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DESCRIPCION
Conjugados de analogos de CC-1065 y conectores bifuncionales
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] Esta invencion se refiere a conjugados novedosos del agente alquilante de ADN CC-1065. Los conjugados se
disefian para liberar sus (multiples) cargas Utiles después de uno o mas pasos de activacion y/o con una velocidad y un
intervalo temporal controlados por el conjugado para administrar selectivamente y/o liberar de forma controlada uno o
mas de dichos agentes alquilantes de ADN. Los conjugados se pueden usar para tratar una enfermedad que se
caracteriza por una proliferacién (celular) no deseada. Como ejemplo, los conjugados de esta invencion se pueden usar
para tratar un tumor.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Las duocarmicinas, aisladas por primera vez a partir de un caldo de cultivo de la especie Streptomyces, son
miembros de una familia de antibiéticos antitumorales que incluye también a CC-1065. Estos agentes extremadamente
potentes obtienen presuntamente su actividad bioldgica de una capacidad para alquilar ADN selectivamente en funcion
de la secuencia en el N3 de una adenina en el surco menor, lo que inicia una cascada de eventos que termina en un
mecanismo de muerte celular apoptdtica.’

Aunque CC-1065 ha mostrado una citotoxicidad muy potente, no pudo usarse en la clinica debido a una hepatotoxicidad
retardada grave.? Esta observacion llevo al desarrollo de analogos sintéticos de CC-1065 (véase, para derivados de
CC-1065, por ejemplo, Aristoff et al., J. Org. Chem. 1992, 57, 6234; Boger et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6,
2207; Boger et al., Chem. Rev. 1997, 97, 787; Milbank et al., J. Med. Chem. 1999, 42, 649; Amishiro et al., J. Med.
Chem. 1999, 42, 669; Atwell et al., J. Med. Chem. 1999, 42, 3400; Wang et al., J. Med. Chem. 2000, 43, 1541; Boger
et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 2021; Boger et al., J. Org. Chem. 2001, 66, 5163; Wang et al., J. Med. Chem.
2003, 46, 634; Parrish et al., Bioorg. Med. Chem. 2003, 11, 3815; Parrish et al., Bioorg. Med. Chem. 2004, 12, 5845;
Daniell et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2005, 15, 177; Tichenor et al., J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 15683; Purnell et
al., Bioorg. Med. Chem. 2006, 16, 5677; Bando y Sugiyama, Acc. Chem. Res. 2006, 39, 935; Tichenor et al., Nat. Prod.
Rep. 2008, 25, 220; MacMillan et al., J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 1187; Tietze et al., Anti-Cancer Agents Med. Chem.
2009, 9, 304; Gauss et al., Tetrahedron 2009, 65, 6591; Robertson et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 2722;
Boyle et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 1854; Chavda et al., Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 5016; EP 0154445;
WO 88/04659; WO 90/02746; WO 97/12862; WO 97/32850; WO 97/45411; WO 98/52925; WO 99/19298; WO 01/83482;
WO 02/067937; WO 02/067930; WO 02/068412; WO 02/096910; WO 03/022806; WO 03/097635; WO 2004/069201;
WO 2004/101767; WO 2006/043839; WO 2007/051081; y WO 2010/062171), que mostraron en general tener una
citotoxicidad similar, pero una hepatotoxicidad reducida. Amishiro et al., Bioorg. Med. Chem. 2000, 8, 1637 divulga una
serie de derivados pirrélicos del anillo A de la duocarmicina, que mostraron una toxicidad en la sangre periférica mas
débil que los derivados con el Seg-B del tipo natural, mientras que la mayor parte de estos derivados mostraron una
actividad antitumoral potente contra modelos de tumores murinos in vivo. Sin embargo, estos derivados todavia carecen
de una selectividad suficiente por las células tumorales, ya que la selectividad de estos agentes -y de los agentes
citotdxicos en general- se basa, en cierta parte, en la diferencia en la tasa de proliferacion de las células tumorales y
las células normales, y, por lo tanto, afectan también a las células sanas que muestran una tasa de proliferaciéon
relativamente alta. Esto lleva tipicamente a efectos secundarios graves. Las concentraciones farmacolégicas que
erradicarian completamente el tumor no se pueden alcanzar debido a efectos secundarios que limitan la dosis, tal como
la toxicidad en el tracto gastrointestinal y en la médula ésea. Ademas, los tumores pueden desarrollar resistencia contra
los agentes anticancerosos después de un tratamiento prolongado. En el desarrollo farmacolégico moderno, la direccion
de los farmacos citotéxicos al sitio tumoral puede, por lo tanto, considerarse uno de los principales objetivos.

[0003] Un enfoque prometedor para obtener una selectividad aumentada para las células tumorales o el tejido tumoral
es explotar la existencia de antigenos, receptores y otras fracciones receptivas asociados a tumores que pueden servir
como una diana. Tal diana puede estar regulada por aumento o, en cierto grado, estar especificamente presente en el
tejido tumoral o en el tejido estrechamente asociado, tal como el tejido neovascular, con respecto a otros tejidos para
conseguir una direccion eficiente. Se han identificado y validado muchas dianas y se han desarrollado varios métodos
para identificar y validar dianas.® Mediante el acoplamiento de un ligando, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo, para tal antigeno, receptor u ofra fraccion receptiva asociados a tumores, a un agente terapéutico, este
agente se puede dirigir selectivamente al tejido tumoral.
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[0004] Otro enfoque prometedor para obtener una selectividad por las células tumorales o el tejido tumoral es explotar
la existencia de enzimas asociadas a tumores. Una enzima que esté principalmente localizada en el sitio tumoral puede
convertir un profarmaco farmacoldgicamente inactivo, que consiste en un sustrato enzimatico directa o indirectamente
enlazado al farmaco toxico, en el farmaco correspondiente en la proximidad o dentro del tumor. Mediante este concepto,
una alta concentracion de agente anticanceroso téxico puede generarse selectivamente en el sitio tumoral. Se pueden
matar todas las células tumorales si la dosis es suficientemente alta, lo que puede reducir el desarrollo de células
tumorales resistentes al farmaco.

[0005] Las enzimas también pueden ser transportadas a la proximidad o dentro de las células diana o el tejido diana
mediante, por ejemplo, terapia con profarmaco y enzima dirigida por anticuerpos (ADEPT)*, terapia con profarmaco y
enzima dirigida por polimeros (PDEPT) o terapia con profarmaco y enzima dirigida por macromoléculas (MDEPT)®,
terapia con profarmaco y enzima dirigida por virus (VDEPT)® o terapia con profarmaco y enzima dirigida por genes
(GDEPT)’. Con la ADEPT, por ejemplo, un profarmaco no toxico se convierte selectivamente en un compuesto citotdxico
en la superficie de células diana por un conjugado anticuerpo-enzima que se ha dirigido previamente a la superficie de
esas células.

[0006] Otro enfoque prometedor para obtener una selectividad por las células tumorales o el tejido tumoral es explotar
el efecto de permeabilidad y retencion aumentadas (EPR). A través de este efecto EPR, las macromoléculas se
acumulan pasivamente en los tumores sélidos a consecuencia de la patologia desorganizada de la vasculatura tumoral
angiogénica con su endotelio discontinuo, que lleva a la hiperpermeabilidad a macromoléculas grandes, y la falta de un
drenaje linfatico tumoral eficaz.8 Mediante el acoplamiento de un agente terapéutico directa o indirectamente a una
macromolécula, dicho agente se puede dirigir selectivamente a un tejido tumoral.

[0007] Ademas de una direccion eficiente, otro criterio importante para la aplicacion exitosa de conjugados dirigidos de
agentes citotdxicos en la terapia tumoral son que el uno o0 mas agentes se liberen eficazmente del conjugado en el sitio
tumoral y que el conjugado no sea citotoxico o lo sea solo muy débilmente, mientras que el propio agente citotoxico
presenta una citotoxicidad altamente potente. Idealmente, esto lleva a la generacion de moléculas citotoxicas solo en
el sitio tumoral, lo que da como resultado un indice terapéutico muy aumentado con respecto al agente citotoxico no
dirigido. Otro criterio importante para un conjugado dirigido exitoso es que el conjugado debe tener propiedades
farmacoldgicas adecuadas, tales como una estabilidad suficiente en la circulacién, una baja tendencia a la agregacion
y una buena solubilidad en agua. La hidrosolubilidad y la hidrofilicidad apropiadas del farmaco y/o el conector pueden
contribuir a unas propiedades farmacolégicas mejoradas.

[0008] Se han descrito varios conjugados de CC-1065 y derivados (véase, para conjugados de derivados de CC-1065,
por ejemplo, Suzawa et al., Bioorg. Med. Chem. 2000, 8, 2175; Jeffrey et al., J. Med. Chem. 2005, 48, 1344; Wang et
al., Bioorg. Med. Chem. 2006, 14, 7854; Tietze et al., Chem. Eur. J. 2007, 13, 4396; Tietze et al., Chem. Eur. J. 2008,
14, 2811; Tietze et al., ChemMedChem 2008, 3, 1946; Li et al., Tetrahedron Lett. 2009, 50, 2932; Tietze et al., Angew.
Chem. Int. Ed. 2010, 49, 7336; Schuster et al., Org. Biomol. Chem. 2010, 8, 1833; WO 91/16324; WO 94/04535; WO
95/31971; US 5,475,092; US 5,585,499; US 5,646,298; WO 97/07097; WO 97/44000; US 5,739,350; WO 98/11101;
WO 98/25898;US 5,843,937; US 5,846,545; WO 02/059122; WO 02/30894; WO 03/086318; WO 2005/103040; WO
2005/112919; WO 2006/002895; WO 2006/110476; WO 2007/038658; WO 2007/059404; WO 2008/083312; WO
2008/103693; WO 2009/026274; WO 2009/064908; WO 2009/073533; WO 2009/073524; WO 2009/073546; WO
2009/134977; US 2009/0162372; y WO 2010/062171). En estos conjugados, una o mas de las propiedades favorables
mencionadas anteriormente pueden no ser optimas.

[0009] Por consiguiente, hay todavia una clara necesidad de conjugados de derivados de CC-1065 que muestren una
alta ventana terapéutica, contengan derivados de CC-1065 que tengan una citotoxicidad potente y propiedades
farmacoldgicas favorables, y liberen los derivados de CC-1065 eficazmente.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0010] La presente invencion satisface la necesidad anteriormente mencionada con un compuesto con la siguiente
férmula:
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donde R es (CH2CH20).H, (CH2)3C(O)NHa, (CH2)sCH(NH2)COOH (CH);COOH, (CH2)sNHC(O)NH2 o (CH2CH20)3H; q
varia de 1 a4, y Ab es trastuzumab.

[0011] La invencion se refiere ademas a un proceso para la preparacion de dichos compuestos, una composicion
farmacéutica que comprende dichos compuestos y a compuestos para el uso como medicamento, en particular para el
tratamiento o la prevencion de un tumor en un mamifero.

BREVE DESCRIPCION DE DIBUJOS
[0012]

Figura 1. Reordenamiento de un compuesto seco a un compuesto que contiene ciclopropilo.

Figura 2. llustracion grafica de las velocidades de ciclacién para una serie de compuestos de separador de
ciclacion-duocarmicina a 25°C y pH 7,4 (linea superior) y a 37°C y pH 5 (linea inferior).

Figura 3. Estabilidad en el plasma humano para una serie de conjugados conector-agente conjugados con HSA.
Figura 4. Estudio de la eficacia de una dosis individual con conjugados anticuerpo basado en trastuzumab-farmaco
(ADC) en ratones nu/nu hembra con un xenoinjerto de N87.

Figura 5. Escision de conjugados conector-agente desactivados con N-acetilcisteina por la catepsina B.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0013] La siguiente descripcion detallada se proporciona de modo que la invencion se pueda entender mas
completamente. El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones. Cualquier referencia en la descripcion
a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la
presente invencion para usar en un método para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante terapia (o para
el diagndstico).

Definiciones

[0014] A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo
significado que entiende comunmente una persona experta en la materia.

[0015] EI término "anticuerpo”, como se utiliza en este caso, se refiere a una molécula de inmunoglobulina en toda su
longitud, una porcién inmunolégicamente activa de una molécula de inmunoglobulina en toda su longitud o un derivado
de una molécula de inmunoglobulina en toda su longitud o una porcién activa de la misma, es decir, una molécula que
contiene un sitio de unién al antigeno que se une inmunoespecificamente a un antigeno de una diana de interés o parte
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de la misma, donde tales dianas incluyen, pero de manera no limitativa, células tumorales. Un fragmento o derivado de
una molécula de inmunoglobulina en toda su longitud, por lo tanto, se une inmunoespecificamente al mismo antigeno
que dicha molécula de inmunoglobulina en toda su longitud. La inmunoglobulina puede ser de cualquier tipo (por
ejemplo, 1gG, IgE, IgM, IgD, IgA o 1gY), clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, IgA1 o IgA2) o subclase. La
inmunoglobulina, o un derivado o porcion activa de la misma, puede derivar de cualquier especie, por ejemplo, ser
humano, roedor (por ejemplo, ratén, rata o hamster), asno, oveja, conejo, cabra, cobaya, camélido, caballo, vaca o
pollo, pero, preferiblemente, es de origen humano, murino o de conejo, o deriva de mas de una especie. Los anticuerpos
utiles en la invencion incluyen, pero de forma no limitativa, anticuerpos monoclonales, policlonales, biespecificos,
multiespecificos, humanos, humanizados, quiméricos y disefiados, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos Fv,
fragmentos Fd, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), fragmentos F(ab'),, fragmentos dAb, fragmentos producidos por una
genoteca de expresion de Fab, anticuerpos anti-idiotipicos, CDR aislados y fragmentos de uniéon a epitopos de
cualquiera de los anteriores que se unen inmunoespecificamente a un antigeno de interés. El término "grupo saliente"
se refiere a un grupo que se puede sustituir por otro grupo en una reaccion de sustitucion. Tales grupos salientes son
bien conocidos en la técnica, y los ejemplos incluyen, pero de forma no limitativa, un haluro (fluoruro, cloruro, bromuro
y yoduro), azida, un sulfonato (por ejemplo, un alcanosulfonato C4.¢ opcionalmente sustituido, tal como metanosulfonato,
trifluorometanosulfonato y trifluoroetanosulfonato, o un bencenosulfonato opcionalmente sustituido, tal como
p-toluenosulfonato y nosilato), imidazol, una imida tiona ciclica, succinimida-N-6xido, ftalimida-N-6xido, p-nitrofenéxido,
o-nitrofendxido, pentafluorofenodxido, tetrafluorofenoxido, 1,3,5-triclorofendxido, 1,3,5-trifluorofendxido, un carboxilato,
un aminocarboxilato (carbamato) y un alcoxicarboxilato (carbonato). Para las sustituciones en un carbono saturado, los
haluros y los sulfonatos son grupos salientes preferidos. Para las sustituciones en el carbono de un carbonilo pueden
usarse como grupo saliente, por ejemplo, un haluro, succinimida-N-6xido, p-nitrofenédxido, pentafluorofendéxido,
tetrafluorofenéxido, un carboxilato o un alcoxicarboxilato (carbonato). El término "grupo saliente" también se refiere a
un grupo que se elimina a consecuencia de una reaccion de eliminacion, por ejemplo, una reaccién en cascada de
electrones o una reaccion de espirociclacion. En este caso pueden usarse como grupo saliente, por ejemplo, un haluro,
un sulfonato, una azida, un aminocarboxilato (carbamato) o un alcoxicarboxilato (carbonato). Por lo tanto, un agente o
un derivado del mismo liberado a partir de un conjugado a través de una autoeliminacion (multiple) se define como un
grupo saliente segun esta definicion.

El término “éster activo" se refiere a un grupo funcional donde el grupo alcoxi de la fraccion éster es un buen grupo
saliente. Los ejemplos de tales grupos alcoxi incluyen, pero de forma no limitativa, succinimida-N-oxido, p-nitrofendxido,
pentafluorofendxido, tetrafluorofenéxido, 1-hidroxibenzotriazol y 1-hidroxi-7-azabenzotriazol, y grupos con una
capacidad saliente comparable. Los grupos alcoxi basados en alquilos no sustituidos tales como metoxi, etoxi,
isopropoxi y t-butoxi no cumplen como buenos grupos salientes y los ésteres de metilo, etilo, isopropilo y t-butilo, por lo
tanto, no son considerados ésteres activos.

El término “fraccion reactiva" en este caso se refiere a un grupo funcional que puede reaccionar con un segundo grupo
funcional bajo condiciones relativamente suaves y sin la necesidad de una funcionalizaciéon previa de la fraccion
reactiva. La reaccion entre la fraccion reactiva y dicho segundo grupo funcional solo requerira la aplicacion de algo de
calor, presion, un catalizador, un acido y/o una base. Los ejemplos de fracciones reactivas incluyen, pero de forma no
limitativa, haluro de carbamoilo, haluro de acilo, éster activo, anhidrido, a-haloacetilo, a-haloacetamida, maleimida,
isocianato, isotiocianato, disulfuro, tiol, hidrazina, hidrazida, cloruro de sulfonilo, aldehido, metilcetona, vinilulfona,
halometilo y sulfonato de metilo.

El término “fraccion moduladora” se refiere a una fraccidon que se acopla a un compuesto con la formula (I) para modificar
sus propiedades y que va a ser eliminada (parcialmente) in vivo de dicho compuesto con la férmula (I).

El término “grupo hidrosoluble" se refiere a un grupo funcional que se disuelve bien en ambientes acuosos y que imparte
una solubilidad en agua mejorada al compuesto al que se une. Los ejemplos de grupos hidrosolubles incluyen, pero de
forma no limitativa, polialcoholes, sacaridos de cadena lineal o ciclicos, aminas y poliaminas primarias, secundarias,
terciarias o cuaternarias, grupos sulfato, grupos sulfonato, grupos sulfinato, grupos carboxilato, grupos fosfato, grupos
fosfonato, grupos fosfinato, grupos ascorbato, glicoles, incluidos polietilenglicoles, y poliéteres. Grupos hidrosolubles
preferidos son aminas primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias, carboxilatos, fosfonatos, fosfatos, sulfonatos,
sulfatos, -(CHCH0),yCH2CH2X'"RYY, -(CH,CH20),yCH>CH2X'7-, -X'7(CH,CH-0),yCH,CH,-, glicol, oligoetilenglicol y
polietilenglicol, donde yy se selecciona de 1 a 1000, X' se selecciona de O, S y NR?%, y RZ y RY se seleccionan
independientemente de H y alquilo Ci.3.

El término "sustituido", cuando se usa como un adjetivo de "alquilo", "heteroalquilo”, "cicloalquilo”, "heterocicloalquilo”,
"arilo", "heteroarilo” o similares, indica que dicho "alquilo", "heteroalquilo”, "cicloalquilo”, "heterocicloalquilo”, "arilo",
"heteroarilo" o grupo similar contiene uno o mas sustituyentes (introducidos por sustitucion de hidrégeno). Los
sustituyentes ejemplares incluyen, pero de forma no limitativa, OH, =0, =S, =NRk, =N-OR¥, SH, NHz, NO2, NO, N3, CF3,
CN, OCN, SCN, NCO, NCS, C(O)NH, C(O)H, C(O)OH, halégeno, Rk, SRX, S(O)R¥, S(O)OR¥, S(O);R¥, S(0).0OR¥,
OS(O)R%, OS(0)ORK, OS(0)2R%, OS(0)0R¥, S(O)N(RYR!, OS(O)N(ROR!, S(O):N(R)R!', OS(0)N(R¥R,
OP(O)(ORX(OR"), P(O)(OR¥)(OR"), ORX, NHRK, N(RMR!, *N(R)RHR™ Si(RK)(R"R™), C(O)R¥, C(O)ORK,
C(O)N(R¥)R', OC(O)RX, OC(O)OR¥, OC(O)N(R¥)R', N(R¥C(O)R', N(RK)C(O)OR!, N(R¥)C(O)N(R"HR™, un grupo
hidrosoluble y los derivados tio de estos sustituyentes, y formas protonadas, cargadas y desprotonadas de cualquiera
de estos sustituyentes, donde R¥, R' y R™ se seleccionan independientemente de H y -(CH>CH0),,CH,CH.X""R¥,
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alquilo C1.15, heteroalquilo C1.15, cicloalquilo Cs.15, heterocicloalquilo C1.15, arilo Cs.15 0 heteroarilo C1.15 opcionalmente
sustituidos, o una combinacion de los mismos, donde yy se selecciona de 1 a 1000, X' se selecciona
independientemente de O, Sy NR?, y R# y RY se seleccionan independientemente de H y alquilo C1.3, dos o mas de
Rk, R' y R™ estan opcionalmente unidos por uno o mas enlaces para formar uno o mas carbociclos y/o heterociclos
opcionalmente sustituidos. Cuando hay mas de un sustituyente, cada sustituyente se selecciona independientemente.
Dos o mas sustituyentes se pueden conectar entre si por sustitucién de uno o mas atomos de hidrégeno en cada uno
de los sustituyentes por uno o mas enlaces conectores, que pueden ser enlaces simples, dobles o triples, o, si son
posibles estructuras de resonancia, el orden de enlace de dichos enlaces puede ser diferente en dos o mas de estas
estructuras de resonancia. Dos sustituyentes pueden asi unirse con la formaciéon de uno o mas anillos.

Cuando los sustituyentes pueden estar "unidos por uno o mas enlaces para formar uno o mas carbociclos y/o
heterociclos opcionalmente sustituidos”, esto significa que los sustituyentes se pueden conectar entre si a través de la
sustitucion de uno o mas atomos de hidrégeno en cada uno de los sustituyentes por uno 0 mas enlaces conectores.

El término "arilo" como se utiliza en este caso se refiere a un sustituyente aromatico carbociclico que comprende de 5
a 24 atomos de carbono de anillo, que puede ser cargado o no cargado y que puede consistir en un anillo o dos o mas
anillos fusionados. Los ejemplos de grupos arilo incluyen, pero de forma no limitativa, fenilo, naftilo y antracenilo.

El término "heteroarilo" como se utiliza en este caso se refiere a un sustituyente aromatico heterociclico que comprende
de 1 a 24 atomos de carbono de anillo y al menos un heteroatomo de anillo, por ejemplo, oxigeno, nitrégeno, azufre,
silicio o fésforo, donde el nitrégeno y el azufre pueden opcionalmente oxidarse y el nitrégeno puede opcionalmente
cuaternizarse, que puede consistir en un anillo o dos o mas anillos fusionados. Los heteroatomos se pueden conectar
directamente entre si. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero de forma no limitativa, piridinilo, pirimidilo,
furanilo, pirrolilo, triazolilo, pirazolilo, pirazinilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, imidazolilo, tienilo, indolilo, benzofuranilo,
bencimidazolilo, benzotiazolilo, purinilo, indazolilo, benzotriazolilo, bencisoxazolilo, quinoxalinilo, isoquinolilo y quinolilo.
En una forma de realizacién, un grupo heteroarilo comprende de 1 a 4 heteroatomos. Debe observarse que "grupo
heteroarilo C1" denota que hay solo un carbono presente en el sistema de anillos del grupo heteroaromatico (por tanto,
los atomos de carbono en sustituyentes opcionales no se cuentan). Un ejemplo de tal grupo heteroaromatico es un
grupo tetrazolilo.

Los grupos "arilo" y "heteroarilo" abarcan también sistemas de anillos donde uno o mas anillos no aromaticos estan
fusionados en un anillo o sistema de anillos arilo o heteroarilo.

El término "alquilo" como se utiliza en este caso se refiere a un sustituyente hidrocarbilo de cadena lineal o ramificada,
saturado o insaturado. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero de forma no limitativa, metilo, etilo, propilo, butilo,
pentilo, hexilo, octilo, decilo, isopropilo, sec-butilo, isobutilo, tert-butilo, isopentilo, 2-metilbutilo, vinilo, alilo, 1-butenilo,
2-butenilo, isobutilenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo y 1-butinilo.

El término "heteroalquilo” como se utiliza en este caso se refiere a un sustituyente hidrocarbilo de cadena lineal o
ramificada, saturado o insaturado, donde al menos un atomo de carbono se sustituye por un heteroatomo, por ejemplo,
por oxigeno, nitrégeno, azufre, silicio o fésforo, donde el nitrégeno y el azufre pueden opcionalmente oxidarse y el
nitrégeno puede opcionalmente cuaternizarse. Los heteroatomos se pueden conectar directamente entre si. Los
ejemplos incluyen, pero de forma no limitativa, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butiloxi, tert-butiloxi, metiloximetilo,
etiloximetilo, metiloxietilo, etiloxietilo, metilaminometilo, dimetilaminometilo, metilaminoetilo, dimetilaminoetilo,
metiltiometilo, etiltiometilo, etiltioetilo y metiltioetilo.

El término “cicloalquilo” como se utiliza en este caso se refiere a un sustituyente hidrocarbilo ciclico no aromatico
saturado o insaturado, que puede consistir en un anillo o dos o mas anillos fusionados. Los ejemplos incluyen, pero de
forma no limitativa, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclopentadienilo, ciclohexilo, ciclohexenilo,
1,3-ciclohexadienilo, decalinilo y 1,4-ciclohexadienilo.

El término “heterocicloalquilo" como se utiliza en este caso se refiere a un sustituyente hidrocarbilo ciclico no aromatico
saturado o insaturado, que puede consistir en un anillo o dos o mas anillos fusionados, donde al menos un carbono en
uno de los anillos se sustituye por un heteroatomo, por ejemplo, por oxigeno, nitrégeno, azufre, silicio o fésforo, donde
el nitrégeno y el azufre pueden opcionalmente oxidarse y el nitrogeno puede opcionalmente cuaternizarse. Los
heteroatomos se pueden conectar directamente entre si. Los ejemplos incluyen, pero de forma no limitativa,
tetrahidrofuranilo, pirrolidinilo, piperidinilo, 1,4-dioxanilo, decahidroquinolinilo, piperazinilo, oxazolidinilo y morfolinilo.
Debe observarse que "grupo heterocicloalquilo C1" denota que hay solo un carbono presente en el sistema de anillos
del heterocicloalcano (por tanto, los atomos de carbono en sustituyentes opcionales no se cuentan). Un ejemplo de tal
grupo es un grupo dioxiranilo.

El nimero de atomos de carbono que pueden contener un "alquilo", "heteroalquilo”, "cicloalquilo”, "heterocicloalquilo”,
"arilo", "heteroarilo" y similares, se indica mediante una designacién que sigue a dichos términos, es decir, alquilo C+.10
significa que dicho alquilo puede contener de uno a diez carbonos (los atomos de carbono en sustituyentes opcionales
unidos a este alquilo no se cuentan).

El término “carbociclo" en este caso se refiere a una fraccion cicloalcano o areno saturada o insaturada, donde los
términos "cicloalcano" y "areno" se definen como fracciones precursoras de los sustituyentes "cicloalquilo" y "arilo",
respectivamente, tal y como se ha definido anteriormente.
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El término “heterociclo" en este caso se refiere a una fraccion heterocicloalcano o heteroareno saturada o insaturada,
donde los términos "heterocicloalcano" y "heteroareno" se definen como fracciones precursoras de los sustituyentes
"heterocicloalquilo" y "heteroarilo”, respectivamente, tal y como se ha definido anteriormente.

La extension "-ileno" a diferencia de "-il", por ejemplo, en "alquileno" a diferencia de "alquilo", indica que dicho, por
ejemplo, "alquileno" es una fraccion bivalente (o multivalente) conectada a una o mas fracciones distintas mediante al
menos uno 0 mas enlaces dobles o dos 0 mas enlaces simples, a diferencia de un grupo monovalente conectado a una
fraccién mediante un enlace simple en dicho, por ejemplo, "alquilo". El término "alquileno”, por lo tanto, se refiere a una
fraccion hidrocarbileno de cadena lineal o ramificada, saturada o insaturada; el término "heteroalquileno" como se usa
en este caso se refiere a una fraccion hidrocarbileno de cadena lineal o ramificada, saturada o insaturada, donde al
menos un carbono se sustituye por un heteroatomo; el término "arileno" como se utiliza en este caso se refiere a una
fraccion aromatica carbociclica, que puede consistir en un anillo o dos o mas anillos fusionados; el término
"heteroarileno” como se utiliza en este caso se refiere a una fraccion aromatica carbociclica, que puede consistir en un
anillo o dos 0 mas anillos fusionados, donde al menos un carbono en uno de los anillos se sustituye por un heteroatomo;
el término "cicloalquileno" como se utiliza en este caso se refiere a una fraccién hidrocarbileno ciclica no aromatica
saturada o insaturada, que puede consistir en un anillo o dos 0 mas anillos fusionados; el término "heterocicloalquileno”
como se utiliza en este caso se refiere a una fraccion hidrocarbileno ciclica no aromatica saturada o insaturada, que
puede consistir en un anillo o dos o mas anillos fusionados, donde al menos un carbono en uno de los anillos se sustituye
por un heteroatomo. Las fracciones bivalentes ejemplares incluyen aquellos ejemplos dados para los grupos
monovalentes anteriormente donde se elimina un atomo de hidrégeno. El prefijo "poli" en "polialquileno”,
"poliheteroalquileno”, "poliarileno”, "poliheteroarileno”, "policicloalquileno”, "poliheterocicloalquileno" y similares indica
que dos o mas de tales fracciones "-ileno", por ejemplo, fracciones alquileno, se unen para formar una fraccion
multivalente ramificada o no ramificada que contiene dos o mas sitios de union para fracciones adyacentes. De forma
similar, el prefijo "oligo", por ejemplo, en oligoetilenglicol, indica que dos o mas fracciones etilenglicol se unen para
formar una fracciéon multivalente ramificada o no ramificada. La diferencia entre los prefijos "oligo" y "poli" es que el
prefijo "oligo" se usa mas frecuentemente para indicar un nimero relativamente pequefio de unidades de repeticion,
mientras que el prefijo "poli" normalmente se refiere a un niumero relativamente grande de unidades de repeticion.

[0016] Ciertos compuestos de la invenciéon poseen centros quirales y/o enlaces dobles, y/o pueden tener tautémeros o
atropisomeros; las mezclas tautoméricas, enantioméricas, diastereoméricas, atropisoméricas y geométricas de dos o
mas isémeros, en cualquier composicion, al igual que los isdomeros individuales (incluidos tautomeros y atropisémeros)
estan abarcados en el alcance de la presente invencion. Siempre que se usa el término "isdbmero", se refiere a un
isdbmero atropisomérico, tautomérico, enantiomérico, diastereomérico y/o geométrico o a una mezcla de dos o mas de
estos isémeros, a menos que el contexto dicte lo contrario.

El término “peptidomimético” se refiere a un grupo o fraccidon que tiene una estructura que es diferente de la estructura
quimica general de un aminoacido o péptido, pero funciona de modo similar a un aminoacido o péptido de origen natural.
Por lo tanto, un peptidomimético es un imitador de un aminoacido o un imitador de un péptido.

El término “aminoacido no natural" se destina a representar el estereoisémero D de un aminoacido de origen natural.
El término “enlace” en este caso se refiere a una conexién covalente entre dos atomos y puede referirse a un enlace
simple, un enlace doble o un enlace triple, o, si son posibles estructuras de resonancia, el orden de enlace de dicho
enlace puede ser diferente en dos 0 mas de estas estructuras de resonancia. Por ejemplo, si el enlace es parte de un
anillo aromatico, el enlace puede ser un enlace simple en una estructura de resonancia y un enlace doble en otra
estructura de resonancia. Si se declara que un "enlace doble" o un "enlace triple" esta presente entre dos atomos, este
enlace doble o triple puede estar localizado, pero también puede ser que este enlace doble o triple esté deslocalizado,
lo que significa que solo en una o algunas estructuras de resonancia un enlace doble o triple esta de hecho presente
entre los dos atomos, mientras que el orden de enlace puede ser diferente en una o mas estructuras de resonancia
distintas. Al mismo tiempo, los enlaces marcados como enlace simple en una estructura de resonancia pueden ser
enlaces dobles en otra estructura de resonancia.

Los compuestos de la invencion también pueden contener proporciones no naturales de isétopos atomicos en uno o
mas atomos que constituyen tales compuestos. Se pretende que todas las variaciones isotépicas de los compuestos
de esta invencion, ya sean o no radiactivas, estén abarcadas en el alcance de esta invencion.

La expresion "sal farmacéuticamente activa" como se utiliza en este caso se refiere a una sal organica o inorganica
farmacéuticamente aceptable de un compuesto de la invencidn. Para los compuestos que contienen uno o0 mas grupos
basicos, por ejemplo, un grupo amina, se pueden formar sales de adicién de acido. Para los compuestos que contienen
uno o0 mas grupos acidos, por ejemplo, un grupo acido carboxilico, se pueden formar sales de adicion de base. Para los
compuestos que contienen tanto grupos acidos como basicos, los zwitteriones pueden ademas obtenerse como sales.
Cuando el compuesto de la invencién comprende mas de un atomo o grupo cargado, puede haber multiples (distintos)
contraiones.

La expresién "solvato farmacéuticamente aceptable” se refiere a una asociacién de una o mas moléculas de solvente
con un compuesto de la invencion. Los ejemplos de solventes que forman solvatos farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero de forma no limitativa, agua, alcohol isopropilico, etanol, metanol, DMSO, acetato de etilo y acido acético.
Cuando se hace referencia a agua como solvato, se puede usar el término "hidrato”.
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El término "conjugado" a continuacion se refiere a un compuesto con la formula (1) o a un conjugado de un compuesto
con la féormula (1) o un derivado de los mismos, a menos que el contexto dicte lo contrario. El término "conjugado
conector-agente" a continuacion se refiere a un compuesto con la formula (IV), a menos que el contexto dicte lo
contrario. El término "agente" a continuacion se refiere a un compuesto con la férmula (1) o (I'), a menos que el contexto
dicte lo contrario.

El término “conector bifuncional" a continuacion se refiere a un compuesto con la formula (VIII), a menos que el contexto
dicte lo contrario.

El término “conector" generalmente se refiere a la fraccion que une V2 a Z en un compuesto con la formula (lll) o la
fraccién moduladora conectada a Z en un compuesto con la férmula (V).

El término “fraccion de direccion” se refiere a cualquier fraccién que especificamente se une o se asocia reactivamente
o forma complejos con una fraccion especificamente o en relativo exceso presente en o cerca del sitio diana, sobre, en
o cerca de la célula diana, o en (la proximidad de) el tejido u 6rgano diana, por ejemplo, un receptor, un complejo
receptor, sustrato, determinante antigénico u otra fraccion receptiva, o que puede dirigir el conjugado al sitio diana
mediante otros mecanismos en virtud de su naturaleza, por ejemplo, a través del efecto EPR. Los ejemplos de una
fraccion de direccion incluyen, pero de forma no limitativa, un aptamero, un anticuerpo o fragmento o derivado de un
anticuerpo, un polimero, un dendrimero, una lectina, un modificador de la respuesta biolégica, una enzima, una vitamina,
un factor de crecimiento, un esteroide, un residuo de azucar, un residuo de oligosacarido, una proteina portadora y una
hormona, o cualquier combinacién de los mismos.

La expresion "fraccion que mejora las propiedades farmacolégicas del compuesto” se refiere a una fraccion que cambia
las propiedades farmacoldégicas (por ejemplo, las propiedades farmacodinamicas, farmacocinéticas, fisicoquimicas y
biofarmacéuticas) de un compuesto de esta invencién de manera que se puede obtener un mejor efecto terapéutico. La
fraccion puede, por ejemplo, aumentar la solubilidad en agua, aumentar el tiempo de circulaciéon, aumentar el indice
terapéutico o reducir la inmunogenicidad.

El término “grupo de enlace" se refiere a un elemento estructural de un compuesto que enlaza un elemento estructural
de dicho compuesto con uno o mas elementos estructurales diferentes de dicho mismo compuesto.

La expresién "un numero que representa el grado de ramificacién" se utiliza para indicar que el numero en subindice
junto a un paréntesis de cierre representa cuantas unidades de la fraccion incluida en los paréntesis estan unidas cada
una directamente a la fraccién inmediatamente a la izquierda del paréntesis de apertura correspondiente. Por ejemplo,
A-(B)b, donde b es un numero que representa un grado de ramificacion, significa que b unidades B estan todas unidas
directamente a A. Esto significa que cuando b es 2, la formula se reduce a B-A-B.

La expresion "un numero que representa el grado de polimerizacion" se utiliza para indicar que el nimero en subindice
junto a un paréntesis de cierre representa cuantas unidades de la fraccién incluida en los paréntesis estan conectadas
entre si. Por ejemplo, A-(B)b, donde b es un nimero que representa un grado de polimerizacion, significa que, cuando
b es 2, la formula se reduce a A-B-B.

El término “separador de liberacién Unica" se refiere a un separador de autoeliminacién que puede liberar una fraccién
tras una autoinmolacion.

El término “separador de liberacién multiple" se refiere a un separador de autoeliminacion que puede liberar dos 0 mas
fracciones tras una autoinmolacion (repetitiva).

El término “separador de cascada de electrones" se refiere a un separador de autoeliminacion, ramificado o no
ramificado, que puede autoeliminarse a través de una o mas eliminaciones de cascada de electrones 1,2+2n (n 2 1).
El término “separador de ciclacién de w-amino aminocarbonil” se refiere a un separador de autoeliminacién que puede
eliminarse a través de un proceso de ciclacion con la formacion de un derivado de urea ciclico.

El término “sistema separador"” se refiere a una Unica fraccion separadora de autoeliminacion o a dos o mas de la misma
o de diferentes fracciones separadoras de autoeliminacién acopladas. Un sistema separador puede ser ramificado o no
ramificado y contener uno o mas sitios de unién para Z al igual que V' y opcionalmente L.

En este documento y en sus reivindicaciones, los verbos "comprender", "tener", "contener" y sus conjugaciones se usan
en su sentido no limitativo para referirse a que los articulos que estan "comprendidos”, "tenidos" o "contenidos" estan
incluidos, pero los articulos no especificamente mencionados no estan excluidos. Ademas, la referencia a un elemento
por el articulo indefinido "una" o "un" no excluye la posibilidad de que mas de una unidad del elemento esté presente,
a menos que el contexto requiera claramente que haya una y solo una unidad de los elementos. Por lo tanto, el articulo
indefinido "una" o "un" significa normalmente "al menos uno/a".

Esta especificacion incluye muchas formas de realizacion. Cabe sefialar que las formas de realizacion que no se
mencionan especificamente y que son el resultado de la combinacion de dos o mas de dichas formas de realizacion
mencionadas estan abarcadas también por esta invencion. En las estructuras genéricas en toda esta descripciéon y en
las reivindicaciones se utilizan letras para definir elementos estructurales. Algunas de estas letras pueden confundirse
con letras que representan un atomo, talescomo C, N, O, P, K, B, F, S, U, V, W, | e Y. Para evitar confusiones, siempre
que estas letras no representen un atomo, se dan en tipografia negrita.

Cuando hay uno o mas adjetivos y/o sintagmas adjetivales para un sustantivo que esta a) el primero en una lista de
sustantivos o b) en cualquier sitio en medio de una lista de sustantivos y dicho sustantivo y adjetivos juntos estan
precedidos por la palabra "y" u "0", los adjetivos no solo se refieren a dicho sustantivo, sino a todos los sustantivos
siguientes por separado, a menos que el contexto dicte lo contrario. Esto, por ejemplo, significa que la expresion "alquilo
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C1.4, heteroalquilo C1.4, cicloalquilo Cs.7 0 heterocicloalquilo C1.7 opcionalmente sustituidos" debe leerse como "alquilo
C14 opcionalmente sustituido, heteroalquilo C14 opcionalmente sustituido, cicloalquilo Cs.7 opcionalmente sustituido o
heterocicloalquilo C+.7 opcionalmente sustituido" y que la expresién "alquilo Cy.4, heteroalquilo Cq4, y cicloalquilo Cs.7,
arilo Cs.s 0 heterocicloalquilo C1.7 opcionalmente sustituidos" debe leerse como "alquilo C14, heteroalquilo C14 y
cicloalquilo Cs7 opcionalmente sustituido, arilo Csg opcionalmente sustituido o heterocicloalquilo C+.7 opcionalmente
sustituido”. En toda esta descripcion y en las reivindicaciones, las estructuras moleculares o partes de las mismas estan
dibujadas. Como de costumbre en tales dibujos, los enlaces entre atomos estan representados por lineas, en algunos
casos, para indicar la estereoquimica, mediante lineas onduladas, en negrita o discontinuas o con forma de cufia. Un
enlace representado por una linea ondulada indica una estereoquimica no especificada en el centro quiral al que esta
conectada; una estructura o subestructura con uno o mas de tales enlaces ondulados representa de hecho un conjunto
de (sub)estructuras en las que cada centro quiral puede tener o la configuracion Ro la . Normalmente, una linea que
finaliza en el espacio (un extremo "suelto"), es decir, en un extremo que no tiene otra linea o atomo especifico
conectado, representa un grupo CHs. Esto es correcto para los dibujos que representan los compuestos de esta
invencién. Para aquellas estructuras que representan un elemento estructural de los compuestos de esta invencion,
una linea que finaliza en el espacio puede indicar la posicion de unién de otro elemento estructural del compuesto. Esto
se ha indicado con una linea ondulada perpendicular y que cruza la linea "suelta".

Ademas, las estructuras o partes de las mismas han sido dibujadas, bajo la suposicion de que las estructuras se leen
de izquierda a derecha, lo que significa que, por ejemplo, en los dibujos de los compuestos con la formula (Ill), V? se
localiza en el lado izquierdo y Z se localiza en el lado derecho de tales estructuras o partes de las mismas, a menos
que el contexto implique lo contrario.

Las abreviaturas siguientes se usan en este caso y tienen las definiciones indicadas: Ac: acetilo; Bn: bencilo; Boc: tert-
butiloxicarbonilo; CBI: 1,2,9,9a-tetrahidrociclopropalc]benc[e]indol-4-ona; Cbz: carbobenciloxi; Cit: citrulina; DCC:
N, N-diciclohexilcarbodiimida; DCE: 1,2-dicloroetano; DCM: diclorometano; DMAP: 4-dimetilaminopiridina; DMF:
N, N-dimetilformamida; DMSO: dimetilsulfoxido; DIPEA: N,N-diisopropiletilamina; EEDQ: 2-etoxi-l-etoxicarbonil-1,2-
dihidroquinolina; ESI: ionizacién por electrospray; Fmoc: fluorenilmetiloxicarbonilo; HOBt: 1-hidroxibenzotriazol; HOSu:
hidroxisuccinimida; HSA: seroalbumina humana; LC/MS: cromatografia de liquidos-espectrometria de masas; MOM-CI:
metil clorometil éter; PABA: alcohol p-aminobencilico; PNPCI: p-nitrofenil cloroformiato; RT: temperatura ambiente;
SEC: cromatografia de exclusién por tamafio; TCEP: tris(2-carboxietil)fosfina; TFA: acido trifluoroacético; THF:
tetrahidrofurano; Val: valina.

Agentes, conjugados conector-agente, conjugados y conectores bifuncionales

[0017] Esta invencion se refiere a conjugados de anticuerpos con la formula (lll) de analogos novedosos del agente
alquilante de ADN CC-1065 como se especifica en las reivindicaciones. Se considera que los agentes con la formula (l)
se van a usar para tratar una enfermedad que se caracteriza por una proliferacion (celular) no deseada. Por ejemplo,
tal agente se puede usar para tratar un tumor, cancer, una enfermedad autoinmune o una enfermedad infecciosa.

[0018] Se considera, en un aspecto, que los conjugados de la presente invencion son aplicables para dirigir agentes
con la férmula (1) a un sitio diana especifico donde el conjugado puede ser convertido en uno o mas agentes o ser
inducido para ser convertido en uno o mas de dichos agentes. Esta invencién puede ademas hallar aplicacién en la
liberacion controlada (no especifica) de uno o mas de dichos agentes a partir de un conjugado, con el objetivo de, por
ejemplo, mejorar las propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas, farmacodinamicas y/o farmacocinéticas.

Los compuestos con la formula (I) representan derivados de duocarmicina que tienen preferiblemente heteroatomos o
grupos polares en posiciones seleccionadas en la fraccion de unién a ADN o en sustituyentes sobre la fraccion de union
a ADN o alquilante de ADN. Se descubrié de forma imprevista que los compuestos con la formula (lll), que son
conjugados de los compuestos con la formula (I), son mas eficaces in vivo y tienen propiedades mejoradas, tal como
una polaridad aumentada y una liberacion de farmaco optimizada, en comparacion con compuestos similares del estado
de la técnica.

[0019] La presente solicitud se refiere a un conjugado de un compuesto con la formula (I) segun una de las formas de
realizaciéon anteriores y a derivados del mismo. Tal conjugado contiene una o mas fracciones moduladoras. En una
forma de realizacion mas especifica, tal conjugado tiene una estabilidad suficiente en la circulacion, pero se activa de
manera eficaz y selectiva para liberar el compuesto con la formula (I) en el sitio diana, lo que lleva a una ventana
terapéutica adecuada. La longitud y la naturaleza del conector entre la fracciéon funcional y el compuesto con la férmula
(I) demostraron ser un colaborador importante. En un aspecto de esta invencién, el conector tiene una longitud de
conector reducida con respecto a las longitudes de conector en conjugados similares del estado de la técnica, lo que
lleva a una eficacia mejorada. En otro aspecto, el conector contiene un sistema separador de autoeliminacién con
propiedades mejoradas, lo que lleva, por ejemplo, a una tasa de autoeliminacion optimizada, una liberacién de farmaco
optimizada y/o una polaridad aumentada. En otro aspecto mas, el conector entre la fraccion funcional y el compuesto
con la férmula (I) contiene uno o mas grupos disefiados para mejorar las propiedades farmacocinéticas del conjugado.
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Estos grupos pueden estar presentes en L y/o Y y/o en cualquiera de las otras fracciones que componen un compuesto
con la formula (lll). Las propiedades farmacocinéticas afectadas pueden, por ejemplo, incluir la solubilidad en agua, la
resistencia a multiples farmacos, la estabilidad en el plasma, la labilidad proteolitica, la absorcion, la distribucion, el
metabolismo, la excrecién y la internalizacion. Algunas de estas propiedades pueden no solo afectar al comportamiento
in vivo, sino también al comportamiento in vitro y al comportamiento durante la preparaciéon de un compuesto con la
férmula (lll). Por ejemplo, la solubilidad en agua aumentada de un compuesto con la férmula (IV) puede afectar
favorablemente a la conjugacion de tal compuesto con una fraccion funcional en medio acuoso. La liberacion prematura
del agente precursor, es decir, el compuesto con la férmula (I), en la circulacién puede no ser deseable, pero una
desactivacion relativamente rapida del compuesto liberado puede reducir los efectos secundarios toxicos en este caso.
La desactivacion se puede ajustar eligiendo la fraccion alquilante de ADN y de unién a ADN apropiadas. La
desactivacion puede ocurrir por varios mecanismos, incluida la escision enzimatica o hidrolitica de la unidad alquilante
de ADN de la unidad de unién a ADN.

[0020] Los compuestos con la formula (l) son adecuados para la aplicacion en fines de administracion de farmacos,
incluidas las aplicaciones de direccion de farmacos y de liberacion controlada, usando compuestos con las férmulas

(myy (Iv).
Agentes

[0021] En un aspecto, la presente descripcion proporciona un conjugado de anticuerpo con la formula (lll) de un
compuesto con la formula (1):

DA1

o una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, donde
DB es una fraccion de unién a ADN y se selecciona del grupo que consiste en

R" es un grupo de salida;
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R?, R?, R%, R% R* R* Ry R'" se seleccionan independientemente de H, OH, SH, NH>, N3, NO;, NO, CF3, CN,
C(O)NHz, C(O)H, C(O)OH, halégeno, R?, SR?, S(O)R?, S(O):R?, S(O)OR?, S(0),0R?, OS(0)R?, 0S(0).R?, OS(O)OR?,
0S(0),0R?, OR2, NHR?, N(R%)R®, *N(R2)(R’)R°, P(O)(OR?)(ORP), OP(0)(OR?)(OR®), SiR3R°R°, C(O)R#, C(O)OR?,
C(O)N(R?)R?, OC(O)Re, OC(0)OR?, OC(O)N(R?)R?, N(R2)C(O)R®, N(R%)C(O)OR® y N(R2)C(O)N(R?)R?, donde

R2, R y R° se seleccionan independientemente de H y alquilo C+.3 0 heteroalquilo C+.3 opcionalmente sustituidos,

o R® + R¥ y/o R* + R* se seleccionan independientemente de =0, =S, =NOR'8, =C(R'®)R'®, y =NR'8, R'® y R'® se
seleccionan independientemente de H y alquilo C1.3 opcionalmente sustituido, dos o0 mas de R?, R?, R3, R¥, R4 R*y
R'2 estan opcionalmente unidos por uno o mas enlaces para formar uno o mas carbociclos y/o heterociclos
opcionalmente sustituidos;

X? se selecciona de O, C(R™)(R™) y NR'#, donde R y R™ tienen el mismo significado que el definido para R” y se
seleccionan independientemente, o R y R” estan ausentes, dando como resultado un enlace doble entre los atomos
designados para llevar a R” y R™;

R%, R% R R% R’y R” se seleccionan independientemente de H, OH, SH, NHz, N3, NO2, NO, CF3, CN, C(O)NH,
C(O)H, C(O)OH, halégeno, Re, SRe, S(O)Re, S(O):R®, S(O)ORe, S(0O)0R®, OS(0O)Re, OS(0O).R¢, OS(O)ORe,
0S(0);0R®, ORe, NHR®, N(R®)R', *N(Re)(R)R¢, P(O)(OR®)(OR'), OP(O)(OR®)(ORY), SiR°RR¢, C(O)R®, C(O)ORe,
C(O)N(R®)R!, OC(O)R®, OC(O)ORe, OC(O)N(R®)R!, N(R®)C(O)R', N(R®)C(O)OR', N(R®)C(O)N(R)R? y un grupo
hidrosoluble, donde

Re, Ry RY se seleccionan independientemente de H y (CH2CH,0)eeCH2CHX'3R®’, alquilo C1.15, heteroalquilo Cy.1s,
cicloalquilo Cs.15, heterocicloalquilo Ci.15, arilo Cs.4s 0 heteroarilo Ci.15 opcionalmente sustituidos, donde ee se
selecciona de 1 a 1000, X3 se selecciona de O, S y NR™, y R y R®! se seleccionan independientemente de H y alquilo
C1.3, uno 0 mas de los sustituyentes opcionales en R®, Rf y/o R9 son opcionalmente un grupo hidrosoluble, dos 0 mas
de Re, R"y R9 estan opcionalmente unidos por uno o mas enlaces para formar uno o mas carbociclos y/o heterociclos
opcionalmente sustituidos,

0 R%+R%y/o R® + R¥ y/o R” + R” se seleccionan independientemente de =0, =S, =NOR®3, =C(R®3)R®4, y =NR®3, R®¥ y
Re* se seleccionan independientemente de H y alquilo C13 opcionalmente sustituido, o RS+ R® y/o R® + R” y/o R” +
R'# estan ausentes, dando como resultado un enlace doble entre los atomos designados para llevar R% y R®, y/o R®' y
R”, ylo R” y R', respectivamente, dos o mas de R®, R, R%, R?, R, R”, R'* y R'¥ estan opcionalmente unidos por uno
0 mas enlaces para formar uno o mas carbociclos y/o heterociclos opcionalmente sustituidos;

X'es O;

X? se selecciona de O, S, C(R™)R'S, -C(R'S)(R'®)-C(R')(R'S")-, -N(R')-N(R'5)-, -C(R')(R5)-N(R5')-, -N(R'%)-
C(R15)(R15')_’ _C(R15)(R15')_O_’ _O_C(R15)(R15')_, _C(R15)(R15‘)_S_’ _S_C(R15)(R15')_, -C(R15)=C(R15)-, =C(R15)_
C(R")=, -N=C(R'™)-, =N-C(R'%)=, -C(R'5)=N-, =C(R'5)-N=, -N=N-, =N-N=, CR'>, N'y NR'S, 0 en DB1 y DB2 -X-
representa -X32 y X3-, donde X3 esta conectado con X34, un enlace doble esta presente entre X34 y X4, y X% esta
conectado con X', donde X32 se selecciona independientemente de H y (CH2CH,0)sCH.CH,X'3Re", alquilo C1.5 0
heteroalquilo C4.s opcionalmente sustituidos y no unidos a ningun otro sustituyente; X* se selecciona de O, S, C(R')R",
NR'®, Ny CR';

X5 se selecciona de O, S, C(R')R'", NOR'" y NR'7, donde R'” y R'” se seleccionan independientemente de H y alquilo
C1.¢ 0 heteroalquilo C1.g opcionalmente sustituidos y no unidos a ningun otro sustituyente;

X¢ se selecciona de CR'!, CR"(R'"), N, NR'", Oy S;

X’ se selecciona de CR8, CR¥(R®), N, NR8, Oy S;

X2 se selecciona de CR%, CR%(R®), N, NR%, Oy S;

X? se selecciona de CR'?, CR"(R'®), N, NR'%, Oy S;

X% se selecciona de CR?°, CR?(R?*), N, NR*, Oy S;

X' se selecciona de C, CR?' y N, o X!"-X?" se selecciona de CR?!, CR?'(R?"), N, NR?', O y S; X'2 se selecciona de C,
CRZ yN;

X8 X7, X8, X%, X1 y X" tienen el mismo significado que el definido para X¢, X7, X8, X?, X1 y X! respectivamente, y
se seleccionan independientemente;

X34 se selecciona de C, CR® y N;

el atomo del anillo B de X' en DB6 y DB7 esta conectado a un atomo de anillo del anillo A de manera que el anillo A
y el anillo B en DB6 y DB7 estan directamente conectados mediante un enlace simple;

— significa que el enlace indicado puede ser un enlace simple o un enlace doble no acumulado, opcionalmente
deslocalizado;

R8, R¥, R, RY, R0, R0, R'" R'"", R'5, R'%, R'%", R"5", R'6, R'¢, R0, R?0, R?", R?", R?? y R?3 se seleccionan cada uno
independientemente de H, OH, SH, NHz, N3, NO2, NO, CFs, CN, C(O)NH,, C(O)H, C(O)OH, halégeno, R", SR", S(O)R",
S(0):R", S(O)OR", S(0):0R", OS(O)R", OS(0);R", OS(O)OR", OS(0),0R", OR", NHR", N(RMR!, *N(R")(R)R,
P(O)(OR")(OR’), OP(O)(OR")(OR), SR"RR|, C(O)R", C(O)OR", C(O)N(RMR!, OC(O)R", OC(O)OR", OC(O)N(R"R,
N(RM)C(O)R!, N(R")C(O)OR!, N(R"C(O)N(R)RI y un grupo hidrosoluble, donde

R", Ry R se seleccionan independientemente de H y (CH,CH20)e.CH2CH2X"3Re", alquilo C.15, heteroalquilo Ci.1s,
cicloalquilo Cs.15, heterocicloalquilo Cy.15, arilo Cs.15s 0 heteroarilo Ci.15 opcionalmente sustituidos, uno o mas de los
sustituyentes opcionales en R", R y/o Rl son opcionalmente un grupo hidrosoluble, dos o mas de R", R'y R estan
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opcionalmente unidos por uno 0 mas enlaces para formar uno 0 mas carbociclos y/o heterociclos opcionalmente
sustituidos,

0 R% + R¥ y/o R? + R? y/o R'® + R'” y/o R" + R'" y/o R + RS y/o R'%" + R'5" y/o R'6 + R'®' y/o R® + R%"" y/o R*' + R?"
se seleccionan independientemente de =0, =S, =NORM, = C(R")R" y =NR", R" y R"™ se seleccionan
independientemente de H y alquilo C+.; opcionalmente sustituido, dos o mas de R8, R¥, R?%, R?, R'°, R'?, R"", R'", RS,
R'®, R, R"", R'6, R'®, R20, R?", R?', R?", R% y R?® estan opcionalmente unidos por uno o mas enlaces para formar
uno o mas carbociclos y/o heterociclos opcionalmente sustituidos;

R8 y R% se seleccionan independientemente y tienen el mismo significado que R, excepto que pueden no estar unidos
a cualquier otro sustituyente;

uno de R* y R* y uno de R'® y R'® puede opcionalmente estar unido por uno o mas enlaces para formar uno o mas
carbociclos y/o heterociclos opcionalmente sustituidos;

uno de R?, R?, R®y R¥ y uno de R® y R® pueden opcionalmente estar unidos por uno o mas enlaces para formar uno o
mas carbociclos y/o heterociclos opcionalmente sustituidos; y a y b se seleccionan independientemente de O y 1.

[0022] En otro aspecto, esta divulgacion se refiere a un compuesto con la formula (I'):

RER¥

DA1"

0 una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, donde todos los sustituyentes tienen el
mismo significado que el descrito para los compuestos con la formula (l). Se alega que los compuestos con la formula
(1) se convierten en (I') in vivo con la eliminacion concomitante de H-R",

[0023] Por lo tanto, esta solicitud se refiere a un compuesto con la férmula (I'), donde dicho compuesto comprende un
grupo ciclopropilo, que se puede formar a través del reordenamiento y la eliminacién concomitante de H-R" a partir de
un compuesto con la formula (I). Todas las formas de realizacion para un compuesto con la formula (I) o una fraccion
del mismo también son validas para un compuesto con la formula (I') o una fraccion del mismo, a menos que el contexto
dicte lo contrario.

[0024] En una forma de realizacion mas especifica, esta divulgacion se refiere a un compuesto con la formula (1)
incorporado en un compuesto con la férmula (Ill) como se ha descrito anteriormente, donde

a) la fraccion DB no comprende una fraccion DA1 o DA1'; y

b) el anillo B en DB1 es un heterociclo; y

c) si X3 en DB1 representa -X32 y X3-y el anillo B es aromatico, entonces dos sustituyentes vecinales en dicho
anillo B se unen para formar un carbociclo o un heterociclo, opcionalmente sustituidos, fusionado a dicho anillo B;

y

d) si X3 en DB2 representa -X* y X*- y el anillo B es aromatico, entonces dos sustituyentes vecinales en dicho
anillo B se unen para formar un heterociclo opcionalmente sustituido fusionado a dicho anillo B, un carbociclo no
aromatico opcionalmente sustituido fusionado a dicho anillo B o un carbociclo aromatico sustituido que se fusiona
a dicho anillo B y al que se une al menos un sustituyente que contiene un grupo hidroxi, un grupo amino primario
0 un grupo amino secundario, donde la amina primaria o secundaria no es un dtomo de anillo en un sistema de
anillos aromaticos ni es parte de una amida; y

e) si el anillo A en DB2 es un anillo aromatico de 6 miembros, entonces los sustituyentes del anillo B no se unen
para formar un anillo fusionado al anillo B; y

f) dos sustituyentes vecinales en el anillo A en DB8 se unen para formar un carbociclo o un heterociclo,
opcionalmente sustituidos, fusionado a dicho anillo A para formar una fracciéon biciclica a la que no estan
fusionados mas anillos; y

g) el anillo A en DB junto con cualquier anillo fusionado a dicho anillo A contiene al menos dos heteroatomos de
anillo.

12



10

15

20

25

30

35

ES 2 815678 T3

[0025] En otra forma de realizacion mas especifica, esta divulgacion se refiere a un compuesto con la formula (1) como
se ha descrito anteriormente, donde al menos uno de los sustituyentes R', R5, R%, R®, Rf, R7, R”, R, R'* R8 R® R?,
RY, R0, R0, RM R', R R' R R R R R2 R R R2" R2 y R2 contiene una fraccion
X'4(CH,CH20)#CH2CH.X', donde ff se selecciona de 1 a 1000 y cada X'* se selecciona independientemente de

que esta conectado con el sitio de unién de dicho sustituyente o mediante un enlace directo o mediante una fraccion,
que es parte de dicho mismo sustituyente, que no comprende un disulfuro, una hidrazona, una hidrazida, un éster, un
aminoacido natural o un péptido que contiene al menos un aminoacido natural.

[0026] Esta aplicacion abarca un conjugado de un compuesto con la férmula (I) donde ff es mayor a 1000.

[0027] En otra forma de realizacion mas especifica, esta divulgacion se refiere a un compuesto con la féormula (1)
incorporado en un compuesto con la formula (lll) como se ha descrito anteriormente, donde al menos uno de los
sustituyentes R1 RS RS' RG RG' R7 R7' R14 R14' Rs R8’ RQ R9‘ R10 R10' R11 R11' R15 R15‘ R15" R15"‘ R16 R16' R20
R2Y R?' R?" R% y R? contiene una fraccion triazol.

[0028] Debe entenderse que, en todo este documento, cuando se hace referencia a un compuesto con la férmula (1),
esto incluye la referencia a un compuesto con la férmula (I'), a menos que se refiera a partes estructurales de (I) no
presentes en (I') o el contexto dicte lo contrario. De forma similar, cuando se hace referencia a una parte (fragmento)
estructural, conjugado conector-agente o conjugado derivado de un compuesto con la formula (I), esto incluye la
referencia a una parte (fragmento) estructural, conjugado conector-agente o conjugado derivado de un compuesto con
la férmula (I') similares, a menos que se refiera a partes estructurales de (l) no presentes en (I') o el contexto dicte lo
contrario.

[0029] Deberia entenderse ademas que esta divulgacion se refiere a compuestos enantioméricamente puros y/o
diastereoméricamente puros con la férmula (I) al igual que a mezclas enantioméricas y/o diastereoméricas de
compuestos con la formula (I).

[0030] Las consideraciones acerca de los efectos de los sustituyentes y los efectos de los conectores, las unidades
alquilantes de ADN vy las unidades de uniéon a ADN en los compuestos con la formula (I), sus analogos que contienen
ciclopropilo y sus conjugados y los conjugados conector-agente dados en este documento se presentan sin aceptar un
mecanismo especifico de accion para los compuestos con la férmula (1), sus analogos que contienen ciclopropilo y sus
conjugados conector-agente y conjugados.

[0031] Se puede considerar que los compuestos con la férmula (I) estan formados por una unidad de unién a ADN
(DB1-DB9) y una unidad alquilante de ADN (DA1 o DA1'), como se indica en las figuras anteriores.

[0032] Se considera que la unidad alquilante de ADN de los compuestos con la férmula (1) contiene el sitio de alquilacion.
La alquilacion de ADN puede ocurrir a través del ataque de ADN sobre el carbono que lleva el R' en un compuesto con
la formula (l) o sobre ese mismo carbono en el analogo que contiene ciclopropilo de dicho compuesto.

[0033] Se considera que la unidad de unién a ADN de los compuestos con la férmula (1) asiste en la union eficiente de
estos compuestos a ADN. Puede acoplarse a la fraccion alquilante del ADN mediante, por ejemplo, un enlace amida.
Por lo tanto, X5 es O.

[0034] En una forma de realizacion, esta solicitud se refiere a un compuesto con la formula (I) incorporado en un
compuesto con la formula (IlI).

[0035] R" en un compuesto con la férmula (1) es un grupo saliente.
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[0036] Ademas, el grupo R’ sera eliminado cuando el compuesto con la formula (1) se reordene en un compuesto con
la férmula (I').

[0037] Conforme a la presente invencion, R' es cloro (Cl).

[0038] Variando el grupo saliente R', se puede ajustar la actividad alquilante de los agentes seco y afectar a la tasa de
transformacion de un agente seco en un agente que contiene ciclopropilo con la férmula (I'). Si la capacidad saliente de
R' es demasiado buena, esto puede causar que el agente seco se vuelva un agente alquilante inespecifico, lo que
puede reducir el cociente de citotoxicidad y el indice terapéutico de los conjugados de compuestos con la férmula (1),
ya que el agente puede, por ejemplo, ser capaz de alquilar mientras todavia esta unido en el conjugado. Por otro lado,
si R' es un grupo saliente demasiado malo, el agente seco puede no cerrarse para formar un agente que contiene
ciclopropilo, considerado la especie activa, lo que puede reducir su citotoxicidad y el cociente de citotoxicidad. Por lo
tanto, en una forma de realizacion, el parametro s de Swain-Scott del sitio alquilante es mayor a 0,3. En otras formas
de realizacion, el parametro s de Swain-Scott es mayor a 0,50 0,7 0 1,0.

El tamario de R puede afectar a la tasa de alquilacion de no ADN de un compuesto con la férmula (1) o un conjugado
del mismo. Si R' es un grupo relativamente voluminoso, la alquilacion inespecifica se puede reducir, ya que el carbono
que lleva el R! esta algo protegido.

[0039] Otro medio para ajustar la actividad alquilante de los agentes seco y sus derivados que contienen ciclopropilo
puede ser proteger algo el carbono al que esta unido el grupo saliente R' o sobre el que puede ocurrir el ataque
nucleofilico eligiendo que al menos uno de los R?, R?, R%, R¥, R* R*, R® R% R® R® R Ry R'® presentes sea
distinto de hidrégeno. La proteccién de dicho carbono puede reducir la alquilacién inespecifica por compuestos con la
férmula (1), sus andlogos que contienen ciclopropilo y sus conjugados. Aunque la introduccién de un impedimento
estérico también puede afectar a la tasa de alquilacion de ADN, puede ser razonable asumir que la alquilacion
inespecifica puede verse afectada relativamente mas que la alquilacion de ADN, ya que esta ultima ocurre
supuestamente después de que el agente se posicione idealmente para el ataque nucleofilico unido al surco menor del
ADN.

[0040] La actividad alquilante de un compuesto con la formula (1) o su analogo que contiene ciclopropilo también puede
verse afectado por la naturaleza de X'. La naturaleza de X' puede afectar a la tasa a la cual y a las condiciones bajo
las que los agentes seco se cierran en anillo para los analogos de ciclopropilo y/o a la tasa a la cual el anillo de
ciclopropilo se abre por ataque nucleofilico (por ADN), y asi afectan al comportamiento de alquilacién. Conforme a la
presente invencion, X! es O.

[0041] Los sustituyentes R%, R%, R8, R8, R7, R y X2, al igual que el tamafrio del anillo conectado al lado izquierdo del
anillo que lleva el X' puede, por ejemplo, cada uno independientemente o dos o mas en conjunto, afectar a las
propiedades farmacolégicas del agente, por ejemplo, afectar a la solubilidad en agua, afectar al comportamiento de
agregacion, afectar al proceso de alquilacion de ADN y/o afectar a la fuerza de union a ADN. Ademas, especialmente
R% y R%, y en cierto grado R® y R® también, puede afectar también el grado de proteccién del carbono sobre el que
deberia ocurrir el ataque nucleofilico.

[0042] Los sustituyentes R'® y R'® pueden afectar al grado de proteccion del carbono sobre el que el ataque nucleofilico
puede ocurrir también.

R y R' pueden afectar al grado de proteccion de X' o, cuando un compuesto con la formula (1) es parte de un
conjugado o un conjugado conector-agente donde el compuesto con la formula (1) esta conectado mediante X', pueden
afectar al grado de proteccion del enlace entre el compuesto con la formula (1) y la fraccién moduladora. Para aumentar
la estabilidad de este enlace, R' se puede seleccionar para que sea distinto de hidrogeno.

[0043] Aunque la tasa de alquilacion y la eficiencia de los compuestos con la férmula (I) pueden opcionalmente ajustarse
de varias maneras, en un aspecto de esta invencion, esto se puede conseguir mediante la introduccién de una
proteccion estérica eligiendo, para un compuesto con la formula (1), que uno o mas de R?, R?, R3, R¥, R*, R*, RS, RY,
R6, R%, R'2, R'® y R'® presentes sean distintos de hidrogeno. Sin embargo, los sustituyentes no deberian causar
demasiado impedimento estérico, especialmente cuando mas de uno de estos sustituyentes es distinto de hidrégeno,
ya que esto puede afectar negativamente la alquilacion de ADN. Ademas, puede proporcionar una union menos eficiente
en el surco menor del ADN y puede plantear dificultades sintéticas.

[0044] Los compuestos con la formula (I) pueden contener una o mas fracciones de oligoetilenglicol o polietilenglicol o
derivados de las mismas. Tal fraccién puede mejorar la solubilidad en agua y el comportamiento de agregacion de un
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compuesto con la formula (I) y puede causar un aumento de la actividad contra las dianas resistentes a multiples
farmacos debido a un aumento de polaridad. Si un compuesto con la férmula (I) con tal fraccion se incorpora en un
conjugado, puede ser que la fraccién de oligoetilenglicol o polietilenglicol se localice entre la fraccién moduladora y el
resto del compuesto con la formula (1) o que se localice en una posicion en cierto modo opuesta al sitio de unién de la
fraccion moduladora, colocando asi el resto del compuesto con la formula () entre la fraccién moduladora y la fraccion
de oligoetilenglicol o polietilenglicol. Esto ultimo puede ser mas beneficioso para la solubilidad en agua de los
conjugados. Una mejor solubilidad en agua de los compuestos con la férmula (1) y sus conjugados puede llevar a
mejores rendimientos y pureza de los conjugados durante la sintesis, por ejemplo, debido a una formacion de agregados
reducida. Ademas, una tendencia a la agregacion reducida y una mayor pureza del conjugado puede, por ejemplo,
llevar a menos efectos secundarios después de la administracion del conjugado. Ademas, la presencia de una o mas
fracciones de oligoetilenglicol y/o polietilenglicol en un conjugado puede reducir la excrecion del conjugado a través de
los rifiones o el higado, lo que aumenta el tiempo de circulacion en el cuerpo.

En otro aspecto de esta solicitud, los compuestos con la férmula (I) pueden contener uno o mas anillos triazol. La
incorporacion de un anillo 1,2,3-triazol puede proporcionar una ventaja sintética, ya que las dos fracciones que
finalmente se pueden unir al anillo 1,2,3-triazol se pueden unir entre si a través de dicho anillo triazol usando una
reaccion de cicloadicion suave vy eficiente entre una fraccion alquino y una azida. Debido a que las condiciones para
esta reaccion de cicloadicidon son muy suaves y son compatibles con casi todos los grupos funcionales, la reaccién se
puede realizar en uno de los ultimos pasos de la via sintética hacia un compuesto con la férmula (I), su conjugado
conector-agente, o conjugado, permitiendo asi una generacion facil de series de compuestos con la formula (1) y sus
conjugados para estudios de SAR (relacion estructura-actividad).

Preferiblemente, la fraccion triazol se localiza de tal manera en la unidad alquilante de ADN o la unidad de unién a ADN
que puede contribuir a la unién del compuesto a ADN. Fracciones de unién a ADN adicionales, tales como fracciones
de indol o benzofurano, que estan conectadas a la unidad de unién a ADN o alquilante de ADN puede aumentar la
potencia del compuesto, presuntamente a través de una union a ADN mejorada. Sin embargo, estas fracciones
aromaticas adicionales pueden tener un efecto perjudicial sobre las propiedades farmacolégicas, tal como la solubilidad
en agua. Un triazol, que es un grupo aromatico, también puede mejorar la unién a ADN vy, asi, aumentar la potencia
citotéxica del compuesto, pero como es mas polar que otras fracciones aromaticas, tal como un anillo de fenilo, los
efectos negativos sobre las propiedades farmacolégicas pueden ser menos pronunciados.

[0045] Conforme a la invencién, un compuesto con la formula (l) es

cl
A

0 un isémero de uno de estos 0 una mezcla de isébmeros.

[0046] Una solubilidad en agua aumentada de un compuesto con la férmula (I) puede conseguirse no solo a través de
la introduccién de grupos hidrosolubles o polares, tales como un grupo triazol o una fracciéon oligoetilenglicol o
polietilenglicol o una combinacién de los mismos, sino que también se puede conseguir a través de la sustitucion de
atomos de anillo de carbono por heteroatomos, por ejemplo, en la unidad de unién a ADN. Una solubilidad en agua
mejorada de compuestos con la formula (I) y sus conjugados puede llevar a mejores rendimientos y pureza de los
conjugados durante la sintesis, por ejemplo, debido a una formacion de agregados reducida. Ademas, una tendencia
reducida a la agregacién y una mayor pureza del conjugado puede, por ejemplo, llevar a menos efectos secundarios
después de la administracion del conjugado.

Una degradacion metabdlica aumentada, por ejemplo, en el higado, puede, por ejemplo, conseguirse a través de la
introduccién de grupos en las unidades de union a ADN que se pueden oxidar con relativa facilidad, por ejemplo,
fracciones acetileno y alqueno. La oxidacion de compuestos tdxicos es uno de los mecanismos por los que un mamifero
puede desintoxicar tales compuestos. Si se absorben compuestos de esta invencion en el higado, una desintoxicacion
eficiente puede, por ejemplo, eludir la toxicidad hepatica como efecto secundario.

La estabilidad del enlace entre la unidad de unién a ADN y la unidad alquilante de ADN, por ejemplo, en la circulacion,
se puede ajustar mediante modificaciones en la unidad de uniéon a ADN. Puede ser favorable tener la unidad alquilante
de ADN y la unidad de unién a ADN enlazada mediante un enlace esencialmente no escindible. Especialmente cuando
el compuesto con la férmula (I) se administra como la sustancia activa, puede desearse estabilidad en la circulacion.
Sin embargo, cuando un compuesto con la formula (I) se administra como parte de un conjugado, puede ser favorable
tener un enlace entre la unidad alquilante de ADN vy la unidad de unién a ADN que se vuelva menos estable en la
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circulacion tan pronto como el compuesto con la formula (1) se libere prematuramente del conjugado. Esto puede reducir
los efectos secundarios toxicos a consecuencia de la liberacion prematura del agente. Las unidades de union a ADN
de esta invencion pueden causar que un compuesto con la férmula (I) o su conjugado o conjugado conector-agente
tenga un enlace mas estable entre la unidad de unién a ADN y la alquilante de ADN en la circulacion que un compuesto
con la formula (I'), que puede formarse a partir de un compuesto con la férmula (1) tan pronto como se desprotege X'.

[0047] La extension del sistema conjugado 1T en la fraccion de unién a ADN puede aumentar la afinidad de union del
ligante de ADN por el ADN. El sistema 11 se puede extender mediante la introduccion de anillos aromaticos adicionales
y/o enlaces dobles y/o triples conjugados.

[0048] La unidad de unién a ADN DB en un compuesto con la formula (l) se selecciona de las estructuras DB1-DB9:

us7 ©\), DB8 DB9

[0049] En un aspecto de esta divulgacion, un compuesto con la férmula (1) tiene una unidad de unién a ADN con la
férmula DB1.

[0050] Esta fraccion comprende estructuras que contienen al menos un anillo B de 6 miembros que esta conectado con
la unidad alquilante de ADN a través de un anillo A de 5- 0 6 miembros fusionados o un grupo vinilo. El heteroatomo en
dicho anillo B puede proporcionar una mejor solubilidad en agua con respecto a analogos de ligantes de ADN que tienen
un anillo todo de carbono.

[0051] Preferiblemente, el anillo B es aromatico. Puede, por ejemplo, ser una fraccion piridina, pirimidina, piridazina,
pirazina, 1,3,5-triazina, 1,2,3,5-tetrazina, 1,2,3,4-tetrazina, pentazina, fosfinina, 1,3-difosfinina o 1,3-azafosfinina.
Alternativamente, este anillo puede ser no aromatico y ser o insaturado o completamente saturado.

[0052] Un compuesto con la féormula (1) donde el anillo B esté conectado con la unidad alquilante de ADN a través de
un grupo vinilo puede contener un grupo conector que permita la desintoxicacién por medio de, por ejemplo, la oxidacién
o la hidratacioén del enlace doble.

[0053] La fraccion DB1 puede, por ejemplo, ser

g R" Rrts R Rrts R rs R
o) R® 0 R® o R® 0 R®
\\_%Il\j: o Lm o 4 | = o 74 | = o
“}" N N/ Re T N/ R? MmN ZN T 2N
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Conforme a la invencion, la fraccion DB1 es

OH
H
O/N\NR/@/
T
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[0054] Los sustituyentes R' a R?® pueden ayudar a mejorar las propiedades farmacoldgicas de un compuesto con la
férmula (I) o su conjugado, por ejemplo, su solubilidad en agua. Esto puede, por ejemplo, conseguirse mediante la
seleccion de uno o mas de los sustituyentes R', R%, R¥, R8, R¥, R7, R”, R"*, R™, R8 R® R R? R, R0 R'" R' R,
RS, R'¥, R'", R'6, R, R20', R?", R?", R?? y R?3 para comprender o ser una fraccion oligoetilenglicol o polietilenglicol o
una fraccion triazol. Alternativa o simultdneamente, uno o mas de los sustituyentes pueden comprender o ser un grupo
hidrosoluble. La presencia de un grupo hidrosoluble puede no solo dar como resultado una solubilidad en agua
mejorada, sino que también puede evitar que un compuesto con la formula (I) cruce una barrera bioldgica,
especialmente cuando es una barrera apolar, tal como una membrana celular. Esto puede ser ventajoso, especialmente
cuando un compuesto con la férmula (1) se administra a una célula diana a través de la conjugacion con una fraccion
de direccion antes de ser liberada del conjugado, ya que el compuesto con la férmula (I) sera incapaz de salir de la
célula. Incluso el transporte activo a través de, por ejemplo, la bomba de P-glicoproteina puede verse (parcialmente)
perjudicado. Cuando un compuesto con la formula (I) se libera prematuramente del conjugado, por ejemplo, en la
circulacién, puede ser incapaz o solo moderadamente capaz de introducirse en células (no diana) inespecificamente,
ya que sus capacidades de translocacion de membrana pueden verse perjudicadas por el grupo hidrosoluble. Esto
puede llevar a una selectividad aumentada y, por lo tanto, a menos efectos secundarios. Ademas, al menos en algunos
casos, por ejemplo, cuando el grupo hidrosoluble esta cargado positivamente en condiciones fisiologicas, el grupo
hidrosoluble también puede mejorar la afinidad de unién por el ADN por medio de interacciones electroestaticas
favorables con los grupos fosfato cargados negativamente.

Un grupo hidrosoluble es un grupo que imparte una solubilidad aumentada a un compuesto con la férmula (1) y/o un
conjugado del mismo. En una forma de realizacion, la solubilidad en agua de un compuesto de esta invencion que lleva
un grupo hidrosoluble estd aumentada mas de un 100 % en comparacién con el compuesto carente de dicho grupo
hidrosoluble. En otras formas de realizacion, la solubilidad en agua de un compuesto de esta invencién que lleva un
grupo hidrosoluble esta aumentada mas de un 75 % o un 50 % o un 25 % o un 10% en comparacién con el compuesto
carente de dicho grupo hidrosoluble. El grupo hidrosoluble también puede contribuir a evitar o reducir la agregacion de
los compuestos de esta invencion o a reducir los efectos secundarios. Los ejemplos de grupos hidrosolubles incluyen,
pero de forma no limitativa, -NHz, -NH-, -NHRS, -NRs-, -N(R%)(R!), -*N(R)}(R)-, -*N(R$)(R")(RY), -COOH, -OP(O)(OH)a, -
OP(O)(OH)O-, -OP(O)(OR®)O-, -OP(O)(OH)ORS®, -OP(O)(ORS)OR!, -P(O)(OH)z, -P(O)OH)O-, -P(O)(ORS)OH, -
P(O)(OR®)O-, -P(O)(OR®)(ORY), -0S(0).0H, -0S(0).0-, -OS(0):0R®, -S(0):0H, -S(0),0-, -S(0).0RS, -OS(0O)OH, -
0S(0)0O-, -OS(0)ORs, -S(O)OH, -S(0)0-, -OS(0)-, -S(O)ORs®, -0OS(0)2-, -OS(0)2R®, -S(0O)2-, -S(O)2R®, -OS(O)RS, -
S(0)-, -S(O)R®, -(OCH2CH),,OH, -(OCH2CH3),O-, -(OCH2CH.),"OR®, una fraccion de azucar, una fraccion de mono-,
di- u oligosacarido y una fraccion oligopeptidica, o una forma protonada o desprotonada de los mismos y ademas
cualquier combinacion de los mismos, donde RS, R'y RY se seleccionan independientemente de H y alquilo Ci
opcionalmente sustituido, dos 0 mas de RS, R'y RY estan opcionalmente unidos por uno o mas enlaces para formar uno
0 mas carbociclos y/o heterociclos, y v' es un nimero entero seleccionado de 2 a 1000. El grupo hidrosoluble puede
estar en cualquier posicion dentro de un sustituyente o puede constituir el sustituyente entero. El grupo hidrosoluble
puede, por ejemplo, estar localizado en cualquier posicion interior, ser parte de la cadena principal, ser parte de una
estructura anular, ser un grupo funcional colgante de la cadena principal o un anillo, o estar colocado en la posicion en
la cual el sustituyente esta unido al resto del agente.

[0055] Un compuesto con la férmula (1) puede no tener una fraccién reactiva incorporada en su estructura. Por otro lado,
como queda claro de lo anterior, puede estar presente en su estructura una fraccion reactiva que permite la reaccion
de un compuesto con la formula (I) con otra fraccion. Por ejemplo, un compuesto con la férmula (I) puede hacerse
reaccionar con una fraccion de direccion o una construccion de conector-fraccion de direccion, por ejemplo, un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo, o una construccion de anticuerpo-conector o una construcciéon de fragmento
de anticuerpo-conector, para preparar un conjugado fraccion de direccién-agente en uno o mas pasos, que puede o
puede no ser un conjugado con la férmula (Ill). Tal conjugado fraccion de direccidn-agente puede o ser escindible o no
escindible. La formacion de un conjugado fraccion de direccidén-agente puede realizarse no solo a través de sintesis
quimica, sino que también puede ocurrir in situ, es decir, tras la administracion de un compuesto con la formula (I) in
vivo. El compuesto con la férmula (I) puede, por ejemplo, unirse a proteinas endégenas, por ejemplo, albumina, tras la
administracion.

[0056] En una forma de realizacion, un compuesto con la formula (I) es
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0 un isémero del mismo o una mezcla de isdbmeros.
En otra forma de realizaciéon, un compuesto con la férmula (1) es

RB Ra RB
cl = cl 3 =N
/ J / NN 1 g
., 5 ‘.
B \ R \ H H
O T °
OH OH
0 un isémero de uno de estos o una mezcla de isébmeros.
En una forma de realizacién adicional, un compuesto con la féormula () es
NH, NH, NH,
HN HN HN
cl ", cl - cl N
/ \ / B { / N !
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H H H
OH OH OH
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0 un isémero de uno de estos 0 una mezcla de isébmeros.
Conforme a la invencion, el compuesto con la formula (1) es

OH

CC

OH
5 o un isémero de uno de estos 0 una mezcla de isémeros.
Conjugados, conjugados conector-agente y conectores bifuncionales

[0057] Esta invencion se refiere a un conjugado segun se especifica en las reivindicaciones de un compuesto con la
férmula () que se puede convertir in vivo en uno 0 méas pasos en un compuesto con la formula (l). El conjugado también
se puede convertir en un derivado de un compuesto con la formula (1) donde una parte de la fraccion moduladora unida

10 a un compuesto con la férmula (I) en el conjugado permanece unida al compuesto con la férmula (I) después de la
conversion in vivo. Una manera alternativa de ver esto es que la fraccién restante del conector es parte del compuesto
con la férmula (1).

[0058] Estos conjugados pueden afectar favorablemente a las propiedades farmacoldgicas y otras caracteristicas de un
compuesto con la férmula (). En una forma de realizacion, esta invencion se refiere a un conjugado que comprende un
15 compuesto con la formula (I) conjugado a una fraccion moduladora.

20



10

15

20

25

30

35

ES 2 815678 T3

[0059] En otra forma de realizacion, esta divulgacion se refiere a un compuesto con la férmula (1l1):

o una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, donde

V2 es una fraccion funcional;

cada L? es un grupo de enlace que enlaza V? a L;

cada L es un grupo de enlace que enlaza L? a uno o mas V' y/o Y;

cada V' es una fraccion escindible condicionalmente o transformable condicionalmente, que se puede escindir o
transformar mediante un proceso quimico, fotoquimico, fisico, biolégico o enzimatico;

cada Y es un sistema separador de autoeliminacion que esta comprendido por 1 o mas separadores de
autoeliminacion y esta enlazado a V', opcionalmente L, y uno o mas Z, donde Y esta conectado con X! mediante
un separador de ciclacion de w-amino aminocarbonil que es parte de Y;

cada p y cada q son numeros que representan un grado de ramificacion y son cada uno independientemente un
numero entero positivo;

z es un numero entero positivo igual a o menor que el numero total de sitios de unién para Z;

cada Z es independientemente un compuesto con la féormula (1) tal y como se ha definido anteriormente;

cada Z esta conectada a Y a través de X'

[0060] Debe entenderse, a partir de la formula (lll), que L puede estar conectada a V' y/o a Y. Si L esta conectada a Y,
esto significa que tanto V' como L, al igual que una o mas Z, estan conectadas a Y. Si L esta conectada a V', esto
significa que V' y una o mas Z estan conectadas a Y. L también puede estar conectada tanto a V! como a Y al mismo
tiempo.

[0061] Las fracciones V2(-L2-L(~(V'-Y))p)q(Z)--1, donde L(-(V'-Y)), indica que L puede estar conectada a V! y/o a Y,
conectadas a Z se denominan aqui fracciones moduladoras.

[0062] La presente descripcion también se refiere a un compuesto con la formula (IV):

v
RM—L l (Z‘]z (IV)

P

0 una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, donde

RM es una fraccién reactiva y L, V!, Y, Z, p y z son tal y como se ha definido anteriormente, excepto porque L esta
ahora conectando RM a una o mas V' y/o Y, y V', Y y Z pueden contener grupos protectores, y donde, si hay mas de 1
fraccion reactiva en (IV), alguna o todas las fracciones reactivas son las mismas o diferentes. Estos conjugados
conector-agente con la formula (IV) pueden o pueden no considerarse productos intermedios para los compuestos con
la formula (IlI). En un compuesto con la férmula (IV), RM debe estar presente, mientras que V' puede estar o presente
o ausente.

[0063] En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un compuesto con la formula (IV), donde RM es una fracciéon
reactiva seleccionada de haluro de carbamoilo [-N(R)C(O)X], haluro de acilo [-C(O)X], éster activo [-C(O)OR], anhidrido
[-C(O)OC(O)OR], o-haloacetilo [-C(O)CH2X], o-haloacetamida [-N(R)C(O)CH:X], maleimida, isocianato [-N=C=0],
isotiocianato [-N=C=8], disulfuro [-S-SR], tiol [SH], hidrazina [-NH2NH_2], hidrazida [-C(O)NH2NH2], cloruro de sulfonilo
[-S(0)2Cl], aldehido [C(O)H], metilcetona [-C(O)CHj], vinilsulfona [-S(O)2-CH=CH2], halometilo [-CH.CI] y metilsulfonato
[-CH.OS(0)2R]. Estos conjugados conector-agente con la formula (IV) pueden o pueden no considerarse productos
intermedios para los compuestos con la formula (). En tal compuesto con la formula (IV), RM debe estar presente.
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[0064] Las fracciones RM-L(-(V'-Y))y(Z)--1, donde L(-(V'-Y)), indica que L puede estar conectada a V' y/o a Y,
conectadas a Z se denominan aqui fracciones moduladoras.

[0065] En un aspecto adicional, esta divulgacion se refiere a conectores bifuncionales novedosos que contienen un sitio
de escision, un sistema separador de autoeliminacion y dos fracciones reactivas, una de las cuales se puede hacer
reaccionar con una fraccion terapéutica o diagnostica, por ejemplo, un compuesto con la férmula (1), y la otra de las
cuales se puede hacer reaccionar con una fraccion funcional, tal como una fracciéon de direccion. Estos conectores
bifuncionales se pueden usar para preparar conjugados con las férmulas (lll) y (IV) de esta invenciéon o compuestos
similares con fracciones terapéuticas o diagnodsticas diferentes.

[0066] Mas especificamente, esta divulgacion se refiere a un compuesto con la formula (VIII):

1
RM—L l (RM2), (VI

0 una sal, un hidrato o un solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, donde

L, V', Y, RM, p y z son tal y como se define para un compuesto con la formula (IV) y RM2 es una fraccion reactiva o un
grupo saliente. RM y cada RM2 se seleccionan independientemente. Estos conectores bifuncionales con la formula
(VIIl) pueden o pueden no considerarse productos intermedios para los compuestos con las formulas (lll) y (IV).
Ademas, estos compuestos se pueden considerar productos intermedios para los conjugados y los conjugados
conector-agente similares a los compuestos con las formulas (Ill) y (IV) donde la fraccion Z es una fraccion terapéutica
o diagndstica diferente de un compuesto con la formula () o (I'), o un derivado que contiene una fraccién moduladora.
Por lo tanto, en otro aspecto, esta divulgacion se refiere a un conjugado con la férmula (lll) donde la una o mas fracciones
Z son independientemente una fraccion terapéutica o diagnostica. En ofro aspecto, esta invencion se refiere a un
conjugado conector-agente con la férmula (IV) donde la una o mas fracciones Z son independientemente una fraccion
terapéutica o diagndstica.

[0067] Se observa que las fracciones X'* por separado en las fracciones -CH,CH2X' que pueden estar presentes en
un compuesto con la férmula (Ill), (IV) u (VIIl) se seleccionan independientemente.

[0068] Se observa también que z no representa un grado de polimerizacién; por lo tanto, z no indica que un nimero de
fracciones Z o RM2 estan conectadas entre si.

[0069] Se observa ademas que, si Y esta conectada a un atomo de Z o RM2 que lleva un sustituyente R especifico en
vez de este sustituyente R mismo, esto, de hecho, significa que este sustituyente R esta ausente si esto es necesario
para cumplir las reglas de valencia.

[0070] Se observa ademas que, si X'* en, por ejemplo, -CH>CH2X" representa

entonces -CH>CH2X" debe leerse como -CH,CH2X4.

[0071] Cabe sefialar que, si un compuesto de esta invencion contiene una fraccion oligoetilenglicol o polietilenglicol, el
numero real de unidades de etilenglicol puede variar de molécula a molécula y la variable que designa el numero de
unidades en realidad representa el nimero medio de unidades. Aunque el nimero medio de unidades de etilenglicol se
limita generalmente a 1000 en las definiciones de los compuestos de esta invencién, los compuestos con un nimero
medio mayor de unidades de etilenglicol también estan abarcados por esta invencion.

[0072] Debe entenderse que esta divulgacion se refiere a compuestos enantioméricamente puros y/o
diastereoméricamente puros con las férmulas (lll), (IV) y (VIIl) al igual que a mezclas enantioméricas y/o
diastereoméricas de compuestos con las férmulas (lll), (IV) y (VIII).
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[0073] Cuando un compuesto con las férmulas (lll) o (IV) contiene sitios de union en Y para Z que no estan acoplados
a Z, por ejemplo, a consecuencia de una reaccion de acoplamiento incompleta con Z durante la sintesis, estos sitios de
union se consideran unidos a H, OH, una fraccién reactiva (por ejemplo, RM2) o un grupo saliente (por ejemplo, RM2)
en su lugar. Sitodos los dichos sitios de unién estan conectados a Z, entonces z es igual al nimero de dichos sitios de
union; de lo contrario, z es inferior. Los compuestos de esta divulgacion pueden existir como una mezcla, donde cada
componente de la mezcla tiene un valor z diferente. Por ejemplo, el compuesto puede existir como una mezcla de dos
compuestos separados, un compuesto donde z es 4 y otro compuesto donde z es 3. Ademas, para una z dada, el
compuesto puede existir como una mezcla de isémeros (constitutivos), ya que Z puede estar conectada a distintos
(conjuntos de) sitios de unién.

[0074] Por razones de claridad, cuando se hace referencia a las conexiones de una primera fraccion con otras fracciones
en la formula (1), (IV) u (VIII), en general solo se mencionan aquellas dichas otras fracciones que se unen directamente
a dicha primera fraccion en la férmula (Ill), (IV) u (VIII). Debe entenderse que, si una de dichas otras fracciones no esta
presente, dicha primera fraccion esta en realidad conectada a la fraccién que esté presente primera en linea, a menos
que se declare explicitamente lo contrario. Por ejemplo, si se declara que "V se escinde de Y", esta expresion significa
en realidad que "V' se escinde de Y, o de Z si Y esta ausente" y debe leerse como "V! se escinde de Z" cuando se hace
referencia a un compuesto carente de Y.

La fraccion 1

[0075] En un compuesto con la formula (I1), (IV) u (VII), la fraccién V' es un grupo que es condicionalmente escindible
o transformable. En otras palabras, esta disefiada para ser transformada y/o escindida de Y por un proceso quimico,
fotoquimico, fisico, bioldgico o enzimatico después de ser llevado a o bajo una cierta condiciéon. Esta condicion puede
ser, por ejemplo, poner un compuesto de la divulgacién en un medio acuoso, lo que lleva a la hidrolisis de V', o poner
un compuesto de la divulgacién en un entorno que contiene una enzima que reconoce y escinde V' o poner un
compuesto de la divulgacion bajo condiciones reductoras, lo que lleva a la reduccion y/o la eliminacion de V', o poner
un compuesto de la invencion bajo condiciones oxidantes, lo que lleva a la oxidacion y/o la eliminacion de V', o poner
un compuesto de la invencién en contacto con radiacién, por ejemplo, luz UV, lo que lleva a la transformacion y/o la
escision, o poner un compuesto de la invenciéon en contacto con calor, lo que lleva a la transformacion y/o la escision,
o llevar un compuesto de la divulgacion bajo presion reducida, lo que lleva a la transformacion, por ejemplo, una
retrocicloadicion, y/o la escision, o poner un compuesto de la divulgacion bajo presion elevada o alta, lo que lleva a la
transformacion y/o la escision. Esta condicién puede cumplirse después de administrar un compuesto de esta
divulgacion a un animal, por ejemplo, un mamifero, por ejemplo, un ser humano: la condicién puede cumplirse cuando
el compuesto se localiza en, por ejemplo, un érgano, un tejido, una célula, una diana subcelular o una diana bacteriana,
virica 0 microbiana especificos, por ejemplo, por la presencia de factores internos (por ejemplo, enzimas especificas
para una diana o hipoxia) o la aplicacién de factores externos (por ejemplo, radiacién, campos magnéticos) o la
condicion puede cumplirse ya directamente tras la administracién (por ejemplo, enzimas ubicuas en la circulacién).

[0076] La escision de V! significa que se rompe el enlace entre V' e Y. La transformacion de V! significa que V! se
convierte en una fraccion diferente y este evento puede llevar directa o indirectamente a la autoescisién de V! de Y.
Alternativamente, la transformacion de V! puede llevar a la formacién de una fraccion V'-Y que es un conector
autoinmolativo. En este caso, Y solo se vuelve autoinmolativa después de la transformacién de V'. La fraccién V!
transformada en realidad se vuelve (parcialmente) parte de Y. Por ejemplo, la oxidacion de una V' que es un atomo de
hidrégeno a un grupo hidroxilo puede llevar a la formacion de una fraccion V!-Y para- u orto-hidroxibenciloxicarbonilo
que se autoelimina. Como otro ejemplo, la reduccién de una V' que es un grupo nitro puede llevar a formacion de una
fraccion V'-Y para- u orto-aminobenciloxicarbonilo que se autoelimina.

[0077] Un compuesto de esta divulgacion puede contener mas de una fraccion V! por fraccion moduladora (p y/o q > 1).
Estas fracciones V' pueden o no ser las mismas y pueden o no requerir las mismas condiciones para la transformacion
y/o la escision.

[0078] La tasa a la cual V! se transforma y/o se escinde puede ser dependiente de las otras fracciones en un compuesto
con la formula (lll). Por ejemplo, el uso de una fraccion L y/o Y mas corta puede acercar la fraccion funcional y/o Z del
sitio de escision, lo que puede llevar a una tasa reducida de transformacion y/o escisién. Los sustituyentes (voluminosos)
en la fraccion L y/o Y pueden llevar a una tasa reducida de transformacion y/o escision de V! también, especialmente
cuando estan situados cerca del sitio de transformacién/escision. Otros efectos, tales como los efectos de los enlaces
de hidrégeno, del grupo adyacente y de electrones, también pueden jugar un papel.
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[0079] En un aspecto de esta invencion, un conjugado se utiliza para dirigir una o mas fracciones Z a las células diana.
En este caso, una fraccion V' puede, por ejemplo, contener una molécula de sustrato que es escindida por una enzima
presente en la proximidad de las células diana o dentro de las células diana, por ejemplo, células tumorales. V' puede,
por ejemplo, contener un sustrato que es escindido por una enzima presente en niveles elevados en la proximidad o
dentro de las células diana en comparacion con otras partes del cuerpo o por una enzima que esté presente solo en la
proximidad o dentro de las células diana.

[0080] Resulta importante reconocer que, si la especificidad por el sitio diana se consigue solamente en funcion de la
transformacion y/o la escision selectivas de dicha V' en el sitio diana, la condicion que causa la escision deberia
preferiblemente, al menos hasta cierto grado, ser especifica para el sitio diana, mientras que la presencia de otra
fraccion especifica para una diana en el compuesto de la invencién, por ejemplo, en una fraccion V2, debilita o elimina
este requisito. Por ejemplo, cuando V? causa una internalizacion selectiva en una célula diana, una enzima también
presente en otras células puede transformar y/o escindir a V'. Sin embargo, preferiblemente, la escisién no deberia
ocurrir en un sitio distante del sitio diana. Por lo tanto, el conjugado no deberia estar expuesto a enzimas o condiciones
que puedan causar la escision de V! en sitios distintos del sitio diana. En una forma de realizacién, la transformacion
y/o la escision de V! ocurren intracelularmente. En otra forma de realizacion, la transformacion y/o la escisién de V!
ocurren extracelularmente. En otra forma de realizacion, la transformacion y/o la escisién de V! ocurren por una enzima
intracelular ubicua. En otra forma de realizacién, la transformacion y/o la escision de V' ocurren por una enzima
extracelular ubicua.

En una forma de realizacion, V' contiene un Unico aminodacido, un di-, tri-, tetra- u oligopéptido o un peptidomimético,
que consiste en un aminoacido o una secuencia de aminoacidos o un mimético de los mismos reconocido y escindible
por una enzima proteolitica, por ejemplo, plasmina, una catepsina, catepsina B, antigeno prostatico especifico (PSA),
activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (u-PA) o un miembro de la familia de las metaloproteinasas de la matriz,
presentes en la proximidad o dentro de las células diana, por ejemplo, células tumorales.

[0081] Cuando V' se escinde extracelularmente, la una o mas fracciones Z se pueden liberar extracelularmente. Esto
puede proporcionar la ventaja de que estas fracciones Z no solo son capaces de afectar a la(s) célula(s) directamente
circundantes al sitio de activacién (por ejemplo, células positivas para la diana), sino también a células algo mas lejanas
al sitio de activacion (por ejemplo, células negativas para la diana) debido a la difusion (efecto del espectador), siempre
que las fracciones Z sean capaces de penetrar la membrana celular.

Una enzima para escindir V! puede también ser transportada a la proximidad o dentro de las células diana o el tejido
diana a través, por ejemplo, de terapia con profarmaco y enzima dirigida por anticuerpos (ADEPT), terapia con
profarmaco y enzima dirigida por polimeros (PDEPT), terapia con profarmaco y enzima dirigida por macromoléculas
(MDEPT), terapia con profarmaco y enzima dirigida por virus (VDEPT) o terapia con profarmaco y enzima dirigida por
genes (GDEPT). En estos enfoques, la enzima que necesita escindir a V! se transporta o se induce a ser producida en
el sitio diana antes de la administracion del profarmaco, por ejemplo, un compuesto con las férmulas (lll) o (IV). En una
forma de realizacion, la transformacion y/o la escision de V! ocurren a través de una enzima enlazada a un anticuerpo
usando el enfoque de ADEPT.

En otra forma de realizacion, V! se selecciona de D-alanilfenilalanil-lisina, D-valil-leucil-lisina, D-alanil-leucil-lisina, D-
valilfenilalanil-lisina, D-valiltriptofanil-lisina, D-alaniltriptofanil-lisina, alanilfenilalanil-lisina, valil-leucil-lisina, alanil-leucil-
lisina, valilfenilalanil-lisina, valiltriptofanil-lisina, alaniltriptofanil-lisina, D-alanilfenilalanilcitrulina, D-valil-leucilcitrulina, D-
alanil-leucilcitrulina, D-valilfenilalanilcitrulina, D-valiltriptofanilcitrulina, D-alaniltriptofanilcitrulina, alanilfenilalanilcitrulina,
valil-leucilcitrulina, alanil-leucilcitrulina, valilfenilalanilcitrulina, valiltriptofanilcitrulina y alaniltriptofanilcitrulina.

En otra forma de realizacion mas, V! se selecciona de fenilalanil-lisina, valil-lisina, valilalanina, D-fenilalanilfenilalanil-
lisina, fenilalanilfenilalanil-lisina, glicilfenilalanil-lisina, alanil-lisina, valilcitrulina, N-metilvalilcitrulina, fenilalanilcitrulina,
isoleucilcitrulina, triptofanil-lisina, triptofanilcitrulina, fenilalanilarginina, fenilalanilalanina, glicilfenilalanil-leucilglicina,
alanil-leucilalanil-leucina, alanilarginilarginina, fenilalanil-N°-tosilarginina, fenilalanil-N°-nitroarginina, leucil-lisina,
leucilcitrulina y fenilalanil-O-benzoiltreonina.

En otra forma de realizacién, V! se selecciona de fenilalanil-lisina, valil-lisina y valilcitrulina.

En otras formas de realizacion adicionales, V! es fenilalanil-lisina o valil-lisina o valilcitrulina.

Por lo tanto, en una forma de realizacion, esta invencion se refiere a un compuesto donde V' contiene un sustrato que
puede ser escindido por una enzima proteolitica, plasmina, una catepsina, catepsina B, B-glucuronidasa, una
galactosidasa, antigeno prostatico especifico (PSA), activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (u-PA), un miembro
de la familia de las metaloproteinasas de la matriz 0 una enzima localizada mediante una terapia con profarmaco y
enzima dirigida, tales como ADEPT, VDEPT, MDEPT, GDEPT o PDEPT, o donde V' contiene una fraccion que se
puede escindir o transformar a través de la reduccion bajo condiciones hipdxicas, a través de la reduccion por una
nitrorreductasa o a través de la oxidacion.

[0082] Si un conjugado de esta invencion contiene mas de 1 fraccion moduladora, se puede usar una de estas fracciones
moduladoras para dirigir el conjugado a un sitio diana (fraccién moduladora de direccién), mientras que se utiliza otra
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fraccion moduladora para mejorar las propiedades farmacoldgicas. En este caso, la fraccion V! en la fraccion
moduladora de direccion se escinde preferiblemente en el sitio diana, por ejemplo, a través de un proceso especifico
para el sitio diana tal como una escisién enzimatica por una enzima presente predominantemente en el sitio diana o a
través de un proceso intracelular mas genérico que puede ocurrir solo después de la internalizacion del conjugado
selectiva para las células diana, mientras que la fraccion moduladora que ayuda a mejorar las propiedades
farmacoldgicas se puede escindir o en el sitio diana o sistémicamente, por ejemplo, por enzimas ubicuas.

[0083] Los compuestos con las férmulas (lll) y (IV) se pueden disefiar para liberar finalmente un compuesto con la
férmula (1), o un compuesto con la férmula (I'), después de la transformacion y/o la escision de la una o mas fracciones
V!. Sin embargo, la liberacion de un compuesto con la férmula (1), un compuesto con la formula (I') o un derivado de los
mismos (por ejemplo, debido a la degradacion solo parcial de la fraccion moduladora) de un conjugado de esta invencién
a través de otro mecanismo no se excluye de esta invencion.

El sistema separador de autoeliminacion Y

[0084] EI sistema separador de autoeliminaciéon Y enlaza V! y L a una o mas fracciones Z, o RM2 en caso de un
compuesto con la formula (VIII).
Un sistema separador de autoeliminacion Y se puede incorporar en un conjugado de esta invencién, por ejemplo, para
mejorar las propiedades de Z o el conjugado en general, para proporcionar quimicas de acoplamiento adecuadas y/o
para crear espacio entre V'y Z.

[0085] Un compuesto de esta invencion puede contener mas de un sistema separador Y por fraccién moduladora. Estas
fracciones Y pueden o pueden no ser las mismas.

Después de la escision o la transformacion de V!, puede desbloquearse el lado izquierdo de Y o puede formarse una
fraccion V1-Y de autoeliminacion, lo que resulta en la liberacion eventual de una o mas fracciones Z. Los sistemas
separadores de autoeliminacion pueden, por ejemplo, ser aquellos descritos en la WO 02/083180 y la WO 2004/043493,
aquellos descritos en esta seccion, al igual que otros separadores de autoeliminacion conocidos por una persona
experta en la materia.

La fraccion Y puede, ademas de proporcionar quimicas de acoplamiento adecuadas y la creacion de espacio entre el
sitio de escision y Z, ayudar a mejorar las propiedades farmacoldgicas del conjugado. Por ejemplo, la presencia de una
fraccién o sustituyente hidrosoluble, tal como una fraccion polietilenglicol o un sustituyente que esté cargado, al menos
parcialmente, a pH fisioldégico puede contribuir a la solubilidad en agua y/o aumentar la estabilidad de almacenamiento
y/o la estabilidad plasmatica del conjugado.

En un aspecto, la invencion se refiere a compuestos donde Y es

(W-)w(X-)x(A-)s,
donde

W y X son cada una un separador de liberacién unica de cascada de electrones 1,2+2n (n = 1), donde son las
mismas o diferentes;

A es un separador de ciclacién de w-amino aminocarbonil que forma un derivado de urea ciclico tras la ciclacion;
ses1;

W Yy X son numeros que representan el grado de polimerizacion y son independientemente un nimero entero de 0
(incluido) a 5 (incluido).

En una forma de realizacion, w+x es 0, 1 o 2. En otra forma de realizacién, s es 1. En otra forma de realizacion, w+x es
102yses 1. En otra forma de realizacion, w+x es 1y s es 1. En otra forma de realizacion mas, wes 1, xes 0y s es
1.

[0086] En otra forma de realizacion, el separador de cascada de electrones 1,2+2n W o X es

o]
oA
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Segun una forma de realizacion adicional de esta invencion, el separador de eliminaciéon de ciclacion de w-amino
aminocarbonil A es una fraccion con la férmula:

P\”"‘ Rng R]g-l R 13 Hll? R‘I19 R'I‘I? Rl‘lg R1]9 H121

¢ éu_&_w_fﬂ SN >=<N—E:5 ° 3N : N—@

Rﬁs Ana Epzu Jpz: Ans R ; Fkﬂs R121 '22}-{” Hns o

donde

u es un numero enterode 0 o 1;

R™5 R116 R117 R'18 R119 R120 R121y R122 ge seleccionan independientemente de H, OH, SH, NH;, N3, NO,, NO,
CF3, CN, C(O)NH,, C(O)H, C(O)OH, halégeno, R? SR? S(O)R? S(0):R?, S(O)OR? S(0).0R? OS(O)R?
0S(0)2R?, OS(0)OR?, 0S(0).0R?, OR?, NHR?, N(R?)R?', *N(R?)(R#")R??, P(0)(OR?)(OR?"), OP(O)(OR?)(OR#"),
C(O)R?, C(O)OR?, C(O)N(R#"R?, OC(0)R?, OC(0)OR?, OC(O)N(R?)R?', N(R*')C(O)R?, N(R*')C(O)OR? y
N(RZ")C(O)N(R??)R?, donde R?, R?' y R?? se seleccionan independientemente de H y (CH2CH;0)ee CH2CHoX3R®!,
alquilo Ci.20, heteroalquilo Ciz0, cicloalquilo Csz, heterocicloalquilo Ciz0, arilo Cszo 0 heteroarilo Cioo
opcionalmente sustituidos, donde ee se selecciona de 1 a 1000, X' se selecciona de O, S y NR™, y R" y R®' se
seleccionan independientemente de H y alquilo C1.3, donde dos o0 mas de R?, R?' y R? estan opcionalmente unidos
por uno o mas enlaces para formar uno o mas carbociclos y/o heterociclos opcionalmente sustituidos, dos o mas
de los sustituyentes R''®, R'16, R117 R118 R119 R120 R121y R122 gstan opcionalmente unidos por uno o mas enlaces
para formar uno o mas carbociclos y/o heterociclos opcionalmente sustituidos.

R™5y R'6 son grupos sustituyentes que estan localizados en los atomos de nitrégeno que son parte de los enlaces
de conexion a las fracciones adyacente al separador de eliminacion de ciclacién de w-amino aminocarbonil en un
compuesto con la formula (lll), (IV) u (VIII). El nitrogeno que lleva R''® esta conectado a Z o RM2 a través de una
fraccion carbonilo. El atomo de nitrégeno que lleva R'"S esta conectado a W, X, V' o L. El tamaiio y la naturaleza
de los sustituyentes RS y R'® pueden, ademas de afectar a las propiedades farmacoldgicas de un compuesto
con la férmula (lll), (IV) u (VIIl) en general, afectar especialmente a la estabilidad de dichos enlaces de conexion.
Por ejemplo, la eleccion de que R''® sea un sustituyente pequefio puede causar en general que el enlace con Z
sea menos estable a la hidrolisis o la degradacion enzimatica que cuando R''® es un sustituyente mas voluminoso
(por ejemplo, un sustituyente que se ramifica en el carbono a o B respecto al atomo de nitrégeno). La naturaleza
del sustituyente R''®, por ejemplo, si es polar o apolar o cargado o no a pH fisiolégico, puede afectar a la estabilidad
del enlace con Z también, porque el sustituyente puede afectar a las propiedades de sustrato del enlace de
conexiéon para enzimas especificas o retardar o aumentar la tasa de hidrdlisis. Si el enlace de conexion es
susceptible a enzimas que estan presentes ubicuamente, por ejemplo, enzimas presentes en la circulacion, esto
puede causar una degradacion prematura del conjugado. Lo mismo se sostiene para el sustituyente R''® con
respecto al enlace de conexion a W, X, V' o L. De forma similar, los sustituyentes en los carbonos unidos
directamente a los atomos de nitrogeno (R'"7, R''® R'9 R'2' y R'22) pueden contribuir a la estabilidad de los
enlaces de conexion.

[0087] Los sustituyentes R'5 y R''6 también pueden afectar a la velocidad de ciclacion del separador de eliminacion de
ciclacion de w-amino aminocarbonil A. Los sustituyentes voluminosos pueden obstaculizar la ciclacion y, por tanto,
reducen generalmente la velocidad de ciclaciéon. Los sustituyentes pequefios, por lo tanto, pueden ser en general
favorables para velocidades de ciclacion rapidas. Sin embargo, otras propiedades del sustituyente, tales como la
electronegatividad, la polaridad y la disponibilidad de grupos donadores y/o aceptores de enlaces de hidrégeno, también
pueden afectar a la velocidad de ciclacion. Ademas, si uno de R''® y R''6 es un sustituyente voluminoso, la velocidad
de ciclaciéon puede mejorarse con respecto a los separadores de ciclacion que contienen dos sustituyentes no
voluminosos, posiblemente debido a la cepa B. La velocidad de ciclacién también puede ser afectada por los otros
sustituyentes sobre el separador de eliminacion de ciclacion de w-amino aminocarbonil. Las propiedades de estos
sustituyentes tales como la polaridad, la electronegatividad y las capacidades de enlaces de hidroégeno, pueden tener
un efecto sobre la velocidad de ciclacion. Ademas, la presencia de sustituyentes geminales en uno de los carbonos
entre los dos atomos de nitrégeno puede mejorar la velocidad de ciclacion también (efecto Thorpe-Ingold). La unién de
sustituyentes para formar uno o mas anillos también puede tener un efecto sobre la velocidad de ciclacién. A este
respecto, cada modificacién que puede acercar mas a los dos atomos de nitrdgeno o que reduce la entropia puede
tener un efecto de aceleracion sobre la velocidad de ciclacion.
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Los efectos sobre la velocidad de ciclacion pueden ser dependientes del pH y el orden de la velocidad de ciclacion de
dos separadores de eliminacién de ciclacion de w-amino aminocarbonil se puede invertir yendo de, por ejemplo, pH 7
apHS5.

Aunque puede ser beneficioso en algunos casos que un conjugado de esta invencién tenga un separador de eliminacién
de ciclacién de w-amino aminocarbonil con una velocidad de ciclacion rapida, liberando asi el farmaco activo poco
después de la escision de V', en otros casos puede ser mas beneficioso tener un separador de eliminacion de ciclacion
de w-amino aminocarbonil que tenga una velocidad de ciclacion lenta o una velocidad de ciclacion que se encuentre
entre dos limites predeterminados o que se cicle preferiblemente con una velocidad rapida solo dentro de ciertos limites
de pH. Esto puede causar que el producto intermedio separador de ciclacion-farmaco sobreviva durante una cierta
cantidad de tiempo como un profarmaco que liberara el farmaco lentamente o después de que se haya cumplido una
cierta condicion.

[0088] En otras formas de realizacion, el conector de ciclacion A es

| r'q o) r!J NH
NG WL QNS L LI A 2 o
AL oA o%m
o] OH

| ° |
"gl.N\_/\N/\/\g,OH o ‘],i'!l\/\N/\\/\HJ\NHz o 3,;_N \/\N’\/\INHQ
A oPh oA

En otra forma de realizacion, esta invencion se refiere a un compuesto con las férmulas (Ill) o (IV) donde X' esO e Y
esta conectado a X! a través de un separador de ciclacion de w-amino aminocarbonil que es parte de Y.
En otra forma de realizacion, el sistema separador Y es

donde A se selecciona de

El grupo de enlace L

[0089] El grupo de enlace L enlaza una o mas fracciones V' y/o Y a L2 o RM. La sintesis puede ser mas directa cuando
L esta conectada a V! en vez de a Y y el compuesto puede ser menos propenso a una degradacién prematura, ya que
V! puede estar mas protegido. La conexion de IL a Y puede tener la ventaja de que V' se puede transformar y/o escindir
con mas facilidad. Otras razones para conectar L a Y puede ser, por ejemplo, que (parte de) Y permanece unido a L
tras la escision de V', lo que previene la liberacion de moléculas pequefias reactivas, y que el compuesto puede mostrar
mejores propiedades farmacoldgicas, solubilidad o comportamiento de agregacion. L es un grupo de enlace que enlaza
funcionalmente o espacia la una o mas fracciones V! y/o Y y la fraccion L2 o RM. En un compuesto con la formula (IV),
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el espaciado puede hacer que la fraccién reactiva RM sea mas accesible a la pareja de reaccion, por ejemplo, cuando
la fraccion funcional V2 se esta acoplando. En un compuesto con la formula (1ll), el espaciado puede proporcionar una
mejor accesibilidad de V!, porque V? esta mas alejado, lo que, especialmente en el caso de una escision o
transformacion enzimatica de V', puede mejorar la tasa a la cual se transforma y/o se escinde V'. Sin embargo, se ha
observado que una fraccion L relativamente corta puede mejorar la eficacia in vivo de un compuesto con la férmula (1ll)
en comparaciéon con compuestos similares con una fraccion L relativamente larga, siempre que V' pueda todavia
transformarse y/o escindirse en el sitio diana.

[0090] El grupo de enlace L debe contener grupos funcionales adecuados en ambos de sus extremos para proporcionar
un acoplamiento selectivo con una o mas fracciones V! y/o Y y L2 o RM.

[0091] El grupo de enlace L puede ser una fraccion hidrosoluble o contener una o mas fracciones hidrosolubles o grupos
funcionales hidrosolubles, de manera que L contribuye a la solubilidad en agua de un compuesto con las férmulas (lll)
o (IV). L también puede ser una fraccién o contener una o mas fracciones que reduzca(n) la agregacion de un compuesto
con las formulas (lll) o (IV), que pueden ser o no una fraccion/fracciones que también aumente(n) la solubilidad en agua
de un compuesto con las férmulas (lll) o (IV). Ademas, L también puede contener o ser una fraccion que cause que un
compuesto con las formulas (Ill) o (IV) sea menos susceptible a una respuesta inmunitaria o a un mayor flujo de salida
de las células por proteinas transportadoras asociadas a la resistencia a multiples farmacos. La fraccion L puede
contener una fraccion oligoetilenglicol o polietilenglicol o un derivado de las mismas. Esta fraccion puede, por ejemplo,
mejorar la solubilidad en agua, reducir la agregacion, reducir la respuesta inmunitaria y/o reducir el flujo de salida de las
células de un compuesto con las formulas (lll) o (IV). L puede contener, por ejemplo, una
fraccion -(CH,CH20)CH>CH2X"3- 0 -(CH2CH0).s CH2CH2X'3R®", donde ff se selecciona de 1 a 1000, X'? se selecciona
de O, S y NR", y R™ y Re' se seleccionan independientemente de H y alquilo C+.3. En una forma de realizacion, tal
fraccion es parte de un sustituyente unido a la cadena principal de L que conecta RM o L2 a V' y no presente en la
cadena principal de la propia L para mantener la longitud de la cadena principal relativamente corta. La fraccion L
también puede contener grupos polares y/o grupos que estan cargados, al menos parcialmente, a pH fisiolégico para
mejorar las propiedades farmacoldgicas de un compuesto con las formulas (lll) o (IV).

[0092] En una forma de realizacion, L se selecciona de

La fraccién reactiva RM y el grupo de enlace L?

[0093] La fraccion reactiva RM en un compuesto con la férmula (IV) esta conectada al grupo de enlace L y es capaz de
reaccionar con un grupo funcional adecuado en una pareja de reaccion.

En una forma de realizacion de esta invencion, la fraccion reactiva RM esta disefiada para reaccionar con un grupo
funcional en la fraccion V2, lo que resulta en la formacién de un compuesto con la formula (lll). En esta reaccion, la
fraccion RM se transforma en la fraccion L2. En otra forma de realizacién, la fraccion reactiva RM esta disefiada para
reaccionar con una fraccion complementaria in situ, por ejemplo, in vivo, por ejemplo, con seroalbdimina, para dar un
compuesto que puede o puede no ser un compuesto con la formula (Ill). En un aspecto de esta invencion, la fraccion
reactiva RM contiene un grupo electréfilo que reacciona con un grupo nucleofilico en la pareja de reaccion, por ejemplo,
V2, por ejemplo, un grupo tiol, un grupo amino o un grupo hidroxi.

En una forma de realizacion, la fraccion RM es

o

| N

lo que la hace capaz de reaccionar con un grupo tiol en la pareja de reaccion, por ejemplo, la fraccion V2,
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[0094] El grupo de enlace L2 en un compuesto con la formula (lll) representa el resto de RM cuando la fraccion reactiva
RM ha reaccionado con V2. Este grupo enlaza entonces la fraccion V2 con L. El grupo que permanece puede ser un
enlace, lo que significa que L2 esta ausente. Tipicamente, sin embargo, L? es un grupo de enlace. Cuando se forma un
compuesto con la férmula (lll) de manera distinta a mediante un compuesto con la férmula (IV), L2 no representa el
resto de RM, pero puede representar una fraccion similar o la misma y ademas seleccionarse de, por ejemplo, alquileno
Ci-10, heteroalquileno Ci.1, cicloalquileno Cs.1o, heterocicloalquileno Ci.1o, arileno Cs.+o y heteroarileno Ci.10
opcionalmente sustituidos. La fraccion L2 puede comprender opcionalmente una fraccion X'4(CH,CH20)gCH2CHoX14.
En una forma de realizacion, la fraccion L2 es

La fraccion RM2

[0095] RM2 puede ser una fraccién reactiva o un grupo saliente.

Si RM2 es unafraccion reactiva, es preferiblemente diferente de la fraccion reactiva RM. De esta manera, las reacciones
con el conector bifuncional se pueden realizar selectiva e individualmente con cada una de las fracciones reactivas.
Cuando RM2 es una fraccion reactiva, esto significa que, después de la reaccion con una fraccién terapéutica o
diagnostica o un derivado de la misma que contiene una fraccion moduladora, la fracciéon RM2 (o lo que queda de ella
después de la reaccién) puede volverse parte de dicha fraccion terapéutica o diagnéstica o un derivado de la misma
que contiene una fraccién moduladora, opcionalmente junto con cualquier parte de Y que puede que no se autoelimine
debido a una capacidad saliente limitada o ausente de RM2 conjugada con la fraccion terapéutica o diagndstica. En
una forma de realizacion, la RM2 puede estar conectada a Yy ser

O
0

H H
Mi(s:_ f o é‘xgﬁ‘“r\xabo -E-X”JLX”D .%-K”'N\g’x” °

o N
. 85 NH 95 -
Soasdl NH, 0y XB NH o xe.g g °©  X#_N=C=8 °
X2 H e H T \_7/ i
0 o}

X#_y3s O l\ o X”.g-cl o X%B.NH, © X% _N=C=D ©
—y I ke ».

o}
X958 ) X35 NH,

donde

X35 se selecciona de haluro, hidroxi, OC(O)R% y OC(O)OR%, o C(O)-X3% es un éster activo, X3¢ se selecciona de haluro,
mesiloxi, trifliloxi y tosiloxi, X®® esta ausente o se selecciona de O, S, NR%, alquilo C1.5 y heteroalquilo C1.3, RY se
selecciona de alquilo Ci.10, heteroalquilo Ci.1, cicloalquilo Cs.10, heterocicloalquilo C1.1o, arilo Cs.1o y heteroarilo Cq.1o
opcionalmente sustituidos, y R* se selecciona de H y alquilo C.3.

[0096] RM2 también puede ser un grupo saliente. En este caso, RM2 se sustituye por la fracciéon terapéutica o
diagndstica o un derivado de la misma que contiene una fraccién moduladora en una reaccién de un compuesto con la
féormula (VIII) con tal fraccion terapéutica o diagndstica o un derivado de la misma y esta fraccion terapéutica o
diagndstica o un derivado de la misma se une directamente a Y.

En una forma de realizacion, RM2 se selecciona a partir de un haluro (fluoruro, cloruro, bromuro y yoduro), azida, un
sulfonato (por ejemplo, un alcanosulfonato Cis opcionalmente sustituido, tal como metanosulfonato,
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trifluorometanosulfonato y trifluoroetanosulfonato, o un bencenosulfonato opcionalmente sustituido, tal como p-
toluenosulfonato y nosilato), imidazol, una imida tiona ciclica, succinimida-N-o6xido, ftalimida-N-6xido, p-nitrofenéxido o-
nitrofendxido, pentafluorofendxido, tetrafluorofendxido, 1,3,5-triclorofendxido, 1,3,5-trifluorofendxido, un carboxilato, un
aminocarboxilato (carbamato), un alcoxicarboxilato (carbonato) y un grupo alcoxi que junto con el grupo carbonilo de Y
se puede denominar grupo de éster activo. Tales grupos alcoxi incluyen, pero de forma no limitativa, succinimida-N-
oxido, p-nitrofendxido, pentafluorofenoxido, tetrafluorofendxido, 1-hidroxibenzotriazol y 1-hidroxi-7-azabenzotriazol, y
grupos con una capacidad saliente comparable.

La fraccion 2

[0097] La fracciéon V? es una fraccion funcional, lo que significa que afiade funcionalidad adicional a un compuesto de
la invencién.

En una forma de realizacion, V2 es una fraccion de direccion. En otra forma de realizacion, la fraccion V2 es una fraccion
que mejora las propiedades farmacoldgicas de un compuesto de la invencién. En otra forma de realizacion, la fraccion
V2 es una fraccion que causa la acumulacién de un compuesto de la invencion en un sitio diana. En otra forma de
realizacién mas, la fraccién V2 es una fraccion que mejora la solubilidad acuosa de un compuesto de la invencion. En
otra forma de realizacion mas, la fraccion V2 es una fraccion que aumenta la hidrofobicidad de un compuesto de la
invencién. En otra forma de realizacion mas, la fracciéon V2 es una fraccion que reduce la extravasacion de un compuesto
de la invencién. En otra forma de realizacion mas, la fraccion V2 es una fraccion que reduce excrecion de un compuesto
de la invencion. En otra forma de realizacion mas, la fraccién V2 es una fraccion que reduce la inmunogenicidad de un
compuesto de la invencion. En otra forma de realizacién mas, la fraccion V2 es una fraccion que mejora el tiempo de
circulacion de un compuesto de la invencion. En otra forma de realizacion mas, la fraccion V2 es una fraccion que mejora
la capacidad de un compuesto de la invencion para cruzar una barrera biolégica, por ejemplo, una membrana, una
pared celular o la barrera hematoencefalica. En otra forma de realizacion mas, la fraccion V2 es una fraccion que mejora
la capacidad de interiorizacion de un compuesto de la invencién. En otra forma de realizacién mas, la fraccion V2 es
una fraccion que permite la interiorizaciéon de un compuesto de la invencion. En otra forma de realizacién mas, la fraccion
V2 es una fraccion que causa que los compuestos de la invencion se agreguen. En otra forma de realizacién mas, la
fraccion V2 es una fraccién que reduce la agregacion de un compuesto de la invencion. En otra forma de realizacion
mas, la fraccion V2 es una fraccion que causa que un compuesto de la invencion forme micelas o liposomas. En otra
forma de realizacion mas, la fraccion V2 es una fraccion que causa la complejacion de un compuesto de la invencion
con otra molécula, por ejemplo, una biomolécula. En otra forma de realizacion mas, la fraccion V2 es una fraccion
polinucleotidica que forma complejos con una secuencia de nucleétidos complementaria, por ejemplo, ARN o ADN. En
otra forma de realizacién mas, la fraccion V2 es una fraccién que causa que un compuesto de la invencion se una,
asocie, interactue o forme complejos con otra fraccién, por ejemplo, una superficie o un soporte solido (funcionalizados).
En otra forma de realizacion, V2 presenta dos o mas funciones diferentes. La fraccion V2 puede ser, por ejemplo, una
fraccion de direccion y al mismo tiempo mejorar las propiedades farmacoldgicas, incluida la solubilidad en agua.

[0098] En un aspecto de la invencion, la fraccion V2 incluye en su alcance cualquier unidad que se una o se asocie
reactivamente o forme complejos con un receptor, un complejo receptor, un antigeno u otra fraccién asociada a una
poblacion de células diana dada. V2 puede ser cualquier molécula que se una a, forme complejos con o reaccione con
una fraccién de una poblacion celular que se quiere modificar terapéuticamente o de otro modo biolégicamente. La
fraccion V? actiia para administrar la una o mas fracciones Z a la poblacion de células diana particular con la cual V2
reacciona o a la que V2 se une. Tales fracciones V? incluyen, pero de forma no limitativa, aptameros, anticuerpos en
toda su longitud y fragmentos de anticuerpos y derivados de los mismos, lectinas, modificadores de respuestas
biolégicas, enzimas, vitaminas, factores de crecimiento, esteroides, nutrientes, residuos de azucar, residuos de
oligosacaridos, hormonas y cualquier derivado de los mismos, o cualquier combinacion de cualquiera de estos. Tras la
union, la asociacion reactiva o la complejacion, los compuestos de la invencién pueden o pueden no internalizarse. Si
se produce la internalizacion, la transformacién y/o la escision de V! ocurre preferiblemente dentro de la célula diana.

[0099] Las fracciones V? no inmunorreactivas Utiles de proteina, polipéptido o péptido incluyen, pero de forma no
limitativa, transferrina, factores de crecimiento epidérmico ("EGF"), bombesina, gastrina y sus derivados, péptido
liberador de gastrina, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, IL-2, IL-6, factores de crecimiento transformantes
("TGF"), tales como TGF-a y TGF-P, factores de crecimiento tumoral, factor de crecimiento del virus vaccinia ("VGF"),
insulina y factores de crecimiento de tipo insulinico | y Il, lectinas y apoproteina de lipoproteina de baja densidad.

Las fracciones V2 de anticuerpos policlonales utiles son poblaciones heterogéneas de moléculas de anticuerpo. Varios
procedimientos bien conocidos en la técnica se pueden usar para la produccion de anticuerpos policlonales para un
antigeno de interés.

Las fracciones V2 de anticuerpos monoclonales (tiles son poblaciones homogéneas de anticuerpos para un antigeno
particular (por ejemplo, un antigeno de célula cancerosa). Un anticuerpo monoclonal (mAb) para un antigeno de interés
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se puede preparar usando cualquier técnica conocida en la técnica que provea para la produccion de moléculas de
anticuerpos monoclonales.

[0100] Las fracciones V? de anticuerpos monoclonales utiles incluyen, pero de forma no limitativa, anticuerpos
monoclonales humanos, anticuerpos monoclonales humanizados o anticuerpos monoclonales quiméricos humanos-de
ratén (u otras especies). Los anticuerpos monoclonales pueden producirse por cualquiera de las numerosas técnicas
conocidas en la técnica.

La fraccion V2 puede ser también un anticuerpo biespecifico. Los métodos para la produccion de anticuerpos
biespecificos se conocen en la técnica.

La fraccion V2 puede ser un fragmento, derivado o analogo funcionalmente activo de un anticuerpo que se una
inmunoespecificamente a un antigeno en una célula diana, por ejemplo, un antigeno de una célula cancerosa. A este
respecto, "funcionalmente activo" significa que el fragmento, el derivado o el analogo es capaz de provocar anticuerpos
anti-anti-idiotipo que reconocen el mismo antigeno que reconoce el anticuerpo del que deriva el fragmento, el derivado
o el analogo.

Otras fracciones V2 (tiles comprenden fragmentos de anticuerpos, incluidos, pero de forma no limitativa, fragmentos
F(ab'),, que contienen la region variable, la regidon constante de la cadena ligera y el dominio CH1 de la cadena pesada,
que se pueden producir por la digestién con pepsina de la molécula de anticuerpo, y fragmentos Fab, que se pueden
generar reduciendo los puentes disulfuro de los fragmentos F(ab').. Otras fracciones V? ttiles son los dimeros de cadena
pesada y cadena ligera de anticuerpos, o cualquier fragmento minimo de los mismos tales como los Fv o anticuerpos
de cadena sencilla (SCA), anticuerpos de dominio, anticalinas, aficuerpos, nanocuerpos y cualquier otra molécula con
una especificidad igual, similar o comparable al anticuerpo precursor.

Adicionalmente, los anticuerpos recombinantes, tales como los anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados,
que comprenden tanto partes humanas como no humanas, que pueden producirse utilizando técnicas de ADN
recombinante estandares, son fracciones V2 Utiles. Un anticuerpo quimérico es una molécula donde diferentes partes
derivan de especies animales diferentes, tales como los que tienen una regién variable derivada de uno monoclonal
murino y una regién constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo
de especies no humanas que tienen una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la especie
no humana y una regiéon marco de una molécula de inmunoglobulina humana.

Los anticuerpos completamente humanos son particularmente deseables como fracciones V2. Tales anticuerpos
pueden producirse, por ejemplo, utilizando ratones transgénicos que son incapaces de expresar genes endoégenos de
las cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina, pero que pueden expresar genes humanos de las cadenas
pesadas y ligeras.

En otras formas de realizacion, la fraccion V2 es una proteina de fusion de un anticuerpo, o un fragmento o derivado del
mismo funcionalmente activo, por ejemplo, uno donde el anticuerpo se fusiona a través de un enlace covalente (por
ejemplo, un enlace peptidico) en el extremo N-terminal o el extremo C-terminal con una secuencia de aminoacidos de
otra proteina (o parte de la misma, preferiblemente al menos una parte de la proteina de 10, 20 o 50 aminoacidos) que
no es el anticuerpo. Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento del mismo se enlaza de manera covalente con la otra
proteina en el extremo N-terminal del dominio constante.

[0101] Los anticuerpos de la fraccion V2 incluyen analogos y derivados que se modifican, es decir, por la unién covalente
de cualquier tipo de molécula siempre y cuando tal unidn covalente permita que el anticuerpo retenga su
inmunoespecificidad de unidn al antigeno. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los derivados y los analogos de
los anticuerpos incluyen aquellos que han sido modificados adicionalmente, por ejemplo, por glicosilacion, acetilacion,
PEGilacion, reduccion de disulfuro, fosfilacion, amidacion, derivatizacion por grupos protectores o de bloqueo
conocidos, escision proteolitica, enlace a otra proteina, etc. Adicionalmente, el analogo o el derivado puede contener
uno 0 mas aminoacidos no naturales.

[0102] Los anticuerpos de la fraccion V2 incluyen anticuerpos que tienen modificaciones (por ejemplo, sustituciones (por
ejemplo, cisteina a serina o serina a cisteina), deleciones o adiciones). En particular, incluyen anticuerpos que tienen
modificaciones en los residuos de aminoacidos identificados como implicados en la interaccion entre el dominio Fc y el
receptor FcRn. También se pueden introducir modificaciones para ser capaces de acoplar el anticuerpo a conjugados
conector-agente en posiciones especificas en el anticuerpo.

[0103] En una forma de realizacién especifica, un anticuerpo inmunoespecifico para un antigeno canceroso o tumoral
se usa como una fraccion V2 conforme a los compuestos, las composiciones y los métodos de la invencion.

[0104] Los anticuerpos inmunoespecificos para un antigeno de células cancerosas se pueden obtener comercialmente
o producir por cualquier método conocido por una persona experta en la materia, tal como las técnicas de sintesis
quimica o de expresion recombinante. Las secuencias de nucleétidos que codifican anticuerpos inmunoespecificos para
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un antigeno de células cancerosas se pueden obtener, por ejemplo, de la base de datos GenBank o una base de datos
similar, una fuente comercial o de otro tipo, publicaciones de la literatura o por clonacién y secuenciacion rutinarias.

[0105] Un anticuerpo disponible para el tratamiento del cancer que puede ser Util para la incorporacion en conjugados
de esta invencion como una V2 es HERCEPTIN (trastuzumab), que es un anticuerpo monoclonal anti-HER2 humanizado
para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico. También se describen, pero estan fuera del alcance
de las reivindicaciones, RITUXAN (rituximab), que es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico para el tratamiento
de pacientes con linfoma no hodgkiniano; OvaRex (oregovomab), que es un anticuerpo murino para el tratamiento del
cancer ovarico; Panorex (edrecolomab), que es un anticuerpo 19G2, murino para el tratamiento del cancer colorrectal;
IMC-BEC2 (mitumomab), que es un anticuerpo IgG murino para el tratamiento del cancer de pulmoén; IMC-C225
(erbitux), que es un anticuerpo 1gG quimérico para el tratamiento del cancer de cabeza y cuello; Vitaxin, que es un
anticuerpo humanizado para el tratamiento del sarcoma; Campath I/H (alemtuzumab), que es un anticuerpo 1gG1
humanizado para el tratamiento de la leucemia linfocitica cronica (CLL); SGN-70, que es un anticuerpo anti-CD70
humanizado para el tratamiento de neoplasias hematolégicas; Smart MI95, que es un anticuerpo IgG humanizado para
el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (AML); J591, que es un anticuerpo humanizado contra el antigeno de
membrana especifico de la préstata; LymphoCide (epratuzumab), que es un anticuerpo IgG humanizado para el
tratamiento del linfoma no hodgkiniano; SGN-33, que es un anticuerpo anti-CD33 humanizado para el tratamiento de la
leucemia mieloide aguda; Smart ID 10, que es un anticuerpo humanizado para el tratamiento del linfoma no hodgkiniano;
Oncolym, que es un anticuerpo murino para el tratamiento del linfoma no hodgkiniano; Allomune, que es un mAb anti-
CD2 humanizado para el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin o el linfoma no hodgkiniano; Avastin (bevacizumab),
que es un anticuerpo anti-VEGF humanizado para el tratamiento de los canceres de pulmon y colorrectal; SGN-40, que
es un anticuerpo anti-CD40 humanizado para el tratamiento del mieloma multiple; SGN-30, que es un anticuerpo anti-
CD30 quimérico para el tratamiento de la enfermedad de Hodgkin; CEAcide, que es un anticuerpo anti-CEA humanizado
para el tratamiento del cancer colorrectal; IMC-1C11, que es un anticuerpo anti-KDR quimérico para el tratamiento del
cancer colorrectal, los canceres de pulmén y el melanoma; y Cetuximab, que es un anticuerpo quimérico anti-EGFR
para el tratamiento de canceres positivos para el factor de crecimiento epidérmico.

[0106] Otros anticuerpos que pueden ser Utiles para la incorporaciéon en conjugados de esta divulgacion como una
fraccion V2 incluyen, pero de forma no limitativa, anticuerpos contra los antigenos siguientes: CA125, CA9, CAG,
CA15-3, CA19-9, L6, Lewis Y, Lewis X, Lewis A, alfa fetoproteina, CA 242, fosfatasa alcalina de placenta, antigeno
especifico de la préstata (PSA), antigeno de membrana especifico de la prostata (PSMA), fosfatasa acida prostatica,
receptores del factor de crecimiento epidérmico, receptores de interleucina, integrinas, receptores del factor de
crecimiento de tipo insulinico, CanAg, DAF, PEM, IRTA-2, IRTA-4, AFP, HER2, EGFR, VEGFR1, VEGFR2, MAGE-1,
LUCA1, LUCA2, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, ED-B, MADCAM, CEACAMS5, MCP-1, Cripto, TAT226, VLA-4, C3B,
receptor anti-transferrina, endosialina, E-selectina, GCC, GP-75, Syndecan-1, GPNMB, ROBO4, STEAP-1, CMET,
EGP-1, Kim-1, Tim-1, tirosinas quinasas del receptor Eph, HUW-MAA, TMEFF2, PSCA, CLL-1, TNF-a, FAP-qa, IFN-q,
EphA2, EphB2, EphB3, EphB4, EGFL-7, DLL-4, RS7, 4-1BB, TENB2, FLT3, p97, FGF19, FGFR2, glipicano-3, P53,
L53, RON, MN, GFR-a3, FDF03, TSLPR, MUC1-KLH, Tag 72, MUC18, B7H4, PTK7, RG-1, MUC16, CSAP, PDGF,
PSMA, 5T4, EpCAM, SGA-1M, SGA-56M, SGA-72M, IGF1R, CCR2, CCR5, CTLA4, CLCA-1, ELAM1, DR5, CEA,
CXCR-4, GD2, gp100, gangliésido GD3, L243, HMGB1, GPC-3, MART1, receptor de IL-2, CD2, CD3, CD303, CD4,
CD20, CD43, CD44, CD30, CD55, CD151, CD154, CD19, CD21, CD23, CD79, CD52, CD25, CD45, CD46, CD56,
CD59, CD7, CD137, CD138, CD74, CD133, CD80, CD63, CD64, CD66, CD140b, CD32, CD33, CD37, CD22, CD27,
Apo-2, ERBB4, HLA-DR, HLA-DR10, gonadotropina coridnica humana, CD38, CD40, CD70, mucina, P21, un receptor
especifico de células madre cancerosas, MPG y el producto del oncogén Neu. Muchos otros anticuerpos de
internalizacién o sin internalizacion que se unen a antigenos asociados a tumores se pueden usar en esta invencién
como una fraccion V2, algunos de los cuales se han revisado®.

[0107] En esta invencidn, el anticuerpo anti-Her2 trastuzumab se selecciona como la fraccion V2,

[0108] V? puede reaccionar con la fraccion reactiva RM a través de, por ejemplo, un heteroatomo en V2. Los
heteroatomos que pueden estar presentes en V2 incluyen, sin limitacién, azufre (en una forma de realizacion, a partir
de un grupo sulfhidrilo), oxigeno (en una forma de realizacién, a partir de un grupo carboxilo o hidroxilo), y nitrégeno
(en una forma de realizacion, a partir de un grupo amino primario o secundario). V2 también puede reaccionar a través
de, por ejemplo, un atomo de carbono (en una forma de realizacién, a partir de un grupo carbonilo). Estos atomos
pueden estar presentes en V2 en el estado natural de V2, por ejemplo, un anticuerpo de origen natural, o se puede
introducir en V2 a través de una modificacion (quimica). Los grupos sulfhidrilo libres se pueden generar en un anticuerpo
o un fragmento de anticuerpo por reduccion del (fragmento de) anticuerpo con un agente reductor tal como el ditiotreitol
(DTT) o la tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP). De esta manera, se pueden obtener anticuerpos modificados que pueden
tener de 1 a aproximadamente 20 grupos sulfhidrilo, pero tipicamente entre aproximadamente 1 y aproximadamente 9
grupos sulfhidrilo.
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Alternativamente, V2 puede tener uno o mas grupos carbohidrato que se pueden modificar quimicamente para contener
uno o mas grupos sulfhidrilo. Como ofra alternativa, los grupos sulfhidrilo se pueden generar por reaccion de grupos
amino, por ejemplo, de fracciones de lisina, en V2 con 2-iminotiolano (reactivo de Traut), N-succinimidilo S-
acetiltioacetato (SATA) u otro reactivo generador de sulfhidrilo. Tal reactivo también se puede usar para introducir una
funcionalidad adicional. Por ejemplo, se puede usar un reactivo generador de sulfhidrilo que no solo introduzca un grupo
sulfhidrilo sobre V?, sino que al mismo tiempo introduzca una fraccion hidrosoluble tal como un oligoetilenglicol o un
polietilenglicol. Tal grupo puede estar presente como un sustituyente en el reactivo (en vez de ser parte de la cadena
principal) para mantener el grupo sulfhidrilo cerca de la fraccion V2. La presencia de tal fraccion hidrosoluble puede
mejorar finalmente las propiedades farmacoldgicas de un compuesto con la formula (lll).

[0109] En una forma de realizacion, la fraccién V2 es una fraccion de union a receptor.

En otra forma de realizacion, la fraccion V2 es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo o un derivado del mismo.
En otra forma de realizacién, la fraccion V2 es un anticuerpo monoclonal o un fragmento o derivado del mismo. En una
forma de realizacion, V2 tiene uno o mas grupos sulfhidrilo y V2 reacciona con una o mas fracciones RM de uno o mas
compuestos con la formula (IV) a través de uno o mas de los atomos de azufre de estos grupos sulfhidrilo para formar
un compuesto con la férmula (lll) donde se han incorporado asi uno 0 mas compuestos con la férmula (IV).

En otra forma de realizacion, V2 contiene uno o mas enlaces disulfuro que se pueden reducir quimicamente a grupos
sulfhidrilo (dos por cada enlace disulfuro), que pueden luego hacerse reaccionar con una o mas fracciones reactivas
RM para formar un compuesto con la formula (lll).

En otra forma de realizacion, V2 contiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 grupos sulfhidrilo, que se pueden
hacer reaccionar con una o mas fracciones reactivas RM para formar un compuesto con la férmula (ll).

[0110] En otra forma de realizacion, V2 contiene aproximadamente 2 grupos sulfhidrilo, que se pueden hacer reaccionar
con una o mas fracciones reactivas RM para formar un compuesto con la formula (llI).

En otra forma de realizacion, V2 contiene de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 grupos sulfhidrilo, que se pueden
hacer reaccionar con una o mas fracciones reactivas RM para formar un compuesto con la férmula (ll).

En otra forma de realizacion, V2 contiene aproximadamente 4 grupos sulfhidrilo, que se pueden hacer reaccionar con
una o mas fracciones reactivas RM para formar un compuesto con la férmula (lll).

En otra forma de realizacion, V2 contiene de aproximadamente 7 a aproximadamente 9 grupos sulfhidrilo, que se pueden
hacer reaccionar con una o mas fracciones reactivas RM para formar un compuesto con la férmula (lll).

En otra forma de realizacion, V2 contiene aproximadamente 8 grupos sulfhidrilo, que se pueden hacer reaccionar con
una o mas fracciones reactivas RM para formar un compuesto con la férmula (lll).

En otra forma de realizacion, V2 puede tener uno o mas grupos carbohidrato que se puede modificar quimicamente para
tener uno o mas grupos sulfhidrilo. V2 reacciona con las fracciones RM a través de los atomos de azufre de estos uno
0 mas grupos sulfhidrilo para formar un compuesto con la formula (lI).

En otra forma de realizacion, V2 puede tener uno o mas grupos lisina que se pueden modificar quimicamente para tener
uno o mas grupos sulfhidrilo, que se pueden hacer reaccionar con una o mas fracciones reactivas RM para formar un
compuesto con la féormula (llI).

Las fracciones reactivas que se pueden hacer reaccionar con un grupo sulfhidrilo incluyen, pero de forma no limitativa,
haluro de carbamoilo, haluro de acilo, a-haloacetamida, halometilcetona, vinilsulfona, maleimida y 2-disulfanilpiridina.

[0111] Un conjugado con la féormula (lll) puede existir como una mezcla, donde cada componente de la mezcla tiene un
valor q diferente. Por ejemplo, el compuesto puede existir como una mezcla de dos compuestos separados, un
compuesto donde q es 2 y otro compuesto donde q es 3. Como otro ejemplo, un compuesto puede existir como una
mezcla de 5 compuestos separados, donde g es 1, 2, 3, 4y 5, respectivamente. Como otro ejemplo mas, un compuesto
puede existir como una mezcla de mas de 5 compuestos separados. Tales mezclas pueden ademas estar
"contaminadas" con V2 no conjugada. Cuando se analiza el compuesto con la férmula (Ill) se entiende que g puede ser
el nimero medio (redondeado) de unidades L2-L(-(V'-Y))p(Z).q por fraccion V2. Ademas, para una q dada, el compuesto
puede existir como una mezcla de isémeros (constitutivos), ya que las q fracciones L2-L(-(V'-Y))y(Z).q pueden estar
conectadas a distintos (conjuntos de) grupos funcionales en V2. Debe observarse que el nimero de fracciones Z en
cada unidad solo es igual a z/q si todas las unidades son las mismas y/o contienen el mismo ndmero de fracciones Z.
En una forma de realizacion, la fraccién V2 esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre de V2.

En otra forma de realizacion, la fraccion V? esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q varia de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20.

[0112] En otra forma de realizacion, la fraccién V? esta conectada a L? a través de un atomo de azufre y q varia de
aproximadamente 1 a aproximadamente 9.
En otra forma de realizacion, la fraccion V2 esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q varia de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 815678 T3

En otra forma de realizacion, la fracciéon V2 esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q es aproximadamente
1.

En otra forma de realizacion, la fraccion V2 esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q es aproximadamente
2.

En otra forma de realizacion, la fraccion V? esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q varia de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5.

En otra forma de realizacion, la fraccion V2 esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q es aproximadamente
4.

En otra forma de realizacion, la fraccion V2 esta conectada a L? a través de un atomo de azufre y q varia de
aproximadamente 7 a aproximadamente 9.

En otra forma de realizacion, la fraccion V2 esta conectada a L2 a través de un atomo de azufre y q es aproximadamente
8.

En una forma de realizacién, un compuesto con la férmula (lll) existe como una mezcla de compuestos separados.

En una forma de realizacion, un compuesto con la férmula (lll) existe como una mezcla de compuestos separados
donde q para tres compuestos es 1, 2 y 3, respectivamente.

En una forma de realizacion, un compuesto con la férmula (lll) existe como una mezcla de compuestos separados
donde q para tres compuestos es 3, 4 y 5, respectivamente.

En una forma de realizacion, un compuesto con la férmula (lll) existe como una mezcla de compuestos separados
donde q para tres compuestos es 5, 6 y 7, respectivamente.

En una forma de realizacion, un compuesto con la férmula (lll) existe como una mezcla de compuestos separados
donde q para tres compuestos es 7, 8 y 9, respectivamente.

[0113] En otra forma de realizacion, la fraccion V2 es una fraccion que es capaz de transportar el conjugado a través de
una barrera bioldgica, por ejemplo, una membrana celular, ya sea con o sin previa union, asociaciéon o formacién de
complejos con un receptor o un complejo receptor.

[0114] En otro aspecto de la invencion, la fraccion V2 es una fraccion que mejora las propiedades farmacoldgicas de un
conjugado de la invencién. Por ejemplo, la fraccién V? se puede elegir de manera que la solubilidad en agua del
conjugado se mejora (adicionalmente). Esto se puede conseguir eligiendo una V2 que sea una fraccion hidrofila.
Alternativamente, la fraccion V2 se puede usar, por ejemplo, para aumentar el periodo de permanencia del compuesto
en la circulacién, para reducir la extravasacion y/o la excrecion, para reducir la agregacién y/o para reducir la
inmunogenicidad del compuesto. Esto puede, por ejemplo, conseguirse eligiendo una V2 que sea o contenga un
polietilenglicol u oligoetilenglicol o un derivado de los mismos. Cuando la fraccion V2 es una fraccion que mejora las
propiedades farmacoldgicas de un compuesto de la invencion y V! es una fraccion que se puede escindir o transformar
inespecificamente y no hay fracciones V' y V2, el compuesto sirve solamente para mejorar las propiedades
(farmacolégicas) de una o mas fracciones Z.

[0115] En una forma de realizacion, V2 es una fraccién que mejora las propiedades farmacoldgicas y V' es una fraccion
que se puede escindir o transformar especificamente.

[0116] Debe entenderse que la fraccion funcional V2 puede tener varias propiedades funcionales combinadas. Por
ejemplo, V2 puede ser una fraccién que mejora las propiedades farmacologicas de un compuesto de esta invencion y
al mismo tiempo ser o contener una fraccion de direccion.

[0117] Los conjugados de esta divulgacion pueden contener una o mas fracciones moduladoras. Estas fracciones
moduladoras pueden ser iguales o diferentes. La presencia de dos o mas fracciones moduladoras puede afectar
favorablemente a las propiedades del conjugado. Por ejemplo, puede mejorar la solubilidad en agua y/o aumentar la
eficiencia de direccion del conjugado. Ademas, si en un conjugado dirigido hay dos fracciones moduladoras y la fraccion
moduladora requerida para la direccion se escinde prematuramente de Z, por ejemplo, en la circulacién, la segunda
fracciéon moduladora atenua la citotoxicidad de Z.

[0118] En una forma de realizacion, p es un nimero entero de 1 (incluido) a 128 (incluido). En otra forma de realizacion,
g es un numero entero de 1 (incluido) a 1000 (incluido). En otras formas de realizacién, p es un nimero entero de 1
(incluido) a 64 (incluido) o 32 (incluido) o 16 (incluido) u 8 (incluido) o 4 (incluido) o 2 (incluido), o p es 1. En otras formas
de realizacion, g es un nimero entero de 1 (incluido) a 500 (incluido) o 400 (incluido) o 300 (incluido) o 200 (incluido) o
100 (incluido) o 16 (incluido) u 8 (incluido) o 6 (incluido) o 4 (incluido) o 2 (incluido), o q es 1. En otra forma de realizacion,
q se selecciona de 1 a 4.
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[0119] En una forma de realizacion, un compuesto con la formula (lll) esta representado por

[0120] En una forma de realizacion, p en un compuesto con la férmula (llla) es 1.

[0121] En ofra forma de realizacién, en un compuesto con la féormula (llla) p es 1 y z es igual a q, lo que reduce la
5 férmula (llla) a:

[0122] En otra forma de realizacion, un compuesto con la férmula (llla) esta representado por

o0 por un isémero, o por una mezcla de isomeros, donde R® se selecciona de H, metilo y metoxi, R, R” y R'* son H, DB
10 es DB1, V! se selecciona de valilcitrulina, valil-lisina, fenilalanil-lisina, alanilfenilalanil-lisina y D-alanilfenilalanil-lisina, f
es 10 2, CL se selecciona de
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g variade 1 a 4, y Ab es un anticuerpo segun se especifica en las reivindicaciones.

5 [0123] Se pueden prever formas de realizacion similares para los compuestos con la formula (IV) sustituyendo V?-L2
por RM y eliminando los paréntesis con el subindice q, o eliminando Ab-SH de las estructuras. Por lo tanto, los
compuestos con la férmula (IVa) estan representados por las estructuras de los compuestos con la férmula (llla),
respectivamente, donde V?-L2 se sustituye por RM y se eliminan los paréntesis con el subindice g. En una forma de
realizacion, un compuesto con la férmula (IV) esta representado por
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[0124] En otra forma de realizacion, un compuesto con la férmula (lll) esta representado por
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o por un isémero, o por una mezcla de isémeros, donde R% se selecciona de H, metilo y metoxi, AZ es
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L se selecciona de

y q variade 1 a 4, y Ab es un anticuerpo o un fragmento o derivado del mismo.

[0125] Una serie de compuestos (IIIl-AZ) donde R%? es metilo, AZ es

A H
C’\;"(\N AN OH
= —
:l

Les
)Ol
9]
oo, o w Ot
\/\O»-SN’)’J

Ab es Trastuzumab, V' es valilcitrulina y CL es
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se prepararon segun el procedimiento descrito en el ejemplo 15 y se evaluaron frente al compuesto de referencia
correspondiente donde CL es

4

o]
X \/\lmJJ:Fi

para determinar la cantidad de agregado presente después del paso de conjugacion. Los compuestos evaluados tenian
cantidades relativas de agregado de un 33%, 15%, 8%, 58% y 12%, respectivamente, en comparacion con las del
compuesto de referencia (100%), mostrando claramente la ventaja de los presentes separadores de ciclacion.

[0126] En una forma de realizacién, un compuesto con la férmula (IV) se selecciona de
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[0127] En otra forma de realizacion, un compuesto con la formula (IV) se selecciona de
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[0128] En otra forma de realizacion, un compuesto con la formula (IV) se selecciona de
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[0129] En otra forma de realizacion, un compuesto con la férmula (V) se selecciona de
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[0130] En otra forma de realizacion, un compuesto con la férmula (V) se selecciona de
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Sintesis de compuestos de la invencion

[0132] Se pueden preparar convenientemente compuestos con las formulas (1), (lll), (IV) y (VIIl) de una manera en parte
analoga a los compuestos proporcionados en las WO 01/83448, WO 02/083180, WO 2004/043493, WO 2007/018431,
WO 2007/089149, WO 2009/017394 y WO2010/062171. Se pueden encontrar otros protocolos sintéticos
representativos en los ejemplos.

[0133] En una forma de realizacién, un compuesto con la férmula (1) se utiliza para preparar un compuesto con la formula
(lm. En otra forma de realizacién, un compuesto con la férmula (I) se utiliza para preparar un compuesto con la férmula
(IV). En otra forma de realizacién, un compuesto con la férmula (IV) se utiliza para preparar un compuesto con la formula
(ln). En otra forma de realizacion, un compuesto con la férmula (lll) donde V! es un grupo protector se utiliza para
preparar otro compuesto con la férmula (lll) donde V' es una fraccién escindible/transformable in vivo. En otra forma de
realizacion, un compuesto con la formula (VIII) se utiliza para preparar un compuesto con la férmula (V). En otra forma
de realizacion mas, un compuesto con la formula (VIIl) se utiliza para preparar un compuesto con la formula (lll),
opcionalmente a través de un compuesto con la férmula (IV).

Usos, métodos y composiciones

[0134] En un aspecto, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la férmula (I) para la preparacion de un
compuesto con la formula (Ill).

[0135] En otro aspecto, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la formula (V) para la preparacién de un
compuesto con la formula (Ill).

[0136] En otro aspecto mas, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la formula (l) para la preparacién de
un compuesto con la férmula (1V).

[0137] En otro aspecto mas, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la férmula (VIII) para la preparacion
de un compuesto con la férmula (1V).

[0138] En otro aspecto mas, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la férmula (VIII) para la preparacion
de un compuesto con la férmula (lll), opcionalmente a través de un compuesto con la formula (lll).

[0139] En otro aspecto mas, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la férmula (VIIl) para la preparacion
de conjugados y conjugados conector-agente similares a los compuestos con las formulas (lll) y (IV) donde la fraccion
Z es una fraccion terapéutica o diagnédstica diferente de un compuesto con la férmula (1) o (I'), o un derivado de la misma
que contiene una fraccién moduladora.

[0140] En otro aspecto mas, esta invencion se refiere al uso de un compuesto con la formula (1) donde V' es un grupo
protector para la preparacion de otro compuesto con la formula (lll) donde V' es una fraccion escindible/transformable
in vivo.

[0141] En otro aspecto mas, la invencion se refiere al uso de cualquiera de los compuestos definidos anteriormente
para la produccién de una composicién farmacéutica para el tratamiento de un mamifero que necesita de la misma. En
una forma de realizacion, la invencion se refiere al uso de cualquiera de los compuestos definidos anteriormente para
la produccion de una composicion farmacéutica para el tratamiento de un tumor en un mamifero. En otra forma de
realizacion, la invencion se refiere al uso de cualquiera de los compuestos definidos anteriormente para la produccién
de una composicién farmacéutica para la prevencion de un tumor en un mamifero. La invencién puede también
redactarse como cualquiera de los compuestos definidos anteriormente para usar en el tratamiento de un mamifero que
necesita del mismo, o para usar en el tratamiento de un tumor en un mamifero o para usar en la prevencion de un tumor
en un mamifero.

[0142] La invencién también se refiere a cualquiera de los compuestos definidos anteriormente como un medicamento
0 un componente activo o una sustancia activa en un medicamento.
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[0143] En otro aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica que
contiene un compuesto tal y como se ha definido anteriormente, para proporcionar una formulacion sélida o una liquida
para la administracion por via oral, tépica o por inyeccién. Tal método o proceso al menos comprende el paso de mezclar
el compuesto con un portador farmacéuticamente aceptable.

[0144] En una forma de realizacion, un compuesto de la invencién se usa para el tratamiento o la prevencion de una
enfermedad caracterizada por una proliferaciéon no deseada. En otra forma de realizaciéon, un compuesto de la invencion
se usa para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad caracterizada por una proliferacion celular no deseada.
En otra forma de realizacién, un compuesto de la invencion se usa para el tratamiento de un tumor. En otra forma de
realizacién, un compuesto de la invencion se usa para la prevencion de un tumor. En otra forma de realizacion mas, un
compuesto de la invencion se usa para el tratamiento o la prevencion de una enfermedad inflamatoria. En otra forma
de realizacién mas, un compuesto de la invencién se usa para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad
autoinmune. En otra forma de realizacion, un compuesto de la invencion se usa para el tratamiento o la prevencion de
una infeccion bacteriana, virica o microbiana.

[0145] La invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de la invencién
tal y como se ha definido anteriormente. Un compuesto de la invencion se puede administrar en la forma purificada
junto con un portador farmacéutico como una composicion farmacéutica. La forma preferida depende del modo de
administracion y el uso terapéutico pretendidos. El portador farmacéutico puede ser cualquier sustancia compatible no
toxica adecuada para administrar los compuestos de la invencién al paciente. Los portadores farmacéuticamente
aceptables son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, soluciones acuosas tales como agua o solucion
salina tamponada fisiolégicamente u otros solventes o vehiculos (estériles) tales como glicoles, glicerol, aceites tales
como el aceite de oliva o ésteres organicos inyectables, alcohol, grasas, ceras y solidos inertes. Un portador
farmacéuticamente aceptable puede contener ademas compuestos fisioldgicamente aceptables que actuan, por
ejemplo, para estabilizar o para aumentar la absorciéon de los compuestos de la invencién. Tales compuestos
fisioldgicamente aceptables incluyen, por ejemplo, carbohidratos, tales como glucosa, sacarosa o dextranos,
antioxidantes, tales como acido ascorbico o glutation, agentes quelantes, proteinas de bajo peso molecular u otros
estabilizadores o excipientes. Una persona experta en la materia sabria que la eleccién de un portador
farmacéuticamente aceptable, incluido un compuesto fisiolégicamente aceptable, depende, por ejemplo, de la via de
administracion de la composicién. Adyuvantes, agentes amortiguadores, agentes de dispersion y similares
farmacéuticamente aceptables también se pueden incorporar en las composiciones farmacéuticas.

[0146] Para la administracion oral, la sustancia activa se puede administrar en formas de dosificacion sélidas, tales
como capsulas, pastillas y polvos, o en formas de dosificacion liquidas, tales como elixires, jarabes y suspensiones.
El/Los componente(s) activo(s) se puede(n) encapsular en capsulas de gelatina junto con ingredientes inactivos y
portadores en polvo, tales como glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, almidén, celulosa o derivados de celulosa,
estearato de magnesio, acido estearico, sacarina de sodio, talco, carbonato de magnesio y similares. Ejemplos de
ingredientes inactivos adicionales que se pueden anadir para proporcionar color, gusto, estabilidad, capacidad
amortiguadora, dispersion deseables u otras caracteristicas deseables conocidas son éxido de hierro rojo, gel de silice,
lauril sulfato de sodio, diéxido de titanio, tinta blanca comestible y similares. Se pueden usar diluyentes similares para
hacer pastillas comprimidas. Tanto las pastillas como las capsulas se pueden fabricar como productos de liberacién
prolongada para proporcionar una liberacién continua de medicacion durante un periodo de horas. Las pastillas
comprimidas se pueden recubrir con azucar o con una pelicula para ocultar cualquier sabor desagradable y proteger la
pastilla de la atmdsfera, o con un recubrimiento entérico para la desintegracion selectiva en el tracto gastrointestinal.
Las formas de dosificacion liquidas para la administracion oral pueden contener coloraciéon y saborizantes para
aumentar la aceptacioén del paciente.

[0147] Sin embargo, los compuestos de la invencidon se administran preferiblemente por via parenteral. Las
preparaciones de los compuestos de la invencion para la administracion parenteral deben ser estériles. La esterilizacion
se realiza facilmente por filtracién a través de membranas de filtracion estériles, opcionalmente antes o después de la
liofilizacion y la reconstitucion. La via parenteral para la administracion de compuestos de la invencién es acorde a
métodos conocidos, por ejemplo, inyeccién o infusion por vias intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, intraarterial o
intralesional. Los compuestos de la invencion se pueden administrar de manera continua por infusién o por inyeccion
en bolo. Una composicion tipica para la infusién intravenosa podria prepararse hasta contener de 100 a 500 ml de NaCl
al 0,9% o glucosa al 5% estériles suplementados opcionalmente con una solucién de 20% de albiminay de 1 mga 10
g del compuesto de la invencion, dependiendo del tipo particular de compuesto de la invencién y su régimen de
dosificacién requerido. Los métodos para preparar composiciones administrables parentalmente son bien conocidos en
la técnica y se describen con mas detalle en varias fuentes, incluyendo, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical
Science'?.
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[0148] Un compuesto de la invencion también se puede usar en una terapia combinatoria, donde un compuesto de esta
invencién se usa en combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos. La combinacion de dos o mas
tratamientos puede afectar favorablemente a los resultados del tratamiento. Los agentes se pueden administrar o
consecutiva o concomitantemente. Por lo tanto, en una forma de realizacion, esta invencion se refiere al uso de un
compuesto de esta invencién o una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de esta invenciéon en una
terapia combinatoria.

[0149] La invencién se ejemplifica adicionalmente en los ejemplos siguientes. Estos ejemplos son para uso ilustrativo.
Los compuestos que no entran en las reivindicaciones no son parte de la presente invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: sintesis de separadores de ciclacién protegidos con Boc

[0150]

Via A

[0151] Sintesis del compuesto 1: se disolvieron 7,5 ml (85 mmol) de cloruro de oxalilo en 200 ml de DCM y se enfriaron
aT<-60°Cy12,1ml (171 mmol) de DMSO en 10 ml de DCM se afiadieron gota a gota (T <-60 °C) y se agité durante
10 min adicionales. Se anadieron 10,0 g (57 mmol) de N-Boc-N-metilaminoetanol en 40 ml de DCM gota a gota
(T <-60 °C) y se agité durante 10 min adicionales. Se afiadieron 40 ml (285 mmol) de EtsN gota a gota seguido de 50
ml de DCM (T <-60 °C) y se agitdé durante 30 min. La mezcla reactiva se calenté a 0 °C y se lavé con 3x100 ml de agua,
100 ml de KHSO4 0,5 M, 75 ml de salmuera, se secd con MgSO, y se concentré al vacio. El producto se purificd por
cromatografia en columna (SiO2, DCM/acetato de etilo, 1:0 a 9:1) para dar 7,36 g (74%) de compuesto 1. "H-RMN (300
MHz, CDCls): d = 1,42/1,46 (s, 9H, Boc), 2,93/2,96 (s, 3H, Me), 3,90/4,01 (s, 2H, CH>), 9,60 (s, 1H, CHO). Isémeros
ZIE.

[0152] Procedimiento general de aminacién reductora: se agitaron 1 mmol de R-amina y 1 mmol de compuesto 1 en
10 ml de MeOH durante 4 h. La mezcla reactiva se enfrié en hielo y se afiadieron 2 mmol de borohidruro de sodio en
partes y la mezcla se agité a RT durante toda la noche. La mezcla se concentré y se purificd por cromatografia en
columna (SiO2, DCM/MeOH, 1:0 a 1:1) para dar N-Boc-N-Metil-N'-R-diaminoetano.

[0153] Compuesto 4a, R = (CH2CH.0).H: rendimiento del 40%, 'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,46 (9 H, s, Boc),
2,75 -2,87 (4 H, m, 2 x CHy), 2,88 (3 H, s, NMe), 3,35 (2 H, t, J = 6,6 Hz, CH»), 3,56 - 3,63 (4H, m, 2 x CH,, CH),
3,70 - 3,75 (2H, m, CH,, CH); MS (ESI) m/z = 263,5 (M+H").
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[0154] Compuesto 4b, R = (CHz)sCOOMe: rendimiento del 61%, 'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,46 (9 H, s, Boc),
1,83 (2H, m, CHy), 2,39 (2H, t, J = 7,4 Hz, CH,) 2,64 - 2,86 (3 H, m, CH/CH,), 2,88 (3 H, s, NMe), 2,99 (1H, m, CH),
3,30 - 3,49 (2H, m, CHy), 3,67 (3H, s, CHa); MS (ESI) m/z = 275,5 (M+H").

[0155] Compuesto 4c: "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): d = 1,15 (3H, d, J = 6,9 Hz, CH3 Ala), 1,38 (9H, s, Boc), 2,57 - 2,67
(1H, m, a-H), 2,76 (3H, s, NCHj3), 3,08 - 3,36 (4H, m, CH>-CHz2), 3,63 (3H, s, OCHz); MS (ESI): m/z = 261,3 (M+H").

o]
H
IN\_)LN/\/O\/\OH
H H

BOCN
| 4d

[0156] Compuesto 4d: "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): = 1,12 (3H, d, J=6,9 Hz, CH; Ala), 1,39 (9H, s, Boc), 2,54 - 2,61
(1H, m, o-H), 2,77 (3H, s, NCHz), 3,10 - 3,51 (13H, m, 6 x CH2> + OH), 7,90 (1H, s, NH amida); MS (ESI): m/z = 334,4
(M+H*).

H

N \/\OﬁfJO\a’\OH
P 6

goc 48

[0157] Compuesto 4e: rendimiento del 27%, '"H-RMN (300 MHz, CDCl3): & = 1,44 (9H, s, Boc), 2,72 - 2,85 (4H, m,
2xCHy), 2,81 (3H, s, MeN), 3,31 (2H, m, NCH>), 3,5 - 3,7 (32H, m, 15 x CHz + OH + NH); MS (ESI): m/z = 527,4 (M+H").

H

N \/\of\ezo\a’\oH
[ P 10
gcc 4

[0158] Compuesto 4f: rendimiento del 30%, 'H-RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,44 (9H, s, Boc), 2,65 - 2,79 (4H, m,
2xCH;), 2,80 (3H, s, MeN), 3,26 (2H, m, NCHy), 3,5 - 3,7 (48H, m, 23 x CH, + OH + NH); MS (ES|): m/z 703,5 (M+H").

0 H
Sl
| ()\go
4g
~

[0159] Compuesto 4g: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-de): & = 1,14 (5H, m, 2 CH y CHs), 1,35 (9H, s, Boc), 1,47 (4H, m,
4 CH), 1,74 - 2,38 (4H, m, 4 CH), 2,59 (2H, m, CHy), 2,75 (3H, s, NCHs), 3,16 (2H, m, CH,), 3,99 (2H, m, CHy); MS
(ESI): m/z = 329,4 (M+H").

H |
C~N/\/NWN\
| 4h

BO

[0160] Compuesto 4h: rendimiento del 63%, "H-RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,46 (9H, s, Boc), 1,69 (2H, m, CHy), 2,24
(6H, s, Mey), 2,36 (2H, t, CHz), 2,52 (1H, m, NH), 2,72 (2H, t, CHy), 2,80 (2H, t, CH), 2,88 (3H, s, MeN), 3,37 (2H, m,
CHa); MS (ESI) m/z = 260,2 (M+H").
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>Loj\N”‘V N "‘H\EOK
' :./\/?lo

[0161] Compuesto 4i: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): & = 1,30 - 1,36 (4H, m, 2 CH, Lys), 1,35 (18H, 2's, 2 Boc), 1,53
(2H, m, CH, Lys), 2,46 (2H, m, CH; Lys), 2,56 (2H, m, CH), 2,75 (3H, s, NCHs), 3,13 (3H, m, CH, y a-H Lys), 3,58 (3H,
s, OCHs); MS (ESI): m/z = 481,4 (M+H").

>LO)'LT ~ Nﬁ\/\/oj;';\gfo\ﬁ
XK

[0162] Compuesto 4j: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d): & = 1,36 (31H, m, 1 tBu, 2 Boc y 2 CH, Lys), 1,53 (2H, m, CH,
Lys), 2,46 (2H, m, CHa Lys), 2,56 (2H, t, CHz), 2,75 (3H, s, NCHs), 3,14 (2H, t, CH) 3,64 (1H, m, a-H Lys), 7,01 (d, 1H,

NH); MS (ESI): m/z = 460,3 (M+H").
o}
H
28040
i OH
4k

[0163] Compuesto 4k: 'H RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,15 (2H, m), 1,30 (2H, m), 1,94 (4H, m), 2,46 (1H, m), 2,76 (2H,
t, J= 6,8 Hz), 2,87 (3H, s), 3,30 (2H, t, J = 6,8 Hz), 3,60 (1H, m); MS (ESI): m/z = 273,3 (M+H").

ViaB

[0164] Procedimiento general de reaccion de alquilacion: a una solucién de 1 mmol de R-amina y 1 mmol de mesilato
en THF seco (1,5 ml) se afadié KoCOs (1,5 mmol) y la mezcla se agité a 60 °C durante toda la noche. La mezcla se
enfrio a RT, se concentrd y se purificd por cromatografia en columna (SiOz, DCM/MeOH, 1:0 a 1:1) para dar el N-Boc-
N-Metil-N'-R-diaminoetano.

[0165] Compuesto 5a, R = isopropilo: 'H RMN (300 MHz, CDCls), & (ppm): 1,05 (6 H, d, 2 x CH3), 1,46 (9 H, s, Boc),
2,75(2H,t,J=6,6 Hz, CH2), 2,82 (1 H, t, J= 6,6 Hz, CH), 2,87 (3 H, s, N\Me), 3,31 (2 H, t, J = 6,6 Hz, CH); MS (ESI)
m/z=217,2 (M+H").

HN—

>

Boc
5b

[0166] Compuesto 5b: partiendo de N-Boc-prolinol'" se preparé el compuesto 5b segun la via B. MS (ESI) m/z = 215,2
(M+H*).

H

-
N §c
Boc

[0167] Compuesto 5¢: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-de): & = 1,39 (9H, s, Boc), 2,73 - 2,85 (7H, m, NCHs+ 2 x CHy),
3,24 -3,30 (2H, m, CH,), 3,39 - 3,55 (11H, m, 5 x CH, + OH).
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Ejemplo 2: sintesis del compuesto 2

[0168]

1) BnO-CO-OPh |

>E”H= 2) Boc,0 >EN"Buc
—
~

NH, 3) Mel, NaH N
4) Hy, PdIC H
2

[0169] Se disolvieron 2,28 g (10 mmol) de fenilcarbonato de bencilo en 20 ml de etanol y se afiadieron 1,03 ml (10
mmol) de 1,2-diamino-1-metilpropano gota a gota y se agité a RT durante toda la noche. La mezcla se diluy6 con 25 ml
de agua y se acidificé con HCI 1M hasta pH < 3 y se extrajo con DCM. La fase acuosa se basific6 con NaOH 4M y se
extrajo con DCM. El extracto se secé con MgSO, y se concentré al vacio. Esto dio 1,93 g (87%) de diamina
monoprotegida. Este material se disolvié en 25 ml de dioxano, se afiadieron 2,028 g (10,5 mmol) de Boc,O y 0,12 g (1
mmol) de DMAP y la reaccién se agité a RT durante toda la noche. La mezcla se concentré al vacio y se purificd por
cromatografia en columna (SiO,, éter/heptano, 1:0 a 7:3) para dar 1,13 g (40%) de diamina biprotegida. La diamina
biprotegida se disolvié en 10 ml de DMF seco, se afiadieron 1,1 ml (17,5 mmol) de yodometano y la mezcla reactiva se
enfrié en hielo. Se afadieron 0,50 g (10,5 mmol) de hidruro de sodio (60% en aceite) en partes y se agité en hielo
durante 2 h. La mezcla se calent6 a RT, se desactivd con 10 ml de NH4Cl saturado y 50 ml de agua, se extrajo con
acetato de etilo, se sec6 con MgSQO, y se concentrd al vacio. El producto se purificd por cromatografia en columna
(SiO,, DCM/acetato de etilo, 1:0 a 50:1) para dar 0,358 g (29%) de compuesto 2 protegido por Cbz. "H-RMN (300 MHz,
CDCl3): & = 1,29 (s, 3H, Me), 1,35 (s, 3H, Me), 1,46 (s, 9H, Boc), 2,82/2,86 (s, 3H, Me, Z/E), 2,93 (s, 3H, Me), 3,72 (s,
2H, CH2N), 5,12 (s, 2H, bencilo), 7,35 (m, 5H, Phe). Este material se disolvio en 20 ml de metanol, se afiadieron 0,04 g
de Pd/C, la mezcla se agitd bajo hidrogeno durante 3 h, se filtro y el filtrado se concentré. Esto dio 0,21 g (100%) de
compuesto 2. MS (ESI): m/z = 217,2 (M+H").

Ejemplo 3: sintesis del compuesto 3

[0170]
H H
E:ENHz 1) HCO,Et O:Nx Boc,0 NJ
—_— —
NH, 2) LIAIH, ﬁ/ -40°C [ IN,
]

anc

[0171] Se disolvieron 2,15 g (18,8 mmol) de cis-1,2-diaminociclohexano en 20 ml de formiato etilico y se mantuvo a
reflujo durante toda la noche. La suspension se enfrio, se filtrd y se seco al vacio para dar 2,59 g (80%) de producto. El
solido se afiadi6 en partes a una mezcla enfriada de 2,1 g (53 mmol) de hidruro de aluminio y litio en 50 mlde THF y la
mezcla se agité a RT durante 1h y luego se mantuvo a reflujo durante toda la noche. La solucion clara se enfrio en hielo
y se desactivo por adicion gota a gota de 2,1 ml de agua seguido de 15 ml de NaOH al 20%. La suspension se calenté
brevemente hasta que las sales se volvieron blancas. La mezcla se enfrié a RT y se filtrd. El residuo se lavé con 2
partes de 50 ml de THF. El filtrado se concentrd y se disolvié en 50 ml de DCM vy se lavé con 20 ml de NaOH 4M. La
fase acuosa se extrajo con 25 ml de DCM, se secé con MgSO, y se concentr6 al vacio para dar 1,94 g (89%) de
producto. El producto bruto se disolvié en 50 ml de DCM y la mezcla se enfrié a -40 °C y se afadieron 2,95 g (13,5
mmol) de Boc;O en 10 ml de DCM gota a gota. La mezcla se calenté lentamente a RT y se lavo con 20 ml de NaOH
2M, se secd con MgSO., se concentrd al vacio y el producto bruto se purificé por cromatografia en columna (SiO-,
DCM/MeOH, 1:0 a 9:1) para dar 2,09 g (63%) de compuesto 3. "H-RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,38 (m, 6H, ciclohex),
1,46 (s, 9H, Boc), 1,83 (m, 3H, ciclohex + NH), 2,35 (s, 3H, NMe), 2,89 (s, 3H, NMe), 2,95 (m, 1H, CHN), 3,86 (m, 1H,
CHN); MS (ESI): m/z = 243,2 (M+H*).

Ejemplo 4: sintesis del compuesto 6

[0172]
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HN.
o
E“E: h
]

[0173] A una solucion de 2,55 mmol N-Boc-prolinal en THF seco (5 ml) bajo una atmdsfera de argon se afadieron 0,7
ml de acido acético glacial y 272 mg de 2-(2-aminoetoxi)etanol (2,58 mmol). La mezcla se agité durante toda la noche
a temperatura ambiente. Se afiadieron 2,59 mmol de borohidruro de sodio por partes, y la mezcla se agitd durante otras
4 h después de lo cual se afadié agua. La mezcla se lavé con acetato de etilo, la capa acuosa se basificéd hasta pH 10
usando Na;COs y se extrajo con acetato de etilo (9x). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron con MgSQ, y se concentraron al vacio para dar 335 mg (46%) de 6 bruto, que se usé sin una purificacion
adicional. MS (ESI): m/z =289 (M+H").

Ejemplo 5: sintesis de los compuestos 7y 8

[0174]

| 7
~

[0175] Se hicieron reaccionar 0,17 g (1,5 mmol) de N-metilpiperid-4-ona y 0,178 g (1,0 mmol) de N-Boc-N-metil-1,2-
diaminoetano con 0,42 g (2,0 mmol) de triacetoxiborohidruro de sodio en 5 ml de DCE a RT durante toda la noche. La
reaccion se desactivo con MeOH y la mezcla se extrajo con DCM y salmuera (basificada a pH > 12), se secé con MgSO,4
y se concentro al vacio para dar 0,31 g (100%) de 7 como un aceite. '"H-RMN (300 MHz, CDCls): & ="H-RMN (300 MHz,
CDCls): = 1,38 (2, m, CHyp), 1,45 (9H, s, Boc), 1,76 (1H, br s, NH), 1,85 (2H, m, CHy), 2,00 (2H, m, CHy), 2,27 (3H, s,
MeN), 2,46 (1H, m, CH), 2,76 (4H, m, 2xCH>), 2,86 (3H, s, MeN), 3,30 (2H, t, CH); MS (ESI) m/z = 272,2 (M+H").

H
BOC\N/\,N
I8 N~ g~ OH

[0176] El compuesto 8 se prepard de forma similar al compuesto 7 usando 0,75 g (4,0 mmol) de N-hidroxietoxietil-4-
piperidina. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (SiO,, DCM/MeOH, 1:0 a 95:5) para dar 0,83 g
(66%) de 8 como un aceite. '"H-RMN (300 MHz, CDCls): & = 1,46 (9H, s, Boc), 1,89 (2H, m, CHz), 1,91 (2H, m, CHy),
2,50 (3H, m, CH + OH + NH), 2,57 (2H, t, CHy), 2,77 (2H, t, CH2), 2,87 (3H, s, MeN), 2,94 (2H, m, CH), 3,30 (2H, t,
CHy), 3,64 (6H, m, 3xCH20); MS (ESI) m/z = 346,3 (M+H*).

Ejemplo 6: sintesis del compuesto 9

[0177]

[0178] Se hicieron reaccionar 0,18 g (1,0 mmol) de N-Boc-N-metil-1,2-diaminoetano y 0,15 g (1,0 mmol) de &cido 4-
formilbenzoico segun el procedimiento general A del ejemplo 1 para dar 0,34 g (90%) de 9 (sal de HCI). "H-RMN (300
MHz, DMSO-ds): 6 = 2,89 (3H, s, MeN), 3,11 (2H, m, CH2N), 3,57 (2H, t, CH2N), 4,25 (2H, m, CH2N), 7,33 (2H, d, ArH),
8,02 (2H, d, ArH), 9,03 (2H, br s, NH2+), 13,03 (1H, s, CO:H); MS (ESI) m/z = 309,2 (M+H"*).

Ejemplo 7: sintesis del compuesto 11

[0179]
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Cbz. 1) PhO-COCI
NMNHZ ) o} I o]

2) NH, NaBH
. lll m y HzNMHJLNHz __:‘ BncerﬁMﬁlNHz
OW *Boc ] 1 MeOH »

[0180] Se disolvieron 1,84 g (7,5 mmol) de hidrocloruro de N-Cbz-1,3-diamina y 3 ml de EtsN en 50 ml de DCM, se
enfriaron en hielo y se afadieron gota a gota 0,94 ml de cloroformiato de fenilo disueltos en 5 ml de DCM. La mezcla
se agitd a 0 °C durante 2 h y se concentro al vacio. El residuo se disolvié en 50 ml de DCM, se lavo con 25 ml de KHSO4
0,5 M, se sec6d con MgSO, y se concentro al vacio. El residuo se disolvié en 25 ml de EtOH, se afiadieron 4 ml de
amoniaco concentrado y la mezcla se agité durante 3 h. La mezcla se concentr6 al vacio y el residuo se disolvio en 25
ml de CHCIs, se lavé con 10 ml de NaOH 4 M y salmuera, se sec6 con MgSO, y se concentr6 al vacio para dar 1,9 g
de producto intermedio. Este material se disolvié en 50 ml de MeOH, se afadio 0,1 g de Pd/C y la mezcla reactiva se
agité bajo hidrégeno durante 5 h. La mezcla se filtré y el filtrado se concentr6 al vacio para dar 0,87 g (95%) de
compuesto 10. Se hicieron reaccionar 0,26 g (1,7 mmol) de esta amina segun el procedimiento general A para dar 0,17
g (36%) de 11 como un aceite. "H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): & = 1,39 (9H, s, Boc), 1,45 (2H, m, CH,), 2,48 (2H, t,
CH>), 2,58 (2H, t, CHz), 2,78 (3H, s, MeN), 2,97 (2H, m, CH), 3,18 (2H, t, CH), 5,35 (2H, s, NH2), 5,87 (1H, t, NH); MS
(ESI) m/z = 275,2 (M+H™).

Ejemplo 8: sintesis del compuesto 12

[0181]
B N N
OC\.T/"\\/ .:2/'\/ WHLNHZ

[0182] Se disolvieron 0,98 g (4,0 mmol) de hidrocloruro de N-Cbz-1,3-diamina y 3 ml de EtsN en 15 ml de DCM y se
afadio gota a gota a 1,65 ml (12 mmol) de oxalato de dietilo en 15 ml de etanol. La mezcla se agité a RT durante toda
la noche, se concentré al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna (SiO,, DCM/MeOH, 1:0 a 95:5)
para dar la mono-oxalamida. Este material se disolvié en 15 ml de etanol y se afiadieron 5 ml de amoniaco concentrado
y la mezcla se agité a RT durante toda la noche. La mezcla se diluyé con 50 ml de MeOH y se afadieron 100 mg de
Pd/C. La mezcla se agité bajo atmdsfera de hidrégeno durante 3 h. Se afiadieron 10 ml de agua, la mezcla se filtro
sobre celita y el filtrado se concentrd al vacio para dar 0,57 g (94%) de sélido blanco. Esto se hizo reaccionar segun el
procedimiento general A del ejemplo 1 para dar 0,45 g (38%) de 12 como un solido blanco. 'H-RMN (300 MHz, CDCl3):
6 =1,45(9H, s, Boc), 1,80 (2H, m, CHy), 2,80 (4H, m, 2xCH2), 2,89 (3H, s, MeN), 3,39 (4H, m, 2xCHz), 6,85 (1H, s, NH),
7,40 (1H, s, NH), 8,39 (1H, t, NH); MS (ESI) m/z = 303,2 (M+H*).

Ejemplo 9: sintesis de los compuestos 14a-b y 15a-b

[0183]

14a R = (CH,);COOH
15a R = (CH;);CONH,
13b R = CH,COOMe
3 [, 14b R = CH,COOH
15b R = CH,CONH,
|: 13c R = (CH,),C(NHBoc)COOMe
14c R = (CH;),C(NHBoc)COOH

a E 13a R = (CH,);COOMe
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[0184] Compuesto 14c: el compuesto 13¢ (0,51 mmol) se disolviéo en THF (12 ml); se afadieron LiOH (1,02 mmol) y
agua (1 ml) y la mezcla reactiva se agitd durante 4 h. Luego, la mezcla fue acidificado con HCI acuoso (1M, 1,5 ml),
concentrado, se concentrd y el residuo se purificd por cromatografia en columna (SiO2, DCM/MeOH, 1:0 a 9:1) para
producir el compuesto 14¢ (0,41 mmol).

[0185] Compuesto 15a: el compuesto 14a (0,11 mmol) se disolvid en dioxano (2 ml); se afiadieron piridina (0,07 mmol)
y Boc20 (0,14 mmol) seguidos de NHsHCO3 (0,14 mmol). La mezcla resultante se agité durante 8 h. Después, la mezcla
se concentrd y se purificd por cromatografia en columna (SiO2, DCM/MeOH, 1:0 a 9:1) para producir el compuesto 15a
(0,06 mmol).

Ejemplo 10: sintesis de conjugados conector-agente

[0186]

~ M oL o g OH
¢l fj" i J
‘L N N 0 a NT'N
= 1) PNPCI, Et;N NW
NPT e A

H
A N, -Boc S A2
2R N
i \/\O/

3) TFA, CHC,

O
4) EtyN, DMF
JEly R,N.\/\TJ’I\O/\Q\ o " Y
N_A, .R?
N
Y TN

o H
O  as013 \I'\ . )
NH
18 2 )
OJ‘NHZ 18ab.c: R2= X o v)rn\b
o

n=013

[a] (]
= BN SO N
18d: R2= % 0 NN O)._ o../‘*N; )i

L™
'

Noyg ™SO
\ N’\,.o\_’_\ o NN o
iﬂ, v e
HN .
NH

DJ\NH-‘»

[0187] Procedimiento general para el acoplamiento del separador de ciclaciéon al farmaco protegido activado
(paso 2): se disolvieron 0,2 mmol de farmaco protegido activado, 0,6 mmol de separador monoprotegido y 0,02 mmol
de HOBt en 2 ml de DMF, se afadié 1 mmol de EtsN y la mezcla se calenté a 50 °C durante 2 h. La mezcla se concentré
al vacio y el producto bruto se purifico por cromatografia en columna (SiO;, DCM/MeOH) para dar el separador de
ciclacion-farmaco.

[0188] Procedimiento general para el acoplamiento del conector al producto intermedio separador de ciclacion-
farmaco (pasos 3 y 4): se suspendieron 0,1 mmol de separador de ciclacion-farmaco en 6 ml de CHls, la mezcla
reactiva se enfrié en hielo y se afiadieron 2 ml de TFA y la mezcla se agité durante 3 h. La mezcla se concentré luego
al vacio. El residuo se disolvié en 4 ml de DMF, la solucion se enfrid en hielo y se afadieron 0,13 mmol de conector
activado (16 0 17) y 1 mmol de EtzN. La mezcla se agitd durante 2 h, se concentrd al vacio y el residuo se purificé por
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cromatografia en columna (SiO2, DCM/MeOH, 1:0 a 8:2) hasta un aceite que se purificé adicionalmente por HPLC de
fase reversa preparatoria (acetonitrilo/agua + TFA al 0,1%) y se liofilizd para dar la construccion 18 como un sélido
amarillo palido.

[0189] Compuesto 18b, R = Me: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 0,84 (6H, dd, J = 6,4 Hz, 2 x CHs Val), 1,32 - 1,47
(2H, m, CH, Cit), 1,52 - 1,71 (2H, m, CH, Cit), 1,91 - 1,99 (1H, m, B-H Val), 2,81 - 3,03 (11H, m, 3 x CHa+ NCH,),
4,36 - 4,43 (1H, m, H-2), 4,45 - 4,51 (1H, m, a-H), 4,63 - 4,41 (1H, m, H-2), 4,97 - 5,08 (3H, m, CH, PABA + H-1), 5,97
(1H, br's, NH), 6,90 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,14 - 7,59 (7H, m, ArH + 2 x NH), 7,67 - 7,80 (3H,
m, ArH), 7,91 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-2"), 8,06 (1H, br s, H-6), 8,33 (H, br s, H-4), 8,81 (1H, s, H-3'), 9,55 (1H, s, H-4"),
9,99 (1H, s, NH), 10,20 (1H, s, NH), 10,28 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1257,3 (M+H").

[0190] Compuesto 18¢, R = Me: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de): & = 0,84 (6H, dd, Val), 1,28 - 1,73 (4H, m, CH,CH,Cit),
1,95 (1H, m, BHVal), 2,85 (3H, s, MeAr), 2,94 (3H, s, MeN), 2,87 - 3,05 (4H, m, 2 x CHzNMe), 4,05 (2H, t, CH,0), 4,40
(1H, m, H-1), 4,48 (1H, s, CH), 4,67 (1H, m, H-2), 5,05 (3H, m, CH.0, H-2), 5,40 (2H, br s, NHy), 5,96 (1H, br s, NH),
6,90 (2H, d, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,7 (10H, m, ArH + NH), 7,91 (2H, d, H-2"), 8,05 (1H, s, H-6), 8,33 (1H,
brs, H-4), 8,77 (1H, s, H-3), 9,52 (1H, s, H-4'), 10,0 (1H, s, NH), 10,19 (1H, s, NH), 10,25 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z=
1345,7 (M+H*).

[0191] Compuesto 18b, R = (CH2CH,0);H: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): & = 0,84 (6H, dd, Val), 1,28 - 1,73
(4H, m, CH.CHCit), 1,96 (1H, m, BHVal), 2,85 (3H, s, MeAr), 2,95 (3H, s, MeN), 2,87 - 3,05 (4H, m, 2 x CH2NMe), 4,00
(2H, t, CH20), 4,35 (1H, m, H-1), 4,48 (1H, m, CH), 4,67 (1H, m, H-2), 4,93 - 5,11 (4H, m, CH20O, H-2, CH), 5,40 (2H, br
s, NHp), 5,97 (1H, br s, NH), 6,91 (2H, d, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,7 (10H, m, ArH + NH), 7,91 (2H, d, H-2"),
8,06 (1H, d, H-6), 8,33 (1H, br s, H-4), 8,80 (1H, s, H-3'), 9,54 (1H, s, H-4"), 10,01 (1H, s, NH), 10,20 (1H, s, NH), 10,27
(1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1331,7.

[0192] Compuesto 18¢, R = (CH2)4C(NH2)COOH: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 0,84 (6H, dd, J = 6,4 Hz, 2 x CH3
Val), 1,29 - 1,98 (11H, m, 3 x CHz Lys + 2 x CH, Cit + B-H Val), 2,82 - 3,04 (8H, m, 2 x CHa+ NCHy), 4,35 - 4,42 (1H, m,
H-1), 4,45 - 4,51 (1H, m, a-H), 4,63 - 4,70 (1H, m, H-2), 4,95 - 5,07 (2H, m, CHz PABA), 5,09 - 5,16 (1H, m, H-2), 5,99
(1H, br s, NH), 6,90 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,16 - 7,77 (11H, m, ArH + 3 x NH), 7,90 (2H, d, J =
8,4 Hz, H-2"), 8,05 - 8,09 (1H, m, H-6), 8,19 (3H, br s, NH, Lys + OH), 8,31 - 8,37 (1H, m, H-4), 8,75 (1H, br s, H-3)),
9,53 (1H, br's, H-4"), 10,00 (1H, br s, NH), 10,16 - 10,26 (2H, m, NH + OH); MS (ESI): m/z= 1460,7 (M+H").

[0193] Compuesto 18d, R = (CH,CH,0)2H: "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 0,84 (6H, dd, Val, J = 6,8), 1,30 - 1,46
(2H, m, CH, Cit), 1,52 - 1,70 (2H, m, CHa Cit), 1,91 - 1,99 (1H, m, B-H Val), 2,80 - 3,05 (10H, m, ArCHa+ NCHs+ 2 x
NCH,), 3,97 - 4,06 (5H, m, 2 x CH,0 + H-2), 4,20 (2H, d, J = 5,6 Hz, NCH-triazol), 4,36 - 4,43 (1H, m, H-1), 4,44 - 4,52
(3H, m, CHz-triazol + a-H), 4,63 - 4,71 (1H, m, H-2), 4,94 - 5,09 (3H, m, CH PABA + H-2), 5,98 (1H, br s, NH), 6,90 (2H,
d, J = 8,8 Hz, H-3"), 6,99 (2H, s, CH=CH), 7,16 - 7,81 (11H, m, ArH + NH), 7,87 (1H, s, triazol-H), 7,91 (2H, d, J = 8,8
Hz, H-2"), 8,05 - 8,09 (1H, m, H-6), 8,33 (H, m, H-4), 8,83 (1H, s, H-3), 9,55 (1H, s, H-4), 10 - 00 (1H, s, NH), 10,20
(1H, s, NH), 10,28 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1543,7 (M+H").

[0194] Compuesto 18¢, R = (CH.CH,0);H: 'H RMN (400 MHz, DMSO-de), & = 0,84 (6H, dd, Val), 1,28 - 1,73 (4H, m,
CH2CH,Cit), 1,96 (1H, m, BHVal), 2,85 (3H, s, MeAr), 2,94 (3H, s, MeN), 2,87 - 3,05 (4H, m, 2 x CHzNMe), 4,05 (2H, t,
CH.0), 4,40 (1H, m, H-1), 4,48 (1H, m, CH), 4,67 (1H, m, H-2), 4,93 - 5,16 (4H, m, CH;0, CH, H-2), 5,40 (2H, br s, NHz),
5,96 (1H, br s, NH), 6,90 (2H, d, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,8 (11H, m, ArH + 3xNH), 7,90 (2H, d, H-2"), 8,05
(1H, d, H-6), 8,32 (1H, br s, H-4), 8,76 (1H, s, H-3'), 9,51 (1H, s, H-4"), 10,01 (1H, s, NH), 10,19 (1H, s, NH), 10,24 (1H,
s, OH); MS (ESI): m/z= 1419,7 (M+H*).

[0195] Compuesto 18a, R = (CH2CH20).H: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 0,81 (6H, dd, J = 6,4 Hz, 2 x CHa),
1,30 - 1,47 (2H, m, CH, Cit), 1,53 - 1,71 (2H, m, CH Cit), 1,89 - 1,99 (1H, m, B-H Val), 2,82 - 3,05 (8H, m, 2 x CHa+
NCH), 3,96 - 4,02 (1H, m), 4,15 - 4,23 (1H, m), 4,33 - 4,40 (1H, m, H-1), 4,44 - 4,52 (1H, m, a-H), 4,63 - 4,71 (1H, m,
H-2), 4,94 - 5,12 (3H, m, CH, + H-2), 5,96 (1H, br s, NH), 6,90 (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,10 -
7,54 (TH,m, 5 ArH + 2 x NH), 7,66 - 7,81 (3H, m, ArH), 7,91 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-2"), 8,00 - 8,05 (1H, m, H-6), 8,29 - 8,37
(1H, m, H-4), 8,79 (1H, br s, H-3"), 9,54 (1H, br s, H-4"), 9,91 - 10,00 (1H, m, NH), 10,20 (1H, br s, OH), 10,27 (1H, s,
NH); MS (ESI): m/z= 1287,7 (M+H*).

[0196] Compuesto 18b, R = (CH2)3C(O)NH2: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 0,83 (6H, dd, J = 6,4 Hz, 2 x CHs Val),
1,25 - 2,15 (9H, m, 2 x CH. butiramida + 2 x CH, Cit + B-H Val), 2,82 - 3,04 (8H, m, 2 x CHz+ NCH), 3,18 - 3,98 (15H,
m, 2 x H-10 + 6 x CHa + a-H), 4,34 - 4,42 (1H, m, H-1), 4,46 - 4,54 (1H, m, a-H), 4,63 - 4,71 (1H, m, H-2), 4,93 - 5,07
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(3H, m, CH, PABA + H-2), 5,98 (1H, br s, NH), 6,76 (1H, br s, NH), 6,91 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3"), 7,00 (2H, s, CH=CH),
7,13 - 7,58 (8H, m, ArH + 2 x NH), 7,65 - 7,83 (3H, m, ArH), 7,91 (2H, d,, J = 8,4 Hz, H-2"), 8,04 - 8,09 (1H, m, H-6),
8,28 - 8,37 (1H, m, H-4), 8,89 (1H, br s, H-3'), 9,60 (1H, br s, H-4"), 9,93 - 10,02 (1H, m, NH), 10,34 (1H, br s, NH); MS
(ESI): m/z= 1328,3 (M+H").

[0197] Compuesto 18b, R = (CH2)4C(NHz)COOH: "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 0,83 (6H, dd, J = 6,4 Hz, 2 x CHs
Val), 1,30 - 1,98 (11H, m, 3 x CHz Lys + 2 x CH, Cit + B-H Val), 2,82 - 3,04 (8H, m, 2 x CHa+ NCHy), 4,33 - 4,42 (1H, m,
H-1), 4,45 - 4,51 (1H, m, a-H), 4,62 - 4,70 (1H, m, H-2), 4,95 - 5,07 (2H, m, CH, PABA), 5,10 - 5,16 (1H, m, H-2), 5,98
(1H, br's, NH), 6,90 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,13 - 7,77 (11H, m, ArH + 3 x NH), 7,90 (2H, d, J =
8,8 Hz, H-2"), 8,05 - 8,09 (1H, m, H-6), 8,19 (3H, br s, NH, Lys + OH), 8,31 - 8,37 (1H, m, H-4), 8,73 (1H, br s, H-3'),
9,51 (1H, br's, H-4"), 10,00 (1H, br s, NH), 10,17 - 10,25 (2H, m, NH + OH); MS (ESI): m/z= 1372,6 (M+H").

[0198] Compuesto 18b, R = (CH;)3COOH: 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds), & = 0,83 (6H, dd, Val), 1,28 - 1,73 (4H, m,
CHoCH.Cit), 1,74 - 2,02 (2H, m, CHy), 1,95 (1H, m, BHVal), 2,19 - 2,39 (2H, m, CH,), 2,85 (3H, s, MeAr), 2,94 (3H, s,
MeN), 2,87 - 3,05 (4H, m, 2 x CHzNMe), 4,00 (2H, m, CH,0), 4,40 (1H, m, H-1), 4,48 (1H, m, CH), 4,67 (1H, m, H-2),
4,93 - 5,18 (4H, m, CH.0, CH, H-2), 5,40 (2H, br s, NHy), 5,96 (1H, br s, NH), 6,90 (2H, d, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH),
7,2-7,8 (10H, m, ArH + NH), 7,91 (2H, d, H-2"), 8,06 (1H, d, H-6), 8,33 (1H, br s, H-4), 8,76 (1H, s, H-3"), 9,51 (1H, s,
H-4', 10,01 (1H, s, NH), 10,19 (1H, s, NH), 10,24 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1329,8 (M+H").

[0199] Compuesto 18¢, R = (CH,);COOH: 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & = 0,84 (6H, dd, Val), 1,30 - 1,73 (4H, m,
CH,CH,Cit), 1,74 - 2,02 (2H, m, CH,), 1,95 (1H, m, BHVal), 2,19 - 2,39 (2H, m, CH,), 2,85 (3H, s, MeAr), 2,94 (3H, s,
MeN), 2,87 - 3,05 (4H, m, 2 x CHoNMe), 4,05 (2H, m, CH20), 4,40 (1H, m, H-1), 4,48 (1H, m, CH), 4,67 (1H, m, H-2),
4,95 - 5,16 (4H, m, CH.0, CH, H-2), 5,40 (2H, br s, NHy), 5,96 (1H, br s, NH), 6,90 (2H, d, H-3"), 7,01 (2H, s, CH=CH),
7,2-7,8 (9H, m, ArH + NH), 7,91 (2H, d, H-2"), 8,05 (1H, d, H-6), 8,34 (1H, br s, H-4), 8,77 (1H, s, H-3), 9,52 (1H, s,
H-4'), 10,01 (1H, s, NH), 10,19 (1H, s, NH), 10,24 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1417,9 (M+H").

[0200] Compuesto 18b, R = (CH2)sNHC(O)NH2: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 0,79 (6H, dd, Val), 1,25 - 1,8 (6H,
m, 3xCH2), 1,91 (1H, m, BHVal), 2,80 (3H, s, MeAr), 2,90 (3H, s, MeN), 2,95 (4H, m, 2xCH:N), 4,34 (1H, m, H-1), 4,61
(1H, m, H-2), 4,94 (1H, m, H-2), 4,99 (2H, s, CH.0), 5,32 (4H, br s, 2xNHy), 5,91 (1H, br s, NH), 5,98 (1H, br s, NH),
6,86 (2H, d, H-3"), 6,95 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,7 (10H, m, ArH + 2xNH), 7,86 (2H, d, H-2"), 8,02 (1H, d, H-6), 8,28 (1H,
brs, H-4), 8,82 (1H, s, H-3"), 9,54 (1H, s, H-4"), 9,95 (1H, s, NH), 10,15 (1H, s, NH), 10,27 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z=
1343,7 (M+H").

[0201] Compuesto 18¢, R = (CH2)sNHC(O)NH2: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): = 0,79 (6H, dd, Val), 1,25 - 1,8 (6H,
m, 3*CH,), 1,91 (1H, m, BHVal), 2,80 (3H, s, MeAr), 2,90 (3H, s, MeN), 2,95 (4H, m, 2xCH,N), 4,34 (1H, m, CH), 4,45
(1H, m, CH), 4,61 (1H, m, H-2), 4,94 (1H, m, H-2), 4,99 (2H, s, CH20), 5,32 (4H, br s, 2xNH2), 5,91 (1H, br s, NH), 5,98
(1H, br's, NH), 6,86 (2H, d, H-3"), 6,95 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,7 (10H, m, ArH + 2xNH), 7,86 (2H, d, H-2"), 8,02 (1H, d,
H-6), 8,28 (H, br s, H-4), 8,82 (1H, s, H-3), 9,54 (1H, s, H-4"), 9,95 (1H, s, NH), 10,15 (1H, s, NH), 10,27 (1H, s, OH):
MS (ESI): m/z= 1431,5 (M+H").

[0202] Compuesto 18d, R = (CH2)sNHC(O)NH2: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 3 = 0,83 (6H, dd, Val), 1,25 - 1,8 (6H,
m, 3xCHy), 1,95 (1H, m, BHVal), 2,85 (3H, s, MeAr), 2,94 (3H, s, MeN), 2,95 (4H, m, 2xCH,N), 4,20 (2H, d, NCHy), 4,39
(1H, m, CH), 4,48 (3H, m, CH+CHy), 4,67 (1H, m, H-2), 5,02 (3H, m, H-2, CH,0), 5,41 (4H, br s, 2xNH,), 5,97 (2H, br s,
2xNH), 6,91 (2H, d, H-3"), 6,99 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,7 (11H, m, ArH + 3xNH), 7,76 (1H, s, triazol-H), 7,88 (2H, d, H-
2"), 8,08 (1H, d, H-6), 8,33 (H, br s, H-4), 8,84 (1H, s, H-3"), 9,57 (1H, s, H-4), 10,00 (1H, s, NH), 10,20 (1H, s, NH),
10,30 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1556,2 (M+H"*).

[0203] Compuesto 18b, R = (CH2CH20);H: 'H-RMN (400 MHz, DMSO): 5 =0,83 (6H, dd, J = 6,5 Hz, J = 15,8 Hz, Val),
1,3-1,7 (4H, m), 1,96 (1H, m), 2,90 (8H, m), 3,00 - 4,00 (6H, m), 4,44 (2H, m), 4,67 (1H, m), 6,69 (1H, s), 5,04 (2H, d,
J =9,8 Hz), 5,40 (1H, br s), 5,97 (1H, s, NH), 6,9 (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,00 (2H, s, CH=CH), 7,13 - 7,61 (7H, m), 7,75
(3H, m) 7,91 (2H, d, J = 8,3 Hz), 8,06 (1H, m), 8,33 (1H, s), 8,83 (1H, s), 9,56 (1H, s), 9,97 (1H, s), 10,20 (1H, s), 10,30
(1H, s); MS (ESI): m/z = 1376 (M+H*).
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[0204] Compuesto 22: el compuesto 22 se prepard analogamente partiendo con el farmaco activado correspondiente.
'"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 = 0,84 (6H, dd, J = 6,4 Hz, 2 x CH3 Val), 1,30 - 1,47 (2H, m, CH. Cit), 1,52 - 1,71 (2H,
m, CH Cit), 1,91 - 1,99 (1H, m, B-H Val), 2,82 - 3,03 (8H, m, 2 x CHa+ NCH>), 4,18 - 4,22 (2H, m, CH20), 4,35 - 4,43
(1H, m, H-1), 4,46 - 4,52 (1H, m, a-H), 4,63 - 4,71 (1H, m, H-2), 4,94 - 5,08 (3H, m, CH, PABA + H-2), 5,97 (1H, brs,
NH), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,09 - 7,20 (4H, m, H-3" + 2 ArH), 7,22 - 7,58 (5H, m, 3 ArH + 2 x NH), 7,69 - 7,82 (3H, m,
ArH), 8,00 (2H, d, J = 8,8 Hz, H-2"), 8,03 - 8,08 (1H, br s, H-6), 8,28 - 8,37 (1H, m, H-4), 8,83 (1H, br s, H-3"), 9,57 (1H,
br s, H-4"), 9,93 - 10,02 (1H, m, NH), 10,39 (1H, s, NH); MS (ESI): m/z= 1509,6 (M+H*).

e
Ny o _J
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T
)
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o R,
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[0205] Compuesto 23: el compuesto 23 se preparé partiendo analogamente con el farmaco activado correspondiente.
'"H-RMN (400 MHz, DMSO): & = 0,80 (6H, dd, J = 6,5 Hz, J = 15,9 Hz, 2 x CH3), 1,3 - 1,7 (4H, m), 1,93 (1H, m), 2,9
(11H, m), 3,00 - 4,50 (10H, m), 5,03 (3H, m), 5,40 (1H, br s), 5,94 (1H, s, NH), 6,98 (2H, s, CH=CH), 7,10 - 7,85 (11H,
m), 8,03 (3H, m), 8,32 (1H, m), 8,76 (1H, s), 9,50 (1H, s), 9,78 (1H, s), 9,98 (1H, br s), 10,51 (1H, br s); MS (ESI): m/z=
1457 (M+H").
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[0206] Compuesto 26: 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): & = 0,83 (6H, dd, J = 6,8 Hz, 2xCHs), 1,30 - 1,47 (2H, m, CH,
Cit), 1,54 - 1,71 (2H, m, CH2 Cit), 1,90 - 2,00 (1H, m, B-H Val), 2,82 - 3,03 (10H, m, ArCHz+ NCHs+ 2 x NCH;), 3,19 (3H,
s, OCHg), 3,97 - 4,03 (2H, m, NCH-triazol), 4,37 - 4,52 (2H, m, H-1 + a-H), 4,64 - 4,69 (3H, m, H-2 + CHy), 4,94 - 5,13
(3H, m, CHz PABA + H-2), 5,96 (1H, br s, NH), 7,01 (2H, s, CH=CH), 7,14 - 7,58 (7H, m, 5 ArH + 3 x NH), 7,72 - 7,84
(3H, m, ArH), 8,04 - 8,07 (1H, m, H-6), 8,29 - 8,38 (H, m, H-4), 8,74 - 8,80 (2H, s, H-3' + triazol-H), 9,53 (1H, s, H-4"),
10-00 (1H, s, NH), 10,85 (1H, s, NH); MS (ESI): m/z= 1496,9 (M+H?*).

Ejemplo 11: sintesis del compuesto 19

[0207]

Oe*o/\@\
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y {J VO e
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[0208] Se disolvieron 0,21 g (0,85 mmol) N-Boc-N-metil-N'-metil-1,2-diamino-1-metilpropano, 0,45 g (0,64 mmol) de 20
y 8 mg de HOBt en 5 ml de DMF. Se anadieron 0,75 ml de DIPEA y la mezcla reactiva se agité a RT durante toda la
noche. La mezcla se concentro al vacio y se purificd por cromatografia en columna (SiOz, DCM/MeOH, 1:0 a 20:1) para
dar 0,50 g (100%) de producto intermedio. Este material se suspendié en 4 ml de CHCIl3 y se enfrié en hielo. Se
anadieron 2 ml de TFA y la mezcla reactiva se agité durante 2 h a 0°C y luego se concentro al vacio. A este material en
6 ml de DMF, se afadieron 0,11 g (0,15 mmol) de farmaco activado protegido con MOM, 2 mg de HOBt y 0,2 ml (1,2
mmol) de EtsN y la mezcla se calent6 a 50°C durante 3 h. La mezcla se concentré al vacio y se purifico por cromatografia
en columna (SiO2, DCM/MeOH, 1:0 a 75:15) para dar 0,14 g (72%) de material. Esto se suspendié en 6 ml de CHCl3
enfriado en hielo. Se afadieron 0,5 ml de TFA y la mezcla se agité durante 2 h y luego se concentré al vacio. Este
material y 0,045 g (0,17 mmol) de conector de alquino-maleimida se disolvieron en 2 ml de DMF. Se afiadieron a la
mezcla reactiva 0,6 ml de una solucion de 0,025 g (0,1 mmol) de CuSOg4, 0,022 g (0,11 mmol) de 1,10-fenantrolina y
0,022 g (0,11 mmol) de ascorbato de sodio en 1 ml de acetonitrilo/agua (1:2) y la mezcla se agitd durante 2,5 h. La
mezcla se acidifico con acido acético y se concentro al vacio. El producto bruto se purificd por cromatografia en columna
(SiO2, DCM/MeOH, 1:0 a 8:2) para dar 0,026 g (16%) de material, que se purificé adicionalmente por HPLC de fase
reversa preparatoria y se liofilizé para dar 0,015 g de 19. '"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & = 0,79 (6H, dd, Val), 1,34
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(3H, br s, gem-Mey), 1,38 (3H, br s, gem-Mey), 1,3 - 1,7 (4H, m, CH.CH.Cit), 1,90 (1H, m, BHVal), 2,80 (3H, s, MeAr),
2,91 (3H, s, MeN). 3,11 (3H, br s, MeN), 3,95 (2H, t, CH.0), 3,98 (2H, t, CH;0), 4,15 (2H, d, NCH.-triazol), 4,30 (1H, m,
H-1), 4,43 (2H, t, CHy-triazol), 4,61 (1H, m, H-2), 5,00 (2H, s, CH20), 5,04 (1H, m, H-2), 5,37 (2H, br s, NHy), 5,92 (1H,
br s, NH), 6,85 (2H, d, H-3"), 6,94 (2H, s, CH=CH), 7,2 - 7,7 (11H, m, ArH + 3xNH), 7,81 (1H, s, triazol-H), 7,84 (2H, d,
H-2"), 8,03 (1H, d, H-6), 8,27 (H, br s, H-4), 8,73 (1H, s, H-3"), 9,48 (1H, s, H-4"), 9,98 (1H, s, NH), 10,15 (1H, s, NH),
10,21 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z = 1497,6 (M+H").

OH

NH

O}\NHZ

[0209] Compuesto 21: el mismo procedimiento se siguié en cuanto al compuesto 19. "H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): &
= 0,83 (6H, dd, Val), 1,3 - 2,1 (3Hm, ciclohexilo + CH,CH,Cit + BHVal), 2,84 (3H, s, MeAr), 3,01 (8H, m, 2xMeNCH),
3,98 (4H, m, 2xCH,0), 4,20 (2H, d, NCHy-triazol), 4,36 (1H, m, H-1), 4,48 (2H, t, CHz-triazol), 4,65 (1H, m, H-2), 5,04
(1H, m, H-2), 5,06 (2H, s, CH20), 5,39 (2H, br s, NH>), 5,96 (1H, br s, NH), 6,90 (2H, d, H-3"), 6,99 (2H, s, CH=CH), 7,2
- 7,7 (11H, m, ArH + 3xNH), 7,87 (1H, s, triazol-H), 7,91 (2H, d, H-2"), 8,06 (1H, d, H-6), 8,36 (H, br s, H-4), 8,80 (1H, s,
H-3"), 9,55 (1H, s, H-4"), 9,97 (1H, s, NH), 10,20 (1H, s, NH), 10,27 (1H, s, OH); MS (ESI): m/z= 1523,6 (M+H").

Ejemplo 12: sintesis de conectores peptidicos-maleimida

[0210]

ErRal WA ST wn

0% "hH,

[0211] Compuesto 25a: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-de): & = 0,83 (6H, dd, J = 6,9 Hz, 2 x CH3 Val), 1,30 - 1,51 (2H, m,
CH, Cit), 1,53 - 1,76 (2H, m, CH Cit), 1,90 - 2,01 (1H, m, B-H Val), 2,89 + 3,08 (2H, m, CH, Cit), 3,62 (2H, t, J = 5,4 Hz,
CHy), 3,83 - 3,88 (1H, m, a-H), 3,97 - 4,05 (1H, m), 4,16 - 4,24 (1H, m), 4,35 - 4,43 (1H, m, a-H), 5,25 (2H, s, CH,), 5,41
(2H,'s, NHy), 5,95 - 5,99 (1H, m, NH), 7,02 (2H, s, HC=CH), 7,11 - 7,14 (1H, m, NH), 7,40 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,54
- 7,59 (2H, m, Ar-H), 7,64 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,03 - 8,06 (1H, m, NH), 8,29 - 8,33 (2H, m, Ar-H), 10,08 (1H, s,
NH); MS (ESI): m/z= 712,5 (M+H").
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[0212] Compuesto 25b: "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds): & = 0,85 (6H, dd, J = 6,9 Hz, 2 x CHs Val), 1,32 - 1,50 (2H, m,
CHa Cit), 1,54 - 1,76 (2H, m, CH, Cit), 1,91 - 2,02 (1H, m, B-H Val), 2,90 - 3,09 (2H, m, CH,), 3,49 - 3,60 (6H, m, CHy),
3,87 - 3,92 (1H, m, a-H), 3,97 - 4,06 (2H, m, CHy), 4,37 - 4,46 (1H, m, o-H), 5,24 (2H, s, CHy), 5,41 (2H, s, NHy),
5,95 - 6,00 (1H, m, NH), 7,01 (2H, s, HC=CH), 7,15 - 7,18 (1H, m, NH), 7,41 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,54 - 7,59 (2H,
m, Ar-H), 7,64 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,07 - 8,10 (1H, m, NH), 8,29 - 8,33 (2H, m, Ar-H), 10,11 (1H, s, NH); MS (ESI):
m/z= 756,5 (M+H").

[0213] Compuesto 25¢: 'H-RMN (300 MHz, CDCls/CDsOD) & = 0,98 (6H, dd, J = 6,9 Hz, J = 14,4 Hz, CHa), 1,59 (2H,
m), 1,76 (1H, m), 1,94 (1H, m), 2,13 (1H, m), 3,08 - 3,28 (2H, m) 3,54 - 3,76 (10H, m, CH0), 4,00 (1H, d, J = 6,3Hz),
4,20 (2H, m), 4,57 (1H, m), 5,27 (2H, s, OCH.Ar), 6,78 (2H, s, CH=CH), 7,42 (4H, m, ArH), 7,65 (2H, d, J = 8,5 Hz), 8,30
(2H, d, J = 9,2 Hz).

[0214] Compuesto 25d: "H-RMN (400 MHz, CDCI5/CDs0OD) & = 0,98 (6H, dd, J = 6,9 Hz, J = 14,4 Hz, CHs), 1,59 (2H
m), 1,76 (1H, m), 1,94 (1H, m), 2,13 (1H, m), 3,08 - 3,28 (2H, m) 3,57 - 3,76 (14 H, m, CH.0), 4,00 (1H, m), 4,22 (2H
m), 4,57 (1H, m), 5,26 (2H, s, OCH,Ar), 6,78 (2H, s, CH=CH), 7,42 (4H, m, ArH), 7,66 (2H, d, J = 8,3 Hz), 8,29 (2H,
J=9,3Hz).

Ejemplo 13: determinacién de la velocidad de ciclacién de compuestos de separador de ciclacion-duocarmicina

[0215] Se prepararon compuestos de separador de ciclacion-duocarmicina donde el separador de ciclacion esta
acoplado al grupo hidroxi del alquilador de ADN a partir de los derivados protegidos con Boc correspondientes tales
como y similares al compuesto 14a por tratamiento con TFA en DCM durante 10 minutos, seguidos de una
concentracion. Para la medicion de la velocidad de ciclacion a pH 7,4, el compuesto de separador de ciclacion-
duocarmicina se disolvié en una mezcla de 100 mM de tampdn fosfato de pH 7,4 y acetonitrilo (60/40) a 25 °C y se
siguio la desaparicion del material de partida/la aparicion de farmaco libre a lo largo del tiempo por LC/MS (inyeccion
directa de la mezcla de reaccion). Para la medicién de la velocidad de ciclacién a pH 5, el compuesto de separador de
ciclaciéon-duocarmicina se disolvié en una mezcla de 100 mM de tampdn de acetato sédico de pH 5 y acetonitrilo (60/40)
a 37 °C y se siguio6 la desaparicion del material de partida/la aparicidon de farmaco libre a lo largo del tiempo por LC/MS
(inyeccion directa de la mezcla de reaccion). Las velocidades de ciclacion se calcularon a partir de los datos de LC/MS.
La figura 2 muestra algunos datos representativos. Todos los compuestos de separador de ciclacidn-duocarmicina
representados en la figura 2 contienen el mismo compuesto de duocarmicina. CM-Farmaco1 contiene un separador de
ciclacion usado en el estado de la técnica. Todos los demas compuestos de separador de ciclacién-duocarmicina
contienen separadores de ciclacion seleccionados de los descritos en los ejemplos 1 - 9. Los resultados presentados
en la figura 2 indican que los separadores de ciclaciéon de la presente invencién se pueden usar para modular la
velocidad de ciclacion.

Ejemplo 14: estabilidad en el plasma humano de conjugados conector-agente conjugados con HSA

[0216] Se disolvio en DMSO un conjugado conector-agente con un grupo maleimida y se afiadié a plasma humano
estabilizado con heparina de sodio a 37 °C de manera que la concentracion de conjugado conector-agente fue 7,5 uM
y el porcentaje de DMSO fue 2,5%. El conjugado conector-agente reacciond in situ con la seroalbumina humana en 5
minutos, como se indica por LC/MS. La formacién de farmaco libre se siguié a lo largo del tiempo por LC/MS. Las
muestras de plasma fueron tratadas con acetonitrilo y se centrifugaron antes del analisis. La figura 3 presenta los datos
de estabilidad en el plasma humano para una seleccidn representativa de los conjugados conector-agente de la
presente invencion. Todos los conjugados conector-agente contienen el mismo analogo de duocarmicina y los
conectores estan acoplados a la fraccion alquiladora de ADN, salvo LD13, donde el conector se une a la fraccién de
union a ADN. LD5, LD12 y LD13 contienen conectores que se han usado en el estado de la técnica y que contienen un
conector relativamente largo, como en el compuesto 18d. LD10, LD25, LD26, LD28 y LD29 contienen conectores
relativamente cortos similares, como en el compuesto 18b, y tienen diferentes separadores de ciclacion. LD10 y LD12
difieren solo en la fraccién L. Los resultados en la figura 3 demuestran que los conjugados con un conector relativamente
corto tienen una alta estabilidad en el plasma humano, que generalmente excede a la de los conjugados
correspondientes con un conector relativamente largo. Se demuestra ademas que la estabilidad en el plasma se ve
afectada por el separador de ciclacion.

Ejemplo 15: estudio de la eficacia de una dosis individual en ratones nu/nu hembra con un xenoinjerto de N87

[0217] Preparacion de los ADC: se redujo trastuzumab (50 mg, 10 mg/ml) usando 1,1 equivalentes molares de TCEP
por incubacién a 20°C durante 90 minutos para generar 2 tioles libres por mAb. La proporcién de incorporacion se
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confirmoé mediante el ensayo de Ellman. Se afiadié conjugado conector-agente disuelto en DMSO a la solucion de
anticuerpo reducido gota a gota en una proporcion de 1,3 equivalentes molares por tiol libre de manera que la
concentracion final de DMSO fuera de un 10%. Después de mezclar durante 50 minutos adicionales a 20°C, la reaccion
se desactivo por la adicién de un equivalente molar de N-acetilcisteina por conjugado conector-agente. Después de la
desactivacion, el conjugado se desalé en tampdn PBS de pH 7,4 y luego se purificé usando una columna de proteina
A-r de 5 ml, donde el producto recogido de esta columna se desala en el tampdn de presentacion (el mismo tampén
que en el Herceptin disponible comercialmente). El producto se filtré a 0,2 ym y se caracterizé la agregacion (SEC), la
proporcioén farmaco a anticuerpo (UV, 280 nm vs 335 nm) y el conjugado conector-agente libre (LC/MS). Los ADC
usados en el estudio de eficacia descrito a continuacién contienen una seleccion representativa de conjugados conector-
agente de la presente invencion y tienen una proporcion farmaco a anticuerpo media de aproximadamente 2.

[0218] Estudio de eficacia: se implantaron subcutaneamente fragmentos de tumores N87 en ratones nu/nu hembra de
7-8 semanas de edad. El tratamiento comenzé 19 dias después del implante, cuando la masa tumoral media estimada
para todos los grupos fue de 130 mg. Los grupos con ADC contenian 6 animales por grupo; los grupos de control
contenian 4 animales por grupo. Los animales fueron tratados con una dosis individual de 12 mg de ADC/kg (0,2 ml/20
g para el vehiculo; 12 mg de mAb/kg para el trastuzumab) el dia 0. Los animales fueron sometidos a eutanasia cuando
el tumor alcanzé una masa de 1.000 mg. La figura 4A muestra la carga tumoral media para cada grupo. Una linea se
detiene después de que un primer animal del grupo correspondiente se haya sometido a eutanasia debido a la carga
tumoral. La figura B muestra el cambio de peso corporal medio para cada grupo. La figura C muestra el porcentaje de
supervivencia en cada grupo. EI ADC5 se basa en un conector-agente que contiene un conector relativamente largo,
como en el 18d, mientras que los ADC basados en los otros conectores-agentes contienen un conector relativamente
corto, como en el 18b. EI ADC30 contiene un farmaco diferente que los otros ADC, pero tiene el mismo conector que el
ADC28. El ADC5 y el ADC28 difieren solo en la fraccion L. Los resultados de la figura 4 demuestran que los conjugados
que contienen un conector relativamente corto tienen una mejor eficacia que el conjugado correspondiente con un
conector relativamente largo. Se demostrd que tanto la naturaleza del conector como la naturaleza del farmaco tienen
también un efecto sobre la eficacia.

Ejemplo 16: escisidon de conjugados conector-agente desactivados por la catepsina B

[0219] Se disolvio conjugado conector-agente en acetonitrilo/agua y se afiadieron 5 equivalentes de N-acetilcisteina. La
mezcla reactiva se incubd durante 1 h a RT y se liofilizd posteriormente para dar el conjugado conector-agente
desactivado. El conjugado conector-agente desactivado disuelto en DMSO se afiadié a una solucion de 5 pg/ml de
catepsina B (>200 U/mg) en tampdn de acetato sddico de pH 5 a 37 °C. La concentracién final de conjugado conector-
agente desactivado fue 130 uM. La desaparicién de material de partida se monitoreé a lo largo del tiempo por LC/MS.
La figura 5 presenta los datos de escision de la catepsina B para una seleccion representativa de conjugados conector-
agente desactivados de la presente invencién. LD5, LD12 y LD13 se basan en conectores-agentes del estado de la
técnica y contienen conectores que son relativamente largos, como en el 18d, mientras que los conectores en los otros
conjugados conector-agente desactivados son como en el 18b. Los dichos otros conjugados conector-agente
desactivados difieren principalmente en el separador de ciclacién. Los resultados de la figura 5 demuestran que todos
los conjugados conector-agente desactivados son escindidos eficazmente por la catepsina B.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto, que es

OH
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donde R es (CH2CH20)2H, (CH2)3C(O)NH2, (CH2)sCH(NH2)COOH (CH2);COOH, (CH2)sNHC(O)NH2 o (CH2CH20)3H; q
varia de 1 a 4; y Ab es trastuzumab.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde R es (CH2.CH,0):H.
3. Compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, donde el g medio es aproximadamente 2.

4. Proceso para la preparacion del compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende los pasos
siguientes:

a) reduccion de trastuzumab usando 1,1 equivalentes molares de TCEP por incubacion a 20°C durante 90 minutos;
b) adicion gota a gota de conjugado conector-agente disuelto en DMSO en una proporcion de 1,3 equivalentes
molares por tiol libre hasta una concentracion final de DMSO de un 10%;

c¢) mezcla durante 50 minutos adicionales a 20°C;

d) desactivacién de la reaccién por adicion de 1 equivalente molar de N-acetilcisteina por conjugado conector-
agente;

e) desalacién del conjugado en tampon PBS de pH 7,4;

f) purificacion usando una columna de proteina A-r; y

g) filtracién sobre un filtro de 0,2 ym.

5. Composicion farmacéutica que comprende el compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un portador
farmacéuticamente aceptable, preferiblemente para la administracion parenteral.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o composicién farmacéutica segun la reivindicacion 5 para
el uso como medicamento, en particular para el tratamiento o la prevencion de un tumor en un mamifero.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o composicion farmacéutica segun la reivindicacién 5 para
usar en el tratamiento o la prevencion de un tumor positivo para Her2 en un mamifero, en particular cancer de mama
metastasico o cancer gastrico.

8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 5 para
usar en una terapia combinatoria con uno o mas agentes terapéuticos diferentes.
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Fig. 1
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Fig. 3
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Fig. 4c

LDS LD10 D12 LD13 LD25 D26 LD27 D28 LD29 LD30
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