luego se aumenta en pequefos incrementos
hasta que se logra el efecto deseado u éptimo en relacion con cualquier efecto secundario negativo. Medidas de
diagndstico importantes incluyen las de los sintomas, por ejemplo, de la inflamacion o el nivel de citocinas inflamatorias
producidas.

Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden variarse con el fin de obtener una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz para lograr la
respuesta terapéutica deseada para un paciente, composiciéon y modo de administracion particulares, sin ser téxico
para el paciente El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una diversidad de factores farmacocinéticos que
incluyen la actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o el éster, la sal o la
amida de los mismos, la via de administracion, el tiempo de administracion, la tasa de excrecion del compuesto
particular empleado, la duracion del tratamiento, otros medicamentos, compuestos y/o materiales utilizados en
combinacidén con las composiciones particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, la condicién, el estado de salud
general y el historial médico previo del paciente tratado, y como factores conocidos en las artes médicas.

Composiciones que comprenden el conjugado de anticuerpos de la invencién pueden proporcionarse por infusion
continua, o por dosis a intervalos de, p. €j., un dia, una semana o 1-7 veces por semana, una vez cada dos semanas,
una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez cada cinco semanas, una vez cada seis semanas,
una vez cada siete semanas o una vez cada ocho semanas. Las dosis se pueden administrar por via intravenosa,
subcutanea, topica, oral, nasal, rectal, intramuscular, intracerebral o por inhalacién. Un protocolo de dosificacion
especifico es uno que involucra la dosis o frecuencia de dosis maximas que evita efectos secundarios no deseables
significativos.

Para los conjugados de anticuerpos de la invencion, la dosis administrada a un paciente puede ser de 0,0001 mg/kg
a 100 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosis puede estar entre 0,001 mg/kg y 50 mg/kg, 0,005 mg/kg y 20
mg/kg, 0,01 mg/kg y 20 mg/kg, 0,02 mg/kg y 10 mg/kg, 0,05 y 5 mg/kg, 0,1 mg/kg y 10 mg/kg, 0,1 mg/kg y 8 mg/kg,
0,1 mg/kg y 5 mg/kg, 0,1 mg/kg y 2 mg/kg, 0,1 mg/kg y 1 mg/kg del peso corporal del paciente. La dosis del conjugado
de anticuerpos puede calcularse utilizando el peso del paciente en kilogramos (kg) multiplicado por la dosis a
administrar en mg/kg.

Las dosis de los conjugados de anticuerpos de la invencién pueden repetirse y las administraciones pueden estar
separadas por menos de 1 dia, al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 30 dias, 45 dias, 2 meses, 75
dias, 3 meses, 4 meses, 5 meses o al menos 6 meses. En algunas realizaciones, un conjugado de anticuerpos de la
invencion se administra dos veces por semana, una vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres
semanas, una vez cada cuatro semanas, o con menos frecuencia. En una realizacién especifica, las dosis de los
conjugados de anticuerpos de la invencién se repiten cada 2 semanas.

Una cantidad efectiva para un paciente particular puede variar dependiendo de factores tales como la condicién a
tratar, la salud general del paciente, el método, la via y la dosis de administraciéon y la gravedad de los efectos
secundarios (véase, p. €., Maynard et al., A Handbook of SOPs for Good Clinical Practice, Interpharm Press, Boca
Raton, Fla., 1996; Dent, Good Laboratory and Good Clinical Practice, Urch Publ., Londres, Reino Unido, 2001).

La via de administracion puede ser, p. ej., aplicacién tépica o cuténea, inyeccidon o infusién por via subcutanea,
intravenosa, intraperitoneal, intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intracerebroespinal, intralesional o
mediante sistemas de liberacién sostenida o un implante (véase, p. €j., , Sidman et al., Biopolymers 22: 547-556, 1983;
Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277, 1981; Langer, Chem. Tech. 12: 98-105, 1982; Epstein et al., Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA 82:3688-3692, 1985; Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4030-4034, 1980; Pat. De
EE.UU. N° 6.350.466 y 6.316.024). Cuando sea necesario, la composicién también puede incluir un agente
solubilizante o un anestésico local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccion, o ambos. Ademas,
también se puede emplear la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador y
una formulaciéon con un agente aerosolizante. Véase, p. €., las Pat. de EE.UU. N°6.019.968, 5.985.320, 5.985.309,
5.934.272, 5.874.064, 5.855.913, 5.290.540 y 4.880.078; y las Publicaciones PCT N° WO 92/19244, WO 97/32572,
WO 97/44013, WO 98/31346 y WO 99/66903.

Ejemplos de ingredientes adicionales de este tipo son bien conocidos en la técnica.

Métodos para la administracion conjunta o el tratamiento con un segundo agente terapéutico, p. /., una citoquina, un
esteroide, agente quimioterapéutico, antibidtico o radiacion, son conocidos en la técnica (véase, p. ej., Hardman et al.,
(Eds.) (2001) The Pharmacological Basis of Therapeutics de Goodman y Gilman, 10.2 edicion, McGraw-Hill, Nueva
York, N.Y.; Poole y Peterson (eds.) (2001) Pharmacotherapeutics for Advanced Practice: A Practical Approach,
Lippincott, Williams y Wilkins , Phila., Pa .; Chabner y Longo (eds.) (2001) Cancer Chemotherapy and Biotherapy,
Lippincott, Williams y Wilkins, Phila., Pa.). Una cantidad eficaz de un agente terapéutico puede disminuir los sintomas
en al menos 10%; en al menos 20%; al menos 30%; al menos 40% o al menos 50%.

Terapias adicionales (p. ej., agentes profilacticos o terapéuticos), que pueden administrarse en combinacién con los
conjugados de anticuerpos de la invencion pueden administrarse con menos de 5 minutos de diferencia, menos de 30
minutos de diferencia, 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 a
aproximadamente 2 horas de diferencia, a aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de diferencia, a
aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de diferencia, a aproximadamente 4 horas a aproximadamente
5 horas de diferencia, a aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, a aproximadamente 6
horas a aproximadamente 7 horas de diferencia, a aproximadamente 7 horas a aproximadamente 8 horas de diferencia,
a aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, a aproximadamente 9 horas a
aproximadamente 10 horas de diferencia, a aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de diferencia, a
aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de diferencia, a aproximadamente 12 horas a 18 horas de
diferencia, a 18 horas a 24 horas de diferencia, a 24 horas a 36 horas de diferencia, a 36 horas a 48 horas de diferencia,
a 48 horas a 52 horas de diferencia, a 52 horas a 60 horas de diferencia, a 60 horas a 72 horas de diferencia, a 72
horas a 84 horas de diferencia, a 84 horas a 96 horas de diferencia o a 96 horas a 120 horas de diferencia de los
conjugados de anticuerpos de la invencion. Las dos o mas terapias se pueden administrar dentro de una misma visita
del paciente.

En ciertas realizaciones, los conjugados de anticuerpos de la invencion pueden formularse para asegurar una
distribucion adecuada in vivo. Restos de fijacion de objetivo ilustrativos incluyen folato o biotina (véase, p. €j., la
Patente de EE.UU. N°5.416.016 expedida a Low et al.); mandsidos (Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 153:1038); anticuerpos (Bloeman et al., (1995) FEBS Lett. 357:140; Owais et al., (1995) Antimicrob. Agents
Chemother. 39:180); receptor de Proteina A tensioactivo (Briscoe et al., (1995) Am. J. Physiol. 1233:134); p 120
(Schreier et al, (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); véase también K. Keinanen; M. L. Laukkanen (1994) FEBS Lett.
346:123; J. J. Killion; 1. J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

La invencién proporciona protocolos para la administracion de composiciones farmacéuticas que comprenden
conjugados de anticuerpos de la invencién, solos o en combinacion con otras terapias a un sujeto que lo necesite.
Las terapias (p. /., agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias combinadas de la presente invencion pueden
administrarse de forma concomitante o secuencial a un sujeto. La terapia (p. €j., agentes profilacticos o terapéuticos)
de las terapias combinadas de la presente invencién pueden administrarse también de forma ciclica. La terapia ciclica
implica la administracion de una primera terapia (p. ej., un primer agente profilactico o terapéutico) durante un periodo
de tiempo, seguida de la administracién de una segunda terapia (p. €j., un segundo agente profilactico o terapéutico)
durante un periodo de tiempo y repetir esta administracion secuencial, es decir, el ciclo, con el fin de reducir el
desarrollo de resistencia a una de las terapias (p. €j., agentes) para evitar o reducir los efectos secundarios de una de
las terapias (p. €j., agentes), y/o mejorar la eficacia de las terapias.

Las terapias (p. ej., agentes profilacticos o terapéuticos) de las terapias combinadas de la invencion pueden
administrarse de forma simultdnea a un sujeto.

El término "simultanea" no se limita a la administracion de terapias (p. /., agentes profilacticos o terapéuticos)
exactamente al mismo tiempo, sino que significa que una composicién farmacéutica que comprende anticuerpos o
fragmentos de los mismos se administra a un sujeto en una secuencia y dentro de un intervalo de tiempo tal que los
anticuerpos o conjugados de anticuerpos de la invenciéon pueden actuar junto con la o las otras terapias para
proporcionar un beneficio incrementado que si se administraran de otra manera. Por ejemplo, cada terapia se puede
administrar a un sujeto al mismo tiempo o de forma secuencial en cualquier orden en diferentes momentos; sin
embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben administrarse lo suficientemente proximas en el tiempo para
proporcionar el efecto terapéutico o profilactico deseado. Cada terapia se puede administrar a un sujeto por separado,
en cualquier forma apropiada y por cualquier via adecuada. En diversas realizaciones, las terapias (p. €., agentes
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profilacticos o terapéuticos), se administran a un sujeto con menos de 5 minutos de diferencia, menos de 15 minutos
de diferencia, menos de 30 minutos de diferencia, menos de 1 hora de diferencia, a aproximadamente 1 hora de
diferencia, a aproximadamente 2 horas de diferencia, a aproximadamente 2 horas a aproximadamente 3 horas de
diferencia, a aproximadamente 3 horas a aproximadamente 4 horas de diferencia, a aproximadamente 4 horas a
aproximadamente 5 horas de diferencia, a aproximadamente 5 horas a aproximadamente 6 horas de diferencia, a
aproximadamente 6 horas a aproximadamente 7 horas de diferencia, a aproximadamente 7 horas a aproximadamente
8 horas de diferencia, a aproximadamente 8 horas a aproximadamente 9 horas de diferencia, a aproximadamente 9
horas a aproximadamente 10 horas de diferencia, a aproximadamente 10 horas a aproximadamente 11 horas de
diferencia, a aproximadamente 11 horas a aproximadamente 12 horas de diferencia, a aproximadamente 24 horas de
diferencia, a aproximadamente 48 horas de diferencia, a aproximadamente 72 horas de diferencia o a 1 semana de
diferencia. En otras realizaciones, se administran dos o mas terapias (p. €j., agentes profilacticos o terapéuticos) dentro
de la misma visita del paciente.

Los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas se pueden administrar a un sujeto en la misma
composicion farmacéutica. Alternativamente, los agentes profilacticos o terapéuticos de las terapias combinadas se
pueden administrar simultaneamente a un sujeto en composiciones farmacéuticas diferentes. Los agentes profilacticos
o terapéuticos se pueden administrar a un sujeto por las mismas vias de administracion o diferentes.

EJEMPLOS
La invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Sintesis de 1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-1)

a
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Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), HBTU (1,2 equiv.), base de Huenig' (3,0 equiv.), 4cido 3-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico (1,2 equiv.) y DMSO (0,1 M). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente
durante 3 horas y después la mezcla de reaccion bruta se purificé por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05%
en Hz20, columna C18) para proporcionar 1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-1) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: 'H
RMN (CDCls): 6 7,35 (d, 1H), 7,12 (d, 1H), 6,86 (d, 1H), 6,72 (s, 2H), 6,69 (d, 1H), 6,40 (s, 1H), 5,46 (t, 1H), 5,33 (s,
2H), 4,16 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,82 (m, 6H), 3,40 (m, 4H), 3,21 (m, 2H), 2,67 (m, 4H), 1,39 (m, 2H), 1,26 (m, 2H), 1,14
(m, 2H), 0,86 (t, 3H). LRMS [M+H] = 589,3.

Ejemplo 2

Sintesis de acido (2R)-2-amino-3-((1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)propanoico (C-2)
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Un matraz de fondo redondo se cargd con 1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-1, 1,0 equiv.) y se disolvié en tampdn ACN-PBS (1:2,
0,02 M). A esta mezcla se afiadié L-cisteina (2,0 equiv.) disuelta en tamp6n DPBS (0,07 M). La mezcla de reaccion
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se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccién se purificé por RP-HPLC (TFA al 0,035% en
ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar acido (2R)-2-amino-3-((1-(3-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil }-2,5-dioxopirrolidin-3-
il)tio)propanoico (C-2) en forma de un solido en forma de la sal de TFA de una mezcla de diastereoisémeros: '"H RMN
(CDsOD): 6 7,36 (d, 1H), 7,28 (d, 1H), 7,05 (d, 1H), 6,81 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,26 (m, 2H), 4,02 (m, 1H),
3,95 (s, 3H), 3,78 (m, 6H), 3,55 (m, 2H), 3,44 (m, 1H), 3,23 (m, 3H), 3,12 (m, 2H), 2,76 (m, 2H), 2,53 (m, 1H), 1,53 (m,
2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 710,3.

Ejemplo 3

Sintesis de acido (6R)-6-(2-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-2-oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico (C-3)

(C-3)

Un matraz de fondo redondo se cargé con &cido (2R)-2-amino-3-((1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il )tio)propanoico  (C-1) y se
disolvié en tampdn PBS (pH 7,5, fosfato 100 mM con EDTA 5 nM) y acetonitrilo (1:1, 0,012 M). La mezcla de reaccion
se agitd luego a 40 °C durante 6 horas. En este punto se dejé que la mezcla de reaccidn bruta enfriar a temperatura
ambiente y se purificéd por RP-HPLC (NH40Ac 0,5 M en ACN:NH4OAc 10 mM en H20, columna C18 para proporcionar
acido (6R)-6-(2-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-
3-oxopropil)amino)-2-oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico (C-3) en forma de un sélido en forma de una mezcla de
regioisdmeros y diastereoisomeros. 'H RMN (CDs0D): & 7,38 (d, 1H), 7,13 (s, 1H), 6,94 (d, 1H), 6,74 (d, 1H), 6,22 (d,
1H), 5,52 (s, 2H), 4,24 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,82 (m, 1H), 3,67 (s, 2H), 3,60 (m, 4H), 3,54 (t, 2H), 3,43 (m, 2H), 3,18
(m, 1H), 3,01 (m, 1H), 2,87 (m, 1H), 2,58 (m 7H), 1,50 (m, 2H), 1,29 (m, 2H), 1,17 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H]
=710,4.

Ejemplo 4

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-4a) y acido 2-(((R)-
2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-4b)
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Un matraz de fondo redondo se cargd con 1-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-1, 1,0 equiv.), L-cisteina (1,0 equiv.) y PBS:MeCN (2:1,
0,008 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y luego se afiadié NaOH 1 M (20,0
equiv.) ala mezcla de reaccién. Después, la reaccion se agité durante 3 horas adicionales, luego la mezcla de reaccion
bruta se purificé por RP-HPLC (NH4O0Ac 0,5 mM en MeCN:NH4OAc 10 mM en H20, columna C18) para proporcionar
una mezcla de &cido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-
5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico  (C-4a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-
carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-
il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-4b) en forma de sus respectivos diasterecisémeros (Compuestos (C-4aSR),
C-4aRR), (C-4bRR) y (C-4bRR) que figuran a continuacion) en forma de un solido: "H RMN (DMSO): & 7,88 (s, 1),
7,26 (s, 1H), 6,98 (s, 1H), 6,77 (d, 1H), 6,64 (s, 1H), 6,46 (s, 1H), 6,01 (s, 1H), 5,40 (s, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,36 (m, 17H),
2,29 (m, 8H), 1,90 (s, 2H), 1,39 (m, 2H), 1,21 (m, 2H), 1,09 (m, 2H), 0,81 (t, 3H). LRMS [M+H] = 728,4.

MeQ,

SN /’O/\N’\ o OH
N Sy N k,N H s NHz
HiN"”\N/ 4 (C4asRy c?/\’N

o

HO 0
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Acido  (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico;(C-4aSR);

MeQ,
N PH
NH ,/@/\N’\ Ie}
N’%«LN) K/N Ho s NH;
HZNJ‘\N/ 4 (CaaRR) YNAN 7

o]
Q
HO

Q
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-

3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-4aRR);
MeC,

SN KO/\O

N SN

OH
N H
ML 2 wcarm  TNR NH,
HoN™ N !

S
o
HO

[}
acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-

3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-4bRR);
MeQ,

ST //O/\Nk’

[

~ o
o o
H
A 2 cawsry NN s NH;
HaN7 N s s
é

acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico;(C-4bSR).

Ejemplo 5

Sintesis de 1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-5)

\/\/\NH KOI\N/\
N RN K/N\/\ 0
A A7 e N
H,N” N )
O

Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina  (Int-1, 1,0 equiv.), 2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)acetaldehido (4,0 equiv.),
cianoborohidruro de sodio (13,0 equiv.) y MeOH (0,04 M). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora y la mezcla de reaccién bruta se purificé después por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05%
en H20, columna C18) para proporcionar 1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-5) en forma de un sdlido en forma de la sal de TFA: '"H RMN
(CDCls): 6 7,32 (d, 1H), 7,12 (d, 1H), 6,87 (d, 1H), 6,72 (s, 2H), 6,70 (d, 1H), 6,41 (d, 1H), 5,45 (t, 1H), 5,31 (s, 2H),
4,07 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,73 (t, 2H), 3,40 (m, 4H), 3,17 (m, 6H), 2,89 (m, 4H), 1,39 (m, 2H), 1,26 (m, 2H), 1,14 (m,
2H), 0,86 (t, 3H). LRMS [M+H] = 561,3.

Nota: 2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)acetaldehido se prepard afiadiendo 1-(2-hidroxietil)-1H-pirrol-2,5-diona
(1.0 equiv.), peryodinano de Dess-Martin (1,5 equiv.) y DCM (0,1 M) a un matraz de fondo redondo y agitacion a
temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccién se filtrd, los componentes volatiles se separaron en
vacio y el producto se utilizé sin purificacién adicional.

Ejemplo 6

Sintesis de acido (2S)-2-amino-3-((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)propanoico (C-6)

Se-N N 0
)Nl\ 1, .
HNT N (C-8)
&
S
HZNj\TrOH
o]
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Acido (2S)-2-amino-3-((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)propanoico (C-6) se prepard siguiendo un procedimiento
similar al Ejemplo 2, excepto porque se utilizé el Compuesto (C -5) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar
acido (2S)-2-amino-3-((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)propanoico (C-6) en forma de un sélido en forma de la sal de
TFA de una mezcla de diastereoisomeros: '"H RMN (CDsOD): 6 7,36 (d, 1H), 7,21 (m, 1H), 7,02 (m, 1H), 6,78 (m, 1H),
6,23 (d, 1H), 5,56 (m, 2H), 4,21 (m, 1H), 4,09 (s, 1H), 4,03 (m, 1H), 3,95 (m, 3H), 3,75 (m, 2H), 3,54 (t, 2H), 3,43 (m,
1H), 3,34 (m, 1H), 3,22 (m, 2H), 3,03 (m, 6H), 2,84 (m, 2H), 2,63 (m, 1H), 1,52 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,18 (m, 2H),
0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 682,4.

Ejemplo 7

Sintesis de acido (6R)-6-(2-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-2-oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico (C-7)

e 0
NS N Q
HzN)\N/ 1) Z
NH 2
OWOH
NH
a

Acido  (BR)-6-(2-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-
iletil)Jamino)-2-oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico (C-7) se prepardé siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo
3, excepto porque se utilizé el Compuesto (C -5) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar acido (6R)-6-(2-((2-
(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-2-
oxoetil)-5-oxotiomorfolina-3-carboxilico (C-7) en forma de un sélido en forma de una mezcla de regioisomeros y
diastereoisémeros: "H RMN (CD3OD): & 7,37 (d, 1H), 7,10 (s, 1H), 6,91 (d, 1H), 6,72 (d, 1H), 6,22 (d, 1H), 5,51 (s, 2H),
4,13 (m, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,88 (m, 1H), 3,58 (s, 2H), 3,52 (t, 2H), 3,40 (m, 2H), 3,16 (m, 1H), 2,99 (m, 1H), 2,86 (m,
1H), 2,67 (m 10H), 1,49 (m, 2H), 1,29 (m, 2H), 1,17 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 682,3.

Ejemplo 8

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-8a) y acido 2-(((R)-2-amino-
2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-8b)

MeD,
SN NH @AN
N Q\/\ o o) o S SNH @ o OH
- SN
HoNT N H ™ . )LN, Y (C-8) N s NH;
CH 0]
s} HOT

Acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-8a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-
amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico
(C-8b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4, excepto que se utilizé el Compuesto (C-5) en
lugar del Compuesto (C-1), para dar una mezcla de Compuestos (C-8a) y (C-8b) en forma de sus respectivos
diastereoisdémeros (Compuestos (C-8aSR), C-8aRR), (C-8bRR) y (C-8bRR) que figuran a continuacion), en forma de
un sdlido: "H RMN (DMSO): & 7,81 (s, 1), 7,33 (s, 1H), 6,96 (s, 1H), 6,76 (d, 1H), 6,69 (s, 1H), 6,48 (s, 1H), 6,10 (s,
1H), 5,45 (s, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,37 (m, 17H), 2,35 (m, 8H), 1,90 (s, 2H), 1,41 (m, 2H), 1,20 (m, 2H), 1,08 (m, 2H), 0,80
(t, 3H). LRMS [M+H] = 700,4.

MeQ,
S NH r@AN’\
N o %
N7 N\/\ 2 OH
A A N
HNT TN (C-8aSR) H S NH,
OH

Acido  (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico;(C-8aSR);
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T JOH
|
HQN)\N/ 4 427

{C-BaRR)

acido (R)-3-(((R)-2-amino-2- carbOX|et|I tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1- |I)et|I)am|no)-4 oxobutanmco (C-8aRR);

MeQ,
SN //@/\N
N e, Q o g

0
PN Ny S}NH;
HaN™ N (C-8BRR) H
0
HO

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-

3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico (C-8bRR);
Me®,

X el s
)\ P Y H{l\‘s NH;

{C-8bSR)

HO
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)amino)-4-oxobutanoico;(C-8bSR).

Ejemplo 9
Sintesis de 1-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-9)
MeC
SN @AN
= N Q
)\ o_. o

T
©TA
(c-9) P

1-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-oxopropil)-
1H-pirrol-2,5-diona (C-9) se preparé siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 1, excepto que se utilizé acido 3-
(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoico en lugar de acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanoico, para proporcionar  1-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-9) en forma de un sélido en forma de la sal de
TFA: "H RMN (CD30D): & 7,37 (d, 1H), 7,27 (d, 1H), 7,06 (d, 1H), 6,82 (s, 2H), 6,81 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,58 (s, 2H),
4,38 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,86 (m, 4H), 3,67 (m, 4H), 3,56 (m, 4H), 3,24 (m, 4H), 2,61 (t, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,31 (m,
2H), 1,20 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 633,3.

Ejemplo 10

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-10a) y acido
2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-10b)

MeQ,

e KO,\N MeC,
NH
I Q S ’/@(\N’\
N K’ oH
A A I NS N o
HN N ctoay O N A Az o P j—
(C-103 A HNT N c105) O N s NH,
OH H o
SO T »

Acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil }-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-10a) vy acido 2-(((R)-2-amino-2-

carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-

1-il)-3-oxopropoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico (C-10b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4,

excepto que se utilizé el Compuesto (C-9) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla de
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Compuestos (C-10a) y (C-10b) en forma de sus respectivos diasterecisomeros (Compuestos (C-10aSR), C-10aRR),
(C-10bRR) y (C-10bRR) que figuran a continuacién), en forma de un sélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de
reaccion bruta se purifico mediante RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): '"H RMN
(CD30D): 6 7,35 (d, 1H), 7,29 (d, 1H), 7,05 (d, 1H), 6,77 (m, 1H), 6,23 (s, 1H), 5,56 (s, 2H), 4,32 (m, 2H), 3,94 (s, 3H),
3,86 (m, 3H), 3,72 (m, 3H), 3,54 (m, 10H), 3,21 (m, 4H), 2,67 (m, 4H), 1,52 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88
(t, 3H). LCMS [M+H] = 772,4.

MeQ,

NN ,/O’\D

N Ry N, N
D, Yo o
HaNT N

(C-10a8R) O AW
H s @
\\}OH
OH

o NH,
Acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-10aSR);
MeQ,

NS UH ’/O’\D

N~

N
| Y. 0,
H—,N)\N/ )/\— o)

(C-10aRR) Is] \/\N
H wg G
Lo
OH

Q NH;
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

illmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-10aRR);
MeO,

SN TNNH N
O o

NN
H;NJ\N’ 7 ca0oRR) 7'/\’0\,\ i

NH-
IO
H
O

HO
acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-10bRR);
MeQ,

N D
Y N oM
HEN’lN’ / {C-10bSR) CZ,,\’O\’\N 2 “Sj\NHz
H’%O
HO
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico (C-10bSR).
Ejemplo 11
Sintesis de 1-(2-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-11)
MeG,
NN ,,Q/\N
h: N, Q
H,N)\N/ 4 o O\—'\

\/‘\N
(11 Ogj

1-(2-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-11) se prepard siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 1,
excepto que se utilizé6 acido 3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)propanoico en lugar de
acido  3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico  para  proporcionar  1-(2-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etoxi)etil)-1H-
pirrol-2,5-diona (C-11) en forma de un sélido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (CD30OD): & 7,37 (d, 1H), 7,26 (d,
1H), 7,05 (d, 1H), 6,82 (d, 1H), 6,80 (s, 2H), 6,24 (d, 1H), 5,58 (s, 2H), 4,32 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,74 (t, 2H), 3,64 (m,
2H), 3,58 (m, 12H), 3,64 (m, 4H), 3,20 (m, 4H), 2,68 (m, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,32 (m, 2H), 1,20 (m, 2H), 0,88 (t, 3H).
LCMS [M+H] = 721,4.

Ejemplo 12
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Sintesis de acido (2R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-oico (C-12a) y
acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,14-dioxo-4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-oico (C-12b)

Me0,

MeD,
RN
" )’O,\N’w g | ;’O/\N

W SN, K—N N O
e o v "
H,N‘J‘N’ ¢ gr\" AN M4 )f’\/o\,\
o HANTN &
s ©-125) SN
ic-12a \_H\,\ ° Mo oH
o Hiv
s
o NH,
FOH He

Acido (2R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil)-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)-5-(carboximetil)-6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-oico (C-12a) y acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-
((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-16-carboxi-1,14-dioxo-
4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-oico (C-12b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4,
excepto que se utilizé el Compuesto (C-11) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla de
Compuestos (C-12a) y (C-12b) en forma de sus respectivos diastereocisomeros (Compuestos (C-12aSR), C-12aRR),
(C-12bRR) y (C-12bSR) que figuran a continuacion), en forma de un sélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de
reaccion bruta se purifico mediante RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): '"H RMN
(CD30D): 6 7,36 (d, 1H), 7,31 (s, 1H), 7,06 (d, 1H), 6,79 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57(s, 2H), 4,34 (s, 2H), 4,23 (m, 1H),
3,96 (s, 3H), 3,86 (m, 4H), 3,76 (m, 4H), 3,58 (m, 14H), 3,27 (m, 4H), 3,22 (m, 2H), 2,84 (m, 1H), 2,71 (m, 2H), 1,53
(m, 2H), 1,31 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 860,4.

MeO,

] /,@/\Q

N\"

1L N'L'N {C 12a8R) gr\,o\,\
3 OZ;HLﬁ\
Acido (2R,5S)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5- (carbOX|met|I) -6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-oico (C-12aSR);

MeC,

] //OI\,N\‘)‘

N\N

e (C128RR) gi’\’ RSN
) °\_o
OEOH\‘fHLO
acido (2R,5R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,19-dioxo-10,13,16-trioxa-4-tia-7-azanonadecan-1-oico (C-12aRR);

hed,
S fO/\N,}
N SN N,

I . 0
H‘N)\N/ iC-2bRAR) g.//\» \,\

\N JCH

(1 e
acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16- carbOX| 1 ,14-dioxo-4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-oico (C-12bRR);

NN @"a

N,
HZNJ\I\N/ 7 gazasin: g’\,ov\
Oxo
\_H\N P Og.oH

acido (16S, 19R) 19 amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,14-dioxo-4,7,10-trioxa-17-tia-13-azaicosan-20-oico (C-12bSR).

Ejemplo 13

Sintesis de 1-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-21-ox0-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-13)
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MeQ,

SN NH ID/\N’\

N7y N k,N

,& P r\’o

HoN™ N 0 N
N0,
Ny o
O’\,o\/\
(C-13) 0/\-"‘?))

O

1-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil}-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-21-oxo-
3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-13) se preparé siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo
1, excepto que se utilizé acido 1-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosan-21-oico en
lugar de &cido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico para proporcionar 1-(21-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-21-o0x0-3,6,9,12,15,18-
hexaoxahenicosil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-13) en forma de un sdlido en forma de la sal de TFA: 'H RMN (CD3OD): &
7,38 (d, 1H), 7,27 (d, 1H), 7,07 (d, 1H), 6,84 (d, 1H), 6,82 (s, 2H), 6,25 (d, 1H), 5,59 (s, 2H), 4,36 (s, 2H), 3,97 (s, 3H),
3,65 (m, 32H), 3,20 (m, 4H), 2,71 (m, 2H), 1,55 (m, 2H), 1,32 (m, 2H), 1,21 (m, 2H), 0,89 (t, 3H). LCMS [M+H] = 853,5.

Ejemplo 14

Sintesis de acido (2R)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-
oico (C-14a) y acido (28R)-28-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-25-carboxi-1,23-diox0-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-oico
(C-14b)

S NH I’O/\N,\
N SN, N, o
)I\N/ Vs (143} g”\,o\’\ o
TN, N,
N o 5
0’\,0\/\
O\ —NH o

HyN

Q
N7 =N, K,N NH;
JI\N/ 7 o1 ?r’\’o\/\ He o
5

AN
O 0
’\,_O\/_\ J‘«OH

O7NCNH

Acido (2R)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil \piperazin-
1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-oico (C-14a) y acido (28R)-28-
amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-25-carboxi-
1,23-dioxo-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-oico  (C-14b) se prepararon siguiendo un
procedimiento similar al Ejemplo 4, excepto que se utilizé el Compuesto (C-13) en lugar del Compuesto (C-1), para
proporcionar una mezcla de Compuestos (C-14a) y (C-14b), en forma de sus diastereoisémeros respectivos
(Compuestos (C-14aSR), (C-14aRR), (C-14bRR) y (C-14bSR) que figuran a continuacién), en forma de un sélido en
forma de la sal HCI (después de la purificacion por RP-HPLC, el producto se disolvié en acetonitrilo, se traté con
exceso de HCI 2 N, y luego se liofilizd): "H RMN (CD3OD): & 7,47 (s, 1H), 7,39 (d, 1H), 7,13 (d, 1H), 6,82 (d, 1H), 6,25
(d, 1H), 5,58 (s, 2H), 4,38 (s, 2H), 4,32 (m, 1H), 4,00 (s, 3H), 3,77 (m, 4H), 3,76 (m, 4H), 3,64 (m, 28H), 3,55 (m, 5H),
3,31 (m, 4H), 3,12 (m, 1H), 2,86 (m, 1H), 2,72 (s, 2H), 2,62 (m, 1H), 1,54 (m, 2H), 1,31 (m, 2H), 1,20 (m, 2H), 0,89 (t,
3H). LCMS [M+H] =9924.

MeQ,

R (O'“Q

N7 SN,

o)
H;NJ\N’ 7 Grtashy ;ﬂ“\,o\/\o’\/o HO}NH,
\/\o‘\,o 0, OH
MO/\.—NH 5
Acido (2R,5S)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-oico  (C-
14aSR);

116



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2798 649 T3

MeO,

I g VT D
N7 N N o
HZNJLN/ 7 o ?)l"\’o\/\o’\’a " NH,
N k3
00, Oy F OH
\/\0’\/2:\’&0
acido (2R,5R)-2-amino-28-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,28-dioxo-10,13,16,19,22,25-hexaoxa-4-tia-7-azaoctacosan-1-oico  (C-
14aRR);
MeQ,

SN KO/\D

Q
NS N NH,
HZN)I\N’ 7 (cranrm) g’f\’o\——xo,\ro HOJS\),O
V\D’\,o OWOH
V\O’\/NH
acido (25R,28R)-28-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-25-carboxi-1,23-dioxo-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-oico (C-
14bRR);
MeG,
D ,/U\N
N N, Q i NH;
HZN)I\N’ 7 (crapsr) gr\"’\,«o,\(o Hoijo
S 1
0’\/0\/\ O}I‘(OH
O™ \_-NH
acido (25S,28R)-28-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-25-carboxi-1,23-dioxo-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-26-tia-22-azanonacosan-29-oico (C-
14bSR).
Ejemplo 15
Sintesis de 1-((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-15)

MeQ,

\/\/\NH N’» o
e R O
P 0, N
HNT N (C-15) 0 N /‘—‘(\
0NN ¢

Etapa 1: 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-(2-
azidoetoxi)etoxi)propan-1-ona se preparé siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 1, excepto que se utilizd acido
3-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)propanoico en lugar de acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico.

Etapa 2: Un matraz de fondo redondo se cargdé con 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)propan-1-ona (1,0 equiv.), CuSOs (0,25 equiv.), sal de
sodio del acido L-ascoérbico (1,1 equiv .), 1- (prop-2-in-1-il) -1H-pirrol-2,5-diona (2,2 equiv.) y una mezcla de t-
BuOH/agua (1:1, v/v, 0,012 M). La mezcla de reaccion se coloco bajo vacio y posteriormente se lavé abundantemente
con N2 (esto se repitié cuatro veces mas). La mezcla de reaccion se agité entonces a temperatura ambiente durante
2 horas y la mezcla de reaccién bruta se purificd por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20,
columna C18) para proporcionar 1-((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)- 1H-pirrol-2,5-diona (C-15) en forma de
un solido en forma de la sal de TFA: 'H RMN (CDsOD): & 7,94 (s, 1H), 7,37 (d, 1H), 7,29 (s, 1H), 7,05 (d, 1H), 6,85
(s, 2H), 6,81 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,73 (s, 2H), 4,52 (t, 2H), 4,36 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,85 (t, 2H), 3,84
(m, 4H), 3,66 (t, 2H), 3,54 (m, 6H), 3,27 (m, 4H), 2,63 (t, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H).
LCMS [M+H] = 758,4.

Ejemplo 16

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-
4-oxobutanoico (C-16a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-16b)
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MeQ,
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HoN7 N s} 0’\,N/;:§\ OH

Acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
imetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-
16a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2, 3-triazol-4-il)metilJamino)-4-
oxobutanoico (C-16b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4, excepto que se utilizé el
Compuesto (C-15) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla de Compuestos (C-16a) y (C-16b) en
forma de sus respectivos diastereoisomeros (Compuestos (C-16aSR), C-16aRR), (C-16bRR) y (C-16bSR) que figuran
mas adelante), en forma de un sélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de reaccion bruta se purific6 mediante
RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): '"H RMN (CDsOD): & 7,91 (s, 1H), 7,36 (d,
1H), 7,30 (s, 1H), 7,06 (d, 1H), 6,80 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,54 (s, 2H), 4,44 (m, 2H), 4,34 (s, 2H), 4,25 (m,
1H), 3,95 (s, 3H), 4,83 (m, 6H), 3,68 (t, 2H), 3,55 (m, 6H), 3,25 (m, 2H), 2,86 (m, 1H), 2,64 (m, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,30
(m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 897,4
MeO,

N @/\N oo o
HZNJ\N/ 4 (C18aSR} z OV\O’\’N/___{\H o NH;
-N'a
Q

Acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-
16aSR);
e T ,@/\N

QO

L X
Ny s
A 2 casmny N0 Ny NH;
Sy — H
HN7 N & O’—\’N/‘N—"{

a ]

QH
o]
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-
16aRR);

RPN Mfi@/\ O?NH
2

N\N N

0

I 2 8RR N0 N)k/kf

N S \”\o’\,f( o
W

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
imetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-
16bRR);

OH

RPN Mi@’\ O?NH
2

N N ' o
ML/ cebsr) N0, /_(‘H
HaN™ N Q o
i

OH
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-
16bSR).
Ejemplo 17
Sintesis de N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida (C-17)

118



10

15

20

25

30

35

40

ES 2798 649 T3

T K\QAN,\
NN K’N
P o "
HNT N 0 \/\O,\’H
N
.
(€-17) 0
0

N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida  (C-17) se prepardé siguiendo un
procedimiento similar al Ejemplo 1, excepto que se utilizé acido 3-(2-(2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamido)etoxi)etoxi)propanoico en lugar de &cido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico para
proporcionar N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida (C-17) en forma de un sélido en forma
de la sal de TFA: '"H RMN (CD3OD): 8 7,37 (d, 1H), 7,28 (d, 1H), 7,06 (d, 1H), 6,82 (d, 1H), 6,80 (s, 2H), 6,24 (d, 1H),
5,58 (s, 2H), 4,37 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,84 (m, 4H), 3,40 (m, 4H), 3,56 (m, 6H), 3,48 (t, 2H), 3,20 (m, 6H), 2,69 (t, 2H),
2,45 (t, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,31 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 748,4.

Ejemplo 18

Sintesis de acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-oico (C-18a)
y acido (20R)-20-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-17-carboxi-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico (C-18b)

MeO,
SN @’\N"\
NSy K/N Gy CH
PP ST .
HoN { I A AN H Q s
NN OXNW»_(\(OH NH;
NH
¥ o}
WeO, oH
WNH N’\ e NH2
N N N 570
A A7 s WO\/\ )
HpN“ N o oK o
N)—'\,
NH
o

Acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil)-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-oico (C-18a) y acido (20R)-20-amino-1-(4-
(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-17-carboxi-1,11,15-
trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico (C-18b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al
Ejemplo 4, excepto que se utilizdé el Compuesto (C-17) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla
de Compuestos (C-18a) y (C-18b) en forma de sus respectivos diastereoisomeros (Compuestos (C-18aSR), (C-
18aRR), (C-18bRR) y (C-18bSR) que figuran mas delante), en forma de un sélido en forma de la sal de TFA. La mezcla
de reaccion bruta se purificé mediante RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): '"H
RMN (CD3OD): 6 7,37 (d, 1H), 7,30 (s, 1H), 7,07 (d, 1H), 6,80 (d, 1H), 6,25 (d, 1H), 5,57(s, 2H), 4,35 (s, 2H), 4,19 (m,
1H), 3,95 (s, 3H), 3,89 (s, 3H), 3,76 (m, 3H), 3,60 (s, 4H), 3,53 (m, 4H), 3,41 (m, 1H), 3,36 (m, 2H), 3,22 (s, 2H), 2,70
(t, 2H), 2,42 (2H), 1,53 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 887 4.

Meg,
Il rO,\N
N7 SN O

| N O OH
H;NJ\N/ 7 osasr g;’\.,o\/\ H Q S\i

SRR NY NIl
Y\,M(OH
]

a
Acido (16S,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-oico (C-18aSR);
MeQ,

e K@"D

NN N,

O OH
I 7 Yo
H;NJ\N/ (c-18aRR) O \’\0,\:! & S\j.:NHZ

q e
Y NNH LM
&

[o]
acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-(carboximetil)-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,14-diazaicosan-20-oico (C-18aRR);
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OH
SN NH KO/\N/» Ofﬁ/NHz
N RN, K-—N s o
pnrP~  (C-150RR) 37’\/0\,\ H oﬁ
2 0" N_-N OH
gf/\/NH
acido (17R,20R)-20-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-17-carboxi-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico (C-18bRR);
MeO, OH
SN NH ,’O/\D Oﬁ,NHZ
N SN N S; Fe)
HZN)‘\N/ 4 {C-18b3R} (Zr\"o\/\o’\/h Oy_ﬂcm
gf’\_—NH
acido (17S,20R)-20-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-17-carboxi-1,11,15-trioxo-4,7-dioxa-18-tia-10,14-diazahenicosan-21-oico (C-18bSR).
Ejemplo 19

Sintesis de 5-(4-((4-(3-aminopropil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-
2,4-diamina (C-19)

MeQ,
Ny
o TNH ,U\ N:
N N/ k/ _\jNH
" ©-19) 2
H;N™ TN

5-(4-((4-(3-aminopropil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina  (C-19)
se preparé en una secuencia de dos etapas. En la primera etapa, un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-
metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina  (Int-1, 1,0 equiv.), (3-
bromopropil)carbamato de terc.-butilo (1,2 equiv.), base de Huenig (2,4 equiv.), y DMF (0,2 M). La mezcla de reaccion
se calenté a 60 °C y luego se agité durante 18 horas. La mezcla de reaccion bruta se enfrié luego a temperatura
ambiente y se purificd por cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 20%:DCM) para proporcionar (3-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propil)carbamato de terc.-butilo. En la
segunda etapa, se utilizé un procedimiento similar a la ultima etapa en la sintesis de (Int-1) para obtener 5-(4-((4-(3-
aminopropil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (C-19) en forma de
un solido: "H RMN (CD30D): & 7,24 (d, 1H), 7,10 (d, 1H), 6,85 (d, 1H), 6,57 (d, 1H), 6,11 (s, 1H), 5,42 (s, 2H), 3,95 (s,
3H), 3,52 (s, 2H), 3,35 (m, 2H), 2,80 (t, 2H), 2,51 (m, 4H), 2,45 (m, 4H), 1,72 (m, 2H), 1,40 (m, 2H), 1,28 (m, 4H), 1,15
(m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 495,3.

Ejemplo 20

Sintesis de 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
i)-3-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-20)

MeD,
N o)
ey OO
NS N/ o
L Y
HZN)\N {c-20) 0\_\
NH;

1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-i)-3-(2-(2-
aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-20) se prepard siguiendo un procedimiento del Ejemplo 19, excepto que se utilizd
acido 2,2-dimetil-4-ox0-3,8,11-trioxa-5-azatetradecan-14-oico en lugar de (3-bromprpopil)carbamato de terc.-butilo
para proporcionar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-i)-
3-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-20) en forma de un sdélido: 'H RMN (CD3OD): & 7,24 (d, 1H), 7,11 (s, 1H),
6,86 (d, 1H), 6,57 (d, 1H), 6,12 (d, 1H), 5,42 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,76 (t, 2H), 3,59 (m, 12H), 3,37 (t, 2H), 2,76 (t, 2H),
2,66 (t, 2H), 2,45 (m, 4H), 1,41 (m, 2H), 1,28 (m, 2H), 1,16 (m, 2H), 0,89 (t, 3H). LRMS [M+H] = 597 /4.

Ejemplo 21

Sintesis de N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)Jacetamida (C-21)
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{c-21) }f\)j
o
o 7

Un matraz de fondo redondo se cargd con 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-20) (1,0 equiv.), DIEA (10,0 equiv.) y DMF
(0,004 M) y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego se cargdé un matraz separado con
2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)acetato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,5 equiv.), DIEA (10,0 equiv.) y DMF (0.006
M). Esta mezcla también se agité durante 15 minutos a temperatura ambiente y luego las dos soluciones se mezclaron
y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla de reaccién se purificd por RP-
HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(2,5-dioxo-
2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)acetamida (C-21) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (CDsCN): & 7,30
(d, 1H), 7,05 (s, 1H), 6,98 (s, 1H), 6,86 (d, 1H), 6,82 (s, 2H), 6,74 (s, 1H), 6,68 (d, 1H), 6,21 (d, 1H), 6,08 (t, 1H), 5,38
(s, 2H), 4,08 (s, 2H), 3,89 (s, 3H), 3,70 (t, 2H), 3,41 (m, 14H), 3,29 (m, 2H), 2,55, (t, 2H), 2,38 (m, 4H), 1,41 (m, 2H),
1,26 (m, 2H), 1,13 (m, 2H), 0,85 (t, 3H). LCMS [M+H] = 734 4.

Ejemplo 22

Sintesis de acido (2R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico  (C-
22a) y acido (19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,11,14-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-oico (C-22b)

Acido (2R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil)-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico (C-22a) y acido (19R)-19-amino-1-
(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,11,14-
trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-oico (C-22b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al
Ejemplo 4, excepto que se utilizé el Compuesto (C-21) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla
de Compuestos (C-22a) y (C-22b) en forma de sus respectivos diastereoisdmeros (Compuestos (C-22aSR), (C-
22aRR), (C-22bRR) y (C-22bSR) que figuran mas adelante), en forma de un soélido en forma de la sal de TFA. La
mezcla de reaccion bruta se purificdé por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): 'H
RMN (CD3OD): 6 7,37 (d, 1H), 7,32 (s, 1H), 7,08 (d, 1H), 6,81 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57(s, 2H), 4,34 (s, 2H), 4,20 (m,
1H), 3,96 (s, 3H), 3,82 (m, 9H), 3,56 (m, 9H), 3,38 (m, 3H), 3,21 (m, 2H), 2,70 (t, 2H), 1,54 (m, 2H), 1,32 (m, 2H), 1,19
(m, 2H), 0,89 (t, 3H). LCMS [M+H] = 873,4.
MeQ,

S ,/O’\Q

NS
i @~f  cazasR) gf'\’ O H
2 O"NN 0

I g
\(LOH
o CH NH;
Acido (2R,5S)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico (C-22aSR);
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TR /@/\N
N SN Q
H;NAN/ #  (c-2zarmy gy/\’o\/\of\j .
OH
acido (2R,5R)-2-amino-19-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-(carboximetil)-6,9,19-trioxo-13,16-dioxa-4-tia-7,10-diazanonadecan-1-oico (C-22aRR);
MeC,
ST N N
N7 SN Q
,“\/ & 77/\’0
HoNTN ¢} V\O/\’H
{C-22bRR) Nr\ o o] o
g H{J
NH,
HO @
acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,11,14-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-oico (C-22bRR);
MeC,
ST KO,\N
N™ ™% N, Q
O N ) gf’\,o\/\ N
¢ O™ o
Y 2 o
o NH;
HO
acido (16R,19R)-19-amino-1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-16-carboxi-1,11,14-trioxo-4,7-dioxa-17-tia-10,13-diazaicosan-20-oico (C-22bSR).
Ejemplo 23

Sintesis de 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)-N-(2-(2-(2-(2-(4-
((2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazina-1-carboxamida
(C-23)

(C-23) 0NN, N

Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1 equiv.), (2-(2-(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de 4-nitrofenilo (0,9 equiv.), trietilamina (3,0 equiv.) y DMSO (0,01 M). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas y la mezcla de reaccion bruta se purificé por RP-HPLC (TFA
al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)-N-(2-(2-(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-
triazol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)piperazina-1-carboxamida (C-23) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: 'H
RMN (CD3OD): 6 7,96 (s, 1H), 7,36 (d, 1H), 7,26 (d, 1H), 7,05 (d, 1H), 6,85 (s, 2H), 6,79 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57 (s,
2H), 4,74 (s, 2H), 4,53 (t, 2H), 4,35 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,86 (t, 2H), 3,85 (m, 4H), 3,54 (m, 12H), 3,22 (m, 6H), 1,53
(m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 817 4.

Nota: (2-(2-(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de
4-nitrofenilo

N
O,N ) N
e} Q-0 N /
Nl O)b

se preparé utilizando el siguiente procedimiento:

Etapa 1: Trietilamina (2.5 equiv.) y dicarbonato de di-terc.-butilo (1,1 equiv.) se afiadieron a una solucion de 2-(2-(2-
(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etanamina (1,0 equiv.) en CH2Cl2 (0,05 M) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se concentré entonces en vacio y el residuo se purificé utilizando
RP-C18 ISCO y luego se liofilizé para dar (2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de terc.-butilo.

Etapa 2: Una solucion de (2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de terc.-butilo (1 equiv.) y 1-(prop-2-in-1-il)-
1H-pirrol-2,5-diona (2,0 equiv.) en -BuOH (0,08 M) se lavé abundantemente con gas N2 cinco veces y luego se
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afnadieron sal de sodio del acido L-ascorbico (1,0 equiv. 0,16 M en H20) y CuSO4 (0,2 equiv. 0,03 M en H20). La
mezcla de reaccion se lavo abundantemente de nuevo con gas Nz cinco veces y después se agitd a temperatura
ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccion se purifico luego por ISCO RP-C18 y se liofilizo para proporcionar (2-(2-
(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de terc.-butilo.
Etapa 3: Una  solucion de (2-(2-(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de terc.-butilo en TFA (0,02 M) se concentré en vacio para proporcionar 1-((1-(23-
amino-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-pirrol-2,5-diona. LCMS [M+H] = 354,2.

Etapa 4: Carbonoclorhidrato de 4-nigtrofenilo (1,10 equiv.) y trietilamina (2,50 equiv.) se afiadieron a una solucién de
1-((1-(2-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-pirrol-2,5-diona (1 equiv.) en CH2Cl2 (0,01 M)
y la mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 10 minutos. La mezcla de reaccion se concentré
después en vacio, se purificé por RP-C18 ISCO y luego se liofilizé para proporcionar (2-(2-(2-(2-(4-((2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)etoxi)etoxi)etoxi)etil)carbamato de 4-nitrofenilo. LCMS [M+H] = 519,2.

Ejemplo 24

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-24a) y 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-
azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-24b)

A K\O/\D

NS N, N?rn o O, OH
; - x
HzN)\N/ (C-24a} 4 0’\,0\/\ /—_—(\ﬁ 5 NH,

O/\,N\N._N OH
o
MeO, oH
SN f@AN’\ o} NHg

HZNJ\N’ 7 oo ¢ \/\0’\—0\/\ f_(\ NWH
O’\/N‘N,N

Acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-ox0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil )amino)-4-
oxobutanoico (C-24a) y 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-
ilmetil)amino)-4-oxobutanoico (C-24b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4, excepto que
se utilizé el Compuesto (C-23) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla de Compuestos (C-24a)
y (C-24b) en forma de sus respectivos diastereoisdmeros (Compuestos (C-24aSR), C-24aRR), (C-24bRR) y (C-24bSR)
que figuran mas adelante), en forma de un sdélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de reaccion bruta se purifico
mediante RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): LCMS [M+H] = 956,4.

MeQ,

S SN N
Nl\ N Q H
H;N*N’ 7 ¢ 2asspy c?’ AN /_‘(\ )kgr\)\:NHz
Acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil )tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo- 5 8, 11 trloxa 2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-
oxobutanoico (C-24aSR);

MeQ,

TSN ’,@A ’\

N7 SeM N 5 O OH
uzn)l\N’ 4 casarm) gr oo _ N I‘S\INHa
o]
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-
oxobutanoico (C-24aRR);
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MeO, oH
TSN KO/\ I\ O#NH
OH

N H
N‘ = )f'N o 8
PP s
HN™ N (C-24bRR) o /_(\_u
N

AN
O,

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-
oxobutanoico (C-24bRR);

MeO, OH

S S /@/\N’\ O#NHZ
N7 x-N N n ol
P ) =N

H,N7 N o]

PFoQ
0™ \-0 Nk/\(
V\O’\,N{j\H

N0,

(C-24b$R)
OH

5
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-1-oxo0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-
oxobutanoico (C-24bSR).

Ejemplo 25

Sintesis de 1-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-25)

RN r@/\{’

~ ]
N N
NN
HQNJI\N/ / O’\’N;)\
o)

(C-25)

Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), 2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)acetaldehido (4,0 equiv.),
cianoborohidruro de sodio (13,0 equiv.) y MeOH (0,04 M). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora. La mezcla de reaccion bruta se purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05%
en H20, columna C18) para proporcionar 1-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-25) en forma de un sélido en forma de la sal de TFA: 'H
RMN (CDsOD): 6 7,36 (d, 1H), 7,16 (d, 1H), 6,96 (d, 1H), 6,83 (s, 2H), 6,76 (d, 1H), 6,23 (d, 1H), 5,53 (s, 2H), 3,93 (s,
3H), 3,84 (s, 2H), 3,78 (m, 2H), 3,71 (m, 2H), 3,64 (m, 2H), 3,54 (m, 2H), 3,35 (m, 4H), 3,27 (t, 2H), 2,95 (m, 4H), 1,52
(m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 605,4.

Nota: 2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)acetaldehido se preparé afiadiendo 1-(2-(2-hidroxietoxi)etil)-1H-
pirrol-2,5-diona (1.0 equiv.), peryodinano de Dess-Martin (1,5 equiv.) y DCM (0,1 M) a un matraz de fondo redondo y
agitando la mezcla de reacciéon a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion se filtrd, los
componentes volatiles se separaron en vacio y el producto se utilizé sin purificacion adicional.

Ejemplo 26

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-26a) y acido 2-(((R)-2-
amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etillamino)-4-oxobutanoico (C-26b)

MeO,

o
RN N N’\
N e s NH;
N7 N\,——\
]
HZNAN/ 7 (s ONMOH

(o]
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Acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico (C-26a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-
(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)etoxi)etil)Jamino)-4-
oxobutanoico (C-26b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4, excepto que se utilizé el
Compuesto (C-25) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla de Compuestos (C-26a) y (C-26b) en
forma de sus respectivos diastereoisomeros (Compuestos (C-26aSR), C-26aRR), (C-26bRR) y (C-26bSR) que figuran
mas adelante), en forma de un sélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de reaccion bruta se purific6 mediante
RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en Hz20, columna C18): LCMS [M+H] = 744,4

MeQ.
OH

S {/U\N o
N Q Q, S_j\NH,
HQN)I\N/ g (G253R) \/\O’\fNH OH
0
Acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico (C-26aSR);
MeO:,
o OH
HZN)I\N/ Y, (C-26aRR) V\O'—\,rmo"‘
(8]
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
illmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-26aRR);
HQ

MeO,
S @/\N
N SN, N
H~N’“\N/ 4 asrm V\O’\,NH

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico (C-26bRR);
H:

MeO,
SN H @/\N
N SN, K—N

A s (C-266SR} V\O’\,NH

T N

>

NH;

(3
s

OH

L

H;N“ N
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etil)amino)-4-oxobutanoico;(C-26bSR).
Ejemplo 27
Sintesis de 1-((1-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-27)
MeO,

NN FQ,\N

N N Q O, N

L L7 com My m
e s

Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), 2-azidoacetaldehido (4,0 equiv.), cianoborohidruro de sodio (32,0 equiv.) y
MeOH (0,02 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion bruta
se purificé por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% TFA en H20, columna C18) para proporcionar 5-(4-
((4-(2-azidoetil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina en forma de un
solido. LCMS [M+H] = 507,3.

Etapa 2: Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(4-((4-(2-azidoetil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (1,0 equiv), 1-(prop-2-in-1-il)-1H-pirrol-2,5-diona (2,3 equiv.) y una mezcla de t-
BuOH y agua (2:1, v/v, 0,008 M). La mezcla de reaccion se desgasificéd en vacio y se lavd abundantemente con N2
cinco veces para separar el O2. Sal de sodio del acido L-ascérbico (1,1 equiv en 0,5 ml de H20, desgasificada bajo y
enjuagada con abundante agua se purg6 con N2 cinco veces para separar el O2), se afiadio utilizando una jeringa a la
mezcla de reaccidn, a continuacion, se afadié utilizando una jeringa CuSOs (0,2 equiv. en 0,5 ml de agua,
desgasificada en vacio y enjuagada con N2 cinco veces para separar el O2). La mezcla de reaccion se agité entonces
a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion bruta se purificé después por RP-HPLC (TFA al
0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar 1-((1-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)}-1H-pirrol-2,5-diona (C-27)
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en forma de un sdlido en forma de la sal de TFA: "H RMN (CD30D): 8 7,95 (s, 1H), 7,36 (d, 1H), 7,22 (d, 1H), 7,02 (d,
1H), 6,86 (s, 2H), 6,79 (d, 1H), 6,23 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,76 (s, 2H), 4,52 (t, 2H), 4,26 (s, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,54 (t,
2H), 2,85 (m, 8H), 2,94 (t, 2H), 1,53 (m, 2H), 1,31 (m, 2H), 1,18 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LCMS [M+H] = 642,4.

Nota: 2-azidoacetaldehido se preparé afiadiendo 2-azidoetanol (1,0 equiv.), peryodinano de Dess-Martin (1,5 equiv.)
y DCM (0,20 M) a un matraz de fondo redondo y agitando la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 2
horas. La mezcla de reaccion se filtrd, los componentes volatiles se separaron en vacio y el producto se utilizé sin
purificacién adicional.

Ejemplo 28

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilJamino)-4-oxobutanoico  (C-
28a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metilJamino)-4-oxobutanoico  (C-
28b)

OH HO NH,

MeO, 0§NH2 MeO CZT’S 0
s
SN ,/O/\O s o N ’/@/\@ OH
N

N N ON N N o}

J‘\ Az \/\N NH (o] J\i\ P (C-28b) \/\N
HaNT N (c-28a) l\1’\>\, HN7 N ﬁ%NH
N N

Acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)-4-oxobutanoico (C-28a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-
carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-28b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al
Ejemplo 4, excepto que se utilizdé el Compuesto (C-27) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla
de Compuestos (C-28a) y (C-28b) en forma de sus respectivos diastereoisomeros (Compuestos (C-28aSR), C-28aRR),
(C-28bRR) y (C-28bSR) que figuran mas adelante), en forma de un sélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de
reaccion bruta se purific6 mediante RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): LCMS
[M+H]=781,4

OH
MeC, o NH;

S gy ’/Of\w’\ 7 oy
N SN K,N OM
" NJLN/ 7 (c-28asR) V\;l/\>__/NH o
¢ Nay,
Acido (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-28aSR);
OH

MeQ, [s] NH.

N =% N, N
)z . N o]
HzN*N (C-28aRR) ND‘;\)‘/““
acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-28aRR);
no, Nt
MeO, a3 [0}
AP TSR ST G
N N 0.
HQN)N'\N, #  (C-286RR) \/\E%NH
N

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-28bRR);
Ho e
Y4
e desRo v
NSy N ¢!
H,NJI\N’ / (C-2BBSR) \/\EMNH
N
acido (S)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-(((1-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-28bSR).

Ejemplo 29
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Sintesis de N-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-21-ox0-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamida (C-29)

N~

%’n’(\N 0/\/0\/“0’\/0\/\0’\/0\/\ J\/\ b

(C-20)

N-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-21-oxo-
3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida (C-29) se preparé siguiendo un
procedimiento similar al Ejemplo 1, excepto que se utilizé acido 1-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-3-oxo-
7,10,13,16,19,22-hexaoxa-4-azapentacosan-25-oico en lugar de acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanoico  para  proporcionar  N-(21-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-21-o0x0-3,6,9,12,15,18-hexaoxahenicosil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamida (C-29) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: "H RMN (DMSO): & 8,00 (t, 1H), 7,42 (d, 1H),
7,38 (s, 3H), 7,20 (s, 1H), 7,00 (s, 2H), 6,95 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 6,23 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,30 (s, 2H), 3,87 (s, 3H),
3,59 (m, 4H), 3,49 (m, 28H), 3,35 (t, 2H), 3,14 (m, 2H), 2,32 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 1,21 (m, 2H), 1,09 (m, 2H), 0,81 (t,
3H). LRMS [M+H] =924 4.

Ejemplo 30
Sintesis de 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-

carboxilato de 4-((S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanamido)-3-
metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencilo (C-30)

DU i
5 f '\"\".ﬂ .
. " — . — wcar e »
:‘lfi Q- Oy ks, B 5 Yo LR ™
X 3 Szmoa 1 i
M L
i I}.- *'\? i e
4 } { e, 'f e -'\} e \.:\

j.:mw_;f]'} qu}f ;r«_S; s pex oy IJ::} \J?%}r“j\rx
s

Eapa 3
an 30y
1!"‘.

Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-iimetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), HOAT (2,0 equiv.), base de Huenig (14,0 equiv.), ((S)-3-metil-1-(((S)-1-((4-
((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxo-5-ureidopentan-2-ilJamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato de (9H-
fluoren-9-il)metilo (1,2 equiv.) y piridina:DMF (1:4, 0,02 M). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente
durante 4 horas, y la mezcla de reaccion bruta se purificd por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en
H20, columna C18) para proporcionar 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de 4-((S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-
metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencilo en forma de un sélido: LCMS [M+H] = 1065,5.

Etapa 2: 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato
de  4-((S)-2-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencilo  se
disolvié en DMF (0,007 M) y se afiadio piperidina (100,0 equiv.). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante
30 minutos. La mezcla de reaccion bruta se purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en
H20, columna C18) para proporcionar 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de 4-((S)-2-((S)-2-amino)-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencilo en
forma de un sélido: LCMS [M+H] = 843,5.

Etapa 3: Un matraz de fondo redondo se carg6 con 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazina-1-carboxilato de 4-((S)-2-((S)-2-amino)-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)bencilo
(1,0 equiv.), acido 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoico (1,1 equiv.), base de Huenig (5,0 equiv.),
HATU (1,05 equiv.) y DMF (0,004 M). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La
mezcla de reaccion bruta se purificd luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna
C18) para proporcionar 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-
1-carboxilato de 4-((S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)bencilo (C-30) en forma de un sélido en forma de la sal de TFA: LCMS [M+H] = 1038,5.
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Ejemplo 31

Sintesis de acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-31)

G "'“"1-'{.@ - sy £
[eo DRt ot o il o< 2R "V e oin
A ,'-"‘\..-\r‘_,_'__ 2 gl a4 --J\"‘.,A s
o -
e n\:1'1':'#‘._."::-'.‘:'I v "5'\,_\ o e ml;}”%-.-'-'"
i b )
Luw W'II r :‘}d\‘:\ -IWI‘-'II ﬁ.&; W:A:E_;{’}ﬁ\k:j‘\r B ™
S W d 2 4 v e " H .
O, WD - o AT COEA, R A e =]
:_‘;M - s "> FKH\"‘::J’\_F_\M Emoa 3 TN E o |- J;\'\.-E__

Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-metoxi-4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), HOAT (2,0 equiv.), base de Huenig (14,0 equiv.), triacetato de
(3S,4R,5R,6R)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenoxi)-6-(metoxicarboniltetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,2 equiv.) y piridina:DMF (1:4,
0,015 M). La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla de reaccion bruta se
purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar triacetato
de (3S,4R,5R,6R)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazina-1-carbonil)oxi)metil ffenoxi)-6-
(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo en forma de un sdlido: LCMS [M+H] = 1212,4.

Etapa 2: Triacetato de (3S,4R,5R,6R)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-(((4-(4-((2-
amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil )fenoxi)-6-
(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,0 equiv.) se disolvié en MeOH, THF y agua (2:1:0,4) (0,005 M). Luego
se anadidé LiOH (8,0 equiv.) y la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion
bruta se purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar
acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-aminopropanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico en forma de un sdélido: LCMS [M+H] = 850,4.

Etapa 3: Un matraz de fondo redondo se cargd con acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-aminopropanamido)fenoxi)-3,4,5-
trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (1,0 equiv.), acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico (2,0
equiv.), base de Huenig (6,0 equiv.), HBTU (1,8 equiv.) y DMF (0,003 M). La reacciéon se mantuvo agitando a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
La mezcla de reaccion bruta se purifico luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna
C18) para proporcionar acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-31) en forma de un sélido en
forma de la sal de TFA: LCMS [M+H] = 1001,3.

Ejemplo 32

Sintesis de  (S)-1-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-32)

a O
f/\N’IK/\N
HO N 4
\/\l °
NH
NI N N/ O\ (C-32)
HN N

(S)-1-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-

1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-32) se prepard siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 1, excepto

porque se utilizé el Compuesto (Int-2) en lugar del Compuesto (Int-1), para proporcionar (S)-1-(3-(4-(3-((2-amino-4-
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((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-
2,5-diona (C-32) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (CDsOD): & 7,49 (d, 2H), 7,21 (d, 1H), 6,82
(s, 2H), 6,77 (d, 1), 6,28 (d, 1H), 5,67 (d, 1H), 5,51 (d, 1H), 4,36 (m, 1H), 4,18 (s, 2H), 3,98 (s, 3H), 3,76 (t, 2H), 3,54
(dd, 1H), 3,46 (dd, 1H), 3,16 (m, 4H), 3,05 (m, 4H), 2,71 (t, 2H), 1,48 (m, 1H), 1,26 (m, 3H), 1,05 (m, 1H), 0,84 (t, 3H).
LRMS [M+H] = 619,4.

Ejemplo 33

Sintesis de 1-(3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-
1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-33)

o] o]
K\Nk/\N
NS 4
O
\/\/\NH (©-33)
NS S
| 4
HQN)\N/

1-(3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-oxopropil )-
1H-pirrol-2,5-diona (C-33) se prepard siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 1, excepto que se utilizé el
Compuesto (Int-3) en lugar del Compuesto (Int-1) para proporcionar 1-(3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)-1H-pirrol-2,5-diona (C-33) en forma de un
sdlido en forma de la sal de TFA. LRMS [M+H] = 589,3.

Ejemplo 34

Sintesis de acido 3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-34a) y acido 2-
(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-34b)

o o}
oﬁ,NH2 SjNHz
3 H
H N N\(diso
NJ‘\(\/Nﬂ LN~
Oud © AN 0
RN o HG NH
N (C-34a) NN S .
N ) {C-34b)
JPEA JPUA
HoN™ *N HyN N

Acido  3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il ) metil }-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-34a) y acido 2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-
((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-34b) se prepararon siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 4, excepto que
se utilizé el Compuesto (C-33) en lugar del Compuesto (C-1), para proporcionar una mezcla de Compuestos (C-34a)
y (C-34b) en forma de sus respectivos diastereoisémeros (Compuestos (C-34aSR), C-34aRR), (C-34bRR) y (C-34bSR)
que figuran mas adelante), en forma de un sdélido en forma de la sal de TFA. La mezcla de reaccidn bruta se purifico
mediante RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18): '"H RMN (DMSO): & 7,51 (s, 2H),
7,39 (m, 2H), 7,27 (d, 1H), 7,15 (d, 1H), 6,59 (s, 1H), 6,22 (t, 1H), 5,56 (s, 2H), 3,86 (s, 4H), 3,66 (m, 3H), 3,42 (m, 8H),
3,25 (m, 4H), 3,08 (m, 2H), 2,81 (m, 3H), 2,65 (m, 1H), 1,43 (m, 2H), 1,22 (m, 3H), 1,07 (m, 2H), 0,83 (i, 3H). LCMS
[M+H]= 728,3

HO

NH,
3

S,

O e

N
FLa e
\/\/‘\NH
(C-34aSR)
N o]

N PIRN
L -
HZN/LN
Acido  (S)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)Jamino)-4-oxobutanoico (C-34aSR);
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H %
N/\\\ N 0
k/NW\/\/ 0 HO

SN o

NN g (G-34aRR)
DV
HoN7 N

acido (R)-3-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-34aRR);
OH

o}
B

X O HO
RN
C-34bRR
N ( )
DA
HoN” N

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-34bRR);
OH

o
‘S\j\NHz
H
N N o
LA~ lﬂ?ﬁ
N ©
= N fe)

)NL PIRN (C-34aRR}
L
HoN” N

acido (R)-2-(((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)-4-((3-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropil)amino)-4-oxobutanoico (C-34bSR).

Ejemplo 35

Sintesis de 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)-2-(aminooxi)etanona (C-35)

a
F-C'J\""t""‘m-‘_»uc
s Kel,
= - & o,

R N )’{}—x\_‘} _;JI:_rxu :asece-.;e-.:_ﬁf‘_ﬁﬂ” r_@ “Q{?_

[} M {;-hH T H’}*‘["h °

) 1) FIHE! DEM 4 #__;;' . LU

Hah [ Hall [

Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), &cido 2-(((terc.-butoxicarbonil)amino)oxi)acético (1,1 equiv.), HATU (1,05
equiv.), base de Huenig (5,0 equiv.) y DMF (0,2 M). La mezcla de reaccion se agit6 a la temperatura ambiente durante
18 horas y la mezcla de reaccion bruta se purifico luego por cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 20%:DCM) para
proporcionar  (2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-2-
oxoetoxicarbamato de terc.-butilo.

Etapa 2: HCI (20,0 equiv., 4 M en dioxano) se afiadié un matraz de fondo redondo cargado con (2-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-oxoetoxicarbamato de terc.-butilo
(1,0 equiv.) y DCM (0,1 M) a 0 °C. Luego se retiré el bafio de hielo y la mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 3 horas. Los componentes volatiles se separaron en vacio. MeOH (con NH4OH al 8%) se afiadio al
residuo resultante y los componentes volatiles se separaron en vacio. Esto se repitio 2 veces mas. La mezcla de
reaccion bruta se purificd entonces mediante cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 10% (NH4sOH al 8%):DCM) para
suministrar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-
(aminooxi)etanona (C-35) en forma de un solido: '"H RMN (CDCls): 7,12 (d, 1H), 7,00 (s, 1H), 6,90 (s, 1H), 6,69 (d,
1H), 6,38 (d, 1H), 5,52 (t, 1H), 5,30 (s, 2H), 4,35 (s, 2H), 3,94 (s, 3H), 3,64 (s, 2H), 3,52 (m, 2H), 3,38 (m, 4H), 2,44 (m,
4H), 1,62 (s, 2H), 1,45 (m, 2H), 1,38 (m, 2H), 1,25 (m, 2H), 1,12 (m, 2H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 511,4.

Ejemplo 36

Sintesis de 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)-3-(2-aminoetoxi)propan-1-ona (C-36)
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MeQ,
O
\/\/\E';LN? k/N{_\
HZNB&N/ 4/ (C-36) O\_NHE

1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)}-3-metoxibencil)piperazin-1-i)-3-(2-
aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-36) se prepard siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 35, excepto que
se utiliz6 acido  3-(2-((terc.-butoxicarbonil)amino)etoxi)propanoico en lugar de acido  2-(((terc.-
butoxicarbonil)amino)oxi)acético para proporcionar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-(2-aminoetoxi)propan-1-ona (C-36) en forma de un solido: '"H RMN (CDsOD):
67,26 (d, 1H), 7,09 (d, 1H), 6,86 (d, 1H), 6,59 (d, 1H), 6,13 (d, 1H), 5,43 (s, 2H), 4,57 (s, 2H), 3,94 (s, 3H), 3,73 (1, 2H),
3,58 (m, 4H), 3,54 (m, 2H), 3,37 (m, 2H), 2,93 (t, 2H), 2,66 (m, 2H), 2,44 (m, 4H), 1,41 (m, 2H), 1,27 (m, 2H), 1,15 (m,
2H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 553,4.

Ejemplo 37
Sintesis de N-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-37)
MeQ.
N
o

e TNH f@ﬁa_(_\

NS N/ bo]

)LN’ (C-37) A

[¢) O-NH,

N-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-37) se prepard siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 35,
excepto que se utilizé 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-3-(2-aminoetoxi)propan-1-ona (C-36) en lugar de Int-1 para proporcionar N-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-37) en
forma de un solido: '"H RMN (CDsOD): & 7,27 (d, 1H), 7,09 (d, 1H), 6,86 (d, 1H), 6,59 (d, 1H), 6,13 (d, 1H), 5,44 (s,
2H), 4,08 (s, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,72 (t, 2H), 3,56 (m, 8H), 3,40 (m, 4H), 2,64 (t, 2H), 2,44 (m, 4H), 1,43 (m, 2H), 1,27
(m, 2H), 1,14 (m, 2H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 626,4.

Ejemplo 38
Sintesis de (S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-2-(aminooxi)etanona (C-38)

HO.

\/\/\L "
NH

(o]
F Ay
SN AN ’

N
|
HQNJ\N/ 4 (C-38)

(S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-metoxibencil )piperazin-1-
il)-2-(aminooxi)etanona (C-38) se prepar6 siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 35, excepto porque se utilizd
el Compuesto (Int-2) en lugar del Compuesto (Int-1), para proporcionar (S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-
ilyamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-(aminooxi)etanona (C-38) en forma de
un solido: "H RMN (CDsOD): & 7,54 (d, 1), 7,40 (d, 1H), 7,13 (d, 1H), 6,68 (s, 1H), 6,29 (d, 1H), 5,69 (d, 1H), 5,48 (d,
1H), 4,36 (m, 3H), 3,96 (s, 3H), 3,74 (m, 2H), 3,51 (m, 4H), 2,66 (m, 4H), 1,49 (m, 1H), 1,38 (m, 3H), 1,24 (m, 2H), 0,96
(m, 2H), 0,84 (t, 3H). LRMS [M+H] = 541,3.

Ejemplo 39

(S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-39)
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HO.

\/\)\ "
0
NH f/z::z\’f"\NJL»/\D/“\/D\¢/\NH
NN N/ ’
HZN,"\N/ 4 (¢-39)

(S)-1-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-
i)-3-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-39) se prepar6 siguiendo un procedimiento similar del Ejemplo 35,
excepto que se utilizo Compuesto (Int-2) en lugar de Compuesto (Int-1) y acido 2,2-dimetil-4-oxo-3,8,11-trioxa-5-
azatetradecan-14-oico en lugar de acido 2-(((terc.-butoxicarbonil)amino)oxi)acético para proporcionar (S)-1-(4-(3-((2-
amino-4-((1-hidroxihexan-2-ilyamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-(2-(2-
aminoetoxi)etoxi)propan-1-ona (C-39) en forma de un solido: '"H RMN (CDsOD): & 7,56 (d, 1H), 7,44 (d, 1H), 7,16 (d,
1H), 6,77 (s, 1H), 6,31 (d, 1H), 5,71 (d, 1H), 5,50 (d, 1H), 4,38 (m, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,78 (m, 4H), 3,72 (m, 2H), 3,67
(m, 6H), 3,53 (m, 4H), 3,14 (m, 2H), 2,77 (m, 2H), 2,69 (m, 4H), 1,51 (m, 1H), 1,26 (m, 3H), 1,02 (m, 2H), 0,86 (t, 3H).
LRMS [M+H] = 627,5.

Ejemplo 40

Sintesis de (S)-N-(2-(2-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-40)

HQ MeO,

o)
\/\.lNH NCNJK/\O’\,O JOK’
N AN
,I‘;“L A {c-0) N
HoNT TN

(S)-N-(2-(2-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-40) se preparé6 siguiendo un
procedimiento similar al Ejemplo 35, excepto porque se utilizé el Compuesto (C-39) en lugar del Compuesto (Int-1),
para proporcionar (S)-N-(2-(2-(3-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-40) en forma de un sélido: '"H RMN
(CD30OD): 6 7,54 (d, 1H), 7,47 (d, 1H), 7,17 (d, 1H), 6,78 (s, 1H), 6,30 (d, 1H), 5,68 (d, 1H), 5,50 (d, 1H), 4,36 (m, 1H),
4,09 (s, 2H), 3,97 (s, 3H), 3,73 (m, 8H), 3,56 (m, 4H), 3,43 (t, 2H), 3,23 (m, 2H), 2,88 (m, 4H), 2,66 (t, 2H), 1,49 (m,
1H), 1,26 (m, 3H), 1,04 (m, 2H), 0,84 (t, 3H). LRMS [M+H] = 700,4.

Ejemplo 41

Sintesis de N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-41)

MsO
N o

— T NH ﬁ\aﬂ

b N

N o

P 4
NN ©-41) \

HN{

Q
NH,

N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-41) se prepard siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 35,
excepto que se utiliz6 Compuesto (C-20) en lugar de Compuesto (Int-1) para proporcionar N-(2-(2-(3-(4-(4-((2-amino-
4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)etil)-2-
(aminooxi)acetamida (C-41) en forma de un sélido: '"H RMN (CDsOD): & 7,25 (d, 1H), 7,11 (s, 1H), 6,86 (d, 1H), 6,58
(d, 1H), 6,12 (d, 1H), 5,43 (s, 2H), 4,10 (s, 2H), 3,96 (s, 3H), 3,76 (t, 2H), 3,60 (m, 12H), 3,44 (t, 2H), 3,36 (t, 2H), 2,66
(t, 2H), 2,46 (m, 4H), 1,40 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,15 (m, 2H), 0,89 (t, 3H). LRMS [M+H] = 670,4.

Ejemplo 42

Sintesis de 5-(4-((4-(2-(2-(aminooxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (C-42)
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Etapa 1. En la primera etapa se cargé un matraz de fondo redondo con 5-(2-metoxi-4-(piperazin-1-ilmetil) bencil)-N4-
pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.) y 2-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)oxi)etoxi)acetaldehido
(1,2 equiv.) en DCE (0,02 M) y a esta mezcla se afiadié acido acético (6,0 equiv.), la mezcla se agitdé durante 15
minutos a temperatura ambiente y luego se afiadié triacetoxiborohidruro de sodio (3,0 equiv.). La agitacion continué
durante otras 3 horas a temperatura ambiente. Los componentes volatiles se separaron luego en vacio. El residuo se
disolvié en MeOH y se purifico por HPLC de fase inversa, utilizando una columna C18 (eluyendo con acetonitrilo al
10-50%-H20 que contenia TFA al 0,05%) para suministrar 2-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)isoindolina-1,3-diona. LCMS [M+H]= 671,40.

Etapa 2. Un matraz de fondo redondo se cargd con 2-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-
5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)isoindolina-1,3-diona (1,0 equiv.), hidrato de hidrazina (10,0 equiv.),
MeOH (0,02 M) y agua (0,2 M). La mezcla se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se purificd por HPLC de fase inversa, utilizando una columna C18 (eluyendo con acetonitrilo al 10-50%-H20 que
contenia TFA al 0,05%). Las fracciones que contenian el producto deseado se agruparon y se concentraron a presion
reducida, el residuo se disolvié luego en MeOH y se cargd en una columna de resina MP Sphere PL-HCO3 pre-
acondicionada y se eluyd6 con MeOH vy el eluyente se concentré para proporcionar 5-(4-((4-(2-(2-
(aminooxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-diamina  (C-42) en
forma de un solido: "H RMN (CD3OD): & 7,22 (d, 1H), 7,08 (d, 1H), 6,83 (d, 1H), 6,56 (d, 1H), 6,10 (d, 1H), 5,40 (s,
2H), 3,94 (s, 3H), 3,76 (m, 2H), 3,60 (m, 4H), 3,50 (s, 2H), 3,34 (d, 3H), 2,59 (m, 4H), 2,49 (s, 4H), 1,38 (m, 2H), 1,26
(m, 2H), 1,12 (m, 2H), 0,87 (t, 3H). LCMS [M+H] = 541,40.

Nota: 2-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)oxi)etoxi)acetaldehido se preparé en un procedimiento de dos etapas:

Etapa 1: A una solucién de N-hidroxiftalimida (1,0 equiv.), dietilenglicol (1,0 equiv.) y trifenilfosfina (1,3 equiv.) en THF
(0,2 M) se anadié DEAD (solucion 2,2 M en tolueno, 1,3 equiv.) a 0°C. La solucién resultante se agité durante la noche
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentré en vacio. El residuo se purificd por cromatografia sobre
gel de silice (eluido con EtOA al 20-70%/ hexanos). El producto todavia contenia algo de Ph3sPO después de esta
cromatografia, luego se re-purificd por cromatografia de fase inversa (columna C18, se eluyé con CHsCN al 20-40-
100%/agua) para proporcionar 2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)isoindolina-1,3-diona LCMS [M+H] = 252,10.

Etapa 2: A una mezcla agitada de 2-(2-(2-hidroxietoxi)etoxi)isoindolina-1,3-diona (1,0 equiv.) y bicarbonato de sodio
(2,0 equiv.) en DCM seco (0,08 M) se afiadié peryodinano de Dess -Martin (2,0 equiv.) y la mezcla resultante se agitd
durante 3 horas a temperatura ambiente. . La mezcla de reaccién se diluyé con DCM, luego se lavé con solucién de
NaOH 1 N y salmuera, la capa organica se separd y se secé sobre MgSO4 y se evaporoé en vacio. La mezcla bruta
se purifico por cromatografia sobre gel de silice (eluida con EtAOc al 30-70%/Hexanos) para suministrar 2-(2-((1,3-
dioxoisoindolin-2-il)oxi)etoxi)acetaldehido. LCMS [M+H] = 250,10.

Ejemplo 43

Sintesis de N-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)propil)-2-(aminooxi)acetamida (C-43)

MeQC

~ TN Dq
N% _\_H\N P
B A I
NH,

N-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propil )-2-
(aminooxi)acetamida (C-43) se preparé siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 35, excepto que se utilizd
Compuesto (C-19) en lugar de Compuesto (Int-1) para proporcionar N-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propil)-2-(aminooxi)acetamida (C-43) en forma de un
solido: '"H RMN (CDsOD): & 7,12 (d, 1H), 6,98 (d, 1H), 6,73 (d, 1H), 6,45 (d, 1H), 6,00 (d, 1H), 5,30 (s, 2H), 3,97 (s,
2H), 3,84 (s, 3H), 3,41 (s, 2H), 3,25 (s, 2H), 2,40 (s, 6H), 2,27 (m, 3H), 1,63 (m, 2H), 1,28 (m, 2H), 1,17 (m, 3H), 1,02
(m, 2H), 0,77 (t, 3H). LCMS [M+H] = 568,40.

Ejemplo 44
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Sintesis de 5-(4-((4-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (C-44)

o]
_LNHQ

5-(4-((4-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil )-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-
diamina (C-44) se prepard siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 19, excepto que se utilizé (2-(2-(2-
bromoetoxi)etoxi)etil)carbamato de terc.-butilo en lugar de (3-bromopropil)carbamato de terc.-butilo para proporcionar
5-(4-((4-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)piperazin-1-il)metil)-2-metoxibencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidina-2,4-
diamina (C-44) en forma de un solido: '"H RMN (CD3OD): & 7,36 (d, 1H), 7,13 (d, 1H), 6,92 (d, 1H), 6,73 (d, 1H), 6,21
(s, 1H), 5,51 (s, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,69 (m, 12H), 3,53 (t, 2H), 3,12 (m, 2H), 2,84 (m, 8H), 1,50 (m, 2H), 1,28 (m, 2H),
1,17 (m, 2H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 569,3.

Ejemplo 45
Sintesis de N-(2-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-45)
MeC,
g O,
NJiN) e
HZN)LN/ 4 (C-45) D_\—NH

\y-NH,

N-(2-(2-(2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)etoxi)etoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-43) se prepard siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 35,
excepto que se utilizé Compuesto (C-44) en lugar de Compuesto (Int-1) para proporcionar N-(2-(2-(2-(4-(4-((2-amino-
4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)etoxi)etil)-2-
(aminooxi)acetamida (C-45) en forma de un solido: "H RMN (CDCls): & 7,20 (s, 1H), 6,97 (d, 1H), 6,90 (s, 1H), 6,87 (s,
1H), 6,76 (d, 1H), 6,56 (d, 1H), 6,17 (d, 1H), 5,84 (s, 2H), 5,21 (s, 2H), 4,69 (m, 2H), 4,07 (s, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,53 (m,
8H), 3,45 (m, 2H), 3,39 (s, 2H), 3,24 (m, 2H), 2,52 (t, 2H), 2,40 (m, 8H), 1,22 (m, 2H), 1,16 (m, 2H), 1,02 (m, 2H), 0,78
(t, 3H). LRMS [M+H] = 642,4.

Ejemplo 46

Sintesis de 5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)-5-oxopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-46)

o] o)
MeO,
N-0 0-N
MeO, ¢ m :b NN TNNH /’O/\NmN 0
o} o
S DIEA NN s
N D A g o
Xy
\ NH DMSO HoNT N
A P g
HoN N

N
(C-a8) o

Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), diisopropilamina (1,3 equiv.), disuccinimidal glutarato (1,3 equiv.) y DMSO
(0,1 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccion bruta se
purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar 5-(4-(4-
((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanoato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo (C-46) en forma de un sélido en forma de la sal de TFA: 'H RMN (DMSO): 8 7,41 (s, 1H), 7,37 (s,
3H), 7,19 (s, 1H), 6,94 (s, 1H), 6,57 (s, 1H), 6,22 (d, 1H), 5,56 (s, 2H), 4,30 (s, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,44 (m, 4H), 3,35 (m,
2H), 2,92 (m, 2H), 2,80 (m, 8H), 2,71 (m, 2H), 1,83 (m, 2H), 1,44 (m, 2H), 1,20 (m, 2H), 1,09 (m, 2H), 0,80 (t, 3H).
LRMS [M+H] = 649,3.

(Int-1)

Ejemplo 47
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Sintesis de 5-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanoato de (S)-2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-47)

HO

\/\)\ e
(8]
NH

AN/ 4 0N

HoN

5-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-

oxopentanoato de (S)-2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-47) se prepard siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 46,

excepto porque se utilizé el Compuesto (Int-2) en lugar del Compuesto (Int-1), para proporcionar 5-(4-(3-((2-amino-4-
((1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanoato  de
(8)-2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-47) en forma de un sélido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (DMSO): 5 7,54 (s, 1H),
7,43 (s, 3H), 7,22 (s, 1H), 6,61 (s, 1H), 6,28 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,67 (d, 1H), 5,50 (d, 1H), 4,82 (s, 1H), 4,39 (s, 1H),
4,22 (m, 2H), 3,89 (s, 3H), 3,36 (m, 4H), 3,28 (m, 2H), 2,92 (m, 2H), 2,82 (m, 8H), 2,72 (m, 2H), 1,84 (m, 2H), 1,34 (m

2H), 1,15 (m, 2H), 0,86 (m, 2H), 0,77 (t, 3H). LRMS [M+H] = 679,3.

Ejemplo 48

Sintesis de acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(((S)-1-hidroxihexan-2-il)Jamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-
5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-48)

o}
BocHN\)LOH
\/\J\ iy DIEA \kl \/\)\
[0}
s Hs
(c) Mo (48} ’\’\,}DH

<
Un matraz de fondo re4dondo se cargé con 5-(4-(3-((2-amino-4-((1-hidroxihexan-2-ilyamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-
5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanoato de (S)-2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-47) (1,0 eq), Boc-Lys-OH
(2,0 eq), DIEA (5,0 eq) y DMF (30 mM). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas y los
componentes volatiles se separaron en vacio. La mezcla de reaccion bruta se purificod utilizando RP-HPLC (TFA al
0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para obtener acido (S)-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(((S)-1-
hidroxihexan-2-il)amino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)-2-
((terc.-butoxicarbonil)amino)hexanoico LCMS [M+1] = 810,5. Acido (S)-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(((S)-1-hidroxihexan-2-
illamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)-2-((terc.-
butoxicarbonil)amino)hexanoico se traté con TFA al 30% en volumen en DCM 0,1 M y los componentes volatiles se
separaron en vacio para obtener acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(((S)-1-hidroxihexan-2-il)amino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-48) en forma de un
solido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (CD3OD): & 7,49 (m, 2H), 7,21 (d, 1H), 6,77 (s, 1H), 6,29 (d, 1H), 5,68 (d,
1H), 5,50 (d, 1H), 4,36 (m, 1H), 4,20 (m, 2H), 3,99 (S, 3H), 3,93 (m, 1H), 3,76 (m, 2H), 3,50 (m, 2H), 3,19 (m, 4H), 2,44
(t, 2H), 2,24 (t, 2H), 2,16 (m, 4H), 1,88 (m, 4H), 1,51 (m, 2H), 1,25 (m, 6H), 1,03 (m, 2H), 0,84 (t, 3H). LRMS [M+H] =
710,3.

Ejemplo 49

Sintesis de acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-49)

phe
J\ (c49) /\/\/}’OH

HoN o

Acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil)-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-49) se prepard siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 48, excepto
porque se utilizé el Compuesto (C-46) en lugar del Compuesto (C-47), para proporcionar acido (S)-2-amino-6-(5-(4-
(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-
oxopentanamido)hexanoico (C-49) en forma de un sélido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (CDsOD): 8 7,37 (d, 1H),
7,22 (d, 1H), 7,01 (d, 1H), 6,78 (d, 1H), 6,23 (s, 1H), 5,56 (s, 2H), 4,07 (m, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,79 (m, 1H), 3,73 (m,
2H), 3,55 (m, 2H), 2,98 (m, 4H), 2,43 (t, 2H), 2,23 (t, 2H), 2,04 (m, 4H), 1,89 (m, 4H), 1,54 (m, 6H), 1,30 (m, 2H), 1,19
(m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 680,4.
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Ejemplo 50

Sintesis de 5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)propil)Jamino)-5-oxopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-50)

MeO. NCN’\/’\ 7 Q
S SNH HJK/\J( 0
O‘N
NI SN (C-50) )5
V4
HQN’kN/

5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propilJamino)-

5-oxopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-50) se preparé siguiendo un procedimiento similar al del Ejemplo 46,
excepto que se utilizé Compuesto (C-19) en lugar de Compuesto (Int-1) para proporcionar 5-((3-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)propil)amino)-5-oxopentanoato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo (C-50) en forma de un so¢lido de la sal de TFA: 'H RMN (DMSO): & 8,00 (s, 1H), 7,40 (m, 4H), 7,02
(s, 1H), 6,82 (s, 1H), 6,55 (d, 1H), 6,21 (d, 1H), 5,53 (s, 2H), 3,83 (, m, 5H), 3,00 (m, 8H), 2,81 (m, 4H), 2,69 (m, 2H),
2,19 (m, 2H), 1,84 (m, 2H), 1,75 (m, 4H), 1,45 (m, 2H), 1,22 (m, 4H), 1,09 (m, 4H), 0,80 (t, 3H). LRMS [M+H] = 706,4.

Ejemplo 51

Sintesis de acido (S)-2-amino-6-(5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)propil)amino)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-51)

s]
o AR
A N
V\/\NH (\Q/\ H §H7
NN (C-51 OH

| Y 0
H;N)\N/

Acido (S)-2-amino-6-(5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil}-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)propil)amino)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-51) se preparo siguiendo un procedimiento
similar al Ejemplo 48, excepto porque se utilizé el Compuesto (C-50) en lugar del Compuesto (C-47), para proporcionar
acido (S)-2-amino-6-(5-((3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)propil)amino)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-51) en forma de un sélido en forma de la
sal de TFA: '"H RMN (CD30OD): & 7,35 (d, 1H), 7,12 (s, 1H), 6,94 (d, 1H), 6,75 (d, 1H), 6,22 (s, 1H), 5,52 (s, 2H), 3,92
(s, 3H), 3,86 (t, 1H), 3,71 (s, 2H), 3,54 (, m, 2H), 3,22 (m, 8H), 3,05 (m, 2H), 2,82 (m, 2H), 2,21 (m, 4H), 1,89 (m, 4H),
1,53 (m, 6H), 1,30 (m, 4H), 1,18 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 737 4.

Ejemplo 52

Sintesis de 5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-
il)-5-oxopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-52)

! O—N;j
N
(A M o
WNH o
N ({C-52)
N7 Q
N A7 0
HoN" N

5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-oxopentanoato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-52) se preparo siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 46, excepto que se utilizd
el Compuesto (Int-3) en lugar del Compuesto (Int-1) para proporcionar 5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (C-52) en
forma de un sélido en forma de la sal de TFA: LRMS [M+H] = 649 4.

Ejemplo 53

Sintesis de acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-
metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-53)
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SN d ic-53)

N
P
HNTTN

Acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il )metil)-4-metoxibencil )piperazin-
1-il)-5-oxopentanamido)hexanoico (C-53) se prepard siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 48, excepto que
se utilizé el Compuesto (C-52) en lugar del Compuesto (C-47) para proporcionar acido (S)-2-amino-6-(5-(4-(3-((2-
amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-4-metoxibencil )piperazin-1-il)-5-
oxopentanamido)hexanoico (C-53) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (DMSO): & 8,22 (s, 3H),
7,79 (t, 1H), 7,51 (s, 2H), 7,42 (m, 2H), 7,27 (t, 1H), 7,17 (d, 1H), 6,61 (s, 1H), 6,23 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,05 (m, 2H),
3,87 (s, 5H), 3,42 (m, 3H), 3,02 (m, 3H), 2,89 (m, 2H), 2,31 (t, 2H), 2,09 (t, 2H), 1,72 (m, 4H), 1,41 (m, 5H), 1,22 (m,
2H), 1,07 (m, 2H), 0,83 (t, 3H). LRMS [M+H] = 680,4.

Ejemplo 54

Sintesis de 5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)-5-oxopentanoato de perfluorofenilo (C-54)

F. i o 0. ] F Heo
N
F F F F M N F
ST N 8 o
o, F 0L e :
NH {C-54) 0F
F
¢

H:N’LN’
Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), DIEA (3,0 equiv.), glutarato de bis(perfluorofenilo) (2,0 equiv.) y DMF (0,01
M). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 horas y después la mezcla de reaccion bruta se purifico
por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en Hz20, columna C18) proporcionando 5-(4-(4-((2-amino-4-
(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-5-oxopentanoato de perfluorofenilo
(C-54) en forma de un sdlido en forma de la sal de TFA. LCMS [M+1] = 718 4.

N7 Sy-N
| NJI\N/ Y {Int-1 DIEA. DMF
’

Nota: Glutarato de bis(perfluorofenilo) se preparé mediante adicidén de dicloruro de glutamilo (1,0 equiv.), THF (0,15
M) y trietilamina (2,2 equiv.) a un matraz de fondo redondo y enfriando la mezcla de reaccién a 0 °C. Luego se afhadio
lentamente una solucion de 2,3,4,5,6-pentafluorofenol (2,1 equiv.) en THF (1,2 M). La mezcla de reaccion se agitd
durante 2 horas a temperatura ambiente. La mezcla se filtré a través de gel de silice y luego se concentré en vacio.
El residuo se purific6 mediante columna de gel de silice eluida con hexano-acetato de etilo (9:1) y se concentrd para
dar glutarato de bis(perfluorofenilo) en forma de un sélido.LCMS [M+23] = 487,2.

Ejemplo 55

Sintesis de 3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-
1-il)-3-oxopropoxi)propanoato de perfluorofenilo (C-55)

N
F
D A L
Y H DIEA, DMF JI\ At (C-55) T
J'\Nf VAR : HNT N o g :
F

3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)propanoato de perfluorofenilo (C-55) se preparé en forma de un sélido en forma de la sal de TFA siguiendo
un procedimiento similar al Ejemplo 54, excepto que se utilizé 3,3’-oxidipropanoato de bis(perfluorofenilo) en lugar de
glutarato de bis(perfluorofenilo). '"H RMN (Acetonitrilo-ds) & 7,33 (d, 1H), 7,30 (d, 1H), 6,95 (d, 1H), 6,73 (d, 1H), 6,22
(d, 1H), 6,06 (m, 1H), 5,43 (s, 2H), 4,18 (s, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,81 (t, 2H), 3,74 (1, 2H), 3,47 (m, 2H), 2,95 (t, 2H), 2,60
(t, 2H), 2,14 (d, 2H), 1,45 (m, 2H), 1,28 (m, 2H), 1,15 (m, 2H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 748,4. '°F RMN (471 MHz,
Acetonitrilo-ds) & -154,71 (d, 2F), -160,40 (d, 1F), -164,57 (dd, 2F).

Ejemplo 56
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Sintesis de 3-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)propanoato de perfluorofenilo (C-56)

MeQ
=

o TS WO,
H;NA‘N/ 7 o gf\/ of F

3-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil))piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)etoxi)propanoato de perfluorofenilo (C-56) se preparé siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 54,
excepto que se utilizé 3,3'-(etano-1,2-diilbis(oxi))dipropanoato de bis(perfluorofenilo) en lugar de glutarato de
bis(perfluorofenilo) para obtener  3-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etoxi)propanoato de perfluorofenilo (C-54). LRMS [M+H] = 792,4.

Ejemplo 57

Sintesis de acido (S)-2-amino-6-(3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)propanamido)hexanoico (C-57)

o

EIocHN\E)LOH o

MeQ, \H HEN\)LOH
S MeQ, 2
NH KQI\N’\ F i) DIEA
N K,N R o r NH, S NNH N"»

N (©-55) \'or\’ Y W TPA NN N o~ NH

A F g — I p DGt §

§ HzN)\N/ (C-57) o} 0

Un matraz de fondo re4dondo se cargd con 3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-
3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)propanoato de perfluorofenilo (C-55) (1,0 equiv), Boc-Lys-OH (2,0 equiv),
DIEA (5,0 equiv.) y DMF (30 mM). La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas y los componentes
voltiles se separaron en vacio. La mezcla de reaccion bruta se purificé utilizando RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN:
TFA al 0,05% en H20, columna C18) para obtener acido (S)-6-(3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)propanamido)-2-((terc.-
butoxicarbonil)amino)hexanoico. LCMS [M+1] = 810,5. El compuesto protegido con boc se traté con TFA al 30% en
volumen en DCM 0,1 M y luego los componentes volatiles se separaron en vacio para obtener acido (S)-2-amino-6-
(3-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-3-
oxopropoxi)propanamido)hexanoico (C-57) en forma de un solido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (DMSO): 5 8,18
(m, 3H), 7,80 (s, 1H), 7,41 (m, 4H), 7,18 (s, 1H), 6,94 (d, 1H), 6,59 (d, 1H), 6,22 (d, 1H), 5,56 (s, 2H), 4,24 (m, 1H),
3,86 (m, 7H), 3,56 (m, 4H), 3,44 (m, 4H), 3,01 (m, 4H), 2,60 (m, 2H), 2,28 (m, 2H), 1,74 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 1,38 (m,
3H), 1,21 (m, 3H), 1,09 (m, 2H), 0,80 (t, 3H). LCMS [M+1] = 710,5.

Ejemplo 58

Sintesis de N-(15-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-15-oxo-3,6,9,12-tetraoxapentadecil)-5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-
d]imidazol-4-il)pentanamida (C-58)

Q HN-(O
NH

S

o}
MeC- NON )I\/\O/\/O\/\O/\/O\/\N

I/~NH_ N ’ (C-58)
N>\ﬁrj
HN

N-(15-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-1-il)-15-oxo-
3,6,9,12-tetraoxapentadecil)-5-((3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanamida (C-58) se
prepardé siguiendo un procedimiento similar al Ejemplo 46, excepto que se utilizé 17-oxo-21-((3aS,4S,6aR)-2-
oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)-4,7,10,13-tetraoxa-16-azahenicosan-1-oato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo en
lugar de glutarato de disuccinimidal para proporcionar  N-(15-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxapentadecil)-5-((3aS,4S,6aR)-2-
oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanamida (C-58) en forma de un sdlido en forma de la sal de TFA: 'H
RMN (DMSO): 5 7,84 (m, 2H), 7,42 (m, 4H), 7,22 (m, 1H), 6,94 (d, 1H), 6,56 (d, 1H), 6,42 (s, 1H), 6,37 (s, 1H), 6,22
(s, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,29 (m, 2H), 4,11 (m, 2H), 3,86 (s, 3H), 3,60 (m, 4H), 3,48 (m, 16H), 3,37 (m, 4H), 3,16 (m, 4H),
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3,08 (m, 2H), 2,80 (m, 1H), 2,56 (m, 2H), 2,05 (m, 2H), 1,58 (m, 1H), 1,45 (m, 5H), 1,23 (m, 4H), 1,07 (m, 2H), 0,80 (t,
3H). LRMS [M+H] = 911,6.

Ejemplo 59

Sintesis de 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-
carboxilato de 4-((R)-6-amino-2-((S)-2-(3-(2,5-diox0-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamido)-3-
fenilpropanamido)hexanamido)bencilo (C-59)

o]
‘ § N;b
0, PN
NN HN 4

O:
N™ N
ST 0 5
- O,
O?/r- \_@—Nt-z
(C-59) NHz

4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazina-1-carboxilato de 4-((R)-
6-amino-2-((S)-2-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamido)-3-fenilpropanamido)hexanamido)bencilo (C-59)
se preparé en forma de un sélido en forma de la sal de TFA de acuerdo con el esquema mostrado para el Ejemplo (C-
30), excepto que se utilizd ((S)-1-(((R)-6-amino-1-((4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxohexan-2-
ilJamino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo en lugar de ((S)-3-metil-1-(((S)-1-((4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxo-5-ureidopentan-2-ilJamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato de (9H-
fluoren-9-il)metilo en la primera etapa: '"H RMN (CDsOD): & 8,26 (d, 1H), 7,91 (t, 1H), 7,61 (d, 2H), 7,35 (m, 3H), 7,25
(m, 3H), 7,19 (m, 3H), 7,03 (d, 1H), 6,79 (d, 1H), 6,76 (s, 2H), 6,24 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 4,41 (m, 1H),
4,33 (s, 2H), 3,98 (t, 1H), 3,95 (s, 3H), 3,70 (m, 3H), 3,54 (t, 2H), 3,24 (m, 4H), 3,10 (m, 1H), 3,02 (m, 1H), 2,83 (m,
1H), 2,47 (t, 2H), 1,92 (m, 2H), 1,52 (m, 4H), 1,42 (m, 2H), 1,30 (m, 3H), 1,18 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] =
1013,5.

Ejemplo 60

Sintesis de 4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-
carboxilato de 4-((S)-2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanamido)-3-
metilbutanamido)propanamido)bencilo (C-60)

MeQ,
NN

r@“ N
N K, Hos
HzNiN’ / Ngr O\’O’Ngf\ Hﬁj
(\;)r\lo\/\N O
B

4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazina-1-carboxilato de 4-((S)-
2-((S)-2-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanamido)-3-metilbutanamido)propanamido)bencilo (C-60)
se preparé en forma de un sélido en forma de la sal de TFA de acuerdo con el esquema mostrado para el Ejemplo (C-
30), excepto que se utilizd ((S)-3-metil-1-(((S)-1-((4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)Jamino)-1-oxopropan-2-
illamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo en lugar de ((S)-3-metil-1-(((S)-1-((4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)amino)-1-oxo-5-ureidopentan-2-ilJamino)-1-oxobutan-2-il)carbamato de (9H-
fluoren-9-il)metilo en la primera etapa: '"H RMN (CD3OD): & 9,65 (s, 1H), 8,20 (d, 1H), 7,97 (d, 1H), 7,60 (m, 2H), 7,34
(m, 2H), 7,31 (s, 1H), 7,22 (d, 1H), 7,03 (d, 1H), 6,80 (m, 2H), 6,77 (s, 2H), 6,23 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 5,11 (s, 2H), 4,48
(t, 1H), 4,31 (s, 3H), 4,15 (t, 1H), 3,95 (m, 4H), 3,68 (m, 4H), 3,62 (m, 2H), 3,53 (m, 8H), 2,49 (t, 2H), 2,11 (m, 1H),
1,52 (m, 2H), 1,44 (d, 3H), 1,28 (m, 2H), 1,18 (m, 2H), 0,98 (m, 6H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 952,6.

(C-60)

Ejemplo 61
Sintesis de acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-

3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
iljpropanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-61)

139



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2798 649 T3

d-ﬂl“'}-ﬂ o "'-\_,S\ g _— ,..-\IH-“ . M_nd‘h
B T T ) = o HEOAT 'l iy N ¥
\jﬁ % ‘I\:E- "o q-{,}'-'r"_-ﬁ Fo E#':: s -."\H-‘j; . I‘w::l}_uﬂ""\._:i“ s
o T e B s = S
o [T * l-'*{_,, i [ (LT _'JI'-“ )
RV 5;‘"'}‘\ : j’j‘ oo _;:;. RN /_r_r".,-\ [ r™
uoH L] -.'" :\:} i :"{-\:.- o 3 '\.":r"' st "\.,-H' % --"\_.'._J\'"
WL D _1:1:;' h's '-'\__4‘_%"' g M'I; EEA [ . n"'J"'-. _}‘ q} \_u '{ N
- ’ Koo ° Lies "

Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), HOAT (2,0 equiv.), base de Huenig (14,0 equiv.), triacetato de
(3S,4R,5R,6R)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,2 equiv.) y piridina:DMF (1:4,
0,015 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla de reaccién bruta se
purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar triacetato
de (3S,4R,5R,6R)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil Joxi)metil )fenoxi)-6-
(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo en forma de un sdélido: LCMS [M+H] = 1212,4.

Etapa 2: Triacetato de (3S,4R,5R,6R)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-(((4-(4-((2-
amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil )fenoxi)-6-
(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,0 equiv.) se disolvié en MeOH, THF y agua (2:1:0,4) (0,005 M). Luego
se afnadio LiOH (8,0 equiv.) y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion
bruta se purificé luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar
acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-aminopropanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico en forma de un sdélido: LCMS [M+H] = 850,4.

Etapa 3: Un matraz de fondo redondo se cargd con acido (2R,3R,4R,5S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-aminopropanamido)fenoxi)-3,4,5-
trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (1,0 equiv.), acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico (2,0
equiv.), base de Huenig (6,0 equiv.), HBTU (1,8 equiv.) y DMF (0,003 M). La reaccién se mantuvo agitando a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
La mezcla de reaccion bruta se purifico luego por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna
C18) para proporcionar acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-61) en forma de un sélido en
forma de la sal de TFA: LCMS [M+H] = 1001,3.

Ejemplo 62

Sintesis de acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-
3-metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-62)
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Acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-(((4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-carbonil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-

il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-62) se prepard en forma
de un sélido en forma de la sal de TFA de acuerdo con el esquema mostrado para el Ejemplo (C-61), excepto que se
utilizé acido 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoico en lugar de acido 3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-
pirrol-1-il)propanoico en la ultima etapa: '"H RMN (CDsOD): & 8,20 (d, 1H), 7,37 (d, 1H), 7,21 (m, 2H), 7,05 (m, 1H),
6,99 (d, 1H), 6,78 (m, 3H), 6,23 (d, 1H), 5,55 (s, 2H), 5,09 (s, 2H), 3,92 (m, 4H), 4,81 (d, 1H), 4,00 (s, 2H), 3,94 (s, 3H),
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3,89 (d, 1H), 3,62 (m, 9H), 3,53 (m, 8H), 2,90 (m, 3H), 2,66 (t, 2H), 2,37 (t, 2H), 1,51 (m, 2H), 1,29 (m, 2H), 1,17 (m,
2H), 0,87 (t, 3H). LRMS [M+H] = 1045 4.

Ejemplo 63
Sintesis de N-(2-((5-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-

metoxibencil)piperazin-1-il)-2-metil-5-oxopentan-2-il)disulfanil)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
iljpropanamida (C-63)
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Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 5-(2-metoxi-5-(piperazin-1-iimetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), 4-metil-4-(metildisulfanil)pentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,3 equiv.),
base de Huenig (20,0 equiv.) y DMF (0,03 M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas.
La mezcla de reaccién bruta se purificd luego por RP-C18 ISCO (ACN:H20, con TFA como modificador) y luego se
liofiliz6 para dar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-
metil-4-(metildisulfanil)pentan-1-ona en forma de un sdélido en forma de la sal de TFA: LCMS [M+H] = 614,3.

Etapa 2: Un matraz de fondo redondo se cargd con 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-metil-4-(metildisulfanil)pentan-1-ona (1,0 equiv.), (2S,3S)-1,4-
dimercaptobutano-2,3-diol (1,0 equiv.) y dimetilacetamida:H20 (1:1, 0,03 M). La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion bruta se purificéd luego por RP-C18 ISCO (ACN:H20,
con TFA como modificador) y luego se liofilizé para dar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-mercapto-4-metilpentan-1-ona en forma de un sélido en forma de la sal de
TFA: LCMS [M+H] = 568,3.

Etapa 3: Un matraz de fondo redondo se cargd con 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-mercapto-4-metilpentan-1-ona (1,0 equiv.), 2-piridin-2-ildisulfanil)etan-1-
amina sal HCI (2,0 equiv.), base de Huenig (10,0 equiv.) y THF:PBS (1:1, 0,03 M). La mezcla de reaccion se agit6 a
temperatura ambiente durante 15 minutos. La mezcla de reaccioén bruta se purificéd luego utilizando RP-C18 ISCO
(ACN:H20, con TFA como modificador) y luego se liofilizé para dar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-mercapto-4-((2-aminoetil)disulfanil)-4-metilpentan-1-ona en
forma de un sélido en forma de la sal de TFA: LCMS [M+H] = 643,4.

Etapa 4: Un matraz de fondo redondo se cargd con 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
illmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-4-((2-aminoetil)disulfanil)-4-metilpentan-1-ona (1,0 equiv.), acido 3-(2,5-dioxo-
2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanoico (1,0 equiv.), base de Huenig (5,0 equiv.), HATU (1,0 equiv.) y DMF (0,02 M). La
mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccioén bruta se purificd luego
utilizando RP-C18 ISCO (ACN:H20, con TFA como modificador) y luego se liofilizé para dar N-(2-((5-(4-(4-((2-amino-
4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-metil-5-oxopentan-2-
il)disulfanil)etil)-3-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)propanamida (C-63) en forma de un sélido en forma de la sal de
TFA: '"H RMN (CDsOD): & 7,37 (d, 1H), 7,26 (d, 1H), 7,08 (m, 1H), 6,83 (d, 1H), 6,81 (s, 2H), 6,24 (d, 1H), 5,58 (s,
2H), 4,37 (s, 2H), 4,20 (a, 4H), 3,97 (s, 3H), 3,75 (i, 2H), 3,55 (t, 2H), 3,38 (m, 2H), 3,38 (a, 4H), 2,72 (t, 2H), 2,55 (m,
2H), 2,45 (t, 2H), 1,89 (m, 2H), 1,54 (m, 2H), 1,31 (m, 8H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 794 4.

Ejemplo 64
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Sintesis de 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)-4-metil-4-(metiltio)pentan-1-ona (C-64)

N7 = N N
ey (CB4) X

P
N (o] s—

1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil piperazin-1-il)-4-metil-4-
(metiltio)pentan-1-ona (C-63) se prepard siguiendo el procedimiento descrito para el compuesto intermedio Int-1,
excepto utilizando 4-metil-4-(metiltio)-1-(piperazin-1-il)pentan-1-ona en lugar de piperazina-1-carboxilato de terc.-butilo
en la etapa 3. La mezcla de reaccion bruta se purificd luego utilizando RP-C18 ISCO (ACN:H20, con TFA como
modificador) y luego se liofilizé para dar 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-4-metil-4-(metiltio)pentan-1-ona (C-64) en forma de un sdlido en forma de la sal de TFA:
"H RMN (CD30OD): 6 7,36 (d, 1H), 7,25 (d, 1H), 7,05 (m, 1H), 6,81 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,58 (s, 2H), 4,34 (s, 2H), 3,90
(a, 4H), 3,96 (s, 3H), 3,55 (t, 2H), 3,28 (a, 4H), 2,55 (m, 2H), 1,95 (s, 3H), 1,80 (m, 2H), 1,54 (m, 2H), 1,31 (m, 2H),
1,27 (s, 6H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 582 4.

Ejemplo 65
Sintesis de acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-

il)metil)-3-metoxibencil)piperazina-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-
pirrol-1-il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-65)
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Etapa 1: Un matraz de fondo redondo se cargd con 2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
ilmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etan-1-ol (C-68) (1,0 equiv.), triclorofosfano (3,0 equiv.), trietilamina (9,0 equiv.)
y THF (0,2 M) a 0°C y se deja agitar durante 1 h. La reaccion se enfrié luego bruscamente mediante la adicion lenta
de agua helada y se lavé con EtOAc 3 veces. La capa acuosa que contenia el producto deseado se liofilizo a
continuacion. Hidrégeno-fosfato de  2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etilo se aisl6é y se utilizé en la siguiente etapa sin purificacién adicional: LCMS [M+H] =
546,3.

Etapa 2: Un matraz de fondo redondo se cargd con triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-(hidroximetil )fenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,0
equiv.), hidrégeno-fosfato de 2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etilo (2,0 equiv.), cloruro de pivaloilo (42,0 equiv.) y piridina (0,03 M). La mezcla de reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. En este punto se afadio diyoduro (1,06 equiv.) en piridina:H20 (1:0,1,
0,14 M) y la mezcla se agité durante 10 min. La mezcla de reaccién bruta se purificé luego utilizando RP-HPLC (TFA
al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para obtener triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-(3-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
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imetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil Joxi)metil)fenoxi)-6-(metoxicarbonil )tetrahidro-2H-piran-
3,4,5-triilo en forma de un solido en forma de la sal de TFA: LCMS [M+H] = 1292,5.

Etapa 3: Un matraz de fondo redondo se cargd con triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-(3-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)propanamido)-4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)metil)fenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,0
equiv.), hidroxido de litio-H20 (10,0 equiv.) y MeOH:H20 (3:1,5, 0,007 M). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion bruta se purificéd luego utilizando RP-C18 ISCO (ACN:H20, con TFA
como modificador) y luego se liofilizd para dar acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil Joxi)metil }-2-(3-
aminopropanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico en forma de un sélido en forma de la sal
de TFA: LCMS [M+H] = 930,4.

Etapa 4: Un matraz de fondo redondo se cargé con &cido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil Joxi)metil )-2-(3-
aminopropanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (1,0 equiv.), acido 3-(2-(2,5-dioxo-2,5-
dihidro-1H-pirrol-1-il)etoxi)propanoico (1,0 equiv.), base de Huenig (6,0 equiv.), HATU (1,0 equiv.) y DMF (0,005 M).
La reaccion se mantuvo agitando a temperatura ambiente durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se purificd luego
por RP-HPLC (TFA al 0,035% en ACN: TFA al 0,05% en H20, columna C18) para proporcionar acido
(2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil )-3-
metoxibencil)piperazina-1-il)etoxi)(hidroxi)fosforil)oxi)metil)-2-(3-(3-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-
il)etoxi)propanamido)propanamido)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (C-65) en forma de un
solido en forma de la sal de TFA: '"H RMN (CDsOD): 5 8,19 (s, 1H), 7,37 (d, 1H), 7,14 (m, 3H), 6,79 (s, 2H), 6,77 (d,
1H), 6,22 (d, 1H), 5,53 (s, 2H), 4,86 (s, 2H), 4,84 (d, 1H), 4,08 (s, 2H), 3,95 (d, 1H), 3,92 (s, 3H), 4,00 (a, 4H), 3,76 (s,
2H), 3,62 (m, 5H), 3,53 (m, 10H), 3,27 (m, 2H), 2,85 (m, 4H), 2,63 (m, 2H), 2,37 (t, 2H), 1,52 (m, 2H), 1,31 (m, 2H),
1,17 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H/2Z] = 563,4.

Ejemplo 66

Sintesis de acido (2R,2'R)-3,3'-((2-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-2-oxoetoxi)imino)propano-1,3-diil)bis(sulfanodiil))bis(2-aminopropanoico (C-66)
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Un matraz de fondo re4dondo se cargd con 1-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-
metoxibencil)piperazin-1-il)-2-aminooxi)etan-1-ona (C-35) (2,4 equiv), acido (2R,2'R)-3,3-((2-oxopropano-1,3-
diil)bis(sulfanodiil))bis(2-aminopropanoico (1,0 equiv.) y etanol (0,02 M). La mezcla de reaccién se agité a la
temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccion bruta se purificd utilizando RP-C18 ISCO (ACN:Hz0,
con TFA como modificador) y luego se liofilizé para dar acido (2R,2'R)-3,3'-((2-((2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-
pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-2-oxoetoxi)imino)propano-1,3-diil )bis(sulfanodiil) )bis(2-

aminopropanoico (C-66) en forma de un sdlido: '"H RMN (CD30D): & 7,35 (d, 1H), 7,28 (d, 1H), 7,05 (m, 1H), 6,80 (d,
1H), 6,23 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,32 (s, 2H), 4,20 (m, 1H), 4,05 (m, 1H), 3,94 (s, 3H), 3,81 (m, 4H), 3,55 (m, 2H), 3,44
(m, 2H), 3,20 (m, 4H), 2,96 (m, 1H), 2,88 (m, 1H), 1,53 (m, 2H), 1,31 (m, 2H), 1,18 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H]
=789,3.

Ejemplo 67
Sintesis de acido (R)-2-amino-6-((((R)-2-amino-2-carboxietil)tio)metil)-17-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-

pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-10,17-dioxo-8,14-dioxa-4-tia-7,11-
diazaheptadec-6-enoico (C-67)
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HO, o
, By
Meopﬂh‘@“’k/\ H b
JINH 4 J
N%:ﬂ (C-67) s
H,N N HzN OH

Un matraz de fondo red4dondo se cargd con N-(2-(3-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-
illmetil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)-3-oxopropoxi)etil)-2-(aminooxi)acetamida (C-37) (2,4 equiv), acido (2R,2'R)-3,3'-
((2-oxopropano-1,3-diil)bis(sulfanodiil))bis(2-aminopropanoico (1,0 equiv) y etanol (0,02 M). La mezcla de reaccion se
agitd a la temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccién bruta se purificé utilizando RP-C18 ISCO
(ACN:H20, con TFA como modificador) y luego se liofilizd para dar acido (R)-2-amino-6-((((R)-2-amino-2-
carboxietil)tio)metil)-17-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil )piperazin-
1-il)-10,17-dioxo-8,14-dioxa-4-tia-7,11-diazaheptadec-6-enoico (C-67) en forma de un sélido: '"H RMN (CD30D): 5 7,36
(d, 1H), 7,29 (d, 1H), 7,07 (m, 1H), 6,80 (d, 1H), 6,24 (d, 1H), 5,57 (s, 2H), 4,57 (s, 2H), 4,31 (m, 2H), 4,11 (m, 1H),
4,03 (m, 1H), 3,95 (s, 3H), 3,86 (a, 4H), 3,73 (t, 2H), 3,54 (m, 6H), 3,40 (m, 2H), 3,20 (m, 8H), 2,96 (m, 2H), 2,67 (t,
2H), 1,52 (m, 2H), 1,30 (m, 2H), 1,19 (m, 2H), 0,88 (t, 3H). LRMS [M+H] = 904 4.

Ejemplo 68

Sintesis de 2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-
il)etan-1-ol (C-68)

HQNJI\N’ 7 (c-68) ~on

Un matraz de fondo redondo se cargé con 5-(2-metoxi-4-(piperazin-1-ilmetil)bencil)-N4-pentil-5H-pirrolo[3,2-
d]pirimidina-2,4-diamina (Int-1, 1,0 equiv.), 2-bromoetan-1-ol (1,3 equiv.), trietilamina (20,0 equiv.) y acetonitrilo (0,03
M). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion bruta se purificd
entonces mediante cromatografia ISCO (MeOH al 0 - 10%:DCM) para proporcionar 2-(4-(4-((2-amino-4-(pentilamino)-
5H-pirrolo[3,2-d]pirimidin-5-il)metil)-3-metoxibencil)piperazin-1-il)etan-1-ol (C-68) en forma de un sdlido: '"H RMN
(CD30D): 6 7,22 (d, 1H), 7,08 (d, 1H), 6,83 (d, 1H), 6,55 (d, 1H), 6,10 (d, 1H), 5,39 (s, 2H), 3,93 (s, 3H), 3,66 (t, 2H),
3,50 (s, 2H), 3,32 (m, 2H), 3,20 (s, 1H), 2,51 (m, 10H), 1,37 (m, 2H), 1,27 (m, 2H), 1,25 (s, 1H), 1,12 (m, 2H), 0,86 (t,
3H). LRMS [M+H] = 482,4.

Ejemplo 69
Compuestos de Férmula (I) se ensayaron para medir su actividad como agonistas del receptor 7 tipo toll.

Ensayo del gen informador

Células del rifidn embrionario humano 293 (HEK293) se transfectaron de manera estable con TLR7 humano y un
vector informador de luciferasa dirigido por NF-kB (pNifty-Luciferase). Como ensayo de control, se utilizaron HEK293
normales transfectadas con pNifty-Luc. Las células se cultivaron en DMEM complementado con L-glutamina 2 mM,
FBS inactivado por calor al 10%, penicilina y estreptomicina al 1%, puromicina 2 pyg/ml (InvivoGen n°® ant-pr-5) y 5
pg/ml de blasticidina (Invitrogen n° 46- 1120). El tampdn de ensayo Bright-Glo™ Luciferase y sustrato y fueron
suministrados por Promega n°® E263B y n° E264B (sustrato de ensayo y tampodn, respectivamente). Greiner bio-one
(n° 789163-G) suministré placas de fondo transparente de 384 pocillos y fueron placas personalizadas con cédigo de
barras.

Las células se colocaron en placas a razén de 25.000 células/pocillo en placas de 384 pocillos en un volumen final de
50 pl de medio. Se permitié que las células se adhirieran a las placas después de un cultivo durante la noche (18
horas) a 37°C y 5% de CO2. Los compuestos de control positivo y experimental diluidos en serie se dispensaron luego
a cada uno de los pocillos y se incubaron durante 7 horas a 37°C y 5% de CO2. Las células estimuladas con DMSO
solo también sirven como controles negativos. Después de la incubacion, se afiadieron 30 pl del tampén de ensayo
de premezcla y tampdn de sustrato a cada uno de los pocillos de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
sefial de luminiscencia se ley6 en una maquina CLIPR con un tiempo de integracion de 20 segundos por placa.

Se generan curvas de dosis-respuesta para cada uno de los compuestos y se determinaron los valores de CEso como
la concentracion que da el 50% de la sefial maxima.
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Resultados de Ensayo Seleccionado

Diversos compuestos de Formula (I), en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, exhiben
propiedades farmacoldgicas, por ejemplo, segun se indicado por los tests in vitro descritos en esta solicitud. El valor
de CEso en esos experimentos se da como la concentracion del compuesto de ensayo en cuestion que provoca una
respuesta a medio camino entre la respuesta inicial y la maxima. En otros ejemplos, compuestos de Férmula (l) tienen
valores de CEso en el intervalo de 1 nM a 2 yM. En otros ejemplos, compuestos de Férmula (1) tienen valores de CEso
en el intervalo de 1 nM a 1 uyM. En otros ejemplos, compuestos de Férmula (1) tienen valores de CEso en el intervalo
de 1 nM a 500 nM. En otros ejemplos, compuestos de Férmula (1) tienen valores de CEso en el intervalo de 1 nM a
250 nM. En otros ejemplos, compuestos de Formula (1) tienen valores de CEso en el intervalo de 1 nM a 100 nM. En
otros ejemplos, compuestos de Férmula (1) tienen valores de CEso en el intervalo de 1 nM a 50 nM. En otros ejemplos,
compuestos de Férmula (1) tienen valores de CEso en el intervalo de 1 nM a 25 nM. En otros ejemplos, compuestos
de Férmula (l) tienen valores de CEso en el intervalo de 1 nM a 10 nM.

Para ilustrar la actividad in vitro de los compuestos de la invencion, los valores de CEso para la estimulacién de TLR7
por ciertos compuestos de Formula (I) se enumeran en la Tabla 2. Se cree que el aducto de cisteina son supuestos
catabolitos que surgen de la degradacién dentro del lisosoma. (Bioconjugate Chem. 2006, 17, 114-124). Ciertos
compuestos de la Tabla 2 son el resultado de la derivatizacion del compuesto original correspondiente con cisteina.

Tabla 2

Numero del HEK293 TLR7 Humano CEso  Numero del [HEK293 TLR7 Humano CEso
compuesto (nM) compuesto (nM)
C-2 10 C-36 4
C-3 96 C-37 57
C-4 35 C-38 278
C-6 16 C-39 192
C-7 77 C-40 2101
C-8 32 C-41 52
C-10 157 C-42 1
C-12 144 C-43 6
C-14 8 C-44 2
C-16 289 C-45 11
C-18 518 C-48 1900
C-19 2 C-49 264
C-20 11 C-51 80
C-22 598 C-53 753
C-24 277 C-57 16
C-26 134 C-64 3
C-28 230 C-66 2
C-34 585 C-67 30
C-35 5 C-68 <1
Ejemplo 70

Generacion de conjugados de agonistas de TLR7 anti-HER2 por conjugacién de agonistas de TLR7 a residuos
cisteina especificos de mutantes de anticuerpos anti-HER2

Preparacion de anticuerpo anti-HER2 con mutaciones especificas para Cisteina (Cvs)

La preparacion de anticuerpos anti-HER2, p. ej., trastuzumab, con mutaciones de cisteina especificas del sitio se ha
descrito previamente en los documentos WO 2014/124316 y WO 2015/138615. Brevemente, el ADN que codifica
regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo anti-HER2, p. ej., trastuzumab, se sintetizd
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quimicamente y se cloné en dos vectores de expresion de mamiferos, pOG-HC y pOG-LC, que contienen regiones
constantes de IgG1 humana y cadena ligera kappa humana. Los vectores contienen un promotor de CMV y una
secuencia sefial: MKTFILLLWVLLLWVIFLLPGATA (SEQ ID NO: 27). Se empled mutagénesis dirigida a
oligonucledtidos para preparar construcciones mutantes Cys del anticuerpo anti-HER2, y las secuencias de
construcciones mutantes Cys se confirmaron mediante secuenciacién de ADN.

Por ejemplo, la cisteina se puede introducir en una o mas de las siguientes posiciones (todas las posiciones por
numeracion de la UE) en un anticuerpo anti-HER2: (a) posiciones 152, 360 y/o 375 de la cadena pesada del anticuerpo,
y (b) posiciones 107, 159 y/o 165 de la cadena ligera de anticuerpos. Por ejemplo, la cisteina se puede introducir en
la posicion 152 de la cadena pesada, dando como resultado un mAb4 anti-HER2, que tiene una secuencia de cadena
ligera de SEQ ID NO: 19y una secuencia de cadena pesada de SEQ ID NO: 30.

Mutantes Cys del anticuerpo anti-HER2 se expresaron en células 293 Freestyle™ co-transfectando pldsmidos de
cadena pesada y cadena ligera utilizando métodos de transfeccién transitoria tal como se describio previamente
(Meissner, et al., Biotechnol Bioeng. 75:197-203 (2001)). Los anticuerpos expresados se purificaron de los
sobrenadantes celulares mediante cromatografia de afinidad de proteina A estandar.

Se utilizaron métodos similares para clonar regiones variables de la cadena pesada y la cadena ligera de trastuzumab
en dos vectores para la expresion en células CHO. El vector de la cadena pesada codifica la regién constante del
anticuerpo 1IgG1 humano, incluye un péptido sefial (MPLLLLLPLLWAGALA) (SEQ ID NO: 28), un promotor CMV para
impulsar la expresion de la cadena pesada y secuencias sefial y de seleccion apropiadas para la transfeccién estable
en Células CHO. El vector de la cadena ligera codifica la region constante de la cadena ligera kappa humana, incluye
un péptido sefial (MSVLTQVLALLLLWLTGTRC) (SEQ ID NO: 29), un promotor CMV para impulsar la expresion de
la cadena ligera y secuencias sefial y de seleccion apropiadas para una transfeccion estable en células CHO. Para
producir anticuerpos, un vector de cadena pesada y un vector de cadena ligera se co-transfectaron en una linea celular
CHO. Las células se sometieron a seleccion, y las células transfectadas de forma estable se cultivaron en condiciones
optimizadas para la produccion de anticuerpos. Los anticuerpos se purificaron de los sobrenadantes celulares
mediante cromatografia de afinidad de proteina A estandar.

Se realizaron mutaciones adicionales en la region constante de los vectores de anticuerpos utilizando métodos de
mutagénesis estandares.

Reduccioén, re-oxidacion y conjugacion de anticuerpos anti-HER2 mutantes Cys contra agonistas de TLR7

Compuestos de Férmula (I) de la invencién que comprenden un enlazador se conjugaron con residuos Cys
modificados genéticamente en un anticuerpo utilizando métodos descritos en Junutula JR, y col., Nature Biotechnology
26:925-932 (2008).

Debido a que los residuos Cys modificados genéticamente en anticuerpos expresados en células de mamiferos son
modificados por aductos (disulfuros) tales como el glutation (GSH) y/o la cisteina durante la biosintesis (Chen et al.
2009), la Cys modificada tal como se expresé inicialmente no reacciona a los reaccionantes reactivos de tiol tales
como grupos maleimido o bromo-acetamida o yodo-acetamida. Para conjugar los residuos Cys modificados
genéticamente, aductos de glutation o cisteina deben separarse mediante la reduccion de disulfuros, lo que
generalmente implica la reduccién de todos los disulfuros en el anticuerpo expresado. Esto puede lograrse exponiendo
primero el anticuerpo a un agente reductor tal como ditiotreitol (DTT), seguido de una re-oxidacion de todos los enlaces
disulfuro nativos del anticuerpo para restaurar y/o estabilizar la estructura funcional del anticuerpo. Por consiguiente,
para reducir los enlaces disulfuro nativos y el enlace disulfuro entre los aductos de cisteina o GSH de los residuos Cys
modificados genéticamente, se afiadié DTT recién preparado a mutantes Cys previamente purificados de trastuzumab,
a una concentracion final de 10 mM o 20 mM. Después de la incubacion de anticuerpos con DTT a 37°C durante 1
hora, se dializaron mezclas contra PBS durante tres dias con intercambio de tampén diario para separar el DTT y re-
oxidar los enlaces disulfuro nativos. El proceso de re-oxidacion se controlé mediante HPLC de fase inversa, que es
capaz de separar el tetramero de anticuerpos de las moléculas individuales de cadena pesada y ligera. Las reacciones
se analizaron en una columna PRLP-S 4000A (50 mm x 2,1 mm, Agilent) calentada a 80°C y la elucion de la columna
se realiz6 mediante un gradiente lineal de acetonitrilo al 30-60% en agua que contenia TFA al 0,1% a un caudal de
1,5 ml / min. La elucion de las proteinas de la columna se controlé a 280 nm. Se permitié que continuara la didlisis
hasta que se completara la re-oxidacién. La re-oxidacion restaura los disulfuros intra-cadena e inter-cadena, mientras
que la dialisis permite que las cisteinas y los glutationes conectados a los residuos Cys recientemente introducidos se
separen por dialisis.

Después de la re-oxidacion, se afiadieron compuestos que contienen maleimida a anticuerpos re-oxidados en tampon
PBS (pH 7,2) en relaciones tipicamente de 1,5:1, 2:1 o 5:1 a Cys modificadas genéticamente, y se realizaron
incubaciones durante 1 hora. . Tipicamente, el exceso de compuesto libre se separdé mediante purificacion sobre resina
de Proteina A mediante métodos estandares, seguido de intercambio de tampdn en PBS.
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Mutantes Cys del anticuerpo anti-HER2, p. ej., trastuzumab, se redujeron alternativamente y se re-oxidaron utilizando
un método sobre resina. Perlas de Proteina A Sepharose (1 ml por cada 10 mg de anticuerpo) se equilibraron en PBS
(sin sales de calcio o magnesio) y luego se afiadieron a una muestra de anticuerpo en modo discontinuo. Se prepard
un material de cisteina 0,5 M disolviendo 850 mg de cisteina HCI en 10 ml de una solucién preparada afadiendo 3,4
g de NaOH a 250 ml de fosfato de sodio 0,5 M pH 8,0 y luego se afiadi6 cisteina 20 mM a la suspension de
anticuerpo/perla y se mezclé suavemente a temperatura ambiente durante 30-60 minutos. Las perlas se cargaron en
una columna de gravedad y se lavaron con 50 volimenes de lecho de PBS en menos de 30 minutos, luego la columna
se tapd con perlas resuspendidas en un volumen de lecho de PBS. Para modular la velocidad de re-oxidacion, se
afiadio opcionalmente cloruro de cobre 50 nM a 1 uM. EIl progreso de la re-oxidacion se controlé separando una
pequefia muestra de ensayo de la resina, eluyendo en tampén de elucién de IgG (Thermo) y analizando por RP-HPLC
tal como se describid arriba. Una vez que la re-oxidacion progreso hasta la complecion deseada, la conjugacion podria
iniciarse inmediatamente mediante la adicién de un exceso 2-3 molar de compuesto sobre cisteinas modificadas
genéticamente, y permitiendo que la mezcla reaccionara durante 5-10 minutos a temperatura ambiente antes de lavar
la columna con al menos 20 volumenes de columna de PBS. Los conjugados de anticuerpos se eluyeron con tampén
de elucion de IgG y se neutralizaron con 0,1 volumenes de fosfato de sodio 0,5 M pH 8,0 y el tamp6n se cambié a
PBS. Alternativamente, en lugar de iniciar la conjugacién con el anticuerpo en la resina, la columna se lavé con al
menos 20 volumenes de columna de PBS, y el anticuerpo se eluyd con tampdn de elucidn de IgG y se neutralizé con
tampon pH 8,0. Luego, los anticuerpos se utilizaron para reacciones de conjugacion o se congelaron
instantaneamente para uso futuro.

Propiedades de los conjugados agonistas anti-HER2-TLR7

Conjugados de anticuerpo-agonista de TLR7 se analizaron para determinar el grado de conjugacién. Se extrapol6
una relacion de compuesto a anticuerpo a partir de datos de LC-MS para muestras reducidas y desglicosiladas. La
LC/MS permite la cuantificacion del numero medio de moléculas de enlazador-carga util (compuesto) unidas a un
anticuerpo en una muestra conjugada. La HPLC separa el anticuerpo en cadenas ligera y pesada, y separa la cadena
pesada (HC) y la cadena ligera (LC) de acuerdo con el nimero de grupos de carga util de enlazador por cadena. Los
datos espectrales de masas permiten la identificacion de las especies componentes en la mezcla, p. €j., LC, LC + 1,
LC +2,HC, HC + 1, HC + 2, etc. A partir de la carga media en las cadenas LC y HC, se puede calcular la media de la
relacion compuesto a anticuerpo para un conjugado de anticuerpo. Una relacion de compuesto a anticuerpo para
una muestra de conjugado dada representa el nUmero medio de moléculas de compuesto (enlazador-carga util) unidas
a un anticuerpo tetramérico que contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas.

Los conjugados se perfilaron utilizando cromatografia analitica de exclusiéon por tamafio (AnSEC) en columnas
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) y/o Proteina KW-803 5 um 300 x 8 mm (Shodex); la agregacion se analizd
en base a la cromatografia analitica de exclusiéon por tamafo. Los conjugados también se perfilaron mediante
cromatografia de interaccién hidrofobica analitica (AnHIC) en una columna TSKgel Butyl-NPR Tosoh Bioscience (King
of Prussia, PA, EE.UU.) (100 mm x 4,6 mm, 2,5 um) instalada en un sistema Agilent 1260 LC (Santa Clara , CA,
EE.UU.) utilizando un gradiente binario de tampdn A (His-HCI 20 mM, sulfato de amonio 1,5 M, pH 6,0) y tampdn B
(His-HCI 20 mM, isopropanol al 15%, pH 6,0) con muestras preparadas diluyendo aproximadamente 20 ug de
anticuerpo (inicialmente en PBS) con 0,5 volumenes de sulfato de amonio 3 M. El indice de hidrofobicidad se calcula
contra una regresion lineal de cuatro muestras estandar de hidrofobicidad conocida. Se resefia la hidrofobicidad del
pico mas grande por area.

La mayoria de los conjugados alcanzaron una alta relacién de compuesto a anticuerpo, fueron principalmente
monomeéricos y mostraron baja hidrofobicidad (alto indice de hidrofobicidad correspondiente a la elucién temprana de
la columna HIC). La conjugacién a través de este método da como resultado eficiencias de conjugacion superiores al
95% para la mayoria de los compuestos (Tabla 3). La mayoria de los conjugados contienen menos del 4% de material
dimérico y oligomérico (Tabla 3). Un indice de hidrofobicidad (HI) de 0,80 o superior se considera una caracteristica
favorable . La mayoria de los conjugados mostraron valores de HI superiores a 0,8 (Tabla 3). Esto sugiere que los
conjugados se pueden hacer de manera eficiente y tienen caracteristicas favorables.

Tabla 3. Propiedades de conjugados de agonistas anti-HER2-TLR7

Conjugado? Eficiencia de Relacion compuesto |Agregacion indice de
conjugacion (por | a anticuerpo® (%)° Hidrofobicidad (HI)4
LCMS)

mAb2 anti-HER2 -(C- 39

9) 98 ’ 3,2 0,90

mAb2 anti-HER2 -(C- 39

11) 98 ’ 3.4 0,88

mAb2 anti-HER2 -(C- 39

13) 98 ’ 3,1 0,84
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Conjugado?

mAb2 anti-HER2 ~(C-
23)

mAb2 anti-HER2 -(C-
15)

mAb2 anti-HER2 -(C-
17)

mAb2 anti-HER2 ~(C-
5)

mAb2 anti-HER2 -(C-
25)

mAb2 anti-HER2 -(C-
21)

mAb2 anti-HER2 -(C-
1)

mAb2 anti-HER2 -(C-
27)

mAb2 anti-HER2 -(C-
31)

mAb2 anti-HER2 -(C-
30)

mAb3 anti-HER2 -(C-
46)

mAb1 anti-HER2 ~(C-
5)

mAb1 anti-HER2 -(C-
1)

mAb4 anti-HER2 -(C-
29)

mAb3 anti-HER2 -(C-
35)

mAb3 anti-HER2 -(C-
37)

mADb3 anti-HER2 ~(C-
1)

mAb5 anti-HER2 -(C-
69)-(C-35)

mAb5 anti-HER2 -(C-
69)-(C-37)

anti-ratHER2-(C-47)
HER?2 anti-rata (C-50)
HER?2 anti-rata (C-46)

anti-Her2-HC-E152C-
S375C-(C-61)
anti-Her2-HC-E152C-
S375C-(C-59)

anti-Her2-HC-E152C-
S375C-(C-60)

Eficiencia
conjugacion
LCMS)

98

98

98

95

98

95

98

95

88

88

n/a

95

95

>95

90

88

n/a

>95

>95
n/d
n/d
n/d

>05

95

>95
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de Relacion compuesto |Agregacion

(por |a anticuerpo®

3,9
3,9
3,9
3,8
3,9
3,8
3,9
3,8
3,5
3,5
1,9
3,8
3,8
2,0
3,6
3,5
7,0
2,0

2,0
2,6
1,3
2,8

3,8

148

(%)°

2,9

3.2

3,6

3,8

3,0

3.1

3.2

0,5

1,1

0,6

0,7¢

3.1

2,3

0,6

1.1

1,9

0,3

0,7

BLQ®
BLQ®
BLQ®

indice de
Hidrofobicidad (HI)¢

0,87
0,89
0,87
0,91
0,90
0,87
0,88
0,89
0,87
0,75
0,81
0,90
0,87
No determinado
0,90
0,87
0,65
0,70

0,70
No determinado
No determinado

No determinado
No determinado
No determinado

No determinado
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Conjugado? Eficiencia de |Relacion compuesto | Agregacion indice de
conjugacion (por | a anticuerpo® (%)° Hidrofobicidad (HI)4
LCMS)

anti-Her2-HC-E152C- 3

S375C-(C-64) 20 3,6 No determinado

anti-Her2-HC-E152C- 0

S375C-(C-62) >95 4 No determinado

@ Los anticuerpos anti-HER2 en los conjugados son el mAb1 anti-HER2 que tiene una LC de SEQ ID NO: 19; una
HC de SEQ ID NO: 9. El mAb2 anti-HER2 tiene una LC de SEQ ID NO: 19; una HC de SEQ ID NO: 21. El mAb3
anti-hHER2 tiene una LC de SEQ ID NO: 19; una HC de SEQ ID NO: 23. El mAb4 anti-HER?2 tiene una LC de SEQ
ID NO: 19; una HC de SEQ ID NO: 30. El mAb5 anti-HER2 tiene una LC de SEQ ID NO: 19; una HC de SEQ ID NO:
32.

b Relacion compuesto a anticuerpo de acuerdo con LCMS

¢Agregacion medida mediante cromatografia de exclusion por tamafio analitica, incluye especies diméricas y
oligoméricas BLQ = por debajo del limite de cuantificacién

d Mediciones de Cromatografia de Interaccion Hidrofébica (HIC) Se utilizo el tiempo de retencion del pico maximo
para calcular el indice de hidrofobicidad.

eAunque no observo la agregacion ni se observo a un nivel bajo mediante AnSEC , la elucion tardia de la columna
sugiere un resultado no valido.

Ejemplo 71

Generacion de conjugados de agonistas anti-HER2-TLR?7 a través de la reduccion parcial de enlaces disulfuro
nativos de anticuerpos anti-HER2 no modificados genéticamente

Algunos compuestos de la invencion también se pueden conjugar con residuos cisteina nativos de anticuerpos no
modificados genéticamente mediante un procedimiento que implica la reduccién parcial de los anticuerpos (Doronina,
S.0. et al., Nat. Biotechnol. 21, 778-784, 2003). Los enlaces disulfuro entre cadenas e intra-cadenas del anticuerpo
anti-HER2 (a una concentraciéon de 5 a 10 mg/ml) se redujeron primero parcialmente en PBS que contenia EDTA 2
mM afadiendo TCEP a una concentracion final de 10 mM e incubando la mezcla a 37°C durante 1 hora. Después de
la desalacion y la adicion de detergente PS-20 al 1% p/v, los anticuerpos parcialmente reducidos (1-2 mg/ml) se
hicieron reaccionar durante la noche a 4°C con 0,5 a 1 mg de compuesto agonista de TLR7 por cada 10 mg de
anticuerpo. Los conjugados resultantes se purificaron mediante cromatografia de Proteina A mediante métodos
estandares y se intercambiaron tampones a PBS, y se perfilaron mediante MS, AnSEC y AnHIC tal como se describe
arriba. La relacién medida de compuesto a anticuerpo, el comportamiento de agregacioén y los datos de hidrofobicidad
se resumen en la Tabla 3 para un ejemplo de conjugado realizado por reduccién de mAb3 anti-HER2 seguido de
conjugacion con el Compuesto C-1.

Ejemplo 72

Generacion de conjugados de agonistas anti-HER2-TLR7 utilizando 1,3-dicloropropan-2-ona para reconectar
enlaces disulfuro intercadenas nativos de anticuerpos anti-HER2 no modificados genéticamente

En un método alternativo (Solicitud de Patente de Estados Unidos 20150150998), los enlaces disulfuro intercadenas

de un anticuerpo anti-HER2 recombinante no modificado genéticamente pueden modificarse y conjugarse con un
compuesto agonista de la invencion utilizando las siguientes dos etapas.

Esquema 15

Conjugacion en dos etapas con residuos cisteina nativos utilizando un puente de 1,3 dicloropropan-2-ona seguido de
la adicion a las cetonas introducidas.
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Etapa 1: Reduccién de los puentes disulfuro intercadenas y re-puenteo con 1,3-dicloropropan-2-ona: TCEP < HCI
(1,63 mM) se afiadié a una solucién de anticuerpo mAb3 anti-HER2 (136 pM) y 1,3- dicloropropan-2-ona (33 mM) en
tampon HEPES 0,1 M (pH 8,0) a 4°C. La mezcla resultante se agité suavemente a 4°C durante 16 h. La mezcla de
reaccion se intercambié entonces con tampoén en PBS utilizando una columna de desalacion PD-10 (GE Healthcare).
La solucién resultante se concentré utilizando un filtro Amicon 50K para dar el anticuerpo anti-HER2 modificado. La
modificacién fue confirmada por ESI-MS (Eluyente A: agua + acido férmico al 0,1%; Eluyente B: Acetonitrilo + acido
férmico al 0,04%; Gradiente: de 3 a 80% de B en 2 minutos - Caudal 1,0 ml/min. Columna: . Proswift Monolith 4,6+50
mm 40°C); 145398 Da (después de deglicosilacion mediante PNGase F.

Etapa 2: Conjugacion de los agonistas Compuesto (C-37): el anticuerpo anti-HER2 modificado (30 mg/ml) se hizo
reaccionar con Compuesto (C-37) 3,0 mM que comprende un resto amino-oxi enlazado en tampdn acetato de anilinio
0,1 M (pH 4,6) a una concentracion final de 15% (v/v) de DMSO. La mezcla de reaccion se incubd durante
aproximadamente 16 horas a 23°C. La mezcla de reaccién se intercambié entonces con tampén a PBS (pH 7,4)
utilizando filtros Amicon 50K, dando lugar al conjugado compuesto-anti-HER2 modificado.

Se obtuvieron conjugados similares utilizando el Compuesto (C-35) para conjugar con el anticuerpo anti-HER2
modificado.

Los conjugados fueron perfilados por MS, AnSEC y AnHIC tal como se describié arriba. La relacion medida de
compuesto a anticuerpo, el comportamiento de la agregacion y los datos de hidrofobicidad se resumen en la Tabla 3.
Los dos conjugados de ejemplo lograron una alta relacion de compuesto a anticuerpo, fueron principalmente
monomeéricos y mostraron una baja hidrofobicidad (alto indice de hidrofobicidad correspondiente a la elucion temprana
de la columna HIC). La conjugacion a través de este método da como resultado eficiencias de conjugacion superiores
al 85% (Tabla 3). Los conjugados contienen menos del 2% de material dimérico y oligomérico (Tabla 3). Los
conjugados mostraron valores de HI superiores a 0,85 (Tabla 3). Esto sugiere que los conjugados se pueden hacer
de manera eficiente y tienen caracteristicas favorables.

Ejemplo 73

Generacion de conjugados de agonistas de TLR7 anti-HER2 por conjugacién a residuos lisina nativos de
anticuerpos anti-HER2

Los anticuerpos nativos pueden funcionalizarse con ciertos compuestos de la invencion a través de métodos
establecidos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-ratHER2 (7.16.4; adquirido de Bio X Cell; West Lebanon, NH) en PBS
pH 7,2 a 4 mg/ml se mezclé con 760 uM de Compuesto C-47) con una concentracion final de DMSO de 20% (v/v). La
reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante la noche, y luego se enfrié bruscamente con Tris 50 mM pH 8. Se
utilizaron métodos similares para preparar conjugados con mAb3 anti-HER2 o con Compuestos agonistas C-46 y C-
50. Los conjugados de anticuerpos resultantes se purificaron por cromatografia de Proteina A por métodos estandares
y se intercambio el tampoén por PBS.

Los conjugados de anticuerpos fueron perfilados por MS, AnSEC y AnHIC tal como se describi6 arriba. La relacion

medida de compuesto a anticuerpo, el comportamiento de la agregacion y los datos de hidrofobicidad se resumen en
la Tabla 3. Varios conjugados de anticuerpos que habian reaccionado con lisina muestran elucién tardia y/o colas de
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picos en las columnas AnSEC utilizadas, lo que sugiere la interaccion de la columna, lo que hizo dificil la deteccién de
agregado.

Ejemplo 74

Generacion de conjugados agonistas de TLR7 anti-HER2 utilizando conjugacién en dos etapas de un
anticuerpo mutante anti-HER2 etiquetado con A1 con compuestos agonistas que contienen un grupo reactivo
amino-oxi

La 4'-fosfopanteteinilacion postraduccional es un método versatil para el marcaje especifico para el sitio de proteinas
recombinantes con moléculas pequefas estructuralmente diversas (Yin J, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 102:
15815-15820, 2005; Zhou Z, et al., ACS Chem. Biol. 2: 337-346, 2007). Este enfoque enzimatico, que se basa en la
accion catalitica de 4'-fosfopanteteinil transferasas (PPTasas) promiscuas, se adoptd para la preparacion de
conjugados de anticuerpos altamente homogéneos (véase el documento WO2013184514). El marcaje enzimatico se
logra incorporando secuencias de péptidos S6, ybbR y A1 de 11 0 12 meros en diversos sitios de la regién constante
de un anticuerpo. Por ejemplo, una etiqueta A1 de secuencia GDSLDMLEWSLM (SEQ ID NO: 31) se puede
incorporar detras del residuo E388 (numeracién de la UE) en la cadena pesada del mAb2 anti-HER2 para producir
mADb5 anti-HER2, que tiene una secuencia de cadena ligera de SEQ ID NO: 19 y una secuencia de cadena pesada
de SEQ ID NO: 32. Una estrategia es un método de dos etapas para preparar conjugados de anticuerpo-compuesto
especificos para el sitio mediante 4'-fosfopanteteinilacion postraduccional (véase el documento WO2013184514). . La
primera etapa de esta estrategia se basa en el marcaje catalizado por PPTasa de un anticuerpo etiquetado con
péptidos con un analogo de CoA que contiene un grupo bioortogonal tal como un resto azido, alqueno, alquino, cetona
o aldehido. Después de la purificacion por afinidad del anticuerpo marcado bioortogonalmente, la segunda etapa del
método de dos etapas implica la conjugacién de un compuesto que comprende un resto reactivo con el grupo
bioortogonal. A modo de ejemplo, la siguiente seccién describe el método de dos etapas para anticuerpos mutantes
anti-HER2 que contienen una insercién de etiqueta A1 en un sitio especifico dentro de la regidn constante de la cadena
pesada. Ademas, aunque el método de dos etapas se ejemplifica para la quimica de ligamiento de oxima, esta
estrategia se puede extender a otras quimicas bioortogonales, tales como la quimica clic, incluida la quimica clic sin
cobre, el ligamiento de Staudinger, la quimica de clic basada en isonitrilo y el ligamiento de tetrazina

La quimica del ligamiento de oxima ha sido utilizada por varios grupos de investigacion como un método bioortogonal
eficiente para la preparacion de conjugados de proteinas especificos para el sitio (Axup JY, et al., Proc Natl Acad Sci
U S A. 109:16101-16106, 2012; Rabuka D , et al., Nat Protoc. 7:1052-1067, 2012). Con el fin de combinar la 4'-
fosfopantetinilacién postraduccional con ligamiento de oxima, se preparé un analogo de CoA modificado con cetona a
partir de la molécula precursora de pantotenato correspondiente (Compuesto int-4) utilizando las enzimas biosintéticas
de CoA CoAA, CoAD y CoAE (Worthington AS, Burkart MD (2006) Org Biomol Chem. 4:44-46) (Kosa NM, Haushalter
RW, Smith AR, Burkart MD (2012) Nat Methods 9:981-984). Después, se utilizé la catalisis con PPTasa para conjugar
enzimaticamente el grupo cetona bioortogonal con especificidad por un sitio en la etiqueta A1 incorporada de un
anticuerpo anti-HER2. Especificamente, 2,5 yM de mAb5 anti-HER2 se conjugaron con 30 uM de analogo de cetona-
CoA (Compuesto C-69) (12 equivalentes molares en relacion con el anticuerpo) en presencia de aproximadamente
0,5 yM de AcpS PPTasa de Escherichia coli durante 2 dias a 37°C en tampon Tris-HCI 75 mM  (pH 8,0)
complementado con MgCl2 12,5 mM y NaCl 20 mM. Para impulsar la reaccion de conjugacién a la complecion, la
mezcla de reaccion se complementé con Sfp PPTase de B. subtilius aproximadamente 1 uM, mientras que la
concentracién del Compuesto C-69 se incrementd a aproximadamente 60 uM. La reaccion se incub6 durante otros 4
dias a temperatura ambiente. El marcaje del anticuerpo mAbS anti-HER2 con el analogo de cetona-CoA (Compuesto
C-69) se verificd obteniendo espectros ESI-MS desconvolucionados de la muestra reducida y desglicosilada. Las
masas observadas estaban de acuerdo con los pesos moleculares calculados de las cadenas pesadas funcionalizadas
con cetonas correspondientes. Después de separar las enzimas PPTasa y el exceso de analogo de cetona-CoA por
cromatografia de afinidad de Proteina A (MabSelect SuRe, GE Healthcare Life Sciences), el anticuerpo activado con
cetona, mAb5 anti-HER2-(C-69) se eluyd con tampon de elucion Pierce™ IgG (Thermo Fisher Scientific) seguido de
neutralizacion inmediata con tampén Tris-HCI 1 M (pH 8,0). La solucion de anticuerpo neutralizado se intercambid
con tampoén en PBS y se concentré utilizando un filtro Amicon 50K.

La union especifica para el sitio de un grupo cetona permitié el ligamiento de oxima posterior de un compuesto agonista
a mAb5 anti-HER2-(C-69) activado por cetona como lasegunda etapa del método de dos etapas. Se hicieron
reaccionar 48 pM de anticuerpo funcionalizado con cetona con un exceso molar de 30 veces (1,4 mM) de los agonistas
de aminooxi C-35 y C-37 en tampon acetato de anilinio 100 mM (pH 4,6) que contenia DMSO al 7% (v/v). Después
de 17 horas de incubacién a temperatura ambiente, se separd el exceso de reactivo aminooxi por ultrafiltracion con
un filtro Amicon 50K y lavado repetido con PBS. Los conjugados de anticuerpos fueron perfilados por MS, AnSEC y
AnHIC tal como se describié arriba. La relacion medida de compuesto a anticuerpo, el comportamiento de la
agregacion y los datos de hidrofobicidad se resumen en la Tabla 3. Como se muestra en |la Tabla 3, el método de dos
etapas proporcioné un marcaje casi cuantitativo de mAb5 anti-HER2-(C-69) activado por cetona con los agonistas
aminooxi C-35y C-37.

Analogo de Cetona-Coenzima A (Compuesto C-69)
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El compuesto (int-4) se convirtié en el analogo de CoA funcionalizado con cetona (C69) haciendo reaccionar 5 mM de
compuesto (int-4) con 25 mM de ATP en presencia de CoAA de Staphylococcus aureus 10 uM, CoAD de Escherichia
coli 25 yM y CoAE de Escherichia coli 20 yM durante aproximadamente 16 h a 37°C en tampén HEPES 50 mM (pH
8,0) que contiene MgCl2 20 mM. Después de la centrifugacion de la mezcla de reaccién a 20.817 x g durante 2 min,
la enzima soluble se separd por ultrafiltracion a través de un filtro centrifugo Amicon Ultra con un corte de 10 kDa. La
conversion enziméatica de compuesto (i-4) en el andlogo de CoA funcionalizado con cetona (C59) se verificé mediante
la formaciéon de mAb5 anti-HER2-(C-69)-(C-35) y mAb5 anti-HER2- (C-69)-(C-37) (véase la Tabla 3).

Ejemplo 75
Testado de estabilidad in vitro de conjugados de agonistas anti-HER2-TLR7

La estabilidad del enlace formado entre cargas utiles que contienen maleimida y los residuos Cys del anticuerpo se
potencia mediante la hidrdlisis del anillo de succinimida formado en esta reaccion. Los efectos de la hidrélisis del
anillo de succinimida sobre la estabilidad de los conjugados de anticuerpos preparados con compuestos agonistas de
la invencién se estudiaron después de la incubacion in vitro en suero de ratéon. Los cambios en las masas resultantes
de la desconjugacion de cargas y la hidrdlisis del anillo de succinimida de las cargas de maleimida conjugadas a los
anticuerpos se monitorizaron mediante LC-MS. Se ha informado que la hidrdlisis del anillo de succinimida es
estimulada por ciertas condiciones tales como pH elevado, temperatura elevada o sales elevadas (J. Am. Chem. Soc.
1955, 77: 3922; Biochemistry 1976, 15: 2836; Biochem. J. 1979, 179: 191-197; J Pharm Sci. 1984, 73:1767-1771;
Bioorg. Med. Chem. Lett. 17: 6286-6289, 2007). Para sondear la estabilidad in vitro de los conjugados, se incubaron
conjugados mAb2 de anticuerpo anti-HER2 a 37°C en suero de raton al 50-70%. Se tomaron cincuenta microgramos
de muestras de conjugado en cada momento (tipicamente 0, 8, 24, 48 y 72 horas) y se congelaron inmediatamente.
Las muestras se descongelaron posteriormente para su procesamiento y analisis. Brevemente, los anticuerpos se
trataron con PNGasaF para separar los glicanos enlazados a N y una enzima proteolitica que corta cerca de la regién
bisagra de la cadena pesada con el fin de separar el Fab del Fc antes de la reducciéon con DTT para romper los enlaces
disulfuro. Fab de la cadena ligera, de la cadena pesada y fragmentos Fc de la cadena pesada fueron analizados
después por ESI-MS. Las poblaciones relativas de anticuerpo desconjugado, conjugados con carga util unida con
anillo de succinimida hidrolizada y conjugados con carga util unida con anillo de succinimida intacto, se calcularon a
partir de las intensidades relativas de MS de las especies de conjugados correspondientes. El grado de
desconjugacioén y el grado de hidrdlisis de succinimida se muestran en las Tablas 4 y 5 para un subconjunto de
conjugados. En general, los conjugados pierden menos del 13% del compuesto cargado durante una incubacion in
vitro de 72 horas y, en general, la hidrdlisis del anillo de succinimida se completa por encima del 85% en 48 horas.
Ciertos compuestos de la invencion, ejemplificados por el Compuesto (C-5) y el Compuesto (C-21) exhiben una
estabilidad del conjugado mejorada debido a una menor susceptibilidad a la desconjugacién a través de la reaccion
inversa de maleimida y una mayor estabilizacidn a través de la hidrdlisis del anillo de succinimida.:

Tabla 4. Hidrélisis en anillo de succinimida de conjugados de agonista anti-HER2-TLR7 en funcioén del tiempo
de incubacion in vitro en suero de ratén

% Apertura del anillo (MS)

Aducto S375C Aducto E152C
Conjugado? 0 8h |24h |48h 72h |0 8h |24h |48h 72 h
mADb2 anti-HER2 -(C-9) 0 45 64 86 94 19 |58 73 86 88
mAb2 anti-HER2 -(C-11) 0 52 71 91 95 0 51 66 84 87
mADb2 anti-HER2 -(C-13) 0 50 69 90 96 0 58 75 87 89
mAb2 anti-HER2 -(C-23) 20 |82 93 96 96 0 60 74 86 88
mAb2 anti-HER2 -(C-15) 0 81 91 95 96 0 58 71 85 87
mAb2 anti-HER2 -(C-17) 17 64 81 94 96 0 59 75 88 90
mAb2 anti-HER2 -(C-5) 79 |93 93 93 94 51 |88 87 90 88
mAb2 anti-HER2 -(C-25) 18 |55 73 91 95 0 61 76 87 87
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% Apertura del anillo (MS)

Aducto S375C Aducto E152C
Conjugado? 0 8h (24h |48h 72h |0 8h |24h |48h 72 h
mAb2 anti-HER2 -(C-21) 49 |97 96 96 96 26 |87 91 92 92
mAb2 anti-HER2 -(C-1) 0 58 76 92 96 0 82 86 86 89
mAb2 anti-HER2 -(C-27) 35 |90 97 98 100 27 |82 90 90 90
mAb2 anti-HER2 -(C-31) 23 |64 90 95 97 23 |48 74 85 88
mAb2 anti-HER2 -(C-30) 24 |59 86 97 100 25 |49 76 89 90

2 El mAb2 anti-HER2 tiene una LC de SEQ ID NO: 19; una HC de SEQ ID NO: 21.

Tabla 5. Relacién de compuesto a anticuerpo de conjugados de agonista anti-HER2-TLR7 en funciéon del
tiempo de incubacion in vitro en suero de ratén

Relacion compuesto a anticuerpo

Aducto S375C Aducto E152C
Conjugado? 0 8h 24h |48h |72h |O. 8h 24h |48h (72h
mADb2 anti-HER2 093 |0,88 (0,84 |0,82 (0,80 (1,00 (0,92 (0,91 |0,87 0,87
mAb2 anti-HER?2 - 0,94 |09 |0,86 (0,84 0,84 (1,00 (0,93 0,90 (0,89 0,87
mAb2 anti-HER?2 - 0,93 |0,88 |0,85 (0,82 (0,80 (1,00 (0,94 0,91 /0,88 0,86
mAb2 anti-HER?2 - ) 0,93 |093 |0,86 (0,86 (0,86 (1,00 (0,95 0,93 |0,92 0,92
) 0,93 |0,88 |0,87 |0,86 (0,85 (1,00 (0,95 0,93 |0,90 0,90
)

9)
1)
3)

C-1
C1
C-23
C1
C1

-(C-

~(

~(

~(
mAb2 anti-HER2 -(C-15
mADb2 anti-HER2 -(C-17 094 |085 (0,86 |0,84 (0,84 (1,00 (092 (0,91 |087 0,88
mADb2 anti-HER2 -(C-5) 095 |09 (094 1|094 (094 (1,00 098 (0,98 |090 0,96
mADb2 anti-HER2 -(C-25) 092 |089 |0,87 |085 (0,85 (1,00 (096 (0,95 |0,93 0,92
mADb2 anti-HER2 -(C-21) 094 |091 (091 |091 |09 (1,00 (096 (0,95 |0,95 0,94
mAb2 anti-HER2 -(C-1) 093 |086 (0,83 (0,81 |0,79 (1,00 (0,97 (0,96 |0,96 0,96
mAb2 anti-HER2 -(C-27) 095 |087 |085 (0,85 (085 (0,95 (091 0,90 |0,90 0,90
mAb2 anti-HER2 -(C-31) 094 |088 |0,84 |081 (080 (0,85 (093 (0,88 |0,87 0,85
mAb2 anti-HER2 -(C-30) 094 |086 |080 (080 (0,79 (095 (0,88 (0,81 |0,80 0,78

A El mAb2 anti-HER2 tiene una LC de SEQ ID NO: 19; una HC de SEQ ID NO: 21.

Ejemplo 76

Ensayo in vivo de conjugados de agonistas anti-HER2-TLR7 en un modelo de xenoinjerto de tumor gastrico
N87

Material y Métodos

Para el modelo de ratén xenoinjerto de carcinoma gastrico N87, se utilizaron ratones hembra SCID-beige de 6-8
semanas de edad (adquiridos de Harlan Laboratories) para la implantacion. Células N87 (obtenidas de ATCC,
Catélogo n° CRL-5822, lote de proveedor n® 7686255) se cultivaron en condiciones estériles en una incubadora a
37°C con 5% de CO2 durante dos semanas. Las células se cultivaron en medio RPMI con suero bovino fetal al 10%.
Las células se hicieron pasar cada 3-4 dias con tripsina al 0,05%/EDTA. El dia de la implantacion, las células N87 se
descamaron (pase x4) y se re-suspendieron en medio libre de suero RPMI1640 a una concentracion de 1 x 10° células
y matrigel al 50%/100 pl. Las células se sometieron a pruebas de Radii para asegurar que estan libres de micoplasma
y virus murinos.

Las células N87 se implantaron con una inyeccion subcutanea en el flanco inferior utilizando una aguja de 28 g (100
ul de volumen de inyeccidn). Después del implante, los tumores se midieron con un calibrador y los ratones se pesaron
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dos veces por semana una vez que los tumores eran palpables. Los tumores se midieron luego dos veces por semana
en dos dimensiones. Las medidas del calibrador se calcularon utilizando (L x W?)/2. Los ratones fueron alimentados
con una dieta normal y alojados en instalaciones de animales SPF de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio y los Reglamentos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

Cuando los tumores de xenoinjertos alcanzaron aproximadamente 200 mm?3, se administré a los ratones por via
intravenosa 0,3-10 mg/kg de anticuerpo anti-HER2 o conjugado anti-HER2-agonista de TLR7. El anticuerpo de control
del isotipo se generd expresando un anticuerpo contra una diana no encontrada en roedores y conjugando a través
de métodos similares descritos para anticuerpos anti-HER2. Los tumores se midieron dos veces por semana. Los
volimenes medios de los tumores se representaron utilizando el software Prism 5 (GraphPad). Se alcanzé un punto
final para los estudios de eficacia cuando el tamafio del tumor alcanzé un volumen de 2000 mm3. Después de la
inyeccion, los ratones también fueron monitorizados en cuanto a signos de deterioro clinico. Si por alguna razén los
ratones mostraron signos de morbilidad, incluyendo dificultad respiratoria, postura encorvada, disminuciéon de la
actividad, paralisis de las patas traseras, taquipnea como signo de derrames pleurales, pérdida de peso cercana al
20% o 15% mas otros signos, o si se vio afectada su capacidad para realizar actividades normales (alimentacion,
movilidad), los ratones fueron sacrificados.

Resultados

Los ratones con xenoinjerto de tumor géastrico N87 se trataron por via intravenosa con una dosis Unica de conjugado
mAb2 anti-HER2-(C-1), en que el Compuesto (C-1) se conjuga con Cys 152 y Cys 375 de la cadena pesada del mAb2
anti-HER2, a 1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg o 10 mg/kg. . Se observé una regresion completa de los tumores de
xenoinjerto N87 en ratones tratados con conjugado mAb2 anti-HER2- (C-1) en todas las dosis testadas, incluida la
dosis mas baja testada-1 mg/kg (FIG. 1). No se observé regresion del tumor en ratones de xenoinjerto N87 tratados
con 10 mg/kg de mAb2 anti-HER2 no conjugado solo, o un conjugado de anticuerpo de control del isotipo (C-1), en
comparacioén con los animales no tratados (FIG. 1).

Los ratones con xenoinjerto de tumor gastrico N87 fueron tratados con una dosis Unica de mAb1 anti-HER2-(C-1) o
mAb1 anti-HER2-(C-5), a razén de 0,3 mg/kg o 1 mg/kg (10 ratones por grupo). Mientras que el tratamiento con una
dosis Unica de 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2- (C-1) condujo a una regresion completa de los tumores de xenoinjerto
humano N87, 0,3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-1) resulté en estasis del tumor (FIG. 2). De manera similar, aunque
el tratamiento con una dosis Unica de 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) condujo a una regresiéon completa de los
tumores de xenoinjerto humano N87, 0,3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) resulté en una estasis del tumor (FIG. 2).
Una regresion de los tumores gastricos N87 no se observé en ratones de xenoinjerto N87 tratados con un conjugado
de anticuerpo de control del isotipo-(C-5) en comparacién con animales no tratados. Estos datos demostraron que la
regresion del tumor se puede lograr con un solo tratamiento de un conjugado anti-HER2-agonista de TLR7 (p. €j.,
mAb1 anti-HER2-(C-1) o mAb1 anti-HER2-(C-5), mAb2 anti-HER2-(C-1)) en una dosis baja, p. €j., 1 mg/kg.

En un estudio separado, los ratones con xenoinjerto de tumor gastrico N87 fueron tratados con una dosis Unica de
mAb1 anti-HER2-(C-5), a 1 mg/kg, 3 mg/kg o 5 mg/kg (8 ratones por grupo). Si bien el tratamiento con una dosis Unica
de 3 mg/kg o 5 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) condujo a una regresién completa de los tumores de xenoinjerto
humano N87, 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) result6 en estasis del tumor (FIG. 3) en este estudio.

Ademas, los ratones con xenoinjerto de tumor gastrico N87 fueron tratados con una dosis Unica de mAb1 anti-HER2-
(C-5), mAb1 anti-HER2-(C-35), mAb1 anti-HER2-(C-37 ), mAB1 anti-HER2-(C-59), mAb1 anti-HER2-(C-60), mAb1
anti-HER2-(C-61), mAb1 anti-HER2-(C-62) o mAb1 anti-HER2-(C-64) a 1 mg/kg (6 ratones por grupo). El tratamiento
con una dosis Unica de 1 mg/kg de conjugado mAb1 anti-HER2 con diferentes compuestos dio como resultado la
estasis del tumor (FIG. 4), similar a lo que se observo después de un tratamiento de dosis Unica de 1 mg/kg de mAb1
anti-HER2-(C-5).

Ejemplo 77

Testado in vivo de un conjugado agonista anti-ratHER2-TLR7 en el modelo singénico de cancer de mama MMC
(ratHER2")

Material y Métodos

Para el modelo singeneico de cancer de mama MMC (ratHER2*), ratones transgénicos FVB/N hembra de 6-10
semanas de edad que expresan el oncogén Erbb2 (c-neu) de rata activado que contiene la mutacién Val®* a Glu®%
(FVB-Tg(MMTV-Erbb2)NK1Mul/J; originalmente adquirido de Jackson Laboratories, criados en casa) se utilizaron para
la implantacién. Células MMC (derivadas de tumores obtenidos de ratones transgénicos FVB/N obtenido del Profesor
Nora Disis, Universidad de Washington) se cultivaron en condiciones estériles en una incubadora de 37°C con 5% de
CO2 durante dos semanas. Las células se cultivaron en medio DMEM con suero bovino fetal al 20% y
Penicilina/Estreptomicina. Las células se hicieron pasar cada 3-4 dias con tripsina al 0,05%/EDTA. El dia de la
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implantacion, las células se descamaron (pase x4) y se re-suspendieron en medio libre de suero RPMI1640 a una
concentracion de 2,5 x 10° células y matrigel al 10%/100 pl. Las células se sometieron a pruebas de Radii para
asegurar que estan libres de micoplasma y virus murinos.

Las células MMC se implantaron con una inyeccion subcutanea en el flanco inferior utilizando una aguja de calibre 28
(100 pl de volumen de inyeccién). Después del implante, los tumores se midieron con un calibrador y los ratones se
pesaron 2 veces por semana una vez que los tumores eran palpables. Los tumores se midieron luego dos veces por
semana en dos dimensiones. Las medidas del calibrador se calcularon utilizando (L x W?)/2. Los ratones fueron
alimentados con una dieta normal y alojados en instalaciones de animales SPF de acuerdo con la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio y los Reglamentos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

Cuando los tumores alcanzaron aproximadamente 200 mm3, se administré6 a grupos de ocho ratones por via
intravenosa 1 mg/kg de anticuerpo anti-ratHER2 (7.16.4, adquirido de Bio X Cell; West Lebanon, NH) o 1 mg/kg de
conjugado anti -HER?2 de rata-agonista de (anti-ratHER2-(C-46)). Los tumores se midieron dos veces por semana. Los
volumenes medios de los tumores se representaron utilizando el software Prism 5 (GraphPad). Se alcanzé un punto
final para los estudios de eficacia cuando el tamarfio del tumor alcanzo un volumen de 2000 mm3. Después de la
inyeccion, los ratones también fueron monitorizados en cuanto a signos de deterioro clinico. Si por alguna razén los
ratones mostraron signos de morbilidad, incluyendo dificultad respiratoria, postura encorvada, disminuciéon de la
actividad, pardlisis de las patas traseras, taquipnea como signo de derrames pleurales, pérdida de peso cercana al
20% o 15% mas otros signos, o si se vio afectada su capacidad para realizar actividades normales (alimentacion,
movilidad), los ratones fueron sacrificados.

Resultados

Para probar la eficacia de los conjugados anti-ratHER2-(C-46) en el modelo singeneico de cancer de mama MMC
ratHER2 +, los ratones portadores de tumores de mama subcutaneos MMC fueron tratados por via intravenosa con 1
mg/kg de conjugado anti-ratHER2-(C-46), o anti-ratHER2 no conjugado (8 ratones por grupo). Como se muestra en
las FIGs. 5Ay 5B, se observd una regresion completa de los tumores de mama de raton MMC (ratHER2+) en siete
de ocho ratones tratados con una dosis Unica de conjugados anti-ratHER2- (C-46) (Figura 5A), pero solo en tres de
ocho ratones tratados con el anticuerpo anti-ratHER2 desnudo (figura 5B).

Estos datos sugieren que el conjugado anti-ratHER2-(C-46) es terapéuticamente mas efectivo contra el cancer de
mama singeneico ratHER2-positivo que el anticuerpo anti-ratHER2 no conjugado solo.

Ejemplo 78

Ensayo in vivo de conjugados de anti-HER2-agonista de TLR7 en un modelo de xenoinjerto de tumor de mama
HCC1954

Material y Métodos

Para el modelo de ratén xenoinjerto de cancer de mama HCC1954 se utilizaron ratones hembra SCID-beige de 6-8
semanas de edad (adquiridos de Harlan Laboratories) para la implantacién. Células HCC1954 (obtenidas de ATCC,
Catalogo n° CRL-2338, lote de proveedor n° 5107643) se cultivaron en condiciones estériles en una incubadora a
37°C con 5% de CO:2 durante dos semanas. Las células se cultivaron en medio RPMI con suero bovino fetal al 10%.
Las células se hicieron pasar cada 3-4 dias con tripsina al 0,05%/EDTA. El dia de la implantacién, las células HCC1954
se (recolectaron) descamaron (pase x17) y se re-suspendieron en medio libre de suero RPMI1640 a una concentracion
de 1 x 108 células y matrigel al 50%/100 ul. Las células se sometieron a pruebas de Radii para asegurar que estan
libres de micoplasma y virus murinos.

Las células HCC1954 se implantaron con una inyeccién subcutanea en el flanco inferior utilizando una aguja de 27 G
(100 pl de volumen de inyeccién). Después del implante, los tumores se midieron con un calibrador y los ratones se
pesaron dos veces por semana una vez que los tumores eran palpables. Los tumores se midieron luego dos veces
por semana en dos dimensiones. Las medidas del calibrador se calcularon utilizando (L x W?)/2. Los ratones fueron
alimentados con una dieta normal y alojados en instalaciones de animales SPF de acuerdo con la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio y los Reglamentos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

Cuando los tumores de xenoinjertos alcanzaron aproximadamente 200 mm?3, se administré a los ratones por via
intravenosa 1-10 mg/kg de anticuerpo anti-HER2 o conjugado anti-HER2-agonista de TLRY7. El anticuerpo de control
del isotipo se generd expresando un anticuerpo contra una diana no encontrada en roedores y conjugando a través
de métodos similares descritos para anticuerpos anti-HER2. Los tumores se midieron dos veces por semana. Los
volumenes medios de los tumores se representaron utilizando el software Prism 5 (GraphPad). Se alcanz6 un punto
final para los estudios de eficacia cuando el tamafio del tumor alcanzé un volumen de 2000 mm3. Después de la
inyeccion, los ratones también fueron monitorizados en cuanto a signos de deterioro clinico. Si por alguna razén los
ratones mostraron signos de morbilidad, incluyendo dificultad respiratoria, postura encorvada, disminuciéon de la
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actividad, pardlisis de las patas traseras, taquipnea como signo de derrames pleurales, pérdida de peso cercana al
20% o 15% mas otros signos, o si se vio afectada su capacidad para realizar actividades normales (alimentacion,
movilidad), los ratones fueron sacrificados.

Resultados

Los ratones con xenoinjerto de tumor de mama HCC1954 fueron tratados por via intravenosa con una dosis Unica de
conjugado mAb1 anti-HER2-(C-5), en que el Compuesto (C-5) se conjuga con Cys 152 y Cys 375 de la cadena pesada
del mAb1 anti-HERZ2, a 1 mg/kg, 3 mg/kg, 10 mg/kg (8 ratones por grupo). Si bien el tratamiento con una dosis Unica
de 10 mg/kg o 3 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) condujo a una regresion completa de los tumores de xenoinjerto
humano HCC1954, 1 mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) resulté en una regresion inicial del tumor, seguido de estasis
del tumor (FIG. 6). No se observo regresion del tumor en ratones de xenoinjerto HCC1954 tratados con 10 mg/kg de
mAb2 anti-HER2 no conjugado solo (FIG. 6).

Estos datos demuestran que la regresién del tumor se puede lograr en el xenoinjerto de tumor de mama HCC1954
con alta expresion de HER2 mediante un tratamiento Unico de un conjugado anti-HER2-agonista de TLR7 (mAb1 anti-
HER2-(C-5)) a 3 mg / kg.

Ejemplo 79

Ensayo in vivo de conjugados de anti-HER2-agonista de TLR7 en un modelo de xenoinjerto de tumor de ovario
SKOV3

Material y Métodos

Para el modelo de ratén xenoinjerto de ovario SKOV3 se utilizaron ratones hembra SCID-beige de 6-8 semanas de
edad (adquiridos de Harlan Laboratories) para la implantacién. Células SKOV3 (obtenidas de ATCC, Catalogo n° HTB-
77, lote de proveedor n° 7349765) se cultivaron en condiciones estériles en una incubadora a 37°C con 5% de CO:2
durante dos semanas. Las células se cultivaron en medio 5A de McCoy con suero bovino fetal al 10%.. Las células se
hicieron pasar cada 3-4 dias con tripsina al 0,05%/EDTA. El dia de la implantacion, las células SKOV3 se (recolectaron)
descamaron (pase x11) y se re-suspendieron en medio libre de suero 5A de McCoy a una concentracion de 5 x 108
células y matrigel al 50%/100 pl. Las células se sometieron a pruebas de Radii para asegurar que estan libres de
micoplasma y virus murinos.

Las células SKOV3 se implantaron con una inyeccion subcutanea en el flanco inferior utilizando una aguja de 28 12 G
(100 pl de volumen de inyeccién). Después del implante, los tumores se midieron con un calibrador y los ratones se
pesaron dos veces por semana una vez que los tumores eran palpables. Los tumores se midieron luego dos veces
por semana en dos dimensiones. Las medidas del calibrador se calcularon utilizando (L x W?)/2. Los ratones fueron
alimentados con una dieta normal y alojados en instalaciones de animales SPF de acuerdo con la Guia para el Cuidado
y Uso de Animales de Laboratorio y los Reglamentos del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales.

Cuando los tumores de xenoinjertos alcanzaron aproximadamente 200 mm?3, se administré a los ratones por via
intravenosa 3-10 mg/kg de anticuerpo anti-HER2 o conjugado anti-HER2-agonista de TLRY7. El anticuerpo de control
del isotipo se generd expresando un anticuerpo contra una diana no encontrada en roedores y conjugando a través
de métodos similares descritos para anticuerpos anti-HER2. Los tumores se midieron dos veces por semana. Los
volumenes medios de los tumores se representaron utilizando el software Prism 5 (GraphPad). Se alcanz6 un punto
final para los estudios de eficacia cuando el tamafio del tumor alcanzé un volumen de 2000 mm3. Después de la
inyeccion, los ratones también fueron monitorizados en cuanto a signos de deterioro clinico. Si por alguna razén los
ratones mostraron signos de morbilidad, incluyendo dificultad respiratoria, postura encorvada, disminuciéon de la
actividad, pardlisis de las patas traseras, taquipnea como signo de derrames pleurales, pérdida de peso cercana al
20% o 15% mas otros signos, o si se vio afectada su capacidad para realizar actividades normales (alimentacion,
movilidad), los ratones fueron sacrificados.

Para la InmunoHistoQuimica (IHC), de HER2 se utilizaron directrices y protocolos estandarizados para la tincion de
HER?2 y la puntuacion de xenoinjerto HER2 (véase, p. €j., English et al., Mol Diagn Ther. abril 2013; 17 (2): 85-99).

Resultados

Los ratones con xenoinjerto de tumor de ovario SKOV3 fueron tratados por via intravenosa con una dosis Unica de
conjugado mAb1 anti-HER2-(C-5), en que el Compuesto (C-5) se conjuga con Cys 152 y Cys 375 de la cadena pesada
del mAb1 anti-HER2, a,3 mg/kg o 10 mg/kg. . Si bien el tratamiento con una dosis unica de 10 mg/kg de mAb1 anti-
HER2-(C-5) condujo a una regresién completa de los tumores de xenoinjerto humano SKOV3, en 7 de 8 ratones, 3
mg/kg de mAb1 anti-HER2-(C-5) resultd en una regresion inicial del tumor, seguido de crecimiento renovado del tumor
(FIG. 7). No se observo regresion del tumor en ratones de xenoinjerto SKOV3 tratados con 10 mg/kg de mAb1 anti-
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HERZ2 no conjugado solo, o un conjugado de anticuerpo de control del isotipo (C-5), en comparacién con los animales
no tratados (FIG. 7).

Estos datos demuestran que la regresion del tumor se puede lograr mediante un tratamiento Unico de un conjugado
anti-HER2-agonista de TLR7 (p. ej., mAb1 anti-HER2-(C-1) o mAb1 anti-HER2-(C-5)) a 10 mg/kg en un modelo de
xenoinjerto en el que Her2 se expresa a niveles mas bajos en comparacion con los modelos de xenoinjerto N87 y HCC
(FIG. 8C en comparacion con las FIGs. 8A y 8B). En base al nivel de expresion de HER2, N87 y HCC1954 tienen
una puntuacién de 3+ IHC, y SKOV3 tiene una puntuacion de 2+ IHC. Por lo tanto, los conjugados anti-HER2-agonista
de TLRY descritos en la presente pueden suprimir el crecimiento del tumor no solo en tumores que expresan HER2
alto (p. €j., que tienen puntuaciones de 3+ IHC), sino también en tumores que expresan HER2 bajo (p. €j., que tienen
puntuaciones de 2+ IHC).
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Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 10

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 10

162



10

15

gaggttcagce
tectgtgeag
ccgggtaagg
gccgatageg
ctgcagatga
ggggacggct
gctagcacca
ggaactgctg
tggaactctg
ggcctgtaca
tatatctgeca
aagagctgcg
ccttecegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gcegtggagt
ctggacagcg
cagcagggca

cagaagtccc
<210> 11

<211> 11

<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 11

tggtggagtc
cttctggett
gcctggaatg
tcaagggcceg
acagcctgeg
tctatgcectat
agggcccaag
ccectgggttg
gggctctgac
gcctgageag
acgtgaacca
acaagaccca
tcectgttecee
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgte
gcaaagtctc
gccagccacg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtgttcag

tgagcctgag

fuente

tggcggtgge
caacattaaa
ggttgcaagg
tttcactata
tgctgaggac
ggactactgg
tgtgtttccce
cctggtgaag
ttececggegtg
cgtggtgaca
caagcccagce
cacctgccecce
ccccaagccce
ggacgtgtcc
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaaggcc
ggagccccag
cctgacctgt
cggccagccce
cttcetgtac
ctgcagcgtg

ccceggcaag

Secuencia artificial

ES 2798 649 T3

ctggtgcage
gacacctata
atttatccta
agcgcagaca
actgccgtcet
ggtcaaggaa
ctggcccceca
gactacttcce
cacaccttce
gtgcccteca
aacaccaagg
cecctgeccag
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgccagecee
gtgtacaccce
ctggtgaagg
gagaacaact
agcaagctga

atgcacgagg

Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Val Ala

1
<210> 12

<211> 7

<212> PRT
<213>
<220>

5

Secuencia artificial

10

cagggggctc
tacactgggt
cgaatggtta
catccaaaaa
attattgttc
ccctggtcac
gcagcaagtc
cctgtceegt
ccgecgtget
gctctctggg
tggacaagag
ctccagaact
tgatgatcag
cagaggtgaa
ccagagagga
aggactggct
caatcgaaaa
tgceccececcag
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

163

actcegtttg
gcgtcaggece
tactagatat
cacagcctac
tagatgggga
cgtctccteg
tacttcegge
gacagtgtcc
gcagagcagc
aacccagacc
agtggagccce
gctgggaggg
caggaccccce
gttcaactgg
gcagtacaac
gaacggcaaa
gacaatcagc
ccgggaggag
ctgtgatatc
ccceccagtg
gtccaggtgg

ccactacacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético”



10

15

20

25

30

35

ES 2798 649 T3

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Péptido sintético’

<400> 12

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Péptido sintético’

<400> 13

Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr
1 5

<210> 14

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético’

<400> 14

Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala
1 5

<210> 15

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”
<400> 15

Ser Ala Ser
1

<210> 16

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético’

164



10

15

20

<400> 16

His Tyr Thr Thr Pro Pro

1 5

<210> 17

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223>

<400> 17

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg

20
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
50 55

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100

<210> 18

<211> 321

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidon de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"

<400> 18

gatatccaga
atcacctgcece
ggaaaagctc
cgcttctcetg
gaagacttcg

ggtaccaagg

tgacccagtce
gtgccagtca
cgaaactact
gatccagatc
caacttatta

tggagatcaa

cccgagcetece
ggatgtgaat
gatttactcg
tgggacggat
ctgtcagcaa

a

ES 2798 649 T3

Ser Ser Leu

10

Ala
25

Ser Gln

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile

75

Leu

Gln Gln

90

His

Glu
105

Ile Lys

ctgtcegect
actgctgtag
gcatccettee
ttcactctga

cattatacta

Ser Ala

Asp Val

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg

Ser Ser

Tyr Thr

ctgtgggega
cctggtatca
tctactcetgg
ccatcagcag

ctcctccecac

165

Ser

Asn

Leu

Phe

Leu

Thr

Val Gly
15

Thr Ala

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Pro

95

tagggtcacc
acagaaacca
agtcccttet
tctgcagecg

gttcggacag

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

60

120

180

240

300

321



ES 2798 649 T3

<210> 19

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 19

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala
20 25 30

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
165 170 175

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr
180 185 190

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195 200 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210

<210> 20

166



10

15

<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400> 20

gatatccaga

642
ADN

atcacctgee
ggaaaagctc
cgcttctetg
gaagacttcg
ggtaccaagg
agcgacgagc
cccegggagg
gagagcegtcea
ctgagcaagg
ctgtccagee
<210> 21

<211> 450
<212> PRT

fuente

tgacccagtce
gtgccagtca
cgaaactact
gatccagatc
caacttatta
tggagatcaa
agctgaagag
ccaaggtgca
ccgageagga
ccgactacga

ccgtgaccaa

Secuencia artificial

cccgagcetee
ggatgtgaat
gatttactcg
tgggacggat
ctgtcagcaa
acgtacggtg
tggcaccgece
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcataag

gagcttcaac

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

ES 2798 649 T3

ctgtcegect
actgcetgtag
gcatccttce
ttcactctga
cattatacta
gcecgetececa
agcgtggtgt
gacaacgccc
tecacctaca
gtgtacgcect

aggggcgagt

ctgtgggcga
cctggtatca
tctactctgg
ccatcagcag
cteccteccac
gcgtgttcat
gcctgectgaa
tgcagagcegg
gectgageag
gcgaggtgac

gc

tagggtcacc
acagaaacca
agtcccttcet
tctgcagecg
gttcggacag
cttccececece
caacttctac
caacagccag
caccctgace

ccaccagggc

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético"

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 21

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

167



Ser

Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ser

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Leu

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

His

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Ser

vVal

Pro

Thr

Ser

85

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
245

Cys

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Vval

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

Ala

Gln

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Ala

Ala

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

ES 2798 649 T3

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

vVal

Ala

Pro
250

Phe

Lys

Arg

Ser

Thr

Met

Thr

Ser

Cys

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

168

Ile

Leu

Ala

Asn

val

Tyr

Gly

125

Gly

vVal

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

15

Asp

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met
255

Thr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile



ES 2798 649 T3

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu
260 265 270

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val vVal Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Cys Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 22

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético"
<400> 22

169



10

gaggttcagce
tectgtgeag
ccgggtaagg
gccgatageg
ctgcagatga
ggggacggct
gctagcacca
ggcacagccg
tggaacagcg
ggcctgtaca
tacatctgeca
aagagctgceg
cccteegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gcecgtggagt
ctggacagcg
cagcagggca
cagaagagcc
<210> 23

<211> 450
<212> PRT
<213>
<220>
<221>
<223>

<400> 23

tggtggagtc
cttctggett
gcctggaatg
tcaagggcceg
acagcctgeg
tctatgcectat
agggccccag
ccctgggetg
gagccctgac
gcctgtcecag
acgtgaacca
acaagaccca
tcectgttecee
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgte
gcaaggtctc
gccagccacg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagctt
acgtgttcag

tgagcctgte

fuente

tggcggtgge
caacattaaa
ggttgcaagg
tttcactata
tgctgaggac
ggactactgg
cgtgttcccee
cctggtgaag
ctcecggegtg
cgtggtgaca
caagcccagce
cacctgeecee
ccccaagccce
ggacgtgage
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaaggcc
ggagccccag
cctgacctgt
cggccagccce
cttcectgtac
ctgcagcgtg

ccceggcaag

Secuencia artificial

ES 2798 649 T3

ctggtgcage
gacacctata
atttatccta
agcgcagaca
actgccgtcet
ggtcaaggaa
ctggcccceca
gactacttcce
cacaccttce
gtgcccageca
aacaccaagg
ccctgeccag
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacc
ctgccagecee
gtgtacaccc
ctggtgaagg
gagaacaact
agcaagctga

atgcacgagg

cagggggctc
tacactgggt
cgaatggtta
catccaaaaa
attattgttc
ccctggtcac
gcagcaagag
cttgtcecegt
ccgecgtget
gcagcctggg
tggacaagaa
ccccagaget
tgatgatcag
cagaggtgaa
ccagagagga
aggactggct
ccatcgaaaa
tgceccecececte
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

actcegtttg
gcgtcaggece
tactagatat
cacagcctac
tagatgggga
cgtctecteg
caccagcggc
gaccgtgtecce
gcagagcagc
cacccagacce
agtggagccce
gctgggegga
caggaccccce
gttcaactgg
gcagtacaac
gaacggcaag
gaccatcagc
ccgggaggag
ctgcgacatc
acctccagtg
gtccaggtgg

ccactacacc

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr

170

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”



Tyr

Ala

Lys

65

Leu

Ser

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Ile

Arg

Gly

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro
260

Vval

Pro

Thr

Ser

Gly

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Arg

Thr

Ile

70

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

230

Phe

val

Gln

Asn

Ser

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Ala

40

Gly

Ala

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

ES 2798 649 T3

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

val
265

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Vval

Lys

Arg

Ser

75

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

171

Leu

45

Ala

Asn

val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

vVal

val

205

Lys

Leu

Thr

val

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser
270

Trp

Ser

Ala

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu



ES 2798 649 T3

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His
275 280 285

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg
290 295 300

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
305 310 315 320

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu
325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
385 390 395 400

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp
405 410 415

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 445

Gly Lys
450

<210> 24

<211> 1350

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"
<400> 24

gaggttcage tggtggagtc tggeggtgge ctggtgcage cagggggctce actcegtttg 60

tcctgtgecag cttectggett caacattaaa gacacctata tacactgggt gcgtcaggcece 120

172



ccgggtaagg
gccgatageg
ctgcagatga
ggggacggct
gctagcacca
ggcacagccg
tggaacagcg
ggcctgtaca
tacatctgca
aagagctgcg
ccectecegtgt
gaggtgacct
tacgtggacg
agcacctaca
gaatacaagt
aaggccaagg
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggacagcg
cagcagggca

cagaagagcc
<210> 25
<211> 4664
<212> ADN
<213> Homo

<400> 25
gcttgectecee

aagaatgaag
cceccegggeag
cacccctege
gccggagecg
gccctcettge

cggctcectg

gcctggaatg
tcaagggeccg
acagcctgeg
tctatgcectat
agggccccag
ccctgggcetg
gagccctgac
gcectgtcecag
acgtgaacca
acaagaccca
tcctgttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gggtggtgte
gcaaggtctce
gccagccacg
accaggtgtc
gggagagcaa
acggcagcett
acgtgttcag

tgagcctgte

sapiens

aatcacagga
ttgtgaagct
ccgegegecce
agcaccccgce
cagtgagcac
ccceccggage

ccagtcccga

ggttgcaagg

tttcactata
tgctgaggac
ggactactgg
cgtgttccee
cctggtgaag
ctceggegtg
cgtggtgaca
caagcccagc
cacctgececee
ccccaagccce
ggacgtgagc
gcacaacgcc
cgtgctgacc
caacaaggcc
ggagccccag
cctgacctgt
cggccagccce
cttcetgtac
ctgcagcgtg

cccecggcaag

gaaggaggag
gagattcccc
cttcccacgg
gccccgegece
catggagctg
cgcgagcacc

gacccacctg

ES 2798 649 T3

atttatccta
agcgcagaca
actgccgtcet
ggtcaaggaa
ctggcccceca
gactacttce
cacaccttce
gtgcccageca
aacaccaagg
ccctgeccag
aaggacaccc
cacgaggacc
aagaccaagc
gtgctgcacce
ctgccagece
gtgtacacce
ctggtgaagg
gagaacaact
agcaagctga

atgcacgagg

gtggaggagg
tccattggga
ggccctttac
ctcccageceg
gcggecttgt
caagtgtgca

gacatgctcc

cgaatggtta
catccaaaaa
attattgttc
ccctggtcac
gcagcaagag
ccgagccecgt
ccgeegtget
gcagcctggg
tggacaagaa
ccccagaget
tgatgatcag
cagaggtgaa
ccagagagga
aggactggcet
ccatcgaaaa
tgcccecececte
gcttctaccce
acaagaccac
ccgtggacaa

ccctgcacaa

agggctgcett
ccggagaaac
tgcgeccgege
ggtccagcecceg
gcegetgggg
ccggcacaga

gccacctcta

173

tactagatat
cacagcctac
tagatgggga
cgtcteccteg
caccagcggce
gaccgtgtcce
gcagagcagc
cacccagacc
agtggagccce
gctgggegga
caggaccccce
gttcaactgg
gcagtacaac
gaacggcaag
gaccatcagc
ccgggaggag
cagcgacatc
acctccagtg
gtccaggtgg

ccactacacce

gaggaagtat
caggggagcc
gcccggecce
gagccatggg
gctcectecte
catgaagctg

ccagggctge

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

60

120

180

240

300

360

420



caggtggtge
ctgcaggata
gtcccactge
ctggecegtge
ccaggaggcc
ttgatccagc
cacaagaaca
ccctgttete
agcctgacgce
gactgctgcce
gcctgectee
tacaacacag
agctgtgtga
gtctgcecce
tgcagcaagc
agggcagtta
ctggcatttc
ccagagcagc
gcatggccgg
cgaattctge
gggctgcget
ctctgecttcg
ctccacactg
ctgtgegecee
ttcectteggg
tatgtgaatg
gtgacctgtt
cccttetgeg
tggaagtttc
tgtgtggacc
atcatctctg

ctcatcaage

agggaaacct
tccaggaggt
agaggctgeg
tagacaatgg
tgcgggagcect
ggaaccccca
accagctggce
cgatgtgtaa
gcactgtctg
atgagcagtg
acttcaacca
acacgtttga
ctgcctgtcee
tgcacaacca
cctgtgeecg
ccagtgccaa
tgccggagag
tccaagtgtt
acagcctgece
acaatggecgce
cactgaggga
tgcacacggt
ccaaccggcece
gagggcactg
gccaggagtg
ccaggcactg
ttggaccgga
tggcecegetg
cagatgagga
tggatgacaa
cggtggttgg

gacggcagca

ggaactcacc
gcagggctac
gattgtgcga
agacccgetg
gcagcttcga
gctctgectac
tctcacactg
gggctecege
tgcecggtgge
tgctgcecgge
cagtggcatc
gtccatgecec
ctacaactac
agaggtgaca
agtgtgctat
tatccaggag
ctttgatggg
tgagactctg
tgacctcage
ctactcgetg
actgggcagt
gccctgggac
agaggacgag
ctggggtcca
cgtggaggaa
tttgcegtge
ggctgaccag
ccccageggt
gggcgcatge
gggctgecce
cattctgctg

gaagatccgg
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tacctgecca
gtgctcatcg
ggcacccagc
aacaatacca
agcctcacag
caggacacga
atagacacca
tgctggggag
tgtgcccget
tgcacgggcc
tgtgagctge
aatcccgagg
ctttctacgg
gcagaggatg
ggtctgggca
tttgctgget
gacccagcect
gaagagatca
gtcttccaga
accctgcaag
ggactggccc
cagctctttc
tgtgtgggcg
gggcccaccee
tgccgagtac
caccctgagt
tgtgtggeet
gtgaaacctg
cagccttgec
gccgagcaga
gtegtggtet

aagtacacga

ccaatgccag
ctcacaacca
tectttgagga
cccctgteac
agatcttgaa
ttttgtggaa
accgctcteg
agagttctga
gcaaggggcc
ccaagcactc
actgcccage
gccggtatac
acgtgggatc
gaacacagcg
tggagcactt
gcaagaagat
ccaacactgce
caggttacct
acctgcaagt
ggctgggeat
tcatccacca
ggaacccgca
agggcctgge
agtgtgtcaa
tgcaggggct
gtcagccccea
gtgcccacta
acctctccta
ccatcaactg
gagccagccec
tgggggtggt

tgcggagact

174

cctgtectte
agtgaggcag
caactatgecce
aggggcectee
aggaggggtc
ggacatcttc
ggcctgecac
ggattgtcag
actgcccact
tgactgcctg
cctggtcace
attcggegece
ctgcaccctc
gtgtgagaag
gcgagaggtg
ctttgggagce
ccegetecag
atacatctca
aatccgggga
cagctggcetg
taacacccac
ccaagctctg
ctgccaccag
ctgcagccag
ccccagggag
gaatggctca
taaggaccct
catgcccatce
cacccactcc
tctgacgtce
ctttgggatc

gctgcaggaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



acggagctgg
atcctgaaag
gtctacaagg
gtgttgaggg
atggctggtg
gtgcagctgg
cgcggacgec
agctacctgg
aagagtccca
gagacagagt
attctcegece
gagctgatga
ctgctggaaa
atcatggtca
tctgaattcet
ttgggcccag
atgggggacc
gaccctgeee
agtggcggtg
ccactggcac
gcagccaagg
gaggacccca
agcccccage
gagggccctce
tccccaggga
cccgagtact
agcccagcect
cccagcacct
ccagtgtgaa
aggcctgact

ctgccatgcee

tggagccget
agacggagct
gcatctggat
aaaacacatc
tgggctecece
tgacacagct
tgggctccca
aggatgtgceg
accatgtcaa
accatgcaga
ggcggttcac
cttttgggge
agggggagcg
aatgttggat
cccgecatgge
ccagtccctt
tggtggatgce
cgggcgetgg
gggacctgac
cctccgaagg
ggctgcaaag
cagtacccct
ctgaatatgt
tgcctgetge
agaatggggt
tgacacccca
tcgacaacct
tcaaagggac
ccagaaggcc
tctgectggea

aggaacctgt

gacacctage
gaggaaggtg
ccctgatggg
ccccaaagcec
atatgtctce
tatgccctat
ggacctgcectg
gctegtacac
aattacagac
tgggggcaag
ccaccagagt
caaaccttac
gctgceccecag
gattgactct
cagggaccce
ggacagcacc
tgaggagtat
gggcatggtc
actagggctg
ggctggctcece
cctcceccaca
gccctctgag
gaaccagcca
ccgacctget
cgtcaaagac
gggaggagct
ctattactgg
acctacggca
aagtccgcag
tcaagaggtg

cctaaggaac

ES 2798 649 T3

ggagcgatge
aaggtgcttg
gagaatgtga
aacaaagaaa
cgecttetgg
ggctgectcet
aactggtgta
agggacttgg
ttcgggetgg
gtgcccatca
gatgtgtgga
gatgggatcc
ccccccatet
gaatgtcgge
cagcgcetttg
ttctaccget
ctggtaccce
caccacaggc
gagccctcetg
gatgtatttg
catgacccca
actgatggcet
gatgttcgge
ggtgccactce
gtttttgecect
gcccectceage
gaccaggacc
gagaacccag
aagccctgat

ggagggccct

cttecettect

ccaaccaggc
gatctggege
aaattccagt
tcttagacga
gcatctgect
tagaccatgt
tgcagattge
ccgeteggaa
ctcggetget
agtggatggce
gttatggtgt
cagcccggga
gcaccattga
caagattcecg
tggtcatcca
cactgctgga
agcagggctt
accgcagcte
aagaggaggc
atggtgacct
gccctetaca
acgttgccce
cccagecccce
tggaaaggcc
ttgggggtge
cccaccectee
caccagagcg
agtacctggg
gtgtcctcag
ccgaccactt

gcttgagttce

175

gcagatgcgg
ttttggcaca
ggccatcaaa
agcatacgtg
gacatccacg
ccgggaaaac
caaggggatg
cgtgetggte
ggacattgac
gctggagtcce
gactgtgtgg
gatccctgac
tgtctacatg
ggagttggtg
gaatgaggac
ggacgatgac
cttctgtcca
atctaccagg
ccccaggtcet
gggaatgggg
gcggtacagt
cctgacctge
ttcgececececga
caagactctc
cgtggagaac
tcctgectte
gggggctcca
tctggacgtg
ggagcaggga
ccaggggaac

ccagatggct

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200



ggaaggggtc
gccctgecca
tccagatcct
gggagtgtct
ccccatgagg

gtttagtttt

aatgggtgtt
ttgcaaatat
<210> 26

<211> 1255
<212> PRT
<213>
<400>

Homo
26

Met Glu Leu Ala

1

Pro Pro

Leu Arg

35

Leu Tyr

50

Leu Pro

65

Gln Gly

Gln

Arg

Ala Leu

Gly

Leu

Gln

Thr

Tyr

Leu

Ala

cagcctegtt
atgagactct
gggtactgaa
aagaacaaaa
aaggaacagc
tacttttttt
gtatggggag

attttggaaa

sapiens

Ala

Ala
20

Ala

Pro Ala

Gly Cys

Asn Ala

Val Leu

85

Arg Ile

100

Val Leu

115

Val Thr

130

Leu Thr

145

Gly

Glu

Ala Ser

Ile Leu

Leu

Ser

Ser

Gln

Ser

70

Ile

val

Asp

Pro

Lys

ggaagaggaa
agggtccagt
agccttaggg
gcgacccatt
aatggtgtca
gttttgtttt
gcaagtgtgg

acagctaaaa

Cys Arg

Thr

Gln

Glu
40

Pro

Val
55

vVal

Leu Ser

Ala His

Arg Gly

Asn Gly

120

Gly
135

Gly

Gly Gly

150
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cagcactggg
ggatgccaca
aagctggect
cagagactgt
gtatccaggce
tttaaagatg
ggggtcctte

aaaaaaaaaa

Gly Leu

10

Val Thr

25

Cys

Thr His Leu

Gln Gly Asn

Phe Gln

75

Leu

Gln
90

Asn val

Thr
105

Gln Leu

Asp Pro Leu

Leu Arg Glu

Val Ile

155

Leu

gagtctttgt
gcccagettg
gagaggggaa
ccctgaaacc
tttgtacaga
aaataaagac
tccacaccca

aaaa

Leu Leu Ala

Gly Thr Asp

Met
45

Asp Leu

Leu Glu Leu

60

Asp Ile Gln

Arg Gln Val

Phe Glu Asp

110

Asn Thr

125

Asn

Leu Gln Leu

140

Gln Arg Asn

176

ggattctgag
gccctttect
gcggccctaa
tagtactgcc
gtgcttttcet

ccagggggag

ctttgtccat

Leu Leu

15

Met Lys

Arg His

Thr Tyr

Glu Val

80

Pro Leu

95

Asn Tyr

Thr Pro
Ser

Arg

Gln
160

Pro

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4664



Leu

Asn

His

Ser

Ala

225

Ala

His

Thr

Tyr

Ser

305

Glu

Pro

Val

Lys

Pro

385

Glu

Cys

Gln

Pro

Glu

210

Arg

Ala

Phe

Tyr

Thr

290

Thr

Val

Cys

Arg

Ile

370

Ala

Thr

Tyr

Leu

Cys

195

Asp

Cys

Gly

Asn

Asn

275

Phe

Asp

Thr

Ala

Ala

355

Phe

Ser

Leu

Gln

Ala

180

Ser

Cys

Lys

Cys

His

260

Thr

Gly

Val

Ala

Arg

340

Val

Gly

Asn

Glu

Asp

165

Leu

Pro

Gln

Gly

Thr

245

Ser

Asp

Ala

Gly

Glu

325

Val

Thr

Ser

Thr

Glu
405

Thr

Thr

Met

Ser

Pro

230

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser

310

Asp

Cys

Ser

Leu

Ala

390

Ile

Ile

Leu

Cys

Leu

215

Leu

Pro

Ile

Phe

Cys

295

Cys

Gly

Tyr

Ala

Ala

375

Pro

Thr

Leu

Ile

Lys

200

Thr

Pro

Lys

Cys

Glu

280

Val

Thr

Thr

Gly

Asn

360

Phe

Leu

Gly
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Trp

Asp

185

Gly

Arg

Thr

His

Glu

265

Ser

Thr

Leu

Gln

Leu

345

Tle

Leu

Gln

Tyr

Lys

170

Thr

Ser

Thr

Asp

Ser

250

Leu

Met

Ala

Val

Arg

330

Gly

Gln

Pro

Pro

Leu
410

Asp

Asn

Arg

val

Cys

235

Asp

His

Pro

Cys

Cys

315

Cys

Met

Glu

Glu

Glu

395

Tyr

Ile

Arg

Cys

Cys

220

Cys

Cys

Cys

Asn

Pro

300

Pro

Glu

Glu

Phe

Ser

380

Gln

Ile

177

Phe

Ser

Trp

205

Ala

His

Leu

Pro

Pro

285

Tyr

Leu

Lys

His

Ala

365

Phe

Leu

Ser

His

Arg

190

Gly

Gly

Glu

Ala

Ala

270

Glu

Asn

His

Cys

Leu

350

Gly

Asp

Gln

Ala

Lys

175

Ala

Glu

Gly

Gln

Cys

255

Leu

Gly

Tyr

Asn

Ser

335

Arg

Cys

Gly

Val

Trp
415

Asn

Cys

Ser

Cys

Cys

240

Leu

Val

Arg

Leu

Gln

320

Lys

Glu

Lys

Asp

Phe

400

Pro



Asp

Gly

Gly

Leu

465

Pro

Ala

Gln

Val

Arg

545

Leu

Phe

Pro

Ser

Pro

625

Gly

Ala

Ser

Arg

Ile

450

Ala

Trp

Asn

Leu

Asn

530

val

Pro

Gly

Pro

Tyr

610

Cys

Cys

val

Leu

Ile

435

Ser

Leu

Asp

Arg

Cys

515

Cys

Leu

Cys

Pro

Phe

595

Met

Pro

Pro

val

Pro

420

Leu

Trp

Ile

Gln

Pro

500

Ala

Ser

Gln

His

Glu

580

Cys

Pro

Ile

Ala

Gly
660

Asp

His

Leu

His

Leu

485

Glu

Arg

Gln

Gly

Pro

565

Ala

Val

Ile

Asn

Glu

645

Ile

Leu

Asn

Gly

His

470

Phe

Asp

Gly

Phe

Leu

550

Glu

Asp

Ala

Trp

Cys

630

Gln

Leu

Ser

Gly

Leu

455

Asn

Arg

Glu

His

Leu

535

Pro

Cys

Gln

Arg

Lys

615

Thr

Arg

Leu

val

Ala

440

Arg

Thr

Asn

Cys

Cys

520

Arg

Arg

Gln

Cys

Cys

600

Phe

His

Ala

Vval

Phe

425

Tyr

Ser

His

Pro

Vval

505

Trp

Gly

Glu

Pro

Val

585

Pro

Pro

Ser

Ser

vVal
665
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Gln

Ser

Leu

Leu

His

490

Gly

Gly

Gln

Tyr

Gln

570

Ala

Ser

Asp

Cys

Pro

650

val

Asn

Leu

Arg

Cys

475

Gln

Glu

Pro

Glu

Val

555

Asn

Cys

Gly

Glu

Val

635

Leu

Leu

Leu

Thr

Glu

460

Phe

Ala

Gly

Gly

Cys

540

Asn

Gly

Ala

Val

Glu

620

Asp

Thr

Gly

178

Gln

Leu

445

Leu

val

Leu

Leu

Pro

525

Val

Ala

Ser

His

Lys

605

Gly

Leu

Ser

val

Val

430

Gln

Gly

His

Leu

Ala

510

Thr

Glu

Arg

Val

Tyr

590

Pro

Ala

Asp

Ile

val
670

Ile

Gly

Ser

Thr

His

495

Cys

Gln

Glu

His

Thr

575

Lys

Asp

Cys

Asp

Ile

655

Phe

Arg

Leu

Gly

val

480

Thr

His

Cys

Cys

Cys

560

Cys

Asp

Leu

Gln

Lys

640

Ser

Gly



Ile

Arg

Ala

705

Arg

Gly

Lys

Asp

Leu

785

Met

Leu

Met

Arg

Gly

865

Gly

Arg

Trp

Leu

Leu

690

Met

Lys

Ile

Val

Glu

770

Leu

Pro

Gly

Ser

Asn

850

Leu

Gly

Arg

Glu

Ile

675

Leu

Pro

val

Trp

Leu

755

Ala

Gly

Tyr

Ser

Tyr

835

Val

Ala

Lys

Phe

Leu

Lys

Gln

Asn

Lys

Ile

740

Arg

Tyr

Ile

Gly

Gln

820

Leu

Leu

Arg

Val

Thr

900

Met

Arg

Glu

Gln

Vval

725

Pro

Glu

Val

Cys

Cys

805

Asp

Glu

Val

Leu

Pro

885

His

Thr

Arg

Thr

Ala

710

Leu

Asp

Asn

Met

Leu

790

Leu

Leu

Asp

Lys

Leu

870

Ile

Gln

Phe

Gln

Glu

695

Gln

Gly

Gly

Thr

Ala

775

Thr

Leu

Leu

Val

Ser

855

Asp

Lys

Ser

Gly

Gln

680

Leu

Met

Ser

Glu

Ser

760

Gly

Ser

Asp

Asn

Arg

840

Pro

Ile

Trp

Asp

Ala
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Lys

Val

Arg

Gly

Asn

745

Pro

val

Thr

His

Trp

825

Leu

Asn

Asp

Met

Val

905

Lys

Ile

Glu

Ile

Ala

730

vVal

Lys

Gly

Val

Val

810

Cys

Val

His

Glu

Ala

890

Trp

Pro

Arg

Pro

Leu

715

Phe

Lys

Ala

Ser

Gln

795

Arg

Met

His

Val

Thr

875

Leu

Ser

Tyr

Lys

Leu

700

Lys

Gly

Ile

Asn

Pro

780

Leu

Glu

Gln

Arg

Lys

860

Glu

Glu

Tyr

Asp

179

Tyr

685

Thr

Glu

Thr

Pro

Lys

765

Tyr

val

Asn

Ile

Asp

845

Ile

Tyr

Ser

Gly

Gly

Thr

Pro

Thr

val

Val

750

Glu

val

Thr

Arg

Ala

830

Leu

Thr

His

Ile

Val

910

Ile

Met

Ser

Glu

Tyr

735

Ala

Ile

Ser

Gln

Gly

815

Lys

Ala

Asp

Ala

Leu

895

Thr

Pro

Arg

Gly

Leu

720

Lys

Ile

Leu

Arg

Leu

800

Arg

Gly

Ala

Phe

Asp

880

Arg

val

Ala
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915 920 925

Arg Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu Pro Gln Pro
930 935 940

Pro Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met Ile Met Val Lys Cys Trp Met
945 950 955 960

Ile Asp Ser Glu Cys Arg Pro Arg Phe Arg Glu Leu Val Ser Glu Phe
965 970 975

Ser Arg Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Phe Val Val Ile Gln Asn Glu
980 985 990

Asp Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr Arg Ser Leu
995 1000 1005

Leu Glu Asp Asp Asp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala Glu Glu Tyr
1010 1015 1020

Leu Val Pro Gln Gln Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro Ala Pro Gly
1025 1030 1035

Ala Gly Gly Met Val His His Arg His Arg Ser Ser Ser Thr Arg
1040 1045 1050

Ser Gly Gly Gly Asp Leu Thr Leu Gly Leu Glu Pro Ser Glu Glu
1055 1060 1065

Glu Ala Pro Arg Ser Pro Leu Ala Pro Ser Glu Gly Ala Gly Ser
1070 1075 1080

Asp Val Phe Asp Gly Asp Leu Gly Met Gly Ala Ala Lys Gly Leu
1085 1090 1095

Gln Ser Leu Pro Thr His Asp Pro Ser Pro Leu Gln Arg Tyr Ser
1100 1105 1110

Glu Asp Pro Thr Val Pro Leu Pro Ser Glu Thr Asp Gly Tyr Val
1115 1120 1125

Ala Pro Leu Thr Cys Ser Pro Gln Pro Glu Tyr Val Asn Gln Pro
1130 1135 1140

Asp Val Arg Pro Gln Pro Pro Ser Pro Arg Glu Gly Pro Leu Pro
1145 1150 1155

180



10

15

20
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Ala Ala Arg Pro Ala Gly Ala Thr Leu Glu Arg Pro Lys Thr Leu
1160 1165 1170

Ser Pro Gly Lys Asn Gly Val Val Lys Asp Val Phe Ala Phe Gly
1175 1180 1185

Gly Ala Val Glu Asn Pro Glu Tyr Leu Thr Pro Gln Gly Gly Ala
1190 1195 1200

Ala Pro Gln Pro His Pro Pro Pro Ala Phe Ser Pro Ala Phe Asp
1205 1210 1215

Asn Leu Tyr Tyr Trp Asp Gln Asp Pro Pro Glu Arg Gly Ala Pro
1220 1225 1230

Pro Ser Thr Phe Lys Gly Thr Pro Thr Ala Glu Asn Pro Glu Tyr
1235 1240 1245

Leu Gly Leu Asp Val Pro Val
1250 1255

<210> 27

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Péptido sintético’

<400> 27

Met Lys Thr Phe Ile Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Ile
1 5 10 15

Phe Leu Leu Pro Gly Ala Thr Ala
20

<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético’

<400> 28

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Trp Ala Gly Ala Leu Ala
1 5 10 15

<210> 29
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<221>
<223>
<400>
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fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido sintético"
29

Met Ser Val Leu Thr Gln Val Leu Ala Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr

1

5 10 15

Gly Thr Arg Cys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

20
30
450
PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota=»Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”
30

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr

20 25 30

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val

50

55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr

65

70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val

115 120 125

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140
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Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

vVal

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

vVal

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Vval

Gly

Vval

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

ES 2798 649 T3

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Pro

val

170

Ser

Ile

vVal

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Cys

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

183

val

Phe

Vval

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

335

vVal

Ser

Glu

Pro

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
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Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

405

410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

420

425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

435

Gly Lys
450

<210> 31
<211> 12
<212> PRT

440

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 31

395

Ser

Ser

Ser

400

Lys Leu Thr Val Asp

415

Cys Ser Val Met His

430

Leu Ser Leu Ser Pro

Gly Asp Ser Leu Asp Met Leu Glu Trp Ser Leu Met

1
<210> 32

<211> 462
<212> PRT

5

10

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidn de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético"

<400> 32

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

Tyr Ile His
35

Ala Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Val

Ser

val

Pro

Thr

Glu

Cys

Arg

Thr

Ile
70

Ser Gly Gly Gly
10

Ala Ala Ser Gly
25

Gln Ala Pro Gly
40

Asn Gly Tyr Thr
55

Ser Ala Asp Thr

Leu

Phe

Lys

Arg

Ser
75

Val

Asn

Gly

Tyr

60

Lys

184

445

Gln

Ile

Leu

45

Ala

Asn

Pro

Lys

30

Glu

Asp

Thr

Gly Gly

15

Asp Thr

Trp Val

Ser Vval

Ala Tyr
80



Leu

Ser

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Gln

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr

Met

Trp

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Asn

Gly

100

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Vval

Cys

Ser

Gly

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

Leu

Asp

Val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Arg

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Ala

Phe

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

ES 2798 649 T3

Glu

Tyr

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Asp

Ala

Ser

Thr

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Ala

Asp

Lys

Gly

140

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

185

val

Tyr

Gly

125

Gly

Val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Vval

285

Ser

Leu

Ala

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

Cys

Gln

Val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu
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325 330 335

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
340 345 350

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
355 360 365

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
370 375 380

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Gly Asp Ser Leu Asp Met Leu Glu Trp
385 390 395 400

Ser Leu Met Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
405 410 415

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
420 425 430

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
435 440 445

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 33

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 33

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Leu Tyr Arg Ser Pro
1 5 10 15

Ala Met Pro Glu Asn Leu
20

<210> 34

<211> 642

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota=»Descripcidén de Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 34
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gatatccaga
atcacctgce
ggaaaagctc
cgcttetetg
gaagacttcg
ggtaccaagg
agcgacgagc
cceccgggagyg
gagagcgtca
ctgagcaagg

ctgtccagece

tgacccagtce
gtgccagtca
cgaaactact
gatccagatc
caacttatta
tggagatcaa
agctgaagag
ccaaggtgca
ccgagcagga
ccgactacga

ccgtgaccaa

cccgagcetee
ggatgtgaat
gatttacteg
tgggacggat
ctgtcagcaa
acgaacggtg
cggcaccgcce
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaagcataag

gagcttcaac

ES 2798 649 T3

ctgtcegect
actgctgtag
gcatccttece
ttcactctga
cattatacta
gccgcetecca
agcgtggtgt
gacaacgccce
tccacctaca
gtgtacgect

aggggcgagt

ctgtgggcga
cctggtatca
tctactctgg
ccatcagcag
ctecctcececcac
gcgtgttcat
gcctgetgaa
tgcagagcgg
gcctgagecag
gcgaggtgac

gc

187

tagggtcacc
acagaaacca
agtcccttet
tctgcagecg
gttcggacag
cttceccececece
caacttctac
caacagccag
caccctgacce

ccaccagggce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

642
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado de Foérmula (Il), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

I

R
[ 1\].#" ‘.\i'- .
L Ly Ab
¥
Farmula (1)
en donde:
R50 es

Ut -
N .

| _~—It‘“-;— Lxﬁn—1.~—|a“'—§i
o S
en que el * indica el punto de unién a Ab;

Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2 humano;

R' es -NHR? 0 -NHCHRZ2R?;

R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;

R3 es L1OH;

L1 es -(OH2)m-;

L2 es -(CH2)n-, -((CH2)nO)t{(CH2)n-, -(CH2)nX1(CHz2)n-, -(OH2)n"NHO(=0)(OH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
-((CH2)nO){(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n, -C(=0O)(CH2)n-, 'C(=O)((CH2)nO)t(CH2)n', -C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nX1(CH2)n-, -

C(=0)((CH2)nO)(CH2)aNHC(=0)(CH2)n-, C(=0)((CH2)nO)(CH2)nC(=0)NH(CH2)n-, -
C(=0)NH((CH2)nOX(CH2)nX1(CH2)n-, C(=0)X2X3C(=0)((CH2)nO){(CH2)nt -C(=0)X2XaC(=0)(CHz)or-
C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)-NHC(=0)((CH2)nO){(CH2)n-, -C(=0)(CH2)C(R7)z-
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)sNHC(=0)(CHz)n-, ~(CH2)nX2C(=0)(CH2)sNHC(=0)((CH2)nO)(CHz2)n- o -
‘(;O)(CHz)nC( =O)NH(CHa)n;

Jwvwvn

_g_
) i"f" .
ﬁ;‘é é\si‘a W’i s ! s?; HgLLNﬁ'&

-S-, -NHC CHz- -S(=O)2CHzCH2- -(CH2)2S(=0)2CH2CHz>-, -NHS(= O)zCHzCHz, NHC(=0)CH2CHz>-, -
CHzNHCHzCHz- -NHCH2CH2-,
RS

N‘N RS
/,u j{
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° w Y Ho 9
Al # ik

cada R’ se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCHs, -OCH2CH3,-N(CH3)2, -
CN, -NO2y -OH;

cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,
bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C+-4 sustituido con -C(=0)OH,;

R'2 es H, metilo o fenilo;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17y 18, e
y es un numero entero de 1 a 16.

2. El conjugado de la reivindicacién 1, en donde Ab se selecciona de trastuzumab, pertuzumab, margetuximab, o HT-
19, o un mutante de cisteina especifico para el sitio del mismo, en donde el mutante de cisteina especifico para el sitio
comprende cisteina en una o mas de las siguientes posiciones (todas las posiciones por numeracion de la UE):

(a) posiciones 152, 360 y 375 de la cadena pesada del anticuerpo, y

(b) posiciones 107, 159 y 165 de la cadena ligera del anticuerpo.

3. El conjugado de la reivindicacion 1, en donde Ab se selecciona de cualquiera de los siguientes:

(a) un anticuerpo que comprende:

una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (HCDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (HCDR2) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2;

una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 3 (HCDR3) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

una region determinante de la complementariedad de cadena ligera 1 (LCDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11;

una regiéon determinante de la complementariedad de cadena ligera 2 (LCDR2) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12; y

una region determinante de la complementariedad de cadena ligera 3 (LCDR3) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13;

(b) un anticuerpo que comprende:

una HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;

una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5;

una HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

una LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14;

una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15; y

una LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

(c) un anticuerpo que comprende la regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7; y una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17;

(d) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19;

(e) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
21; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19;

(f) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
23; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19; o

(g) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
32; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19.

4. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde Ab es un anticuerpo anti-HER2 humano o
humanizado.

5. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde Ab es una regién Fc modificada.

6. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde Ab comprende cisteina en una o mas de las
siguientes posiciones (todas las posiciones por numeracion de la UE):

(a) posiciones 152, 360 y 375 de la cadena pesada del anticuerpo, y

(b) posiciones 107, 159 y 165 de la cadena ligera del anticuerpo.
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7. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde Ab comprende cisteinas en las posiciones 152 y
375 de las cadenas pesadas de anticuerpos (todas las posiciones por numeracién de la UE).

8. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el conjugado de anticuerpos de Férmula (Il)
comprende la estructura de Férmula (lla) o Férmula (l1b):

R k!
o M ™ . M
N G Pt :
| D )\ir, N N-L R"').-’ah
Ay Q— ! n,x“l‘n’““) s
L.-R%L Ak /
= b . ¥
Farmula (lla) Farmula (1o}
en donde:
R' es -NHR?;

R? es alquilo C4-Cs;

L2 es -(CH2n-, -((CH2)nO}CH2)-, -(CH2)aX1(CH2)n-, -C(=O)(CH2)r-, -C(=O)((CH2)nO)}(CH2)n-, -
C(=0)((CH2)nO}(CH2)nX1(CH2)n-,  -C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=O)((CH2)nO)(CH2)r- u -
0O(=0)X20(=0)(OH2)naNHO(=0O)(OH2)n-;

R%0 es

] ci\ﬁ _g_ﬂ H s
b S SR~ o

Xs4 €5

N
N
hY

cada uno de los n se éelecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 and 18, e
y es un numero entero de 1 a 16.

9. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde
R' es -NHR?;

R? es alquilo C4-Cs;

L2 es -(CH2)n- 0 -C(=O)(CH2)n;

R0 es
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o
s X
Sk o

;'I'IL"'* _E_N E_N

y
cada uno de los n se selecciona independientemente de 1,2,3y 4, e
y es un numero entero de 1 a 16.

10. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el conjugado tiene un indice de hidrofobicidad
de 0,8 o mayor, seguin se determina por cromatografia de interaccion hidrofébica.

11.Un conjugado que comprende cualquiera de las siguientes formulas:
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en donde Ab es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a HER2
humano, e y es un nimero entero de 1 a 4.

12. El conjugado de la reivindicacion 11, en donde Ab se selecciona de trastuzumab, pertuzumab, margetuximab, o
HT-19, o un mutante de cisteina especifico para el sitio del mismo, en donde el mutante de cisteina especifico para el
sitio comprende cisteina en una o mas de las siguientes posiciones (todas las posiciones por numeracion de la UE):
(a) posiciones 152, 360 y 375 de la cadena pesada del anticuerpo, y

(b) posiciones 107, 159 y 165 de la cadena ligera del anticuerpo.

13. El conjugado de la reivindicacién 11, en donde Ab se selecciona de cualquiera de los siguientes:

(a) un anticuerpo que comprende:

una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (HCDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1;

una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (HCDR2) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2;
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una region determinante de la complementariedad de cadena pesada 3 (HCDR3) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

una region determinante de la complementariedad de cadena ligera 1 (LCDR1) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 11;

una region determinante de la complementariedad de cadena ligera 2 (LCDR2) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 12; y

una region determinante de la complementariedad de cadena ligera 3 (LCDR3) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 13;

(b) un anticuerpo que comprende:

una HCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4;

una HCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5;

una HCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

una LCDR1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14;

una LCDR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15; y

una LCDR3 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16;

(c) un anticuerpo que comprende la regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 7; y una region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 17;

(d) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19;

(e) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
21; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19;

(f) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
23; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19; o

(g9) un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
32; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 19.

14. El conjugado de la reivindicacién 11, en donde Ab comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y una cadena Ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
19.

15. El conjugado de la reivindicaciéon 14, en donde el compuesto esta unido a las cisteinas en las posiciones 152 y
375 de la cadena pesada del anticuerpo (todas las posiciones por numeracion de la UE).

16. El conjugado de la reivindicacién 11, en donde y es aproximadamente 3 a 4.

17. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en donde el conjugado tiene un indice de hidrofobicidad
de 0,8 o mayor, segun se determina por cromatografia de interaccion hidrofébica.

18. Una composicién farmacéutica que comprende uno o mas conjugados de cualquiera de las reivindicaciones 1-17
y un soporte farmacéuticamente aceptable.

19. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-17 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 18 para
uso en el tratamiento de un cancer HER2-positivo en un sujeto que lo necesite.

20. El conjugado para uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el conjugado es capaz de suprimir el cancer
HER2-positivo durante un periodo sostenido y/o reducir la recurrencia del cancer HER2-positivo, en comparacién con
un anticuerpo anti-HER2 solo.

21. El conjugado para uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el cancer HER2-positivo se selecciona de
cancer gastrico, cancer de esoéfago, adenocarcinoma de unién gastroesofagica, cancer de colon, cancer de recto,
cancer de mama, cancer de ovario, cancer cervical, cancer uterino, cancer endometrial, cancer de vejiga, cancer del
tracto urinario, cancer de pancreas, cancer de pulmén, cancer de prostata, osteosarcoma, neuroblastoma,
glioblastoma y cancer de cabeza y cuello.

22. El conjugado para uso de acuerdo con la reivindicacién 19, en donde el conjugado se administra al sujeto por via
intravenosa, intratumoral o subcutanea.

23. El conjugado para uso de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde el conjugado se administra a una dosis de
aproximadamente 0,01-20 mg por kg de peso corporal.

24. El conjugado para su uso de acuerdo con la reivindicacién 19, que comprende, ademas, administrar un segundo
agente al sujeto.

25. Un compuesto que tiene la estructura de Férmula (1), o las sales farmacéuticamente aceptables del mismo:
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Formula (1}
en donde:
RP es
\ r*
Y A

—N  N-L,
y REes H; 0 REes

\ —_ R4
N N1
y RPes H;
R' es -NHR? 0 -NHCHR?R3;
R? es -alquilo C3-Cs 0 -alquilo C4-Cs;
R3 es L1OH;
L1 es -(CH2)m-;
Lz es -(CH2)n-, ~((CH2)aO)X(CH2)n-, ~(CH2)nX1(CH2)n-, -(CH2)aNHC(=0)(CHz)n-, ~(CH2)"NHC(=0)(CH2)nC(=0)NH(CHz)n-,
-((CH2)nO)(CH2)n\NHC(=0O)(CHz2)n, -C(=O)(CH2)n-, -C(=O)((CH2)nO)t(CH2)n', -C(=0)((CH2)nO)}(CH2)nX1(CH2)n-,

C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)n"NHC(=O)(CH2)n-, C(=O)((CH2)nO)¢(CH2)nC(=O)NH(CH2)n-,
C(=O)NH((CH2)nO){(CH2)nX1(CH2)n-, -C(= O)X2X3C( O)((CH2)nO)y(CH2)n-,-C(=0)X2X3C(=0)(CH2)n-, -
O(=0)X20(=0)(OH2)nNHO(=0)(OH2)n-,-C(=0)X2C(=0)(CH2)aNHC(=O)((CH2)nO)¢{(CH2)n-, -C(=0)(CH2)nC(R7)2-,-
C(=0)(CH2)nC(R7)2SS(CH2)n"NHC(=0O)(CH2)n-, -(CH2)nX2C(=0)(CH2)aNHC(=O)((CH2)nO)}(CH2)n- u
O(=0)(0OH2)nO(=O)NH(CH2)n;
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NHC(=0)CH=CHz, -SH, -SR’, -OH -SSR®, -S(=0)2(CH=CHz), -(CHz2)2S(=0)2(CH=CHz),-NHS(=0)2(CH=CHz), -
NHC(=0)CH2Br, -NHC(=0)CHal, -C(O)NHNH_,
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R® es 2-piridilo o 4-piridilo;

cada R’ se selecciona independientemente entre H y alquilo C1-Ce;

cada uno de los R® se selecciona independientemente de H y alquilo C1-Cs, F, Cl y -OH;

cada uno de los R?® se selecciona independientemente de H, alquilo C1-Cs, F, Cl, -NH2, -OCHs, -OCH2CH3,-N(CH3)2, -
10 CN, -NO2y -OH;

cada uno de los R0 se selecciona independientemente de H, alquilo C1-s, fluoro, benciloxi sustituido con C(=O)OH,

bencilo sustituido con -C(=0)OH, alcoxi C1.4 sustituido con -C(=0O)OH y alquilo C1-4 sustituido con -C(=0)OH,;

cada uno de los m se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;

cada uno de los n se selecciona independientemente de 1, 2, 3y 4;
15 y
cada uno de los t se selecciona independientemente de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

26. Un conjugado que comprende el compuesto de la reivindicacidon 25 unido a un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo.
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Fig. 1

Tamano Medio del Tumor
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Fig. 2

Tamano Medio del Tumor
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Fig. 3

Tamaiio Medio del Tumor
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Volumen Medio del Tumor (mm®)+ EMT
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Fig. 4

Tamaiio Medio del Tumor
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Volumen del Tumor

Volumen del Tumor
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Fig. 5A

Volumen individual del tumor
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Fig. 6

Tamafo Medio del Tumor
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Volumen del Tumor (mm?)+ EMT
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Fig. 7

Tamaiio Medio del Tumor

Tratamiento (Dias)

211



ES 2798 649 T3

Fig. 8A Fig. 8B Fig. 8C
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