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1. O Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o
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Tradicionales, certificado o nimero de registro, si fuera el
caso. ’

13. Reduccion de tasas

Micro, pequefias o medianas empresas
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establecido en la ley 995 de 2004.

Universidades publicas o privadas
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Entidades sin animo de lucro
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O Hoja de informacion complementaria.
[ otros, especificar

14, [ Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la
solicitud por 500.000.

15. [ Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

16. O Comprobante de |pago de la tasa por concepto de
excedente de palabras en la publicacion.

17. [X] Comprobante de pago por 19 reivindicaciones adicionales
a 10 por $570.000.
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DERIVADOS ANTICANCEROSOS, SU PREPARACIéN

Y SU APLICACION TERAPEUTICA |
|

La presente invencion se refiere a conjugados de dimeros de la pir’rolo[1,4]benzodiazepina
(PBD), a las composiciones que los contienen y a su aplicacién terapéuticlla, principalmente como
compuestos anticancerosos. La invencion se refiere también al procedimigznto de preparacion de
los conjugados a su aplicacion como compuestos anticancerosos, asi como a los propios
dimeros. !

i

. . . | .
Los dimeros de las pirrolo[1,4]benzodiazepinas son compuestos antlc?ncerosos que actuan

[Area técnica]

uniéndose de forma covalente al ADN de las células. Estos derivados hap sido descritos en las
solicitudes WO 00/12508 y WO 2005/085260 asi como en las publicaciopes siguientes: Eur. J.
Med. Chem. 2005, 40, 641-654; Tetrahedron Letters 1988, 29 (40), 5105-5108.

i
La quimica de los conjugados es conocida desde hace muchos afios y halsido aplicada a varias
familias de citotéxicos como por ejemplo los maitansinoides (WO 04103i72), los taxanos (WO
06061258), las leptomicinas (WO 07144709), el CC-1065 y sus anélogclls (WO 2007102069);
véase también a propésito de los conjugados, los documentos Monneret; C., et al., Bulletin du
Cancer 2000, 87 (11), 829-38 ; Ricart A. D. et al., Nature Clinical Practice Oncology 2007, 4, 245-
255; Singh R. y Rickson H. K., Therapeutic Antibodies: Methods and Protocols, 2009, 525, 445-
467. |

[Técnica anterior]
Conjugados de dimeros de la pirrolo[1,4]benzodiazepina ya han sido descritos en las solicitudes
WO 07085930 0 WO 2009/016516. Los dimeros utilizados tienen por formulas:

|

H N X-An-T-AN'-X: Nz\@_/ :&(_N X-An-T-A'n’-X: W
0 0 0 . O

en las que T puede representar un grupo arilo o heteroarilo sustituido con -G-D-(2),-S2, 0
-G-D-(Z)-C(=0)ZyR,. G representa un enlace sencillo o doble o bien LO-, -S- 0 -NR-. D
representa un enlace sencillo o bien uno de los grupos siguientes: —E-J, -E-NR-, -E-NR-F-,
-E-O-, -E-O-F-, -E-NR-CO-, -E-NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -"E—S-F-, -E-NR-C-S-,
-E-NR-CS-F-para los que E y F se eligen entre -(OCHZCH?)ianuiI(OCHchz)j-,
-alquil(OCH,CH,)-alquil-, -(OCH,CHy)r-, -(OCH,CHz)icicloalquil(OCH,CHy);-,
-(OCH,CHy);heterociclill OCH,CHy);-, -(OCH.CHyp)iaril(OCH2CHa);-,
-(OCH,CHy)iheteroaril(OCH,CH,);-, —alquiI-(OCHché_)ialquiI(OCHQCHz)j-,
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-alquil-(OCH,CHy)r-, -alquil-(OCH,CHy),cicloaquil(OCH,CH,)-,
-alquil(OCH,CHy)heterociclil( OCH,CH,);-, -alquil-(OCH,CHo)iaril(OCH,CH,)-,
-alquil(OCH,CHy);heteroaril(OCH,CH,)-, -cicloalquil-alquil-, -alquil-cicloallquil-, -heterociclil-alquil-
, -alquil-heterociclil-, -alquil-aril-, -aril-alquil-, -alquil-heteroaril-, -heteroaril:alquil-. | y j representan
ndmeros enteros que van de 0 a 2.000. Z representa un grupo alquilo 3) p €s un ndmero entero
que vale 0 6 1. En estos compuestos, el R del grupo NR no comprende la cadena PEG.

Immunogen ha descrito en noviembre de 2009 en el congreso de EORTC (Abstract B-126) el

|

conjugado siguiente:

MeO H-anticuerpo
€0~y NP \/\N

S fli@

que se distingue por la naturaleza del conector y del compuesto citotoxico. Este compuesto se
ha vuelto a describir en el congreso Sixth Annual PEGS en Boston que ha tenido lugar del 17 al
21 mayo 2010 asi como los compuestos precursores

0
H, —N ) o N M
m OMe MeO% .

siguientes: ° ° con R= N-succinimidilo o metilo.

Los dimeros siguientes se describen principalmente respectivamente en WO 07085930 y WO
2009/016516 :

o/\/rlq\>(s,s\ NO%ONOWo\
u =N °\/©\/0 N=y V&\/
\/C{\%i:[? ?Kjog”}j\v (& VCQQC[? Kjg)j\/ (6].5)

Estas tres solicitudes no describen ni sugieren los nuevos conectores de la invencién que
comprenden una o dos cadenas pegiladas.
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[Problema técnico] .

El problema técnico que pretende resolver la presente invenciéon es el de proponer nuevos

conjugados de dimeros de la pirrolo[1,4]benzodiazepina.

[Definiciones]
Se entiende por: |
¢ conjugado: un agente de seleccién de la diana celular al que esta u:nido de forma covalente
al menos una molécula de un compuesto citotéxico; ‘
¢ agente de seleccion de la diana celular (o "cell binding agent” en in'glés): una molécula que
tiene afinidad por una diana biolégica: se puede tratar por ejemplo de un ligando, una proteina,
un anticuerpo, mas particularmente monoclonal, un fragmento de proteina o de anticuerpo, un
péptido, un oligonucleétido o un oligosacarido. El agente de seleccion de la diana tiene como
funcién dirigir el compuesto biolégicamente activo como un citotéxico hacia |a diana bioldgica;
e diana bioldgica: un antigeno (o grupo de antigenos) localizado preferiblemente en la
superficie de las células cancerosas o células estromales asociadas a este tumor; estos
antigenos pueden ser por ejemplo, un receptor del factor de crecimiento, un producto de un
oncogén o de un gen « supresor del tumor » mutado, una molécula relacionada con la
angiogenesis, 0 una molécula de adhesion; | A
e conector: un conjunto de atomos que permiten unir de forma covalente un compuesto
citotdxico al agente de seleccién de la diana;
* grupo alquilo : un grupo hidrocarbonado alifatico saturado obtenid‘o quitando un atomo de
hidrégeno de un alcano. El grupo alquilo puede ser lineal o ramificado. A titulo de ejemplos, se
pueden citar los grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, iso-butilo, terc-butilo, pentilo,
2,2-dimetilpropilo, hexilo; i
e grupo cicloalquilo: un grupo alquilo ciclico que comprende entre 3 y 8 atomos de carbono
implicados en la estructura ciclica. A titulo de ejemplos, se pueden citar los grupos ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo; '
¢ grupo arilo: un grupo aromatico que no contiene ningun heteroatomo, mono- o biciclico. Se
trata mas particularmente de grupos fenilo y naftilo;
» grupo heteroarilo: un grupo aromatico que comprende al menos dn heteroatomo (O, S, N)
implicado en el ciclo y unido a los atomos de carbono que forman el ciclo, mono- o biciclico. Se
trata mas particularmente de los grupos piridinilo, pirrolilo, tienilo, furanilo, pirimidinilo o
triazolilo; |
» grupo heterocicloalquilo: un grupo cicloalquilo que comprende al menos un heteroatomo (O,
S, N) implicado en el ciclo y unido a los atomos de carbono formar%do el ciclo. Se trata mas
paticularmente de grupos piperazino, N-metilpiperazino, morfolino, pip;eridino o pirrolidino ;
e grupo alcoxi: un grupo -O-alquilo, en el que el grupo alquilo es tal como se ha definido
anteriormente;
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e grupo alcanoiloxi: un grupo —0-CO-alquilo, en el que el grupo alquilo es tal como se ha

definido anteriormente;

e grupo alquileno: un grupo divalente saturado de férmula general -CmHzm-, obtenido quitando

dos atomos de hidrégeno de un alcano. A titulo de ejemplos, se piueden citar los grupos

metileno (-CH»-), etileno (-CH,CH.-), propileno (-CH,CH,CH,-), butileno
Me Me

(-CH,CH,CH,CH,-), isobutileno (é)% ), hexileno (-CH,CH,CH,CH,CH,CH-). EI grupo

alquileno puede ser mas particularmente de férmula —(CHy)n-, repre?entando m un numero

entero; j

¢ en los intervalos de valores se incluyen los extremos, (por ejemplo, ;un intervalo de tipo « i

que va de 1 a 6 » incluye los extremos 1 y 6. Ademas, el intervalo también describe todos los

puntos del intervalo; asi, « i que va de 1 a 6 » describe los valores 1,2, 3,4, 5y 6.

Abreviaturas utilizadas

AcOEt: acetato de efilo; ALK: grupo alquileno; ALK(C,-C,): grupo alquileno(C,-C,); CCF:
cromatografia en capa fina (TLC por sus iniciales en inglés); CMS : cloruro de metanosulfonilo ;
DBU:1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno; DCC: N,N’-diciclohexilcarbodiimida; DCM:
diclorometano; DEAD: dietilazodicarboxilato; DIC: N,N’-diisopropilcarbodiimida; DIPEA: N,N-
diisopropiletilamina; DMA: dimetilacetamida; DMAP: 4-dimetilaminopiridina; DME: dimetoxietano;

DMF: dimetilformamida; DMSO: sulféxido de dimetilo; e o nm : coeficiente de extincion molar a la
longitud de onda LO ; EEDQ: 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroquinolina; EDCI: N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida; EDTA: acido etilen-diaminio-tetraacético; Fmoc:
fluorenilmetoxicarbonilo; Hal: &tomo de halégeno; HOB: 1-hidroxibenzot:riazol; HEPES: acido 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico; LO: longitud de onda; Me' : metilo ; NHS: N-
hidroxisuccinimida; NMP: N-metilpirrolidinona; PR: presion reducida; Rf : factor de retencion ;
SEC: cromatografia de exclusion estérica; TA: temperatura ambiente; TBDMS: terc-
butildimetilsililo; TEA: trietilamina; TFA: acido trifluoroacético; TIPS: triisopropilsililo; THF:
tetrahidrofurano; tg: tiempo de retencién.

[Figuras]

Figura 1: modificacién de un agente de seleccién de la diana por SPDP ;

Figura 2: modificacién de un agente de seleccidn de la diana por un iminotiolano;

Figura 3: espectro de masas de alta resolucion deconvolucionado del conjugado del ej. 8
después de desglicosilacion;

Figura 4 : Espectro de masas de aita resolucion (HRMS) deconvolucionado del conjugado del g;.
9 no desglicosilado;

Figura 5: Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) deconvolucionado del conjugado del €.
10 no desglicosilado;
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Figura 6: Espectro de masas de alta resoluciéon (HRMS) deconvolucionado del conjugado del ej.
11 no desglicosilado. |‘
Estas figuras muestran para cada conjugado, la distribucién de las espelcies que llevande 0 a 8

dimeros de tomaimicinas (Dy: ningun dimero; D,: x dimeros).

[Descripcion breve de la invencion]
La invencién se refiere a compuestos de formula (1):
Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G I

l
N /GCR1
L, L,

en la que:

'
. representa un enlace sencillo o un enlace doble con la condicién de que

Si representa un enlace sencillo entonces:

< Uyl/o U’ idéntico o diferente, representa(n) independientemeﬁte el uno del otro, H;

< Wylo W, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro: OH,
-OR, —~OCOR, -COOR, -OCOOR, —OCONRR’, un carbamato ciclico tal que N10 y C11
estén incluidos en un ciclo, -NRCONRR’, -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico tal que N10
y C11 estén incluidos en un ciclo, -SH, -SR, -SOR, -SOOR, -S0O3, -NRSOOR’, -NRR’,
una amina ciclica tal que N10 y C11 estén incluidos en un ciclo, i—NROR’, —NRCOR’, =N,
-CN, Hal, un grupo trialquilfosfonio o triarilfosfonio;

Si representa un enlace doble entonces:

< Uy estan ausentes;
<+ Wylo W idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro H;

s Ry, Rz, Ry, Ry, idénticos o diferentes, representan independientpmente el uno del otro:
H, Hal 0 un grupo alquilo(C4-Cs) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo, S(O)4R con q = 0,1
6 2;

o bien
R4y R; y/o Ry’ y Ry’ forman juntos respectivamente un enlace doQIe =CH; 0 =CH-CHj;

e Y e Y, idénticos o diferentes, representan independientementé el uno del otro H u
-OR;

o Mrepresenta CHON;

¢ ALKy ALK’ designan un grupo alquileno(C-Cg);
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R y R’ representan, independientemente el uno del otro, H o un grupo alquilo(C4-Cg) 0
arilo sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes elegidos entre: Hal, CN,
NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo; l
L4 representa:
o un enlace sencillo;
0 |
o el grupo -(OCH,CHy)i-, unido al ciclo fenilo o piridinilo por eI' atomo de oxigeno,
representando i un niumero entero que va de 2 a 40, pref:erentemente de 2 a 10,
preferentemente igual a 3 ;
0 | _
o el grupo -D-ALK(C,-Cg)- unido al ciclo fenilo o piridinillo por D, en el que D
representa —O-, —-NH- o —Nalquilo(C4-Cy)-;
L, representa:
o un grupo —ALK(C+-Cg)-;
o)
o el grupo —(CH,CH;0)-CH,CH,-, representando j un nimero entero que vade 1 a

40, preferentemente de 1 a 10, preferentemente igual a 26 3 ;

o un grupo —(CH,CH,0);-CH,CH,NR”-ALK(C+-Ce)-, unido al atomo de nitrégeno por
el resto -(CH,CH,0)-, representando j un nimero entero que va de 1 a 40,
preferentemente de 1 a 10, preferentemente iguala 2 6 3, y representando R” H
0 un grupo alquilo(C4-Cy);
Q representa un enlace sencillo o el grupo C(=0) ;
k representa un nimero entero que va de 0 a 40, preferentemente de 1 a 40, mas bien
de1a10;
G representa un grupo —OR o -NRR’, siendo R y R’ tales como se han definido
anteriormente o siendo tales que forman junto con el atomo de nitrégeno al que estan
unidos un grupo heterocicloalquilo(C4-C1o) que puede comprender en el ciclo otro
heteroatomo elegido entre N, O 0 Sy que puede estar sustituido opcionalmente con al
menos un sustituyente elegido entre-un grupo alquilo(C4-C,), un.atomo de halégeno o un
grupo hidroxi;
GCR1 representa 2l grupo -SZ, 0 —C(=0)-Z,Ry;
Z representa Ac, R;0 SRy ;
R, representa H, o un grupo alquilo(C4-Cs), cicloalquilo(Cs-Cg), arilo, heteroarilo o
heterocicloalquilo(C4-C4) sustituido opcionalmente con uno' o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, NO,, un grupo arilo o heteroarilo;
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e Z,representa un enlace sencillo, -O- o0 -NH- y representando R, H 0 un grupo alquilo(Cs-
Cs), cicloalquilo{(C3-Cg), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo(C4-C1;0) o bien Z, representa
un enlace sencillo y R, representa Hal;

con la condicion de que si Ly representa un enlace sencillo entonces GCR1 representa

—SZa

Mas particularmente, se trata de los compuestos de formula (I1A) o (I1B) : |
Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G \
|

N /GCR1

L L . _N_ _-GCR,
1 .'/ L,/
= S
H, N 0 I/ o N— M | H
N Y Y N N ¥ Y'j@‘/N
(1A) (1B)
s} o o o)

La invencion también se refiere al procedimiento de preparaciéon de un conjugado, que consiste

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,G
|

—

en: (i) poner en contacto y dejar reaccionar una disoluciéon acuosa, opcl:ionalmente tamponada,
del agente de seleccion de la diana, opcionaimente modificado mediante un agente de
modificacion, y una disolucién de un compuesto de formula (1), (i) y olpcionalmente separar el
conjugado formado en la etapa (i) del compuesto de férmula (1) y/o del agente de seleccién de la
diana que no haya reaccionado y/o de los agregados que se formarian opcionalmente. El grupo
quimico GCR1 del compuesto de férmula (I) debe ser reactivo frente a los grupos quimicos
GCR2 presentes en el agente de seleccién de la diana principalmente frente a los grupos aminos
presentes en el anticuerpo, habiéndose introducido dichos grupos quimicos GCR2 llegado el
caso con el agente de modificacion de forma que se asegure la union del compuesto de formula
() al agente de seleccion de la diana por formacion de un enlace covalente.

La invencién también se refiere a un conjugado asi como a una disolucién de conjugado
susceptible de obtenerse por el procedimiento descrito anteriormente.

La invencion también se refiere a la utilizacién de un derivado de formula (1) para la preparacién
de un agente de seleccion de la diana al que esté unido de forma covalente, en la posicién para
de M, el dimero de férmula:

AN " 10

w U |
S N-—=U? H
N y
R, ALK M ALK AV
1 .y
R, N4 4 ¥ ‘5 :
3
0
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El compuesto, el conjugado asi como la disolucién del conjugado pueden utilizarse como agente

anticanceroso.

La invencién también se refiere al compuesto de formula P ;

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,G
I

/N\ 7 X
L, L,
L]
Xy, F |
LG\ — /lLG‘ ‘
ALK M ALK ‘

en la que L4, Ly, Q, k, ALK, ALK’ y G son tales como se han d:efinido anteriormente;
representando LG y LG’ un grupo saliente y X’ representa GCR1. |

1
La invencion también se refiere a un agente de seleccion de la diana al qu?e se ha unido de forma

covalente en posicién para de M el dimero de formula:

después de reaccion de un compuesto de la invencioén con el agente de seleccién de la diana.

[Descripcidén de la invencion]

La invencién se refiere a compuestos de formula (1):

Q-{CH,CH,0),-CH,CH,-G
|

/N\ /GCR1
1 L
N .
o}
0 Z -
Nalk M ALK'
Y Y
en la que:
e — representa un enlace sencillo 0 un enlace doble con la condicién de que
si —  representa un enlace sencillo entonces:

s+ Uylo U, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del ofro, H;

<+ W y/lo W’, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro: OH,
-OR, —-OCOR, -COOR, -OCOOR, —OCONRR’, un carbamato ciclico tal que N10 y C11
estén incluidos en un ciclo, -NRCONRR’, -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico tal que N10
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y C11 estén incluidos en un ciclo, -SH, -SR, -SOR, -SOOR, -803, -NRSOOR’, -NRR’,
una amina ciclica tal que N10 y C11 estén incluidos en un ciclo, -NROR’, -NRCOR’, —Nj3,
-CN, Hal, un grupo trialquilfosfonio o triarilfosfonio;

si representa un enlace doble entonces:
« Uy U estan ausentes;
% Wylo W’ idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro H;

e R4, Ry, R, RY, idénticos o diferentes, representan independientemente el uno del otro:
H, Hal o un grupo alquilo(C4-Cs) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroa::lrilo, S(O);R cong =0,1
62; |

o bien
R;y Rz y/o Ry’ y R;’ forman juntos respectivamente un enlace doble =CH, o =CH-CHs;

e Y e Y, idénticos o diferentes, representan independientemente el uno del otro H u
-OR;

e Mrepresenta CHON;

e ALKy ALK’ designan un grupo alquileno(C-Cg);

* Ry R’ representan, independientemente el uno del otro, H o un grupo alquilo(C+-Cs) 0
arilo sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes élegidos entre: Hal, CN,
NRR'’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo;

e L,4representa:

o un enlace sencillo;

0

o el grupo -(OCH,CH,);-, unido al ciclo fenilo o piridinilo por el atomo de oxigeno,
representando i un nimero entero que va de 2 a 40, preferentemente de 2 a 10,
preferentemente igual a 3 ;

o el grupo -D-ALK(C-Cg)- unido al ciclo fenilo o piridinilo por D, en el que D
representa —O-, —-NH- o —Nalquilo(C4-Cy)-;
o L, representa:
o ungrupo —ALK(C-Ce)- ;
0
o el grupo —~(CH,CH,O)-CH,CH,-, representando j un nimero entero que vade 1 a

40, preferentemente de 1 a 10, preferentemente igual a2 6 3

o un grupo —(CH,CH,0);-CH,CH,NR"-ALK(C1-Cg)-, unido al 4tomo de nitrégeno por
el resto -(CH,CH,O)-, representando j un numero en;tero que va de 1 a 40,
preferentemente de 1 a 10, preferentemente igual a 2 6 3, y representando R” H
o un grupo alquilo(C4-C,);
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Q representa un enlace sencillo o el grupo C(=0) ;
k representa un numero entero que va de 0 a 40, preferenteme’n':ce de 1 a 40, mas bien
de1a10; |
G representa un grupo —OR o -NRR’, siendo R y R’ tales como se han definido
anteriormente o siendo tales que forman junto con el atomo de nitrégeno al que estan
unidos un grupo heterocicloalquilo(C4-C4¢) que puede comprénder en el ciclo otro
heteroatomo elegido entre N, O 0 Sy que puede estar sustituidc!> opcionalmente con al
menos un sustituyente elegido entre un grupo alquilo(C4-Cy), un é{omo de halégeno o un
grupo hidroxi;
GCR1 representa el grupo -SZ, 0 —C(=0)-ZyRy;
Z,representa Ac, R0 SR, ;
R, representa H, o un grupo alquilo(C4-Cs), cicloalquilo(Cs-Cg), arilo, heteroarilo o
heterocicloalquilo(C4-C1o) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, NO,, un grupo arilo o heteroarilo;
Z, representa un enlace sencillo, -O- o -NH y representando R, H o un grupo
alquilo(C4-Cs), cicloalquilo(C3-Cg), arilo, heteroarilo o heterocicloa!quilo(C4-C1o) o bien Z,

representa un enlace sencillo y Ry, representa Hal;

con la condicién de que si L; representa un enlace sencillo entonces GCR1 representa —SZ..

Los compuestos de formula (1) pueden existir por lo tanto en la forma:

Q-{CH,CH,0),-CH,CH,-G

N _GCR,

L, L

w X H
H iy l N a
N o P 0 R
R, ak M7 ALk 1
. R,
R, “—N Y Y N d
o)

La invencién se refiere igualmente a los compuestos de férmula (I') :

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G
|

/N\ ~
LZ
1

e

GCR,
L

()

en la que:
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J representa un enlace sencillo o un enlace doble con la condicién de que si

representa un enlace sencillo, entonces:

R/

< -—representa un enlace sencillo;

% Uylo U, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro, H:

s W ylo W’ idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro: OH,
-OR, ~OCOR, -COOR, -OCOOR, —OCONRR’, un carbamato ciclico tal que N10 y C11
estén incluidos en un ciclo, -NRCONRR’, -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico tal que N10
y C11 estén incluidos en un ciclo, -SH, -SR, -SOR, -SOOR, -S03", -NRSOOR', -NRR',
una amina ciclica tal que N10 y C11 estén incluidos en un ciclo, -NROR’, -NRCOR’, =N,
-CN, Hal, un grupo trialquilfosfonio o triarilfosfonio;

* Ry, Rz, Ry, Ry, idénticos o diferentes, representan independientemente el uno del otro:
H, Hal o un grupo alquilo(C4-Ce) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo, S(O)4R con g = 0,1
02

o bien
R4y R; y/o Ry’ y Ry’ forman juntos respectivamente un enlace doki)le =CH; 0 =CH-CHg3;

e Y e Y’ idénticos o diferentes, representan independientementie el uno del otro H u
-OR;

e Mrepresenta CHoN;

e ALKy ALK’ designan un grupo alquileno(C+-Cs);

¢ R y R’ representan, independientemente el uno del otro, H o un grupo alquilo(C4-Cs) 0
arilo sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes elegidos entre: Hal, CN,
NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo;

e L, representa:

o un enlace sencillo;

0

o el grupo -(OCH,CH,)-, unido al ciclo fenilo o piridinilo por el atomo de oxigeno,
representando i un nimero entero que va de 2 a 40, preferentemente de 2 a 10;

0

o el grupo -D-ALK(C4-Ce)- unido al ciclo fenilo o piridinilo por D, en el que D

representa —O-, —-NH- 0 —Nalquilo(C+-Cy)-;

o L, representa:

o ungrupo —ALK(C+-Cg)-;
0
o el grupo —(CH,CH,0);-CH,CH,-, representando j un niimero entero que vade 1 a

40, preferentemente de 1 a 10 ;
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o un grupo —(CH,CH,0);-CH,CH,;NR”-ALK(C+-Ce)-, unido al atomo de nitrégeno por
el resto -(CH,CH,0)-, representando j un nimero entero que va de 1 a 40,
preferentemente de 1 a 10, y representando R” H o un grppo alquilo(C4-Cy);

e Q representa un enlace sencillo o el grupo C(=0) ;

» Kk representa un nimero entero que va de 0 a 40, preferentemente de 1 a 40, mas bien
detai0; |

o G representa un grupo —OR o -NRR’, siendo R y R’ tales ‘como se han definido
anteriormente o siendo tales que forman junto con el atomo de, nitrégeno al que estan
unidos un grupo heterocicloalquilo(C4-C45) que puede compr'ender en el ciclo otro
heteroatomo elegido entre N, O 0 Sy que puede estar sustituidp opcionalmente con al
menos un sustituyente elegido entre un grupo alquilo(C4-C,), un atomo de halégeno o un
grupo hidroxi;

o GCR1 representa el grupo -SZ, 0 —C(=0)-ZyRp;

o Z,representa Ac, R,0 SR;;

e R, representa H, o un grupo alquilo(C4-Cs), cicloalquilo(C;-Cs), arilo, heteroarilo o
heterocicloalquilo(C4-C1o) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, NO,, un grupo arilo o heteroarilo;

o Z,representa un enlace sencillo, -O- 0 -NH- y representando R, H o un grupo alquilo(C;-
Ce), cicloalquilo(C5-Cs), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo(C4-C4o) 0 bien Z, representa
un enlace sencillo y R, representa Hal; '

con la condicion de que si L4 representa un enlace sencillo entonces GCR1 representa
_SZa.
Q-~(CH,CH,0),-CH,CH,-G

Se designa con L el conector definido por

Mas particularmente, si L4 representa un enlace sencillo, L, representa —(CH,CH,0)-CH,CH,-

0 —(CH,CH,0);-CH,CH,NR"-ALK(C1-Cg)- y/o k#2.

Mas particularmente, cuando M representa N, -D-ALK(C;-Cg)- representa mas bien
—0O-ALK(C4-Cs)-.

Mas particularmente, los dos grupos ALK y ALK’ unidos al nucleo fenilo o piridinilo designan
ambos un grupo metileno. .
Mas particularmente, D representa —O-, -NH- 0 -NMe-.

En las formulas (1) y (I') anteriores, cada grupo alquileno (asi, por ejemplo, los dos grupos ALK y
ALK’ unidos al nucleo fenilo o piridinilo pueden ser idénticos o diferentes; segun otro ejemplo, el

grupo ALK de —D-ALK(C,-Cs)- puede ser idéntico o diferente del grupo ALK unido al nucleo fenilo
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o piridinilo). ALK puede elegirse por ejemplo entre uno de los siguientes: -CH,-, —CH,CH,-,
CHszez-, -CH2CH2CH2-.

Y e Y’ representan mas particularmente un grupo alcoxi(C4-C,), principalmente el grupo metoxi.
R y R’ pueden representar mas particularmente, independientemente el uno del otro, H o un
grupo alquilo(C4-Ceg).

Segun un modo particular, U=U’ y/o W=W’ y/o R=Ry’ y/o R,=R;’ y/o Y=Y’ y/o los dos grupos
ALK y ALK’ unidos al nucleo fenilo o piridinilo son idénticos (dimero simétrico mas facil de
preparar).

Mas particularmente, W y W’ son idénticos o diferentes y representan OH, OMe, OEt, NHCONH,,
SMe.

R"” puede representar H o un grupo alquilo(C4-C,), principalmente Me.

M representa mas particularmente un atomo de nitrégeno (N).

Mas particularmente, Ry y R, y/o Ry’ y Ry’ forman juntos respectivamente un enlace doble =CH,
0 =CH-CHa;, mas especificamente =CH-CHs.

G puede representar un grupo —OR, mas particularmente un grupo —OH o -Oalquilo(C;-Cg),
principalmente ~OMe. G puede representar también un grupo -NRR’ en el que R y R’
representan independientemente el uno del otro H o un grupo alquilo(C+-C¢). Mas
particularmente, G puede representar por lo tanto un grupo —-NH,, -NHalquilo(C4-C¢) ©
—Nalquilo(C+-Cs),, principalmente —N(CHs).. G puede representar también un grupo -NRR’, en el
que R y R forman junto con el atomo de nitrégeno al que estdn unidos un grupo
heterocicloalquilo(C4-C+o) que puede comprender en el ciclo otro heterodtomo elegido entre N, O
o Sy que puede estar sustituido opcionalmente con al menos un sustituyente elegido entre un
grupo alquilo(C4-Cy4), un atomo de halégeno o un grupo hidroxi. El grupo heterocicloalquilo puede
elegirse princpalmente entre piperazino, N-metilpiperazino, morfolino, piperidino o pirrolidino.

k representa un numero entero que va de 0 40. k puede tomar el valor 0 (ninguna cadena PEG
terminada con G unida al étomo de nitrégeno). Entre los compuestos de la invencion, se pueden
distinguir aquellos que comprenden una cadena PEG terminada con G unida al atomo de
nitrégeno y k va de 1 a 40, més bien de 1 a 10, mas bien de 1 a 5. Se pueden distinguir también
aquellos que comprenden al menos una cadena PEG es decir aquellos paralos que kvade 1 a
40, preferentemente de 1 a 10, mas bien de 1 a 5, y/o L1=-(OCH,CHy);- y/o Ly= -(CH,CH,0);-
CH,CH>- 0 bien —=(CH,CH,0);-CH,CH,NR"-ALK(C1-Ce)-.

Los compuestos de férmulas () y (I, incluidos los indicados como ejemplo, pueden existir en
estado de bases o de sales de adicion a acidos farmacéuticamente aceptables asi como en
forma de hidratos o de solvatos de estas bases o de estas sales.
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Mas particularmente, se distinguen aquellos de formula (1A) o (IB) :

Q-{CH,CH,0),-CH,CH,-G
|

Q-{CH,CH,0),-CH,CH,-G
N -OCR, :
L, L

N

L<%(_N o\/fMj\/o %_/ H, —N o\/ijo M= M
N\'DiY vm‘/N N\!ﬁy ' Y'j@'/N
0 0 | o

GCR
~, 1
L2

g (1A) (1B)

Ademas, se distinguen:
5 = un 1* subgrupo de compuestos para el que L= -D-ALK(C+-Cg)- ¥ LQ= -ALK(C4-Cg)- :
= un 2° subgrupo de compuestos para el que L= -(OCH,CHy) y L= -ALK(C4-Cg)- ;
» un 3% subgrupo de compuestos para el que L= enlace sencillo y L,= —(CH,CH,0)-
CH,CHNR”-ALK(C4-Ce)- ;
= un 4° subgrupo de compuestos para el que L= -D-ALK(C-Cq)-, ¥ Lo= —(CH,CH;0);-
10 CH,CH,NR”-ALK(C4-Cg)- ;
= un 5° subgrupo de compuestos para el que L= -D-ALK(C4-Ce)- y L= -(CH,CH,O)-
CHyCHo-. '

Se pueden distinguir igualmente los grupos de compuestos siguientes:
15 » 1= -D-ALK(C4-Cq)-, Lo= -ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=0OR, GCR1=-SZ, ;
* 1= -D-ALK(C+-Ce)-, Lo= -ALK(C+-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-8Z, ;
» L= -(OCH,CH,)i-, Lo= -ALK(C+-Ce)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-SZ, ;
1 L4= -(OCH,CHy);-, Lo= -ALK(C4-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-SZ, ;
» 4= -D-ALK(C+-Cs)-, Lo= -ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G= NRR’, GCR1=-SZ, ;
20 * L= -D-ALK(C+-Cg)-, L= -ALK(C4-C¢)-, Q=CO, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-SZ, ;
* L4= enlace sencillo, L,= —(CH,CH,0);-CH.CH,NR""-ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10,
G=0R, GCR1=-8Z, ;
* L= enlace sencillo, L,= —(CH,CH,0);-CH,CH.NR”-ALK(C1-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR,
GCR1=-8Z,;
25 » L= enlace sencillo, L,= —(CH,CH,0)-CH,CH,NR”-ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=0-10,
G=NRR’, GCR1=-8Z, ;
* Ly= enlace sencillo, L,= —(CHCH,0)-CH,CH,NR"-ALK(C;-Cg)-, Q=CO, k=0-10, G=NRR’,
GCR1=-8Z,;
* 1= -D-ALK(C+-C¢)-, L= —(CH,CH,0)-CH,CH,NR”-ALK(C-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=0-
30 10, G= NRR’, GCR1=-SZ, ;
* Ly= -D-ALK(C;-Cq)-, Lo= —(CH,CH,0);-CH,CHNR”-ALK(C1-Cg)-, Q=CO, k=0-10, G= NRR’,
GCR1=-8Z,;
* L= -D-ALK(C4-Cg)-, L= —(CH,CH;0);-CH,CH,NR”-ALK(C+-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-
10, G=0OR, GCR1=-8Z; ;
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* L= -D-ALK(C4-Ce)-, L= —(CH,CH,0);-CH,CH,NR”-ALK(C+-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=OR,
GCR1=-8Z,;
* = -D-ALK(C;4-C¢)-, L= -ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=0OR, GCR1=-
C(=0)ZuRy;
» L4=-D-ALK(C+-Cs)-, Lo= -ALK(C4-Cq¢)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-C(=0)Z,Ry;
v |4,= -D-ALK(C4-Cg)-, Lo= -ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-
C(=0)ZyRy;
» Ly= -D-ALK(C1-Ce)-, Lo= -ALK(C4-Cs)-, Q=CO, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-C(=0)Z,Rs ;
» L= -(OCH,CH,)-, L,= -ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-C(=0)ZyRy
» L41=-(OCH2CHy)i-, Lo= -ALK(C4-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-C(=0)Z,Ry;
* L= -(OCHCHp)-, L= -ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-
C(=0)ZyRy;
* L= -(OCH2CHy)i-, Lo= -ALK(C4-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-C(=0)Z,Ry;
* L4= -D-ALK(C4-Ce)-, L= -(CH,CH,0);-CH,CH,-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-
C(=0)ZoRy ;
* L= -D-ALK(Cs-Cg)-, Ly= -(CH,CH,0)CH.CH,-, Q=CO, k=1-10, G=OR, GCR1=-
C(=0)ZuRy ; .
» L= -D-ALK(Ci-C¢)-, L= -(CH,CH,0)-CH,CH_-, Q=enlace sencillo, k=0-10, G=NRR’,
GCR1=-C(=0)ZyRy ;
* L= -D-ALK(C4-Ce)-, Lo= -(CH,CH,0)-CH,CH,-, Q=CO, k=0-10, G=NRR’, GCR1=-
C(=0)ZuRy.

En los grupos de compuestos definidos anteriormente:

i representa mas particularmente un nimero entero que va de 2 a 10, principalmente un
numero entero igual a 3 ;

j representa mas particularmente un numero entero que va de 1 a 10, principalmente un
namero entero iguala2 6 3 ;

k representa mas particularmente un nimero entero iguala 0, o quevade 1 a2 5.

La Tabla I describe los conectores L particulares asi como los ejemplos de compuestos que les
corresponden. Cada compuesto de esta tabla puede existir en la forma con M = CH (benceno) o
bien M = N (piridina). Los compuestos con M = N son mas solubles en agua. En esta tabla, los
ejemplos se proporcionan en una forma (IA) pero pueden existir también en una forma (IB). Se

podra elegir L, L4, L, k, G entre los descritos en la Tabla [ o entre los ejemplos.

’)_O
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L

L2

compuesto de férmula (I1A)

-D-ALK-

ALK

OR

\o/\/O\/\O/\

VX 2

N
\/&\/
0 N o] = K

-D-ALK-

ALK

Co

OR

-D-ALK-

ALK

OR

-D-ALK-

ALK

co

OR

«(OCHCHy)-

ALK

OR

~(OCHCHa)-

ALK

Co

OR

-D-ALK-

ALK

NRR’

-D-ALK-

ALK

Cco

NRR’

\N/\/O\/\O/\/O\/YO

| O/\/N\><S,Za

A
0 N” o =\ H

9\
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L4 L, Q |G compuesto de féormula (IA) n°
-D-ALK- ALK - OR N0 OO o ‘
/\/N\>(S,Za
\/&\/
N N
~ : ? ? p x
-D-ALK- ALK CO OR \o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\ffo 10
A
h‘
N N
Z S ? ? x
enlace -(CH.CH0)- - OR | 1
sencillo CH.CH,;NR"- /o\/\o/\/o\/\N/\/o\/\o/\/N\><S’Za
ALK-
AN ? ? N A
enlace -(CH.CH,0)- CO | OR ) I 12
sencillo CH,CH,NR"- /O\/\O/\/o\/\o/\)LN/\/O\/\O/\/NXS'k
ALK-
N N A
S N T s
-D-ALK- -(CH,CH:0)r - [oR S0 13
CH,CH,NR'- AN~~~ O~ S.
ALK- o} l}l Z
l\
LS RRaNe U
N N
Z S ? ? g x
-D-ALK- -(CHzCHzO)j- CO OR \0/\/0\/\0/\/0 ) 14
CH,CHNR"- ﬁ\/\o/\/O\/\N S\Z
ALK- V& X
|\
N Nl
AN v
enlace -(CH,CH,0)- - NRR'’ | | 15
sencillo CH,CH,;NR"- /N\/\N/\/O\/\O/\/N\XS’Za
H, ’iﬁ[o OQC: H
N N
Z S ? ? g x
enlace -(CH,CH,0)- CO | NRR o) I 16
sencillo CH,CH NR"- NP PPN -
ALK- |

W N oﬁo Nay
L ng;j? ?:Cogfb\/
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L, L. Q (G compuesto de férmula (1A) n°
-D-ALK- -(CH.CH.O) - NRR' N 17
CH2CH,NR"-
ALK- \
/\,N\/\o/\/o\/\'?l S\Z
[\
N N
v 7 ? ~
-D-ALK- -(CH,CH,0)- CO | NRR | 18
CHzCHzNR”- /N\/YO
ALK-
./\/N\/\O/\-/O\/\III S\Z
Vf%y
SOCRARNS O
N N
o S ? ? g x
-D-ALK- ALK - NRR’ ‘/\N/\/O\/\o/\ 19
O\) /\‘/N\Xsfza
ﬁ
H, ’:\g@o N/ OQN: H
N 0 N
0 ? ' 0 S
-D-ALK- ALK - |OR ~o~ON o 20
N ZbRb
|\
T
N N
z S ? ? g x
-D-ALK- ALK - OR \O/\/O\/\O/\ 21
/\/N\/\erRb
ﬁ i
H Q@o N/ OKEC\ H
N N
z S ? ? P X
-D-ALK- ALK CO | OR \O/\/O\/\o/\/O\/YO 0 22
/\/N\/\)J\ZbRb
h
H Q@O N? ojijc; H
N N
2 S ? ? g x
-D-ALK- ALK co [OR SO OO 23
/\,N\/YZbRb
H /\Ngij[o N OKj;“: H
AN o} N_ A
S I
-D-ALK- ALK - OR 24
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L, L, Q |G compuesto de formula (l1A) n°
-D-ALK- ALK CO | OR \0’\/0\/\0/\/0\/\f0 0 25
H /=N O\/©\,O N=
P N N
<‘o ¥ i o'b >
-(OCHzCHz)i- ALK - OR \0/\/0\/\0/\ o) 26
/\/o\/\o/\/N\/\)LZbRb
| N
H —=N (e} N/ 0 N H
P N\g@ :qN
5 T P ~
-(OCHCHz)- | ALK CO | OR \0/\/0\/\0/\/0\/\f0 27
/\/O\/\o/\/N ZbRb
N
N o] N
Z S ? T P X
-D-ALK- ALK - NRR’ \N/\/O\/\O/\ 28
|
AN ZbRb
| AN
H b@o N? O]@C: H
N N
Z S ? ? P x
-D-ALK- ALK CO | NRR’ \N/\/O\/\O/\/o Y 0 29
ZbRb
N
N (o] N
Z X ? I R x
-D-ALK- ALK - OR \O/\/O\/\o/\/o\/\o/\l 30
~N ZbRb
ﬁ
H, Q@o N/ oj@g H
AN N
o 1 I
-D-ALK- ALK CO | OR \o/\/o\/\o’\/o\/\o/\/o\/\(/o 0 31
/\/N\/\)J\ZbRb
x
N o] N
Z S ? | P x
-D-ALK- -(CHzCHzO)j- - OR \0/\/0\/\0/\ 32
CHzCH- Nv\o/\/o\/\o’\/ﬁ\z

N
\/(%\/
(o} N/ 0 =\ H
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L, L, Q |G compuesto de féormula (l1A) n°
-D-ALK- -(CHchzo)j- cO OR SAa SO AN O 0 33
CH,CH,- © ° \/\If (0] /\/ﬁ\
N \/\O/\/ \/\o yi
V&V
H :NQCEO N/ OQN\ H
N N
Z S ? ? g N
-D-ALK- -(CH.CH:0);- - NRR’ N~ 34
CH,CH,- \
AN AN O~ ’\/ﬁ\
0 0 i
l\
H j}@[o Nid Ojijg: H
N N
~z S ? ? g X
-D-ALK- -(CH,CH.O)- CcO NRR’ | : 35
CH.CH>- /N\/Yo 0o
/\/N\/\o/\/o\/\o/\)J\z
h
H :Ngi\;[o N/ oj@g’i\ H
N N
= 3 ? ? g x
-D-ALK- ALK (o0 NRR’ (\N/\/o\/\o/\/o\/\(o 0 36
o /\/N\/\/U\ZbRb
h
H ’Qi:[o N/ O:@;\ H
N N
Z S ? ? g X

Los compuestos descritos comprenden un grupo quimico reactivo (GCR1) frente a un grupo
quimico reactivo (GCR2) presente sobre el agente de seleccién de la diana. La reaccién entre
GCR1 y GCR2 asegura la unién del compuesto de formula (1) sobre el agente de seleccion de la
diana mediante la formacién de un enlace covalente. Asi, los compuestos de formula (I} son

aptos para conjugarse con un agente de seleccién de la diana.

GCR1 representa:

(i) el grupo reactivo —-SZ, para el que Z, representa H o el grupo -SR,, con R, representando un

grupo alquilo(C4-Cs), cicloalquilo(C5-C7), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo(C4-Cio);

(ii) el grupo reactivo -C(=0)-Z,R;, para el que Z, representa un enlace sencillo, -O- 0 -NH-, mas

particularmente -O- y R, representando H o un grupo alquilo(C4-Cs), cicloalquilo(Cs-C5), arilo,

heteroarilo o heterocicloalquilo{C4-C10).

Mas particularmente, -SZ, puede representar —SH o -SSalquilo(C4-Cg), principalmente
= =z X,

—-SSMe, o0 —SS-heteroarilo, principalmente _S\SQ o] _S\Sj:'*j/ (definiéndose X; y X,

mas adelante). Mas particularmente, -SZ, puede representar —SH o -SSalquilo(C4-Cg),

principalmente —-SSMe.

15



10

15

20

25

21
Mas particularmente, -Z,R, puede representar —-OH (funcién 4acido), -Oalquilo(C4-Ce),
principalmente

-OCHj; -OCH,CHj3;, -OCH,CH=CH, (funcién éster) o bien -Z,R, puede representar °

9 N

oM No-N N o
o M=H o cation D _O‘@
0 o el grupo en el que Gl representa al menos un grupo

electroinductor tal como -NO, o -Hal, principalmente -F. Se puede tratar por ejemplo de los
F, F
—0 F
—OONO,
grupos siguientes: o} F F . Ofro tipo de grupo -C(=0)Z,R, es el
o]
(o] = —O0—N

N
siguiente : =N Los grupos reactivos —SH y ¢  presentan una buena reactividad.
Mas particularmente, -ZyR, puede representar —OH (funcién acido), -Oalquilo(C4-Cs),

principalmente -OCH; -OCH,CHj, - 0 bien -ZyR, puede representar o
Mas particularmente, GCR1 podra elegirse entre uno de los descritos en los ejemplos.

A titulo de ejemplo de GCR2, se pueden citar los grupos e-amino de las lisinas portados por las
cadenas laterales de los residuos de lisina que estan presentes en la superficie de un anticuerpo,
los grupos sacaridos de la regién bisagra o los tioles de las cisteinas por reducciéon de los
enlaces disulfuros intra-cadenas (Garnett M.C., et al., Advanced Drug Delivery Reviews 2001,
53, 171-216). Mas recientemente se han considerado otros métodos como la introduccién de
cisteinas por mutacién (Junutula J. R., et al., Nature Biotechnology 2008, 26, 925-932; WO
09026274) o la introducciéon de aminoacidos no naturales que permitan otro tipo de reacciones
quimicas (de Graaf A.J., et al., Bioconjugate Chem. 2009, Fecha de Publicacion (Web): 3 de
febrero, 2009 (Revision); DOI: 10.1021/bc800294a ; WO 2006/069246 y segln Chin J. W., et al,,
JACS 2002, 124, 9026-9027 (tecnologia ReCode®)). Estos modos de union utilizados con los
anticuerpos son aplicables al conjunto de los agentes de seleccion de la diana conocidos, en
funcién de su estructura.

Es igualmente posible modificar quimicamente el agente de seleccién de la diana para introducir
nuevos grupos quimicos reactivos GCR2. Asi, es bien conocido por los expertos en la técnica
cémo modificar un anticuerpo con ayuda de un agente de modificaciéon (véase especialmente el

documento WO 2005/077090 pagina 14). La modificacién permite mejorar la reaccion de
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conjugacion y utilizar una mayor variedad de grupos GCR1.

Agentes de modificaciéon gue permiten introducir grupos disulfuros

o}
R S —{C:-CoALK io p
0

en la que R representa un grupo alquilo(C4-Cg), arilo, heteroarilo, cicloalquilo(Cs-C7),

El agente de modificacion puede ser un éster activado NHS de férmula

heterocicloalquilo(C4-Cs0); por ejemplo, se puede utilizar el piridilditiopropionato de N-
succinimidilo (SPDP) o el piridilditiobutirato de N-succinimidilo (SPDB o éster N-hidroxi-
succinimidilo del &cido 4-(2-piridilditio)butanoico) de forma que se introduzcan los grupos
reactivos GCR2 de ditiopiridilo (véase Bourdon M.A., et al., Biochem. J. 1978, 173, 723-737 ; US
5208020) los que pueden reaccionar a continuacién con un grupo quimico reactivo GCR1 de tipo
—SH presente sobre el conector del dimero de pirrolo[1,4]benzodiazepina con el fin de formar un
nuevo enlace —S-S- (véase el ej. 1) para un conjugado que presenta un eniace disulfuro). Ei
grupo N-hidroxisuccinimida reacciona preferiblemente con los grupos amino presentes sobre el
anticuerpo de manera que se forman enlaces amidas. Otro ejemplo de agente de modificacion
o} o X Ao
se describe en WO 2004/016801 de formula ° Xxox ; por ejemplo, se

puede utilizar el 4-(5-nitro-2-piridilditio)-pentanoato de N-succinimidilo (SNPP), o un grupo
X

gt
0 N o} X1ﬁxz
BN X,
OY\{O\/JJ\O/\/ s N
o b
X

analogo pegilado de féormula descrito en WO 2009/134976

0 T goaH N | %
OWS\ N
2 87 N
0 un andlogo sulfénico de foérmula o descrito en WO 2009/134977

férmulas en las que:

- X3, X4, X5, Xe representan H o un grupo alquilo(C4-Cs),

- Xy ¥y X, representan -H, -CONXgXg, -NO,, representando Xsg y Xo, H 0 un grupo
alquilo(C4-Cs),

- X7 representa -SO;'M" o H o bien un grupo amonio cuaternario;

- a designa un nimero entero que va de 0 a 4 y b desigha un numero: entero que va de 0 a
2.000, preferentemente entre 1 y 200 ; a y b pueden tomar todos los valores entre 0y 4 o entre 0
y 2.000 respectivamente.

Preferentemente, entre los compuestos de férmula
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y X2=NO, y X1=X4=X5=X6=X7=H)-

Agentes de modificacion que permiten introducir grupos maleimido

Q 0
N’R O\N
QY

Otro agente de modificacion puede ser un éster activado NHS de férmula ° ° en la
que R representa un grupo -(CH,)p-, -(CHy)q-ciclohexilo-, -ciclohexilo-(CH,),- y n representa un
ndmero entero que va de 1 a 10 ; por ejemplo, se puede utilizar el 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC) (segin EP 0306943), o un
sulfo-SMCC (4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo). Se pueden

0 0
/(c‘cs)ALK—/<
N 0-N

citar como otros ejemplos como el 3-maleimido-propanoato de

& /(c CG)ALKj‘]/ )ﬁé
\

N-succinimidilo ; como el 6-(3-maleimidopropionamido)hexanoato

de N-succinimidilo ; siendo b un ndmero entero comprendido entre 0

y 2.000, preferentemente entre 1 y 200 (b puede tomar todos los valores entre 0 y 2.000), como
el 3-(2-{2-[3-maleimido-propionilamino]-etoxi}-etoxi)-propanoato de N-succinimidilo o SM(PEG);;

o]
Q O
O AC,COALK— N
AC-CHALK™ D b
N 0
' : :
o]
[0}
o (C'-CB)ALK—n/Oﬁ
o]
&JCV 5
o]
[¢]
N
N 0
cadd
(o]

como el succinato de maleimidoetilo y de N-succinimidilo ;

como el 4-(4-maleimidofenil)butanocato de  N-succinimidilo o

como el 3-maleimidobenzoato de N-succinimidilo.

Agentes de modificacién que permiten introducir grupos tioles

Otro ejemplo de agente de modificacion descrito en el documento WO 90/06774 es de férmula
X

X ‘IOs

R NH,* Hal
X12

X3 enlaque:

- Hal representa un atomo de haldgeno ;
- X40 representa un atomo de haldégeno o el grupo COOX,4, nitro, alquilo(C4-Cg) no sustituido o
halogenado, alcoxi(C-Cg) no sustituido o halogenado, alquenilo(C,-Cg) no sustituido o
halogenado, alquinilo(C»,-Cg) no sustituido o halogenado, cicloalquilo(C;-Cg) no sustituido, arilo

1%
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no sustituido o sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre amino, atomo de
halégeno, grupo alquilo(C4-Cg) no sustituido o halogenado, alcoxi(C4-Cg) no sustituido o
halogenado ;
- cada uno de los X4y, X412, X435 representa independientemente un atomo de hidrégeno o bien
puede representar Xy ;
0 X40 ¥ Xq¢ forman juntos un cicio alquileno(C,-Cs), no sustituido o sustituido con uno a cinco
grupos alquilo(C4-Cy);
0 X490 0 X4¢1 forman junto con X;5 un ciclo alquileno(C;-Cs), no sustituido o sustituido con uno a
cinco grupos alquilo(C4-Cy);
y X144 €s -H o un grupo alquilo(C4-Cg);
0 X10=X11=X12=X13=H.

Preferentemente, Hal representa un atomo de cloro o de bromo. En la tabla que sigue se
encontraran posibilidades para Xq9-X43 :

X0 X11 X1z Xi1s Hal
Me H H H Cl
Ph H H Cl
t-Bu H H Cl
Me Me H H Cl
(-CHx(CH,):CH,-) H H Cl
H (-CH2(CH2)sCH>-) H o]
Et H H H Br
Et Me H Cl
-GH-CH,CH H H H Ci
Me H Me H Cl
H H Me Me Cl
Ph Me H H Cl
4-CIPh H H H Cl
3-furanilo H H H Cl
i-Pr H Cl
Me Me Me Me Cl
CsHys H H H Cl
CHBr H H H Ct
CF; H H H (o4
CH=CH, H H H Cl
2-NH,Ph H H H cl
ﬁHz cr

Un ejemplo de iminotiolano preferido es el siguiente :

Agentes de modificacién que permiten introducir grupos haloacetamido

Otro ejemplo de agente de modificacion es el 4-(N-yodoacetil)-aminobenzoato de succinimidilo

24
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o 0
&/o A
H
0]
(SIAB) ° , 0 compuestos similares entre los cuales estan el N-yodoacetato de
° o}
b L
succinimidilo (SIA) © , el N-bromoacetato de succinimidilo (SBA), o el 3-(N-

bromoacetamido)propionato de succinimidilo (SBAP) o un compuesto pegilado similar descrito

[¢]
0

qojﬂ\ﬁoﬁ\/“\n/\l

en WO 2009/134976 © o | siendo b tal como se ha descrito anteriormente.
Las Figuras 1 y 2 ilustran la modificacién de un grupo amino de un agente de seleccion de la
diana por el SPDP o bien por el iminotiolano preferido anteriormente.

Asi, se pueden introducir sobre el agente de seleccién de la diana grupos GCR2 disulfuros
NGNS

—S N —So X

(-SSR), especialmente de tipo piridildisulfuros ST N o § N , en el caso en que
GCR1 representa ~SH. Igualmente, se pueden introducir sobre el agente de seleccion de la
diana grupos GCR2 tiol ( -SH), por ejemplo, con un iminotiolano, en el caso en que GCR1

O
representa disulfuro (es decir GCR1= -SZ, con Z,#H, por ejemplo Z,= —S SN ). Se pueden
modificar igualmente estos grupos GCR2 tiol (-SH) en grupos GCR2 disulfuros (-SSR),

— X1 — X2
. R . . g —S. NS | —S. x> ., .
principalmente de tipo piridisulfuros § N ¢ 5 N por reaccién con los disulfuros
_ NG | X,
|
|N\ N SN /N| S\s SN
N
Yy . o
aromaticos correspondientes o % % . En los dos casos, el

enlace covalente que se forma por reaccion entre GCR1 y GCR2 es un enlace disulfuro
escindible.

Es igualmente posible, en el caso en que GCR1 representa -SH, introducir en la superficie del
Q

—N ]

agente de seleccion de la diana grupos GCR2 de tipo maleimido (  © ) o haloacetamido (por
H

w\n/\sro 1
ejemplo, bromo- o yodoacetamido © ). En este caso, el enlace covalente que se forma

por reaccién entre GCR1 y GCR2 es un enlace sulfuro no escindible.

Asi,
»en presencia de un derivado de formula (I) que comprende un grupo quimico reactivo GCR1
de tipo —SZ,, el agente de seleccion de la diana comprende:
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= grupos quimicos disulfuros en el caso en que GCR1 representa —SH ;

= grupos quimicos tioles en el caso en que GCR1 representa -SZ, con Z.#H ;

* grupos quimicos maleimido o haloacetamido en el caso en que GCR1 representa

-SH ;
»en presencia de un derivado de formula (1) que comprende un grupo quimico reactivo GCR1
de tipo —C(=0)-Z,R,, se hace reaccionar el derivado de formula (1) con _Ias funciones amino del
agente de seleccion de la diana, principalmente los grupos e-amino portados por las cadenas

laterales de los residuos de lisina (Lys) de un anticuerpo.

Mas particularmente,

»cuando el grupo quimico reactivo GCR1 es de tipo -SH, y el agente de seleccién de la diana
presenta funciones amino, principalmente grupos e-amino portados por las cadenas laterales

de los residuos de lisina de un anticuerpo, éste se modifica mediante un agente de
0

o]
R\S/S—(C;CS)ALK—U\O/N
modificacién elegido entre un compuesto de férmula: © en la que R
representa un grupo alquilo(C4-Cg), arilo, heteroarilo, cicloalquilo(Cs-C5), heterocicloalquilo(Cy-

° 4 SN~ [ X,
X7 N\ )%/[ﬂ\ﬁs\ NS
o 3 N
o X x )(X3 . . .
Cio); s M , un andlogo pegilado de férmula:
X

gt
o) N (¢} X1f\/|rxz
|

S
OY\/{O\/%O/\/ \S \N
o b
XIL
S Mg
o\ﬂ/kH

alquilo(C4-Cg), X; y Xo representan -H, -CONXgXq, -NO,, Xg ¥y Xg representan H o un grupo

0 un analogo sulfénico de féormula

en los cuales X; X4, Xs, X¢ representan H o un grupo

alquilo(C4-Cs), X7 representa -SOsM* o H o bien un grupo amonio cuaternario y a designa un
numero entero que va de 0 a 4 y b designa un numero entero que va de 0 a 2.000 ; o entre

4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo;
o O
_(Crcopk—4
\ N 0—N
4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo; ° 0 ;

[o]

(o]
&y
o]

0 o en la que R representa un grupo -(CH,),-, -(CH,),-ciclohexil-, -ciclohexil-(CH,),-

y n representa un nuimero entero que vade 1a 10 ;

Y
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o} o) 0 Q o
0 [o]
AC,-C ALK S /\)k o} N
o} 0 . ° o

(o]
o} O o)
(C,-CoALK N
(oN 1™V

Q s _CG)ALK/O\H/(C‘-CE)ALK—H/ ﬁ Q /©/ —g/ b 3 /©_H/O\)N§

N 0 N o N 0
\ 0 0 \ & 0

o : ° ; °©

>

siendo b un
9 o )
.0, /[ )\ P 9
& 1 N q‘o)k/'
o] ; 0]
N-bromoacetato de succinimidilo; 3-(N-bromoacetamido)propionato de  succinimidilo;

goojl\ﬂo%\/“\(\.

0 | siendo b un nimero entero comprendido entre 0 y 2.000.

numero entero comprendido entre 0 y 2.000;

» cuando el grupo quimico reactivo GCR1 es de tipo -SZ, con Z;#H, y el agente de seleccién
de la diana presenta funciones amino, principalmente los grupos g-amino portados por las

cadenas laterales de los residuos de lisina de un anticuerpo, éste se modifica mediante el
X

10
X S
" NH,* Hal
X12

agente de modificacion de férmula X descrito anteriormente.

»cuando el grupo quimico reactivo GCR1 es de tipo -SH, y el agente de seleccién de la diana
presenta funciones tiol, principalmente después de la introduccidn de cisteinas por mutacion o
por modificaciéon quimica de un agente de seleccién de la diana que presenta funciones amino,
el agente de seleccion de la diana se modifica de forma que sus funciones tiol se transformen

en funciones disulfuros. Se puede utilizar, por ejemplo, un agente de modificacién elegido entre

un compuesto de férmula o ™ % en la que X; y X;

representan -H, -CONXgXq 0 -NO,, Xg ¥ Xg representan H o un grupo alquilo(C;-C).

La Tabla Il siguiente ilustra la modificacion de un grupo amino de un agente de seleccion de la

diana segun los métodos anteriores. Se utilizan para simplificar las abreviaturas siguientes:
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Tabla ll: ejemplos de modificaciones del agente de seleccion de la diana cuando GCR1=-

Sz,

agente de modificacion

ejemplo después de
reacciéon sobre un grupo
amino, especialmente
lisina, de un anticuerpo
calificado MAh

conjugado

0
s

PP

L™ 8—(c,-C ALK —L

0
2 2 NHIMAD
" _8— (C Re_5—(C,CoALk—IL_
R s S (c, Cs)ALK_”\o/N s (C,-Co NHIMAD = |
T X _~Tom'
° e AT Ak d
SPDP= s o
o @ 0 L s—cHeH,
| NHHMAb
| N 0 7 S/S-CHZCHZ—H =
L _s—cren,— N NHMAD | Tom'
- 2~ 2 [o) Tomi\ NS —lom’
g ALK M7 ALK
o) d
SPDB= o
A 0 EN
0 | L S—CHZCHZCHZ—“\
x o A S—CH,CH el NH{MAb
| N~ s 27272 “NHIMAD ~
A _s—cnenen—l .~ l
F il bl o] [¢] Tom, ~ Tom'
0 ALK M7 ALk oM, g
SMCC=
) o —
(o] o _‘
— o}
D C o N—c—<:>_‘L
O A
S ) o R NHFMAD
| N—04<:>—“\ LS 0
sulfo-SMCC= H, NHEMAD
2
Tom, X —Tom',
0 ALK M7 ALK d
—c - -
| N H, < > ‘o/N
o [e]
0 o NN . . o
X; No S N I 0 N _
0 TSTON | MABINH 578\,
o X % Sig I x
X5 X MAbB{NH $7 N X 3
4 X¢ X, Xs X, x
X X | Tom'
g Tom, Iz -~
ALKM” ALK g
SNPP= 0
ON
ON 0 | 9 L 5—S
B X o s L NH{MAb
| _ S N N s NHIMAD _
N 8”7 o~ g | .
0 Tom, _—~Tom',

X
ALK "M ALK 9

x7
ObN§O X,fj
|
OY\{O\/%O/\/S\S \N
o b

MAb NHW\/\/{O\/JJ\O/\/S_S\L'
b
0 x

Tom'
Tom, -~ 1

P>
ALK M ALK" d

oy,
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agente de modificacion ejemplo después de conjugado
reaccion sobre un grupo
amino, especialmente
lisina, de un anticuerpo
calificado MAb
X7
« X SO H
o o SOH 'Y | MAb NHWS—S\L'
N ~ A MAB{NH S A Ja
SO,H
| s | a 87N o N
© S~ N 0 | Tom'
a S N g Tom AL/
1~ '
o ALK™M ALk g
Xy X1o
MADBENH
SH XH XIO
Yo “NH, Xt MABINH s
X11 S . _ Hal g S/ S
x NH_* Hal +*NH, X552
2 X X, x Hal- I = Tom',
» MasNH. L Tom~ p kW e
s.S /N I d
NH, X I
Hal X X, -9

o| L

SIAB= °

o]
MAb:NH |
A :LNJK/
H
o]
g

o]
MADB{NH ,U\/s
N Lt
H
o} | X

Tom,<

Tom',

Z
ALK "M ALK’

A

SIA= ©

4

o]

MAb NH—U\/S\L.

Tom, /

Pz
ALK "M ALK d

%;ﬁ\ii{\ﬁoh\/“\g/\.

o]

MAb NHJLF/\O'}B\/NY\|

o]
g

[o]

H
N s
MAb NHJLE\/\O‘}E\/ \[(\ Lo

Q
Tom, /
d

P
ALK "M ALK

g: numero de funciones GCR2 sobre un agente de seleccién de la diana modificado; d : nimero de dimero(s) de

‘ pirrolo[1,4]benzodiazepina sobre el agente de seleccion de la diana Mab

L* representa —L1-N(Q-CH,CH,0)-CH2CH2-G)-L—

5 Los compuestos seguln la invencién pueden utilizarse, por lo tanto, para la preparacién de un

agente de seleccion de la diana al que esté unido de forma covalente, en la posicién para de M,

el dimero de férmula:

Y
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Mas particularmente, el agente de seleccién de la diana es un anticuerpo. Mas particularmente,
el dimero tiene por férmula:

\ﬁ/ A >
ﬁh‘ ° M/ © N_xb_/ :6(;"‘ (0] l M/ 0. N:%:
N Y \s N N\'piY Y'j@‘/N
o] o 0 o}

Procedimiento de preparacion de los compuestos de férmula general (1)
Los compuestos de formula (1), pueden prepararse segtn el Esquema 1:

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,G

N /X'

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,G P,
I
2 NP
1 L J
o
LG 0]
LG I~
Nalk M ALK

Esquema 1

Se hacen reaccionar juntos los compuestos P4, P’y y P, para conducir a P;. LG y LG’ designan
un grupo saliente. Se designa con « grupo saliente » un atomo o un grupo de atomos que, en la
reaccion heterolitica entre P, y Py o P’, sale llevandose el par de electrones del enlace
covalente que une ALK y LG o LG’. El grupo saliente se elige mas particularmente entre un
atomo de halégeno, principalmente cloro o bromo, un grupo mesilato, tosilato, nosilato o -
OPPh;*. Los compuestos intermedios P, forman igualmente parte de la invencion.

En la preparaciéon de un compuesto de férmula () que comprende el grupo GCR1, X’ puede
representar dicho grupo GCR1 en cuyo caso P; representa un compuesto de féormula (I). X
puede ser también un precursor de dicho grupo GCR1 de tipo -SZ, o bien —C(=0)Z,Ry y en este
caso, es necesario transformar X' en GCR1 mediante una o varias reacciones quimicas. Segun
una variante, la transformacion X’ & GCR1 puede efectuarse también sobre P,.

Asi, para la preparacién de un compuesto P3 (0 segln la variante P,) para el que Z,=H, se
prefiere introducir un grupo X'=-SZ, para el que Z,=-Salquilo(C+-Cg) utilizando el precursor de
conector correspondiente, y reducir la funcién disulfuro —SSalquilo(C4-Cg) en funcién tiol -SH. Se
puede utilizar para esto por ejemplo la tris(2-carboxietil)fosfina: véase a este propdsito Burns
J.A,, etal, J. Org. Chem. 1991, 56(8), 2648-2650. Esta transformacién —SSalquilo(C,-Cg) & -SH
puede aplicarse principalmente a los compuestos n° 1 a 19de la Tabla .
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En el caso de la preparacion de un compuesto de férmula (I) a partir de P; segun la
transformaciéon X’ & GCR1 tal que GCR1 representa el grupo —SH, se puede formar un

compuesto P; tal que X puede representar también el grupo -SZ, con

O -
ALK

correspondiente del producto de adicién de una funcién tiol sobre

la funcion imina.

Asimismo, para la obtencion de un compuesto de férmula (1) que comprende un grupo GCR1= —
C(=0)ZuRy, es posible transformar un grupo X'= —C(=0)ZyRp en un grupo GCR1= —C(=0)ZyRy

mediante una o varias reacciones quimicas. En particular, en el caso en el que -
Q

j—o—-N
C(=O)ZpRp= 0 | se puede introducir a nivel de un compuesto P; (0 segun la variante P5)
el grupo X’= -C(=0)0-alquilo(C4-C4) 0 —C(=0)0-alilo que se transforma en grupo —-C(=0)OH el
cual reacciona finalmente con el carbonato de N-N’-disuccinimidilo o NHS. La transformacion —
COOQalquilo/alilo en —COOH puede realizarse por un tratamiento con una base tal como LiOH o
un catalizador de paladio, por ejemplo tetraquis(trifenilfosfina)paladio en presencia de una amina
« scavenger », por ejemplo morfolina. La reaccién con el carbonato de N,N’-disuccinimidilo se
realiza en presencia de una base, por ejemplo la DIPEA; con el NHS en presencia de un agente

=

de acoplamiento, por ejemplo el DCC. Asimismo, en el caso en el que —C(=0)Z,R,= N\’”,
se puede introducir un grupo -C(=0)Z,R, = -COOH que reacciona a continuacion con el
N,N’-carbonildiimidazol (JACS 1958, 80, 4423; JACS 1960, 82, 4596). Esta transformacion X'=—
C(=0)Z,R, & GCR1= —C(=0)Z,R, puede aplicarse principalmente a los compuestos de los
ejemplos 20 a 36 de la Tabla l.

Los compuestos Py y P’y se describen en las solicitudes de patente WO 00/12508, WO
00/12507, WO 2005/040170, WO 2005/085260, WO 07085930 o0 WO 2009/016516 o se pueden
preparar por sintesis total (Mori M. et al., Tetrahedron, 1986, 42, 3793-3806). En el caso en el
que P, y/o P4 representa(n) la tomaimicina de férmula:

B y
HO. 8 —~”H
1
&
Me0” ¢ i,
[ 42
a 3

Tomaimicina

, esta Ultima puede prepararse mediante la cepa de Strepfomyces croceus
siguiendo las ensefanzas del documento FR 1516743 o bien por sintesis total (vease J.
Antibiotics 1983, XXXVI (3), 276-282. Z.Tozuka “Studies on tomaymycin. Total syntheses of the
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antitumor antibiotics E- and Z- tomaymycins”). Igualmente existen compuestos comerciales

P4/P’s. Para la introducciéon de los grupos WAV, la funcién imina ( —— = enlace doble) es
susceptible de afiadir varios compuestos HW/HW’ (por ej. H,O o alcohol ROH).

Caso en el que Q=enlace sencillo

(CH.CH,-0)-CH,CH,-G

N
L \52
X
I = +P, +P — ()
7 LG
AN T

LG

Esquema 2
Preparacion de P,
/NH (ICHZCHZO)k-CHZCHz-G (ICH,CH,O)k-CHZCH,G
L, \le L1) \Lz |_1) \le
/CI' i. LG™(CH ,CH,0),-CH,CH,-G | Q ) il introduccion de LG y LG’ /@\i
HO
20 Wask HO LG .
Sk LK’ N L K,IOH RPN N K,L
P, b,
iError!
Esquema 3

i. reaccién nucledfila entre la funcién amina secundaria —NH- de P, y un reactivo de férmula LG"-
(CH,CH,0)-CH,CH>-G (LG"=grupo saliente) en presencia de una base tal como por ej. K,CO;
en un disolvente polar tal como DMF o THF.

El reactivo LG"-(CH,CH,0)«-CH,CH.,-G se obtiene a partir de un compuesto de férmula  HO-
(CH,CH,0)(-CH,CH»-G reemplazando el grupo -OH por el grupo saliente LG” mediante una o
varias reacciones quimicas conocidas por el experto en la técnica. Por ejemplo, en el caso en el
que LG” representa un grupo mesilato, se utiliza el cloruro de metanosulfonato en presencia de
una base, tal como una amina terciaria (por ejemplo, TEA). En el caso en el que LG” representa
I, se sustituye el mesilato con [ utilizando por ej. yoduro de sodio, segun D. Marquis et al. J. Org.
Chem. 1995, 24, 7984-96.

Los PEG-alcoholes de formula HO(CH,CH,0)-CH,CH,OCH3; estan disponibles comercialmente
(véase por ejemplo el catalogo de la empresa americana QuantaBioDesign, Ltd.). Otros PEG-
alcoholes HO(CH,CH,0)-CH,CH,OR con R#Me estan disponibles comercialmente o bien son
accesibles a partir de HO(CH,CH,0),-CH,CH,OH mediante una o varias reacciones quimicas
conocidas por el experto en la técnica. Asimismo, determinados compuestos para los que
G=NRR'’ y k>=1 estan disponibles comercialmente, por ejemplo:
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{ e ‘oH / \ / \ / \ / \/ \ / \ /\/\N/\/O\/\O/\/OH
N ¢} 0 OH N [o] [¢] OH

<O e

o o—
/_/— N e] o] o} OH : o ~— N : o(\O/?
o
N ¢ © © oH OH \
\ OH
(n-Bu),N/\/o\/\o/\/o\/\o/\/OH

ii. introduccién de LG y LG’. En el caso de un grupo mesilato, se utiliza CMS en presencia de
una base, tal como una amina terciaria (por ej. TEA).

Caso en el que Q=-C(=0)
OY(CHZCHZO)k-CHZCHz-G
1 IZ

*
| = +P 4P, — ()
_LG'

LG

~
Ak W ALk
P2
Esquema 4
Preparacion de P,
o] YCH,CH,O)k-CH,CH,-G o YCH,CH,O)k-CH,CH,G
H
AN
L, P ' L, . L1) \le
X X+ T-CEOHC H;CH, 0)k-CH,CHyG A iiintoduccion de LG yLG L *
A
HO [ _ _OH | |
HO LG .
Sk H Sk wm? LK/-O 3 Sk W LK/'L
P, b, .
iError!
Esquema 5

i. reaccion de amidificacion entre P4 y un derivado de acido carboxilico de formula T-C(=0)-
(CH,CH,0)-CH,CH,-G.

El derivado de &cido carboxilico puede ser un halogenuro de acilo (T=-Hal). Segin una variante,
se utiliza un éster activado (por ej. T=-ONHS) o bien el acido carboxilico (T=-OH) en presencia
de un agente de acoplamiento. Los PEG-acidos de formula HOC(=0)-(CH,CH,0)-CH,CH,OR
pueden prepararse a partir de los PEG-alcoholes correspondientes de formula HO-(CH,CH50) -
CH,CH,0R, que estan disponibles comercialmente para k= 1 a 11, por adicién sobre el acrilato
de sodio segun J. Huskens, J.A. Peters, H. van Bekkum, Tetrahedron 1993, 15, 3149-64. Es lo
mismo cuando G es el grupo NRR’ para k>=1 a partir de los compuestos correspondientes de
férmula H-(OCH,CH,)k..-CH,CH,NRR’. Asimismo, los compuestos HOC(=0)-(CH,CH,)-NRR’

(k=0) estan disponibles comercialmente.
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ii. introduccién de LG y LG’. En el caso de un grupo mesilato, se utiliza CMS en presencia de
una base, tal como una amina terciaria (por ej. TEA).

Preparacién de P,
Caso en el que X'= -C(=0)-Z,R;,

GIP" clp" 0 °
M, H o /Ikl H
L
] L‘) T /Ik L1)‘ R L /U\ZbRb
X i, proteccién N . \Lz bRb N iv. desproteccién k z
- - 0z " —
°re T | Z LK/'O Gpi; desproteccion ~ , A PH Ho ' A OH HO /@\A P
l, ‘ o H 4
P, LK LK SNk LK Nk WP LK/°
iError!
Esquema 6

i. introduccién del grupo protector GP”. En el caso de un grupo nosilato, se utiliza el cloruro de 2-
nitro-benceno-suifonilo en presencia de una base tal como una amina terciaria (por €j. TEA) o
piridina;

ii. desproteccion de los grupos GP y GP’. Por ej. en presencia de acido clorhidrico o de TFA
cuando los grupos GP y GP’ son TBDMS.
Segun una variante, en el caso en el que ALK=ALK'=-CH,-, Ps puede representar

L,-NH,

EtO OEt

La etapa de desprotecciéon se reemplaza por una etapa de reduccion de la funcién éster en
funcién ~CH,OH, por ejemplo con borohidruro de sodio; se pueden aplicar para esto las
condiciones de la reduccion proporcionadas en las paginas 62-63 de WO 2007/085930. Como se
describe mas adelante, esta variante que consiste en utilizar un diéster y en aplicar una
reducciéon puede generalizarse a otros Ps. Ademads, la reduccién de las funciones éster puede
realizarse a nivel de un P4 pero opcionalmente también segun una variante, a nivel de un Ps.

iii. reaccion nucledfila entre la funcion amina protegida -NH(GP”) y un reactivo de férmula LG-L,-
C(=0)-Z,R, en presencia de una base tal como por ej. K,CO; en un disolvente polar tal como
DMF o THF.

Para el caso en el que Lo=ALK(C;-Cq), los ésteres de bromo-alquilo de férmula Br-ALK(C;-Cg)-
C(=0)-OMe estan disponibles comercialmente. Para el caso en el que L,=-(CH,CH;0)-CH,CHo-,
LG puede introducirse a partir de los PEG-alcoholes correspondientes de férmula HO-
(CH2CH,0);-CH,CH,-C(=0)Z,Rp. Dichos compuestos estan disponibles comercialmente o bien
pueden obtenerse a partir de los PEG-dioles correspondientes de férmula HO-(CH,CH,0);-H, los
cuales estan disponibles comercialmente para j= 1 a711 por adicién sobre el acrilato de sodio
segun J. Huskens, J.A. Peters, H. van Bekkum, Tefrahedron 1993, 15, 3149-64.
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iv. desproteccion del grupo GP”. Por ej. en presencia de tiofenol y de una base tal como el
carbonato de cesio cuando GP” es el grupo nosilato.

Caso en el que X’= -SZ,
Caso en el que L,=ALK(C4-C¢)

Lo LA ) j,\A L/n NCC)ALK-SZa
. . .y LK-SZa
| RS i. desproteccion | AN | ~
— > . HO
GPO = _OGP' HO _ _OH il reduccién z ~OH
T ' Ak ALK' ik ALK
P, P
Esquema 7

i. desproteccion de los grupos protectores GP y GP’, preferentemente en medio acido, por €j. en
presencia de acido clorhidrico o de TFA cuando los grupos GP y GP’ son TBDMS.

Segun una variante, en el caso en el que ALK=ALK'=-CH,-, Ps puede representar
|-1/NHGP

~

EtO = OEt
M

o} o]

La etapa de desproteccién de las funciones alcohol se reemplaza por una reaccién de reduccién
de la funcién éster en funciéon —CH,OH, por ejemplo con borohidruro de sodio, seguido de una
etapa de desproteccion de la funcién amina; se pueden aplicar para esto las condiciones de la
reduccién proporcionadas en las paginas 62-63 de WO 2007/085930.

ii. aminacion reductora con el aldehido de férmula HC(=0)-ALK-SZa ;

iii. la imina intermedia se reduce in situ con un agente reductor como por ejemplo
triacetoxiborohidruro de sodio segin A.F. Abdel-Magid et al., J. Org. Chem. 1996, 671, 3849-62,
preferentemente en acido acético.

Caso en el que L,=-(CH,CH,0);-CH,CH,NR"’-ALK-

GP" GP"
LA /NIH /N'
! L, L “CH,CH,0)iCH,CHNH,
s i. proteccion N iii. LG (CH,CH,0)jCH,CH,N, \
AN L. ~OcP . Ho | oH  Wreducéen o | ’
ALK ALK' . desproteccion \AL K ALK \ALK P AL I(O
¢ o
V‘HJ\ALK-SZa

vi. reduccién
T

L7 “CHLH,0)iCH CHNR"{C,CJALK-SZa |_1/N “CH,CH,0)iCH CHNHAC,-C JALK-SZa

X X
HO ~ | P _OH vii. alquilaciéon  HO ~ | _ _OH
ALK ALK’ viii. desproteccion ALK ALK’
P,
iError!

Esquema 8
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i. introduccion del grupo protector GP”. En el caso de un grupo nosilato, se utiliza el cloruro de 2-
nitro-benceno-sulfonilo en presencia de una base tal como una amina terciaria (por ej. TEA) o
piridina;

ii. desproteccion de los grupos GP y GP'. Por ej. en presencia de acido clorhidrico o de TFA
cuando los grupos GP y GP’ son TBDMS.

Segun una variante, en el caso en el que ALK=ALK'=-CH,-, Ps puede representar
L,-NH,

S

EtO P OEt
]

(o} [0}
La etapa de desproteccion se reemplaza por una etapa de reduccion de la funcién éster en
funcion -CH,OH, por ejemplo con borohidruro de sodio; se pueden aplicar para esto las
condiciones de la reduccién proporcionadas en las paginas 62-63 de WO 2007/085930.
iii. reaccion nucledfila entre la funcién amina protegida -NH(GP”) y un reactivo de formula LG-
(CH,CH,0),CH,CH:N3 en presencia de una base tal como por gj. K;CO3 en un disolvente polar
tal como DMF o THF. Dichos compuestos pueden obtenerse segin WO 07/085930, a partir de
los PEG-dioles correspondientes de formula HO-(CH,CH,O);.4-H, los cuales estan disponibles
comercialmente para j=0a 10.
iv. reduccién del grupo azido, por ejemplo por la reaccién de Staudinger en presencia de
trifenilfosfina y de agua.
v. aminacion reductora con el aldehido de formula HC(=0)-ALK-SZa ;
vi. la imina intermedia se reduce in sifu con un agente reductor como por ejemplo
triacetoxiborohidruro de sodio segun A.F. Abdel-Magid et al., J. Org. Chem. 1996, 67, 3849-62,
preferentemente en acido acético.
vii. alquilacién de la funcién amina secundaria.
viii. desproteccién del grupo GP”. Por €j. en presencia de tiofenol y de una base tal como el
carbonato de cesio cuando GP” es el grupo nosilato. '

Preparacién de Ps
Caso en el que L1=-D-ALK(C4-Cg)-. D=0 o NH

DH D-(C,-C,)ALK-NHBoc D-(C,-C/)ALK-NH,
| N i.Br-(C,-Cs)ALK-NHboc l N ii.desproteccion | X P,
GPO ~ /OGP' GPO - GP' GPO P _OGP'
Ak ALK’ Sk AR ALK ALK
Esquema 9

i. reaccién nucledfila entre la funcion —DH y una bromo-amina protegida con boc de férmula
BrALK(C-Cg)-NHboc en presencia de una base tal como por ). K2CO3 en un disolvente polar tal
como DMF o THF (véanse por €j. las condiciones en la pagina 63 de WO 07085930).

u\
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ii. desproteccion selectiva de la amina, preferentemente en medio acido, por ej. en presencia de
acido clorhidrico o de TFA. Para el caso en el que no se puede realizar una desproteccion
selectiva, por ej. cuando los grupos PG y PG son TBDMS, es necesaria una etapa de
reproteccién selectiva de los alcoholes.

Segun una variante, en el caso en el que ALK=ALK'=-CH,-, se puede realizar la sustituciéon
DH

[ AN
EtO = OEt
]
nucledfila de la bromo-amina con un diéster de formula: o o , de forma que se
D-(C,-C4)ALK-NH,
N
EtO l = OEt
M
obtiene un compuesto Ps; de férmula ° ° que se utiliza tal cual para la
preparacion de Py. '
Caso en el que L;=-N(alquilo(C4-C4))- ALK(C4-Cg)-
R
NH-(C,-C,)ALK-NHBoc R~ (C-C)ALK-NHBoc “N-(C-Co)ALK-NH,
X |R' Hal ii. desprotecmon N
GPO | . |
N = /'OGP _oGpP* GPO GP'
ALK ALK ALK’ Ak wm” AL»?O
P,
Esquema 9’

i. reaccién nucledfila entre la funcién —NH- y un halogenuro de alquilo de férmula R*-Hal con R* =
alquilo(C4-C4) en presencia de una base tal como por ej. K,CO3 en un disolvente polar tal como
DMF o THF.

Segln una variante, en el caso en el que ALK=ALK'=-CH,-, se puede realizar la sustitucién

NH-{C,-C,JALK-NHBoc

X
EtO l ~Z OEt
M
nucledfila del halogenuro de alquilo con un diéster de féormula: o 0 , de forma
'\N-(C1-CG)ALK-NH,
X
EtO | = OEt
M
que se obtiene un compuesto Ps de formula o o que se utiliza tal cual para la

preparacion de Py.
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Caso en el gue L= -(OCH,CH,);
OH (OCH.CH_Ji-N, {OCH CH,)i-NH,
X i. LG-(CH ,CH,)-(OCH ,CH,), - -N, N ii. reduccion X
GPO \ALK/Ej\LK/'OGP' GPO \ALK/ﬁj\ALK/PGP' GPO ~uk | _ LK/-OGP'
Ps
Esquema 10

i. reaccién nucledfila entre una de las funciones —OH (estando las otras dos protegidas con GP
gue designa un grupo protector) y un reactivo azido-PEG de férmula LG-(CHCH,)-(OCH,CH,)i.4-
N; portador de un grupo nucleéfugo (LG) como Hal o mesilato, en presencia de una base tal
como por gj. KoCO; en un disolvente polar tal como DMF o THF (véanse por ej. las condiciones
de la pagina 63 de WO 07085930).

ii. reduccién del grupo azido por ejemplo por la trifenilfosfina en presencia de agua en un
disolvente polar tal como THF.

Segun una variante, en el caso en el que ALK=ALK'=-CH,-, se puede realizar la sustitucién
OH

| ~
EtO ~Z OEt
M
nucledfila del reactivo azido-PEG por el hidroxi-diéster de féormula: ° ° , de forma
O-(CH,CH,)j-NH,
[ ~
EtO M/ OEt
que se obtiene un compuesto Ps de formula ° ° que se utiliza tal cual para la
preparacion de Py.
Caso en el que L =enlace sencillo
NH, NH,
X i.proteccion | AN
HO | GPO A oGP
Ak W ak ALK’
P,
Esquema 11

i. proteccion de los grupos alcoholes

. . , HO( | N .
Ps puede obtenerse a partir del diol halogenado de férmula ALK ALK Un ejemplo de
diol halogenado y de diol protegido correspondiente es el descrito en el Esquema 1 en la pagina
48 de WO 2009/016516 (compuestos 2 y 3 del esquema 1). Dos ejemplos de dioles protegidos
son los de N° CAS 181225-40-1 y 181225-41-2. El diol halogenado puede obtenerse por

reduccion del compuesto diacido o diéster correspondiente, por ejemplo el de N° CAS 193010-

W7
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40-1. Véase igualmente en el caso de una piridina (M = N): Liebigs Annalen der Chemie 1991,
10, 987-988 o Tetrahedron 2005, 61 (7), 1755-1763 (compuesto 3 del Esquema 1).

El experto en la técnica podra inspirarse en las condiciones de operacién de los ejemplos
descritos a continuacién que se proporcionan para los conectores Ly y L, particulares y
adaptarlos a otros conectores L y L.

procedimiento de preparacién del conjugado

El conjugado se obtiene por el procedimiento que consiste en:

(i) poner en contacto y dejar reaccionar una disolucién acuosa, opcionalmente tamponada, del
agente de seleccion de la diana, opcionalmente modificado mediante un agente de modificacién,
y una disolucion de un compuesto de férmula (1) ;

(iiy después separar opcionalmente el conjugado formado en la etapa (i) del compuesto de
formula () y/o del agenie de seleccion de la diana que no haya reaccionado y/o de los
agregados que se formarian opcionalmente.

El grupo quimico GCR1 del compuesto de formula (I) debe ser reactivo frente a los grupos
quimicos GCR2 presentes en el agente de seleccion de la diana principalmente frente a los
grupos aminos presentes en el anticuerpo, habiéndose introducido dichos grupos quimicos
GCR2 llegado el caso con el agente de modificacion, esto con el fin de asegurar la unién del
compuesto de féormula (1) al agente de seleccion de la diana por formacion de un enlace
covalente.

Segln una variante, se separa en la etapa (ii) el conjugado que se ha formado en la etapa (i) del
agente de seleccion de la diana que no haya reaccionado y de los agregados opcionalmente
presentes en la disolucién. Segln otra variante, no se separa en la etapa (ii) el conjugado de la
etapa (i) del compuesto de formula (I) que no haya reaccionado ni de los agregados que se
formarian y se deja en la disolucién el agente de seleccion de la diana que opcionalmente no
haya reaccionado.

La disolucion acuosa del agente de seleccion de la diana puede estar tamponada mediante al
menos un tampén tal como por ejemplo fosfato de potasio o acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanosulfénico (tampén HEPES). El tampén depende de la naturaleza del agente de seleccion
de la diana. El compuesto de férmula (1) se disuelve en un disolvente organico polar, por ejemplo
el DMSO o la DMA.

La reaccion tiene lugar a una temperatura comprendida generalmente entre 20 y 40°C. La
duracion de la reaccion puede variar entre 1 a 24 h. La reaccion entre el agente de seleccion de

Y4
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la diana y el compuesto de férmula (I) puede ser seguida por SEC con un detector
refractométrico y/o ultravioleta con el fin de determinar el avance. Si la tasa de sustitucion es
insuficiente, se puede dejar reaccionar durante un tiempo mas largo y/o bien afiadir compuesto
de férmuta (1). Se puede referir al método general dado en la parte de los ejemplos para mas
detalles sobre las condiciones particulares que se pueden usar para la conjugacion.

El experto en la técnica dispone de diferentes técnicas cromatograficas para la separacién de la
etapa (ii): el conjugado se puede purificar por ejemplo por cromatografia de exclusién estérica
(SEC), por cromatografia de adsorcién (como la de intercambio de iones, |IEC), por cromatografia
de interaccion hidréfoba (HIC), por cromatografia de afinidad, por cromatografia sobre soportes
mixtos como la hidroxiapatita ceramica o por HPLC. Se puede utilizar igualmente la purificacion
por dialisis o diafiltracion.

Se entiende por « agregados » las asociaciones que se pueden formar entre dos agentes de
seleccion de la diana 0 mas, habiendo sido 0 no modificados los agentes de seleccién de la
diana por conjugacion. Los agregados son susceptibles de formarse bajo la influencia de un gran
nimero de parametros tales como una concentracion elevada de agente de seleccién de la
diana en la disolucion, el pH de la solucién, fuerzas de cizallamiento elevadas, el nimero de
dimeros injertados y su caracter hidréfobo, la temperatura (véase las referencias citadas en la
introduccion de J. Membrane Sci. 2008, 318, 311-316), no habiéndose aclarado a veces con
precision la influencia de algunos de ellos. En el caso de las proteinas o de los anticuerpos, se
puede referir a AAPS Journal, « Protein Aggregation and Bioprocessing » 2006, 8 (3), E572-
E579. El contenido en agregados se puede determinar por medio de técnicas conocidas tales

como la SEC (véase a este proposito, Analytical Biochemistry 1993, 212 (2), 469-480).

Después de la etapa (i) o (ii), la disoluciéon del conjugado puede sufrir una etapa (iii) de
ultrafiltracion y/o de diafiltracion. Se obtiene asi como resultado de estas etapas el conjugado en
disolucién acuosa.

anticuerpo
El anticuerpo (véase a este propédsito, Janeway et al., « Immunobiology », 5% edicién, 2001,

Garland Publishing, Nueva York) se podra elegir entre los descritos principalmente en las
solicitudes WO 04043344, WO 08010101, WO 08047242, WO 05009369 (anti CAG6). El
anticuerpo puede ser principalmente monoclonal, policlonal o multiespecifico. Se puede tratar
también de un fragmento de anticuerpo. Se puede tratar también de un anticuerpo murino,

humano, humanizado o guimérico.

u$
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conjugado

Un conjugado comprende generalmente del orden de 1 a 10 dimero(s) de
pirrolo[1,4]benzodiazepina unido(s) al agente de seleccion de la diana (se trata de tasas de
insercién o "DAR" por sus iniciales en inglés "drug-to-antibody ratio"). Este nimero varia en
funcién de la naturaleza del agente de seleccién de la diana y del dimero, asi como de las
condiciones de operacién utilizadas para la conjugacion (por ejemplo, el nimero de equivalentes
de dimero con respecto al agente de seleccion de la diana, el tiempo de reaccion y la naturaleza
del disolvente y del eventual codisolvente). La puesta en contacto del agente de seleccion de la
diana y del dimero lleva a una mezcla que comprende: varios conjugados que se distinguen
individuaimente unos de otros por diferentes DAR; opcionalmente, el agente de seleccion de la
diana que no haya reaccionado (en el caso de una reaccion incompleta); opcionalmente los
agregados. La DAR que se determina en la disolucién final por ejemplo por espectroscopia UV
corresponde por lo tanto a una DAR media.

En el caso en que el agente de seleccion de la diana sea un anticuerpo, la espectroscopia UV
puede ser un método utilizado para determinar la DAR. Este método se inspira en el presentado
en Antony S. Dimitrov (ed), LLC, 2009, « Therapeutic Antibodies and Protocols », vol. 525, 445,
Springer Science. Consiste en medir la absorbancia de una disolucién de conjugado después de
la etapa de separacion (i) a dos longitudes de onda denominadas LO1 y LO2. Se utilizan los
coeficientes de extincion molares siguientes del anticuerpo desnudo y del dimero de

pirrolo[1,4]benzodiazepina medidos previamente a la conjugacion.

Las absorbancias de la disolucién de conjugado a LO1 y LO2 (Aio1) Y {ALo2) se miden sobre el
pico correspondiente del espectro SEC (lo que permite calcular una “DAR(SEC)") o utilizando un
espectrofotémetro UV clasico (lo que permite calcular una “DAR(UV)"). Las absorbancias se
pueden expresar en la forma;

ALo1 = (Cp X €pLo1) + (Ca X €aLo1)

ALo2= (Cp X €pL02) * (CA X €aL02)

ecuaciones para las que:

e Cp Y ca designan respectivamente las concentraciones en la disolucion de la parte del
conjugado relativa al derivado de la pirrolo[1,4]benzodiazepina y de la parte del
conjugado relativa al anticuerpo;

* epLo1Y €p Loz designan respectivamente los coeficientes de absorcion molares del dimero
de pirrolo[1,4]benzodiazepina antes de conjugacién a las dos longitudes de onda LO1y
LO2;

* eaLo1V eaLoz designan respectivamente los coeficientes de absorcién molares del

anticuerpo desnudo a las dos longitudes de onda LO1 y LO2.
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Se entiende por anticuerpo desnudo, el anticuerpo al que no esta unido ningun dimero de
pirrolo[1,4]benzodiazepina, es decir el anticuerpo antes de la etapa de conjugacion.

La resolucion de estas dos ecuaciones lleva a:

Cp = [(Earo1 X ALo2) - (€aLo2X ALo1)] / [(Ep Loz X €aLo1) - (EaLo2X €pL01)]

ca =[ALo1 — (Cp X €p Lo1)] / €a Lot

La DAR media corresponde entonces a cp/ca. En el caso de dimeros de la
pirrolo[1,4]benzodiazepina, se consideran las dos longitudes de onda: LO1= 280 nm y LO2= 320
nm. La DAR media esta comprendida preferentemente entre 1y 10, preferentemente 1,5y 7.

El conjugado se puede utilizar como compuesto anticanceroso. Por la presencia del agente de
seleccion de la diana, el conjugado se vuelve muy selectivo frente a las células tumorales en vez
de las células sanas. Esto permite dirigir el compuesto de férmula (I) que tiene una actividad
anticancerosa en un entorno proximo a éstas o directamente al interior de las mismas (a este
propdsito, véanse las publicaciones siguientes que describen la utilizacién de conjugados de
anticuerpos monoclonales en el tratamiento de canceres: « Antibody-drug conjugates for cancer
therapy » Carter P. J., et al., Cancer J. 2008, 14, 154—-169; « Targeted cancer terapy: conferring
specificity to cytotoxic drugs » Chari R., Acc. Chem. Res. 2008, 41, 98-107). Es posible tratar

canceres soélidos o liquidos.

El conjugado se formula en forma de una disoluciéon acuosa tamponada a una concentracién
comprendida generaimente entre 1 y 10 mg/ml. Esta disolucion se puede inyectar en forma de

perfusion tal cual o bien se puede rediluir para formar una disolucién de perfusion.

[Ejemplos]
Método A: Cromatografia Liguida de Alta presiéon — Espectrometria de masas (LCMS)

Los espectros se han obtenido con un dispositivo Waters UPLC-SQD en modo de ionizacién por
electropulverizacion positiva y/o negativa (ES+/-). Condiciones cromatogréaficas: columna:
ACQUITY BEH C18- 1,7 um - 2,1x50 mm ; disolventes: A: H,O (acido férmico al 0,1%). B:
CH3CN (acido férmico al 0,1%); temperatura de la columna: 50°C ; caudal: 1 ml/min; gradiente (2
min): de 5% a 50% de B en 0,8 min; 1,2 min: 100% de B; 1,85 min: 100% de B; 1,95: 5% de B.

Método B: Cromatografia Liquida de Alta presién — Espectrometria de masas (LCMS)

Los espectros se han obtenido con un dispositivo Waters ZQ en modo de electropulverizacién
positiva y/o negativa (ES+/-) con detector UV. DAD 200<LO<400 nm. Condiciones
cromatograficas: columna: Phenomenex Kinetex C18 100A 3x50 mm diametro de particulas 2,6
Mm ; disolventes: A: H,O (&cido férmico al 0,1%). B: CH3;CN; temperatura de la columna: 50°C ;
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caudal; 1 ml/min; gradiente (6 min): 6% de B durante 0,80 min ; de 6 a 100% de B en 3,9 min;
4,80 min: 100% de B; 5 min : 6% de B ; 6 min: 6% de B.

Método C: Cromatografia |_iquida de Alta presion — Espectrometria de masas (LCMS)

Los espectros se han obtenido con un dispositivo Waters ZQ en modo de electropulverizacién
positiva y/o negativa (ES+/-) con detector UV. DAD 200<LO<400 nm. Condiciones
cromatograficas: columna: Columna Phenomenex Kinetex C18 3x100 mm didmetro de particulas
2,6 um ; disolventes: A: H,O (acido féormico al 0,1%). B: CH3;CN; temperatura de la columna:
50°C ; caudal: 0,8 mi/min; gradiente (8,2 min): 4% de B durante 0,15 min ; de 6% a 100% de B
en 6,85 min; 7,1 min: 100% de B; 7,4 min: 4% de B ; 8,2 min: 4% de B.

Método D: desglicosilacion y espectrometria de masas (HRMS) de un conjugado

La desglicosilacién es una técnica de digestion enzimatica por medio de glicosidasa. Se hace a
partir de 500 ul de conjugado + 100 pl de tampdén Tris HCl 50mM + 10 ! de enzima glicanasa-F
(100 unidades de enzima liofilizada/100 yl de agua). La mezcla se pasa por un agitador rotatorio
y se mantiene durante una noche a 37°C. La muestra desglicosilada esta lista para ser analizada
por HRMS. Segun el caso, el analisis por HRMS de la muestra también se puede realizar sin
desglicosilacién previa. En los dos casos, los espectros de masas han sido obtenidos con un
dispositivo Waters Xéve Q-Tofen modo de electropulverizaciéon positiva (ES+). Condiciones
cromatograficas: columna Acquity UPLC Waters BEH 300 C4 2,1x150mm diametro de las
particulas 1,7um ; disolventes: A :H,O + 0,1% de acido férmico: B: CH3CN + 0,1% de &cido
férmico; temperatura de la columna: 70°C: caudal 0,5 mi/min; gradiente (10 min): 20% de B
durante 2 min 50s ; de 20 a 80 % de B en 2min 5s ; 8 min 50s: 80% de B; 8 min 55s : 20% de B;
10 min : 20% de B.

Método E: Cromatografia Liquida de Alta presién — Espectrometria de masas (LCMS)

Los espectros se han obtenido con una cadena Waters UPLC-SQD en modo de ionizacién por
electropulverizacién positiva y/o negativa (ES+/-) con detector UV. DAD 210<LO<400 nm.
Condiciones cromatograficas: columna: ACQUITY UPLC BEH C18- 1,7 uym - 2,1x30 mm;
disolventes: A: H,O (acido formico al 0,1%). B: CH3CN (acido férmico al 0,1 %); temperatura de
la columna: 45°C; caudal: 0,6 ml/min; gradiente (2 min): de 5% a 50% de B en 1 min; de 50% a
100% de B en 0,3 min; 1,45 min: 100% de B; de 100% a 5% de B en 0,3 min; 2 min: 100% de B.

Método F: Cromatografia Liguida de Alta presién — Espectrometria de - masas (LCMS)

Los espectros se han obtenido con una cadena Waters ZQ en modo de electropulverizacién
positiva y/o negativa (ES+/-) con detector UV. DAD 200<LO<400 nm. Condiciones
cromatograficas: columna: XSelect CSH Waters C18 3x75 mm diametro de particulas 3,5 pm ;
disolventes: A: H,O (acido férmico al 0,1%). B: CH3;CN (4cido férmico al 0,1 %); temperatura de
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la columna: 50°C ; caudal: 0,8 mi/min; gradiente (6 min): 6% de B durante 0,80 min; de 6 a
100% de B en 3,9 min; 4,80 min: 100% de B; 5 min : 6% de B ; 6 min: 6% de B.

Método G: Cromatografia L.iquida de Alia presion — Espectrometria de masas (LCMS)

Los espectros se han obtenido con un dispositivo Waters UPLC-SQD en modo de ionizacién por
electropulverizacion positiva y/o negativa (ES+/-). Condiciones cromatogréaficas: columna:
ACQUITY BEH C18- 1,7 um - 2,1x50 mm ; disolventes: A: H,O (acido férmico al 0,1%). B:
CH3CN (acido formico al 0,1 %); temperatura de la columna: 50°C ; caudal: 0,8 ml/min; gradiente
(2,5 min): de 5% a 100% de B en 1,8 min; 2,40 min: 100% de B; 2,45 min: 100% de B; de 100 a
5% de B 0,05 min.

Se utiliza el anticuerpo hu2H11 (denominado también hu53 2H11 en la pagina 15 de WO
2008010101 ; se trata de un anticuerpo que comprende una Vh que tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID N°24) o el anticuerpo hu2H11R35R74 obtenido por mutagénesis dirigida de
hu53 2H11 (referenciado en la pagina 20 de WO 2011039721 ; se trata de un anticuerpo que
comprende una Vh que tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID N°18 y una VI que tiene la
secuencia SEQ N°16).

Capitulo 1 : Nuevos derivados de tomaimicina

Ejemplo 1:
1.1. 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-propil}-amino]-

etoxi}-2,6-bis-[(S)-2-et-(E)}-iliden-7-dimetoxi-1,2,3.11a-tetrahidropirrolo[2.1¢c]{1.4]

benzodiazepin-5-ona-8-iloximetill-piridina

\0/\/0\/\0/\ \O/\/O\/\O/\

/\/N\><S/S\ /\/N\XSH

N N
V/CQ%C[? ?Kj}rb\v V/C(w%@? ?Kj&ﬂ N
A 20 mg de 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi}-
2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1¢][1,4] benzodiazepin-5-ona-
8-iloximetil]-piridina en disolucién en 900 pl. de MeOH y 400 puL de DMF, se afiade una
disolucién de 17,5 mg de hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina y de 15,8 mg de NaHCO; en
370 pL de agua. La mezcla obtenida se agita 1 h a TA, se concentra bajo PR y se purifica por
cromatografia flash en silice (Silice Interchrom Puriflash 15/35U 2G), utilizando un gradiente de 0
a 10% de MeOH en una mezcla DCM/acetonitrilo 9:1. Las fracciones que contienen el producto
investigado se relinen y se concentran bajo PR. Se obtienen asi 7 mg de 4-{2-[metil-(2-metil-2-
mercapto-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolof2,1¢][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina: LC/MS (A): tr = 1,06 min; [M+H]+: m/z
941; [M - H,O + H]+: m/z 959.
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1.2. __ 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-2-metildisulfanil-propil}-amino]-etoxi}-
2,6-bié-[(S)-2-et-(E)-iIiden-7-dimetoxi-1.2,3.11a-tetrahidropirrolo[2.1c] [1.4] benzodiazepin-
5-ona-8-iloximetil]-piridina

\0/\\/0\//\0/\j

\><S/S\

N
\O/\\/o\’/\o/\j N
/\\/N\;><;/S\~ i A
——
HO Z\_OH N N
N P ? ? X
e} (0]

A una disolucién de 30 mg de 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-2-metildisulfanil-
propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-(hidroxi metil)-piridina y de 65,5 uL de diisopropiletilamina en 200 uL
de DCM enfriada a -20°C, se afaden 19,4 uL de CMS. Después de 20 minutos de agitacion, la
mezcla se hidroliza y la fase organica se lava con agua y después se seca sobre MgSO, y se
concentra bajo PR. El residuo asi obtenido (36 mg) en disoluciéon en 400 pL de DMF se afade a
una disolucion de 26 mg de tomaimicina en 425 uL de DMF, asi como 39,6 mg de K,CO3 y 15,8
mg de KI. La mezcla se agita 12 h a 30°C y se hidroliza hasta la precipitacién. El insoluble se
elimina por filtracién sobre frita, se lava con DCM y las fases organicas reunidas se concentran
bajo PR y se purifican por cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO, SF25-8g)
utilizando un gradiente de 0 a 10% de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto
investigado se relinen, se concentran bajo PR, se recogen en una mezcla dioxano/agua 1/1 y se
concentran de nuevo bajo PR. Se obtienen asi 23 mg de 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-
(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetrahidropirfolo[2,1c] [1,4] benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina.RMN 'H (500 MHz,
CLOROFORMO-d): sefiales anchas: 1,20 a 1,78 (m, 12 H); 2,40 (s, 3 H); 2,70 a 3,10 (m, 10 H);
3,34 (m, 4 H); 3,49 a 3,70 (m, 8 H); 3,71 (s, 3 H); 3,91 (m, 2 H); 4,00 (s, 6 H); 4,27 (m, 4 H); 5,27
(m, 4 H); 560 (m, 2 H); 6,86 (s, 2 H); 7,00 (m, 2H); 7,56 (s, 2 H); 7,65 (d, J=4,4 Hz, 2 H) .
LC/MS (A) : Tr = 0,81 min; [M+H]+: m/z 987.

1.3. 4-{21{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxil-etil}-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi}-

2.6-bis-(hidroxi metil)-piridina
“\;><;,S\\ \0/\\/0\//\0/\j

[N
O/\\/N\;><;/S\
x
HO lN/ o — B
HO N/ OH

A una disolucion de 100 mg de 4-[2-(2-metil-2-metildisulfanil-propilamino)-etoxil-2,6-bis-
(hidroximetil)-piridina en 2 mL de DMF se afiaden 99 mg de 1-yodo-2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
etano (B.Ben Aroya Bar Nir, J.F.Kadla Carbohydrate Polymers, 2009, 76, 60-67) y 54 mg de
Ko,CO3. Después de 12 h a 60°C, a la mezcla se aiaden 40 mg de 1-yodo-2-[2-(2-metoxi-etoxi)-
etoxil-etano y 55 mg de K,CO; adicionales. La mezcla obtenida se agita 24 h adicionales a 80°C.
Después de concentrar bajo PR, el bruto asi obtenido se pone en disolucién en un minimo de
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MeOH y se deposita sobre Mega BE-SCX, 1GM 6ML (Varian). Después de lavar la fase con
MeOH, el producto de interés se eluye con una disolucién de amoniaco 2N en MeOH. La fase
MeOH se concentra bajo PR y se redeposita sobre Mega BE-SCX, 2GM 12ML (Varian) segun el
mismo protocolo. Las fases metanol / NH; se concentran bajo PR y el residuo obtenido se
purifica por cromatografia flash en silice (Merck SuperVarioFlash 10g columna, Si60 15-40 um),
utilizando un gradiente de 0 a 10% de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto
investigado se rednen y se concentran bajo PR. Se obtienen asi 30 mg de 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-
etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina. RMN
'H (400 MHz, DMSO0-d6): 1,27 (s, 6 H); 2,40 (s, 3 H); 2,75 (s, 2 H); 2,80 (t, J=5,9 Hz, 2 H) ; 3,00
(t, J=5,9 Hz, 2 H) ; 3,23 (s, 3 H); 3,40 (m, 2 H); 3,47 a 3,55 (m, 8 H); 4,12 (t, J=5,9Hz, 2 H); 4,45
(d, J=5,9Hz, 4 H); 530 (t, J = 5,9 Hz, 2 H); 6,85 (s, 2 H). LC/MS (A): tr = 0,44 min; [M+H]+: m/z
479; [M-H+CO2H]- : m/z 523.

1.4. 4-[2-(2-metil-2-metildisulfanil-propilamino)-etoxi]-2,6-bis-(hidroximetil}-piridina

H

A~NH, AN S/S\
x x
HO l N/ OH HO [ N/ OH

A una suspension de 390 mg de 4-[2-amino-etoxi]-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina (preparada
después de la desproteccion del grupo boc de la 4-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-2,6-bis-
(hidroximetil)-piridina descrita en la pagina 101 de WO 07085930) en 2 mL de THF, se le afiaden
270 yL de 2-(metilditio)-isobutiraldehido y 730 uL de isopropéxido de titanio. Después de 20 min,
se afaden 270 plL de 2-(metilditio)-isobutiraldehido y 730 uL de isopropéxido de titanio
adicionales y la mezcla se agita 2 h a TA. A [a mezcla se afiaden 6 mL de etanol, se agita 20
minutos a TA y se le afladen 124 mg de cianoborohidruro de sodio. Después de 45 min de
agitacion, se afiaden 124 mg de cianoborohidruro de sodio adicionales y después de 1 hora de
agitacién, la mezcla se concentra bajo PR y se diluye en AcOEt y agua. El precipitado resultante
se filtra y ée disuelve en una disoluciéon acuosa de HCI 1M. La fase acuosa obtenida se lleva a
pH basico con una disolucién acuosa de sosa 5 M, se extrae 3x con DCM vy las fases organicas
reunidas se concentran bajo PR. Se obtienen 322 mg de 4-[2-(2-metil-2-metildisulfanil-
propilamino]-etoxi]-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 1,26 (s, 6 H);
1,81 (m ancho, 1 H); 2,39 (s, 3 H); 2,67 (s ancho, 2 H); 2,94 (tancho, J=5,7 Hz, 2 H); 4,11 (t, J =
5,7Hz,2H);4,45(d, J=55Hz,4 H); 5,32 (t, J = 5,5 Hz, 2 H); 6,85 (s, 2 H). LC/MS (A): tr = 0,24
min; [M+H]+: m/z 347.
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Ejemplo 2
21. Acido 4-([2-(2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-

irrolo[2,1¢c][1.,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-
etoxi)-etoxil-etil}-amino)-butanoico A

\o/\/o\/\o/\ o \o/\/O\/\O/\ )

o~ Ao~ A~ Ao,

H, /=N OVKN\)VO N\ T H N O\/é\/o AW
\/C{w%ij? ?J@o@fb\/ \/d%@? ?KE&N \
A una disolucién de 28 mg de 4-([2-(2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
etil}-amino)-butanoato de etilo en 527 yl de THF y 61 ul de agua se afiaden 32 ul de una
disolucién acuosa 1 M de litina. La mezcla se agita 1h30 a TA y se afiaden de nuevo 5 ul de una
disolucién acuosa 1 M de litina. Después de agitar 1h30 a TA, la mezcla se acidifica a un pH
cercano a 3 por adicién de 800 ul de tampoén fosfato de potasio (pH=3) y se extrae 5x con DCM.
Las fases orgénicas se retnen, se secan sobre MgSO,, se concentran bajo PR y se purifican por
cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO, SF10-4 g) utilizando un gradiente de 3 a
20% de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se rednen y se
concentran bajo PR. Se obtienen 10,2 mg de acido 4-([2-(2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolof2,1¢c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-butanoico. LC/MS (B): tr= 3,08min ; [M+H]": m/z 939.
2.2.  4-(J2-(2,6-Bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1c
[1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-

amino)-butanoato de etilo

\0/\/0\/\0/\ 0 \o/\,O\/\o/\ o

o’\/N\/\)Lo/\ /\/N\/\)Lo/\
0:\5,0¢©V0§..o - w N OV@O Nsy
e LT
o} o)

A una disoluciéon de 50,4 mg de (S)-2-et-(E)-iliden-8-hidroxi-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona en 4 mi de DMF se afiaden 77 mg de K,COs3, 30,7 mg de
yoduro de potasio y 67 mg de 4-([2-(2,6-bis-metanosulfoniloximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-butirato de etilo. La mezcla se calienta 18 h a 30°C, se lleva a
TA, se filtra sobre una membrana de 0,45 pm, se concentra bajo PR y se purifica por
cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO, SF15-12g), utilizando un gradiente de 0
a 10 % de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se retinen y se
concentran bajo PR. Se obtienen 51 mg de 4-([2-(2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-
1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1¢][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxil-etil}-amino)-butanoato de etilo. LC/MS (B): tr = 3,20 min; [M+H]": m/z 967.
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2.3. ([2-(2,6-Bis-metanosulfoniloximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi] -etil}-
amino)-butirato de etilo

\0/\/0\/\0/\ \/\i \o/\/o\/\o’\ 0o
&/N o™ ’\/N\/\)Lo/\
N x
l — \ h
HO__~ N? OH O¢§:O N/ 0/.§-_0
o] [¢]

A una disolucién de 51 mg de 4-([2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-
etoxi]-etil}-amino)-butanoato de etilo en 5 ml de DCM, previamente enfriada a -25°C, se afiaden
110 pl de diisopropiletilamina y 34 pl de CMS. La mezcla se agita 1 h a-15°C y se lava con 5 ml
de agua. La fase acuosa se extrae con 5 ml de DCM. Las fases organicas se reunen, se secan
sobre MgSQO4, y se concentran bajo PR. Se obtienen 69 mg de 4-([2-(2,6-bis-
metanosulfoniloximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-butirato de etilo.
LC/MS (B): tr = 2,87 min; [M+H]": m/z 615.

2.4. 4-([2-(2.6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-
amino)-butanoato de etilo

S~ O~
H\/\j\ ° O/\
~N O/\ ~N o~
—_—
\/&\/ \/E%\/
HO. Nia OH HO N? OH

A una disolucién de 180 mg de 4-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino}-butanoato de

etilo en 18 ml de acetonitrilo se afiaden 207 mg de 1-yodo-2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi}-etano y
192 ul de diisopropiletilamina. La mezcla se calienta 3 dias a 80°C, se concentra bajo PR y se
purifica por cromatografia flash en silice (Merck SuperVarioFlash 15 g columna, Si60 15-40 um),
utilizando una mezcla DCM / MeOH / agua (40/5/0,5). Las fracciones que contienen el producto
investigado se retinen y se concentran bajo PR. Se obtienen 51 mg de 4-([2-(2,6-bis-hidroximetil-
piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-butancato de etilo. LC/MS (B): tr =
0,70 min; [M+H]": m/z 459.

2.5. 4-[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-butanoato de etilo

NO,
0%8=0 ©

H
o/\/N\/\)LO/\ O/\/N\/\)Lo/\
—_——
HO N/ OH HO. N? OH

A una disoluciéon de 390 mg de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(2-nitro-
bencenosulfonil)-amino]-butanoato de etilo en 10 ml de acetonitrilo, bajo argén, se afiaden 766
mg de carbonato de cesio y 160 pl de tiofenol. La mezcla se agita 17 h a TA y se filtra sobre
vidrio fritado porosidad 4. La torta se lava con AcOEt y el filtrado se concentra bajo PR y se
purifica en cartucho Mega BE-SCX, 2GM 12ML (Varian), utilizando un lavado con MeOH y un

desprendimiento del producto esperado con una disolucién de amoniaco 2 N en MeOH. Las

O
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fracciones que contienen el producto investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se
obtienen 183 mg de 4-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-butanoato de etilo. LC/MS
(B): tr = 0,68 min; [M+H]": m/z 313.

2.6. 4-[[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-

butanoato de etilo
G, L,
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A una disolucibn de 767 mg de N-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-2-nitro-
bencenosulfonamida en 15 ml de DMF bajo argén, se afiaden 344 pl de 3-bromo-butirato de etilo
y 1,38 g de K,COs;. La mezcla se agita aproximadamente 20 h a 40°C y se filtra sobre vidrio
fritado porosidad 4. La torta se lava con AcOEt y el filtrado se concentra bajo PR. El bruto se
purifica por cromatografia flash en silice (Merck SuperVarioPrep 90 g columna, Si60 15-40 pym),
utilizando un gradiente de 0 a 10 % de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto
investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se obtienen 395 mg de 4-[[2-(2,6-bis-
hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-butanoato de etilo. LC/MS (B): tr
= 2,72 min; [M+H]": m/z 498; [M+HCO,H-H] : m/z 542.

2.7. N-[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-2-nitro-bencenosulfonamida

L, .,

0=8=0 0=5=0
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A una disoluciéon de 1,3 g de 4-[2-(2-nitro-bencenosulfonilamino)-etoxil-piridina-2,6-dicarboxilato
de dietilo en 200 ml de etanol, se afiaden sucesivamente 315 mg de borohidruro de sodio y 941
mg de CaCl,. La mezcla se agita 1h30 a TA y se le afiaden 50 ml de agua. El etanol se elimina
bajo PR y se afiaden 50 ml de agua al residuo obtenido; la fase acuosa se extrae 3x con AcOEt.
Las fases organicas se relnen, se lavan con una disolucién saturada de NaCl, se secan sobre
MgSO,, y se concentran bajo PR. Se obtienen 1,06 g de N-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-
etil]-2-nitro-bencenosulfonamida. LC/MS (A): tr = 0,57 min; [M+H]": m/z 384.

2.8.  4-[2-(2-Nitro-bencenosulfonilamino}-etoxi]-piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo

P
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A una disolucion de 957 mg de monohidrocloruro de 4-(2-amino-etoxi)-piridina-2,6-dicarboxilato
de dietilo en 30 ml de DCM y 734 ul de piridina, previamente enfriada a aproximadamente 5°C,
se afiaden 798 mg de cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo. La mezcla se lleva a TA y se agita 2 h.
Se le afiaden 244 pl de piridina y 665 mg de cloruro de 2-nitrobencenosulfonilo adicionales y la
agitacion se continta durante 15 h. La mezcla se lava con 25 ml de agua y la fase acuosa se
extrae 2x con 25 ml de DCM. Las fases organicas se relinen, se secan sobre MgSQ,, se
concentran bajo PR y se purifican por cromatografia flash en silice (Merck EasyVarioPrep 150 g
columna, Si60 15-40 um), utilizando un gradiente de 0 a 10 % AcOEt en DCM. Las fracciones
que contienen el producto investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se obtienen 960 mg
de 4-[2-(2-nitro-bencenosulfonilamino)-etoxi]-piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo. RMN 'H (400
MHz, DMSO-dg): 1,35 (t, J = 7,2 Hz, 6H); 3,41 (t, J=5,2 Hz, 2 H) ; 4,22 (t, J=5,2 Hz, 2 H) ; 4.39 (q,
J=7,2Hz, 4 H); 7,50 (s, 2 H); 7,80 (m, 2 H); 7,92 (m, 1 H); 8,04 (m, 2 H); 8,40 (m, 1 H). LC/MS
(C) : tr = 3,50 min; [M+H]": m/z 468.

2.9.  4-(2-Amino-etoxi)-piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo, monohidrocloruro

/\,“TO% O’\/NHz HCI
= 0 —_— I =
~.-0 l N? o ~©C N o~

0o o) o 0

A una disolucién de 2,64 g de 4-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-piridina-2,6-dicarboxilato de
dietilo (descrito en la pagina 101 de WO 07085930) en 27 ml de dioxano se anaden 20,7 ml de
acido clorhidrico 4 N en dioxano. La mezcla se agita aproximadamente 20 h a TA y se concentra
bajo PR. El residuo de la evaporacién se recoge con aproximadamente 70 ml de dioxano y se
concentra de nuevo bajo PR. La operacién se repite 3x. La mezcla se recoge con 50 ml de terc-
butil-metil-éter y la suspensién obtenida se filtra cobre vidrio fritado porosidad 4. La torta se lava
con terc-butil-metil-éter y se seca en desecador bajo PR a TA. Se obtienen 2 g de 4-(2-amino-
etoxi)-piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo, monohidrocloruro. RMN H (400 MHz, DMSO-dg): 1,35
(t, J = 7,2 Hz, 6H); 3,26 (m, 2H); 4,39 (q, J = 7,2 Hz, 4 H); 4,45 (m, 2 H); 7,77 (s, 2 H); 8,16 (m
ancho, 3 H). LC/MS (C) : tr = 2,39 min; [M+H]": m/z 283.

Ejemplo 3
3.1. _ Acido 3-([2-(2.6-bis-[(S)-2-et-(E})-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-

pirrolo[2,1c][1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetill-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-
etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-propanoico
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A una disolucién de 30 mg de 3-([2-(2,6-bis-[(S)-Z-et-(E)-i|iden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1¢c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxil]-
etif}-amino)-propanoato de metilo en 576 pl de THF y 67 ul de agua se afiaden 35 p! de una
disolucion acuosa 1 M de litina. La mezcla se agita 1h30 a TA, se recoge con 4 ml de DCM y se
acidifica a un pH cercano a 3 por adicion de 1 ml de tampdn fosfato de potasio (pH=3). La
mezcla se extrae 4x con DCM vy las fases organicas se relinen, se secan sobre MgSQ,, se
concentran bajo PR y se purifican por cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO,
SF10-4 g) utilizando un gradiente de 10 a 20% de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen
el producto investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se obtienen 13 mg de acido 3-([2-
(2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-pirrolo[2,1c][ 1,4]benzodiazepin-5-ona-
8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi}-etil}-amino)-propanocico. LC/MS (B): tr
= 3,07 min; [M+H]": m/z 925

3.2, 3-(I2-(2,6-Bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1c][1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-

etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-propanoato de metilo
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A una disoluciébn de 84 mg de (S)-2-et-(E)-iliden-8-hidroxi-7-metoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirroio[2,1-c][1,4]benzodiazepin-5-ona en 5 ml de DMF se afiaden 128 mg de K,CO3, 51 mg de
Kl 'y 110 mg de 3-([2-(2,6-bis-metanosulfoniloximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-
etoxi]-etil}-amino)-propanoato de metilo. La mezcla se calienta 18 h a 30°C, se lleva a TA, se
filtra sobre una membrana de 0,45 ym, se concentra bajo PR y se purifica por cromatografia
flash en silice (Analogix Super Flash SiO, SF15-24q), utilizando un gradiente de 0 a 10 % de
MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se retinen y se concentran
bajo PR. Se obtienen 33 mg de 3-([2-(2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximeti I]-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
etil}-amino)-propanoato de metilo. LC/MS (B): tr = 3,21 min; [M+H]": m/z 939

3.3. 3-([2-(2,6-Bis-metanosulfoniloximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxXi)-

etoxi]-etil}-amino)-propanoato de metilo
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A una disolucién de 80 mg de 3-([2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-
etoxi]-etil}-amino)-propanoato de metilo en 8 ml de DCM, previamente enfriada a -25°C, se
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afiaden 183 pl de diisopropiletilamina y 57 pl de cloruro de metanosulfonilo. La mezcla se agita 1
h a -15°C y se lava con 5 ml de agua. La fase acuosa se extrae con 5 ml de DCM. Las fases
organicas se reunen, se secan sobre MgSQO,, y se concentran bajo PR. Se obtienen 110 mg de
3-([2-(2,6-bis-metanosulfoniloximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-
propanoato de metilo. LC/MS (B): tr = 2,67 min; [M+H]": m/z 587
3.4. 3-([2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-
amino)-propanoato de metilo

\O/\/O\/\O/\
NN \/Yo\ /\/N\/\[ro\
_—
= o N [¢)
HO. I NG OH HO. | N CH

A una disolucién de 284 mg de 3-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-propanoato de
metilo en 28 ml de acetonitrilo se afladen 356 mg de 1-yodo-2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etano y
330 pl de diisopropiletitamina. La mezcla se calienta a 80°C durante 3 dias, se concentra bajo
PR y se purifica por cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO, SF25-40 g),
utilizando un gradiente de 5 a 10% de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto
investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se obtienen 165 mg de 3-([2-(2,6-bis-
hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-propanocato  de  metilo.
LC/MS (B): tr = 0,44 min; [M+H]": m/z 431.

3.5. 3-[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-propanoato de metilo

0=$=0 H
O/\/NWO\ O’\/N\/\n/o\
—_——
| S o | \ [¢]
HO ‘N OH HO. N OH

A una disolucion de 155 mg de 3-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(2-nitro-
bencenosulfonil)-amino]-propanoato de metilo en 6 ml de acetonitrilo, bajo argén, se afiaden 325
mg de carbonato de cesio y 67 pl de tiofenol. La mezcla se agita 4 h a TA y se filtra sobre vidrio
fritado porosidad 4. La torta se lava con AcOEt y el filtrado se concentra bajo PR y se purifica en
cartucho Mega BE-SCX, 2GM 12ML (Varian), utilizando un lavado con MeOH y un
desprendimiento del producto esperado con una disolucién de amoniaco 2 N en MeOH. Las
fracciones que contienen el producto investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se
obtienen 82 mg de 3-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-propanoato de metilo.
LC/MS (B): tr = 0,33 min; [M+H]": m/z 285.
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3.6.  3-[[2-(2.6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-{2-nitro-bencenosulfonil}-amino]-
propanoato de metilo
@NO, @NO,

0=§=0 0=$=0
o/\/N\/\[roY 0’\/N\/\Iro\
®» ° ® °
HO N/ OH HO. N/ OH

A una disolucion de 670 mg de 3-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-propanoato de
terc-butilo en 20 ml de DCM, se afiaden 2 ml de TFA. La mezcla se agita 6 h a TA, se concentra
bajo PR, se recoge con DCM y se concentra de nuevo bajo PR. Al residuo obtenido, puesto en
disolucié6n en 10 ml de MeOH, se afaden, a 5°C, 7 ml de disolucion 2 M de
(trimetilsilil)diazometano en hexano. La mezcla se agita 1h30 a 5°C y se afiaden 200 ul de acido
acetico. La mezcla se recoge con 30 ml de agua y 30 ml de AcOEt. La fase acuosa se extrae 2x
con 30 ml de AcOEt. Las fases organicas se reinen, se lavan con una disolucion saturada de
NaCl, se concentran bajo PR y se purifican por cromatografia flash en silice (Analogix Super
Flash SiO, SF15-24 g) utilizando un gradiente de 0 a 10% de MeOH en DCM. Las fracciones que
contienen el producto investigado se relinen y se concentran bajo PR. Se obtienen 155 mg de 3-
[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-propanoato de metilo. LC/MS (C) : tr = 2,56 min;
[M+H]": m/z 470.

propanoato de terc-butilo

CL, O,

0=§=0 0=§=0
~N o/ —— T\Il o
~0 IN/ O~ Ho A
) 0

B
N OH

A una disolucién de 0,8 g de 4-{2-[(2-terc-butoxicarbonil-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino}-
etoxi}-piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo en 80 ml de etanol, se afiaden sucesivamente 152 mg
de borohidruro de sodio y 447 mg de CaCl,. La mezcla se agita a TA y se le afiaden 20 ml de
agua al final de la reaccion. El etanol se elimina bajo PR y se afiaden 100 ml de agua al residuo
obtenido y la fase acuosa se extrae 3x con AcOEt. Las fases organicas se relinen, se lavan con
una disolucién saturada de NaCl, se secan sobre MgSQ,, y se concentran bajo PR. Se obtienen
670 mg de 3-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(2-nitro-bencenosulfonil}-amino]-
propanoato de terc-butilo. LC/MS (C) : tr = 3 min; [M+H]": m/z 512.



10

15

20

25

30

54
3.8. 4-{2-[(2-Terc-butoxicarbonil-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)- mino]éetoxi}-giridina-
2.6-dicarboxilato de dietilo
©\No,

08=0
H ~N o]
NO, \/\[c\)’)<
EN ==
o LA o * ~° A e ®
'S, P
N oo™~ WX ~O N o~
o o

[¢]

A una disolucion de 10,6 g de 3-[(2-metanosulfoniloxi-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-
propioniato de ferc-butilo en 220 ml de DMF, se afiaden 16,2 g de K,CO; y 5,6 g de 4-hidroxi-
piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo. La mezcla se calienta 20 h a 60°C, se concentra bajo PR y se
recoge con 200 ml de agua y 200 ml de AcOEt. La fase acuosa se extrae 2x con AcOEt. Las
fases organicas se relinen, se lavan con una disolucion saturada de NaCl, se secan sobre
MgSQ,, se concentran bajo PR y se purifican por cromatografia flash en silice (Merck
EasyVarioPrep 600 g columna, Si60 15-40 um), utilizando un gradiente de 0 a 20% AcOEt en
DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se relinen y se concentran bajo PR.
Se obtienen 6,56 g de 4-{2-[(2-terc-butoxicarbonil-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-etoxi}-
piridina-2,6-dicarboxilato de dietilo. LC/MS (C) : tr = 4,14 min; [M+H]": m/z 596.

3.9. 3-[(2-Metanosulfoniloxi-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-aminol-propioniato _de _terc-

: “NO, : “NO,

08=0 o 080

G
Ho~N \/\gox §S~o’\/”\/\g°;<

butilo

A una disolucién de 9,2 g de 3-[(2-hidroxi-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-aminol-propioniato de
terc-butilo en 92 ml de DCM se aifiaden 8,1 ml de diisopropiletilamina. La mezcla se enfria a -5°C
y se afade gota a gota una disolucion de 2,34 ml de CMS en 10 ml de DCM. Después de volver
a TA, la mezcla se agita 2 h aproximadamente y se afiaden 100 mi de agua. La fase acuosa se
extrae 2 veces con DCM y las fases organicas se reunen, se secan sobre MgSO,, se concentran
bajo PR y se purifican por cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO, SF40-240 g)
utilizando un gradiente de 0 a 5% de acetato de etilo en DCM. Las fracciones que contienen el
producto investigado se reunen y se concentran bajo PR. Se obtienen 10,62 g de 3-[(2-
metanosulfoniloxi-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-propioniato de terc-butilo. LC/MS (C) : tr =
3,77 min; [M+Na]": m/z 475.

3.10.__ 3-[(2-Hidroxi-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-propioniato de terc-butilo

0=$=0 0=%=0

o~ NH Ho’\/NV\gOX

A una disolucién de 8,7 g de N-(2-hidroxi-etil)-2-nitro-bencenosulfonamida (Skerlj, R.T. ; Nan, S. ;
Zhou, Y. ; Bridger, G.J. Tetrahedron Lett. 2002 (43) 7569-7571) en 87 ml de DMF, bajo argén, se
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afaden 8,8 ml de 3-bromo propionato de terc-butilo y 14,6 g de K,CQO;. La mezcla se agita 15 h a
40°C y se afiaden de nuevo 5 ml de 3-bromo propionato de terc-butilo. La mezcla se calienta a
40°C hasta el dia siguiente y se filtra sobre vidrio fritado porosidad 4. La torta se lava con acetato
de etilo y el filtrado se concentra bajo PR y se purifica por cromatografia flash en silice (Merck
EasyVarioPrep 400 g columna, Si60 15-40 um), utilizando un gradiente de 0 a 10% de AcOEt en
DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se retinen y se concentran bajo PR.
Se obtienen 9,54 g de 3-[(2-hidroxi-etil)-(2-nitro-bencenosulfonil)-amino]-propioniato de terc-
butilo. LC/MS (C) : tr = 3,39 min; [M+Na]": m/z 397.

Eijemplo 4
4.1. 4-[2-((2-metil-2-metildisulfanil-propil)-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-
etoxi]-2.6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1.2,3,11a-tetrahidro pirrolo[2.1¢c][1.4]

benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina

Preparado como para el gj. 1, a partir de 4-[2-((2-metil-2-metildisulfanil-propil)-{2-[2-(2-morfolin-4-
il-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-etoxi]-2,6-bis-(hidroxi metil)-piridina:

N/\/O\/\O/\
(\N/\/O\/\O/\ © o/\/N\><S’S\
O\) O/\/N\><S/S\ ]\
H =N o] = o] N H
S = e
HO AL (A OH \/C{ o 9 0 p SN

RMN "H (500 MHz, DMSO-ds): 1,22 (s, 6 H); 1,69 (d, J = 7,0 Hz, 6 H); 2,28 a 2,44 (m, 6 H); 2,36
(m, 3H); 2,71 (s, 2 H); 2,77 (t, J=6,7 Hz, 2 H) ; 2,88 a 3,08 (m, 6 H); 3,42 a 3,55 (m, 12 H); 3,86
(s, 6 H); 3,88 (m, 2 H); 4,10 (s, 4 H); 4,15 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ; 5,17 (d, J = 13,2 Hz, 2 H); 5,23 (d, J
=13,2 Hz, 2 H); 5,55 (m, 2 H); 6,93 (s, 2 H); 7,06 (s, 2 H); 7,38 (s, 2 H); 7,76 (d, J = 4,4 Hz, 2 H).
LC/MS (A): tr = 0,68 min; [M+H]+: m/z 1042; [M+2H]**: m/z 521,5 (pico de base)

4.2 4-[2-((2-metil-2-metildisulfanil-propil)-{2-]2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etil}-amino)-
etoxi]-2,6-bis-(hidroxi metil)-piridina

Preparado como para el ej. 1, a partir de 4-{2-[2-(2-yodo-etoxi)-etoxi]-etil}-morfolina y de 4-[2-(2-
metil-2-metildisulfanil-propilamino)-etoxi]-2,6-bis-(hidroximetil)-piridina :

H\><S/s\ (\N/\/O\/\o/\

N~
O\) O/\/N\><S/S\
| RS
AN
HO N/ OH |

H = OH
° N

RMN "H (400 MHz, DMSO-d¢): 1,26 (s, 6 H); 2,36 (m, 4 H); 2,39 (s, 3 H); 2,43 (t, J=5,9 Hz, 2 H) ;
2,74 (s, 2 H); 2,79 (t, J=5,9 Hz, 2 H) ; 3,00 (t, J=5,9 Hz, 2 H) ; 3,46 a 3,55 (m, 12 H); 4,12 (4,
J=59Hz 2H);4,45(d, J=59Hz 4 H); 530 (t, /=59 Hz, 2 H) ; 6,84 (s, 2 H). LC/MS (E): tr =
0,33 min; [M+H]": m/z 534
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4.3. 4-{2-[2-(2-Yodo-etoxi)-etoxi]-etil}-morfolina

|/\N/\/o\/\o/\/OH (\N/\/O\/\O/\/]

A una disolucién de 1,i2g de 2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etanol y de 940 pl de
diisopropiletilamina en 6 ml de DCM, enfriada a 0°C, se afiade una disoluciéon de 440 pl de
cloruro de metanosulfonilo en 3mL de DCM a la misma temperatura. La mezcla se agita 1 h a
0°C y se lava con 8 mi de agua. La fase organica se seca sobre MgSQ, y se concentra bajo PR.

El residuo obtenido se pone en disolucién en 30mL de acetona y se le afiaden 1,42g de yoduro
de sodio. Después de 5h de agitacién a reflujo, el insoluble se elimina por filtracién sobre vidrio
fritado. El filtrado se concentra bajo PR y se recoge en diclorometano. El insoluble se elimina de
nuevo por filtracion, el filtrado se concentra bajo PR y se purifica por cromatografia flash en silice

* (Analogix Super Flash SiO, SF25-40 g), utilizando un gradiente de 0 a 5% de MeOH en DCM.

Las fracciones que contienen el producto investigado se retunen y se concentran bajo PR. Se
obtienen 1,09 g de 4-{2-[2-(2-yodo-etoxi)-etoxi]-etil}-morfolina. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds):
2,39 (m,4H);245(t, J=59Hz, 2H); 3,32 (t J6,4Hz, 2H); 3,472 3,60 (m, 10 H); 3,67 (t,J =
6,4 Hz, 2 H). LC/MS (A): tr = 0,29 min; [M+H]": m/z 330

Ejemplo §
5.1. 4-([2-(2,6-Bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3.11a-tetrahidropirrolo[2.1¢]
[1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-

etoxi}-propionil}-aminol-butanoato de N-hidroxisuccinimidilo

o/\/"‘\/\/lL /\,N\/\)J\

ey T ey

A 65 mg de acido 4-([2-(2,6-bis{(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro-
pirrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-

\0/\/0\/\0/\,0\/\(0 O/\,o\/\o/\/o\/Y ?

etoxi]-etoxi}-propionil)-amino}-butanoico en disolucién en 3,8 mL de THF se afiaden 67 uL de
DIPEA y 33 mg de carbonato de N,N’-disuccinimidilo. Después de 1 h a TA, se afiaden 8 mL de
DCM y la fase organica resultante se lava dos veces con agua, se seca sobre MgSQO,, se
concentra bajo PR y se purifica por cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO,
SF10-8g), utilizando un gradiente de 0 a 7,5% de metanol en DCM. Se obtienen asi 35 mg de 4-
([2-(2,6-Bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1¢][1,4] benzodiazepin-5-
ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etif]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi}-etoxi}-propionil)-amino}-
butanoato de N-hidroxisuccinimidilo

LC/MS (F): tr = 3,54 min; [M+H]": m/z 1108; [M — H,0 + H]+: m/z 1126; [M+2H,0+H]" : m/z 1144

b\
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-iliden-7-dimetoxi-1.2,3,11a-tetrahidro-
pirrolof2.1c][1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetill-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-
etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionil)-amino]-butanoico
Preparado como para el g]. .2, a partir de 4-([2-(2,6-Bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetrahidropirrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-

etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de metilo:

\O/\/O\/\O/\/O\/\fo o \0/\/0\/\0/\’0\/\‘?0 o

/\/N\/\)Lo/ /\/N\/\)J\
Jges
N
z S ?

OH
5oy By
N T\ H
LC/MS (E): tr = 1,05 min; [M+H]": m/z 1011; [M — H,O + HJ+: m/z 1029; [M+2H,0+H]" : m/z 1047

» 0 Ney o - i N o o Ny '
N ?j@&rb\v \/ng%@ 9 ?Kjgrrl N

5.3.  4-([2-(2.6-Bis(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2.1c]
[1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-tloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoXxi-etoxi)-etoxi]-

etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de metilo

Preparado como para el ej. 2, a partir de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de metilo :

\o/\/o\/\of\/o\/\fo o \o/\/o\/\o’\/o\/\fo 0

O/\/N\/\)J\O/ /\/N\/\)L -

(o]
® - s
HO. o ~-OH H, =N o) N o Nz oy
- NQC:? r SN
o] o)

LC/MS (E): tr = 1,14 min; [M+H]": m/z 1025; [M — H,0 + H]+: m/z 1043; [M+2H,0+H]" : m/z 1061

ropionil)-amino]-butanoato de metilo

\O/\/O\/\O/\/o\/\fo o) RN P o) (0]

e} 0 o]
oA A \;\f\/\}o/
=

H | o | >
P
o N H HO PO

A una disolucién de 460 mg de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-
etoxi)-etoxil-etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de terc-butilo en 7 ml de DCM, se afiaden 1,14 ml
de TFA. La mezcla se agita 15 h a TA y se concentra bajo PR. Al residuo obtenido, puesto en
disolucion en 3,8 ml de MeOH, se anaden, a 5°C, 3,1 ml de disolucion 2 M de
(trimetilsilil}diazometano en hexano. La mezcla se agita 1h a 5°C y se afiaden 100 pl de acido
acético. Despues de concentrér bajo PR, el residuo obtenido se purifica por cromatografia flash
en silice (Analogix Super Flash SiO, SF25-40g), utilizando un gradiente de 2 a 10 % de MeOH
en DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se retinen y se concentran bajo
PR. Se obtienen 265 mg.de 4-[[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-
etoxi}-etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de metilo. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): mezcla 50%-
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50% de conférmeros con: 1,67 a 1,86 (m, 2 H); 2,27 (t, J=7,3 Hz, 1 H) ; 2,36 (t, J=7,3 Hz, 1 H) ;
2,57 (t, J=6,7 Hz, 1 H) ; 2,66 (t, J=6,7 Hz, 1 H) ; 3,23 (s, 3 H); 3,31 a 3,75 (m, 21 H); 4,14 (,
J=5,6 Hz, 1 H) ; 4,19 (t, J=5,6 Hz, 1 H) ; 4,45 (m, 4 H); 5,30 (m, 2 H); 6,84 (s, 1 H); 6,86 (s, 1 H).
LCIMS (G) : tr = 0,62 min; [M+H]": m/z 517; [M-H+CO2H]-: m/z 561

5.5. 4-[[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-
propionil)-amino]-butanoato de terc-butilo
S U s
O

)
o
N
/\/N\/\)Lo/k\
R
Ho AL A _on [
N

HO. N/ OH

A una disolucién de 560 mg de 3-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-butanoato de
terc-butilo en 4 ml de DMF se afiade una disolucién de 658 mg de 3-{2-{2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
etoxi}-propanoato de N-hidroxisuccinimidilo (véase M.A.Miller, N.B.Malkar, D.Severynse-
Stevens, K.G.Yarbrough, M.J.Bednarcik, R.E.Dugdell, M.E.Puskas, R.Krishnén, K.D.James
Bioconjugate Chem., 2006, 17, 267-274) en 4mL de DMF. La mezcla se agita a TA durante 15h,
se concentra bajo PR y se purifica por cromatografia flash en silice (Analogix Super Flash SiO,
SF40-80g), utilizando un gradiente de 0 a 10 % de una disolucién al 10% de amoniaco en
MeOH, en DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se reunen y se
concentran bajo PR. Se obtienen 460 mg de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-
(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionif)-amino]-butanoato de terc-butilo. RMN 'H (400 MHz,
DMSO-dg): mezcla 50%-50% de conférmeros con: 1,39 (s, 4,5 H); 1,40 (s, 4,5 H); 1,63 a 1,81 (m,
2 H); 2,16 (t, J=7,3Hz, 1 H); 2,25 (t, J=7,3 Hz, 1 H) ; 2,57 (t, J=6,7 Hz, 1 H) ; 2,66 (t, J=6,7 Hz, 1
H); 3,23 (s, 3 H); 3,31 a 3,74 (m, 18 H); 4,14 (t, J=5,7 Hz, 1 H) ; 4,19 (t, J=5,7 Hz, 1 H) ; 4,45 (m,
4 H); 5,30 (m, 2 H); 6,84 (s, 1 H); 6,86 (s, 1 H). LC/MS (G) : tr = 0,80 min; [M+H]": m/z 559; [M-
H+CO,H]-: m/z 603.

5.6. 3-[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-butanoato de terc-butilo
Preparado como para el ej. 2, a partir de 3-bromo-butirato de terc-butilo y de N-[2-(2,6-bis-

hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-2-nitro-bencenosulfonamida :

; “NO,

0=$=0 H o]
O/\/NH - . O’\/N\/\)Lo/k\
R x>
HO I N OH HO ‘ N7 OH

RMN "H (400 MHz, DMSO-dq): 1,39 (s, 9 H); 1,62 (t, J=7,2 Hz, 2 H) ; 1,84 (m extendido, 1 H) ;
2,22 (t, J=7,2Hz,2H),; 2,55 (t J=7,2Hz, 2 H) ; 2,86 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,07 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ;
4,45 (d, J = 5,7 Hz, 4 H); 5,29 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ; 6,85 (s, 2 H). LC/MS (A): tr = 0,40 min; [M+H]":
m/z 341 ; pico de base: m/z 156.

0%
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Ejemplo 6
6.1.  4-([2-(2,6-Bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1.2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1c]
[1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-

etoxi}-propionil}-amino]-butanoato de etilo

Preparado como para el €j. 5, a partir de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionil}-amino]-butanoato de etilo :

\O/\/O\/\O/\/o\/\fo \O/\/O\/\O/\/o\/\fo o

/\/N\/\)OLO/\ ’\/N\/\)Lo’\
HO\/é\/OH - e O\/E;%\/O Ney

V/C{w%i:[? ?j@grb\/
RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds): mezcla 50%-50% de conférmeros con: 1,11 a 1,18 (m, 3 H); 1,54
a182(m,8H);224(d,J=73Hz, 1H);232(d, J=73Hz, 1H);,253a268(m,4H), 287a
3,07 (m, 4 H); 3,20 (s, 1,5 H); 3,21 (s, 1,5 H); 3,31 a 4,27 (m, 32 H); 5,16 (d, J = 13,2 Hz, 2 H);
5,22 (d, J=13,2 Hz, 2 H); 5,55 (9, J= 7,0 Hz, 2 H); 6,94 (s, 2 H); 7,08 (s, 2 H); 7,37 (s, 2 H); 7,76

(d, J = 4,4 Hz, 2 H). LC/MS (A): tr = 0,86 min; [M+H]": m/z 1039; pico de base: m/z 376.

6.2. 4-[[2-(2.6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-
propionil)-amino]-butanoato de etilo

Preparado como para el €j. 5, a partir de 3-[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etilamino]-
butanoato de etilo : '

H o] \0/\/0\/\0/\/0\/\(0 o
/\’N\/\)LO/\ /\/N\/\)LO/\

S
(L o  E— o~
N HO. = OH

N
RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) mezcla 50%-50% de conformeros con: 1,16 (t, J=7,1 Hz, 1,5 H) ;
1,17 (t, J=7,1 Hz, 1,5 H) ; 1,67 a 1,97 (m, 2 H); 2,25 (t, J=7,3 Hz, 1 H) ; 2,34 (t, J=7,3 Hz, 1 H) ;
2,57 (t, J=6,8 Hz, 1 H) ; 2,66 (t, J=6,8 Hz, 1 H) ; 3,23 (s, 3 H); 3,32 2 3,74 (m, 18 H); 4,04 (9, J =
7,1Hz,1H);405(q,J=71Hz, 1 H); 414 (, J=5,7 Hz, 1 H) ; 4,19 (t, J=5,7Hz, 1 H) ; 445 (m, 4
H); 5,30 (m, 2 H); 6,84 (s, 1 H); 6,86 (s, 1 H). LC/MS (A): tr = 0,47 min; [M+H]": m/z 531; pico de
base: m/z 376 ; [M-H+CO,H]-: m/z 575

HO

Ejemplo 7
7.1. 4- i -iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1¢c

[1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetill-piridin-4-iloxi)-etil]-{3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-
etoxil-etoxi}-propionil)-aminol-butanoato de metilo

Preparado como para el ej. 5, a partir de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-

morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de metilo :

bk
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(\N/\/o\/\oz\/o\/\(o o (\N/\/O\/\O/\/O O o
0\) \/\)LO/\ O\) \/\f

~N
HO N/ OH , o) N/ fe)

LC/MS (E): tr = 0,88 min; [M+H]": m/z 1080; [M — H,0 + H]+: m/z 1098; [M+2H,0+H]" : m/z 1116

2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2- _morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-

etoxi}-propionil}-amino]-butanoato de metilo

Preparado como para el ej. 5, a partir de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-
morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propionil}-amino]-butanoato de terc-butilo:

(\N/\/O\/\O/\/O\/\f

o}
0] N/\/o\/\o/\,o o] o
O\) o/\/N\/\)LO’{\ O|/\\) :i/\'f\/\)']\o’
Ho\/@/ori »
N HO N/ OH

RMN *H (400 MHz, DMSO-d): 1,83 (m, 2 H); 2,33 (m, 2 H); 2,42 (m, 4 H); 2,48(t, J=5,8 Hz, 2 H):
2,61 (m, 2 H); 3,40 (m, 2 H); 3,49 a 3,55 (m, 10 H); 3,56 (m, 4 H); 3,62 (s, 3 H);3,69 (t ancho,
J=6,6 Hz, 4 H) ; 4,21 (t, J=5,6 Hz, 2 H) ; 4,49 (d, J = 5,3 Hz, 4 H); 4,90 (t, J=5,3 Hz, 2 H) ;6,87 (s,
2 H). LC/MS (G) : tr = 0,50 min; [M+H]": m/z 572; pico de base: m/z 198; [M-H+CO,H]-: m/z 616

7.3.  4-[2-(2,6-Bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2- __morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-
etoxi}-propionil)-amino]-butanoato de terc-butilo

Preparad como para el g]. 5, a partir de 3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxil-etoxi}-propanoato de
N-hidroxi succinimidilo :

H o] |/\N/\/O\/\o/\/o O o
O/\/N\/\)J\o/k\ O\) :\"T\/\)LO#
Ho . \/ OH P
N HO. = OH

N
RMN "H (400 MHz, DMSO-dg): 1,42 (s, 9 H); 1,78 (m, 2 H); 2,22 (m, 2 H); 2,42 (m, 4 H); 2,48 (t,
J=5,8 Hz, 2 H) ; 2,61 (m, 2 H); 3,39 (m, 2 H); 3,48 a 3,55 (m, 10 H); 3,56 (m, 4 H); 3,69 (t ancho,
J=6,6 Hz, 4 H) ; 4,21 (t, J=5,6 Hz, 2 H) ; 4,49 (d, J = 5,3 Hz, 4 H); 4,90 (t, J=5,3 Hz, 2 H) ; 6,87 (s,
2 H). LC/MS (G) : tr = 0,65 min; [M+H]+: m/z 614; pico de base: m/z 240

7.4. 3-{2-[2-(2-Morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoato de N-hidroxi succinimidilo

o
o o 0.

N OO o (N Y jﬁ
0(\\) \/I O\) 0 o

A 830mg de acido 3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoico en disolucion en 50 mL
de THF se afiaden 1,1 g de carbonato de N,N’-disuccinimidilo y 1,5 mL de DIPEA. Después de
24 h a TA, se afiaden 200 mL de DCM y la fase organica resultante se concentra a la mitad bajo
PR, se lava dos veces con agua, se seca sobre MgSQO, y se concentra bajo PR. Se obtienen asi
1,05 g de 3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoato de N-hidroxi succinimidilo. RMN
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"H (400 MHz, DMSO-dg): 2,39 (m, 4 H) ; 2,45 (t, J=5,9 Hz, 2 H) : 2,81 (s, 4 H): 2,92 (t, J=6,0 Hz,
2 H): 3,45 a 3,57 (m, 14 H); 3,72 (t, J = 6,0 Hz, 2 H). LC/MS (G) : tr (ELSD) = 0,49 min : [M+H]+:
miz 389.

7.5. Acido 3-{2-
OO 0 |/\N/\/O\/\o/\,o OH
O o] \/\g/ Y O\) \/\g/

A una disolucién de 1g de 3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoato de terc-butilo en
50 ml de DCM, se afiaden 4 mi de TFA. La mezcla se agita 10 h a TA, se concentra bajo PR y se
purifica en cartucho Mega BE-SCX, 25GM 150ML (Varian), utilizando un lavado con MeOH y un
desprendimiento del producto esperado con una disolucién de amoniaco 2 N en MeOH. Las
fracciones que contienen el producto investigado se retnen y se concentran bajo PR. Se
obtienen 830 mg de &cido 3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoico. LC/MS (E): tr
(ELSD) = 0,16 min ; [M+H]": m/z 292

7.6. 3-{2-[2-(2-Morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoato de terc-butilo

K\N/\/O\/\O/\/OH (\N/\/O\/\o/\/o\/\n,OY
0

o/ o/

A una disolucién de 989mg de 2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etanol en 2,8mL de THF anhidro,

se afiaden 1,04mg de sodio. Después de calentar a 40°C durante 2h15, se afiaden 793uL de
acrilato de terc-butilo. Después de 2h de calentamiento adicional a 40°C, la mezcla de reaccién
se deja 20h a temperatura ambiente, se concentra bajo PR y se purifica por cromatografia flash
en silice (Merck SuperVarioPrep 70 g columna, Si60 15-40 uym), utilizando un gradiente de 0 a
6% de MeOH en DCM. Las fracciones que contienen el producto investigado se rednen y se
concentran hajo PR. Se obtiene 1 g de 3-{2-[2-(2-morfolin-4-il-etoxi)-etoxi]-etoxi}-propanoato de
terc-butilo. LC/MS (E): tr (ELSD) = 0,59 min ; [M+H]": m/z 348

Evaluacién de la inhibicidn de la proliferacion de las lineas celulares MDA-MB-231, MDA-
A1 y HCT116_por los compuestos de férmula (IA) con GCR1=-8Z, (Z,=SMe) o GCR1=-
C‘=Olszb ‘ZbRb=OM9l

Las células MDA-MB-231, MDA-A1 o HCT116 en su fase de crecimiento exponencial se

tripsinizan y se ponen en suspension en su medio de cultivo respectivo (DMEM/F12 Gibco
#21331, SVF al 10 % Gibco #10500-056, Glutamina 2 nM Gibco #25030 para las células MDA,;
DMEM Gibco #11960, SVF al 10 % Gibco #10500-056, Glutamina 2 mM Gibco #25030 para las
células HCT116). La suspensidn celular se siembra en placas de cultivo de 96 pocillos Cytostar
(GE Healthcare Europe, #RPNQ0163) en el medio de cultivo completo que contiene suero a una
densidad de 5.000 células/pocillo (MDA-MB-231, MDA-A1, HCT116). Después de 4 horas de
incubacién, se afaden diluciones sucesivas de los dimeros de tomaimicina en los pocillos por
triplicado para cada concentracién. Se cultivan las células durante 3 dias a 37°C en una
atmoésfera de CO, al 5% en presencia de citotdxicos. El 4° dia, se afaden a cada pocillo 10 pL
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de una solucion de timidina '“C (0,1 uCilpocillo, Perkin Elmer #NEC56825000). La incorporacién

de timidina "C se mide 96 h después del principio del experimento con un contador radioactivo

microbeta (Perkin Elmer). Los datos se expresan en forma de % de supervivencia calculando la

relacion entre el recuento obtenido con las células tratadas con el citotoxico y el obtenido con las

células de los pocillos de control (tratados con el medio de cultivo solo).

Tabla ll

Inhibicidn de la proliferacion (pulso de '*C timidina a las
96 h)

CI50 [pM]

Estructura del compuesto de férmula (1A)

HCT116

MDA-MB231

MDA-A1

\o/\/o\/\o

N\><S/s\

N
\/&\/
[¢) N/ 0 = A

61

128

16.270

18

41

3.465

235

384

17.849

48

4.984

81

5.665

26.474

>50.000

Se constata que los compuestos ensayados, para los que GCR1=-SZ,, con Z,=SMe) o GCR1=-

C(=0)Z,Rs, con Z,R,=0OMe, tienen una actividad anticancerosa potente; esto hace pensar que

los compuestos similares caracterizados por otro grupo Z,R,, son susceptibles de presentar una

actividad al menos idéntica.
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Capitulo 2 : Nuevos conjugados de tomaimicina

Ejemplo 8: preparacién de un conjugado hu2H11 modificado por SPDB con 4-{2-[{2-[2-(2-

-mercapto-

metoxi-etoxi)-etoxil-etil}-(2-metil-(2-metil-2

(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1¢c1[1,4] benzodiazepin-5-ona-8-

iloximetil]-piridina

A 24 mg de hu2H11 (anticuerpo descrito también por hu53 2H11 en la pagina 15 de WO
2008010101 ; se trata de un anticuerpo que comprende una Vh que tiene la secuencia de
aminoacidos SED ID N°24) en 2,37 mL de un tampén acuoso de concentracién 0,05 M en fosfato
de potasio, 0,05 M en NaCl y 2 mM en acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) de pH=6,5, se
afiaden 320 pg de SPDB (descrito en la pagina 7 de WO 2010/076474) en disolucion en 62 ulL
de DMA bajo agitacién magnética. Después de 4 h a TA, el anticuerpo modificado se purifica por
filtracién en gel en Sephadex G25 (Columna PD-10 GE) previamente equilibrada en un tampén
acuoso de concentracién 0,05 M en acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-
etanosulfénico (HEPES), 0,05 M en NaCl y 2 mM en acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA)
de pH=8. Un alicuota del anticuerpo modificado se trata con ditiotreitol (DTT) para escindir los
grupos ditiopiridinas. El anticuerpo modificado asi como la piridina tiol libre se dosifican por
espectrofotometria utilizando los coeficientes de extincion de la piridina tiol (€343 nm= 8.080 M'cm’
", del grupo ditiopiridina €50 nm= 5.100 M cm™) y de hu2H11 (€250 nm= 20.6941 M'em™) : se ha
determinado una media de 3,2 grupos ditiopiridina por molécula de anticuerpo a la concentracion
de 7,08 mg/mL.

A 12 mg de anticuerpo modificado anterior en 3,2 mL de un tampén acuoso de concentracion
0,05 M en acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES), 0,05 M en NaCl y 2
mM en acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) de pH=8, se afaden 713 uL. de DMA y 1,22 mg
de  4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-propil)-amino]-etoxi}-2,6-
bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirroio[2,1c][1,4]  benzodiazepin-5-ona-8-
iloximetil]-piridina en disolucién en 87 uL de dimetilacetamida (DMA) bajo agitacién magnética.
Después de 12 h a 30°C, la mezcla se filtra sobre MillexR-‘SV 0,45 pM (PVDF Durapore Millipore)
y se purifica en una columna Superdex™ 200 grado prep (Columna Hiload™ 26/60 GE)
previamente equilibrada en un tampén fosfato salino que contiene 20% de N-metilpirrolidona
(NMP). Las fracciones de interés se retinen y se concentran sobre Amicon Ultra-15 (Ultracel 50k
Millipore) y se filtran sobre Sephadex G-25 (Columnas PD10, GE) previamente equilibrada en un
tampdn acuoso a pH=6,5, de concentracién 10mM en histidina que contiene 10% de sacarosa y
5% de NMP.

43
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El conjugado obtenido (3,5 mL) se dosifica por espectrofotometria utilizando los coeficientes de
extincion eszo nm= 7.843M" cm™y @550 nm= 4.436 M cm™ para la 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
etil}-(2-metil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetrahidropirrolo[2,1¢][1,4] benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina y g0 nm = 206.941 M'cm™
para hu2H11: se ha determinado una media de 2,9 dimeros de tomaimicina (4-{2-[{2-[2-(2-
metoxi-etoxi)-etoxil-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-[( S)-2-et-(E)-
iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo{2,1c][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina)

por molécula de anticuerpo a la concentracién de 1,74 mg/mL.

Ejemplo 9: preparacion de un conjugado hu2H11R35R74 modificado por SNPP con 4-{2-

[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-
[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolol2,1c][1,4] benzodiazepin-5-ona-8-
iloximetil]-piridina

A 100 mg de hu2H11R35R74 (referenciado en la pagina 20 de WO 2011039721) en 8,2 mL de
un tampoén acuoso de concentracién 0,05 M en fosfato de potasio, 0,05 M en NaCly 2 mM en
acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) de pH=6,5, se afiaden 1,3 mg de SNPP (descrito en la
pagina 36 de WO 2004/016801) en disolucién en 186 pL de DMA bajo agitacion magnética.
Después de 4 h a TA, la disolucién del anticuerpo modificado se fracciona en 4 y se purifica por
filtracion en gel en 4 columnas Sephadex G25 (Columna PD-10 GE) previamente equilibradas en
un tampén acuoso de concentraciéon 0,05 M en acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-
etanosulfénico (HEPES), 0,05 M en NaCl y 2 mM en acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA)
de pH=8. Después de mezclar y homogeneizar los 4 filtrados asi obtenidos, el anticuerpo
modificado se dosifica por espectrofotometria utilizando los coeficientes de extincion de nitro-
piridina tiol (€50 nm= 3.344 M cm™ vy €35 nm= 10.964 M'cm™), y de hu2H11R35R74 (€280 nm=
219.528 M'cm™) : se ha determinado una media de 4,47 grupos ditio-nitropiridina por molécula
de anticuerpo a la concentracién de 6,27 mg/mL.

A 87 mg de anticuerpo modificado anterior en 23,24 mL de un tampén acuoso de concentracion
0,05 M en acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES), 0,05 M en NaCl y 2
mM en acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) de pH=8, se afiaden 4,38 mL de DMA y 17,73
mg de 4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-propil)-amino]-etoxi}-
2 6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidro pirrolo[2,1c][1,4] benzodiazepin-5-ona-
8-iloximetil]-piridina en disolucion en 1,43 mL de dimetilacetamida (DMA) bajo agitacién
magnética. Después de 17 h a 30°C, la mezcla se filtra sobre Steriflip® 0,45 uM (PVDF Durapore
Millipore) y se purifica en 3 inyecciones en una columna SuperdexT"’I 200 grado prep (Columna

dTM

Hiload ™ 26/60 GE) previamente equilibrada en un tampén fosfato salino que contiene 20% de N-

metilpirrolidona (NMP). Las fracciones de interés se retnen y se concentran sobre Amicon Ultra-
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15 (Ultracel 50k Millipore) y se filtran sobre Sephadex G-25 (Columna HiPrep 26/10 desaladora,
GE) previamente equilibrada en un tampén acuoso a pH=6,5, de concentracion 10mM en
histidina que contiene 10% de sacarosa y 5% de NMP.

El conjugado obtenido (28 mL) se dosifica por espectrofotometria utilizando el coeficiente de
extincion g0 nm = 219.528 M™'cm’™ para hu2zH11R35R74 : se ha determinado una media de 3,13
dimeros de tomaimicina (4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-
propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetrahidropirrolo[2,1¢][1,4]benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina) por molécula de anticuerpo a
la concentracion de 1,99 mg/mL.

Ejemplo 10: preparacion de un conjugado hu2H11R35R74 modificado por SPDB con 4-{2-

[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-

[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2.1¢][1.4] benzodiazepin-5-ona-8-

iloximetil]-piridina

Preparado como para el gj. 8, a partir de hu2ZH11R35R74 : se ha determinado una media de 2,92
dimeros de tomaimicina (4-{2-[{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil}-(2-metil-(2-metil-2-mercapto-
propil)-amino]-etoxi}-2,6-bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-
tetrahidropirrolo[2,1c])[1,4)benzodiazepin-5-ona-8-iloximetil]-piridina) por molécula de anticuerpo.

Ejemplo 11: preparacion de un conjugado hu2H11R35R74 con 4-([2-(2.6-bis-[(S)-2-et-(E)-
iliden-7-dimetoxi-1.2.3,11a-tetrahidropirrolo[2,1c][1.4]benzodiazepin-5-ona-8-iloxi _ metil]-
piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi

hidroxisuccinimidilo

-butanoato de N-

A una disolucién de 1,59 mg de hu2H11R35R74 en 150 pL de un tampén acuoso de
concentracion 0,043 M en fosfato de potasio de pH=6,6 se afiaden sucesivamente 6L de una
disolucién acuosa 1M de HEPES, seguidos de 267uL de un tampon acuoso de concentracion
0,05 M en acido N-(2-hidroxietil)-piperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES), 0,05 M en NaCl y 2
mM en Aacido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) de pH=8, 100uL de DMA y 83 pg de 4-([2-(2,6-
bis-[(S)-2-et-(E)-iliden-7-dimetoxi-1,2,3,11a-tetrahidropirrolo[2,1c]{1,4]lbenzo  diazepin-5-ona-8-
iloximetil]-piridin-4-iloxi)-etil]-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi-propionil)-amino}-butanoato  de
N-hidroxi succinimidilo en disolucion en 5 pL. de DMA. Después de 4 h a 30°C, la mezcla se filtra
sobre Sephadex G-25 (Columnas NAP-5 GE) previamente equilibrada en un tampén acuoso de
pH=6,5, de concentracion 10 mM en histidina, que contiene 10% de sacarosa y 5% de NMP.

El conjugado obtenido (1 mL) se dosifica pbr espectrofotometria utilizando los coeficientes de
extincion de 4-[[2-(2,6-bis-hidroximetil-piridin-4-iloxi)-etil}-(3-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-
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propionil)-amino]-butanoato de etilo (e 322 nm= 7.971 M cm™y e 250 im= 5.219 M cm™): se ha
determinado una media de 4,18 dimeros de tomaimicina por molécula de anticuerpo a la
concentracion de 1,14 mg/mL.

Evaluacidon de la inhibiciéon de la proliferacion de las lineas celulares MDA-MB-231 por los

conjugados hu2H11 (respectivamente hu2H11R35R74)-citotoxico

Las células MDA-MB-231 en su fase de crecimiento exponencial se fripsinizan y se ponen en
suspension en su medio de cultivo (DMEM/F12 Gibco #21331, SVF al 10 % Gibco #10500-056,
Glutamina 2nM Gibco #25030). La suspensidén celular se siembra en placas de cultivo de 96
pocillos Cytostar (GE Healthcare Europe, #RPNQO0163) en el medio de cultivo completo que
contiene suero con una densidad de 5.000 células/pocillo. Después de 4 h de incubacién, se
afiaden a los pocillos diluciones sucesivas de los inmunoconjugados anticuerpo-citotoxico con
concentraciones decrecientes de 107 a 102 M (por triplicado para cada concentracion). Las
células se cultivan a 37°C en una atmésfera con CO, al 5% en presencia de los
inmunoconjugados anticuerpo-citotéxico durante 3 dias. El 4° dia, se afiaden a cada pocillo 10
pL de una disolucién de timidina "C (0,1 pCi/pocillo, Perkin Elmer #NEC56825000). La
incorporacién de timidina %C se mide 96 h después del principio del experimento con un
contador radioactivo microbeta (Perkin Elmer). Los datos se expresan en la forma de % de
supervivencia calculando la relacion entre el recuento obtenido con las células tratadas con el
inmunoconjugado y el obtenido con las células de los pocillos de control (tratados con el medio
de cultivo solo). En determinados experimentos mencionados con un asterisco (*), el anticuerpo
desnudo hu2H11 (respectivamente hu2H11R35R74) se afiadid en los pocillos a una
concentracion de 1 uM al principio del experimento y se midié la inhibicién de la proliferacion
como se ha descrito anteriormente.

Tabla il _
Inhibicion de la proliferacion (pulso de "*C timidina a las 96
h) CI50 [pM]
relacién
CI50 media entre
CI50 (+Ab desnudo | las
Estructura media ) CI50
\0/\/0\/\0 o
) 3 sz
Q H
TR
N (0] ] N
o o IS S 58 760 13
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Inhibicion de la proliferacion (pulso de **C timidina a las 96
h) CI50 [pM]
relacién
CI50 media entre
CIs0 (+Ab desnudo |las
Estructura media *) CI50
\0/\/0\/\0/\ 0
/\/N\XS,S\/\)LN/hquﬂRssRm
H
N
H :Ng@[c’ | Nig Ojijg: H
N o} (o} N
# 5 1 | K > 32 502 16
\O/\/O\/\O/\ o
’ N o8 | u2H11R35R74
Q H
H, ’\Np:o | N oﬁg\: H
N o o} N
Z o I h 72 3.550 49
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula (1):

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G
|
/N\ ~

1 L,

] ﬁ e W’y

()

GCR,

en la que:

. representa un enlace sencillo o un enlace doble con la condicién de que

si representa un enlace sencillo entonces:

s Uy/o U, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro, H;

% W ylo W, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro: OH,
-OR, —OCOR, -COOR, -OCOOR, —-OCONRR’, un carbamato ciclico tal que N10 y C11
estén incluidos en un ciclo, -NRCONRR’, -OCSNHR, un tiocarbamato ciclico tal gue N10
y C11 estén incluidos en un ciclo, -SH, -SR, -SOR, -SOOR, -S05, -NRSOOR’,
—NRR’, una amina ciclica tal que N10 y C11 estén incluidos en un ciclo, -NROR’, —
NRCOR'’, N3, -CN, Hal, un grupo trialquilfosfonio o triarilfosfonio;

Si representa un enlace doble entonces:

>

» Uy U’ estan ausentes;

L)

K/
0.0

W y/o W’, idéntico o diferente, representa(n) independientemente el uno del otro H;

¢ Ry, Ry, Ry, Ry, idénticos o diferentes, representan independientemente el uno del otro:
H, Hal o un grupo alquilo(C4-Cs) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo, S(O)4R con q = 0,1
62;

0 bien
Ry v R; y/o Ry y R, forman juntos respectivamente un enlace doble =CH, o
=CH-CHg;

e Y e Y’ idénticos o diferentes, representan independientemente el uno del otro H u
-OR;

e Mrepresenta CH o N;

e ALKy ALK’ designan un grupo alquileno(C4-Cs);

¢ R y R’ representan, independientemente el uno del otro, H o un grupo alquilo(C-Cs) 0
arilo sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes elegidos entre: Hal, CN,

NRR’, CF3, OR, un grupo arilo o heteroarilo;
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L4 representa:

o un enlace sencillo;

0

o el grupo -(OCH,CH,)i-, unido al ciclo fenilo o piridinilo por el atomo de oxigeno,
representando i un numero entero que va de 2 a 40;

0

o el grupo -D-ALK(C4-Cg)- unido al ciclo fenilo o piridinilo por D, en el que D

representa ~O-, —=NH- 0 —Nalquilo(C4-C,)-;

L, representa:

o un grupo —ALK(C4-Cg)-;

0

o el grupo —(CH,CH,0)-CH,CH>-, representando j un nimero entero que vade 1 a
40;

0

o un grupo —(CH,CH,0);-CH,CH,NR”-ALK(C+-Ce)-, unido al atomo de nitrégeno por

el resto -(CH,CH,0)-, representando j un nimero entero que va de 1 a 40 y
representando R” H o un grupo alquilo(C4-C,);
Q representa un enlace sencillo o el grupo C(=0) ;
k representa un numero entero que vade 0 a 40 ;
G representa un grupo —-OR o -NRR’, siendo R y R’ tales como se han definido
anteriormente o siendo tales que forman junto con el 4tomo de nitrdgeno al que estan
unidos un grupo heterocicloalquiio(Cs-C19) que puede comprender en el ciclo otro
heteroatomo elegido entre N, O 0 Sy que puede estar sustituido opcionalmente con al
menos un sustituyente elegido entre un grupo alquilo(C+-C4), un atomo de haldégeno o un
grupo hidroxi;
GCR1 representa el grupo -SZ, 0 —C(=0)-Z,Ry;
Z,representa Ac, R,0 SRy ;
R, representa H, o un grupo alquilo(C4-Cq), cicloalquilo(C;-Cs), arilo, heteroarilo o
heterocicloalquilo(C4-C4¢) sustituido opcionalmente con uno o varios sustituyentes
elegidos entre: Hal, CN, NRR’, CF3, OR, NO,, un grupo arilo o heteroarilo;
Z,, representa un enlace sencillo, -O- o -NH- y representando Ry, H 0 un grupo alquilo(C;-
Cs), cicloalquilo(C3-Cg), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo(C4-C1) 0 bien Z,, representa
un enlace sencillo y R, representa Hal;

con la condicién de que si L4 representa un enlace sencillo entonces GCR1 representa —SZ..

™
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Compuesto segun la reivindicacion 1 en el que U=U’ y/o W=W’ y/o Ry=Ry’ y/o
R;=R7’ y/o Y=Y’ y/o los dos grupos ALK y ALK’ unidos al ntcleo fenilo o piridinilo son

idénticos

Compuesto segun la reivindicacion 1 de férmula (I1A) o (IB):

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G
Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G

N GCR,
P GCR

L AN 1

! Ly
\/Ki\/ >
Y N N Y wm/n
(1A) (1B)
[o] o o]
Compuesto segun la reivindicacion 3 de formula (1A):

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,-G

/N\ /GCR1

Ly L

(1A)
o]

Compuesto segun la reivindicacién 1 a 4 en el que Y e Y’ representan un grupo
alcoxi(C4-Cy).

Compuesto segun la reivindicacién 1 a 5 en el que M representa N.

Compuesto segun una de las reivindicaciones 1 a 6 en el que si L4 representa un enlace
sencillo, L, representa —(CH,CH,0);-CH,CH,- 0 —=(CH,CH,0);-CH,CH,NR”-ALK(C4-Cg)-.

Compuesto seglin una de las reivindicaciones 1 a 7 en el que G representa un grupo —
OH, —Oalquilo(C+-Cg), —NH,, -NHalquilo(C4-C¢) 0 —N alquilo(C4-Cg), 0 G representa un
grupo -NRR’ en el que R y R’ forman junto con el atomo de nitrogeno a los que esta
unido un grupo heterocicloalquilo(C4-Cqg) que pueden comprender en el ciclo otro
heteroatomo elegido entre N, O 0 S y que puede estar sustituido opcionalmente con al
menos un sustituyente elegido entre un grupo alquilo(C4-C,4), un atomo de halégeno o un

grupo hidroxi.

Compuesto segln una de las reivindicaciones 1 a 8, en el que :
o L= -D-ALK(C1-C5)- Yy L= -ALK(C1-CG)- ;0
o L4=-(OCH,CH,)- y L= -ALK(C+-Cg)- ; 0
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¢ L4=enlace sencillo y L,= —(CH,CH,0);-CH,CH;NR”-ALK(C+-Cs)-; 0
e L= -D-ALK(Cs-Ce)-, y Lz= (CH;CH0)-CH,CH,NR"-ALK(C1-Ce)-; 0
o L= -D-ALK(C1-C6)- Yy L= -(CH2CH20)J'-CH2CH2-.

Compuesto segun la reivindicacién 1 a 8 en el que:
» L= -D-ALK(C+-Cs)-, Lo= -ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-SZ, ;
= L= -D-ALK(C+-Ce)-, Lo= -ALK(C+-C¢)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-8Z, ;
* L4=-(OCH,CHy)i-, 1.o= -ALK(C+-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=0OR, GCR1=-8Z,;
* [4=-(OCH,CHy)r, Lo= -ALK(C4-Cs)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-SZ, ;
» L= -D-ALK(C4-Cs)-, Lo= -ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G= NRR’, GCR1=-8Z, ;
» [4=-D-ALK(C-Cg)-, Lo= -ALK(C4-Cq)-, Q=CO, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-SZ, ;
* L4= enlace sencillo, L,= <(CH,CH,0)-CH,CH,NR”’-ALK(C+-Ce)-, Q=enlace sencillo, k=1-10,
G=0OR, GCR1=-SZ, ;
* 4= enlace sencillo, L= —(CH,CH,0);-CH,CH,NR”-ALK(C+-C¢)-, Q=CO, k=1-10, G=OR,
GCR1=-82Z;;
* L4= enlace sencillo, L,= —~(CH,CH,0);-CH,CH,NR”-ALK(C1-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=0-10,
G=NRR’, GCR1=-8Z, ;
* L4= enlace sencillo, L,= —=(CH,CH,0);-CH,CH,NR"-ALK(C4-Cg)-, Q=CO, k=0-10, G=NRR’,
GCR1=-8Z,;
* 4= -D-ALK(C+-Cg)-, L= —(CHCH,0)-CH,CHoNR-ALK(C4-Ce)-, Q=enlace sencillo, k=0-
10, G= NRR’, GCR1=-SZ, ;
®» L4= -D-ALK(C+-Cs)-, L= -(CH,CH;0);-CH,CH,NR"-ALK(C+-C¢)-, Q=CO, k=0-10, G= NRR,,
GCR1=-8Z;;
* L1= -D-ALK(C+-Cg)-, Lo= =(CH,CH,0)-CH,CHoNR-ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-
10, G=OR, GCR1=-82; ;
* L4= -D-ALK(C4-Cs)-, L= —(CH,CH,0)-CH,CH,NR"-ALK(C+-C¢)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR,
GCR1=-8Z,;
» 4= -D-ALK(C4-Cg)-, Lo= -ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-
C(=0)ZoRs;
» L= -D-ALK(C4-Cs)-, Lo= -ALK(C4-Cq¢)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-C(=0)Z;Ry;
* L= -D-ALK(C4-Cg)-, L= -ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-
C(=0)ZoRy;
» [4=-D-ALK(C4-Cé)-, Lo= -ALK(C+-Cg)-, Q=CO, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-C(=0)ZyRy,;
» 4= -(OCH,CH,)i-, L= -ALK(C4-Cs)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-C(=0)Z;R,
» L4=-(OCH,CHy)-, Lo= -ALK(C4-Ce)-, Q=CO, k=1-10, G=0OR, GCR1=-C(=0)Z,Ry;
» L= -(OCH,CHy)-, L,= -ALK(C4-Cg)-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-
C(=0)ZsRy;
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* L= -(OCH,CH,)i-, Ly= -ALK(C4-Ce)-, Q=CO, k=1-10, G=NRR’, GCR1=-C(=0)Z,Ry;
* L= -D-ALK(C+-Cq)-, L2= -(CH,CH0)-CH,CH,-, Q=enlace sencillo, k=1-10, G=OR, GCR1=-
C(=0)ZyRy ;
" L1= -D-ALK(C4-Ce)-, Lz= -(CH2CH0)-CH,CHy-, Q=CO, k=1-10, G=OR, GCR1=-
C(=0)ZuRy ;
* Ly= -D-ALK(C+-Ce¢)-, L= -(CH,CH,0)-CH,CH,-, Q=enlace sencillo, k=0-10, G=NRR’,
GCR1=-C(=0)ZyRy ;
* Li= -D-ALK(C4-Cg)-, L= -(CH,CH,0)-CH,CH,-, Q=CO, k=0-10, G=NRR’, GCR1=-
C(=0)ZyR,.

1. Compuesto segun la reivindicacion 1 a 10 en el que -COZ,R, representa -COOH,

o} o]
oM —co—o—N/N§N
—COO0—N —coo N Mo o cation é
0 ° o el grupo
1 ]

-COOalquilo(C4-C),

Gl
=

~co.o@ N
en el que Gl representa al menos un grupo inductor, o . \=N

12. Compuesto segun la reivindicacion 1 a 10 en el que -SZ, representa -SH o
—S8alquilo(C4-Cg) 0 —SS-heteroarilo.

13. Compuesto segun la reivindicacién 1 elegido entre uno de los siguientes:

e I ,, I N

- pr[? ?K%ﬂ e S ?@w .
H =N l | N
ST TS,

AN oL AN OH
Y Y
H, ’\Ngjo lN/ ° N=y \/E(’N ° ]N/ °© N\ H
PR s Ui DEN SN

pl
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I/\N/\/O\/\O/\

o] /\/N\XS/S\ \O/\/O\/\O/\/o\/\fo 0o
/\/N\/\)LOH
| X
N0 Ny ®
N H, =N 0 N 0 N=y
? AN AN o o N
[¢) o | | o

0
O/\/N\/\)LO O/\/N\/\)J\O/

\o/\/O\/\o/\,O\/\(O o ? \o/\/O\/\O/\/O\/\fO o
N
o]

=

\o/\/O\/\o/\/O\/\fo

=

14.

16.

H,

Ha

e S

N

.Y

N

\/@/
N/ oj@;‘l: -
? N X
o}

o (\N/\/O\/\o/\/O\/\fO o
/\/N\/\)‘l\o/\ O\) /\/N\/\)Lo/\

I\ \/&\/
R e S I R e P
[e] [e] o}

Procedimiento de preparacién de un conjugado, que consiste en:

N o} IN\/ o} N H H, =N
w%ij? ?@(Erb\v \/C(N:%@[;

L

[¢)

(i) poner en contacto y dejar reaccionar:

- una disolucién acuosa, opcionalmente tamponada, del agente de seleccién de la diana,
opcionalmente modificado mediante un agente de modificacion,

y

- una disolucién de un compuesto de férmula (l) tal como se ha definido en una de las
reivindicaciones 1 a 13,

siendo el grupo quimico GCR1 del compuesto de férmula (1) reactivo frente a los grupos
quimicos GCR2 presentes en el agente de seleccion de la diana principalmente frente a
los grupos amino presentes en los anticuerpos, habiéndose introducido dichos grupos
quimicos GCR2 llegado el caso por el agente de modificacion,

de forma que se asegure la unién del compuesto de férmula (I) sobre el agente de
seleccién de la diana por la formacién de un enlace covalente;

(iiy después separar opcionalmente el conjugado formado en la etapa (i) del compuesto
de formula (I) y/o del agente de seleccién de la diana que no haya reaccionado y/o de los
agregados que se formarian opcionalmente.

Procedimiento segun la reivindicacion 14 en el que:

» en presencia de un derivado de férmula (I) que comprende un grupo quimico reactivo
GCR1 de tipo —SZ,, el agente de seleccion de la diana comprende:
» grupos quimicos disulfuros en el caso en que GCR1 representa -SH ;
* grupos quimicos tioles en el caso en que GCR1 representa -SZ, con Z,#H ;
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= grupos quimicos maleimido o haloacetamido en el caso en que GCR1 representa
—SH ;
en presencia de un derivado de férmula (1) que comprende un grupo quimico reactivo
GCR1 de tipo —C(=0)-Z,R;, se hace reaccionar el derivado de féormula (I) con las
funciones amino del agente de seleccién de la diana, principalmente los grupos e-
amino portados por las cadenas laterales de los residuos de lisina (Lys) de un
anticuerpo.

Procedimiento segun la reivindicacién 14 6 15 en el que:

cuando el grupo guimico reactivo GCR1 es de tipo -SH, y el agente de seleccién de
la diana presenta funciones amino, principalmente grupos s-amino portados por las
cadenas laterales de los residuos de lisina de un anticuerpo, este se modifica

mediante un agente de modificacion elegido entre un compuesto de férmula:
(0]

[o]
R\S,S—*(C;CS)ALK-J-J\O/N
% en la que R representa un grupo alquilo(C,4-Cs), arilo,

heteroarilo, cicloalquilo(Cz-C7), heterocicloalquilo(C4-C);

o]
X,
7 N S S
0 % X5 X, s

, un analogo pegilado de formula:

O\”/\{O\/i\o/\/s\s Xy
o b

0 un andlogo sulfénico de formula

o en los cuales Xz X4, Xs, Xg representan H o un grupo
alquilo(C4-Cg), X4 y X, representan -H, -CONXgXq, -NO;, Xg y Xg representan H o un
grupo alquilo(C4-Cg), X7 representa -SO;M* 0 H o bien un grupo amonio cuaternario
y a designa un numero entero que va de 0 a 4 y b designa un niimero entero que va
de 0 2 2.000 ; o entre 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo;

4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo;

&/(c CS>ALK—~’< Ni; &(R b

o en la que R representa un grupo -(CHgz)n-,
-(CHa)n-ciclohexil-, -cmlohexul-(CHz)n- y n representa un numero entero que vade 1 a
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0 0 0 o o
o. ?
&/\)\”/(C‘-CB)ALK—Q/ )Ni& &(\)\E«f\/owoﬁ
(o] o) o

10, o ;

o
o o, o)
(C,-C ALK N
PR D B o st o W VTS
N g o) N 0 N 0
\ 0 \ \ 0
o ; o ; °
o} 0
Sy
H
0
° ;

siendo b un numero entero comprendido entre 0 y 2.000;

(0]
(o]

0 ; N-bromoacetato de succinimidilo; 3-(N-bromoacetamido)propionato de

o]
~ 9 ’

<”/N‘0)LF/\0’}B\/N\[(\|

succinimidilo; © 0 , siendo b un numero entero comprendido

entre 0 y 2.000.

cuando el grupo quimico reactivo GCR1 es de tipo -SZ, con Z,#H, y el agente de
seleccién de la diana presenta funciones amino, principalmente grupos e-amino
portados por las cadenas laterales de los residuos de lisina de un anticuerpo, éste se

modifica mediante un agente de modificacién elegido entre un compuesto de férmula
x10

X‘is):NH * Hal
X,; 2

Xsa en la que:
- Hal representa un atomo de halégeno ;
- X4g representa un atomo de haldgeno o el grupo COOXy4, nitro, alquilo(C4-Csg) no
sustituido o halogenado, alcoxi(C4-Cg) no sustituido o halogenado, alquenilo(C,-Csg)
no sustituido o halogenado, alquinilo(C,-Cs) no sustituido o halogenado,
cicloalquilo(C3-Cg) no sustituido, arilo no sustituido o sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados entre amino, atomo de halégeno, grupo alquilo(C4-Cg) no
sustituido o halogenado, alcoxi(C4-Cg) no sustituido o halogenado ;
- cada uno de los Xi;, X, Xi3 representa independientemente un atomo de
hidrégeno o bien puede representar Xy ;
0 X10 ¥ X44 forman juntos un ciclo alquileno(C,-Cs), no sustituido o sustituido con uno
a cinco grupos alquilo(C4-Cy); ‘
0 X490 0 X44 forman junto con Xy, un ciclo alquileno(C4-Cs), no sustituido o sustituido
con uno a cinco grupos alquilo(C4-C,)
y X44 €s -H o un grupo alquilo(C4-Cg)
0 X40=X11=X12=X43=H.

Q0
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» cuando el grupo quimico reactivo GCR1 es de tipo -SH, y el agente de seleccion de
la diana presenta funciones tiol, principalmente después de la introduccién de
cisteinas por mutacién o por modificacion quimica de un agente de seleccidén de la
diana que presenta funciones amino, el agente de seleccion de la diana se modifica
de forma que sus funciones tiol se transforman en funciones disulfuros, mas
particularmente mediante un agente de modificacién elegido entre un compuesto de

NS\\I NS\\I

X
formula 7 o X % en la que X; y X, representan -H,
-CONXgXq 0 -NO, Xg ¥ Xg representan H o un grupo alquilo(C+-Ce).

Conjugado susceptible de ser obtenido por el procedimiento segin una de las
reivindicaciones 14 a 16.

Disolucion de conjugado susceptible de ser obtenida por el procedimiento segun una de
las reivindicaciones 14 a 16, o que comprende el conjugado tal como se ha definide en la
reivindicacién 17.

Utilizacién de un derivado de féormula (1) segan una de las reivindicaciones 1 a 13 para la
preparacion de un agente de seleccién de la diana al que esté unido de forma covalente,
en la posicion para de M, el dimero de férmula

0 w
w U | N u 10 » "
S N—
H, 1:: o _ O R
R, ALK M ALK ; 1
1
R, N 4 Y Y 4/21 R,
: |
0

Utilizacién segun la reivindicacién 19 en la que el agente de seleccion de la diana es un

anticuerpo.

Utilizacién segun la reivindicacion 19 6 20 en la que el dimero tiene por férmula:

PG SOV > DU

22.

Compuesto segun una de las reivindicaciones 1 a 13 para utilizarlo como agente
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anticanceroso.

23. Conjugado segun la reivindicacion 17 para utilizarlo como agente anticanceroso.

24. Disoluciéon de conjugado segun la reivindicacion 18 para utilizarla como agente
anticanceroso.

25. Compuesto de férmula Pa:

Q-(CH,CH,0),-CH,CH,G
|

/N\L/ X
] 2
X Pz
LG\ — /'LG'
ALK M ALK

enlaque:
e L4 Ly Q, k, ALK, ALK’ y G son tales como se han definido en una de las
reivindicaciones 1a 9 ;
o representando LG y LG’ un grupo saliente;

e X representa GCR1.

26. Utilizacion de un compuesto segun la reivindicaciéon 25 como compuesto intermedio en la

preparacion de un compuesto segln una de las reivindicaciones 1 a 13.

27. Agente de seleccion de la diana al que se ha unido de forma covalente en la posicién
para de M el dimero de férmula:

después reaccidon de un compuesto tal como se ha definido en una de las

reivindicaciones 1 a 13 con el agente de seleccién de la diana.

28. Agente de seleccion de la diana segun la reivindicacion 27 que tiene afinidad por un
antigeno o grupo de antigenos localizado en células cancerosas o células estromales
asociadas a un tumor.
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29. Agente de seleccidn de la diana segun la reivindicacion 27 a 28 que es un anticuerpo,
preferentemente monoclonal.

>
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Resumen:

La presente invenciéon se refiere a conjugados de dimeros de la pirrolo[1,4]benzodiazepina
(PBD), a las composiciones que los contienen y a su aplicacion terapéutica, principalmente como
compuestos anticancerosos. La invencion se refiere también al procedimiento de preparacion de
los conjugados a su aplicacion como compuestos anticancerosos, asi como a los propios
dimeros. La Formula () en la que: representa un enlace sencillo o un enlace doble.

ID.234619/WPCL0751



1/5
Figura 1
agente de l \L
seleccion de Ia diana| Tz ‘
N Ty
agente de @ s l
seleccion de la diana| " 7]/\/ g
Q
Figura 2
agente de

seleccion de la diana 'NH,Z

agente de %
seleccién de la diana| ™" ' <




2/5

Figura 3: Espectro de masas de alta resolucién (HRMS) deconvolucionado del conjugado del gj.
8 después de desglicosilaciéon
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Figura 4 : Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) deconvolucionado del conjugado del €.
9 no desglicosilado
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Figura 5: Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) deconvolucionado del conjugado del ;.
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¢4

Figura 6: Espectro de masas de alta resolucion (HRMS) deconvolucionado del conjugado del ej. |
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TRADUCCION SIMPLE REALIZADA POR SHARON BENREY PACHECO DEL
SIGUIENTE DOCUMENTO, ESCRITO ORIGINALMENTE EN INGLES.

Sello en tinta:

El Sefior Antoine BAILLY certifica que el presente documento est4 conforme con el original
que tuvo a la vista. Firma ilegible del Notario.

Sello seco:

Antoine BAILLY, Notario Asociado en Paris — Republica Francesa.

Sanofi Ref No. FR2010/053
CESION Y ACUERDO

Efectivo a partir del 26 de julio de 2010, por remuneracion recibida y con la intencion
de que este acuerdo sea legalmente vinculante, yo/nosotros, el o los suscrito(s) inventor(es)
conjunto(s) (Cedente(s)), vendo, cedo y transfiero a Sanofi (Cesionario), domiciliado en 174
avenue de France, 75013 PARIS, FRANCIA, y sus sucesores, cesionarios y representantes
legales, la totalidad de los derechos, titulos ¢ intereses relacionados en y sobre mi/nuestro
invento y cualquier mejora al mismo para todos los paises del mundo, en relacién y sobre la

solicitud de Cartas Patente, con el asignado expediente de abogado No. FR2010/053, y titulada

DERIVADOS ANTICANCERIGENOS, SU PREPARACION Y SU APLICACION
TERAPEUTICA

y para todas las solicitudes patente que reivindiquen prioridad o se deriven de dichas

solicitudes de prioridad:

Fecha de presentacion de solicitud de prioridad: 26 de julio de 2010
Solicitud de prioridad No.: 1056103

y todos los derechos y privilegios, incluyendo todos y cualquiera de los beneficios de acuerdo

a la Convencion Internacional para la Proteccion de la Propiedad Industrial, incluyendo el
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derecho a reivindicar prioridad basado en las solicitudes anteriores y bajo todas las Cartas
Patente que sean concedidas como resultado de las mismas, y todos los derechos, titulos e
infereses en y sobre cada solicitud de patente presentada o por presentar sobre dicha invencién
enj cualquier otro pais u organizacion de patentes, incluyendo continuaciones, divisiones,
rehovaciones, prorrogas, y cualquier solicitud de sustitucidn de la misma, y todas y cualquiera
dg las patentes que sean emitidas a partir de las mismas, asi como todas las reemisiones,
pdtentes transitorias o extensiones y derechos de exclusividad gubernamental sobre las

miasmas.

Yo/nosotros autorizamos y solicitamos a las autoridades competentes conceder y
expedir todas y cualquiera de las patentes de dicha invencion a dicho cesionario o su sucesor,

cgsionario y representantes legales, o a aquellas personas que dicho cedente pueda designar.

Yo/nosotros acordamos, a solicitud, y sin cargo a dicho cesionario pero a sus expensas,
fifmar todos los documentos, prestar todos los juramentos correspondientes, y realizar todos
lds actos necesarios, deseables o convenientes para asegurar y mantener las patentes de dicha
infvencion en todos o cualquiera de los paises y conferir plena titularidad sobre las mismas a

dicho cesionario, sus sucesores, cesionarios, representantes legales o personas designadas.

Yo/nosotros acordamos con dicho cesionario, sus sucesores, cesionarios y
rgpresentantes legales, que los derechos y propiedad aqui transferidas estan libre de todo
gravamen, y que yo/nosotros estoy en todo mi derecho a transferir los mismos de la manera

aqui expresada.

Firmado en PARIS, FRANCIA el dia 29 de septiembre de 2011.
(Ciudad, Estado y Nacion)
Sello en tinta:
Yo, el abajo firmante Sr. Antoine BAILLY
Notario en Paris, certifico materialmente la firma del sefior Alain COMMERCON que aparece
en el presente documento. Esta certificacion no tiene ninguna verificacion de la exactitud de

los hechos y actos mencionados en el presente documento
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Firma: (Firma ilegible)
Nombre del inventor: COMMERCON Alain
Direccién de residencia: c¢/o Sanofi,
Departamento patentes,
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA
Sello en tinta:
BAILLY POMMERY CAURO
NOTARIOS ASOCIADOS DE UNA SCP

30, rue de la Boétie — Paris 8°.

Atestiguado por:
(Firma ilegible) (Firma ilegible)
Nombre ilegible Hervé MINOUX

(Firma ilegible)
Sello en tinta:
Antoine BAILLY, Notario en Paris

Tribunal de apelacion

Firmado en Vitry / Seine el dia 28 de septiembre de 2011.
(Ciudad, Estado y Nacion)
Firma: (Firma ilegible)
Nombre del inventor: GAUZY-LAZO Laurence
Direccion de residencia: c/o Sanofi,
Departamento patentes,
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA
Atestiguado por:
Alexandra Ferrier ~ ANTONIO UGOLINI
(Firma ilegible) (Firma ilegible)

as
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Fitmado en Vitry — sur - Seine el dia 28 de septiembre de 2011.
(Ciudad, Estado y Nacio6n)
Firma: (Firma ilegible)
Nombre del inventor: HUBERT Philippe
Direccion de residencia: ¢/o Sanofi,
Departamento patentes,
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA
Atestiguado por:
Alexandra Ferrier (Firma ilegible)

ANTONIO UGOLINI (Firma ilegible)

Sello en tinta:
Yo, el abajo firmante Sr. Antoine BAILLY
Notario en Paris, certifico materialmente la firma del sefior Philippe HUBERT vy la sefiora
Laurence GAUZY-LAZO que aparecen en el presente documento. Esta certificacion no tiene
ninguna verificacion de la exactitud de los hechos y actos mencionados en el presente
documento
(Firma ilegible)
Sello en tinta:
BAILLY POMMERY CAURO
NOTARIOS ASOCIADOS DE UNA SCP

30, rue de la Boétie — Paris 8°.

Sello en tinta:
Antoine BAILLY, Notario en Paris

Tribunal de apelacion
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

1.-  Republica Francesa

El presente documento publico
2.-  hasido firmado por el sefior BAILLY
3.-  obrando en calidad de NOTARIO
4.-  con sello de SUDESPACHO

Certificado

5.-  EnParis 6.-  El 07 de diciembre de 2012
7.-  Por el Fiscal General del Tribunal Superior de Paris
8.-  Bajo el nimero 81575
9.-  Sello: Tribunal Superior de Paris — Republica Francesa.
10. - Firma: Sello en tinta de la firma ilegible del Sefior Michel LERNOUT, funcionario

del Ministerio Publico.

“La apostilla s6lo confirma la autenticidad de la firma, sello o estampilla de este documento.
" Bajo ninguna circunstancia confirma que el contenido del documento es correcto o que la

Republica Francesa aprueba su contenido”.
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD FASE NACIONAL PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int C: CO7D 487/004

22) Fecha de soficitud:

(30) Prioridad  (31)  Prioridad  (32)  Fecha (33) Pais

1056103 2010/07/26

FR

(71)Solicitante(s)  SANOFI

(72) Inventor{es)  ALAIN COMMERGON

Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  2013/02/26 (87)  Publicacion internacional

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 2012/02/02
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 2011/07/25 N° publicacién: WO 2012/014147 A1
No. de solicitud PCT/IB2011/053310

(54) Titulo: DERIVADOS ANTICANCEROSOS, SU PREPARACION Y SU APLICACION TERAPEUTICA

Resumen:

La presente invencién se refiere a conjugados de dimeros de
la pirrolo[1,4]benzodiazepina (PBD), a las composiciones que
los contienen y a su aplicacion terapéutica, principalmente
como compuestos anticancercsos. La invencion se refiere
también al procedimiento de preparacién de los conjugados a
su aplicacion como compuestos anticancerosos, asf como a
los propios dimeros. La Formula (1) en la que: representa un

enlace sencillo o un enlace doble.

Q{CH,LH,0)CH,CH, G

n\ /nca,

Yigra /my
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PATENTE DE INVENCION ||

MODELO DE UTILIDAD [ ] Art 33 Decisidn 486100

Indicacion que se solicita una patente.

 Patos de identificacion del solicitante o de la persona que preserita la solicitud
Descripcién de fa invencién

Dibujos de ser estos pertinentes

O]

Comprobaite de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa Incompleta D

PATENTE DEINVENCION P L] oDELO DE UnLoaD per [ Arkas Deciicn 456100, Giroular Ui

Indicacién que se solicita una PCT

/Z/ Copia de la solicitud en espafiol, ta! como fue presentada inicialmente (capftulo descriptivo,
relvindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Q/ Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa B/ . Incompleta D

7

DIsERlo INDUSTRIAL [ (Art. 119 Desisién 486/00)

L__l Indicacién que se solicita Disefio industrial

D ' Datos de identificacion del solicitants o de la persona que presenta la solicitud

D Representacién grafica y folografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefia,

D Comprobante de pago de las tasas establecidas
' Completa [ | . Incompleta ||

ESQUEMADETRAZADO | | - . (Art, 92 Decisién 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la soliciud

Representacion grafica de un esquema de frazado

oo

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D . Incompleta D
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