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POD-4002

TRADUCCION OFICIAL N° 0507071 al espafol de un documento escrito en inglés, efectuada por
Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e intérprete Oficial
inglés-espafol-inglés seglin Resolucién N° 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio de
Justicia de la Republica de Colombia

PODER OTORGADO POR BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

APOSTILLA

1. PAIS: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

2. ESTE DOCUMENTO PUBLICO HA SIDO FIRMADO POR:
SALLY B. HANSEN

3. QUIEN ACTUA EN CALIDAD DE NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
4. LLEVA EL SELLO DE:
SALLY B. HANSEN, NOTARIO

CERTIFICADO

5. EN TRENTON, NUEVA JERSEY

6. EL 28 DE JUNIO DE 2007

7. POR BRADLEY ABELOW, TESORERO DE NUEVA JERSEY -
8. N° A295716

9. SELLO {APARECE ADHERIDO SELLO DCRADO)

10.  FIRMA (FIRMADO) BRADLEY ABELOW

Texto en inglés y en espanol mediante el cual BRISTOL-MYERS SQUIBB
COMPANY domiciliada en Nueva York, Nueva York, otorga poder a ALVARO
CORREA ORDONEZ ylo OLGA GEORGETTE OTERO y/a RICARDO METKE
yio JUAN PABLO CONCHA

Dado y suscrito el 30 de mayo de 2007

(Firmado) Anastasia P. Winslow, Senior Patent Counsel (Abogado de Patentes

Senior)
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TRADUCCION OFICIAL N° 0507071 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada por
Jaime Armando Garavito Burgos, c.c. N® 19.130.702 de Bogotd, Traductor e Intérprete Oficial
ingles-espanol-inglés segun Resolucidon N°® 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Ministerio de
Justicia de la Republica de Colombia

CERTIFICACION NOTARIAL

Texto en inglés y en espanol mediante el cual el suscrito Notario certifica el 30 de
mayo de 2007 la existencia legal de la sociedad BRISTOL-MYERS SQUIBB
COMPANY asi comc las funciones y firma de su representante autarizado
Anastasia P. Winslow, Seniar Patent Counsel (Abogado de Patentes Senior) para
lo cual se basd en los documentos relacionados en inglés en el punto 6 de la
certiticacion los cuales se traducen aquf al espafiol, a saber:

Certificacion suscrita por el Vicepresidente Senior y el Asesor Legal de Bristol-
Myers Squibb Company el 7 de abril de 2007.

Certificado de Constitucion Enmendado y Replanteado de Bristol-Myers Squibb
Company fechado mayo 24, 2005.

[Firmado} SALLY B. HANSEN, Notario Publico

[Selio en tinta que dice: “SALLY B. HANSEN. Notario Publico de Nueva Jersey. Mi
comisién vence el 6 de junio de 2010"]

[Aparece sello realzado]

La anterior es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina

para su confrontacién.

/Z‘pw A W&%Aé

Jaime Armandeo Garavito Burgos

c.c. N° 19.130.702 de Bogota

Traductor e Intérprete Oficial segin Resolucién N° 034 de enero 11 de 1983
expedida por el Ministerio de Justicia

BOGDMS # 82106
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(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
SALLY B HANSEN

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
SALLY B HANSEN, NOTARY

AT TRENTON,
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THE 28TH DAY OF JUNE

BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER

NO. AZ295716
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POWER OF ATTORNEY
The undersigned.

BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

damiciled wn

Route 206 and Province Line Road, Princeton,
New Jersey 08543-4000 United States of Amerlen

declares that it hereby grants to

ALVARQO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/nr

RICARDO METKE and/or

JUJAN PABLO CONCHA
with domicile at Av. B2 No. 10 ~ 62, 6Th floor, of Bogotd D.
C.., Colombia, a full and sufficient power of attorney (o abtain
the protection. of my (our) industrial property and against the
unfair competition, for which purpose I (we) authorize the aaid
eftorneys to repreaent me {us) before any autharities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrotive,
administrative contontious and judicial, as well as before
Arbitretion . Couwrt, in gl matters concerning the following: a)
Obtainment of parents, urility models, induatrial designs,
integrated circuits, layour-designs and vegetal varieties: the
registration ot trademarks, denominations of origin, commercial
names, Tade emblems, siogans and domain names; its renewal,
assignments, chenge of nome or domicile, voluntary
cancellation; and the registration of licenses of use of the above
rights; D)Processes of protection to the consumer, uonfair
competition, oppositions, cancellations, nullity, precoutionary
injunctions, infringcment, granting of licenses, writ mandamus,
the protection of wade secrets, and in genern) the civil, penal, an
adindniskative processes relutng w thosc righrs. And that in ali
the above marters they may substinite thia Power of Attormey,
compromise, conciliagte, admit the facte of the case, desist,
cancel, receive, resign, and retify acts done by representatives
without a power of attorncy.

1 hereby ratify all actions previously token on behalf of this
company by the aforementioned altorneys with respect to the
mentioned marrers.

Done and subscribed in

3 O day ofm dabk?f2007

Om the

Signature of the perdon Issuing the Power

va p L oA
Anastasia P. Winslow
Senior Patent Counsel

»
gl
[
-l

P

Ralebeck, L.ara, Rodriguez & Rueda
Av. 82 No, 10 - B2 8th Floor
Sogots, Colombia

NIT: BBO.06E. 0403
Teol: 457 1834 1500
Fok: +67 1 376 2211
wwrw, bakermel.com

ODE . ABOGADO
La abajo firmada,
BRISTOL-MYERS S5QUIBB COMFPANY

domiciliada en

Route 206 and Province Line Road, Princeton,
New Jersey 08543-4000 Estadns Unidos de América

declara por el pregents que otorga a

ALVARO CORREA-ORDOREZ y/o

OLCA CEORCETTE OTERO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA
con damicilio en la Av. 82 No. 10 - 62 Piso G en Bogota D. C,,
Colombia, poder especial amplin y suficients, para obtener a
proteccidn de mi (nuestra) propiedad industriel y contre la
competencia desleal, a cuyo efecto augorizo (amog) & los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquiera
awtoridades o personas. ejerzan o no jurisdiccién, especialmente
ante las del orden administrative, contencioso-administrativo y
judicial, as{ como los tribunales de arbitramento, en todo lo
concernienic a los sigulentes asuntos: a) Obtencién de pamentes
de invencidn, modalos de utilidad, disefios indusmisles.
esquemns de trszado de circuitos integrados y wvariedndes
vegerales; cl registro de marcas, denominaciones de origen,
nombhres comerciales, ensefias, lemas comerciales y nombres de
dominio; su remaovecién, traspaso, cembio de nombre a
domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de licencias de
uso de esos derechos; b) Los procesos para la proteccién del
consumidor, competencia desleal, oposiciones, cancelaciones,
nulidades, medidas cautelares, infracciones, concesién de
licencirg, 1a tutela, 1a proteccidén de secretos indusiriales, y en
genemal procesos civiles, penales, adminiztxativos relacionados
con estos derechos. Y para que en fodaos los asumios arriba
determinndos, puedan susticvir este mandato, ransigir, conciliar,
adralur 10s hechos del ¢aso, deslstr, cancelar, recibir, renuncrar,
y ratificar los actos de agentes oficiogos.

Igualmente, rutifico todo io actuado hasta ¢l momento en los
misrnos asuntos, por cualquiera de los mencionados apoderados
en repregentacion de ésta sociedad.

Dade y firmado en

Alos 30 dfus del res de

de 2007

mayo

Firma de la persnna que firma el Poder
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NOTARIAL CERTIFICATION

~

50 day of /}761,&-\/

2007 , the undersigned Notary

On this

CERTIFIES
That  Name of the person issuing the power
Anastasia P. Winslow
of legal age and domiciled in
Princeton, NJ USA
Ad’dresa. city, state, country

sct hio bond on the forogoing docurncent.

That the grentor is ta me personally known and that he/she has
lepal capacity to cxectte the ingtrumenr, '

That the grentor has executed the foregoing document as

Senior Patent Counsel
Pasition of the person issning the Power

of the judicial person  RBRISTOL-MYERS SQUIBB

COMPANY
" That the judicial person  BRISTOL-MYERS SQUIBB.
COMPANY

having its home office in

Roaute 206 and Province Line Road, Princeton,
Nasw Jersey 08543-4000 United States of America

is duly organized, has presenr legal existence and that the
purposes for which the power of attomney is pranted pre within
the seape nf its comporate purposes.

That the grantor has in fact the referred to authority and that
his/her representation is legal.

That 1 have hased certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpoge exhibited 1o me
and which T mention specifically, giving their dates and their
. origin or source:
{Pleasc indlcate here the documents such as the articles of
incorporation, by laws or resolution from the Board of
Directors and their dates, on which the notary reolled to
grant the certification)

- Certification executed by Sr. Vice President
and General Counsel of Bristol-Myers Squibb Company

on April 7, 2007

[ANEE TR

ACION NOTA -«

A log 30 dfas del mes de

mayo

de 2007 |, el suscrito Notario

DAFE
1 Que Apastasia P. Winslow

mayor y demiciliedo en Princeton, NJ
Estados Unidos de América

suscribit de su pufic y lewe ¢l documento que antecede.,

2. Que ¢onozco al otorgante v que €ste tiene capacidad legal
para ¢l otorgemiento.

3 Que el otorgante ha suscrito el referidn documento en su
carficter de

Abcgados de Patentes Senior
de la persons juridica  BRISTOL-MYERS SQUIBB
COMPANY

4  Que lapersona juridica BRISTOL~-MYERS SQUIBR

COMPANY
con sede en

Route 206 and FProvince Line Road, Princeton,
Ncw JForocy 085434000 Estadoen Unidas de américa

estd legalmente constitulda, que tiene exisiencia legal
actual y que el ncto pama e| cual se otorga el poder estd
comprendido ontro los que conatituyen au objctoe socinl.

5  Que el otorgants nene efectivamente la representacion que
ostenm y que é3(a es legitima,

6. Que ke basado 1ad centificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los
siguientes  documentos suténticos que al efecto se¢ me
exhibieron y que memciono especificamente can expresion
dez aug fechas y da an arigen o procedepcia:

- Cettificacion suscrita por el Vicepresidente

Senior y el Asesor Legal de Brkstol-Myers
Squibb Company el 7 de abril de 2007.

- Certificado de Constitucifn Enmendado y
Replanteado de Bristol-Myers Squibb
Company fechado el 4 de mayo de 2005.

- Amended and Restated Certificate of Tncorporation

of Bristol-Myvers Squibb Company dated May 24, 2005

Norary

Notary Pubiie of New Jersey
My Commission Explres June 6, 2010

NI f b‘"%r‘xa/‘”‘"" L
TSALLY B HANSEN T
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT) g

::’) L T

(19) World Intellectnal Property Organization
International Bureau

(43) International Publication Date (10) International Publication Number

6 December 2007 (06.12.2007) PCT WO 2007/140298 Al
(51) International Patent Classification: . {74) Agents: PERRY, rence S, et al.; Fitzpatrick, Cella,
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(54) Title: CONJUGATES OF AZIRIDINYL-EPOTHILONE ANALOGS AND PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS COM-
PRISING SAME

- Compound G
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(57) Abstract: The present invention is directed 1o conjugated compounds comprising a folate, or an analog or derivative thereof,
and an aziridiny) epothilone analog, as further described herein, and/or pharmaceutically-acceptable salts and/or solvates thereof,
useful in the treatment of cancer or other folate-receptor associated conditions.
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TITLE

CONJUGATES OF AZIRIDINYL-EPOTHILONE ANALOGS AND
PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS COMPRISING SAME

[0001]} This application claims priority to U.S. Provisional Patent Application No.
60/808,367, filed May 25, 2006, which is hereby i:frlcorporated by reference herein in

its entirety.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Field of the Invention _

[0002] The present invention relates to conjugates of aziridinyl-epothilone analogs,
more particularly, folate-conjugates of aziridinyl-epothilone analogs, to
pharmaceutical compositions comprising the conjugates, and to methods of using

same.

Related Background Art
[0003] Epothilones A and B are naturally-occurring compounds that were

discovered by Hofle er al. as isolated from fermentation products of the



———
)

WO 2007/140298 PCT/US2007/069740

o

microorganism, Sorangium cellulosum (see, e.g., WO 93/10121). Hofle et al. also
discovered 37 natural epothilone variants and related compounds produced by
Sorangium cellulosum, including epothilones C, D, E, F and other isomers and
variants. See, e.g., US Pat. No. 6,624,310. While in 1993 Hofle et al reported on
cytotoxic effects of Epothilones A and B, in 1995 researchers with Merck reported
that epothilone B exerts microtubule-stabilizing effects similar to paclitaxel
(TAXOL®) (See D.M. Bo]lag, “Epothilones, a New Class of Microtubule-Stabilizing
Agents with a Taxol-like Mechanism of Action,” Cancer Research, Vol. 55 (June
1995), at pp. 2325-2333).

[0004] Various derivatives and analogs of the naturally-occurring epothilones have
been discovered at Bristol-Myers Squibb Co. Examples of epothilone analogs
include the aza-epothilone B analog known as ixabepilone, 21-substituted analogs of
epothilone B including a 21-amino analog, 2,3-olefinic analogs, C-3 cyano analogs,
cyclopropy! analogs, and heterocyclic analogs inciuding aziridinyl-epothilone
analogs. See, e.g. US Pat. Nos. 6,605,599; 6,262,094, 6,399,638; 6,498,257,
6,380,395; and 6,800,653, each of which is incorporated herein by reference. Others
have also reported on the discovery of other epothilone derivatives and analogs.

See, e.g., WO 99/65913, US Pat. No. 6,441,186, US Pat. No. 6,284,781, US Pat. No.
6,660,758; WO 98/25929; WO 00/99/07692; WO 99/67252; WO 00/00485; WO
00/37473; US Pat. No. 6,380,394; US Pat. No. 6,242,469; US Pat. No. 6,531,497,
US Pat. Appl. No. 2004/0072870A1; US Pat. Appl. No. 2003/0023082 A1, WO
01/83800; US Pat. No. 6,441,186; US Pat. No. 6,489,314; US Pat. 6,589,968, US
Pat. Appl. No. 2004/0053910 AL; US Pat. Appl. No. 2004/0152708 Al; WO
09/67253; WO 99/67692; WO 00/00485; WO 00/49021; WO 00/66589; WO
03/045324; WO 04/014919; WO 04/056832; WO 03/022844; and US Pat. No.
6,930,102 B2, all of which are incorporated by reference in their entirety.

[0005] The naturally-occurring epothilones and their analogs, like other
microtubule-stabilizing agents, may be useful for treating proliferati ve diseases such
as cancer, which typically work by killing (or arresting the growth of) tumor cells,

other pathogenic cells, and foreign pathogens. Often, however, anticancer drugs

HIEEW R
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attack not only tumor cells but also normal tissﬁe, leading to undesired side effects.
Additionally, anticancer drugs typically present solubility issues such that
formulation and de]ivery of the agents can present challenges, leading to use of
solubtlizing agents such as Cremophor®. The cytotoxicity of some anticancer drugs
and/or formulation ingredients has been known to cause neuropathy or other side
effects such as hypersensitivity reactions. These adverse side effects highlight the
need for anticancer therapies that are selective for pathogenic cell populations and
therefore result in reduced host toxicity.

[0006] However, as discussed in WO 2004/054622 A1 scientists have for many
years attempted to use monoclonal antibodies (m.fibs) in targeted drug therapies for
delivery of chemotherapeutic agents to patients, but drawbacks have been
encountered in terms of, inter alia, the cleavable moiety, the linkers, and the form of
drug released in the cell. It has been reported that successful therapy of tumors with
mADs is limited by inadequate penetration of the antibody in the tumor and by the
heterogeneous distribution of corresponding tumor-associated antigen in the tumor
tissue. See, Klaretal,, WO 05/074901 (assigned to Schering AG). Accordingly,
there is a need in the art for targeted drug therapy using, for example, epothilone

analogs, for the treatment of cancer.

SUMMARY OF THE INVENTION
[0007] Certain disease states, such as cancer, are characterized by a population of
cells that uniquely express, overexpress, or preferentially express a binding site that
is accessible to a folate, folate analog, or derivative thereof. Applicants have
discovered conjugated compounds having the following Formula I, including
pharmaceutically acceptable salts and/or solvates thereof, that may be selectively
targeted to cells containing these binding sites, thg:feby reducing many of the side-

effects associated with typical chemotherapy.
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V—T——Q— M—K—A

wherein;

V is folate, or an analog or derivative thereof;

Qis O, S, orNR7;

M is a releasable linker;

Kis O, S, or NRy,;

A is —(CRgRg)-(CH3)-Z- wherein Z is (CHRp)-, -C(=0Q)-, -C(=0)-C(=0)-,
-0C(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -S0;-, or -N(R)SO,-;

B, is hydroxy! or cyano and R, is hydrogen or B, and R, are taken together to
form a double bond,;

R, R3, and R; are, independently, hydrogen, alkyl, substituted alkyl, aryl or
substituted aryl; or R; and R3 may be taken together wi;h the carbon to which they are
attached to form an optionally substituted cycloalkyl;

R4 is hydrogen, alkyl, alkenyl, substituted alkyl, substituted alkenyl, aryl, or
substituted aryl; .

Rg is hydrogen, alkyl or substituted alkyl;

R7a, R7, Rg, Rg Ry, and Ry, are independently hydrogen, alkyl, substituted
alkyl, cycloalkyl, substituted cycloalkyl, aryl, substituted aryl, heterocycloalkyl,
substituted heterocycloalkyl, heteroaryl, or substituted heteroaryl,

Ry is H, alkyl, substituted alkyl, or halogen;

Rz is aryl, substituted aryl, heteroaryl or substituted heteroaryl;

misQto 6;

T has the formula:
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wherein

R4 at each occurrence is, independently, hydrogen, alkyl, substituted alkyl,
aryl, substituted arfl, arylalkyl, substituted arylalkyl, cycloalkyl, substituted
cycloalkyl, cycloalkylalkyl, substituted cycloalkylalkyl, heteroaryl, heteroarylalkyl,
substituted heteroarylalkyl, substituted heteroaryl, heterocycloalkyl, or substituted
heterocycloalkyl;

. qis 1to 10; and

Ris, Ri¢ and Ry are independently hydrogén, alkyl, substituted alkyl, or

cycloalkyl.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
[0008] FIG. 1 is the chemical structures, relative affinities, and EC50 (nM) values
against KB tumor cells of six folate conjugates of epothilone analog Compound AA
(conjugate number AA.I to AA-VI).
[0009] FIG. 2 is the chemical structures, re]ativelfaffinities, and EC50 (nM) values
against KB tumor cells of three folate conjugates of epothilone analog Compound
BB (conjugate number BB.I to BB.III).
{0010] FIG. 3 demonstrates the fraction of surviving KB clones (Surviving
fraction; y-axis) after treatment with increasing concentrations (Concentration (nM);
x-axis) of Compound G (bars), Compound CC (tﬁang]es), Compound AA
(diamonds}), or ixabepilone (squares).
[0011] FIG. 4 demonstrates the in vivo antitumor efficacy of treating KB
nasopharyngeal epidermoid carcinoma xenografts in nude mice with Compound J
(grey squares, white squares, grey diamonds) at various doses or ixabepilone (black
bars), compared to no treatment (control; biack circles), as a measure of (A) median
tumor weight (mg; y-axis) several days post tumor implant (x-axis) or (B) weight

loss (% body weight change; y-axis) several days post-tumor implant (x-axis).
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[0012] FIG. 5 demonstrates the in vivo antitumor effects of Compound J (grey
squares) or ixabepilone (white squares), compared to no treatment (control; black
circles), against FR (-) M109 murine lung carcinoma as a measure of median tumor
weight (mg; y-axis) several days post tumor implant (x-axis).

[0013] FIG. 6 demonstrates the in vivo antitumor effects, as a measure of median
umor weight (mg; y-axis) several days post tumor implant (x-axis), of no treatment
(control, black circles), treatment with Compounth alone (grey squares), Compound
J in the presence of.a folate analog, black bars), 01; treatment with Compound G

(grey diamonds).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
[0014] One of the proteins that is over-expressed or preferentially expressed in
certain cancer cells is the folate receptor. Folic acid is required for DNA synthesis,
and certain human tumor cells are known to over-express folate-binding proteins.
For example, both Campbell et al., “Folate Binding Protein is a Marker for Ovarian
Cancer,” Cancer Research, Vol. 51 (Oct. 1, 1991), at pp. 5329-38, and Coney et al.,
*“Cloning of a Tumor-Associated Antigen: MOv18 and MOv19 Antibodies
Recognize Folate-binding Protein,” Cancer Research, Vol. 51 (Nov. 15, 1991), at
pp- 6125-31, report that folate-binding proteins are markers for ovarian cancer.
Folate-receptor over-expression is also known for other cancers such as, for
example, skin, renal, breast, lung, colon, nose, throat, mammary gland, and brain
cancers, as well as other cancers referenced herein.
[0015] As mentioned, according to one embodiment of the present invention,
conjugated compou‘ﬁds are provided comprising a folate, or an analog or derivative
thereof (V) and an aziridiny] epothilone analog, that may be selectively and/or
preferentially delivered to a cell population having an accessible binding site for a
vitamin, or analog or derivative thereof, wherein the binding site, such as the folate
. receptor, is uniquely expressed, overexpressed or preferentially expressed by the

cells.
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DEFINITIONS OF TERMS
[0016] The following are definitions of terms used in the present specification. The
initial definition provided for a group or term herein applies to that group or term
throughout the present specification individually or as part of another group, unless
otherwise indicated.
[0017] The term “folate-binding moiety or analog or derivative thereof” as used
herein means a moiety that will bind to a folate-receptor protein (not a monoclonal
antibody). For example, it is known, as discussed above, that the folate receptor
(FR) is over-expressed in ovarian cancer cells and other cancer cells. Illustrative
analogs and derivaﬁves of folate are disclosed in US patent application US
2005/0002942 to Vlahov et al., (hereinafter “Vlahov”), incorporated herein by
reference.
[0018] The term “releasable linker” as used herein means a bivalent linker that
includes at least one cleavable bond that can be broken under physiological
conditions (e.g. a pH-labile, reductively-labile, acid-labile, oxidatively-labile, or
enzyme-labile bond.) It should be appreciated that such physiological conditions
resulting in bond breaking include standard chemical hydrolysis reactions that occur,
for example, at physiological pH, or as a result of compartmentalization into a
cellular organelle, such as an endosome having a lower pH than cytosolic pH or as a
result of reaction with a cellular reducing agent su“ch as glutathione.
[0019] It is understood that a cleavable bond can connect two adjacent atoms within
the releasable linker and/or connect other groups to the releasable linker such as Q
and K, as described herein, at either or both ends of the linker. |
[0020] The terms “alky]” and “alk” whether alone or in combination with some
other group, refer to a straight or branched chain alkane (hydrocarbon) radical
attached at any available carbon atom, containing'jfrom 1 to 10 carbon atoms,
preferably 1 to 6 carbon atoms, more preferably ffom 1 to 4 carbon atoms.
Exemplary such groups include, but are not limitea to methyl, ethyl, propyl,
isopropyl, n-butyl, t-butyl, isobutyl, pentyl, hexyl, heptyl, 4,4-dimethylpenty], octyl,

2,2,4-trimethylpentyl, and the like. “Lower alkyl” or “lower alkylene” means a
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straight or branched chain alkyl having one to four carbon atoms. When a subscript
is used with reference to an alkyl or other group, the subscript refers to the number
of carbon atoms that the group may contain. For example, the term “Cg4alkyl”
includes a bond and alkyl groups of 1 to 4 carbon atoms, and the term

“Ci4alky]l” means alkyl groups of 1 to 4 carbon atoms.

[0021] The term “alkylene” refers to a bivalent h.";rdrocarbon radical, as described
above for “alkyl” but with two points of attachment. For example, a methylene
group is a -CHj;- group and an ethylene group is a —CH,-CH;- group.

[0022] When the term alky! is used in connection with another group, as in
heterocycloalkyl or cycloalkylalkyl, this means the other identified (first named)
group is bonded directly through an alkyl group as defined above (e.g., which may
be branched or straight chain). Thus, the term “alkyl” is used in this instance to
refer to an alkylene, e.g., a divalent alkyl group, having two available points of
attachment. For example, cyclopropylC,alkyl means a cyclopropyl group bonded
through a straight or branched chain alkylene having one to four carbon atoms, and
hydroxyalkyl means the group OH bonded through a straight or branched chain
alkylene having one to ten carbon atoms, preferably 1 to 6 carbon atoms, more
preferably 1 to 4 carbon atoms. In the case of substituents, as in “substituted
cycloalkylalkyl,” the alkylene portion of the group, besides being branched or
straight chain, may be substituted as recited below for substituted alkyl groups
and/or the first nan1§d group (e.g., cycloalkyl) may be substituted as recited herein
for that named group (e.g., cycloalkyl). :

[0023] “Substituted alkyl” refers to an alkyl group substituted with one or more
substituents, prefcra.b]y 1 to 4 substituents, at any available point of attachment.
However, when an alkyl group is substituted with multiple halo substituents, the
alkyl may contain as valence allows up to 10 substituents, more preferably up to
seven substituents. Alkyl substituents may include one or more of the fo]lowihg
groups: halo (e.g., a single halo substituent or multiple halo substituents forming, in
the latter case, groups such as a perflucroaikyl group or an alkyl group bearing Cl;
or CF3), cyano, -OR,, -SR., -C(=0)R,, -C(=0)OR,, -OC(=0)R,, -OC(=0)OR,,
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-NR.R}, —C(=0)NR,Rp, ~OC(=0)NR,Ry, —S(=O):Ra, ~-S(0),R,, -NHS(O);:R,,
-NHS(0);NHR,, -NHC(=0O)NHR,, —NHC(=O)RE, '—NHC(O)2Ra, —NHC(=N-CN)R,,
aryl, heterocycle, cycloalkyl, and/or heteroaryl, wherein the groups R, and R, are
independently selected from hydrogen, alkyl, alkenyl, cycloalkyl, heterocyclo, aryl,
and heteroaryl, and wherein each R, and/or Ry, in turn is optionally substituted with
one to four groups selected from alkyl, alkenyl, halogen, haloalkyl, haloalkoxy,
cyano, nitro, amino, alkylamino, aminoalkyl, hydroxy, hydroxyalkyl, alkoxy, thiol,
alkylthio, phenyl, benzyl, phenyloxy, benzyloxy, C;.scycloalkyl, five or six
membered heterocyclo or heteroaryl, and/or a lower alkyl or lower atkenyl
substituted with one to four groups selected from hydroxy, cyano, halogen,
haloC;salkyl, haloC,alkoxy, cyano, ni&o, amino, Cysalkylamino, aminoC,4alkyl,
hydroxyCi4alkyl, C,4alkoxy, thiol, and/or Cualkylthio. For the avoidance of
doubt, a “substituted lower alkyl” means an alkyl group having one to four carbon
atoms and one to four substituents selected from those recited immediately above for
substituted alkyl groups. In the case of a substituted lower alkyl, preferably the
groups R, and R,, are selected from hydrogen, lower alkyl, lower alkenyl,
Csscycloalkyl, phenyl, and five to six membered _monocyc]ic heterocyclo and/or
heteroaryl, in turn c;ptionally substituted as above‘.ﬂ

[0024] The term “alkenyl” refers to a straight or Branched chain hydrocarbon
radical containing from 2 to 12 carbon atoms and at least one carbon-carbon double
bond. Exemplary such groups include ethenyl or allyl. “Substituted alkeny!l” refers
to an alkenyl group substituted with one or more substituents, preferably 1 to 4
substituents, at any »available point of attachment. Exemplary substituents include
alkyl, substituted alkyl, and those groups recited above as alkyl substituents.

[0025] The terms “alkoxy” and “alkylthio” refer to an alkyl group as described
above bonded through an oxygen linkage (-O-) or a sulfur linkage (-S-),
respectively. The terms “substituted altkoxy” and “substituted alkylthio” refer to a
substituted alkyl group as described above bonded' through an oxygen or sulfur
linkage, respectively. A “lower alkoxy” or a Cj4alkoxy is a group OR, wherein R is

lower alkyl (alkyl of 1 to 4 carbon atoms).

PCT/US2007/069740
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[0026] “Amino” is —NH,. An alkylamino is -NR.R4 wherein at least one of R, and
Ry is an alkyl or substituted alkyl, and the other of R, and Ryis selected from
hydrogen, alkyl, and substituted alkyl. An “aminoalkyl” means an amino group
bonded through an alkylene group (—alkylene-NHj;), and an alkylaminoalky! means
an alkylamino as defined above bonded through an alkylene group
(-alkylene-NR.R,).

[0027] The term “aryl” refers to cyclic, aromatic hydrocarbon groups which have 1
to 3 aromatic rings, especially monocyclic or bicyclic groups such as phenyl or
naphthyl. Aryl groups which are bicyclic or tricyelic must include at Ieast one fully
aromatic carbocyclic ring but the other fused ring or rings may be aromatic or
non-aromatic and may optionally contain heteroatoms, provided that in such cases
the point of attachment will be to the aromatic carbocyclic ring. Additionally, when
an aryl group has fused thereto a heterocyclic or cycloalkyl ring, the heterocyclic
and/or cycloalkyl ring may have one or more carbonyl carbon atoms, i.e., attached

via a double bond to an oxygen atom to define a carbony! group. Thus, examples of

“ary]” may include without limitation;
o]
0, _

R = = = T NH
0 L0 LD €0~

F = , =0 , 77

A A ) @ : :
N b

0 0 07 <1 (0
YT AT O <G
H H o : o T ° #

> f)@@i}ﬁ

, and the like.
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{0028] The term “arylene” refers to a bivalent aryl radical, i.e., an aryl group as
defined above having two points of attachment to two other groups, at any available
points of attachment of the aryl ring. Arylene rings may also be substituted with
any of the groups suitable for substitution on the aryl groups defined herein.

[0029] “Substituted aryl” refers to an aryl or arylene group as defined above
substituted by one or more substituents, preferably 1 to 4 substituents, at any point
of attachment. Substituents include alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted
alkenyl, as well as those groups recited above as alkyl substituents.

[0030] The term “carbocyclic” means a saturated or unsaturated monocyclic,
bicyclic, or tricyclic ring (preferably mono- or bic;fclic) in which all atoms of all
rings are carbon. Thus, the term includes cycloalkyl and aryl rings. The carbocyclic
ring may be substituted in which case the substituents are selected from those recited
above for cycloalkyl and aryl groups.

[0031] The term “cycloalkyl” refers to a fully saturated or partially saturated cyclic
hydrocarbon group containing from 1 to 3 rings and 3 to 7 carbon atoms per ring.
Exemplary fully saturated cycloalky! groups include cyclopropyl, cyclobutyl,
cyclopentyl, and cyclohexyl. Exemplary partially saturated cycloalkyl groups
include cyclobutenyl, cyclopentenyl, and cyclohexenyl. The term “cycloalkyl”
includes such groups having a bridge of three to four carbon atoms. Additionally,
cycloalkyl groups which are bicyclic or tricyclic must include at least one fully
saturated or partially saturated hydrocarbon ring but the other fused ring or rings
may be aromatic or non-aromatic and may contain heteroatoms, provided that in
such cases the point of attachment will be to the cyclic, non-aromatic hydrocarbon
group. Additionally, one or more carbon atoms of the cycloalkyl group may form a
carbon-to-oxygen double bond to define a carbonyl group. Thus, examples of

“cycloalkyl” groups may include, without limitation:

> > 00 U=

0 , ' r
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[0032] The term “cycloalkylene” refers to a bivialent cycloalkyl radical, i.e., a

and the like.

cycloalky! group as defined above having two points of attachment to two other
groups, at any available two points of attachment of the cycloalkyl ring.

[0033] “Substituted cycloalkyl” refers to a cyclo‘alkyl group as defined above
substituted at any available point of attachment with one or more substituents,
preferably 1 to 4 substituents. Cycloalkyl substituents include alkyl, substituted
alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, and those groups recited above as alkyl

substituents.
NH

;"\N)LNHE

[0034] The term “guanidiny]l” means the group H . Thus, a

guanidinylalkyl means an alkyl group bonded to the guanidinyl such as a group
NH

-

[0035] The term “halogen” or “halo” refers to fluorine, chlorine, bromine and

having the formula,

iodine,

[0036] The term “heteroatoms” includes oxygen, sulfur and nitrogen.

[0037] The term “haloalky]” means an alkyl having one or more halo substituents,
including without limitation groups such as -CH;F, -CHF; and -CFs.

[0038] The term “ﬁaloalkoxy” means an alkoxy group having one or more halo
substituents. For example, “haloalkoxy” includes -OCF3.-

[0039] When the term “unsaturated” is used herein to refer to a ring or group, the

ring or group may be fully unsaturated or partially unsaturated.
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[0040] The term “heteroaryl” refers to an aromatic group whichisa 4 to 7
membered monocyclic, 7 to 11 membered bicyclic, or 10 to 15 membered tricyclic
ring system, which has at least one ring containing at least one hetercatom. Each
ring of the heteroaryl group containing a heteroatom can contain one oOr two oxygen
or sulfur atoms and/or from one to four nitrogen atoms, provided that the toial
number of heteroatoms in each ring is four or less and each ring has at least one
carbon atom. Tt\le fused rings completing the bicyclic and tricyclic groups may
contain only carbon atoms and may be saturated, partially saturated, or unsaturated.
The nitrogen and sulfur atoms may optionally be oxidized and the nitrogen atonis
may optionally be quaternized. Heteroaryl groups which are bicyclic or tricyclic
must include at least one fully aromatic ring but the other fused ring or rings may be
aromatic or non-aromatic and may be carbocyclic, provided that in such cases the
point of attachment will be at any available nitrogen or carbon atom of an aromatic
heteroatom-containing ring. Additionally, the definition of heteroaryl groups itself
includes rings wherein one or more of the carbon atoms is attached via a double
bond to an oxygen atom to define a carbonyl group (provided the heteroaryl group is
aromatic) and also \yhen a heteroaryl group has leféd thereto a heterocyclic or
cycloalkyl ring, the heterocyclic and/or cycloalky] ring may have one or more
carbony! groups. , |
[0041] Exemplary monocyclic heteroaryl groups include pyrrolyl, pyrazotyl,

<7
pyrazolinyl, imidazolyl, oxazolyl, isoxazolyl, thiazolyl (i.e., N7 ), thiadiazolyl,
isothiazolyl, furanyl, thienyl, oxadiazolyl, pyridyl, pyrazinyl, pyrimidinyl,
pyridazinyl, triazinyl and the like. Additionally, since the definition of heteroaryl
groups itself includes rings wherein one or more of the carbon atoms defines a
carbonyl group, rings such as 2,4-dihydro-[1,2,4]triazol-3-one (i.e., N ) and
the like are included. -
[0042] Exemplary bicyclic heteroaryl groups include indolyl, benzothiazolyl,

benzodioxolyl, benzoxaxolyl, benzothienyl, quinolinyl, tetrahydroisoquinolinyl,



o3
WO 2007/140298 PCT/US2007/069740

.14 -

isoquinolinyl, benzimidazolyl, benzopyranyl, indolizinyl, benzofuranyl, chromonyl,
coumarinyl, benzopyranyl, cinnolinyl, quinoxalinyl, indazolyl, pyrrolopyridyl,
furopyridinyl, dihydroisoindolyl, tetrahydroquinoliny! and the like.

[0043] Exemplary tricyclic heteroaryl groups include carbazolyl, benzidolyl,
phenanthrollinyl, acridiny), phenanthridinyl, xanthenyl and the like.

[0044] The term “heteroalkylene” refers to a bivalent heteroaryl radical, i.e., a
heteroaryl group as defined above having two poiiits of attachment to two other
groups, at any available two points of attachment of the heteroaryl ring.

[0045] “Substituted heteroaryl” groups are heteroaryl groups as defined above
substituted with one or more substituents, preferﬁbly 1tod substituents,' at any
available point of attachment. Exemplary substituejnts include, but are not limited to
alkyl, substituted alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, as well as those groups recited
above as alkyl substituents.

[0046] The terms “heterocycle”, heterocyclic” and “heterocyclo” are used
interchangeably and each refer to a fully saturated or partially unsaturated
nonaromatic cyclic group, which may be substituted or unsubstituted, for example,
which is a 4 to 7 membered monocyclic, 7 to 11 membered bicyclic, or 10 to 15
membered tricyclic ring system, which has at least one heteroatom in at least one
carbon atom-containing ring. Each ring of the heterocyclic group containing a
heteroatom may have 1, 2 or 3 heteroatoms selected from nitrogen, oxygen, and
sulfur atoms, where the nitrogen and sulfur heteroatoms also optionally may be
oxidized and the nitrogen heteroatoms also optionally may be quaternized.
Preferably two adjacent heteroatoms are not simullt:aneous]y selected from oxygen
and nitrogen. Hetefocyclic groups which are_bicy;clic or tricyclic must include at
least one non- aromatic non-carbocyclic ring, but the other fused ring or rings may
be aromatic or non-aromatic and may be carbocyclic, provided that in such cases the
point of attachment will be at any available nitrogen or carbon atom of a
non-aromatic heteroatom-containing ring. Additionally, the definition of
heterocyclic groups itself includes rings wherein one or more of the carbon atoms is

attached via a double bond to an oxygen atom to define a carbonyl group (provided
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the heterocyclic group is non-aromatic) and also when a heterocyclic group has
fused thereto a further ring, such further ring may have one or more carbonyl
groups.

[0047] Exemplary monocyclic heterocyclic groups include pyrrolidinyl,
imidazolidinyl, tetrahydrofuryl, piperidinyl, piperazinyl, pyrazolidinyl, imidazolinyl,
pyrrolinyl, tetrahydropyranyl, morpholinyl, thiamorpholinyl, and the like.

[0048] ““Substituted heterocycle,” “substituted heterocyclie,” and “substituted
heterocyclo” refer to heterocycle, heterocyclic, or heterocyclo groups as defined
above substituted with one or more substituents, preferably 1 to 4 substituents, at
any available point of attachment. Exemplary substituents include alkyl, substituted
alkyl, alkenyl, substituted alkenyl, as well as those groups recited above as
exemplary alkyl substituents.

[0049] “Hydroxy” refers to -OH.

[0050] “Thiol” means the group —SH.

[0051] The term “quaternary nitrogen” refers to a tetravalent positively charged
nitrogen atom including, for example, the positively charged nitrogen in a
tetraalkylammonium group (e.g., tetramethylammonium or N-methylpyridinium),
the positively charged nitrogen in protonated ammonium species (e.g.,
trimethylhydroammonium or N-hydropyridinium), the positively charged nitrogen in
amine N-oxides (e. é., N-methy]-morpholine-N-ox‘ide or pyridine-N-oxide), and the
positively charged nitrogen in an N-amino-ammonium group (e.g., N-
aminopyridinium).

[0052] When a functional group is termed “protected”, this means that the group is
in modified form to mitigate, especially preclude, undesired side reactions at the
protected site. Suitable protecting groups for the methods and compounds described
herein include, without limitation, those describeci in standard textbooks, including
Greene, T.W. et al., Protective Groups in Organicf S_;mthesis, Wiley, N.Y. (1991),
incorporated herein by reference.

[0053] For any bivalent group listed herein, such as -(CRgRg)-(CH2),-Z-, that is

capable of insertion into compounds of Formula I,
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the insertion should be made from left to right. For example, in the following
situation where A is defined as -(CRgR9)-(CH;)n-Z-, the methylene group is attached
to K, and the Z group is attached to the nitrogen of the aziridinyl ring, as follows:

(RgRgC) F4
gng / \ HG
N

v--—T—Q—M———K/ (H2Cr

Bq2

ALTERNATE EMBODIMENTS OF THE INVENTION

[0054] The present invention comprises compounds having the following Fornla

I, as defined above," k

V—T—Q— M—K—A

and includes pharmaceutically-acceptable salts and/or solvates thereof.

s
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According to one embodiment of the invention, '
Kis O; :
A is Coyalkylene;
B, is -OH;
Rz Ri, Ry and Rs are, independently, hydrogen or lower alkyl;
R is hydrogen or methyl;
. Ryzisan opiionally substituted 5 or 6 membered heteroaryl, preferably an
optionally substituted thiazolyl, pyridyl, or oxazolyl; and '
- M is —§8-R3p-0-C(=0)-, -S8-R3¢-C(=0)- , or —§-R14R30-0-C(=0)- , wherein
c Ry is lower alkylene or substituted lower alkylene; and Rs, is arylene or
substituted arylene;and Ry, Ri2, T, and Q are as defined elsewhere herein, e.g., as in

the Summary of Invention, above, or alternative embodiments, below.

[0055] In one embodiment of the present invention, compounds are provided having
the following Formula Ia;
\ T

N,

Ia

" wherein V is a folate-receptor binding moiety, and T, Q, M and Rg are as
defined elsewhere herein, e.g., as in the Summary of Invention or alternative
embodiment, above, or in alternative embodiments below.

. For example, V may have the following formula:
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o COM

o) Ras HJ\/Y
W o}
(1 1}
x = Ras

R N7 X7 Ry

wherein W and X are independently CH or nitrogen;
Rao is hydrogen, amino or lower alkyl;
Ra; is hydrogen, lower alkyl, or forms a cycloalkyl group with Ry3;
Ry, is hydrogen, lower alkyl, lower alkenyl, or lower alkynyl; and

Ry3 is hydrogen or forms a cycloalkyl with Ry;.

[0056] According to one embodiment of the present invention, V is,

0 CO,H

N

Tz

, o}
N O
= N
HN ' ]/\ N
)% Z
HoN N N
[0057] According to one embodiment of the present invention, compounds are

provided having the following Formula Ib:
Ri7

F‘16 Q'—M
AL
\Y R
gHN™ “Co,R;s Ny ®
Ri4

Ib
wherein
V is a folate-receptor binding moiety;
R is H or lower alkyl;
Qis O, §, or NRy;
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M is a releasable linker having the following formula:

NS \/\OJU‘ _

preferably ;

R4 at each occurrence is, independently, hydrogen, alkyl, substituted alkyl,
aryl, substituted aryl, arylalkyl, substituted arylalkyl, cycloalkyl, substituted
cycloalkyl, cyclealkylalkyl, substituted cycloalkylalkyl, heteroaryl, héteroarylalkyl,
substituted heteroarylalkyl, substituted heteroaryl, heterocycloalkyl, or substituted
heterocycloalkyl; and is preferably a group selected from H, methyl,
guanidinylpropyl, -(CH3);2-CO;H, -CH,-SH, -CH,-OH, imidazolyl(methyl),
aminobutyl, and -CH(OH)-CHs, and is more preferably a C, to Cs alkyl substituted
with one of -C{=0)-OH or -NH-C(=NH)-NH3;

qis 1 to 10 (preferably 1 to 5);

R;s, Ry and Ry are independently hydrogen, lower alkyl or substituted lower
alkyl; and

Ris, Rig, Ra1, R3a, Raz, Ras, Ras, Rays, Ra7, Ryg and Ry are each, independently,
H, lower alkyl, substituted lower alkyl, cycloalkyl, or substituted cycloalkyl, or any of
R;s and Ryg. R3; and R3;, Ryg and R3); Ra3 and Ryy; Rys and Ryg; Ryg and Rys; or Ry and

R2s may be taken together to form a cycloalkyl.

[0058] According to one embodiment of the present invention, conipounds are

provided having the formula:
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NH
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COgH
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\/\OJLO
i /j‘
(o] COH S
N ? _<\ ! > OH
MY \r\ GogH N
PN - =
N7 ONT N
O OH O

and include pharmaceutically acceptable salts and solvates thereof.

[0059] According to one embodiment of the present invention, methods of treating
cancer are provided comprising administering to a patient in need of such treatment
a therapeutically effective amount of a conjugate of the present invention, as
described herein. According to a preferred embodiment, methods for treating a
folate-receptor associated cancer are provided comprising administering to a patient

in need of such treatment, a conjugate having the fol]owing formula:

*Ir‘kﬂ* 41“1\: e

[0060] The use of an agent to upregulate the level of folate receptor (FR) may be
effective to increase the FR expression in certain cancer cells or tumor types to
enhance the advantages obtained upon administering the conjugated compounds of
the invention to patients, and/or to enhance the vafﬁous diseases or tumor types that
may be treated with the folate receptor binding conjugated compounds according to
the invention. The expression of folate receptor in certain cancers may be
upregulated by the administration of a folate receptor inducer, which selectively
increases the level of folate receptor in the cancer cells, thus enhancing the
effectiveness a fola‘te receptor targeted therapy. For example, estrogen receptor
positive (ER+) breast cancers express low levels of folate receptors. Treatment with
a folate receptor inducer, such tamoxifen, an estrogen antagonist, is known to

upregulate the expression of folate receptors in ER+ breast cancers, incfeasing the

2
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ER+ breast cancer cells susceptibility to treatment with a folate receptor targeted
therapy. ’

[0061] One aspect of the invention provides a meéthod of treating cancer or a
proliferative disease in a patient in need thereof, comprising optionally
administering an effective amount of at least one folate receptor inducer and
administering an effective amount of at least one conjugated compound according to
formula [. The folate receptor inducer may be administered prior to or concurrently
with the conjugated compound according to formula [. [n one embodiment, the
folate receptor inducer is administered prior to the conjugated compound of formula
1. An effective amount of the folate receptor inducer refers to an amount that
upregulates the folate receptor in the desired cells such that administration of the
folate receptor conjugated compound is therapeutically effective.

[0062] Examples of folate receptor inducers for the upregulation of folate receptor
o (FRa) include; estrogen receptor antagonists such as tamoxifen; progesterone
receptor agonists such as progestin; androgen receptor agonists such as testosterone
and dihydroxytestosterone, and glucocorticoid receptor agonists such as
dexamethasone. _

[0063] Examples of folate receptor inducers for the upregulation of folate receptor B
(FRB) include: retinoic acid receptor agonists such as all-trans retinoic acid (ATRA),
tetramethyl napthalenyl propenyl benzoic acid (TTNPB), 9-cis retinoic acid (9-cis
RA), CD33336, LG101093, and CD2781.

[0064] In one embodiment, a method of treating cancer or a proliferative disease in
a patient in need thereof is provided, comprising administering an effective amount
of at least one folate receptor inducer and administering an effective amount of at
least one conjugated compound according to formula [; wherein said folate receptor
inducer upregulates folate receptor a. Preferably, said cancer or proliferative
disease is selected from breast cancer, such as ER+ breast cancer, and ovarian
cancer.

[0065] In one embodiment of the present invention, a method of treating cancer or a

proliferative disease in a patient in need thereof is provided, comprising

rd
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administering an effective amount of at least one folate receptor inducer and
administering an effective amount of at least one conjugated compound according to
formula I; wherein said folate receptor inducer upregulates folate receptor f3.
Preferably, said cancer or proliferative discase is selected from leukemia, and more
preferably from acute myelogenous leukemia (AML) and chronic myelogenous
leukemia (CML).

[0066] In a further embodiment, a method of treating cancer or a proliferative
disease in a patient in need thereof is provided, C(;hlprising administering an
effective amount of at least one folate receptor inducer, administering at least one
histone deacetylase inhibitor, and administering an effective amount of at least one
conjugated compound according to formula I. An example of a histone deacetylase
inhibitor is trichostatin A (TSA). U.S. Patent Application Publication No.
2003/0170299 A1, WQ 2004/082463, Kelly, K. M., B.G. Rowan, and M. Ratnam,
Cancer Research 63, 2820-2828 (2003), Wang, Zheng, Behm, and Ratnam, Blood,
96:3529-3536 (2000). '

[0067] The compounds of formula (I) may form salts or solvates which are also
within the scope of this invention. Referénce to a compound of the formula (I)
herein is understood to include reference to salts and solvates thereof, unless
otherwise indicated. The term “salt(s)”, as emplbycd herein, denotes acidic and/or
basic salts formed with inorganic and/or organic acids and bases. In addition; when
a compound of formula (I) contains both a basic moiety, such as but not limited to a
pyridinyl imidazolyl, amine or guanidinyl and an acidic moiety such as but not
limited to a carboxylic acid, zwitterions may be formed and are included within the
term “salt(s)” as used herein. Pharmaceutically acceptable (i.e., non-toxic,
physiologically acceptable) salts are preferred, although other salts are also uéeful,
e.g., in isolation or purification steps which may be employed during preparation.
Salts of the compounds of the formula (I) may be formed, for example, by reﬁcting
a compound of formula (I) with an amount of acid or base, such as an equivalent
amount, in a medium such as one in which the salt precipitates or in an aqueous

medium followed by Iyophilization.



YRyt
L o [ - B
vy Ll i d lh

WO 2007/140298 : PCT/US2007/069740

.23.

[0068] The compounds of formula (I) that contain a basic moiety, such as but not
limited to an amine, a guanidinyl group, or a pyridyl or imidazolyl ring, may form
salts with a variety of organic and inorganic acids. Exemplary acid addition salts

_ include acetates (such as those formed with acetié 'acid or trihaloacetic acid, for
example, trifluorcacetic acid), adipates, alginates, ascorbates, aspartates, benzoates,
benzenesulfonates, bisulfates, borates, butyrates, citrates, camphorates,
camphorsulfonates, cyclopentanepropionates, digluconates, dodecylsulfates,
ethanesulfonates, fumarates, glucoheptanoates, glycerophosphates, hemisulfates,
heptanoates, hexanoates, hydrochlorides, hydrobromides, hydroiodides,
hydroxyethanesulfonates (e.g., 2-hydr0xyemane51;1fonates), lactates, maleates,
methanesulfonates, naphthalenesulfonates (e.g., 2-naphthalenesulfonates),
nicotinates, nitrates, oxalates, pectinates, persulfates, phenylpropionates (e.g.,
3-phenylpropionates), phosphates, picrates, pivalates, propionates, salicylates,
succinates, sulfates (such as those formed with sulfuric acid), sulfonates (such as
those mentioned herein), tartrates, thiocyanates, toluenesulfonates such as tosylates,
undecanoates, and the like,
[0069] The compounds of formula (I) that contain an acidic moiety, such as but not
limited to a carboxylic acid, may form salts with a variety of organic and inorganic
bases. Exemplary basic salts include ammonium salts; alkali metal salts such as
sodium, lithium, and potassium salts; alkaline earth metal salts such as calcium and
magnesium salts; salts with organic bases (for example, organic amines) such as
benzathines, dicyclohexylamines, hydrabamines (formed with N,N-
bis(dehydroabietyl)ethylenediamine), N-methyl-D-glucamines, N-methyl-D-
glycamides, t-butyl amines; and salts with amino acids such as arginine, lysine, and
the like. Basic nitrogen-containing groups may be quaternized with agents such as
lower alkyl halides (e.g. methyl, ethyl, propyl, and butyl chlorides, bromides, and
iodides), dialkyl sulfates (e.g. dimethyl, diethyl, dibutyl, and diamy] sulfates), long
chain halides (e.g. decyl, lauryl, myristyl, and stearyl chlorides, bromides, and
iodides), aralkyl halides (e.g. benzyl and phenethyl bromides), and others.
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[0070] Solvates of the compounds of the invention are also contemplated herein.
Solvates of the compounds of formula (D include, for example, hydrates.

[0071] All sterecisomers of the present compounds-(for example, those which may
exist due to asymmetric carbons on various substituents), including enantiomeric
forms and diastereomeric forms, are contemplated within the scope of this invention.
Individual stereoisomers of the compounds of the ‘invention may, for example, be
substantially free of other isomers (e.g., as a pure or substantially pure optical
isomer having a specified activity), or may be admixed, for example, as racemates or
with all other, or other selected, stereoisomers. The chiral centers of the present
invention may have the S or R configuration as defined by the [UPAC 1974
Recommendations.” Racemic forms can be resolved by physical methods, such as,
for example, fractional crystallization, separation or crystallization of diastereomeric
derivatives, or separation by chiral column chroma'tography. Individual optical
isomers can be obtained from stereospecific processes, wherein starting materials
and/or intermediates are selected having a stereochemistry corresponding with that
desired for the end products, and the stereochemiétry is maintained throughout the
reactions, and/or the iscmers can be cobtained from racemates by any suitable
method, including without limitation, conventional methods, such as, for example,
salt formation with an optically active acid followed by crystallization.

[0072] All configurational isomers of the compounds of the present invention are
contemplated, either in admixture, or in pure or substantially pure form. As can be
appreciated, the preferred configuration can be a fpnction of the particular
compound and the activity desired. Configuration‘;il isomers may be prepared by the
processes described herein, which may be stereoselective, In other words, a desired
stereochemistry for the final compounds can be achieved by using starting materials
having the corresponding desired stereochemistry, and then maintaining the
stereoselectivity throughout the process of preparation. Alternatively, the
compounds may be prepared as racemates or diastereomers, and then the desired

stereochemistry may be achieved via separation of configurational isomers which

-
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can be achieved by any suitable method known in the field, e.g., such as column
chromatography. .

[0073] Throughout the specification, groups and substituents thereof may be chosen
to provide stable moieties and compounds useful as pharmaceutically-acceptable
compounds and/or intermediate compounds useful in making pharmaceutically-
acceptable compounds. One skilled in the field will appreciate suitable selections
for variables to achieve stable compounds.

[0074] Embodiments indicated herein as exemplary or preferr;ad are intended to be
illustrative and not limiting.

[0075] Other embodiments of the invention will be apparent to one skilled in the
field such as, for example, considering combinations of the embodiments referenced

above, and are contemplated as covered within the scope of the invention herein.

UTILITY
[0076] The conjugated compounds of the present invention are useful for delivering
epothilone-derived microtubule-stabilizing agents to tumors that express a folate
receptor. They are useful in the treatment of a variety of cancers and other
proliferative diseases, particularly those cancers characterized by cancer cells or
tumors that express the folate receptor. The term ;‘folate-receptor associated
condition” as used herein comprises diseases or disorders characterized by
expression of the folate receptor, or in other words, those diseases or disorders that
can be diagnosed or treated based on the level of expression of the folate receptor in
diseased tissue as compared with normal tissue.
[0077] As a non-limiting example, such folate-receptor associated cancers include
ovarian cancer and cancers of the skin, breast, lung, colon, nose, throat, mammary
gland, liver, kidney, spleen, and/or brain; mesotheliomas, pituitary adenoma,
cervical cancer, renal cell carcinoma or other renal cancer, choroid plexus
carcinoma, and epithelial tumors (See, Asok, Antony, “Folate Receptors: Reflections
on a Personal Odyssey and a Perspective on Unfoiding Truth,” Advanced Drug
Delivery Reviews 56 (2004) at 1059-66).
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[0078] Additionally, use of an antiestrogen (such as tamoxifen, ICI 182, 780), may
be effective to increase the FR expression in certain cancer cells or tumor types to
enhance the advanfages obtained upon administering the conjugated compounds of
the invention to patients, and/or to enhance the various diseases or tumor types that
may be treated with the conjugated compounds according to the invention.

[0079] For example, the diseases that may be treated with the conjugated
compounds of this invention, and/or upon a combination therapy comprising the
conjugated compounds of this invention in combination with an antiestrogen, may
further include, without limitation, the following

- carcinomas including those listed above and/or that of the bladder,
pancreas, stomach, thyroid, and prostate;

- hematopoietic tumors of lymphoid lineage, including leukemias such as
acute lymphocytic leukemia and acute lymphoblastic leukemia, and lymphomas, such
as B-cell lymphoma, T-cell lymphoma, Hodgkins lymphoma, non-Hodgkins
lymphoma, hairy cell lymphoma, and Burkitts lymphoma;

- hematopoietic tumors of myeloid lineage, including acute and chronic
myelogenous Icukcfnias and promyelocytic leukemia;

- tumors of the central and peripheral nervous system, including
astrocytoma, neuroblastoma, glioma, and schwannomas;

- tumors of mesenchymal origin, including fibrosarcoma,
rhabdomyosarcoma, and osteosarcoma; and

- other tumors, including melanoma, xeroderma pigmentosum, seminoma,

keratoacanthoma, thyroid follicular cancer, and teratocarcinoma.

[0080] The conjugated compounds of the present invention are useful for treating
patients who have been previously treated for cancer, as well as those who have not
previously been treated for cancer. The methods and compositions of this invention
can be used in first-line and second-line cancer treatiments. Furthermore, the
conjugated compounds of formula [ may be useful for treating refractory or resistant

cancers.

-
-
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[0081] The conjugated compounds of the present invention may also be useful in
treatment of other conditions responsive to microtubule-stabilizing agents delivered
via the folate receptor, including but not limited to, arthritis, especially inflammatory
arthritis and other inflammatory conditions mediated by activated macrophages, and
central nervous system disorders such as Alzheimer’s disease.

t0082] Furthermore, the conjugated compounds of the present invention may be
administered in combination with other anti-cancer and cytotoxic agents and
treatments useful in the treatment of cancer or other proliferative diseases. In
treating cancer, a combination of compounds of the instant invention and one or
more additional agents and/or other treatments mdy be advantageous. The second
agent may have the same or different mechanism of action than the compounds of
formula (I). Especially useful are anti-cancer and cytotoxic drug combinations
wherein the second drug chosen acts in a different manner or different phase of the
cell cycle than the active drug moiety of the present compounds of the present
invention.

[0083] Examples of classes of anti-cancer and cytotoxic agents include, but are not
limited to, alkylating agents, such as nitrogen mustards, alkyl sulfonates,
nitrosoureas, ethylenimines, and triazenes; antimetabolites, such as folate
antagonists, purine analogues, and pyrimidine analogues; antibiotics or antibodies,
such as monoclonal antibodies; enzymes; farnesyl-protein transferase inhibitors;
hormonal agents, such as glucocorticoids, estrogens/antiestrogens,
androgens/antiandrogens, progestins, and luteinizing hormone-releasing
anatagonists; microtubule-disruptor agents, such as ecteinascidins or their analogs
and derivatives; microtubule-stabilizing agents; plant-derived products, such as
vinca alkaloids, epipodophyllotoxins, and taxanes; topoisomerase inhibitors; prenyl-
protein transferase inhibitors; platinum coordinatipn complexes; kinase inhibitors
including multi-kinase inhibitors and/or inhibitors‘of Src kinase or Src/abl; signal
transduction inhibitors; and other agents used as anti-cancer and cytotoxic agents

such as biological response modifiers, growth factors, and immune modulators. The
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conjugated compounds of formula I may also be used in conjunction with radiation
therapy.
[0084] Further examples of anticancer agents that may be used in combination with
the compounds of the invention include the Src Kinase inhibitor, ‘N-(2-Chloro-6-
methylphenyl)-2-[[6-[4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazinyl]-2-methyl-4-
pyrimidinyl]Jamino]-5-thiazolecarboxamide, and other compounds described in US
Pat. No. 6,596,746 and US Pat. Appl. No. 11/05 1,208, filed February 4, 2005,
incorporated herein by reference; ixabepilone, an aza-epothilone B analog, and/or
other epothilone analogs described in US Pat. Nos. 6,605,599; 6,262,094; 6,288,237,
6,291,684, 6,359,140; 6,365,749; 6,380,395; 6,399,638; 6,498,257; 6,518,421;
6,576,651; 6,593,115, 6,613,912; 6,624,310; US Pat. Appln. No. 2003/0060623,
published March 2003; German Patent No. 4138042.8; WO 97/19086, WO
98/22461, WO 98/25929, WO 98/38192, WO 99/01124, WO 99/02224, WO
99/02514, WO 99/03848, WO 99/07692, WO 99/27890, WO 99/28324, WO
99/43653, WO 99/54330, WO 99/54318, WO 99/54319, WO 99/65913, WO
99/67252, WO 99/67253, WO 00/004835, US Pat. Appl. Nos. 2004/0053910 and
2004/0152708; cyclin dependent kinase inhibitors. found in WO 99/24416 (see also
U.S. Pat. No. 6,040,321); prenyl-protein transferase inhibitors found in WO
97/30992 and WO 98/54966; farnesyi protein transferase agents described in U.S.
Pat. No. 6,011,029; CTLA-4 antibodies described in PCT publication no.
W001/14424, and/or a CTLA-4 antibody described in PCT publication no. WO
00737504 such as, for example, the antibody known as CP-675206 (ticilimunab)
ORENCIA®; MDX-010; vinflunine (Javlor™), ada Erbitux (cetixumamb).
[0085] Other agents potentially useful in combination with compounds of the
present invention may iné]ude paclitaxel (TAXOL®), docétaxel (TAXOTERE®)
miscellaneous agents such as, hydroxyurea, procarbazine, mitotane,
hexamethylmelamine, cisplatin and carboplatin; Avastin; and Herceptin.
[0086] The compounds of the prcsént invention can also be formulated or
co-administered with other therapeutic agents that are selected for their particular

usefulness in administering therapies associated with the aforementioned conditions.
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For example, compounds of the invention may be formulated with agents to prevent
nausea, hypersensitivity and gastric irritation, such as antiemetics, and H; and H,
antihistaminics. )

[0087] The above other therapeutic agents, when employed in combination with the
compounds of the present invention, can be used, for example, in those amounts
indicated in the Physicians’ Desk Reference (PDR) or as otherwise determined by
one of ordinary skill in the art.

[0088] The compounds of the present invention can be administered for any of the
uses described herein by any suitable means, for example, parenterally, such as by
subcutaneous, intravenous, intramuscular, or intrasternal injection or infusion
techniques (e.g., as sterile injectable aqueous or non-aqueous solutions or
suspensions), and/or in dosage unit formulations containing non-toxic,
pharmaceutically acceptable vehicles or diluents. The present compounds can, for
example, be administered in a form suitable for immediate release or extended
release. Immediate release or extended release can be achieved by the use of
suitable pharmaceutical compositions comprising the present compounds, or,
particularly in the case of extended release, by the use of devices such as
subcutaneous implants or osmotic pumps. .

[0089] Exemplary compositions for parenteral acﬂninistration include injectable
solutions or suspensions which can contain, for example, suitable non-toxic,
parenterally acceptable diluents or solvents, such as mannitol, 1,3-butanediol, water,
Ringer’s solution, an isotonic sodium chloride solution (0.9% Sodium Chloride
Injection [Normal Saline] or 5% Dextrose Injection), or other suitable dispersing or
wetting and suspending agents, including synthetic mono- or diglycerides, and fatty
acids. Pharmaceutically acceptable compositions and/or methods of administering
compounds of the invention may include use of co-solvents including, but not
limited to ethanol, N,N dimethylacetamide, propylene glycol, glycerol and
polyethylene glycols, e.g., polyethylene glycol 30‘(.) and/or polyethylene glycol 400,
may comprise use of surfactants (pharmaceutical]j;-acceptable surface active agent

that may be used to increase a compound’s spreading or wetting properties by
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reducing its surface tension), including without limitation, CREMOPHOR®,
SOLUTOL HS 15¢, polysorbate 80, polysorbate 20, poloxamer, pyrrolidones such
as N-alkylpyrroilidone (e.g., N-methylpyrrolidone) and/or polyvinylpyrrolidone;
nwy also comprise use of one or more “buffers” (e.g., an ingredient which imparts
an ability to resist change in the effective acidity or alkalinity of a medium upon the
addition of increments of an acid or base), including, without limitation, sodium
phosphate, sodium citrate, diethanolamine, triethanolamine, L-arginine, L-lysine,
L-histidine, L-alanine, glycine, sodium carbonate, tromethamine (a/k/a
tris[hydroxymethyl}Jaminomethane or Tris), and/or mixtures thereof.

[0090] The effective amount of the compound of the present invention can be
determined by one of ordinary skill in the art, and includes exemplary dosage
amounts for an adult human of from about 0.01-10 mg/kg of body weight of active
compound per day, which can be administered in a single dose or in the form of
individual divided doses, such as from 1 to 4 times per day. A preferred range
includes a dosage of about 0.02 to 5 mg/kg of body weight, with a range of about
0.05 - 0.3, being most preferred. It will be understood that the specific dose level
and frequency of dosage for any particular subject can be varied and will depend
upon a variety of factors including the activity of the specific compound employed,
the metabolic stability and length of action of that compound, the species, age, body
weight, general hea.Ith, sex and diet of the subject, the mode and time of
administration, rate of excretion, drug combination, and severity of the particular
condition. Preferred subjects for treatment include animals, most preferably
mammalian species such as humans, and domestic animals such as dogs, cats and
the like, subject to rpicrotubule-stabilization associated conditions.

[0091] Compoundé of the present invention, suchl as compounds disclosed in one or
more of the following examples, have been tested iﬁ one or more of the assays
described below and/or assays known in the field, and demonstrate a measurable

level of activity as microtubule stabilizing agents.
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Clonogenic Cell Survival Assay

[0092] Cancer cells were seeded at 3.0E+05 cells in a T75 flask with 10 ml of
RPMI1640 media, free of folic acid, and containing 10% fetal bovine serum and 25
mM HEPES. Cells were grown in a 37°C incubator containing 5% CO-, for 2 days.
On day 2, supernatants were removed from the flasks, and the flasks were divided
into 2 groups. One group of cells were incubated with 5 m! of media containing 100
M of folic acid (Sigma) for 30 minutes and the others were grown in 5 ml of media
without added folic acid. Cells were then treated with 20 nM of epothilone,
epothilone analog, conjugated epothilone, or conjugated epothilone analog for one
hour. At the end of the incubation, the drugs were removed from the flasks and the
cells were washed \J;zith PBS buffer 3x. After washing, 5 ml of complete media were
added into each flask, and the cell was grown in tfxe CO; incubator for 23 hours.
The next morning, the cells were removed from the flasks by trypsinization, cell
numbers were determined, and then cells were plated in a 6 well plates. Ten days
after plating, colonies were stained with crystal violet and counted. The surviving

fractions were determined.

In vitro MTS Proliferation/Cytotoxicity Assay

[0093] In vitro cytotoxicity was assessed in tumor cells using a tetrazolium-based
colerimetric assay which takes advantage of the metabolic conversion of MTS (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphenyl)-2H-
tetrazolium, inner salt) to a reduced form that absorbs light at 492 nm. Cells were
seeded 24 hr prior to addition of the epothilone, epothilone analog, conjugated
epothilone, or conjugated epothilone analog. Following a 72 hour incubation at
37°C with serially diluted compound, MTS, in combination with the electron’
coupling agent phenazine methosulifate, was added to the cells. The incubation was
continued for 3 hours, then the absorbancy of the medium at 492 nm was measured
with a spectrophotometer to obtain the number Of.:.surviving cells relative to control
populations. The results are expressed as median cytotoxic concentrations (ICso

values).
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Folate Receptor Assay

[0094] All sample preparation procedures used for the FR assay were performed at
4°C. Tissue samples were homogenized in homogenization buffer (10 mM Trs, pH
8.0, 0.02 mg/ml each of leupeptin and aprotinin; 1 ml buffer/50mg tissue) using a
PowerGen 125 homogenizer. Large debris was removed by mild centrifugation
(3000 X g for 15 min). Membrane pellets were then collected by centrifugation at
40,000 X g for 60 min and resuspended in solubilization buffer (50 mM Tris, pH
7.4, 150 mM NaCl, 25 mM n-octyl-f-D-glucopyranoside, 5 mM EDTA, and 0.02%
sodium azide). Insoluble material was removed by a second 40,000 X g 60 min '
centrifugation, and the total protein concentration of the supernatants was
determined by the bicinchoninic acid (BCA) method (Pierce Chemical). Each
sample was then diluted to 0.25 mg/ml in solubilization buffer, and 100 ul was
placed inside each of two Microcon-30 microconcentrators (30,000-MW cutoff,
Millipore). Sampies were then centrifuged at 14,000 X g for 10 min at room
temperature to pass all of the liquid through the membrane, as well as to retain the
solubilized FRs on the surface of the microconcentrator's membrane. All
subsequent centrifugation steps were performed uéing these same parameters. Then
55 pl of 30 mM acetate buffer (pH 3.0) was added to each microconcentrator,
followed by a centrifugation step. Next, 55 pl of phosphate buffered saline (PBS)
was dispensed into each microconcentrator, followed by another centrifugation.
Then 50 pl of [*H]folic acid binding reagent (120 nM [*Hlfolic acid (Amersham) in
10 mM Na,PO,, 1.8mM KH,PO,, pH 7.4, containing 500 mM NaCl, 2.7 mM KCl,
and 25 mM n-octyl-B-D-ghicopyranoside) or 50 plll of a competing reagent (binding
reagent plus 120 uM unlabeled folic acid) was added to the appropriate
concentrators. Following a 20-min incubation at room temperature, the
concentrators were washed/centrifuged three times with 75 pl 50 mM n -octyl-p-D-
glucopyranoside, 0.7 M NaCl in PBS, pH 7.4. After the final wash, the retentates
containing the solubilized FRs were recovered from the membrane surface of the
microconcentrators by two rinses with 100 pl of PBS containing 4% Triton X-100.

The samples were then counted in a liquid scintillation counter (Packard

=t
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Bioscience). Counts per minute (cpm) values were converted to picomoles of FR
based on the cpm of a known standard, and the final results were normalized with

respect to the sample protein content.

B

Animals and Tumors

[0095] Female CD2F1 mice (Harlan Sprague-Dawley Inc., 20-22 g) maintained in a
controlled environment and provided with water and food ad libitum were used in
these studies. The murine FRa(-) Madison 109 (M109) lung carcinoma (Marks et
al., 1977) and the FR-expressing (FRa(+)) 98M 109 variant were used to evaluate the
efficacy of the epothilone, epothilone analog (e.g., epothilone derivative), folate-
epothilone conjugate, or folate-epothilone analog conjugate. In addition, the human

head and neck epidermoid carcinoma KB grown in nude mice was also used for this

purpose.

Drug Treatment and Antitumor Efficacy Evaluation v

[0096] For administration of epothilones or epothilone analogs to mice, an excipient
consisting of the following was used: CREMOPHOR ®/ethanol/water (1:1:8, v/v).
The compounds were first dissolved in a mixture of CREMOPHOR®/ethanol
(50:50). Final dilution to the required dosage strength was made less than 1 hr
before drug administration. Mice were administef_ed the agents by bolus IV
injection through the tail vein. Folate-epothi]one;conjugates or folate-epothilone
analog conjugates were prepared in sterile phosphate buffered saline and
administered to mice by [V bolus injection through the tail vein at a volume of 0.01
mL/g of mice. Treatment of each animal was based on individual body weight.
[0097] The required number of animals needed to detect a meaningful response
were pooled at the start of the experiment and each was given a subcutaneous
inoculation of a tumor brei (2% w/v). Tumors were allowed to grow for 4 days. Oh
the fourth day, animals were evenly distributed to various treatment and control
groups. Treated animals were checked daily for treatment related toxicity/mortality.

Each group of animals was weighed before the initiation of treatment (Wtl) and then
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again following the last treatment dose (Wt2). The difference in body weight (Wt2-
Wt1) provides a measure of treatment-related toxicity.

[0098] Tumor response was determined by measurement of tumors with a caliper
twice a week, until the tumors reached a predetermined “target” size of 1 gn.

Tumor weights (mg) were estimated from the formula:
Tumor weight = (length x width?) + 2

[0099] Antitumor activity was evaluated at the maximum tolerated dose (MTD)
which is defined as the dose level immediately below which excessive toxicity (i.e.
more than one death) occurred. When death occurred, the day of death was
recorded. Treated mice dying prior to having their tumors reach target size were
considered to have died from drug toxicity. No control mice died bearing tuniors
less than target size. Treatment groups with more than one death caused by drug
toxicity were considered to have had excessively toxic treatments and their data
were not included in the evaluation of a compound’s antitumor efficacy.

[0100] Tumor response end-point was expressed in terms of tumor growth delay (T-
C value), defined as the difference in time (days) required for the treated tumors (T)
to reach a predetermined target size compared to those of the control group (C).
[0101] To estimate tumor cell kill, the tumor volume doubling time (TVDT) was

first calculated with the formula:

TVDT = Median time (days) for control tumors to reach target size — Median time

(days) for control tumors to reach half the target size
And,

Logcell kill = T-C + (3.32 x TVDT)
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Statistical evaluations of data were performed using Gehan’s generalized Wilcoxon

test,

ABBREVIATIONS
[0102] The following abbreviations are used in the schemes and Examples herein
for ease of reference:
CBZ-OSu = N-(Benzylbxycarbonyloxy)succinimide
DCM = dichloromethane
DEA = diethylamine
DIAD = diisopropyl azodicarboxylate
DIPEA = diisopropylethylamine
DMA = dimethylamine
DMF = dimethyl formamide
DMSO = dimethylsufoxide
EDC = 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride
EtOH = ethanol
EtOAc = ethyl acetate
HOBt = n-hydroxy benzotriazole
HPCL = high performance liquid chromatography
iPr-OH or IPA = isopropyl alcohol
LC/MS = liquid chromatography/mass spec
LDA = lithium diisopropylamide
MeOH = methanol
OTES = o-triethylsilyl;
OMs = mesylate;
Ph = phenyl
Pd/C = palladium on carbon _
PyBOP = benzoth\riazol-1 -yl-oxytripyrro]idinophbsphonium hexafluorophosphate
Py = pyridyl
RT = room temperature

Sat’d = saturated

PCT/US2007/069740
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THF = tetrahydrofuran

TFA = trifluoroacetic acid

TLC = thin layer chromatography
TESCL = chlorotriethylsilane

UV = ultraviolet.

METHODS OF PREPARATION
[0103] Compounds of the present invention may:generally be prepared according to
the following schemes and the knowledge of one skilled in the art, and/or using
methods set forth in US Pat. Nos. 6,605,599; 6,831,090; 6,800,653; 6,291,684,
6,719,540; US Pat. Appl. Pub. No. 2005/0002942 and Organic Letters, 2001, 3,
2693-2696, the disclosures of which are herein incorporated by reference and/or in
the Examples that follow.
[0104] As shown in Scheme 1, a compound of formula X can be prepared from a
compound of formula II. Compounds of formula II can be obtained by fermentation
(see, e.g. Gerth et al., "Studies on the Biosynthesis of Epothilones: The Biosynthetic
Origin of the Carbon Skeleton," Journal of Antibiqtics, Vol. 53, No. 12 (Dec. 2000),
and Hofle et al., “Epothilone A and B- Novel 16-Membered Macrolides: Isolation,
Crystal Structure, and Conformation in Solution”, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.,
Vol. 35, NO. 13/14, 1567-1569 (1996}, the disclosures of which are herein
incorporated by reference) or by synthesis (see, e.g. Vite et al. US Pat. Nos.
6,605,599, 6,242,469, 6,867,333, US Pat. Appl. Pub. No. 2006/004065; and Johnson
etal. Organic Lerters 2000, 2:1537-40; the disclosures of which are herein
incorporated by reference in their entirety). For example a compound of formula I1
where R, R, R4, Rs, and R, are methyl, B, is hydroxyl, R, and R¢ are hydrogen,
and R, is 2-methylthiazol-4-y] is referred to as epothilone A and can be obtained
from fermentation of sorangium cellulosum as referenced above. A compound of
formula II can be converted to a compound of formula [II where P is a sily]
protecting group su‘ch as triethylsilyl, t-butyldimethylsilyl, t-butyldiphenylsilyl,
triisopropylsilyl, and the like (see, e.g., Greene et al., “Protective groups in Organic

Synthesis”, John Wiley and Sons, Inc.). For example, a compound of formula III
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where P is triethylsilyl can be prepared by treatment of a compound of formula TI
with chlorotriethylsilane in the presence of Hunig’s base. In the case where B, is
hydroxy! in the compound of formula II, then B; Would also be converted to the
corresponding silyl ether. A halohydrin of formula IV (Y is Cl, Br, or I) can be
prepared from a compound of formula III by treatment with a metal halide salt by
methods known in the art. For example, epoxide opening using magnesium bromide
etherate at low temperature (-20 to —5°C) can provide diastereomeric halohydrins,
where Y is bromine. A compound of formula V can be prepared from a compound
of formula IV by displacement of the halogen using, for example, sodium azide in a
polar solvent such as dimethylformamide. An ordinarily skilled artisan will
recognize that the stereochemisty at C,; as depicted in Scheme I should not be
construed as limiting, but rather exemplary. If desired, inversion of the
stereochemistry at the C); position can be achieved following the Mitsunobu
protocol which is well established in the art. For example, treatment of a compound
of formula V with p-nitrobenzoic acid, diethylazodicarboxylate, and
triphenylphosphine provides the corresponding nitrobenzoate ester, which can then
be cleaved by mild ester hydrolysis using, for example, methanolic solutions of
ammonia to provide a compound of formula VI. Again, the stereochemistry for Cj,
as depicted for compound VI is not limiting, and is depicted as such to show that
treatment of compound V as described will invert :the stereochemistry at that
position. Alternétively, other organic acids, azodicarboxylates, and
organophosphines can be used to effect the Mitsonuobu inversion. A compound of
formula VII where OG is a leaving group such as mesylate, tosylate, nosylate, |
triflate and the like can be prepared from a compound of formula VI by methods
known in the art. Féor example, treatment of VI with methanesulfonyl chloride and
triethylamine in a suitable organic solvent such as dichloromethane provides a
compound of formula VII where OG is mesylate. A compound of formula VIII can
be prepared from a compound of formula VII by reduction of the azido group with a
reducing agent such as an organophosphine (e.g., trimethylphosphine).

Alternatively, a compound of formula VIII can be prepared directly from a
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compound of formula VI using an organophosphine reducing agent such as
triphenylphosphine. A compound of formula IX can be prepared from a compound
of formula VIII by methods known in the art (see, e.g., US Pat. No. 6,800,653; and
Regueiro-Ren et al.,, Organic Letters, 2001, 3, 2693-2696). For instance, a
compound of form;ﬂa IX where H-K-A- is 2-hydroxyethyl can be prepared from a
compound of formula VIII by alkylation of the aziridine ring using, for example,
excess 2-bromoethanol and a base such as potassium carbonate. A compound of
formula X can be prepared from a compound of formula [X by removal of the silyl
ether protecting groups using methods known in the art (see, e.g., Greene et al.,
“Protective groups .in Organic Synthesis”, John W:i]ey and Sons, Inc.). For instance,
when P is triethylsilyl, treatment of a compound of formula [X with trifluoroacetic

acid in dichloromethane effects deprotection to provide a compound of formula X.
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SCHEME 1

VI X X

[0105] The folate analog or derivative V and the bivalent linker T-Q of a compound
of formula I can be assembled using methods known in the art, especially in the case
where V is folic acid or a folic acid analog, as described, for example, by Jackson, et
al., Advanced Drug Delivery Rev. 56(2004) 1111-1125, the disclosure of which is
herein incorporated by reference, and T-Q is a peptide. For example, peptidyl folate
Xl can be prepared as shown in Scheme 2. Sequeri-tial peptide coupling of a
cysteine-loaded polystyrene resin with Fmoc-protected aspartate, arginine, aspartate,
and then glutamate can be effected using PyBOP as coupling agent and piperidine as
Fmoc-deprotection Iagent. N'O-Triﬂuoroacetamide-protected pteroic acid can be
prepared in two steps by enzymatic (carboxypeptidase G) conversion of folic acid to

pteroic acid, followed by N'%protection using trifluorcacetic anhydride. Next,
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coupling of the N'*-protected pteroic acid to the resin-bound peptide followed by

| cleavage from the resin with trifluoroacetic acid and removal of the N'°-
trifluoroacetyl group using ammonium hydroxide provides a V-T-Q fragment of a
compound of formula I where V is folic acid and T-Q is -Asp-Arg-Asp-Cys-OH.
Alternatively, pteroic acid analogs could be used in place of pteroic acid and other

amino acids, could be used in place of those illustrated in Scheme 2.

SCHEME 2
H-Cys(4-methoxytrityl)-2-chlorotrityl-Resin  (loading 0.57mmol/g)

1) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
then piperidine

2) Fmoc-Arg(Pbf)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
then piperidine

3) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
then piperidine

4} Fmoc-Glu-OtBu, PyBOP, DIPEA, DMF,
then piperidine

5) NI°TFA Pteroic Acid, PyBOP, DIPEA, DMSO

6) 92.5% TFA, 2.5% H,0, 2.5% i-Pr,SiH,
and 2.5% ethanedithiol

' 7) NH4OH aq., then HCl aq.

HN_zNH
NH
COH ’[:
/@)‘\ /\/\n/N : \)L CO,H
‘- c:o2 ~ COa

X1
[0106] Final assembly of compounds of formula I can be achieved by coupling of
the epothilone analog of formula X to a fragment V-T-Q by stepwise incorporation
of a releasable linker M. By way of illustration, a compound of formula X where -
A-K-H is -CH;CH;OH can be converted to a disulfanylethy] carbonate XIII using an

activated benzotriazole compound of formula XII:" A compound of formula XII can
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be prepared from mercaptoethanol, methoxycarbonyl sulfenyl chloride, and an
optionally substituted 2-mercaptopyridine to provide an intermediate 2-(2-pyridin-2-
yl)disulfanyl)ethanc)l,‘ which can then be converted to a compound of formula XII by
treatment with diphosgene and an optionally substituted 1-hydroxybenzotriazole.
Subsequent disulfide exchange with a peptidyl folate such as XI provides a
compound of formula [ where V is folic acid, T-Q is a -Asp-Arg-Asp-Cys-OH, M is
-SCH;CH,0(C=0)-, A is -CH,CH;- and K is O.

HO, o .
\/\N Fe PYS’S\/\O)LA
Ry, N
Riy (]
HlH’n, R,
R PySSCH,CH,0,COR x1
o & O ¥ l}ml HCOBt
X
Hila_oNH
NH °
.1
o CoM o 5 \/\o)\o/ﬁ .
i A LT Wl
H o H A OH
H ]w i oy “com " AR, AR,
Rz Ry
Rz N Rz a a O

[0107] Scheme 4 illustrates an alternative method for making a compound of
formula X from a compound of formula XIV (see, U.S. Patent Application No.
60/940,088, filed May 25, 2006, incorporated herein in its entirety by reference).
Compounds of formula XIV can be obtained by methods well known in the field, for
example, by fermenfation (see, e.g. Gerth et al., “S_.tudies on the Eiosynthesis of
Epothilones: The Biosynthetic Origin of the Carbon Skeleton,” Journal of
Antibiotics, Vol. 53, No. 12 (Dec. 2000), and Hofle et al., “Epothilone A and B-
Novel 16-Membered Macrolides: Isolation, Crystal Structure, and Conformation in
Solution”, Angew. Chem. Int, Ed. Engl., Vol. 35, No. 13/14, 1567-1569 (1996), the
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disclosures of which are herein incorporated by reference) or by total synthesis (see,
e.g. Vite et al. US Pat. Nos. 6,605,599; 6,242,469, 6,867,333 and US Pat. Appl. Pub.
2006/004065, the disclosures of which are herein incorporated by reference in their
entirety). For example a compound of formula XIV where Ry, R3, R4, Rs, and Ry,
are methyl, B, is hydroxyl, R; and R are hydrogen, and R; is 2-methylthiazol-4-yl
is referred to as epothilone C and can be obtainedl'lfrom fermentation of Sorangium
cellulosien as referenced above. A compound of formula XIV can be converted to a
compound of formula XV where P is a silyl protecting group such as triethylsilyl, t-
butyldimethylsilyl, t-butyldiphenylsilyl, triisopropylsilyl, and the like (see, e.g.,
Greene et al., “Protective groups in Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, Inc.).
For example, a compound of formula XV where P is triethylsilyl can be prepared by
treatment of a compound of formula XIV with chlorotriethylsilane in the presence of
base such as Hunig’s base. In the case where B, is hydroxyl in the compound of
formula XIV, then B; would also be converted to the corresponding silyl ether. A
halohydrin of formula XVI or XVII (Y is Cl, Br, or I) can be prepared from a -
compound of formula XV by treatment with a halogenating agent such as Y by
methods known in the art. For example, electrophilic addition in polar solvents such -
as acetonitrile using iodine can stereoselectively provide regioisomeric halohydrins
of formulas XVI and XVII, where Y is iodine. Alternatively N-halo succinimides
can also be used for the same transformation. A compound of formula XVIII can be
prepared from compounds of formulas X VI and/or XVII by epoxide ring closure in
the presence of bases such as triethylamine or Hu_n:ig’s base in a polar/aqueous
solvent system such as acetonitrile/water. If desir:éd, compound XIV can be directly
transformed into a compounds of formula XVI and/or XVII (where Pis H ), which
could then be converted into the epoxide XVIII (where P is H). A compound of
formula XVIII can be transformed into the azido-alcohols of formulas VI and XIX
by azide displacement in the presence of incrganic azide salts or tetra-alkyl
ammonium azides in alcoholic solvents. In the case where P is a silyl protecting
group, compounds of formulas XX and/or XXI where QG is a leaving group such as

mesylate, tosylate, nosylate, triflate and the like can be prepared from compounds of
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formulas VI and/or XIX by methods known in the art. For examiple, treatment of VI
and/or XIX with methanesulfonyl chloride and tﬁe’thylamine in a suitable organic
solvent such as dichloromethane provides compounds of formulas XX and XXI
where OG is mesylate. A compound of formula VIII can be prepared from
compounds of formulas XX and/or XXI by reduction of the azido group through
methods known in the art. For example, compound VIII can be prepared from
compounds of formulas XX and/or XXI through reaction with a reducing agent such
as an organophosphine (e.g., trimethylphosphine) in polar solvents such as
acetonitrile. Alternatively, when P is H, compound of formula VIII can be directly
prepared from compounds of formulas VI and/or XIX by reduction of the azido
group with a reducing agent such as an organophosphine (e.g., triphenylphosphine)
in polar solvents such as acetonitrile. A compound of formula IX can be prepared
from a compound of formula VIII by methods known in the art (see, e.g., US Pat.
No. 6,800,653; and Regueiro-Ren et al., Organic Letters, 2001, 3, 2693-2696). For
instance, a compound of formula IX where H-K-A- is 2-hydroxyethyl can be
prepared from a compound of formula VII by alkylation of the aziridine ring using,
for example, excess 2-bromoethanol and a base such as potassium carbonate. In
case P is a trialkylsilyl, a compound of formula X can be prepared from a compound
of tormula IX by removal of the silyl ether protecgiﬁg groups using methods known
in the art (see, e.g., Greene et al., “Protective groups in Organic Synthesis”, John
Wiley and Sons, Inc.). For instance, when P is triéthylsilyl, treatment of a
compound of formula IX with trifluoroacetic acid in dichloromethane effects

deprotection to provide a compound of formula X.
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SCHEME 4

[0108] The invention will now be further described with reference to the following

illustrative examples.

g



WO 2007/140298

pU—

PCT/US2007/069740

-45.

EXAMPLES

EXAMPLE 1: FOLATE CONJUGATED EPOTHILONE‘ ANALOGS
[0109] As described in the detailed description above, analogs and derivatives of
folate are described in Vlahov. In research and development directed toward folate
receptor targeting to tumor cells of conjugated epothilone and epothilone analog
compounds, several compounds were conjugated to folate. For example, Compound

AA and Compound BB were considered as candidates for conjugation to folic acid:

‘Compound AA - Compound BB

[0110] Compound AA has activity in Phase II clinical trials, and six folate
conjugates of Compound AA (Compounds AA.I to AA.VI; see FIG. 1) were

~ prepared and optionally tested for chemical stability, FR binding, and FR-mediated

activity in cell culture.

[0111] The bindiné of folate conjugates of Compound AA to FR was determiined in
an assay that measures displacement of radiolabeled folic acid from FR expressed on
KB tumor cells grown to confluence. Binding of the folate conjugates of Compound
AA.Tand AA.TT was deemed acceptable [relative affinity (RA) >0.25; RA of folic
acid = 1.0]. However, surprisingly, nohe of the six conjugates of Compound AA
shown in Fig. 1 disp;layed appreciable cytotoxicity‘fagainst KB tumor cells in
antiproliferation assays that measure 3H-thymidine incorporation (data not shown).
[0112] Since conjugates of Compound AA demonstrated disappointing cytotoxicity
against tumor cells, studies were conducted using three conjugates of Compound BB
(Compounds BB.I to BB.III). Compound BB is also known as epothilone F, and is
an analog of Compound AA, where the 21-amino group is replaced by a 21-
hydroxyl group. While Compound BB.II (Fig. 2) Elisplayed cytotoxicity at high

concentrations, the activity was not attenuated in competition studies using excess of
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folic acid. Therefore, the observed cytotoxicity was attributed to non-specific
release of Compound BB.IL _

[0113] Other epothilone analogs, e.g., aziridinyl epothilones, are known in the art
(see, e.g., U.S. Patent No. 6,399, 638; Regueiro-Ren, A, et al. (2001) Org. Lerzers.
3:2693-96) and show potent antitumor cytotoxicity. For example, an MTS assay
that compared the relative cytotoxic potency of a number of epothilone analogs
against a pair of taxane-resistant cancer cell lines (HCTVM46 and A2790Tax) was
conducted (see Table 1). HCTVM46 is a human colon carcinoma cell line derived
from the sensitive HCT116 parent line, and is resi'gtant to taxanes due to
overexpression of the 170kD p-glyprotein drug et:’flux transporter. A2780Tax is a
human ovarian carcinoma cell line derived from the parent A2780 line, and is
resistant to paclitaxel as a result of a mutation in the tubulin amino acid sequence
that impairs the ability of paclitaxel to bind. »
[0114] Asis shownin Table 1, various aziridiny! epothilone analogs (Compounds
CC-EE) show potent antitumor activity against both the HCT116 colon and A2780
ovarian carcinoma cell lines, compared to other known antitumor agents, e.g.,

paclitaxel, compound AA, and epothilone B.
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Table 1. In vitro activity of 12,13-aziridinyl epothilones
S
Q.
Compound R HCT116 ICs, | R/S Ratio® | A2780 IC;s | R/S Ratio’
(nM)’ (M)
CC -H 42+28 3.1 3415 4.7
DD -CH; 0.37+0.13 0.6 0.25 £0.06 4.1
EE -CH,CH,OCH;| 0.40£0.25 0.8 022 £0.12 4.7
paclitaxel - 33+10 150 3121.0 22.1
AA - 12+£03 14.8 1.1 £04 3
Epothilone B - 0.40 £0.13 0.5 0.23 £ 0.09 2.5

Mean ICso £ SD calculated from four separate experiments,
* R/S ratio = HCT1 16 ICso/HCT116VM461Cs,
* R/S ratio = A2780 [C5o/A2780Tax ICs

[0115] Despife the antitumor activities of aziridinyl epothilone compounds

CC-EE, the only hydroxyl groups on these molecules available for conjugation to

folate are those found at the C; and C; carbon atoms. Consequently, having

researched a number of epothilone compounds and analogs, there remained a

challenge to discover a compound that would be readily available for conjugation to

folate, and which would demonstrate activity via si')ecific release of the active

epothilone moiety in the tumor cells.

[0116] The aziridinyl epothilone compound G was discovered, having the formula,

<l
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Compound G

[0117] Compound G (see Examples 2 and 3) proved surprisingly easy to conjugate
to folic acid to form Compound J (see Example 2) with relative affinity of 0.77 for
folate receptor, when compared to folic acid.

[0118] Unexpectedly, the polar hydroxy! group on the aziridine side chain did not
adversely affect the antitumor activity of the aziridine epothilone analogs. This is
important because it is the aziridine epothilone ana]'og, e.g., Compound G, that
mediates the antitumor effects upon release from folic acid. The potency of
Compound G, and three other highly potent epothilone analogs (ixabepilone,
Compound AA, and Compound BB) were evaluated by the colony formation assay
that is described above. The concentration needed to kill 90% of clonogenic KB
cancer cells (ICq) was determined after a drug exposure duration of 17 hours. As
shown in FIG. 3, compound G exhibited an [Cgo of 4.3 nM and was ~2, 4, and 6-
fold more potent than compound CC, compound AA, and ixabepilone, respectively.
[0119] Conjugation of compound G to form Compound J did not affect the
antitumor activity of compound G. Compound J demonstrated substantial cytotoxic
activity against tumor cells in vive. In the KB in vive FRa(+) tumor model,
compound J demonstrated activity both at is maximum tolerated dose (MTD) and at
two lower does levels that produced minimal toxicity (see FIG. 4). In contrast,
ixabepilone was active only at its MTD (5 pmol/kg). When compared at the MTDs,

compound J produced superior antitumor effects than ixabepilone (FIG. 4).
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Compound J
{0120] In contrast, with the FRa(-) M109 parent ;.1[1101' model, Compound J had
poor activity at all dose levels tested, including at its MTD (2.4 umol/kg), whereas
ixabepilone was active at its MTD of 5 ymol/kg. (FIG. 5). These results indicate
that the FRa (-) M109 is sensitive to ixabepilone and the inactivity of compound J is
likely largely a consequence of the absence of FRa expression by this tumor. These
results also provide evidence that the antitumor activity of compound J may be
mediated through the FRa receptors. '
[0121] Further evidence of the FRa mediated drug delivery mechanism of
compound J is provided by the observation that co-administration of a folate analog
at 20-fold excess of the dose of compound J could substantially compete with
compound J for receptor binding and protect FRa(+) 98M109 tumors from the
antitumor effects of compound J. (FIG. 6). Since Compound G and the conjugate
(Compound J) have surprising anti-tumor effects both in vitro and in vivo, and since
the antitumor activities of Compound J may be attributed to FRa(+)-mediated
effects, also described herein is the conjugation of aziridinyl epothilone analog

Compound G (see Examples 2 and 3) to form Compound J. (See Example 2).
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EXAMPLE 2: PREPARATION OF COMPOUND ]

o \)L o
N D)k \ "‘<\
BN, j/\u “cogH co,H
AN A
HaN” N7 N

(S)-2-(4-((2-amino-4-oxo-3.4-dihydropteridin-6-yl)methylam1no)bcnza1mdo)-5—((S)-
3-carboxy-1-((S)-1-((S)-3-carboxy-1-({R)-1-carboxy-2-(2-(2-((2-
((18,35,75,10R,118,125,16R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-tetramethyl-3-((E)-1-(2-
niethylthiazol-4-yl)prop- -en-2-yl)-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-
bicyclo[14.1.0]heptadecan-17-yl)ethoxy)carbonyloxy)ethyl)disulfanyl)ethylamino)-1-
oxopropan-2-ylamino)-5-guanidino-1-oxopentan-2-ylamino)- 1-oxopropan-2-

ylamino)-5-oxopentanoic acid

A. [1S-[1R*3R*(E),7R*1058* 11R*,12R*,165%]]-8,8,10,12-Tetramethy}-3-[I-
methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-7,11-bis[(triethylsily)oxy] -4,17-
dioxabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione

S

—

N

0
OSIEt,

[0122] To a stirred solution of Epothilone A (5.0 g, 10.1 mmol), imidazole (3.40 g,
49.9 mmol) and DIPEA (28.5 mL, 163.6 mmol) in anhydrous DMF (100 mL) under
N, atmosphere was added triethylsilyl chloride (15.0 mL, 89.4 mmol), After the

addition was complete, the reaction solution was warmed at 55 °C (oil bath
temperature) for 12 hr to give a single spot (tlc) of the destred product.
[0123] The above reaction was repeated two more times. The DMF of the
combined solution was distilled under high vacuum. The foamy residue was

purified by column chromatography (silica gel, E. Merck, 230-400 mesh, 600 g;
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5:95, 10:90 and 15:85 EtOAc/hexanes) to give 19.4 g (88.6%) of Compound A as a
white solid.,

[0124] HPLC: ES Industries FluoroSep RP Phenyl, 4.6 x 250mm, isocratic, 30

min, 100%B, (B =90% MeQH/H,0 + 0.2% H3PQ,), flow rate at 1.0ml/min, UV
254, t=23.15 min. LC/MS (ES+) 722 (M+H). .

B. Preparation of [4S-[4R*,75* 8R* 9R*,138%,145*,16R*(E)]]-14-Bromo-13-
hydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-[1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl] -4,8-
bis[(triethylsilyljoxy]-1-oxacyclohexadecane-2,6-dione

SiEn Ssiety
[0125] To a stirred solution of [1S-[1R*3R*(E),7R*,10S*,1 IR*,12R*165*]]-
8,8,10,12-Tetramethyl-3-[ 1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-7,11-
bis[(triethylsily)oxy] -4,17-dioxabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione (5.0 g, 6.92
mmol) in anhydrous dichloromethane (140 mL) at -20 °C under N, atmosphere was
added MgBr;-Et;0 (3 x 2.13 g, 24.78 mmol) in three portions every two hours while
maintaining an internal temperature below -5°C. After about 7 hr, the reaction
mixture was diluted with dichloromethane and washed with sat. NaHCQO; (2 x),
dried over anhydrous Na;SQO, and evaporated in vacuum to give a foam. The
residue was purified by column chromatography (silica gel, E. Merck, 230-400
mesh, 180 g; 5:95,7.5:92.5 and 12.5:87.5 EtOAc/ﬁexanes) to give Compound B (2.5
g, 45% yield) as a white foam along with recovered starting material (0.9 g, 18%).
[0126] HPLC: ES Industries FluoroSep RP Phenyl, 4.6 x 250 mm, isocratic, 30
min, 100%B, (B = 90% MeOH/H,0 + 0.2% H3PO,), flow rate at 1.0ml/min, UV
254, 1 =14.37 min.(100% pure) LC/MS (ES+): 802 (M+H).
C. Preparatioh of [4S-[4R*,75* 8R* IR *,135% 14R*,16R*(E)]]-14-Azido-13-
hydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-[1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl] -4,8-
bis[{triethylsilyl)oxy]-1-oxacyclohexadecane-2,6-dione
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[0127] To a solution of [4S-[4R*,7S* 8R* ,9R*,135*,145*,16R*(E)]]- 14-Bromo-
13-hydroxy-5,5,7,9-tetramethyl- 16-[ 1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl] -

4,8-bis[(triethylsilyl)oxy]-1-oxacyclohexadecane-2,6-dione (9.9 g, 12.3 mmol) in
1.2 L of DMF were added sodium azide (8.01 g, 123.3 mmol) and 18-crown-6 (3.26
g, 12.3 mmol) at RT under N, atmosphere. The clear solution was stirred
mechanically at rt for 7 days. The solution was diluted with EtOAc (4 L), and
washed with H,O (6 x 3 L). The organic layer was dried (Na;SQ,), and then
evaporated to give 9.2 g of the crude product. Column chromatography (silica gel
450 g, 5 - 15% EtOAc/hexane) furnished 6.7 g (71% yield) Compound C as a white
foam.

[0128] HPLC: YMC ODS-A S5, 4.6 x 50mm, isocratic, 30 min, 100%B. (B =
90% MeOH/H;0 + 0.2% H;PO,), flow rate at 4.0mL/min, UV 254 nm, t =2.00 min.
LC/MS (ES+) 765 (M+H). _

D. Preparation of [4S-[4R*,75*,8R* 9R*,13R*,14R* 16R*(E)]]-14-Azido-
5,5,7,9-tetramethyl-16-[1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-13-[(4-

nitrobenzoyl)oxy]- 4,8-bis[(triethylsilyloxy] - l-oxacyclohexadecane-2,6-dione
NO,

OH [o} o)
S Nj., A S Na., -
—<'N ]\) KK\ /) .OSiEty —QNM (’ /\E)SiEtg
° o _ © lsied
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[0129] [4S-[4R*,7S* 8R* 9R* 135* 14R* [6R*(E)]]-14-Azido-13-hydroxy-
5,5,7,9-tetramethyl-16-[ 1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl] -4,8-
bis[(triethylsilyl)oxy]-1-oxacyclohexadecane-2,6-dione (7.0 g, 9.15 mmol), 4-
_nitrobenzoic acid (3.82 g, 22.9 mmol), and triphenylphosphine (6.0 g, 22.9 mmol)
were dissolved in THF (100 mL). Diethylazodicarboxylate (9.0 mL. of 40% solution
in toluene, 22.9 mmol) were added over a period of 5 minutes. The reaction mixture
was maintained at RT for 4 hr, concentrated and purified by silica gel
chromatography (stepwise gradient from 5% ethylacetate/hexanes to 15%
ethylacetate/hexanes) to isolate the nitrobenzoate ester as a white foam (7.3g, 87%).
[0130] LC-MS: Phenomenex C18, 4.6 x 50 mm, isocratic, 15 min, 100%B. (B =
90% MeOH/H,0 + 0.1% TFA), flow rate at 4.0 mL/min, UV 220 nm. Retention
time = 8.9 min. MS (ESI) M+H = 886.7
E. Preparation of [4S-[4R*,75*,8R*,9R*,13R*,14R*,16R*(E)}]]-14-Azido-13-
hydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-lﬁ-[l-methyl-z-(zjmethyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-4,8-
bis[(triethylsilyl}oxy] -1-oxacyclohexadecane-2,6-dione

S
<\N]\)..,, OSiEt

iEl?
[0131] The nitrobenzoate ester Compound D (7.3g, 7.98 mmol) was dissolved in

ethyl acetate (35 mL) and cooled to 0°C. Ammonia in methanol (350 mL of 2M
solution in methanol) was added, and the reaction mixture stirred at RT for 4 hr,
concentrated and purified by silica gel chromatography (stepwise gradient from 10
% ethylacetate/hexanes to 30% ethylacetate/hexanes) to isolate [4S-

[4R*,75* 8R*,9R*,13R*,14R*,16R*(E)]]- 14-Azido-13-hydroxy-5,5,7,9-
tetramethyl-16-[1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-4,8-
bis[(triethylsilyl)oxy] - 1-oxacyclohcxadecane-Z,6-_:dione as a glassy white solid
(5.97g, 98%). | -
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f0132] LC-MS: Phenomenex C18, 4.6 x S0mm, isocratic, 5 min, 100%B. (B =
90% MeOH/H,0 + 0.1% TFA), flow rate at 4.0 mL/min, UV 220 nm, Retention
time = 2.25 min. MS (ESI) M+H = 765.66

F. Preparation of [1S-[1R*3R*(E),7R*,108*,11R*,12R*,165%]]-8,8,10,12-
Tetramethyl-3-{1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl}-7,11-
bis[(triethylsilyl)oxy]-4-oxa-17-azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione

_4:]\_) L OSiEly
o
) o
. it

[0133] [4S-[4R*,75*,8R* 9R* 13R* 14R*,16R*(E)])-14-Azido-13-hydroxy-
5,5,7,9-tetramethyl-16-[ 1-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-4,8-
bis{(triethylsilyl)oxy] - l-oxacyclohexadecane-2,6-dione (5.97 g, 7.8 mmol) and

triethylamine (4.34 mL, 31.2 mmol) were dissolved in dichloromethane (85 mL) and
cooled to 0 °C. Methanesulfonylchloride (1.8 mL, 23.4 mmol) was added dropwise
over a pericd of 5 min. After 10 min, the reaction mixturcf, was removed from the ice
bath, and stirred at RT. After 3 hr, the reaction mixture was taken-up in saturated
NaHCO; (300 mL), extracted with dichloromethane (3 X 100 mL), dried over
Nay30, concentrated and taken to next step without further purification.

[0134]) The crude methanesulfonate ester was dissolved in THF/H-0O (12:1, 130
mL). Triethylamine (2.2 mL, 16 mmol) and trimethylphosphine (16 mmol, 16 mL
of 1.0 M sclution in THF) were added, and the reaction mixture was stirred at RT.
After 3 hr, the reaction was heated at 45°C for 7 hr, concentrated and purified by
silica gel chromatography (stepwise gradient from 2% methanol/chloroform to 5%
methanol/chloroform) to isolate Compound F as a white solid (5.08 g, 883% for two
steps).

[0135] L.C-MS: Phenomenex C18, 4.6 x 50 mm, isocratic, 5 min, 100%B. (B =
90% MeQH/H,0 + 0.1% TFA), flow rate at 4.0 mi./min, UV 220 nm. Retention
time = 0.298 min. MS(ESD M+H =721.58
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G. Preparation of [1S-[1R* 3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R*,165%]]-7,11-
Dihydroxy-17-[2-hydroxyethyl}-8,8,10,12-tetramethyl-3-[1-methyl-2-(2-methyl-
4-thiazolyl)ethenyl]-4-oxa-17-azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione

HL} “?
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[0136] K,COs (1.4g, 10.2 mmol) and 2-bromoethanol (0.52 mL, 7.3 mmol) were
added to [IS-[1R*,3R*(E),7R*,IOS*,11R*,12R*,16S*]]-8,8,10,IZ-Tetramethyl-3-
[I-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-7,11-bis[{triethylsilyl)oxy]-4-oxa-17-
azabicyclo[14.1.0]Jheptadecane-5,9-dione (1.05 g, 1.46 mmol) in acetonitrile (20
mL) and heated to 82°C. After 4 hr, additional 2-bromoethanol (0.52 mL, 7.3 mmol)
and K;CO4 (1.4 g, 10.2 mmol) were added. After 5 hr, additional 2-bromoethanol
(0.21 mL, 2.92 mmol) was added. After 3 hr, the reaction mixture was cooled to
room temperature, filtered through Celite, washed with acetonitrile (5 X 5 mL),
dichloromethane (2 X 5 mL), concentrated and taken to next step Without further
purification.

[0137] The crude reaction product was dissolved in dichloromethane (40 mL),
cooled to 0°C, and trifluoroacetic acid (8.0 mL) was added. After 1 hr, the reaction
mixture was concentrated, taken-up in saturated NaHCQO5 (200 mL), extracted with
dichloromethane (3 X 100 mL), dried over Na,SOy, concentrated, and purified by
silica gel chromatography (10% methanol/dichlorémethane) to isolate [1S-
[1R*,3R*(E),7R*,IOS*,11R*,12R*,165*}]-7,11-]5ihydroxy-17-[2-hydroxyethy1]-
8.8,10,12-tetramethyl-3-[ I-methyl-2-(2-methyl- 4-thiazolyl)ethenyl]-4-oxa-17-
azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione (Compound G), as a clear film (0.62g,
79% for two steps).

[0138] LC-MS: Waters Sunfire C18, 4.6 x 50mm, gradient, 0 to100%B over 4 min.
(A= 10% MeOH/H;0 + 0.1% TFA; B = 90% MeOH/H;0 + 0.1% TFA), flow rate at
4.0 mL/min, UV 220 nm. Retention time = 2.12 min. MS (ESI) M+H = §37.52.
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H. Preparation of (S)-2-(4-((2-amino-4-o0xo0-3,4-dihydropteridin-6-
yl)methylamino)benzamido)-S-((S)-3-carb0xy-i—_((S)-1-((S)-3-carboxy-1-((S)-1-
carboxy-2-mercaptoethylamino)-1-oxopropan-2-ylamino)-S-guanidino-1- .

oxopentan-Z-ylamino)-l-oxopropan-2-ylamino)-S-oxopentanoic acid

HNg NH,

[0139] (S)-2-(4-((2-amino-4-0x0-3,4-dihydropteridin-6-
yl)methylamino)benzamido)-5-((S)-3-carboxy-1-((S)-1-((S)-3-carboxy-1-((S)-1-
carboxy-2-mercaptoethylamino)-1-oxopropan-2-ylamino)-5-guanidino-1 -oxopentan-
2-ylamino)-1-oxopropan-2-ylamino)-5-oxopentanoic acid was synthesized by solid
phase peptide synthesis in five steps starting froni H-Cys(4-methoxytrityl)-2-

chlorotrityl-resin. The Table 2 shows the amount of reagents used in the synthesis.

TABLE2

Mmol  [Equiv. MW amount
H-Cys(4-methox ytrityl)-2-
chlorotrityl-Resin 1.14 20¢g
(loading 0.57mmol/g) '
Fmoc-Asp(OtBu)-OH n
(dissolve in 15mL DMF) Lia )2 LS 10938
Fmoc-Arg(Pbf)-OH "
(15mL DMF) 1.14 2 648 1477 g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH n
(dissolve in 15mL DMF) 114 < 4115 10938 ¢
Fmoc-Glu-OtBu

2
(15mL DMF) 1.14 2 4255 0.970¢g
N'"TFA Pteroic Acid
g

(dissolve in 15mL DMSO) 114 1.25 408 0.581¢
DIPEA 1.14 4 174 0.793
PyBOP 1.14 2 520 1.185 g

[0140] The following procedures were used:

PCT/US2007/069740
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Coupling steps:

[0141] To the resin in a peptide synthesis vessel were added the amino acid
solution, DIPEA, and PyBOP. The mixture was bubbled for 1hr and washed 3X
with DMF and isopropyl alcohol. FMQOC deprotection was effected by treatment
with 20% piperidine in DMF, 2X (10min), before each amino acid coupling. This

sequence was repeated for each amino acid coupling step.

Synthesis of N'O-TF_A-protected pteroic acid:

[0142] To 10 L of 0.1 M tris base solution (121.1”g tris base in 10 L water) ina 22
L mechanically-stirred round bottomed flask, equipped with a heating mantle, was
added 200 g (0.453 mole) of folic acid. The mixture was stirred to dissolve the folic
acid, and then 500 mg (3.67 mmole) zinc chloride was added. Carboxypeptidase G
(13 x 20 unit vials available from Sigma) was added and the pH was adjusted to 7.3
with 1N HCI and maintained throughout the reaction. The mixture was protected
from light and heated at 30°C for 8-10 days (use o_f'; an auto-titrator to hold the pH
constant reduced the conversion time by 4-5 days). The reaction was monitored by
analytical HPLC until 80% conversion was achieved (further conversion is desirable
but has not been optimized). The product was precipitated from the reaction mixture
by adjusting the solution to pH=3.0 using 6N HCI. The slurry was transferred to a
centrifuge vial and centrifuged at 4000 rpm for 10 min. The supernatant was
decanted. The wet solid was then directly purified as follows (the wet solid could be
frozen for storage or first freeze-dried; however, storage of wet solids in the freezer
until dissolution was more efficient). To 40 g of crude pteroic acid in 700 mL of
water was added 1.0 M NaOH until pH=11.5. The mixture was filtered (Whatman
type 1) and then chI':omatographed (column: 10 x f20 cm; stationary phase: 8 kg
DEAE cellulose; mobile phase: 1.0 M NaC]/0.0i M NaOH, pH=11.5; flow rate: 17
ml/min). One liter yellow-colored fractions were collected and analyzed by HPLC.
Fractions containing pure pteroic acid were adjusted to pH=3 with 6 M HCl to
precipitate pteroic acid. The mixture was centrifuged at 3000 rpm for 20 min. The
supernatant was decanted and washed with water (3x). The solid was freeze-dried

for at least 72 hr. The impact of residual water on:the next reaction is not known.
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[0143] The pteroic acid was further dried over P,Os under high vacuum for over 24
hr (note that similar resulis in the protection step were obtained without this
additional drying step). Next, 100g (0.32 mol) of pteroic acid was addedtoa S L
round bottom ﬂask,‘equipped with a mechanical stirrer and an argon inlet, and stored
under high vacuum overnight. Argon gas was added followed by 3500 g (2316 mL)
of trifluorcacetic anhydride. The flask was sealed with a rubber stopper or argon
inlet adaptor, and then stirred vigorously. The flask was protected from light and
stirred at room temperature under argon atmosphere for 7 days (the reaction was
monitored by HPLC of aliquots diluted 20x each with water and DMSQ). The
mixture was rotary evaporated to dryness and treated with 2.5 L of 3%
triflucroacetic acid in water. The mixture was stir;ed overnight at room temperature
to hydrolyze anhydride by-products. Rotary evaporation gave a dry solid. The solid
was suspended in 2 L of water and then centrifuged in 250-mL centrifuge bottles at
3000 rpm for 20 min. The supernatant was removed and the solid was washed with
water and centrifu ge_d (4 times). The solid was freeze-dried for 3 days, transferred
to amber bottles, and dried under high vacuum in the presence of P,Os for 2 days

(Purity >95%; residual TFA assessed by Elemental Analysis).

Cleavage step:

[0144} The protected intermediate was released from the resin using the cleavage
reagent prepared from 92.5% (50mL) TFA, 2.5% (1.34mL) H,0, 2.5% (1.34mL)
Triisopropylsilane, and 2.5% (1.34mL) ethanedithiol. The cleavage reagent was
added to the reaction vessel (25mL). Argon was bubbled through the mixture for
1.5 hr. The liquid was drained from the vessel, and resin was washed with
remaining reagent (3 X 8mL). The volatiles were concentrated by rotary
evaporation to a volume of 10 mL. Diethyl ether (35.0 mL.) was added to effect
precipitation. The solid was collected by centrifugation and dried to give 1.25 g of

cleavage product.
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Deprotection step:

[0145] The N'-trifluoroacetyl protecting group in the pteroic acid portion was
removed under basic conditions. Starting with 250 mg of protected intermediate in
10 mL water, the pH was adjusted to 9.3 and maintained for 1 hr using 4:1
H,0:ammonium hydroxide (1 - 2 mL). After lhr, the pH was adjusted to 5 with IN
HCI(~1 mL) and the product was purified on preparative HPLC to yield 125 mg of
Compound H. g

HPLC Purification conditions:

[0146] Column: Waters NovaPak C s 3de19mm

[0147] Solvent A: Buffer 10mM Ammonium Acetate, pH=5

[0148] Solvent B: Acetonitrile

[0149] Elution: 1%B to 20%B in 40min at 15mL/min

[0150] Total yield from combined reactions: 625 mg

L Preparation of 2-((1S,3S,75,10R,11S,125,16R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-
tetramethyl-3-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-y1)-5,9-dioxo-4-0xa-17-
aza-bicyclo[14.1.0]heptadecan-17-yl)ethyl 2-(2-(pyridin-2-yl)disulfanyl)ethyl
carbonate

1. Preparation of 2-(2-(Pyridin-2-yl)disulfanyl)ethanol

N S. /\/OH
-

[0151] To a solution of methoxycarbony! sulfenyl chloride (10 mL, 110 mmol), in
dichloromethane (100 mL), cooled to 0 °C, was added mercaptoethanol (7.6mL, 110
mmol), dropwise. The reaction mixture was allow;e'd to stir at 0 °C for 30 min. At
this point, a solution of 2-mercaptopyridine (12.2 g, 110 mmol) in dichloromethane
(160 mL) was added. The solution was allowed to react at 0 °C for 1 hr and then
was allowed to warm to RT for another 1 hr. Solid product was observed to have
fallen out of solution. TLC (1:1 Pet Ether/EtOAc) showed that significant product
had been formed. The reaction mixture was concentrated to a volume of 125 mL.

The mixture was filtered through a Buchner funnel. The filter cake was washed with
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dichloromethane and then dried under vacuum overnight to afford 2-(2-(Pyridin-2-
yl)disulfanyl)ethanol (23.6 g), as the HCl salt.
[0152] TLC: Rf=0.45
[0153] Plates — EMD Silica Gel 60 Fasq, 5 X 10 cm, 250 M
2. Preparation of Benzo[d][1,2,3]triazol-1-yl 2-(2-(pyridin-2-

yhydisulfanyl)ethyl carbonate

4

i
i
11 o dphosgesc [js‘s’\’ 1’0 Leq HOBG 1 eq BN SI
. Lleg B1,N R A
N S g OH LA S R, A g
o, CHah Q’NL

{0154] A solution of diphosgene (2.28 g, 11.5 mmol) in 15 mL anhydrous
dichloromethane was stirred under argon in a roundbottom flask and cooled by a
ice/salt bath., An addition funnel with a mixture of'2-(pyn’din-2-yldisulfanyl)ethanol
(5.01 g, 22.4 mmol) and triethylamine (2.25 g, 22.2 mmol) in 65 mL anhydrous
dichloromethane was placed onto the roundbottom flask. The mixture was added
dropwise over a period of 20 min. The reaction mixture was allowed to warm to RT
and stirred for an additional 1 hr. TLC analysis of the reaction mixture showed that
the starting material was consumed and there was formation of a “streaking” less
polar chloroformate product, TLC (6:4 EtOAc:He)f;anes): Ry: of starting material
0.4; Rg of chloroformate product: 0.8.

[0155] The reaction.mixture was stirred in a roundbottom flask under argon and
cooled by an ice/salt bath. A mixture of 3.02 g, 22.4 mmol HOBt and 2.23 g, 22.0
mmol triethylamine in 10 mL anhydrous dichloromethane was added to a dropping
funnel affixed to the roundbottom flask. The mixture was slowly added to the
roundbottom flask maintaining the reaction temperature at 2°C. The reaction
mixture was allowed to warm to RT and stirred overnight. Approximately 27 mL of
dichloromethane was then distilled from the reaction mixture at atmospheric
pressure. The mixture was then allowed to cool to RT and stir for 2 hr. The solids
were collected by filtration, and the filter cake was' washed with 20 mL of

dichloromethane. The solids were then dried under vacuum at 40°C on a rotary
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evaporator to afford 7.81 g of off-white solids. This product was analyzed by 'H-
NMR and determined to be the desired product.

3. Preparation of 2-((1S,35,7S,10R,1185,12S,16R)-7,11-dihydroxy-
8,8,10,12-tetramethyl-3-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-y1)-5,9-dioxo-4-
oxa-17-aza-bicyclo[14.1.0}heptadecan-17-yl)ethyl 2-(2-(pyridin-2-yl)disulfanyl)ethyl

carbonate

o}

Hoﬂ PyS’S\/\O)\O/j
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[0156] To a solution of [1S-[1R*,3R*(E),7R*,1058*,1 1IR*,12R*,165*]]-7,11-

Dihydroxy-17-[2-hydroxyethyl]-8,8,10,12-tetramethyl-3-[1-methyl-2-(2-methyl- 4-

WOH

thiazolyl)ethenyl]-4-oxa-17-azabicyclo[14.1.0}heptadecane-5,9-dione in anhydrous
dichleromethane at 0°C was added DMAP (1.2 eq.S and benzo[d][1,2,3]triazol-1-y]
2-(2-(pyndin-2-yl)disuifanyl)ethyl carbonate (1.0 eq.) in tandem. The reaction
mixture was stirred at 0°C under argon and monitored by TLC every 10 min.
Additional DMAP (1.2 eq.) and Compound I (2)(1.0 eq.) were added as necessary
until all of Compound G was consumed. The reaction was quenched with MeOH (1
- mL) at 0°C, the solvent was removed under vacuum, and the residue was purified by
chromatography (silica gel, 2.5-5% MeOH in DCM) to afford the title compound as
a beige solid. Compound amounts and recoveries are listed below in Table 3. Total

yield from 2.95 g of Compound G was 2.80 g (67.9%) of Compound L.

TABLE 3
Compound G | Compound1 |{DMAP DCM Compound 1
(mg) (2} (mg) (mg) (mL) | (mg) "
Batch #1 | 303 197 x 3 828x3 |80 204
Batch #2 [ 952 683 x 3 260 x 3 22.0- 984
Batch #3 | 921 661 x 3 251x3 22.0 761
Batch #4 {775 556 x 3 211x3 18.0 851
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* Each chromatographic purification typically gave pure product along with some
impure (80-90% purity) product. The impure product was combined with the crude
product from the next batch for chromatographic purification. For batches #2 and 4, .

two chromatographic purifications were carried out.

J. Preparation of (5)-2-(4-((2-amino-4-ox0-3,4-dihydropteridin-6-
yDmethylamino)benzamido)-5-({(S)-3-carboxy-1-((S)-1-({S)-3-carboxy-1-((R)-1-
carboxy-2-(2-(2-((2-((1S,35,75,10R,118S,12S,16R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-
tetramethyl-3-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-yl)-5,9-dioxo-4-oxa-17-
aza-bicyclo[14.1.0]heptadecan-17-yl)ethoxy)carbonyloxy)ethyl)disulfanyl)
ethylamino)-1-oxopropan-2-ylamino)-5-guanidine-1-oxopentan-2-ylamino)-1-

oxopropan-2-ylamino)-S-oxopentanoic acid
O
Pys’s\/\o

/O’)?\mgf"/\rn-Asp—Arg-Asp—Cys + _—« l) Q’%\

cos 4 ’s\/\Oj\O/j
\/lL s o
LYY fosaatapten .ol

\co H
o

C OH O
[0157] To 15 mL of H>O (bubbled with argon for 10 min before use) was added to
(5)-2-(4-((2-amino-4-oxo-3,4-dihydropteridin-6-yl)methylamino)benzamido)-5-((S)-
3-carboxy-1-((S)-l-((S)-3wcarboxy—1-((S)-1-carboicy-’l—mercaptoethy]amino)-1-
oxopropan-2-ylamino)-5-guanidino-1-oxopentan-2-ylamino)- 1-oxopropan-2-
ylamino)-5-oxopentanoic acid (498 mg, 0.534 mmol) in a 50 mL size centrifuge

tube. To this suspension, while bubbling with argon, was added dropwise saturated
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NaHCOs solution (bubbled with argon for 10 min before use) until the pH of the
resulting solution reached 6.9. 2-((15,35,7S,10R,118,12S,16R)-7,11-dihydroxy-
8,8,10,12-tetramethyl-3-((E)- 1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-yl)-5,9-dioxo-4-
oxa-17-aza-bicyclo[14.1.0]heptadecan-17-yl)ethyl 2-(2-(pyridin-2-
yDdisulfanyl)ethyl carbonate (400 mg, 0.534 mmol) in THF was added quickly and
the resulting homogenous solution was stirred under argon for 30 min. The reaction
progress was checked by analytical HPLC at 15 min. The product peak came out at
~ 6.4 min under analytical HPLC conditions. The mixture was diluted with ~15 mL
of phosphate buffer and the THF was removed under vacuum. The cloudy solution
was centrifuged and filtered. The yellow filtrate was divided into two portions and
purified by preparative HPLC. Pure fractions (>98% pure) were pooled and freeze-
dried. Tail fractions (<98% pure) were collected and re-purified for every 3-6
chromatography runs to provide 700 mg of the title compound as a white powder
(contains 11.8% by weight of water and 8.7% by weight sodium and sodium

phosphate salts, as determined by Karl Fischer and elemental analyses).

Preparative HPLC parameters:

[0158] Column: Waters Nova-Pak HR C18 6um 30x300 mm
[0159] Mobile phase A; 7.0 mM sodium phosphate buffer, pH=7.2
[0160] Mobile phase B: acetonitrile

[0161] Method: 10%B-50%B in 30 min, flow rate: 40 mL/min

Analytical HPLC parameters: _

[0162] Column: Waters Symmetry C18 3.5um 4.6%{75 mm

[0163] Mobile phase A: 10 mM Triethylammonium acetate (TEAOACc) buffer,
pH=75

[0164} Mobile phase B: Acetonitrile

[0165] Method: 20%B-40%RB in 10 min, flow rate; 1.0 mL/min

Accurate mass m/z (C67H92N1502253);
[0166] Calculated: 1570.58907 (M+2H), 785.29454 (M+2H)*", 523.86563
(M+3H)™, 393.15118 (M+4H)*
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[0167] Found: (M+2H)** at 785.29100 (4.5 ppm), (M+3H)*" at 523.86431 (2.5
ppm), (M+4H)* at 393.14996 (3.1 ppm)
[0168]

EXAMPLE 3: ALTERNATIVE PREPARATION OF COMPOUND J

JH \cozH

N

(S)—2—(4-((2-amino-4—0xo-3,4-dihydropteridin-6-yl)methy]am1no)benzamldo)-5-((S)-
3-carboxy-1-((8)-1-((S)-3-carboxy-1-((R)-1-carboxy-2-(2-(2-((2-
((1S,3S,7S,10R,118,128,16R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-tetramethyl-3-((E)-1-(2-
methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-yl)-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-
bicyclo(14.1.0lheptadecan-17-yl)ethoxy)carbonyloxy)ethyl)disulfanyl)ethylamino)-1-
oxopropan-2-ylamino)-5-guanidino-1-oxopentan-2-ylamino)- 1 -oxopropan-2-

ylamino)-5-oxopentanoic acid

3A.  Preparation of [4S,7R,88,10R,9S,13R,IGS]-4,8,13-trihydroxy-14-i0d0-
5,5,7,9-tetramethyl-16-[(E)-1-[2-methylthiazol-4-yl]prop-1-en-2-yl]
oxacyclohexadecane-2,6-dione,

o} 0
[0169] Epothilone C (54.3 g, 113.7 mmol) was dissolved in acetonitrile (480 mL)
and water (50 mL). The solution was cooled to -5°C to -10 °C. lodine (144.3 g,

568.4 mmol) was added to the reaction and the reaction was held at least for 15 hr.
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[0170] The reaction was quenched with 15% sodium metabisulfite sclution (900
mL). The mixture was extracted with ethyl acetate (2 x 1.1 L}. Organic phases were
collected and washed successively with saturated sodium bicarbonate solurion (675
mL) and saturated sodium chloride solution (675 mL). The solvents were
evaporated under reduced pressure to give crude Compound A as yellow oil (85.6

g). The Compound A was vsed in next reaction without further purification.

[0171] HPLC: Phenomex Luna C8 (2) 3um, 4.6 x 150mm, isocratic, 18 min,
36%B, 17 min, 56%B, (Mobile phase A = 0.01M NH4OAc in ACN:Water (5:95),
Mobile phase B = 0.01M NH40Ac in ACN:Water”(QS:S)), flow rate at 1.0ml/min,
UV 245, Rt = 22.4 min.

3B. Preparation of [1R,3S,7S,10R,118,125,16S]-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-
tetramethyl-3-[(E)-1-[2-methylthiazol-4-yl]prop-1-en-2-yl] -4,17-
dioxabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione.

[0172] [4S,7R,85,10R,9S,13R,16S8}-4,8,13-trihydroxy-14-iodo-5,5,7,9-tetramethyl-
16-[(E)-1-[2-methylthiazol-4-yl]prop-1-en-2-yl] oxacyclohexadecane-2,6-dione
(85.6 g) was dissolved in acetonitrile (670 mL) and water (130 mL). Triethylamine
(135 mL, 968.5 mmol) was added to the solution. The reaction was heated to 50°C
to 60 °C for at least 8 hr.

[0173] After it was cooled to RT, the solution was concentrated under reduced
pressure. The residue was diluted with EtOAc (1.2 L) and washed with saturated
sodium chloride solution (3 x 500 mL). The solvents were evaporated under
reduced pressure to give the crude product as yellow oil. Purification by silica gel
pad filtration (silica gel 700 g, 66% EtOAc in heptane, 2 x 4 L, and | x 3 L) afforded
Compound B as foam (50.3 g, 90% yield) with HPLC AP 80.
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[0174] HPLC: Phenomex Luna C8 (2) 3um, 4.6 x 150ﬁ1m, isocratic, 18 min,
36%B, 17 min, 56%B, (Mobile phase A = 0.01M NH40Ac in ACN:Water (5:95),
Mobile phase B = 0.01M NH4CAc in ACN:Water (95:5)), flow rate at 1.0ml/min,
UV 245, Rt = 15.0 min.

3C/3D. Preparation of (4S,7R,8S,9S,13R,14R,16S)-13-Azido-4,8,14-
trihydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-
yhoxacyclohexadecane-2,6-dione and (4S,7R,8S,9S,13S,148,16S)-14- Azido-
4,8,13-trihydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-
2-yl)oxacyclohexadecane-2,6-dione.

B:1 ratio
[0175] To a stirred solution of epi-Epothilone-A (14.35 g, 29.07 mmol) in ethanol
(240 mL) and water (48 mL) was added sodium azide (11.45 g, 174.41 mmol) and
ammonium chloride (3.14g, 58.14 mmol). The mixture was stirred at 60 °C for 17-
20h. Volatiles were evaporated on the rotary evaporator under reduced pressure
below 50 °C. The residue was dissolved in ethyl acetate (287 mL) and water (50
mL) mixture. Phases were separated and the bottom aqueous phasé was extracted
with ethyl acetate (115 mL). The combined organic phases were washed with 25%
aqueous sodium chloride (brine) solution. Solvent was evaporated under reduced
pressure and the residue was passed through a pad Jof silica gel eluting with ethyl
acetate/n-heptane (2:1) mixture. Evaporation of the solvent under reduced pressure
provided regio-isomeric mixture of azido-alcohols, (4S,7R,8S,9S,13R,14R,16S)-13-
Azido-4,8,14-uihydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-((E)- 1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-
1-en-2-yhoxacyclohexadecane-2,6-dione and (4S,7R,85,95,135,14S,16S)-14-Azido-
4,8,13-trihydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-
yloxacyclohexadecane-2,6-dione in ~6:1 ratio (12.8 g, 82%) as a white foam.
[6176] LC-MS: Phenomenex Luna C8(2) column: 3 um, 4.6 x 50 mm. Gradient: 15
min, 0%B to 100% B in 10 min, then 100% B for 5 min. Mobile phases: A =0.01 M
NH40Ac in CH3CN/H;0 5:95; B = 0.01 M NH40Ac in CH;CN/H,0 95:5. Flow
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rate: 3.0 mL/min. Wavelength: UV 250 nm. Retention time = 5.52 min. MS (ESI)
(M+H)* = 537.69

[0177] This reaction also works in other solvents like, acetone, acetonitrile,
tetrahydrofuran, 2-propanol, dimethylformamide, methylsulfoxide and N-methyl-
pyrrolidinone.

[0178] Tertrabutylammonium azide reagent also can bé used instead of sodium

azide/ammonium chloride

'

3E.  Preparation of (1S5,35,75,10R,115,12S16R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-
tetramethyl-3-({E)-1-(2-methylthiazol-4-yI)prop-1-en-2-yl)-4-oxa-17-
azabicyclo(14.1.0)heptadecane-5,9-dione.

[0179] To a stirred solution of (45,7R,85,95,13R,14R,16S)-13-Azido-4,8,14-
trihydroxy-5,5,7,9-tetramethyl-16-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-
yl)oxacyclohexadec&ine-&6—dione and (4S,7R,SS,§S,1SS,14S,165)-14—Azid0-4,8,13-
trihydroxy-5,5,7,9-tetramethyl- 16-((E)- 1-(2-methyithiazol-4-yl)prop-1 -en-2-
yloxacyclohexadecane-2,6-dione mixture (12.8 g, 23.85 mmol) in anhydrous
acetonitrile (90 mL) was added triphenylphosphine (9.48 g, 35.77 mmol) under
nitrogen atmosphere. The clear solution was stirred at 20-40 °C for 19-40h. The
reaction mixture was cooled to 0-5 °C for 3-4h and filtered the product. The cake
was washed with heptane (64 mL) and dried at 40 °C under reduced pressure for 15-
18h to give (15,35,7S,10R,1185,12516R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-tetramethyl-3-
((E)-1-(2-methylthiazol-4-yhprop-1-en-2-yl)-4-oxa-17-
azabicyclo(14.1.0)heptadecane-5,9-dione as a white solid (5.41 g, 46%).

LC-MS: Phenomenex Luna C8(2) column: 3 pm, 4.6 x 50 mm. Gradient: 15 min,
0%B to 100% B in 10 min, then 1OO%VB for 5 min. Mobile phases: A =001 M
NH;0Ac in CH;CN/H,0 5:95; B =0.01 M NH;4OAc in CH3;CN/H,0 95:5. Flow rate:
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3.0 mL/min. Wavelength: UV 250 nm. Retention time = 4.43 min. MS (ESI) (M+H)"
=493.68 ‘

[0180] This reaction also works with other phosphines like, tricyclohexylphosphine,
trimethylphosphine, tributylphosphine and (:ris(4-1ifethoxypheny])-phosphinc and
another solvent tetrahydrofuran.

3G. Preparation of [1S-[1R*,3R*(E),7R*,108*,11R*,12R*,165%]]-7,11-

Dihydroxy-17-[2-hydroxyethyl]-8,8,10,12-tetramethyl-3-[1-methyl-2-(2-methyl-
4-thiazolyl)ethenyl]-4-oxa-17-azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione

[00100]
HN, Ho’ﬁN
BrCH,CH,OH 3

—E\w”" ‘\OH Eth. éHgéN S OH

N o - L N A W

A N o
O OHO O QO
Chemical Formula: CstgoNzOsS e OH
Exact Mass: 492.27 Chemical Formula: Co5HggN2OgS
Molecular Weight: 492.67 Exact Mass: 536.29

Molecular Weight: 536.72
[0181} Et3N (4.95 mL, 35.52 mmol) and 2-bromoethanol (3.02 mL, 42.62 mmol)
were added to (1S,35,75,10R,118,1258,16R)-7,11-dihydroxy-8,8,10,12-tetramethyl-
3-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop- 1-en-2-yl)-4-oxa-17-
azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione, 3.50 g, 7.10 mmol) »in acetonitrile (35 mL)
and heated to 72.5 °C. After 20 hr, the reaction mixture was cooled to room
temperature, concentrated to dryness through rotur:y vacuum distillation. The crude
was dissolved in ethyl acetate (50 mL) and mixed with deionized water ( 35 mL)).
The mixture was extracted with ethyl acetate (3 x 35 mL), dried over Na,SOj,
filtered, concentrated, crystallized in acetonitrile (35 mL), washed with acetonitrile
(2 x 5mL), and dried in vacuum oven at 45 5 °C overnight to isolate
(15,38,7S,10R,118,128,16R)-7,11-dihydroxy-17-(2-hydroxyethyl)-8,8,10,12-
tetramethyl-3-((E)-1-(2-methylthiazol-4-yl)prop-1-en-2-yl)-4-oxa-17-
azabicyclo[14.1.0]heptadecane-5,9-dione as a white crystalline powder (2.60g,
HPLC AP 97.1, 68.2% yield).
[0182] LC-MS: Phenomenex C8, 3 um, 4.6 x 150mm, gradient, 10 to50%B over
10 min, and stop at 20 min. (A= 5% MeCN/H,0 +0.01 M NH,0Ac; B=95%



o

S ANEETY

WO 2007/140298 PCT/US2007/069740

- 69 -

MeQOH/H,0 + 0.01 M NH,OAc), flow rate at 1.0 mL/min, UV 254 nm. Retention
time = 9.43 min. MS (ESI) M+H = 537.21.

[0183] An ordinarily skilled artisan will recognize that Compound 3G as prepared
by this Example 3 is identical to Compound G as prepared by Example 2, and thus,
Compound 3G may‘ be used to prepare Compounds H, [, and J, the methods of

preparation and compounds of which are described in Example 2.
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WE CLAIM:
L. A conjugated compound having the formula (I},

v T Q M

@,
or a pharmaceutically-acceptable salt and/or solvate thereof, wherein:

V is a folate-receptor binding moiety; '

Qis O, S,or NRy;

M is a releasable linker;

Kis O, S, or NRy,;

Ais ~(CRsRo)-(CHy)-Z- wherein Z is ~(CHRy)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-,
-0C(=0)-, -N(R1})C(z0)-, -SOp-, or -N(R1)SOz;

B, is hydroxyl or cyano and R is hydrogen' or B, and R; are taken together to
form a double bond;

R», R3, and R;s are, independently, hydrogen, alkyl, substituted alkyl, aryl or
substituted aryl; or R; and R; may be taken together with the carbon to which they are
attached to form an optionally substituted cycloalkyl;

R4 is hydrogen, alkyl, alkenyl, substituted alkyl, substituted alkenyl, aryl, or
substituted aryl;

Re is hydrogen, alkyl or substituted alkyl;

R7a, R7, Rs, Rg Ryp, and Ry are independently hydrogen, alkyl, substituted
alkyl, cycloalkyl, substituted cycloalkyl, aryl, substituted aryl, heterocycloalkyl,
substituted heterocycloalkyl, heteroaryl, or substit&ted heteroaryl;

Riy2is H, alkyl, substituted alkyl, or halogen;

Ry3 is aryl, substituted aryl, heteroaryl or substituted heteroaryl;
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mis 0 to 6;

T has the formula:

R‘GR17 \,
'I‘{n\(ﬁ};NICO R
q H 215
Ria

wherein R4 at each occurrence is, independently, }]ydrogen, alkyl, substituted alkyl,

H

aryl, substituted aryl, arylalkyl, substituted aryla]k.j/l, cycloalkyl, substituted
cycloalkyl, cycloélkyla]kyl, substituted cycloalkylalkyl, heteroaryl, heteroarylalkyl,
substituted heteroarylalkyl, substituted heteroaryl, heterocycloalkyl, or substituted
heterocycloalkyl;

qis 1to 10; and

R;s, Rj6 and Ry7 are independently hydrogen, lower alkyl, or substituted lower

alkyl or Ry¢ and Ry are taken together to form a cycloalkyl.

2. The conjugated compound according to claim 1, wherein:
Kis O;
A is Cyialkylene;
B, is -OH;
Ry Rj, R4 and R; are, independently, hydrogen or lower alkyl;
R is hydrogen or methyl;
Ri1 is an optionally substituted 5 or 6 membered heteroaryl; and
M is —8-R3p-0-C(=0)-, =S-R3p-C(=0)-, or —-5-R34R19-0O-C(=0)- wherein
Rao is lower alkylene or substituted lower aiky]ene; and Ry is arylene or

substituted arylene.

3. The conjugated compound according to claim 2 wherein Ris is an optionally

substituted thiazolyl, pyridyl, or oxazolyl.
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4, The conjugated compound according to claim 2, having the formula Ia
v T Q M o)

Ia
S. A conjugated compound having the following formula Ib:
o 7
O-——-M\
O
Jr M
C02R15
—(\ |~ OH
N
0
0 OH O
Ib

wherein
V is a folate, or an analog or derivative theféof;
Rg is H or lower alkyl;
Qis O, S, or NRy;
Mis

Rar Ra § Ras R2e®
L SIS & VR y
Rig Rio Ras Rze O\n’\'

Ra7”  Rag

Ri4 at each occurrence is, independently, hydrogen, alkyl, substituted alkyl,
aryl, substituted aryl, arylalkyl, substituted arylalkyl, cycloalkyl, substituted
cycloalkyl, cycloalkylalkyl, substituted cycloalkylalkyl, heteroaryl, heteroarylalkyl,
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substituted heteroarylalkyl, substituted heteroaryl,?jheterocycloalkyl, or substituted
heterocycloalkyl;

qis 1to 10;

Ris, Ris and Ry are independently hydrogen, lower alkyl or substituted lower
alkyl; and

~ Rius, Rig, Ry, Raz, Raz, Ras, Ras, Rae, Ra7, Rog and Ryg are each, independently,

alkyl, substituted alkyl, cycloalkyl or substituted cycloalkyl; or any of R and Ry, R3
and R3. Ry and R31; R33 and Rag; Ras and Ryg; Ryy and Rys; or Ry7 and Rag may be

taken together to form a cycloalkyl.

6. The conjugated compound according to any one of claims 1, 2, 3, 4, or 5,
wherein q is 1 to 5, and each Ry, is independently H, methyl, guanidinylpropyl, -
(CHj)12-CO;H, -CH,-SH, -CH;-OH, imidazolyl{methyl), amincbutyl, or -CH(OH)-
CHs.

7. The conjugated compound according to any one of claims 1, 2, 3, 4, 5, or 6,

wherein M is;

@]
8. The conjugated compound according to any one of claims 1,2, 3,4, 5,60r7,
wherein V is
o €O

P casdnnd

and
W and X are independently CH or nitrogen;
Ryp is hydrogen, amino or lower alkyl;

R, is hydrogen, lower alkyl, or forms a cycloalkyl group with Rq3;
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Rz is hydrogen, lower alkyl, lower alkenyl, or lower alkynyl; and

R33 is hydrogen or forms a cycloalkyl with Ry;.

9. The conjugated compound according to any one of claims 1, 2, 3,4, 5,6, 7 or

8, wherein V is
0 COH

N\

10.  The conjugated compound according to claim 1 having the formula

OJLO/E
I

HaN(_zNH
NH
S’S\/\
o Q o
2 J
o] N N N CO,H S
N. /Ej‘\ © "3 fLH N OH
HN u COH CO,H
PN S
HNT N7 N
' O o4 O

COH

or a pharmaceutically acceptable salt and/or solvate thereof.

11.  The conjugated compound according to claim 10 having the formula
HaN.__NH

NH

¢oM o
o H H \)'L . H
~~ A
o u’\/\or : u N
N 3 (¢]
HN)]E :l/\ﬁ o ~coH
= .

or a pharmaceutically acceptable salt and/or solvate thereof.
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12. A pharmaceutical composition comprising a conjugated compound according
to any one of claims 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10 or 11, or a pharmaceutically-acceptable

salt thereof and/or solvate thereof, in a pharmaceutically-acceptable carrier.

13. Use of a compound according to any one of claims 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10
or 11, for preparing a medicament for the treatment of a folate-receptor associated

condition in a patient.

14. The Use according to claim 13 wherein said condition is cancer selected from
the group consisting of ovarian cancer, skin cancell", breast cancer, lung cancer, colon
cancer, nose cancer, throat cancer, mammary gland cancer, liver cancer, kidney
cancer, spleen cancer, brain cancer, mesothelioma, pituitary adenoma, cervical cancer,
renal cell carcinoma or other renal cancer, choroid plexus carcinoma, or an epithelial

tumor.
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

(PCT Rule 43bis.1)

Date of mailing
(daysmonth#/ear) see form PCTASA210 (second sheet)

Applicant’s or agent's file reference

‘see form PCTASAR20

FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below

international application No,

PCTAIS2007/069740 25.05.2007

International filing date (dayfnonth4ear)

Priority date (day/monthiear)
25.05.2006

INV. A61K47/48 AB1P3500

International Patent Classification {IPC) or both national classification and IPC

Applicant
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

2. FURTHER ACTION

will not be so considered.

whichever expires later.

For further options, see Form PCTASAR220.
3. For further details, see notes to Form PCTASAZ220,

1.  This opinion contains indications relating to the following items:

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Reasoned statement under Rula 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrial

X Box No. ! Basis of the opinion
O BoxNo.ll  Priority
[J Box No. 1l
O BoxNo. v Lack of unity of invention
Box Ne. V
applicabllity; citations and explanations supporting such statement
0 Box No. Vi  Certain documents cited
[0 Box No. Vil  Certain defscts in the international application
a

Box No. VIII  Certain observations on the international application

If a demand for international preliminary examination is made, this opinion will usually be considered to be a
written opinion of the International Preliminary Examining Authority ("|PEA") except that this doas not apply where
the applicant chooses an Authority other than this one to be the IPEA and the chosen IPEA has notifed the
International Burgau under Rule 66.1bis(b) that written opinions of this International Searching Authority

If this opinion is, as provided above, considered fo be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to
submit to the IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months
from the date of malling of Form PCTASA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date,

Name and mailing address of the ISA: Date of completion of Autharized Officer " :
— this opinion iy“" "‘"».%
European Patent Office - P.B. 5818 Patentl3a ; :
,-@) NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas ,%%Tf,fs":m 0 James, Sonya i _0)» 7
———— Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 3] 651 epo nt %, §
Fax: +31 70 340 - 3018 Telaphone No. +31 70 340-4528 e s

Form (PCTASAR37) (Cover Sheet) (April 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY ' PCTMUS2007/069740

Box No.1 Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
&J the international application in the language in which it was filed

[1 atranslation of the international application into , which is the language of a transiation furnished for the
purposes of international search {Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. With regard to any nucleotide andfor amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material;
[ asequence listing
O table(s) related to the sequence listing

b. format of material:
O on paper
O in electronic form

¢. time of filingfurnishing:
O contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in electronic form.
O furnished subsequéntly to this Authority for the purposes of search.

3. OO In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andfor table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 {April 2005) -
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Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i} with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-14
No: Cilaims
Inventive step (1S) Yes: Claims
No: Claims 1-14
Industrial applicability (1A} Yes: Claims 1-14
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet

Form PCTASA/237 (Aprit 2005)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING _
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) 7 PCT/US2007/069740

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Reference is made io the following documents:

D1: WO 2006/042146 A (UNIV EMORY [US]; NIE SHUMING [US]; LEE YONG KYU
[US]; KIM GLORIA [US]) 20 April 2006 (2006-04-20)

D2: ALICIA REGUEIRO-REN ET AL.: "Synthesis and Biological Activity of Novel
Epothilone Azridines" ORGANIC LETTERS, vol. 3, no. 17, 26 July 2001 (2001-
07-26), pages 2693-2696, XP002450100

2. Novelty (Art. 33(2) PCT)

2.1. The present application relates to conjugates of epothilone aziridines and derivatives
thereof with a folate-receptor binding moiety, useful for targeted delivery of the said
epothilone aziridines, and to compositions and uses of the said conjugates.

2.2. The document D1 relates to-conjugates comprising a therapeutic agent and a
targeting agent and is considered to be the ciosest prior art to the present application.

2.3. Dt discloses a conjugafe comprising an epothilone and a folate moiety, which are
linked by a polysaccharide linker.

2.4. The differences between the conjugate of claim 1 of the present application, and the
known conjugate of D1, are in the aziridine group, in the position to which the linker is
coupled, and in the identity of the linker, which involves a peptide chain in the compounds
of claim 1.

2.5. The differences between the conjugate of claim 5 of the present application, and the
known conjugate of D1, are the same as discussed above for the conjugates of claim 1.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2007/069740

2.6. Therefore, the subject-matter of claims 1 and 5 of the present application is
considered to be novel in the sense of Article 33(2) PCT.

2.7. Claims 2-4 are dependent on claim 1, claims 6-12 are dependent on claims 1 or 5,
and claims 13 and 14 relate 1o uses of the compounds'of claims 1-11, therefore the
subject-matter of claims 2-4 and 6-14 is also considered to be novel in the sense of
Article 33(2) PCT.

3. Inventive Step (Art. 33(3) PCT)

3.1. The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-14 does not involve an inventive step in the sense of Atticle
33(3) PCT.

3.2. The difference between the subject-matter of claims 1-14, and the subject-matter of
D1, has been discussed above.

3.3. No technical effect can be seen to derive from this difference.

3.4. Therefore, the problem to be solved by the present application can be considered to
be to provide alternatives to the conjugate of D1.

3.5. The document D2, which is related to epothilone aziridines would be known to the
nerson skilled in the art.

3.6. D2 discloses epothilone aziridines and methods for their synthesis, and also
demonstrates the biological activity of epothilone aziridines with a variety of substituents on
the nitrogen position (table 1). D2 also discloses that substituents at the N-position can be
tolerated, and that changing the substituent at this position could help to fine-tune
biological and physicochemical properties of the compound (p2696, column 2, lines 10-
20).

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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3.7. That s, the compounds of D2 would be an obvioué choice for the person skilied in the
art seeking to prepare alternatives to the conjugate of D1.

3.8. There does not appear, from currently available data, to be any particular advantage
~or surprising effect of the linker of the compounds of claim 1, that is the linker appears to
have been chosen arbitrarily to link the epothilone aziridines of D2 to a folate moiety so as
to provide an alternative to the compounds of D1.

3.9. Therefore, the subject-matter of claim 1 does not appear to involve an inventive
step in the sense of Article 33(3) PCT.

3.10. The same arguments apply to the subject-matter of claims 2-12 of the present
application, therefore the subject-matter of claims 2-12 is also not considered to
involve an inventive step in the sense of Article 33(3) PCT.

3.11. The conjugates of D1 are intended for use for treating cancer (see claim 47),
therefore the subject-matter of claims 13 and 14 of the present is also not
considered to involve an inventive step in the sense of Article 33(3) PCT.

4. Industrial Applicability (Art. 33(4) PCT)
The subject-matter of the present claims 1-14 is related to conjugates useful for the

treatment of cancer and compositions thereof and uses thereof, and is therefore
considered to be industrially applicable (Art. 33(4) PCT.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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B the applicant (] the inventor
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Facsimile No.
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CONJUGADOS DE ANALOGOS DE AZIRIDINIL-EPOTILONA Y COMPOSICIONES

FARMACEUTICAS QUE COMPRENDEN LOS MISMOS

Campo de la Invencién

La presente invencién se refiere a conjugados de anédlogos
de vaziridinil-epotilona, mas particularmente, conjugados de
folato de andlogos de aziridinil-epotilona, a composiciones
farmacéuticas que comprenden los conjugados, y a métodos de

uso de 1los mismos.

Antecedentes de la Invencidn

Las epotilonas A y B son co@puestos gue se presentan
naturalmente gque se descubriexron “por Hofle et al., como
aislados de productos de fermentacién del microorganismo,
‘Sorangium cellulosum (ver, por ejemplo, WO 93/10121). H&fle et
al. también descubrid 37 variantes de epotilona naturales vy
compuestos relacionados producidos por Sorangium cellulosum,
incluyendo epctilonas C, D, E, F y otros isdmeros y variantes.
Ver, por ejemploh Patente de EUA 61624,310. Mientras que en
1993 Hefle et al reportd un efecto citotdxico de 1las
Epotilonas A y B, en 1995 investigd con Merck reportando que
la epotilona B ejerce efectos de estabilizacién de
microtdibulos similar a paclitaxel (TAXOL®) (Ver D.M. Bollag.
“Epothilones, a New Class of Micrétubule-Stabilizing' Agents

with a Taxol-like Mechanism of Action,” Cancer Research, Vol.
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Leppely

55 (Junio 1995), en paginas 2325-2333).
Diversos derivados y andlogos de las epotilonas gue se

presentan naturalmente se han descubierto por Bristol-

Myers Squibb Co. Los ejemplos de andlogos de epotileona

incluyen el andlogo de aza-epotilona B conocido como
ixabepilona, anédlogos 21 substituidos de epotilona B
incluyendo un andlogo amino 21, andlogos 2,3-olefinicos,
andlogos ciano C-3, andlogos de ciclopropilo, y andlogos
heterociclicos  incluyendo anéiogos de aziridinil-
epotilona. Ver, por ejemplo Patente de EUA 6,605,599,
Patente de EUA 6,262,094, Patente de EUA 6,399,638,
Patente de EUA 6,498,257, Patente de EUA 6,380,395, vy
Patente de EUA 6,800,653, cadag una de las cuales se
incorpora en la presente para reférencia. Otros también se
han réportado en el descubrimiento de otros derivados vy
andloges de epotilona. Ver, por ejemplo, WO 99/65913,
Patente de EUA 6,441,186, ©Patente de EUA 6,284,781,
Patente de EUA 6,660,758; WO 98/25929, wOo 00/99/07692, WO
99/67252, WO 00/00485, WO 00/37473, ©Patente de EUA
6,380,394, Patente de EUA 6,242,469, Patente de EUA
6,531,497, Patente de EUA No. de solicitud 2004,/0072870a1,
Patente de EUA ©No. de solicitud 2003/0023082 Al, WO
01/83800, Patente de EUA 6,441,186, Patente de EUA No.
6,489,314, Patente de EUA 6,589,968, Patente de EUA No. de

solicitud 2004/0053910 Al, Patente de EUA No. de solicitud
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2004/0152708 Al, WO 99/67253, WO 99/07692, WO 00/00485, WO
00/49021, wWO 0(00/66589, WO 03/0%5324, WO 04/014919, WO
04/056832, WO 03/022844, vy Pateﬁﬁe de EUA No. 6,930,102
B2, todas las cuales se incorporan para referencia en éu
totalidad.

Las epotilonas que se presentan naturalmente y sus
andlogos, como otros agentes que estabilizan los microtubulos,
pueden ser utiles para tratamiento de enfermedades
proliferativas tales como cancer, el cual tipicamente trabaja
al exterminar (0 detener el -crecimiento de) células
neopldsicas, otras células patdgenas, y patdgenos externos. A
menudo, sin embargo, los fdrmacos anticancerigenos atacan no
solamente células neopldsicas sino también tejidos normales,
llevando a efectos secundarios no deseados. Adicionalmente,
los farmacos anticancerigenos tipic%mente presentan la salida
de solubilidad de tal manera que la formulacidén vy
administracién de 1los agentes puede presentar cambios,
llevando al uso de agentes solubilizantes tales como
Cremophor®. La citotoxicidad de algunos farmacos
anticancerigenos y/o ingredientes de formulacién se han
conocido para - provocar neuropatia y otros efectos secundarios
tales como reacciones de hipersensibilidad. Estos efectos
secundarios adversos resaltan la necesidad de terapias
anticancerigenas gue sean selectivas para poblaciones

celulares patdgenicas y por lo tanto resulten en la toxicidad

3;
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el A
hospedera reducida.

Sin embargo, como se discute en WO 2004/054622 Al 1los
cientificos han intentado durante muchos afios el uso de
anticuerpo monocclonales (mAbs) en térapias de farmaco objetivo
para la administracién de agentes quimioterapéuticos a
pacientes, pero se han encontrado inconvenientes en términos
de, inter alia, la porcién que se divide, los enlazadores, y
la forma de 1liberacidén de fdrmaco en 1las células. Se ha
reportado que la terapia exitosa de tumores con mAbs se limita
por la penetracidn inadecuada del anticuerpo en el tumor y por
la distribucidn heterogénea de an;igeno asociado al tumor
correspondiente en el tejido del tumor. Ver, Klar et al., WO
05/074901 (cedida a Schering AG). En consecuencia, hay una
necesidad en la técnica para usar la terapia de farmacos
objetivo, por ejemplo, andlogos de epotilona, para el

tratamiento de cdncer.

Breve Descripcidén de la Invencidn

Ciertos estados de enfermedad, tales como cancer, se
caracterizan por una poblacidn de células gque Unicamente
expresan, sobreexpresan, © preferiblemente expresan un sitio
de enlace que es accesible para un folato, analogo de folato,
o derivado del mismo. Los solicitantes han descubierto
compuestos conjugados que tienen E1a siguiente Férmula I,

incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de

PN P
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[

los mismos, gque pueden ser objetivos selectivamente para
células que contienen estos sitios de enlace, por ellc reducen
muchos de los efectos secundarios asociados con la

quimioterapia tipica.

V—T— Q— M—K—A

en donde:

V es folato, o un andlogo © defivado del mismo;

Q es O, S5, 0 NR7y;

M es un enlazador liberable;

K es O, S, 0 NRyy;

A es - (CRgRg)-{({CHy)n-2- en donde_Z es —{(CHR;p)-, -C(=0)-, -
C(=0)-C(=0)-, -0C(=0)-, -N(R;1)C(=0)<, -S0,-, & -N(Ry1)S0;-;

B; es hidroxilo o ciano y R; es hidrégeno o By y R; se
toman juntos para formar un enlace doble;

Rz, R3y, y Rs son, independientemente, hidrdgeno, alquilo,
alguilo substituido, arile o arilo substituido; o Rz v Rs
pueden tomarse junto con el carbono al cual se enlazan para

formar un cicloalquilo opcioconalmente substituido;

Rs es hidrdgenoc, alquilo, alquenilo, alquilo substituido,
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alquenilo substituido, arilo, o arilo substituido;

R¢ es hidrégeno, alquilo o alquilo substituido;

R7a, R7, Rg, Ro, Rio, Yy Ri1 son independientemente
hidrdgeno, alquilo, alguilo substituido, cicloalquilo,
cicloalquilo substituido, arilo, arilo substituido,
heterocicloalquilo, heterocicloalquilo substituido,

heterocarilo, o© hetercarilo substituido;

Riz es H, alquilo, alquilo substituido, ¢ haldgeno;

Ris es arilo, arilo substituido, heterocarilo o
heteroarilo substituido;

mes 0 hastal6;

T tiene la fdérmula:

Rz \

R X

go‘:i

CO;R
. N OzR15
R1a
en donde

Rig cada que se presenta es, independientemente,
hidrégeno, alquilo, alguilo substituido, arilo, arilo

substituido, arilalqguilo, arilalquilo substituido,
cicloalquilo, ciéloalquilo substituido, <cicloalquilalguilo,
cicloalguilalgquilo substituido, heterocarilo,
heteroarilalquiio, hetercarilalquilo substituido, heteroarilo
substituido, heterocicloalguilo, 0 heterocicloalquilo

substituido;
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g es 1 hasta 10; vy
Ris, Ris ¥ Ri; son independientemente hidrdgeno, alquilo,

alquilo substituido, o cicloalquilo,.

Breve Descripcidén de las Figuras

La figura 1 es las estructuras quimicas, afinidades
relativas y valores ECS50 (nM) contra las células neoplédsicas
KB de seis conjugados de folato de} compuesto AA andlogo de
epotilona (numero de conjugado AA.I hasta AA-VI).

La figura 2 es las estructuras quimicas, afinidades
relativas y valores ECS50 (nM) contra las células neoplésicas
KB de tres conjugados de folato del compuesto BB andlogo de
epotilona (numero de conjugado BB.I hasta BB.III).

La figura 3 demuestra la fraccién de clones KB
sobrevivientes (fraccidén sobreviviente; eje vy) despﬁés del
tratamiento con éoncentraciones inérementadas (concentracidn
(nM) ; eje X) del compuesto G (barras), compuesto CC
(tridnguloes), compuesto AA (rombos), o ixabepilona (cuadros).‘

Las figuras 4A-4B demuestran la eficacia antitumoral in
vivo del tratamiento de xenoinjertos de carcinoma epidermoide
nasofaringeal KB en ratones agénicos lampifios con el compuesto
J (cuadros grises, cuadros blancos, rombos grises) en diversas
dosis o ixabepilona (barras negras}, comparadas con ia
ausencia tratamignto (control; circulos negros), como un

medida (Figura 4A) del peso promedio del tumor medio (mg; eje

N
)
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y) varios dias posteriores a la implantacién del tumor (eje x)
o (figura 4B) pérdida de peso (% cambio de peso corporal; eje
y) varios dias posteriores a la implantacidén del tumor (eje
x9) . |

La figura 5 demuestra los efectos antitumorales in vivo
del compuesto J ‘(cuadros grises) o ixabepilona (cuadros
blancos), comparados con la ausencia de tratamiento (control;
circulos negros), contra carcinoma de pulmdén murino FR (-)
M109 como una medida del peso promedio del tumer (mg; eje y)
varios dias posteriores a la implantacién del tumor (eje X).

La figura € demuestra los efectos antitumorales in vivo,
como una medida del peso promedio dél tumor medio {(mg; eje v)

varios dias posteriores a la implantacidén del tumor (eje X},

ausencia de tratamiento (control, circulos negros) ,
tratamiento solo con el compuestce J (cuadros dgrises), el
compuesto J en la presencia de un andlogo de folato), o

tratamiento con_el compuesté G (rombos grises).

Descripcidén Detallada de la Invencidn

Una de las proteinas que se sobre-expresa o]

preferiblemente se expresa en ciertas células cancerigenas es

el receptor de folato. El acido fdélico se requiere para la
sintesis de ADN, y cilertas ceélulas neopldsicas humanas se
conocen para sobre expresar las proteinas gque ‘enlazan el

folato. Por ejemplo, tanto Campbell et al., “Folate Binding.
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Protein is a Marker for Ovarian Canéer,” Cancer Research, Vol.
51 (Oct. 1, 1991), en paginas 5329-38, como Coney et al.,
"Cloning of a Tumor-Associated Antigen: MOv18 and MOv1l9
Antibodies Recognize Folate-binding Protein, * Cancer Research,
Vol. 51 (Nov. 15, 1991), en paginas 6125-31, reportan que las
proteinas que enlazan el folato son marcadores para cancer de
ovario. La sobre-expresidén del receptor de folatc también se
conocen para otros cdnceres tales como, por ejemplo, canceres
de piel, renal, mama, pulmén, colon, nariz, garganta, gléndula
mamaria, y de cerebro, asi comoc otros canceres referidos en la
presente.

Como se menciona, de acuerdo a una modalidad de 1la
presente invencidn, se proporcionan:; los compuestos conjugados
que comprenden un folato, o un anélogo o derivado del mismo
(V) y un andlogo de aziridinil epotilona, gue puede ser
selectivamente v/0 preferiblemente administrado a una
poblacidn celular que tiene un sitio de enlace accesible para
una vitamina, o andlogo o derivado del mismo, en donde el
sitio de enlace, tal como el receptor de folato, uUnicamente se
expresa, se sobre expresa 0 preferiblemente se expresa por las

células.

Definiciones de Términos
Las siguientes son definiciones de términos usados en 1la

presente especificacidén. La definicién inicial proporcionada
¢

y
i

9
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‘para un grupo o término en la presente aplica para ese grupo o

término a lo largo de la ., bresente especificacidn
individualmente © como parte de ofro grupo, a menos gque se
indigque de otra manera.

El término “porcidédn que enlaza el folato o andlogo o©
derivado del mismo” como se usa en la presente significa
una porcidén gque enlazard a una proteina del receptor de
folato ({(un anticuerpo no monoclonal). Por ejemplo, se
conoce, como se discute arriba, que el receptor de folato
(FR) se sobre ekpresa en célulaslcancerigenas de ovario y
otras células éancerigenasn Los anadlogos y derivados
ilustrativos de folato se describen en la Solicitud de

Patente de EUA US 2005/0002942 para Vlahov et al., (de aqgui

en adelante “Vlahov*), incorporada en la presente para
referencia.

El término “enlazador liberable” como se usa en la
presente significa un enlazador bivalente que incluye al menos
un enlace gque se>divide que puede romperse bajo condiciones
fisioldgicas (por ejemplo compatible con pH, compatible con
reduccidn, compatible con el &acido, compatible con oxidaciédn,
o enlace coﬁpatible' con la enzima). Deberd apreciarse que
tales condiciones fisioldgicas resultan en el rompimiento de
enlace incluyendo reacciones de hidrélisis'quimica estdndar
que se presentan, por ejemplo, a pH fisioldgico, o como un

resultado de la formacidén de compartimientos en un organelo
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celular, tal como una endosoma que tiene un pH inferior tal
como el pH citosélico 0 como un resultado de la reaccidén con
un agente reductor celular tal como glutatidn.

Se entenderd que el enlace qué se divide puede conectar
dos &tomos adyacentes dentro del: enlazador liberable vy/o
conectar otros grupos al enlazador liberable tales como Q v K,
como se describe en la presente, a ya sea o ambos extremos del
enlazador.

Los términos “alquilo” y *“alg” si esta solo o en
combinacidn con algun otro grupo, se refiere a un radical
alcano de cadena recta o ramificada (hidrocarburo) enlazado
a cualquier &tomo de carbono disponible, que contiene desde
1 hasta 10 A&tomos de carbono, preferiblemente Al hasta 6
Atomos de carbono, mads preferiblemente desde 1 hasta 4
dtomos de carbono. Tales grupos ejemplares incluyen, pero no

se limitan a metilo, etilo, propilo, isopropile, n-butilo,

t-butilo, isobutilo, pentilo, hexilo, heptilo, 4,4-
dimetilpentilo, octilo, 2,2,4-trimetilpentilo, Yy los
similares. “Alguilo inferior” o} *alguileno inferioxr”

significa un alqﬁilo de cadena recta o ramificada que tiene
uno hasta cuatro atomos de carbono. Cuando un subindice se
usa con referencia a un alquilo u otro grupo, el subindice
se refiere al numero de atomos de garbono que el grupo puede
contener. Por ejemplo, el término “alquilo Cp-4” incluye un

enlace y grupos alguilo de 1 hasta 4 dtomos de carbono, y el
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término “alquilo C;.4” significa grupos alquilo de 1 hasta 4
dtomos de carbono.

El término *alguileno” se refiere a un radical
hidrocarburo divalente, como se describe arriba para “algquiloc”
pero con dos puntos de enlace. Por ejemplo, un grupo metileno
es un grupo -CH;- vy un grupo etilenoues un grupo —-CH;-CHj-.

Cuando el término alguilo se usa en conexidn con otro
grupo, como en heterocicloalguilo o cicloalquilalquilo, esto
significa ei otro grupo identificado (nombrado primerc} se
enlaza directamente a través de un grupo alguilo como se
defiﬁe arriba (por ejemplo, el cual puede ser cadena recta o
ramificada). De esta manera, el término “alguilo” se usa en
este caso para referir a un alquiléno, por ejemplo, un grupo
alquilo divalente, que tiene doé puntos disponibles de
enlace. Por ejemplo, ciclopropilalgquilo C;.4 significa un
grupo ciclopropilo enlazado a través de un alqguilenc de
cadena recta o ramificada que tieng uno hasta cuatro &tomos
de carbono, e hidroxialquilo signi%ica el grupo OH enlazado
a través de un alquileno de cadena recta o ramificada gque
tiene uno hasta diez A&tomos de carbono, preferiblemente 1
hasta 6 A&Atomos de carbono, més preferiblemente 1 hasta 4
dtomos de carbono. En el caso de substituyentes, como en
“cicloalguilalguilo substituido”, la porcidn de alquileno
del grupo, ademds de ser una cadena recta o ramificada,

puede substituirse como se recita a continuacidén para los

113
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grupos alquilo substituido y/o grupo nombfado primero (por
ejemplo, cicloalgquilo)} puede substituirse como se recita en
la presenta para tal grupo nombrado (por ejemplo
cicloalguilo).

*Alguilo substituide” se refiere a un grupo alguilo
substituido con uno ¢ mds substituyentes, preferiblemente 1
hasta 4 substituyentes, a cuaiquier punto de enlace
disponible. Sin- embargo, cuando un grupo alguilo se
substituye como substituyentes halco miltiples, el alquilo
puede contener como la valencia lo permita hasta 10
substituyéntes, mas preferiblemente hasta siete
substituyentes. Los substituyentes alguilo pueden incluir
uno o mads de los siguientes grupos: halo (por ejemplo, un
substituyente halo sencillo o substituyentes halo muiltiples
que forman, en el Udltimo caso, grupos tales como Jgrupo
perfluoroalguilo o un grupo alguilo gue porta Cl; o CFi),
ciano, -ORa, ~SRa, -C(=0)R,, ~C{=0)0R,, -0C(=0)R,, -
OC {=0)0ORa, -NRaRp, -C {=0)NR4Rp, —0C {=0) NR4Ryp, -S(=0}R,, -

S(0)3Ra, -NHS(O)2Ra, —-NHS(O};NHR,, —NHC(=O)NHRa, -NHC {=0) Ra,

NHC (O) zRa, —-NHC (=N-CN)R,, arilo, heterocicle, cicloalquilo,
y/0 heterocarilo, en donde los grupos R, Yy Rp son
independientemente seleccionados de hidrégeno, alquilo,

alquenilo, cicloalquilo, hetercciclo, arilo, y heteroarilo,
vy en donde cada R, v/c R, en turno es opcionalmente

substituidoc con uno hasta cuatro grupos seleccionados de
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alguilo, alguenilo, haldgeno, haloalquilo, haloalcoxi,
ciano, nitro, amino, alguilamino, aminoalquilo, hidroxi,
hidroxialquilo, :alcoxi, tiocl, alquiltio, fenilo, bencilo,
feniloxi, benciloxi, cicloalquilo Ci.y, heterociclo o)
heterocarilo de cinco o seis miembros, vy/o un alqguilo
inferior o© alguenilo inferior substituido con uno hasta
cuatro grupos seleccionados de hidroxi, ciano,_ haldgeno,
haloalgquilo C;-4, halocalcoxi Clqﬁ ciano, nitro, amino,
alquilamino Ci.a, aminoalquilo Ci-4, hidroxialguileo Ci.4,
alcoxi Ci-4, tiol, v/0 Ci-salquiltio. Para evitar la duda, un
“alquile inferior substituido” significa un grupe alguilo
que tiene uno hasta cuatro 4atomos de carbono y uno hasta
cuatro substituyentes seleccionados de aguellos mencionados
inmediatamente arriba para los grupos alguilo substituido.
En el caso de un alquiloe inferior substituido,
preferiblemente los grupos R, ¥ Rp son seleccionados de
hidrdégeno, alquilo inferior, alguenilo inferior,
cicloalgquilo Csz-7, fenilo, vy heterociclo y/o heteroarilo
monociclico de cinco hasta seis miembros, de nuevo
opcionalmente substituido como arriba.

E1l término *algquenilo” se : refiere a un radical
hidrocarburo de cadena recta o ramificada gue contiene desde 2
hasta 12 &tomos de carbono y al menos un enlace doble carbono-
carbono. Tales grupos ejemplares incluyen etenilo o alilo.

“Alquenilo substituido” se refiere a un grupo alguenilo
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substituido con uno © méds substituyentes, preferiblemente 1
hasta 4 substituyentes, en cualgquier punto de enlacé
disponible. Los substituyentes ejemplares incluyen alquilo,
alquilo substituido, y aquellos grupos mencionados arriba como
substituyentes alquilo.

Los términos “alcoxi” y “alguiltio” se refieren a un
grupo alguilo como se describe arriba a través de un
enlazador de oxigeno (-0-) o un enlaiador de azufre (-5-),
respectivamente. Los términos .“alcoxi substituido” Y
*algquiltio substituido” se refiére a un grupo alguilo
substituido com& se describe arriba enlazado a través de
un enlazador de oxigeno o azufré, respectivamente. Un
“alcoxi inferior” o un alcoxi C;-4 es un grupo OR, en donde
R es alguilo inferior (alquilo de 1 hasta 4 Aatomos de
carbono} .

“"Amino” es -NH;, Un alquilamipo es —-NR.Rg en donde al
menos uno de R. v Rg es un alquilo 6 alguilo substituido, y el
otro de R v Ry es seleccionados de hidrdégeno, alquilo, vy
alquilo substituide. Un ‘“aminocalquilo” significa un grupo
amino enlazado a través de un grupo alguileno (-alquileno-
NH;), v un algquilaminoalquilo signiﬁica un algquilaminoc como se
define arriba enlazado a través= de un grupo algquileno
(-alguileno-NRcRa) . |

El términc “arilo” se refiere a grupos hidrocarburo
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aromadticos ciclicos que tienen 1 hasta 3 anillos
aromdticos, especialmente grupos monociclicos o biciclicos
tales como fenilec o naftilb. Los grupos arile los cuales son
biciclicos o¢ triciclicos deben incluir al menos un anillo
carbociclico completamente aromatico pero el otro anillo
fusionado o anillos pueden ser aro&éticos © no aromaticos vy
pueden opcionalmente contener heterodtomos, con la condicidén
de que en tales casos el punto de enlace seran para el anillo
carbociclico aromatico. Adicionalmente, cuando un grupo arilo

se ha fusionado a esto un anillo heterociclico o cicloalquilo,

el anillo heterociclico y/o cicloaldﬁilo puede tener uno © mMas
dtomos de carbono carbonilo, esto es enlazar por medio de un
enlace doble a un &tomo de oxigeno para definir un grupo
carbonilo. De esta manera, 1los ejemplos de “arilo” pueden

incluir sin limitacidn:

o]
Q S
N = NH
0 L0 0 €0
T~ LA < AL :
N S ’
Ao T L G (O
1] / ’ O T
ﬁ E 0 & 0 # R o) &~

N = e

S
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vy similares.

El término ‘arileno” se refiere a un radical arilo
bivalente, esto es, un grupo arilo como se define arriba que
tiene dos puntos de enlace hasta otros dos grupos, en
cualesquiera puntos de enlace del anillo arilo. Los anillos
arileno también pueden substituirse con cualesguiera de los

L]

grupos adecuados para la substitucién en los grupos arilo
definidos en la presente.

“*Arilo substituido” se refiere a un grupo arilo o arilenc
como se define arriba substituido por uno o méas
substituyentes, preferiblemente 1 hasta 4 substituyentes, en
cualquier punto de enlace. Los; substituyenﬁes incluyen
alduilo, alguilo substituido, alquenilo, algquenilo
substituido, asi como aquellos grupoé mencionados arriba como
substituyentes alguilo.

El términé “carbociclico” significa un anillo
monociclico, biciélico, o triciclico satura o insaturado
(preferiblemente mono- o biciclico) en el cual todos los
dtomos de los todos los anillos son carbono. De esta manera,
el término incluye anillo cicloalquilo vy arile. E1 anillo
carbociclico puede ser substituido en cuyo caso los
substituyentes se seleccionan de aquellos mencionados arriba
para grupos cicloalquilo y arilo.

El término “cicloalquilo*” se refiere a un grupo

hidrocarburo ciclico parcialmente saturado o completamente
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saturado que contiene desde 1 hasia 3 anillos y 3 hasta 7
dtomos de carbono por anillc. Los grupos cicloalquiloe
completamente saturados ejemplares incluyen ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, y ciclohexilo. Los grupos
cicloalgquilo completamente saturados ejemplares incluyen
ciclobutenilo, ciclopentenilo, y ciclohexenilo. El término
“cicloalguilo” incluye tales grupos gque tienen un puente de
tres hasta cuatro A&tomos de carbono. Adicionalmente, 1los
grupcs cicloalquilo los cuales son biciclicos o triciclicos
deben incluir al menos un anillo‘hidrocarburo parcialmente
saturado o completamente saturado peroc el otro anillo o
anillos fusionados pueden ser aromaticos © no aromaticos y
puede contener hetercdtomos, con%vla condicidén de que en
tales casos el punto de enlaée serd para el grupo
hidrocarburo no aromdaticeo, ciclico. Adicionalmente, uno o
méds &tomos de carbonc del grupo cicloalquilo puede formar
un enlace doble carbono a oxigeno para definir‘lun grupo
carbonilo. De esta manera, los ejemplos de grupos

"cicloalquilo” pueden incluir, sin limitacidn:
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y similares.

El término “cicloalquileno” se refiere a un radical
cicloalquilo divalente, por ejemplo, un grupc cicloalquilo
como se define anteriormente que tienen dos puntos de unidn
para otros dos grupos, en cualquiera de los dos puntos de
unién disponibles del anillo de cicloalguilo.

“Cicloalquilb substituido” se refiere a wun grupo de
cicloalquilo como se define anteriormente substituido a
cualquier punto disponible de unién con uno © mas
substituyentes, preferiblemente 1 hasta 4 substituyentes. Los
substituyentes cicloalquilo incluye alquilo, “alguilo

substituido, algquenilec, algquenilo sﬁbstituido, Yy estos grupos

se relatan arriba como substituyentes alquilo.
NH

NH,
El término “guanidinilo” significa el grupo N

Asi, un guanidiniloalquilo significa un grupo alquilo enlazado

al guanidinilo tal como un grupo qgue tiene la
NH \
] 1(\/\N)LNH2
férmula, H
El término “haldgenc” ¢ “halo” se refiere a fldor, cloro,

bromo y yodo.

El término “heterodtomos” incluye oxigeno, azufre vy
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nitrégeno.

El término “haloalquilo” significa un alquilp que tiene
uno © mds substituyentes halo, incluyendo sin limitacidn
grupos tales como -CH;F, -CHF; y —CFj.

El téfmino *haloalcoxi” significa un grupo de alcoxi que
tiene uno o mds substituyentes halo. Por ejemplo, “haloalcoxi”
incluyendo -O0OCFj.

Cuando el término “insaturado” es usado en la presente
para referirse a un anillo o grupo, el anillo o grupo puede
estar completamente insaturado o parcialmente insaturado.

El términc “hetercarilo” se refiere a un grupo aromdtico
el cual es un sistema de anillo monociclico 4 hasta 7
miembros, biciclico 7 hasta 11 miembros, o triciclico 10 hasta
15 miembros, el cual tiene al menos un anillo gque contiene al
menocs un heterocdtomo. Cada anillo del grupo hetéroarilo que
contiene un heterocdtomo puede contener uno o dos oxigenos o
adtomos de azufre y/o desde uno hasta cuatro- adtomos de
nitrégeno, con la condicién de que el nimerc total de
hetercdtomos en cada anillo es cuatro o menos y cada anillo
tiene al menos un &tomo de carbono. Los anillos de fusidn
completan los grupos biciclico y triciclico pueden‘contener
s6lo atomos de carbono y pueden ser saturades, parcialmente
saturados, © insaturados. LosS étogos de nitrégeno y azufre
pueden opcionalmente ser oxidados y los &atomos de nitrdgeno

pueden opcionalmente cuaternizarse. Los grupos heteroarilo los

3

p.]
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cuales son biciclicos ¢ triciclicos deben incluir al menos un
anillo completamente aromdtico pero el otro anillo fusionado o
anillos pueden ser aromdticos o no aromdticos y puede ser
carbociclico, con la condicidn de que en tales casos el punto
de enlace serd en cualquier atomo de :}ditrégeno 0 carbono disporiible
de un anillo que contiene hetercdtomo aromatico. Adicionalmente, la
definicidon de grupos hetercarilo por si nﬁsma incluye anillos en donde
uno o mas de los atomos de carbonos se enlazan por medio de un enlaée
doble a un atomo de oxigeno para definir un grupo carbonilo {con la
condicidn de que el grupo hetercarilo sea aromdtico) y también cuando un
grupo heteroarilo se fusiona hacia un anillo heterociclico o
cicloalquilo, el anillo heterociclico y/o cicloalquilo puede tener uno o
mds grupos carbonilo.

Los grupos hetercarilo monociclicos ejemplares incluyen pirrolilo,

pirazolilo, pirazolinilo, imidazolilo, oxazolilo,

S .

isoxazolilo, tiazolilo (por ejemplorﬁh:n?, tiadiazolilo, isotiazolilo,
furanilo, tienilo, oxadiazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinild;
piridazinilo, triazinilc y los similares. Adicionalmente, ya que la
definicidén de grupos heterocarilo por si mismos incluyen anillos en donde
uno o mas de los atomos de carbonos definen un grupo carbonilo, anillos

tales como 2,4~-dihidro-(1,2,4]triazol-3-ona (por ejemplo,
O
N ) v los similares se incluyen.

Los grupos heterocarilo biciclicos ejemplares incluyen
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indolilo, benzotiazolilo, benzodioxolilo, benzoxaxolilo,
benzotienilé, quinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo,
isoquinolinilo, benzimidazolilo, benzopiranilo, indolizinilo,
benzofuranilo, cromonilo,’ cumarinilo, benzopiranilo,
cinolinilo, quinoxalinilo, indazolilo, pirrclopiridilo,
furopiridinilo, dihidroisoindoliloq. tetrahidroquinolinilo vy
los similares.

Los grupos heteroarilo triciclicos ejemplares incluyen
carbazolilo, benzidolilo, fenantrolinilo, acridinilo,
fenantridinilo, xantenilo y los similares.

El término ‘“heterocalquileno” se refiere a un radical
heteroarilo divalente, esto es, un grupo heterocarilo como se
define anteriormente que tiene dos puntos de enlace para otros
dos grupos, en cualgquiera de los dos puntos disponibles de
enlace del anillo heterocarilo.

Los grupos “heteroarilo substituido” son grupos
hetercarilo como se definen anteriormente substituidos con uno
o) mas substituyentes, prefer%blemente 1 hasta 4
substituyentes, en cualquier puntojdisponibleAde enlace. Los
substituyentes ejemplareé incluven, pero no se limitan a
alguilo, alquilo substituido, alquenilo, algquenilo
substituido, asi como aquellos grupos merncionados
anteriormente como substituyentes alquilo.

Los términos *heterociclo”, “heterociclico” Yy

*heterociclo” son usados intercambiablemente y cada uno se
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refiere a un grupo ciclico no aromdtico completamente
saturado o parcialmente insaturado, el cual puede ser
substituido o né substituido, por ejemplo, el cual es un
monociclico de 4 hasta 7 miembros, biciclico 7 hasta 11
miembros, © sistema del anillo triciclico 10 hasta 15
miembros, los cuales tienen al menos un heterocdtomo en al
menos un anillo que contiene atomo de carbono. Cada anillo
del grupo heterociclico que contféne un heterodatomo puede
tener 1, 2 ¢ 3 heterocdtomos seleccionados de nitrdgeno,
oxigeno, vy atomos de azufre, donde los hetercatomos de
nitrégeno y azufre también pueden opcionalmente ser oxidados
y los heterocdtomos de nitrdégeno también opcionalmente pueden
cuaternizarse. Preferiblemente dos heterodtomos adyacentes
no son simultdneamente seleccionados de oxigeno y nitrdgeno.
Los grupos heterociclicos 1los <cuales son biciclico o
triciclico deben incluir al menos un anillo no carbociclico
no aromético, pero el otro anillo fusionado o anillos pueden
ser aromdticos o0 no aromdticos y pueden ser carbociclico,
con la condicidn de que en tales casos el punto de énlace
serd en cualquier Atomo de nitrdégeno o carbono disponible de
un anillo que contiene heteroadtomo no aromatico.
Adicionalmente, la definicidén de grupos heterociclico por si
misma incluye anillos en donde uno o mds de los atomos de
carbonos se enlaéan por medio de un enlace doble a un &tomo

de oxigeno para definir un grupo carbonilo (proporcionando

T
LV §
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gue el grupo heterociclico no es aromdtico) y también cuando
un grupo heterociclico se fusiéna puede ser un anillo
adicional, tal anillo adicional puede tener uno o mas grupos
carbonilo.

- Los grupos heterociclicos monociclicos ejemplares
incluyen pirrolidinilo, imidazolidinilo, tetrahidrofufilo,
piperidinilo, piperazinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo,
pirrolinilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo, tiamorfolinilo,
y los similares.

“Heterociclo substituido,” “heterociclico substituido,” y
*heterociclo substituide” se refiere a grupos heterociclo,

heterociclico, o) heterociclos como se definen arriba

substituidos con'uno o mas substituyentes, preferiblemente 1
hasta 4 substituyentes, a cualquier punto disponible de
enlace. Los substituyentes ejemplares incluyen alguilo,
alquilo substituido, alquenilo, alquenilo substituido, asi
como aquellos grupos recitados arriba como substituyentes
alquilo ejemplares.

*Hidroxi” se refiere a -OH.

“Tiol” significa el grupo -SH.

El término “nitrdgeno cuaternario” se refiere a un
dtomo de nitrdégeno tetravalente éargado positivamente que
incluyen, por ejemplo, el nitrdégeno cargado positivamente en
un grupo tetraalquilamonio {(por ejemplco, tetrametilamonio o

N-metilpiridinio), el nitrdgeno cargado positivamente en

1

e

3
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especies amonio protonadas (por ejemplo, trimetilhidrcamonio
¢ N-hidropiridinio}, el nitrdégeno cargado positivamente en
éxido N amina (por ejemplo, N-metil-morfelino-N-déxido o
piridin-N-6xido), v el nitrdgeno cargado positivamente en un
grupo N—amino—amqnio (por ejemplo, N-aminopiridinio).

Cuando un grupo funcional se denomina *protegido”, esto
significa que el grupc estd en una forma modificada para
mitigar, especialmente evitar, reacciones laterales
indeseables al sitio protegido. Los grupos protectores
adecuados para los métodos y compuestos descritos en la
presente incluyen, sin limitacidén, acquellos descritos en los
libros de textos estédndar, incluyendo Greene, T.W. et al.,
Protective Groups 1in Organic Synthesis, Wiley, N.Y. (1991},
incorperados en la presente para referencia.

Para cualgquier grupo bivalente enlistado en la presente,
tales como -{CRgRg}-(CHz)n-2-, gque es capaz de la inserciodn

dentro de los compuestos de la Férmula I,

V— T @——M——K—A

la insercidén deberéd hacerse de izquierda a derecha. Por
ejemplo, en la siguiente situacidn donde A se define como -

(CRgRg) - {CH2)pn-2-, el grupo metileno se enlaza a K, y el
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grupo Z se enlaza al nitrégeno del anillo aziridinileo, como
sigue:

(R9R4C)
Rg

v——T—Q-—-M—K/ (HzCes

AN /2\N

° B, 0o

La presente invencidn comprende compuestcs que tienen la

siguiente férmula I, como se define arriba,

V—T— Q— M—K—A

e incluye sales y/0 solvatos farmacéuticamente aceptables
de los mismos.

De acuerdo con una mecdalidad de la invencién,

K es O;

A es alquileno Cj-4;

B, es -0OH;

R, Ri, Ry y Rs son, independientemente, hidrdgeno o
alquilo inferior;

R es hidrdgenc o metilo;
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Ri3 .es un heteroarilo de 5 <5:6 miembros opcionalmente
substituido, preferiblemente un tiazolilo, piridilo, 0
oxazolilo opcionalmente substituido; y

M es -5-R3p-0-C(=0)-, -S-R30-C(=0}-, © =-S8-R34R3p-0-C(=0)-
en donde

Rip es alquileno inferior o} alcguileno inferior
sustituido; y Riyy es arileno ¢ arileno substituido; y Ri, Ria,
T v Q son como se definen de cualquier manera  en la presente,
por ejemplo, como en el Sumario de la Invencidn, arriba, o©

modalidades alternativas, a continuacién.

En una modalidad de la presente invencidn, los compuestos

se proporcionan que tienen la siguiente Fdérmula Ia:

Vv T Q

Ia

en donde V es una porcidn enlazada al receptor de folato,
vy T, Q, M v Rs son como se definen de cualguier manera en la
presente, por ejemplo, como en el Sumario de la Invencidn o
modalidad alternativa, de arriba ¢ en modalidades alternativas

a continuacidn.



Por ejemplo, V puede tener la siguiente férmula:
CO,H '

Q.
R *N
0 23
W ,L:::FJ\H 0
HN | = ?
A & R22
Rag N X~ "Ry

N

5
en donde W y X son independientemente CH o nitrdgeno;
Ryo es hidrdégeno, amino o alquilo inferior;
R;; es hidrégeno, alquilo inferior, o forma un grupo
cicloalguilo con Rjs;
10 R;2 es hidrdgeno, alquilo inferior, alquenilo inferior, o
alquinilo inferior; y
R;; es hidrédgeno o forma un cicloalguilo con R:.
De acuerdo con una modalidad de la presente invencidén, V
es, 0 _COZH
15 N/L\//\m/>\
0 H
N O
S N
N | :I/N\H
A AN 2
H, N N
De acuerdo con una modalidad de la presente invencidn,
los compuestos se proporcionan gque tienen la siguiente
20 Fdérmula Ib: Ryz

0 —_—
H Ry Q M\O
v N
q N “co.R¢s N
Ryq

s
—4% I~ OH
0

0 OH O

25 Ib
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en donde
V es una porcidn enlazada al receptor de folato;
Q es O, S, o NRy; A

M es un enlazador liberable que tiene la siguiente

férmula:

R34 R32/(li Raz Rp40 5 \/R2g
>\877;><T3 /\ 3 7ZS,XL7<H7( o N | 7

Rig Ri9 Ros R2s < N

R27 Rzg O
O
. P

Preferiblemente }%S‘\’/,\\O ; ;

R4, en cada caso es, independientemente, hidrdgeno,
alguilo, alquilo substituido, arilo, arilo substituido,
arilalguilo, arilalquilo substituido, cicloalquilo,
cicloalquilo substituido, cicloalquilalquilo,
cicloalguilalgquilo substituido, heterocarilo,

heteroarilalquild, hetercarilalgquilo substituido, heterocarilo
substituido, heterocicloalquilo, o) heterocicloalquilo
substituido; y es preferible un grupo seleccionado de H,
metilo, guanidinilprepilo, ~(CH;)}i1-3-CO3H, -CH,-SH, -CH,-0H,
imidazolil {metil}, aminobutilo, vy -CH(OH)-CH;, y es mas
preferiblemente un alquilo C; hasta C; substituido con un -
C(=0)-0OH o -NH-C(=NH)-NH,;

g es 1 hasta 10 (preferiblemente 1 hasta 5, mas

preferiblemente 1 hasta 3);
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Ris, Rig Y R;7 son independientemente hidrdgeno, alquilo
inferior o algquilo inferior substituido; y

Rie, Rig9, R31, Ria, R3iz, Ras, Rzs, Rzs, Rz7, Rog ¥ Rzg son cada
uno, independientemente, H, alqguilo inferior, alquilo inferior
substituido, cicloalquilo, o cicloalguilo substituido, o
cualquiera de Rig ¥ Rigs; Rax ¥ Raz; Ris ¥ Rai; Riz ¥ Raa; Ras Y Rags
Rs ¥ Rzs; O Ry ¥ Rm‘pueden ser tomados juntos para formar un
cicloalguiloc.

De acuerdo con una modalidad de la presente invencidn,

los compuestos se proporcionan para tener la férmula:

\(NH

HoN
" )Ol\
/S\/\
COoH S o U’W
0 ? w © W o
N)\/\'(N N s N
N N COzH
O . 2
H
N 0 H o H """<\ | OH
) N N Z
HN | H COH COH
)% 7 o
HoN N N
O OH ©

e incluyen sales y solvatos farmacéuticamente aceptables
y de 1o0s mismos.

De acuerdc con una modalidad de la presente invencién,
se proporcionan los métodos para el tratamiento de céncer
gue comprenden administrar a un paciente gue necesita de
tal tratamiento una cantidad terapéuticamente efectiva de

%
un conjugado de la presente invenéién, como se describe en
la presente. De acuerdo a una modalidad preferida, 1los
métodos para el tratamiento de cdncer asociado con un

receptor de folato - se proporcionan que comprenden
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administrar a un paciente que necesita tal tratamiento, un

conjugado que tiene la siguiente fdérmula:

NH

H2N
0
C02H 4 )J\
X j/\
A A
HzN™ °N N

COzH

El uso de un agente para sobrerregular el nivel del
receptor de folato (FR) puede ser efectivo para incrementar la
expresidén FR en cilertas células cancerigenas o tipos de tumor
para aumentar las ventajas obtenfdas para administrar los
compuestos conjugados de la invencidén a pacientes, y/o para
aumentar las diversas enfermedades o tipos de tumor que pueden
tratarse con el ieceptor de folato enlazado a los compuestos
conjugados de acuerdo a la invencidn. La expresidn del
receptor de folato en ciertos céanceres puede sobrerregularse
por la administracidn de un inductor del receptor de folato,
el cual selectivamente incremeﬁta el nivel del receptor de
folato en las células cancerigenas, de esta manera se aumenta
la efectividad de una terapia objetivo del receptor de folato.
Por ejemplo, los céanceres de mama positivos del receptor de
estrégeno (ER+) expresan niveles inferiores de los receptores
de folate. El1 tratamiento con un ;inductox‘ del receptor de
folato, tales como tamecxifen, un antagonista de estrdgeno, se

conoce que sobrerregula la expresidon de los receptores de

”n -.1
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folato en canceres de mama ER+, incrementando la
susceptibilidad de las células cancerigenas de mama ER+ para
el tratamiento con wuna terapia objetivo del receptor de
folato.

Un aspecto de la invencidn proporciona un método para
el tratamiento de céancer o una enfermedad proliférativa en
un paciente que necesita del: mismo, que comprende
opcionalmente administrar una cantidad efectiva de al
menos un inductor del receptor de folato v administrar una
cantidad efectiva de al menos un compuesto conjugado de
acuerdo con la férmula I. El1 inductor del receptor de
folato puede administrarse previo‘a ©o concurrentemente con
el compuesto conjugado de acuerdé a la férmula I. En una
modalidad, el inductor del receptor de folato se
administra previo al compuesto conjugado de la férmula TI.
Una cantidad efectiva del inductor del receptor de folato
se refiere a una cantidad que sobrerregula el receptor de
folato en las células deseadaé tales que 1la admiqistracién
del compuesto conjugado del receptor de folato es
terapéuticamente efectiva.

Los ejemplos de los inductores del receptor de folato
para la .sobrerregulacidén del receptor de folato. o (FRx)
incluyen: antagonistas del receptor de estrdégeno tal como
tamoxifen; agonistas del receptor de progesterona. tal como

progestina; agonistas del recebtor' de andrdgenc tales como
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testosterona y dihidroxitestosterona, y agonistas del receptor

de glucocorticoide tal como dexametasona.

Los ejemplos de los inductores del receptor de folato
para la sobrerregulacién del receptor de folato [ (FRf)
incluyen: agonisfas del receptor de acido retinoico tal como
todos los &cidos trans retinoicos (ATRA), 4&cido tetrametil
naftalenil propenil benzoico (TTNPB), &cido 9-cis retinoico
(9-cis RA), CD33336, LG101093, vy CD2781.

En una modalidad, se proporciona un método para tratar el
cadncer o una enfermedad proliferativa en un paciente que
necésita, del mismo, gque comprende administrar wuna cantidad
efectiva de al menos un inductor del ‘receptor de folato vy
administrar una pantidad efectivaéde al menos un compuesto
conjugade de acuerdo a la férmula I, en donde el inductor del
receptor de folato sobrerregula el receptor de folato «.
Preferiblemente, el cdncer o enfermedad proliferativa se
selecciona de cadncer de mama, tales como cancer de mama ER+, y
cédncer de ovario.

En una modalidad de la presente invencidn, se proporciona
un método para el tratamiento de cancer o una enfermedad
proliferativa en un paciente que :necesita del mismo, que
comprende administrar una cantidad efectiva de al. menocs un
inductor del receptor de folato y administrar una cantidad
efectiva de al menos un compuesto conjugado de acuerdo a la

férmula I; en donde el inductor] del receptor de folato
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sobrerregula el receptor de folato B. Preferiblemente, el
céncer o enfermedad proliferativa se selecciona de leucemia, y
mas preferiblemente de leucemia :mielégena aguda (AML) vy
leucemia mieldgena crdnica (CML).

Enr una modalidad adicional, un método para tratar el
cancer o una enfermedad proliferativa en un paciente que
necesita del mismo se proporciona, gque comprende administrar
una cantidad efectiva de al menos un inductor del receptor de
folato, administrar al menos un inhibidor de deacetilasa de
histona, y admin;strar una cantidad efectiva de al mencs un
compuesto conjugado de acuerdo a la fdérmula I. Un ejemplo de
un inhibidor de deacetilasa de histona es tricoestatina A
(TSA) . Publicacidn de Solicitud de Patente de EUA 2003/0170299
Al, WO 2004/082463, Kelly, K. M., B.G. Rowan, and M. Ratnam,
Cancer Research 63, 2820-2828 (2005), Wang, Zheng, Behm, and
Ratnam, Blood, 96:3529-3536 (2000).

Los compuestos de la fdérmula (I) pueden formar sales o
solvatos los cuales estan también dentro del alcance de esta
invencidén. La referencia para un compuesto de la fdérmula (I)
en la presente se entiende para incluir la referencia para
sales solvatos de los mismos, a menos que se indique de otra
manera. El término “sales”, como Se emplea en la presente,
denota sales &cidas y/o bésicas formadas con acidos y bases
inorgdnicos y/u organicos. Ademds, cuandoc un compuesto de la

férmula (I) contiene tanto una porcidn basica, tal como pero

Sl
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no limitada a un piridinil imidazolilo, amina o© guanidinilo
como una porcidén &dcida tal como pero no limitada a un &acido
carboxilico, zwitteriones pueden formarse y se incluyen dentro

del término ‘“sales” como se usa en la presente. Sales

farmacéuticamente aceptables (esto es, fisioldgicamente

aceptables, no toxicas) son preferidas, aungue otras‘ sales
también son utiles, por ejemplo, en etapas de aislamiento o
purificacidn laé cuales pueden emplearse durante la
preparacidén. Las sales de los compuestos de la férmula (I)

pueden formarse, por ejemplo, al hacer reaccionar un compuesto
de la fdérmula (I) con una cantidad de acido o base, tal como
una cantidad equivalente, en un medio tal comc uno en el cual
los precipitados de sal o en un medio acuoso seguido por
liofilizacién.

Los compuestos de la fdérmula (I) que contienen una
porcidn basica, tal como pero no ;iiﬁitado a una amina, un
grupo guanidinilo, o un anillo piridilo o imidazolilo, pueden
formar sales <con una variedad de acidos organicos e
inorgédnicos. Las sales de adicidén acida ejemplares incluyen
acetatos (tales como aguellos formados con 4&cido acético o
dcido trihaloacético, por ejemplo, acido trifluoroacético},
adipatos, alginatos, ascorbatos, aspartatos, benzoatos,
bencensulfonatos, bisulfatces, boratos, butiratos, citratos,

canforatos, canforsulfonatos, ciclopentanpropionatos,

digluconatos, dodecilsulfatos, etansulfonatos, fumaratos,

mr :
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glucoheptanoatos, glicerofosfatos, hemisulfatos, heptanoatos,
hexanoatos, clorohidratos, bromohidratos, yodohidratos,
hidroxietansulfonatos (por ejemplo, 2-hidroxietansulfonatos),

lactatos, maleatos, metansulfonatos, naftalensulfonatos (por

ejemplo, = 2-naftalensulfonatos), f nicotinatos, nitratos,
oxalatos, pectinatos, persulfatos, fenilpropionatcs {por
ejemplo, 3-fenilpropionatos), fosfatos, picrateos, pivalatos,

propionatos, salicilatos, succinatos, sulfatos (tales como
aquellos formadbs con Acido sulfurico), sulfonatos (tales como
aquellos mencionaos en la presente), tartratos, tiocianatos,
toluensulfonatos tales como tosilatos, undecancatos, vy 1los
similares.

Los compuestos de 1la férmulé (I) Qque contienen una
porcién é&cida, tal como pero no limitado a un acido
carboxilico, puede formar sales con una variedad de bases
orgadnicas e inorgdnicas. Las sales bdsicas ejemplares incluyen
sales de amonio; sales de metal alcalino tales como sodio,

|

litio, y sales de potasio; sales de metal alcalinotérreo tales

como sales de calcio y magnesio; sales con bases orgdnicas

(por ejemplo, aminas orgdnicas) tales  como benzatinas,
diciclohexilaminas, hidrabaminas {formadas con N, N-
bis(deshidroabietil)etilendiamina), N-metil-D-glucaminas, N-

‘metil-D-glicamidas, t-butil aminas; y sales con amino&cidos

tales come arginina, lisina, y los similares. Los grupos dgue

contienen nitrdégeno bédsico pueden cuaternizarse con agentes
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etilo, propilo y cloruro de butilb, bromuros, y yoduros),
sulfatos de dialquilo (por ejemplo sulfatos de dimetilo,
dietilo, dibutilo, y diamilo), haluros de cadena larga ({por
ejemplo clcoruros, bromuros y yoduros de decile, laurilo,
miristilo, vy estearilo), haluros de aralquiio .(pér ejemplo
bromuros de bencilo y fenetilo), vy ofros.

Los solvatos de los compuestos de la invencidn también se
contemplan en la presente. Los solvatos de los compuestos de
la férmula (I) incluyen, por ejemplo, hidratoes.

Todos los estereisémeros de los compuestos presentes (por
ejemplo, aquellos los cuales pueden existir debido a carbonos
asimétricos en diversos substituyentes), incluyendo formas
enantioméricas y formas diasfereoméricas, se contemplan dentro
del alcance de esta invencién. Los esteroisdmeros individuales
de los compuestos de la invencidédn pueden, por ejemplo, ser
substancialmente libre de otros isdmeros (por ejemplo, como un
isdémero optico puro o substancialmente purc que tiene una
actividad especifica), o puede mezElarse, por ejemplo, como
racematos o con todos los otros, u otros sele¢cionados,
esterecisOmeros. Los centros quirales de la presente invencidén
pueden tener la ;onfiguracién S o R como se define por las
recomendaciones IUPAC 1974. Las formas racémicas pueden
resolverse por métodos fisicos, tales éomo, por ejemplo,

cristalizacién fraccional, separacidén o cristalizacidn de
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derivados diastereoméricos, o separacidén por cromatografia de
columna quiral. Los 1sdmeros Opticos individuales pueden
obtenerse de procesos }estereoespécificos, en donde los
materiales de partida y/o intermediarios se seleccionan que
tiene una estereoguimica correspondiente con aquella para los
productos finales, y la estereoquimica se mantiene a lo largo
de las reacciones, vy/0 los isdmeros pueden obtenerse de
racematos por cualgquier método édecuado, incluyendo sin
limitacidn, métodos convencionales, tales como, por ejamplo, formacidn
de sal con un acido dpticamente activo seguido por cristalizacidn.
Todos los isdmeros configuracionales de los compuestos de
la presente invencidén se contemplan, ya sea en mezcla, 0 en
forma pura o substancialmente pura. Como puede apreciarse, la
configuracidn preferida puede ser una funcidn del compuesto
particular 3% la actividad deseada. Los isémeros
configuracionales pueden prepararse por los procesos descritos
en la presente, el cual puede ser esterecselectivo. En otras
palabras, una estereoquimica deseada para 1los compuestos
finales pueden realizarse al usar materiales de partida que
tienen la estereoquimica deseada jcorrespondiente, y - luego
mantener la estereoselectividad a lo largo del proceso de
preparacidn. Alternativamente, los compuestos pueden
prepararse como racematos o diasteredmeros, vy luego la
estereoquimica deseada puede alcanzarse por ﬁedio de

separacidén de isdmeros configuracionales 1los cuales pueden
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alcanzarse por cualquier método adecuado conocido en el campo,
por ejemplo, tal como cromatografia de columna.

A lo largo de la especificaciédn, los grupos vy
substituyentes de los mismos pueden elegirse para proporcionar
porciones y compuestos estables utiles como compuestos
farmacéuticamente aceptables vy/o compuestos intermediarios
utiles para hacer compuestos farmacéuticamente aceptables. Una
persona experimentada en el campo apreciard selecciones
adecuadas para variables para realizar compuestos estables.

Las modalidades indicadas en la presente como ejemplares
o preferidas se pretenden para ilustrarse y no se limitan.

Otras modalidades de la invencidn aparentaran para una
persona experimehtada en el campo tales como, por ejemplo,
combinaciones consideradas de las modalidades referidas
arriba, y se contemplan como cubiertas dentro del alcance de

la presente invencidn.

Utilidad

Los compuestos conjugados de la presente invencidn son
utiles para administrar agentes que estabilizan los
microtubulos deriyados de epotilona para tumores que expresan
un receptor de folato. Son ﬁtileséen el tratamiento de una
variedad de cénceres y otras enfermedades prcliferativas,

particularmente aquellos cénceres caracterizados por células

cancerigenas © tumores que expresan el receptor de folato. El
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término “condicidén asociada con el receptor de folato” como se
usa en la presénte comprende enfermedades o trastornos
caracterizados por la expresidén del recéptor de folato, o en
otras palabras, aquellas enfermedades o trastornos pueden
diagnosticarse o -tratarse con base en el.nivel de expresidn
del receptor de folato en tejido enfermo comparado con el
tejido normal.

Como un ejemplo no limitativo, tales cdanceres asociados
con el receptor de folato incluyen cancer de ovario y canceres
de la piel, mama, pulmén, colén, nariz, garganta, gléndula
mamaria, higado, rifiédn, Dbazo, y/o0 cerebro; mesoteliomas,
adenoma pituitaria, cadncer cervical, carcinoma de célula renal
u otro cancer renal, carcinoma de plexo coroide, Yy tumores
epiteliales (ver, Asok, Antony, “Folate Receptors: Reflections
on a Personal Odyssey and a Perspective on Unfolding Truth,”
Advanced Drug Delivery Reviews 56 (2004) en 1059-66).

Adicionalmente, el uso de un antiestrdgeno (tales como
tamoxifen, ICI 182, 780), puede ser.efectivo para incrementar
la expresidén FR en ciertas células cancerigenas o© tipos de
tumor para aumentar las ventajas obtenidas para administrar
los compuestos conjugados de la invencidn a paciente, y/o para
aumentar las diversas enfermedades o‘tipos de tumor que pueden
tratarse con 1los compuestos conjﬁgados de acuerdo a la
invencidn.

Por ejemplo, las enfermedades que pueden tratarse con los
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compuestos conjugados de esta invencidn, y/o0 una terapia de
combinacidon que comprende los compuestos conjugados de esta
invencién en combinacidén con un antiestrégeno, puede incluir
ademas, sin limitaciénh lo siguiente

- carcinomas incluvendo aquellos enlistados arriba v/o

tal como vejiga, pancreas, estdémago, tiroides, Yy
prostata;
- tumores hematopoyéticos de linea linfoide,

incluyendo leucemias tales como leucemia linfocitica
aguda y leucemia linfobldstica aguda, y linfomas, tales
como linfoma_de célula B, linfoma de célula T, linfoma de
Hodgkin, linfoma no hodgkiniano, 1linfoma de célula
vellosa, y linfoma de Burkitts;

- tumores hematopoyéticos de linea de mieloide,
incluyendo leucemias mielogenas agudas vy qrénicas vy
leucemia promielociticaj;

- tumores del sistema nervioso central y periférico,

incluyendo astrocitoma, neuroblastoma, glioma, Y
schwannomas;
- tumores de origen mesengquimal, incluyendo

fibreosarcoma, rabdomiosarcoma, y ostecsarcoma; y

- otros tumores, incluyendo melanoma, xeroderma
pigmentoso, seminoma, gqueratoacantoma, cancer folicular
de la tiroide, y teratocarcinoma.

Los compuestos conjugados de la presente invencidn son
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Utiles para tratar pacientes como ée han tratado previamente
para céncer, asi comoc aquellos que no se han tratado
previamente para cancer. Los métodos y composiciones de esta
invencidn pueden‘usarée en tratamientos de cdncer de primera
linea vy segunda linea. Adicicnalmente, los compuestos
conjugados de la férmula I pueden ser \Utiles para el
tratamiento refractario o resistente a cdanceres.

Los compuestos conjugados de la presente invencidn
también pueden ser uUtiles en el tratamiento de otras
condiciones con respuesta a agentes que estabilizan los
microtiubulos administrados por medio del receptor de folato,
incluyendo pero nc se limitan a} artritis, especialmente
artritis inflamatoria y otras gondiciones inflamatorias
mediadas por macrofagos- activados, y trastornos del sistema
nerviosoc central tal como enfermedad de Alzheimer.

Adicionalmente, los compuestos conjugados de la presente
invencién pueden administrarse en combinacidén con otros
agentes anticancerigenas y citotdxicos y tratamientos utiles
en el tratamiento de céncer y otras enfermedades
proliferativas. En el tratamiento dg cédncer, una combinacidn
de los compuestoé de la invencidn actual y uno o mas agentes
adicionales y/u otros tratamientos pueden ser ventajosos. El
segundo agente puede tener el mismo o diferente mecanismo de
accidn que los compuestos de la férmula (I). Especialmente las

combinaciones de farmaco citotdxicas y anti-cancer son utiles
>,

&
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en donde el segundo farmaco elegido actia en una manera
diferente o fase diferente del cile'celular que la porcidn de
farmaco activa de los compuestos fbresentes de la presente
invenciédn.

Los ejemplos de las clases de agentes citotdxicos vy
anticancerigenos incluyen, pero no se limitan 'a, agentes
algquilantes, tales como mostazas de nitrdégenc, sulfonatos de
alquilo, nitrosoureas, etileniminas, Y triazenos;
antimetabolitos, tales como antagonistas de folato, andlogos
de purina, b >anélogos de pirimidina; antibidticos o
anticuerpos, tales como anticuerpos monoclonales; enzimas;

inhibidores de transferasa de 1la proteina de farnesilo;

agentes hormonales, tales como glucocorticoides,
estrégenos/antiestrégenos, andrégenos/antiandrdégenos,
progestinas, y anatagonistas que liberan la  hormona

luteinizada; agente de disruptor de microtuibulos, tales como
ecteinascidinas o sus andlogos vy derivados; agentes gue
estabilizan 1los microtﬁbulos; productos derivados de plantas,
tales como alcaloides wvinca, epipodofilotoxinas, vy taxanos;
inhibidores de topoisomerasa; inhibidores de transferasa de la
proteina de prenilo; complejos de coordinacidén de platino;
inhibidores de cinasa incluyendo inhibidores de cinasa
miltiple y/o inhibidores de cinasa Src o Src/abl; inhibidores
de transduccidén de sefial; y otros agentes usados como agentes

anticancerigenos y citotdxicos tales como modificadores de
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respuesta bioldgica, factores de crecimiento, y moduladores
inmunes. Los compuestos conjugados de la fdérmula I también
pueden usarse en conjunto con terap#g de radiacidn.

Los ejemplos adicionales de aééntes anticancerigenos que
pueden usarse en combinacidén con los compuestos de la invencidn
incluyen el inhibidor de 1la <c¢inasa Src, ‘N-(2~cloro-6-
metilfenil)-2-[[6-[4- (2-hidroxietil)-1-piperazinil]-2-metil-4-
pirimidinil]amino]-5-tiazolcarboxamida, Y otros compuestos
descritos en la Patente de EUA No. 6,596,746 vy Solicitud de
Patente de EUA No. de serie 11/051,208, presentada el 4 de
febrero de 2005, incorpcorado en 1la: presente para referencia;
ixabepilona, un andlogo de aza-epotilona B, y/u otros andlogos
de epotilona descritos en la patente de EUA No. 6,605,599, US
6,262,094, US 6,288,237, US 6,291,684, US 6,359,140, US
6,365,749, US 6,380,395, US 6,399,638, US 6,498,257, US
6,518,421, US 6,576,651, US 6,593,115, US 6,613,912, US
6,624,310, Solicitud de EUA 2003/0060623, publicada en marzo de
2003; Patente Alemana No. 4138042.8; WO 97/19086, WO 98/22461,
WO 98/25929, wo' 98/38192, WwWQ 99/01124, WO 99/02224, WG
99/02514, WO 99/63848, WO 99/07692, WO 99,/27890, WO .99/28324,
WO 99/43653, WO 99/54330, WO 99/54318, WO 98/54319, WO
99/65913, WO 28%9/67252, WO 99/67253, WO 00/00485, US2004/0053910
y US2004/0152708; inhibidores de cingsa dependientes de ciclina
encontrados en WO 99/24416 (ver también Patente de EUA No.

6,040,321); inhibidcres de transferasa de la proteina de

[* <8
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prenilo encontrados en WO 97/30992 y WO 98/54966; agentes de
transferasa de la proteina de farnesilo descritos en la patente
de EUA No. 6,011,029; anticuerpos CTLA-4 descritos en la
publicacién PCT no. W001/14424, y/o un anticuerpo CTLA-4
descrito en la publicacién PCT no. WO 00/37504 tales como, por
ejemplo, el antiquerpo conocido como CP-675206 (ticilimunab)
ORENCIA®; MDX-010; wvinflunina (Javlor™) y Erbitux (cetixumamb).

Otros agentes potencialmente utiles en combinacidén con
compuestos de la presente invencidén pueden incluir paclitaxel
(TAXOL®) , docetaxel (TAXOTERE®) agentes misceldneos tales
como, hidroxiurea, procarbazina, mitotano, hexametilmelamina,
cisplatina y carboplatina; Avastina; y Herceptina.

Los compuestos de la presente invencidn también pueden
formularse o co-administrarse con otros agentes terapéuticos
gque se seleccionan para su utilidad particular en administrar
terapias asocliadas con las condiciones antes mencionadas. Por
ejemplo, los compuestos de la invengién pueden formularse con
agente para prevenir ndusea, hipefsensibilidad e irritacidén
gastrica, tales como antieméticos, y antihistaminicos H; y Hs.

Los otros agentes terapéuticos anteriores, cuando se
emplean en combinacidén con los compuestbs de la presente
invencidn, pueden usarse, por ejemplo, en agquellas cantidades
indicadas en 1la Physicians’ Desk Reference (PDR) 0 como se
determina de otra manera por alguien de experiencia ordinaria

en la técnica.

7
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Los compuestos de la presente invencién pueden
administrarse por cualesquiera de los usos descritos en 1la
presente por cualquier medio adecuado, por ejemplo,
parenteralmente, tales como inyeccidn subcutdnea, intravenosa,
intramuscular, o© intrasternal o técnicas de infusidén (por
ejemplo, como soluciones o suspens;pnes acuosas 0 no acuosas

s

inyectables estériles), y/o0 en formulaciones de dosis unitaria
que contienen vehiculos o} diluyentes no téxicos,
farmacéuticamente aceptables. Los compuestos actuales pueden,
por ejemplo, administrarse en una forma adecuada la liberacidn
extendida o liberacidn inmediata. La liberacidn extendida o
liberacién inmediata pueden realizarse por el uso de
composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden 1los
compuestos presentes, o0, particularmente en el «caso de
liberacidn extendida, por el usc de dispositivos tales como
implantes subcutdneos o bombas osméticas.

Las composiciones ejemplares para administracidn
parenteral incluyen soluciones o suspensiones inyectables las
cuales pueden coﬁtener, por ejemplé, diluyentes o solventes
parenteralmente aceptables, no tdxicos adecuados, tales como
manitol, 1,3-butanodiol, agua, solucién de Ringer, una
solucidn de cloruro de sodic isotdnico (0.9% de inyeccidn de
cloruro de sodio [solucidén salina normal] o 5% de inveccidn de
dextrosa), u otros agentes de dispersidn o humectantes o de

suspensidén, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos, vy

-1
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dcidos grasos. Las composiciones y/o métodos farmacéuticamente
aceptables de compuestos de administracidn de la invencién
pueden incluir el uso de co-solventes incluyendo, pero no
limitado a etanol, N,N dimetilacetamida, propilen glicol,
glicerol y polietilen glicoles, por ejemplo, polietilen glicol
300 y/o polietilen glicol 400, puede comprender el uso de
tensoactivos (agente activo de superficie farmacéuticamente
aceptable que puede usarse para incéémentar las propiedades de
extensidén o humectantes del compuestc al reducir su tensidn de
superficie), incluyendo sin limitacidn, CREMOPHOR®, SCLUTOL HS
15%, pclisorbato 80, polisorbato 20, poloxamero, pirrolidonas
tales como N-alquilpirrolidona (por ejemplo, N-
metilpirrolidona) y/0o polivinilpirrolidona; también puede
comprender el uso de uno o mas “amortiguadores” (por ejemplo,
un ingrediente el cual imparte una capacidad para resistir un
cambio en la acidez o alcalinidad de un medio hasta la adicidn
de incrementos de un 4cide o©  Dbase), incluyendo, sin
limitacidén, fosfato de sodio, citrato de sodio, dietanolamina,

trietanolamina, L-arginina, L-lisina, L-histidina, L-alanina,

glicina, carbonato de sodio; trometamina (a/k/a
tris[hidroximetil]aminometano o Tris), vy/o mezclas de los
mismos.

La cantidad efectiva del compuesto de 1la presente

invencidén puede determinarse por una persona ordinaria en la
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técnica, e incluyen cantidades de dosis ejemplares para un
adulto humano desde alrededor de 0.01-10 mg/kg de peso
corporal del compuesto activo por dia, el cual puede
administrarse en una dosis sencilla o en la forma de dosis
divididas individuales, tales como desde 1 hasta 4 veces por
dia. Un rango preferido incluyen una dosis de alrededor de
0.02 hasta 5 mg/kg de peso corporal, con un rangoc de
alrededor de 0.05-0.3, son mas preferidos. Se entenderda que
el nivel de dosis especifico y ﬁrecuencia de dosis para

cualquier sujeto particular puede variarse y dependerd de

una variedad de factores incluyendo la actividad del
compuesto especifico empleado, la estabilidad metabdlica f
longitud de accidn tal compuesto, la especie, edad, peso
corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto, el modo vy
el tiempo de administracidén, la relacidén de excrecidn, la
combinacién de farmaco, vy la severidad de la condicidn
particular. Los sujetos preferidos' para el tratamiento
incluyen animales, mds preferiblemente especies mamiferas
tales como humanos, y animales domésticos tales como perros,
gatos y los similares, se someten a condiciones asociadas
con la estabilizacidén de los microtubulos,

Los compuestos de la presenﬁe invencidén, tales como
compuestos descritcs en uno o mas de 1cs siguientes ejemplos,
se han probado en wunc o mas de los ensayos descritos a

continuacidén y/o ensayos conocidos en el campeo, y demuestran
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microtibulos.

Ensayo de sobrevivencia de células clonogénicas

Las células cancerigenas se sembraron en 3.0E+05
células en un matraz T75 con 10 ml de medio RPMI1640, libre
de acido fdélico, y que contiene 10% de suero de bovino fetal
y 25 mM HEPES. Las células se hicieron c¢recer en un
incubador a 37°C que contiene 5% de CO; durante 2 dias. En
el dia 2, los sobrenadantes se remqvieron de los matraces, vy

{

los matraces se dividieron en 2 grupos. Un grupo de células
se incubaron con 5 ml de medid que contiene 100 M de A&acido
félico {Sigma) durante 30 minutos y los otros se hicieron
crecer en 5 ml de medio sin agregar &acido fdélico. Luego las
células se trataron con 20 nM de epotilona, andlogo de
epotilona, epotilona conjugada, o analoge de epotilona
conjugado durante una hora. Al final de la incubaciédn, 1los
farmacos se removieron de los matraces y las c¢élulas se
lavaron con solucidn amortiguadora de PBS 3x. Después del
lavado, 5 ml de medios completos se égregaron en cada
matraz, y la célula se hizo crecer en el incubador CO;
durante 23 horas. La mafiana siguiente, las células se
removieron de los matraces por trﬁpsinizacién, los numeros
de células se determinaron, y luego las células se colocaron

en una placa de 6 pozos. Diez dias después de colocarse en
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las placas, las colonias se tifieron con violeta cristal y se

contaron. Las fracciones sobrevivientes se determinaron.

Ensayo de proliferacidn/citotoxicidad MTS in vitro

La citotoxicidad in vitro se evalué en células
necplasicas usando un ensayo colorimétrico con base en
tetrazolio el cual toma ventaja de la conversidén metabdélica de
MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfenil)-2H-tetrazolic, sal interna) para una forma reducida
que absorbe luz a 492 nm. Las células se sembraron 24 hr antes
de la adicidén de la epotilona, andlogo de epotilona, epotilona
conjugada, o© ahélogo de epotilona - conjugada. Después de 72
horas de incubacidn a 37°C con el compuesto diluido en serie,
MTS, en combinacién con el electrdn que acopla al agente de
metosulfato de fenazina, se agregd a las células. La
incubacidén se continué durante 3 horas, luego la absorbancia
del medic a 492 nm se midié con un espectrofotometro para
obtener el numero de células sobrevivientes con relacién a las
poblaciones de control. Los resultados se expresan Ccomo

concentraciones citctdxicas medias (valores ICsq) -

Ensayo del Receptor de Folato
Todos los procedimientos de preparacidén de muestra
usados para el ensayc FR se llevaron a cabo a 42C. Las

muestras de tejido se homogeneizaron en solucidn
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amortiguadora de homogeneizacidén (10mM Tris, pH 8.0, 0.02

mg/ml cada una de leupeptina y aprotinina; 1 ml de solucidn

amortiguadora/50mg de tejido) wusando wun homogeneizador
PowerGen 125. Los desechos grandes se removieron por
centrifugaciéh suave (3000 X g durante 15 min). Los
granulados de membrana luego se recolectaron por

centrifugacidén a 40,000 X g durante 60 min y se volvieron a
suspender en solucidén amortiguadora de solubilizacidén (50mM
de Tris, pH 7.4, 150mM de Naci, 25mM de n-octil-B-D-
glucopiranosido, SmM de EDTA, y 0.02% de azida de sodio). El
material insoluble se removid por una segunda centrifugaciédn
40,000 X g 60 min, y la concentracidn de proteina total de
los sobrenadantes se determind por el método de acido
bicinconinico (BCA) (Pierce Chemical). Cada muestra luego se
diluyd a 0.25 mg/ml en solucidn amortiguadora de
solubilizacidn, y 100 pul se colocd dentro de cada unc de los
dos microconcentradores Microcon-30 (30,000-MwW corte
completo, Millipore). Las muestras luego se centrifugaron a
14,000 X g durante 10 min a temperatura ambiente para pasar
todo el 1ligquido a través de la membrana. Asi como para
retener los FRs solubilizados en la superficie de la
membrana ae microconcentrador. Se nota que todas las etapas
de centrifugacidén postericres se llevaron a cabo usando
estos mismps pardametros. Luego 55 pl de 30 mM de solucidn

amortiguadora de acetato (pH 3.0) se agregé a cada

w
03
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microconcentrador, seguido por una etapa de centrifugacién.
Después, 55 ul de soluciédn amortiguadora salina de fosfato
(PBS) se dosificd en cada micro&oncentrador, seguido por
otra centrifugacidén. Luego 50 ul de reactivo gque enlaza el
dcido [°H]fdélico (120 nM 4&cido [*H]félico (Amersham) en 10
mM de NazPO4s, 1.8 mM de KH;PO4, pH 7.4, gque contiene 500 mM

de NacCl, 2.7 mM de XC1, y 25 mM de n-octil-B-D-
glucopiranoside) o 50 ul de un reactivo competente (reactivo
enlazado plus 120 pM de acido félico no etiquetado) se
agregé a los concentradores apropiados. Después de una
incubacidn de. 20-min a temperatura ambiente, los
concentradores se lavaron/centrifugaron tres veces con 75 ul
50 mM n-octil-p-D-glucopiranoside, 0.7M de NaCl en PBS, pH
7.4. Después del lavado final, lqs productos de retencidn
que contienen los FRs solubilizados se recuperaron de la
superficie de membrana de los microconcentradores por dos
enjuagues con 100 pl de PBS gue contiene 4% de Triton X-100.
Las muestras luego se contaron en un contador de
escintilacidén liguido (Packard Bioscience). Los valores
contados por minuto (cpm) se convirtieron a picomoles de FR
con base en el cpm de un estandar conocido, y los resultados
finales se normalizaron con respecto a la muestra de

contenido de proteina.
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Animales y Tumores

Ratones hembra CD2F1 (Harlan Sprague-Dawley Inc., 20-22
g) mantenidas en un ambiente controlado y proporcionado con
agua vy alimento ad libitum se usafon en estos estudios. E1
carcinoma de pulmén FRa{-) Madison 109 (M109) de murino (Marks
et al., 1977) y la variante (FRa(+)) 98M109 que expresa FRa se
usé para evaluar la eficacia de la epotilona, andlogo de
epotilona (por ejemplo, derivado de epotilona), conjugados de
folato-epotilona, o conjugado de andlogo de folato-epotilcna.
Ademdas, el crecimiento KB de carcinoma epidermcide de cabeza y
cuello humano en ratones agénicos sin atimicos pelo también se

usa para este propdsito.

Evaluacién de 1la Eficacia Antitumoral y Tratamiento con
Farmacos

Para la administracidén de epotilonas o andlogos de
epotilonas a ratones, un excipiente que consiste de 1lo
siguiente se usé: CREMOFOR®/etanol/agua (1:1:8, wv/v). Los
compuestos primero se disolvieron en una mezcla de
CREMOFOR®/etanol (50:50). La dilucién final a la resistencia
de dosis requerida se hizo en ménos de 1 hr antes de 1la
administracidén del férmaco. A los ratones se les administraron
los agentes por inyeccidn de bolo IV a través de la vena de la
cola. Los conjugados de folato-epotilona o conjugados de

andlogec de folato-epotilona se prepararon en solucidn
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amortiguadora salina de fosfato eétéril Yy se administran a
ratones por inyeccidén de bolo IV a través de la vena de la
cola a un volumen de 0.01 mL/g de ratén. El tratamiento de
cada animal se basd en el peso corporal individual.

El numero requerido de animaleg necesarios para detectar
una respuesta importante se aérupé al principio del
experimento y a cada uno se le da una inoculacidn subcutdnea
de un tumor brei (2% p/v). Los tumores se permitieron crecer
durante 4 dias. En el cuartc dia, los animales se
distribuyeron igualmente a diversos tratamientos y grupos de
control. Los animales tratados se verificaron diariamente para
el tratamiento relacionado con la toxicidad/mortalidad. Cada
grupo de animales se pesaron antes de iniciar el tratamiento
(Wtl) vy luego nuevamente después de la ultima dosis de
tratamiento (Wt2). La diferencia en peso corporal (Wt2-wtl)
proporciona una medida de toxicidad relacionada con el
tratamiento.

La respuesta tumoral se determiné por la medicidén de los
tumores con un calibrador dos veces a la semana, hasta que los
tumores alcanzaron un tamafio “objetivo” predeterminade de 1

gm. Los pesos del tumor {(mg) se estimaron de la férmula:
Peso de tumor = (longitud x ancho?) + 2

La actividad antitumoral se evaluo en la dosis tolerada
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méxima (MTD) la cual se define como el nivel de dosis
inmediatamente débajo de tal toxicfdad excesiva (esto es méas
de una muerte) ocurrida. Cuando la muerte ocurre, el dia de
la muerte se registra. Los ratones tratados gue mueren
previo a hacer gue sus tumores alcancen su tamafio objetivo
se consideraron por tenef muerte de toxicidad por farmaco.
Ningunos ratones de control muerenibortando tumores de menor
tamafio objetivo. Los grupos de tratamiento con mas de una
muerte provocada por toxicidad de farmaco se consideraron

para tener tratamientos excesivamente tdéxicos y sus datos no
se incluyeron enlla evaluacién de una Eficacia Antitumoral
en el compuesto.

El punto final de la respuesta tumoral se expresé en
términos de retardar el crecimiento del tumor (valor T-C),
definido como la diferencia en tiempo (dias) requeridos para
el tratamiento de tumores (T) para alcanzar un tamafio objetive
predeterminado comparado con aquellos del grupo de control
(C).

Para exterminar la célula de ﬁumor estimada, el volumen

del tumor en doble tiempo (TVDT) primerc se calculd con la

férmula:
TVDT = tiempo medio (dias) para tumores de control para
alcanzar el tamafioc objetivo - tiempo medio (dias) para

tumores de control para alcanzar la mitad del tamaflo

b
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objetivo
Y,
exterminacidén de célula Log = T-C + (3.32 x TVDT)
Evaluaciones estadisticas de los datos se llevaron a cabo

usando la prueba Wilcoxon generalizada de Gehan.

Abreviaturas

Las siguientes abreviaturas se usan en los esquemas de
reaccidén de reaccidn y ejemplos en la presente para facil
referencia:

CBZ-0Su = N- (Benciloxicarboniloxi)succinimida

DCM = diclordmetano

DEA = dietilamina

DIAD = diisopropil azodicarboxilato

DIPEA = diisopropiletilamina

DMA = dimetilamina |

DMF = dimetil formamida

DMSO = dimetilsufdxido

EDC = clorohidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida

EtOH = etanol

EtOAc = acetato de etilo

HOBL n-hidroxi benzotriazol

HPLC = cromatografia liquida de alta resolucidén

iPr-OH or IPA = alcohol isopropilico
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LC/MS = cromatografia liquida/espectro de masas
LDA = diisopropilamida de litio

MeOH = metanol

OTES = o-trietilsililo;

OMs = mesilato;

Ph = fenilo

Pd/C = paladio en carbono

PyBOP =

Py = piridilo

TA = temperatura ambiente
Sat = saturado

THF = tetrahidrofurano

TFA = acido trifluorocacético

CCD cromatografia de capa delgada
TESCL = clorotrietilsilano

UV = ultravioleta.

Métodos de Preparacién

Los compuestos de la presente invencién pueden
prepararse generalmente de acuerdo a los siguientes
esquemas de reaccidn y al conocimiento de alguien experto
en la técnica, y/0 usando métodos establecidos en las
Patentes de EUA Nos. 6,605,599; 6,831,090; 6,800,653;
6,291,684; 6,719,540, Publicacidn de Solicitud de Patente

EUA No. 2005/0002942 v Organic Letters, 2001, 3, 2693-
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2696, las descripciones de las cuales se incorporan en la
presente para referencia y/o en los ejemplos como sigue.
Come se muestra en el esquema de reaccidén 1, un
compuesto de la fdérmula X puede prepararse de un compuesto
de la férmula II. Los compuestos de fdérmula II pueden
obtenerse por fetrmentacidn (ver, por ejemplo Gerth et al.,
"Studies on the Biosynthesis of Epothilones: The
Biosynthetic Origin of the Carbon Skeleton," Journal of

Antibiotics, Vol. 53, No. 12 (Dic. 2000), and Hofle et

al., “Epothilone A and B- Novel l6-Membered Macrolides:
Isolation, Crystal Structure, * and Conformation in
Solution”, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., Vol. 35, NO.

13/14, 1567-1569 (1996), las descripciones de las cuales
se 1incorporan en la presente para referencia) 0 por
sintesis total (ver, por ejemplo Vite et al. Patentes de
EUA Nos. 6,605,599; 6,242,469; 6,867,333, Publicacidén de
Solicitud de Patente de EUA No. 2006/004065; y Johnson et
al. Organic Letters 2000, 2:1537-40, las descripciones de
las cuales se inéorporan en la presente para referencia en
su totalidad). Por ejemplc un compuesto de la fdérmula II
donde Ry, Ri, Ry, Rs, y Ri2 son metilo, B; es hidroxilo, R;
vy Rg son hidrdgenoc, y R; es 2-metiltiazol-4-ilo se refiere
como epotilona A Yy puede obtengrse de fermentacidn de
sorangium cellulosum como se hace referencia arriba. Un

compuesto de la fdérmula II puede convertirse a un
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compuesto de la férmula III donde P es un grupo protector
de sililo tales como trietilsililo, t-butildimetilsililo,
t-butildifenilsililo, triisopropilsililo, y los similares
(ver, por ejemplo, Greene et al., “Protective groups in
Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, 1Inc.). Por
ejemplo, un compuesto de la fdérmula III donde P es
trietilsililo puede prepararse por el tratamiento de un
compuesto de la férmula II con clorotrietilsilano en
presencia de una base Hunig. En el caso donde B; es
hidroxilo en el compuesto de la férmula II, luego B,
deberd también convertirse al éter sililo correspondiente.

Una halohidrina de la férmula IV (¥ es Cl, Br, o I) puede

. prepararse de un compuesto de la férmula III por el

tratamiento con una sal de haluro de metal por métodos
conocidos en 1la técnica. Por ejemplo, la abertura de
epdxido usando eterato de Dbromuro de magnesio a
temperatura inferior (-20 hasta -5°C) puede proporcionar
halohidrinas diastereoméricas, donde Y es Dbromo. Un
compuesto de la fdérmula V puede prepararse de un compuesto
de la fdérmula IV por desplazamieﬁto del haldégeno usando,
por ejemplo, azida de sodio en un solvente peclar tal como
dimetilformamida. Una perscona de experiencia ordinaria
reconocerda que la estereoquimica a C;; como se detalla en
el Esqgquema de reaccidén I no ereré construirse como

limitante, pero en vez de ejemplar. Si se desea, la
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inversidén de la esterecquimica en la posicidn C;; puede
alcanzarsé siguiendo el protocolo Mitsuncbu el cual‘bien
se establece en la técnica. Por ejemplo, el tratamiento de
un compuesto de la fdérmula V con &cido p-nitrobenzoico,
dietilazodicarboxilato, y trifenilfosfina proporciona
el éster de nitrobenzoato c¢orrespondiente, el cual
luego puede desdoblarse por hidrdlisis de éster suave
usando, por ejemplo, soluciones metabdlicas de
amoniaco para proporcionar un compuesto de la fdérmula
VIiI. Nuevamente, la estereoquimica para C;; como se
detalla para el compuesto VI no es limitante, y se

detalla como tal para mostrar gque el tratamiento del

compuesto v como se describe invertira la
estereoquimica en tal posicién. Alternativamente,
otros dcidos - orgédnicos, azodicarboxilatos, Yy
organofosfinas pueden usarse para efectuar la

inversidén Mitsqnuobu. Un compuesto de la fdérmula VII
donde 0G es un grupo de partida tales como mesilato,
tosilato, nosilato, triflato y los similares pueden
prepararse de un compuesto de la férmula VI por
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el
tratamiento de VI con cloruro de metansulfonilo vy
trietilamina en un solvente orgdnico adecuado tal como
diclorometano proporciona un compuesto de la férmula

VII donde 0OG es mesilato. Un compuesto de la foérmula
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VIII puede prepararse de un cdmpuesto de la férmula
VII por reduccidén del grupo azida con un reactivo
reductor tal como una organgfosfina (por ejemplo,
trimetilfosfina). Alternativamente, un compuesto de la
férmula VIII puede prepararse directamente de un
compuesto de la fdérmula VI usando un agente reductor
de organofosfina tal como trifenilfosfina. Un
compuesto de la fdérmula IX puede prepararse de un
compuesto de la férmula VIII por métodos conocidos en
la técnica (ver, por ejemplo, Regueiro-Ren et al.,
Patente de EUA 6,800,653; and Regueiro-Ren et al.,
Organic Letters, 2001, 3, 2693-2696). Por ejemplo, un
compuesto de .1a férmula IX donde H-K-A- es 2-
hidroxietilo éuede prepararse de un compuesto de 1la
férmula VIII por alquilaciénf‘del anillo aziridina
usando, por ejemplo, exceso de 2-bromoetanol vy una
base tal como carbonato de potasio. Un compuesto de la
férmula X puede prepararse de un compuesto de 1la
férmula. IX ﬁor la eliminacién de los grupos

protectores de éter de sililo usando métodos conccidos

en 1la técnica (ver, por ejemplo, Greene et al.,
“Protective groups 1in Organic Synthesis”, John Wiley
and Sons, Inc.). Por ejemplo, cuando P es

trietilsililo, el tratamiento de un compuesto de la

fédrmula IX con acido trifluorocacético en diclorometano
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efectua la desproteccidn para proporcionar un

compuestc de la fdérmula X.

ESQUEMA DE REACCION 1

5
10
e
YI V1l
H-K—A
HN_ e WA
15 Rz Ryz
R orP Ria oP
" R|R2R5 Ry - R‘RzRf’ Ry e
o R © Ry
8, 0 o B 0 °
v 1X ' X

El andlogo o derivado de folato V y el enlazador
divalente T-Q del compuesto de la férmula T pueden

20 ensamblarse usando métodos conocidos en la técnica,
especialmente en el caso donde V es acido fdlico o un
andlogo de &cido fdlico, como se describe, por
ejemplo, por Jackson, et al., Advanced Drug Delivery
Rev. 56(2004) 1111-1125, la descripcidén de la cual se

25 incorpora en la presente para referencia, y T-Q es un
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peéeptido. Por ejemplo, el folato de peptidilo XI puede
prepararse como se muestra en el Esguema de reaccidn
2. El acoplamiento péptido secuencial de una resina
de poliestireno cargada con cisteina con aspartato
protegido con Fmocg, arginina, aspartato, y luego
glutamato puedé efectuarse usando PyBOP como agente de
acoplamiento y piperidina como agente de desproteccidn
Fmoc. El dacido pteroico protegido con nN10-
triflucroacetamida puede prepararse en dos etapas por
conversidn enzimdtica (carboxipeptidasa G) del &cido
félico al &cido pteroico, seguido por proteccidén NP°
usando anhidrido trifluorocacético. A continuacidén, el
acoplamiento del A&cido pteroico protegido con N'° al
péptido enlazado a la resina seguido por
desdoblamiento de la resina con &cido trifluoroacético
y remocién del grupo N'%-trifluorocacetilo usando
hidréxido de amonio proporciona un fragmento V-T-Q del
compuesto de la.férmula I donde V es dcido fdélico y T-
Q as -Asp-Arg-Asp-Cys-CH, Alternativamente, los
andlogos de écido pteroico podran usarse en lugar de
dcido pteroico, y otros aminodcidos deberdn usarse en
lugar de aquellos ilustrados en el Esquema de reaccién

2.



10

15

20

25

64 H§ 163

ESQUEMA DE REACCION 2

H-Cys(4-metoxitritit)-2-clorotritii-Resina (carga 0.57mmol/g)

1)} Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
luego piridina

2) Fmoc-Arg(Pbf)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
Juego piridina

3) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBCP, DIPEA, DMF,
luego piridina

4} Fmoc-Glu-OtBu, PyBOP, DIPEA, DMF,
luego piridina

5) N'°TFA acido pteroico, PyBOP, DIPEA,
DMSO

6) 92.5% TFA, 2.5% H20, 2.5% i-Pr3SiH, y
2.5% etanditiol

Y 7) NH40H ac., luego HCI ac.

N NH

@* fiz/\,(wk Q;\A Jiwz

XI

El ensamble final de los compuestos de la férmula I puede
alcanzarse por el acoplamiento del anélogo de epotilona de la
férmula X al fragmento V-T-Q por la incorporacidén en etapas de
un enlazador resellable M. A modo de ilustracidén, el compuesto
de la férmula X donde -A-K-H es -CH,CH,OH puede convertirse a un
carbonato de disulfaniletilo XIII wusando un compuesto de
benzotriazol activado de la fdérmula XII. El compuesto de la

férmula XII puede prepararse a partir de mercaptoetanol,
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cloruro de metoxicarbonil sulfenilo, y una 2-mercaptopiridina
opcionalmente substituida para proporcionar un 2-(2-piridin-2-
il)disulfanil)etanol intermediario; que puede entonces
convertirse al compuesto de la férmula XII por tratamiento con
difosgeno y un l-hidroxibenzotriazol opcionalmente substituido.
El intercambio de disulfurc posterior con un folato de
peptidilo tal como XI proporciona el compuesto de la fdérmula I
donde V es &cido fdélico, T-Q es un -Asp-Arg-Asp-Cys-OH, M es -

SCHCH;0O(C=0)-, A es -CHCHz- y K es O.

ESQUEMA DE REACCION 3

¢}

Pys’s\/\oJLO/ﬁ

XU

COH

o} F H o

s N\A

N v N

o Rz ﬂ)\Hw )
HN s N \co,H
Py Raz

Rog N R

21

El Esquema de reaccidén 4 ilustra un método alternativo
para hacer el compuesto de la fdérmula X a partir del compuesto
de la foérmula XIV. Los compuestos de la fdérmula XIV pueden

obtenerse por métodos bien conocidos en el campo, por ejemplo,
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por fermentacidén (ver, por ejemplo Gerth et al., “Studies on
the Biosynthesis of Epothilones: The Biosynthetic Origin of the
Carbon Skeleton,” Journal of Antibiotics, Vol. 53, No. 12 (bic.
2000), v Hofle et al., “Epotilona A and B~ Novel l6-Membered
Macrolides: Isolation, Crystal Structure, and Conformation in
Solution”, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., Vol. 35, No, 13/14,
1567-1569 (1996), la descripcidén de ias cualesrse incorporan en
la presente para referencia) o por sintesis total (ver, por
ejemplo Vite et al. Patentes E.U.A. Nos. 6,605,599; 6,242,469;
6,867,333 y Pub. Sol. Pat. E.U.A. 2006/004065, la descripcidn
de las cuales se incorpora en la presente para referencia en su
totalidad). Por ejemplo el compuesto de la férmula XTIV donde R;,
Ry, R4, Rs, y R;; son metilo, B; es hidroxilo, R; y Rg son

hidrégeno, y Rz es 2-metiltiazol-4-ilo se refiere como epotilona

e y puede obtenerse a partir de la fermentacidén de Sorangium

cellulosum como se hace referencia arriba. El compuesto de la
férmula XIV puede convertirse al compuesto de la férmula XV
donde P es un grupo protector sililo tal como trietilsililo, t-
butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, triisopropilsililo, vy
los similares (ver, por ejemplo, éreene et al., “Protective
groups in Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, Inc.). Por
ejemplo, el compuesto de la férmula XV donde P es trietilsililo
puede prepararse por el tratamiento del compuesto de la fdormula
XIV con clorotrietilsilano en presencia de base tal comc base

Hunig. En el caso donde B; es hidroxilo en el compuesto de la
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férmula X1V, entonces B también se convertiria al
correspondiente éter de sililo. Una halohidrina de la férmula
XVI o XVII (Y rs Cl, Br, o I) puede prepararse a partir del
compuesto de la fdérmula XV por tratamiento con un haldgeno Y,
por métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la adicidn
electrofilica en solventes polares tales como acetonitrilo
usando yodo puede proporcionar estereoselectivamente
halohidrinas regioisoméricas de las :férmulas XVI y XVII, donde
Y es vyodo. Alternativamente las ﬁFhalo succinimidas también
pueden usarse para la misma transfofmacién.-El compuesto de la
férmula XVIII puede prepararse & partir de compuestos de las
férmulas XVI y/o XVII por cerrado de anillo epdxido en
presencia de bases tales como trietilamina o base Hunig en un
sistema solvente polar/acuoso tal como acetonitrilo/agua. Si
se desea, el compuesto XIV puede transformarse directamenfe en
compuestos de la férmula XVI y/0 XVII (donde P es H), que
entonces se convertirian en el epdxido XVIII (donde P es H).
El compuesto de 1la férmula XVIII puede transformarse en 1los
alcohoies azido de las fdérmulas VI y XIX por desplazamiento
azida en presencia de sales de az;da inorgdnica o azidas de
amonic tetra-alquilo en solventes aléohélicos. En el caso donde
P es un grupo protector sililo, los compuestos de las formulas
XX y/0o XXI donde 0OG es un grupo de partida tales como mesilato,
tosilato, nosilatq, triflato y los similares pueden prepararse

de los compuestos de 1las foérmulas VI y/o XIX por métodos
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conocidos en la técnica. Por ejemplo, el tratamiento de VI y/0
XIX con cloruro de metansulfonilo y trietilamina en un solvente
organico adecuado tal como diclorometanc proporciona los
compuestos de las férmulas XX y XXI donde OG es mesilato. El
compuesto de la férmuia VIII puede prepararse de compuestos de
las formulas XX y/0 XXI por reduccién del grupo azido a través
de métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el compuesto
VIII puede prepararse de compuestos de las fdérmulas XX vy/o XXI
a través de reaccidén con un qgente reductor tal como
organcofosfina (por ejemplo, trimétilfosfina) en solventes
polares tales como acetonitrilo. Altérnativamente, cuando P es
H, el compuesto de la foérmula VIII puede prepararse
directamente de compuestos de las fdérmulas VI y/o XIX por
reduccidén del grupo azido con un agente reductor tal como un
organofosfina {por ejemplo, trifenilfosfina) en solventes
polares tal como acetonitrilo. El compuesto de la fdérmula IX
puede prepararse del compuesto de la fdérmula VIII por métodos
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Patente de EUA No.
6,800,653; y Regueiro-Ren et al., Organic Letters, 2001, 3,
2693-2696) . Por ejemplo, el compuesto de la férmula IX donde
H-K-A- es 2-hidroxietilo puede prepararse del compuesto de la
férmula VIII por alguilacidén del aﬂillo aziridina usando, por
ejemplo, exceso de 2-bromoetanol y una base tal como carbonato
de potasio. En el caso P es un trialguilsililo, el compuesto de

la férmula X puede prepararse del compuesto de la fdérmula IX
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por eliminacidén de los grupos protectores de éter sililo usando
meétodos conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Greene et
al., "“Protective groups in Organic Synthesis”, John Wiley and
Sons, Inc.). Por ejemplo, cuando P es trietilsililo, el
tratamiento del compuesto de la férmula IX con 4cido
trifluoroacético en diclorometano efectua desproteccidn para

proporciconar el compuesto de la féormula X.

ESQUEMA DE REACCION 4

La invencidén no se describird ademas con referencia a los

siguientes ejemplos ilustrativos.



10

15

20

25

70

BN WA
EJEMPLOS:.

EJEMPLO 1l: Andlogos de epotilona conjugados de folato

Como se describe en la descripcidn detallada arriba, los
andlogos y derivados de folato se describen en Vlahov. En la
bisqueda y desarrollo dirigida hacia el receptor objetivo de’
folato para células neopldsicas de compuestos andlogos de
epotilona y epotilona conjugado, los diversos compuestos se
conjugaron a folato. Por ejemplo, ei compuesto AA y compuesto
BB se consideraron candidatos para conjugacidén para A&cido

félico:

Compuesto AA Compuesto BB

El compuestq AA tiene actividad en los ensayos clinicos
de fase II, y seis conjugados de folatoc del compuesto AA
(Compuestos AA.I hasta AA.VI; ver FIG. 1) se prepararon y
opcionalmente se pusieron a prueba para estabilidad
guimica, enlace FR, y actividad mediada por FR en ‘cultivo
celular.

El enlace de los conjugados de folato del compuesto AA
para FR se determind en un ensayo gue mide el
desplazamiento de &cido fdélico radioetiguetado de FR

expresado en células neopldsicas .KB que se hacen crecer
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hasta confluencia. E1 enlace de los conjugados de folato
del compuesto AA.I y AA.IT se considera aceptable [afinidad
relativa (RA) >0.25; RA de éc;do félico = 1.0]1. Sin
embargo, de forma sorpresiva, i ninguno de los seis
conjugados del compuesto AA se muestra en la Fig. 1 muestra
citotoxicidad apreciable contra las células neoplédsicas KB
en ensayos de antiproliferacidén que miden la incorporaciédn
de ‘H-timidina (los datos no se muestran).

Ya que los conjugados del compuesto AA demuestran
citotoxicidad decepcionarte contra células neoplédsicas,
los estudios se condujeron usando tres conjugados del
compuesto BB (Compuestos BB.I hasta BB.III). El1 compuesto
BB también se conoce como epotilona F, y es un andlogo del
compuesto AA, donde el grupo 2l-amino se reemplaza por un
grupo 2l-hidroxilo. Mientras gque el compuesto BB.II (Fig.
2) muestra citotoxicidad a concentraciones mayores, la
actividad no se atenua en estudios de competencia usando
exceso de é&cido félico. Por lo tanto, la citotoxicidad
observada se atribuye a liberacidén no especifica del
compuesto BB.II.

Otros analogos de epotilona, por ejemplo, epotilonas de
aziridinilo, se conocen en la técnica (ver, por ejemplo,
Patente de EUA Nq. 6,399,638; Regugiro—Ren, A, et al. (2001)
Org. Letters. 3:2693-96) y muestra citotoxicidad de

antitumor pctente. Por ejemplc, un ensayo MTS que compara la
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potencia- citotdxica relativa de un numero de andlogos de
epotilona contra un par de lineas celulares de céancer
resistentes al taxano (HCTVM4AGE vy A2790Tax) se
condujeron (ver Tabla 1). El HCTVM46 es una linea celular
de carcinoma de colon humanc derivado de la linea precursora HCT116
sensible, y es resistente a taxanos debido a la sobre expresién del
transportador de eflujo del farmaco l’/’OkD;‘;p-gliproteina. El A2780Tax es
una linea celular de carcinoma de ovario humano derivado de la linea
A2780 precursora, y es resistente a paclitaxel como un resultado de una

mutacidn en la secuencia de aminodcido de tubulina que imparte la

capacidad del paclitaxel al enlace.

Como se muestra en la Tabla 1, varios andlogos de épotilona
aziridinilo (Compuestos CC-EE) muestra actividad antitumoral potente con
tanto las lineas celulares de colon HCI‘__:116 como carcionma de ovario
A2780, en comparacién con otros agentes antitumor conocidos, por

ejenrplo, paclitaxel, campuesto AA, y epotilona B.

TABLA 1

Actividad in vitro de Epotilonas de 12,13-aziridinilo




10

15

20

25

73

< ARr1T4

Compuesto R HCT116 ICs, | Relacidén® |A2780 ICs| Relacidnd
(n)* R/S (nM) * R/S
ccC -H 4.2 £+ 2.8 3.1 3.4 £ 1.5 4.7
DD ~CH, 0.37 £ 0.13 0.6 0.25 = 4.1
0.06
EE -CH,CH,0CH; [0.40 % 0.25 0.8 0.22 = 4.7
_ v 0.12
paclitaxel -- " 3.3 £ 1.0 150 3.1 £ 1.0 22.1
AA -- 1.2 £ 0.3 14.8 1.1 £ 0.4 3
Epotilona B -- 0.40 £ 0.13 0.5 0.23 =* 2.5
0.09

Promedio ICsp * SD calculade de cuatro experimentos

separados.

2 Relacidn R/S HCT116 ICso/HCT116VM46ICs

? Relacién R/S = A2780 ICsq/A2780Tax ICsg

A pesar de las actividades antitumor de compuestos de
epotilona de aziridinilo CC-EE, los grupos solamente
hidroxilo en estas moléculas disponibles para
conjugacidn para folato son agquellos encontrados en
los &tomos de carbono C3; y C-¢. En consecuencia, se ha
investigado un numero de compuestos y andlogos de
epotilona, esto mantiene un reto para descubrir un
compuesto que estaria fdcilmente disponible ©para
conjugacidén a folato, y elh cual deberd mostrar
actividad por medio de liberaéién especifica de 1la

porcidén de epotilona activa en las células neopléasicas.

El compuesto G de aziridinil epotilona se han
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descubilerto, que tiene la férmula:

Compuesto G

El compuesto G (ver Eje@plos 2 v 3) prueba
sorprendentemente fdcil conjugar el &cido fdlico para formar
el compuesto J (ver Ejemplo 2) con afinidad relativa de 0.77
para el receptor de folato, cuando se compara con el é&cido
félico. |

De forma inesperada, el grupo hidroxilo polar en 1la
cadena lateral de aziridina_ no afecta adversamente la
actividad antitumoral de Ios andlogos de epotilona de
aziridina. Esto es importante debido a que es el andlogo de
epotilona aziridina, por ejemplo, el compuesto G, gue mide los
efectos antitumorales de liberacidén de d&cido £félico. La
potencia del compuesto G, y otros tres anédlogos de epotilona
altamente potentes (ixabepilona, compuesto AA, y compuesto BB)
se evaluaron porgel ensayo de forgacién de colonias gue se
describe arriba. La concentracidén necesaria para exterminar el
90% de células cancerigenas KB clonogénicas (ICqq) se

determindé después de una duracidn de exposicidn al farmaco de
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17 heoras. Como se muestra en la FIG; 3, el compuesto G muestra
un ICyy de 4.3 nM y fue ~2, 4, y 6 veces mas potente que el
compuesto CC, compuesto AA, e ixabepilona, respectivamente.

La conjugacién del compuesto G para formar el compuesto J
no afecta la agtividad antitumoral del compuesto G. EI
compuesto J demuestra actividad cit;téxica substancial contra
células neoplédsicas in vivo. En el modelo de tumor KB in vivo
FRa (+), el compuesto J demuestra actividad tanto en su dosis
tolerada.méxima (MTD) como a dos niveles de dosis inferiores
que producen toxicidad minima (ver FIGS. 4A-4B). En contraste,
la ixabepilona fue solamente activa en su MTD (5 umol/kg).
Cuando se compara a las MTDs, el compuesto J produce efectos

antitumorales superiores a la ixabepilona (FIGS. 4A-4B).

tl.,_

HzN NH;
o) C02H /(
0 J[:j)kN \)k CO;H
: —<\
HN AN N \CO H
)\ | _ H CO;H
T

Compuesto J

En contraste, con el modelc de tumor FRa(~)M109
precursor, el coﬁpuesto J tiene una actividad pobre a todos
los niveles de dosis probados, incluyendo a su MTD (2.4
umol/kg), mientras que la ixabepilona fue activa a su MTD de 5

umol/kg. (FIG. 5). Estos resultados indican que el FRo (-
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JM109 es sensible a ixabepilona y la inactividad del compuesto
J se posiblemente mds grande a consecuencia de la ausencia de
la expresidn FRa por este tumor. Estos resultados también proporcionan
evidencia de que la-actividad antitumoral:- del compuesto J puede medirse
a través de los receptores FRx.

La evidencia adicional del mecanismo de administracidén de farmaco
mediado por FRa del compuesto J se proporciona por la observacidn que la
co-administracién de un andlogo de folato a 20 veces de exceso de la
dosis del compuesto J podria competir suhstancialmente con el compuesto
J para enlazar el receptor y proteger los tumores FRoa(+)98ML0S de los
efectos antitumorales del compuesto J. (FIG. 6). Ya gue el compuesto G vy
el conjugado (Compuesto J) tiene efectos anti-tumor sorprendentes tanto
in vitro como in vibo, v va que las actividades antitumor del compuesto
J pueden atribuirse a efectos mediados por FRo(+), también lo que se
describe en la presente es la conjugacidn del compuesto G de analogo de
epotilona de aziridinilo (ver Ejemplos 2_y 3) para formar el compuesto

J. (ver Ejemplo 2).

EJEMPLO 2: Preparacidn del compuesto J

HaN NH;

(o}

N H 0 5 i H
HN)I TN Scom  com
I A 2

HoNT N7 N

Acido (S)y-2-(14-((2-amino-4-0x%x0-3,4-dihidropteridin-6-

il)metilamino)benzamido)-5-((8)-3-carboxi-1-((8)-1-((S)-3-
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carboxi—l—((R)—l-carboxi—Z—(Z—(2—((é—
((1s,35,7s,10R,118,12S,16R)-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-
tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-il)-5, 9-
dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[1l4.1.0]heptadecan-17-
il)etoxi)carboniloxi)etil)disulfanil)etilamino)-1-oxopropan-2-
ilamino)-5-guanidino-1l-oxopentan-2-ilamino)-1-oxopropan-2-

ilamino) -5-oxopentanoico

A, [1S-[1R*,3R*(E),7R*,108*,11R*,12R*,168S*]]1-8,8,10,12-
Tetrametil-3-[l-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-7,11-
bis[(trietilsili)oxi]l-4,17-dioxabiciclo[1l4.1.0]heptadecan-5,9-

diona

(8]
SiEty

A una solucidn agitada de Epotilona A (5.0 g, 10.1 mmol),
imidazol (3.40 g, 49.9 mmol) y DIPEA {(28.5 mL, 163.6 mmol) en
DMF anhidro (100 mL) bajo atmdésfera N; se agregd cloruro de
trietilsililo (15.0 mL, 89.4 mmcl). Después de que la adicidn
se completd, la solucidén de reagcidén se calentd a 55°C
(temperatura del bafic de aceite) durante 12 hr para dar una
mancha sencillo (ccd) del producto deseado.

La reaccidén anterior se repitidé dos veces mas. E1 DMF de
la solucién combinada se destildé bajo alto vacio. El residuo

espumoso se purificé por cromatogfafia de columna (gel de
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silice, E. Merck, 230-400 malla, 600 g; 5:95, 10:90 y 15:85
EtOAc/hexanos) para dar 19.4 g (88.5%) del compuesto A como un
solido blanco.
HPLC: ES Industries FluoroSep RP Fenilo, .4.6 X 250mm,
isocratico, 30 min, 100%B, (B = 90% MeQH/H,0 + 0.2% H;PO;), relacidn de

flujo a 1.0ml/min, UV 254, t = 23.15 min, LC/MS (ES+) 722 (M+H).

B. Preparaciodén de [4S-[4R*,78*,8R*,9R*,138*,148*,16R*(E)]]-14-
Bromo-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16~[1-metil-2-(2-metil-4-
tiazolil)etenill)-4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-

oxaciclohexadecan-2, 6-diona

OSiEl %]\&Jm

0
OSiEt,

solucidn agitada de [1S-
[1R*,3R*(E),7R*,108*,11R*,12R*,168%]1~8,8,10,12-Tetrametil-3-
[l-metil-2-{2-metil-4-tiazolil)etenil]-7,11-
bis[(trietilsilijoxi]-4,17-dioxabiciclo[l4.1.0]heptadecan-5,9-
diona (5.0 g, 6.92 mmol) en diclorometanc anhidro (140 mL) a -
20°C bajo a;ﬁésfera de N; se agregd MgBr;-Et;0 (3 x 2.13.g,
24.78 mmol) en tres porciones cadaquna dos horas mientras se
mantiene una temperatura interna debajo de -5°C. Después de
alrededor de 7 hr, la mezcla de reaccidn se diluyd con
diclorometanoc y se lava con NaHCO; saturado (2 x), se seca

sobre Na;S0; anhidro y se evapora al vacio para dar una
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espuma. El residuc se purificd por cromatografia en columna
(gel de silice, E. Merck, 230-400 malla, 180 g; 5:95, 7.5:92.5
vy 12.5:87.5 EtOAc/hexanos) para dargel compuesto B (2.5 g, 45%
de rendimiento) como una espuma blanca junto con el material
de partida recuperado (0.9 g, 18%).

HPLC: ES Industries FluoroSep RP Fenilo, 4.6 x 250 mm,
isocrdtico, 30 min, 100%B, (B = 90% MeOH/H,0 + 0.2% H;PO),
relacidén de flujo a 1.0ml/min, UV 254, t =14.37 min. (100%

puro) LC/MS (ES+): 802 (M+H).

C. Preparacidn de [4S-[4R*,7S*,8R*,9R*,13$f,14R*,16R*(E)]]-14—
Azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-metil-4-
tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-

oxaciclohexadecan-2,6-dicna

A una solucidn de [4S-
[4R*,78*,8R*,9R*,138*,14S8*,16R*(E)]]-14-Bromo-13-hidroxi-
5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-
4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1l-oxaciclohexadecan-2,6-diona (9.9
g, 12.3 mmol) en 1.2 L de DMF se agregaron azida de sodio
(8.01 g, 123.3 mmol) y 18-crown-6 (3.26 g, 12.3 mmol) a
temperatura ambiente bajo atmdésfera N;. La solucién

transparente se agitdé mecdnicamente a temperatura ambiente
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durante 7 dias. La solucién se diluyd con EtOAc (4 L), y se
lava con HO (6 x 3 L). La capa organica se seco (NaySO04;), vy
luego se evapora para dar 2.2 g del producto crudo.
Cromatografia en columna (gel de: silice 450 g, S - 15%
EtOAc/hexano) encontrado 6.7 g k7l% de rendimiento) el
compuestc C como una espuma blanca.

HPLC: YMC ODS-A 55, 4.6 x SOmm, isocratico, 30 min,
100%B. (B = 90% MeOH/H,0 + 0.2% H3P0O4}), relacidén de flujo a

4.0mL/min, UV 254 nm, t =2.00 min. LC/MS (ES+) 765 (M+H).

D. Preparacidén de [4S-[4R*,7S5*,8R*,9R*,13R*,14R*,16R*(E)]]-14-
Azido-s,5,7,9-tetrameti1-16-[1-meti1;2-(2-metil-4-
tiazolil)etenil]-13-[(4-nitrobenzoil)oxi]-~4,8-

bis[(trietilsilil)oxil]-1-oxaciclohexadecan-2,6-diona

La [48-[4R*,7S*,8R*,9R*,135*,14R*,16R*(E}]]-14-Azido-13-
hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2- (2-metil-4-
tiazolil)etenil]-4,8-bis{(trietilsilil)oxi]-1-
oxaciclohexadecan-2,6~-diona (7.0 g, 9.15 mmol), &cido 4-
nitrobenzoico (3.82 g, 22.9 mmol), y trifenilfosfina (6.0 g,
22.9 mmol) se disolvieron en THF (100 mL) . El

dietilazodicarboxilato (3.0 mL de 40% de solucidn en tolueno,
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22.9 mmol) se agregaron durante un periodo de 5 minutos. La
mezcla de reaccidn se mantuvo a temperatura ambiente durante 4
hr, se concentra y purifica por cromatografia en gel de silice
{gradiente en etapa desde 5% de acetato de etilo/hexanos hasta
15% acetato de etilo/hexanos) para aislar el éster de
nitrobenzoato como una espuma blanca-(7.3g, 87%) .

LC-MS: Phenomenex Cl8, 4.6 x 50 mm, isocratico, 15 min,
100%B. (B = 90% MeOH/H,0 + 0.1% TFA), relacidén de flujo a 4.0
mL/min, UV 220 nm. Tiempo deAretencién = 8.9 min. EM (ESI) M+H
= 886.7.

E. Preparaciodn de [4S-[4R*,7S*,8R*,9R*,13R*,14R*,16R*(E)]];14-
Azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1l-metil-2-(2-metil-4-

tiazolil)etenil]—4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-

oxaciclohexadecan-2, 6-diona
NOz

S -
—<\N]\/| AO8Eg

sel

—«N]\/J- . OSiEty

0s ieg

El Compuestoc D del éster de nitrobenzoato (7.3 g, 7.98
mmol) se disolvid en acetato de etilo (35 mL) vy se enfrid a
0°C. Amonio en metanol (350 mL de solucidén 2M en metanol) se
agregd, y la mézcla de reaccidn se agi;é a temperatura
ambiente durante 4 | hr, se concentrd y purificd por
cromatografia en gel de silice (gradiente en etapas a partir

de etilacetato/hexanos al 10% hasta etilacetato/hexancs al
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30%) para aislar [4S-[4R*,78*,8R*,9R*,13R*,14R*,16R*(E)]]-14-
Azido—13-hidroxi—5,5,7,9—tetrametil¥16—[l—metil—Z—(2—metil—4—
tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsilil}oxi]-1-
oxaciclohexadecan-2,6-diona como un sdélidoe blanco vidrioso
(5.97g, 98%).

LC-MS: Phenomenex C18, 4.6 x 50mm, isocrdtico, 5 min,
100% B. (B = 90% MeOH/H,O0 + TFA 0.1%), relacidén de flujo a 4.0
mL/min, UV 220 nm. Tiempo de retencidén = 2.25 min. EM (ESI)

M+H = 765.66.

F. Preparacion de [1S-[1R*,3R*(E),7R*,108*,11R*,6 12R*,165*]]-
8,8,10,12-Tetrametil-3-[1l-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-
7,11-bis[(trietilsilil)oxi]-4-oxa-17-

azabiciclo[l4.1.0]heptadecan-5,9-diona

_.CBiEl;

La [4S~[4R*,7S*,8R*,9R*,13R*,lAR*,16R*(E)]]~14—azido—13—
hidroxi—S,5,7,9—tetraﬁetil—16—[1—me£il—2—(2—meti1—4-
tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-
oxaciclohexadecanc-2,6-diona (5.97 g, 7.8 mmol) y trietilamina
(4.34 mL, 31.2 mmol) se disolvieron en diclorometanc (85 mL) vy
se enfrid a 0°C. El metansulfonilcloruro (1.8 mL, 23.4 mmol)

se agregd gota a gota durante un periodo de 5 min. Después de
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10 min, la mezclan de reaccidén se removid del bafio de hielo, y
se agitdé a terperatura arbiente. Después de 3 hr, la mezcla de
reaccién se tomd en NaHCO; saturado (300 mL), se extrajo con
diclorometano (3 X 100 mL), se secd sobre NapS0;, se concentrd y tomd en
5 la siguiente etapa sin purificacidn adiciénal.
El éster de metansulfonato crudo se disolvidé en THF/HO (12:1, 130
mL) . La trietilamina (2.2 miL, 16 mmol) y trimetilfosfina (16 mmol, 16 mlL
de solucidn 1.0 M en THF) se agregaron, y la mezcla de reaccidn se agitd
a temperatura ambiente. Después de 3 hr, la reaccidén se calentd a 45°C
10 durante 7 hr, se concentrd y purificd por cromatografia en gel de silice
(gradiente en etapas a partir de 2% metanocl/cloroformc hasta 5%
metanol /cloroformo) para aislar Compuesto F como un sdélido blanco (5.08
g, 88% durante dos etapas).
LC-MS: Phenomenex C18, 4.6 x 50 mm, isocrético, 5 min, 100%B. (B =
15 90% MeOH/H,O0 + 0.1% TFA), relacién de flujo a 4.0 mL/min, UV 220 nm.
Tiampo de retencidén = 0.298 min. EM (ESI) M+H = 721.58.
G. Preparacién de [1S~[1R*,3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R*,6168*]}-
7,11-Dihidroxi-17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-
metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4-oxa-17-
20 azabiciclo[l14.1.0)heptadecano-5,9-diona
- H‘} _
T e — S

H

LOH
o o
OH

Ety

25 K,COs; (1l.4g, 10.2 mmol} y 2-bromoetanol (0.52 mL, 7.3
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mmol ) se agregaron a [1S-[{1R*,3R*(E)},7R*,108*,
11rR*,12R*,165%]]1-8,8,10,12-Tetrametil-3-[1l-metil-2-(2-metil-4-
tiazolil)etenil]-7,11-bis[(trietilsilil)oxi)-4-oxa-17-
azabiciclo[{1l4.1.0lheptadecano-5,9-diona (1.05 g, 1.46 mmol) en
acetonitrilo (20 mL) y se calentaron a 82°C. Después de 4 hr,
2-bromoetanol adicional (0.52 mL, 5.3 mmol) vy KyCO; (1.4 g,
10.2 mmol) se agregaron. Después de 5 hr, 2—bromoetanol
adicional (0.21 mL, 2.92 mmol) se agregd. Después de 3 hr, la
mezcla de reaccidén se enfrid a temperatura ambiente, se
filtré a través de Celite, se lavdé con acetonitrilo (5
X 5 mL), diclorometano (2 X 5 mi), se concentrd y tomd
en la siguiente etapa sin purificacidén adicional.

El producto. de reaccidén crudo se disolvidé en
diclorometano (40 mL), se enfridé a 0°C, y écido
trifluorocacético (8.0 mL) se agregd. Después de 1 hr,

la mezcla de reaccidn se concentrd, se tomd en NaHCO;

saturado (200 mL), se extrajo con diclorometano (3 X
100 mL), se secé sobre NaS0,, se concentrd, vy purificéd
por cromatografia en gel de silice {(10% .
metanol/dliclorometano) para aislar [15-

[1R*,3R*(E),7R*,1058*,11R*,12R*,16S*)]-7,11-Dihidroxi-
17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-metil-2-
(2—metil—4—tiazolil)etenil]—4-o¥a—l7—
azabiciclo[l4.1.0lheptadecano-5,9-diona (Compuesto G),

como una pelicula clara (0.62g, 79% durante dos etapas).
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LC-MS: Waters Sunfire C18, 4.6 x 50mm, gradiente, 0 hasta

100% B durante 4 min. (A= 10% MeOH/H,O + (0.1% TFA: B = 90%

MeOH/H,O0 + 0.1% TFA), relacidn de flujo a 4.0 mL/min, UV 220

nm. Tiempo de retencidén = 2.12 min. EM (ESI) M+H = 537.52.

H. Preparacidn de acido (S)~2-(4-((2-amino-4-0ox0-3,4-
dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-carboxi-~1~
({8)-1-((S)-3-carboxi-1-((8)-1-carboxi-2-mercaptoetilamino)-1-
oxopropan-2-ilamino)-5-guanidino-l1l-oxopentan-2-ilamino)-1-

oxopropan-2-ilamino)-5-oxopentandico

HN

YNHZ

NH

0 COM

SH
I L
= H H
o N N‘V)LN N\/Lm COH
H/\/\“/ Y N T N X
N o = o =

HNJ‘I j/\u “Nco.H “SCogH
*\ =

N7 N

El acido (S)-2-(4-((2-amino-4-0x0-3,4-
dihidropteridin-6-il)metilamino}benzamido)-5-((8)-3-
carboxi-1-((8)-1-((S)-3-carboxi-1-((S)-1l-carboxi-2-
mercaptoetilamino)—1-oxopropan—%—ilamino)—5~guanidino—
l—oxopentan—2—iiamino)—1—oxopropan—2—ilamino)—5—
oxopentandico se sintetizdé por sintesis de péptido de
fase sdlida en cinco etapas iniciando de H-Cys{4-
metoxitritil)-2-clorotritil-resina. La Tabla 2 muestra

la cantidad de reactivos usados en la sintesis.
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TABLA 2

MmOl Equiv. PM cantidad
H-Cys(4-metoxitritil}-2-
clorotritil-Resina 1.14 2.0 g
(carga 0.57mmol/g)}
Fmoc-Asp (OtBu) -0H

_ 1.14 2 411.5 0.938 g

{disuelto en 15 mL DMF)
Fmoc-Arg {Pbf) -CH

1.14 2 648 1.477 g
(15 mL DMF)
Fmoc-Asp (OtBu) -OH "

1.14 2 411.5 0.938 g
(disueltc en 15 mlL, DMF)
Fmoc-Glu-0OtBu

1.14 2 425.5 0.970 g
(15 mL DMF)
N°TFA dcido Pterocico

1.14 1.25 408 0.581 g
(disueltc en 15 mL DMSO)
DIPEA 1.14 4 174 0.793
PyBOP 1.14 2 520 1.18%5 g

Los siguientes procedimientos se usaron:

Etapas de acoplamiento:

A la resina en un recipiente de sintesis de péptido se
agregaron la solucidén de aminoacido, DIPEA, y PyBOP. La mezcla
se burbujeé durante lhr y se lavd, 3X con DMF y alcohol de
isopropilo. La desproteccidén FMOC se efectud por tratamiento
con piperidina al 20% en DMF, 2X (10 min), antes de cada
acoplamiento de aminocdcido. Esta secuencia se repitid por cada

etapa de acoplamiento de aminodcido.

- coe e cemmc e \
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Sintesis de Acido pteroico protegido por N!°-TFA:

A 10 L de 0.1 M tris solucidn base (121.1 g tris base en
10 L de agua) en un matraz dé fondo redondo agitado
mecdnicamente 22 L, equipado con un manto de calentamiento, se
agregd 200 g (0.453 mol) de &acido fdélico. La mezcla se agitd
para disolver el &cido fdélico, y luego 500 mg (3.67 mmol) de
cloruro de =zinc se agregé. La carboxipeptidasa G (13 x 20
viales unitarios disponibles de Sigma) se agregd y el pH se
ajustd a 7.3 con HCl 1N y se mantuvé durante toda la reaccidn.
La mezcla se pro;egié de luz y calor a 30°C durante 8-10 dias
(el uso de un autotitulador para méntener el pH constante
reduciendo el tiempo de conversidn por 4-5 dias). La reacciodn
se monitored por HPLC analitica hasta que 80% de conversidn se
alcanzd (la conversidn adicional es deseable pero no tiene que
ser optimizado). El producto se precipitd de la mezcla de
reaccidén al ajustar la solucidén a un pH = 3.0 usando HCl1l 6N.
La mezcla espesa se transfirid a un vial centrifugo y se
centrifugd a 4000 rpm durante 10 min. El1 sobrenadante se
decantd. El1 s6lido humedo luego se purificd directamente como
sigue (el sdlide humedo podria congelarse durante el
almacenamiento o ‘primero secarse por congelado;‘sin embargo,
el almacenamiento de sélidos hﬁmedoé en el congelador hasta la
disolucidn fue mas eficiente). A 40 g de &cido ptéroico crudo
en 700 mL de agua se agregd 1.0 M NaOH hasta un pH = 11.5. La

mezcla se filtrd (Whatman tipo 1) y luego se procesd por
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cromatografia (columna: 10 x 120 cm; fase estacionaria:

celulosa DEAE 8 kg; fase mévil: 1.0 M NaCl/NaOH 0.01 M, pH =

11.5; relacidn de flujo: 17 ml/min). Un litro de fracciones de
color amarillo se colectaron y analizaron por HPLC. Las

fracciones que contienen acido pteroico puro se ajustaron a un

PH = 3 con HCl 6 M para precipitar acido pteroico. La mezcla

se centrifugo a 3000 rpm durante 20 min. El scbrenadante se

decanté y se lavd con agua (3x). El1 sdélido se secd por

congelado durante al menos 72 hr. El impacto de agua residual

en la siguiente reaccidn no se conoce.

El &cido pteroico se secd ademés sobre Py;05 bajo alto
vacio durante 24Ihr (notar que los resultados similares en la
etapa de proteccidn se obtuvieron sin esta etapa de secado
adicional). Después, 100 g (0.32 mol) de &cido pteroico se
agregé a un matraz de fondo redondo 5 L, equipado con un
agitador mecénico y una entrada de argdn, y se almacend bajo
alto vacio durante la noche. El gas de argdn se agregd seguido
por 3500 g (2316:mL) de anhidrido é;ifluoroacético. El matraz
se selld con un tapdn de hule o adaptador de entrada de argdn,
vy luego se agité.vigorosamente. El matraz se protegidé de 1la
luz v se agitd a temperatura ambiente bajo atmésfera de argdn
durante 7 dias (lg reaccidn se moni;preé por HPLC de alicuotas
diluidas. 20x cada una con agda Yy DﬂSO). La mezcla se evaporod
por rotacidén hasta secarse y se tratd con 2.5 L de é&cido

trifluorocacético 3% en agua. La mezcla se agitd durante 1la
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noche a temperatura ambiente para hidrolizar los subproductos
anhidridos. La evaporacidn rotatoria dio un sdélido seco. E1
sélido se suspendidé en 2 L de agua y luego se centrifugd en
botellas de centrifugado 250-mL a 3000 rpm durante 20 min., El1
sobrenadante se removidé y el sdélido se lavd con agua y se
centrifugd (4 veces). El sdélido se secd por congelado durante
3 dias, se transfirid a botellas éﬁbar, y se secd bajo alto
vacio en la presencia de P05 durante 2 dias (Pureza >95%; TFA

residual evaluado‘por Analisis Elemental) .

Etapa de desdoblamiento:

El intermediario protegido se liéeré de la resina usando el
reactivo de desdoblamiento preparado de 92.5% (50 mL) TFA, 2.5% (1.34
mL) HO, 2.5% {1.34 mL) Triisopropilsilano, y 2.5% (1.34 mL)
etanoditicl. El reactivo de desdoblamiento se agregd al recipiente de
reaccidén (25 mL). El argdn se burbujeo a través de la mezcla durante 1.5
hr. E1 liquido se drené del recipiente, y la resina se lavé con reactivo
restante (3 X 8 mL). Los voldtiles se concentraron por la evaporacidn
rotatoria a un volumen de 10 mL. El éter de dietilo (35.0 mL) se agregd
para efectuar 1la precipitacién. El1 sdélido se colectd por
centrifugacién y-  se secd para dar 1.25 g del producto de

desdoblamiento.

Etapa de Desprotecciodn:

El grupo protector N'%-trifluorcacetilo en la porcién del
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dcido pterocico se removid bajo con@iciones bdsicas. Iniciando
con 250 mg de inéermediario protegiéo en 10 mL de agua, el pH
se ajustd a 9.3 y se mantuvo durante 1 hr usando 4:1 HyO:
hidréxido de amonio (1-2 mL). Después de 1 hr, el pH se ajustd
a 5 con HC1l 1N :(~1 mL) v el producto se purificdé en HPLC

preparativa para producir 125 mg del Compuesto H.

Condiciones de Purificacidn HPLC:

Columna: Waters NovaPak Cig 300x19mm

Solvente A: Solucidn amortiguadora 10mM Acetato de 2Amonio,
pPH=5

Solvente B: Acetonitrilo

Elucidn: 1%B hasta 20%B en 40 min a 15 mL/min

Rendimiento total de las reaccionesiéombinadas: 625 mg

I. Preparacidn | de 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etil
carbonato de 2-((1s,3s8,78,10R,115,1258,16R)-7,11-dihidroxi-
8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-
il)~-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[l4.1.0]heptadecan-17-
il)etilo

1. Preparacidn de 2-(2-(Piridin-2-il)disulfanil)etanol

S
A una solucidn de cloruro de metoxicarbonil sulfenilo (10

mL, 110 mmol), en diclorometano (100 mL), se enfrid a 0°C, se
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le agregé mercaptoetanol (7.6 mL, 110 mmol), gota a gota. La
mezcla de reaccidn se permitid agitar a 0°C durante 30 min. En
este punto, una solucidén de 2-mercaptopiridina (12.2 g, 110
mmol) en diclorometano (160 mL) se agregd. La solucidn se
permitidé reaccionar a 0°C durante:i hr vy luego se permitid
entibiar a tempergtura ambiente durante otra 1 hr. El producto
sdlido se observé que caen de la solucidén. E1 CCD (1:1 Pet
éter/EtOAc) mostrd que el producto importante se ha formado.
La mezcla de reaccién se.concentré a un vdlumen de 125 mL. La
mezcla se filtrd a través de un embude Buchner. La torta
filtré se lavd con diclorometano y luego se secé bajo wvacio
durante la noche para propo;cionar 2-(2-{Piridin-2-
ilydisulfanil)etanol {23.6 g), como la sal HCL.
CCD: R¢ = 0.45

Placas - Gel de silice EMD 60 Fisq, 5 X 10 cm, 250 M

2., Preparacién de:2-(2-(piridin-z—ii)disulfanil)etil carbonato
de Benzo[d]l[l,2,3]triazol-1-il
S

112 eq difasgens NS e gm0 0
1.1 eq EpN U 8 \Crl | eqHOBL t eqERN

NoSeg A_OH .
U CHaa cHEt oot @

sal HC)
Una solucidn de difosgeno (2.28 g, 11.5 mmol) en
diclorometanc anhidro 15 mL se agitdé bajo argdn en un
matraz de fondo redondo y se enfridé por un bafilo de

i

hielo/sal. Un embudo de adicidén con una mezcla de 2-
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(piridin-2-ildisulfanil)etanol (5.01 g, 22.4 mmol) vy
trietilamina  (2.25 g, 22.2  mmol) en 65 mL
diclorometano anhidro se colocd en el matraz de fondo
redondo. La mezcla se agregd gota a gota durante un
periodo de 20 min. La mezcla de reaccidn se permitid
entibiar a temperatura ambiente y se agitd durante 1
hr adicicnal. E1 andlisis CCD dé la mezcla de reacciédn
mostrd que el méterial de partida se consumd y ahi fue
la formacidén de un “*rayado” producto de cloroformiato
menos polar, CCD (6:4 EtOAc:Hexanos): Ry de material
de partida 0.4; Rr de producto de cloroformiato: 0.8.
La mezcla de reaccidn se agitd en un matraz de
fondo redondo bajo argdédn y se enfrid por un bafio de
hielo/sal. Una:mezcla de 3.02_g; 22 .4 mmol HOBt y 2.23
ol 22.0 mmol trietilamina en 10 mL diclorometano
anhidro se agregd a un matraz de goteo puesto en el
matraz de fondoe redondo. La mezcla se agregd
lentamente al matraz de fondo:;edondo manteniendo la
temperatura de reaccidén a 2°C.° La mezcla de reaccién
se permitid entibiar a temperatura ambiente y se agitéd
durante la noche. Aproximadamente 27 mL de
diclorometano se destild luego de la mezcla de
reaccidén a presidén atmosférica. La mezcla se permitiod
luego enfriar a temperatura ambiente y agitar durante

2 hr. Los sdélidos se colectaron por filtracidén, y la



10

15

20

25

93

(00194

torta filtrd se lavd con 20 mL de diclorometano. Los
sélidos se secaron luego bajo vacio a 40°C en un
evaporador roeatorio para proporcionar 7.81 g de
sélidos blanco apagado. Este producto se analizé por H-RMN y
se determind para ser el producto deseado.

3. Preparacidon de 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etil carbonato
de 2-((1s,3s8,7s,10R, 1185,128,16R)-7,11~dihidroxi-8,8,10,12-
tetrameti1-3—((E)-1-(2-meti1tiazol-4-il)prop-l—en—z-il)-5.9-

dioxo-4-oxa-17-aza~biciclo[l1l4.1.0]heptadecan-17-il)etilo

S i
—< A
—

PySSCH,CH,0,COBt

A una solucidn de [1S-
[1R*,3R* (E) , 7R*,10S*,11R*,12R*,16S*]1-7,11-Dihidroxi-
17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1l-metil-2-
(2-metil-4-tiazolil)etenil)-4-oxa-17~
azabiciclo{l4.1.0)lheptadecano-5,9-diona en
diclorometanc anhidro a 0°C se 1le agregd DMAP (1.2
eq.) y 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etil carbonato de
benzo[d][1,2,3]triazol-1-i11 (1.0 eqg.) en ténde@. La
mezcla de reaccidn se agitdé a 02C bajo argbn y se
monitoredé por CCD cada 10 min. DMAP adicional (1.2
eqg.) y Compuesto I (2)(1.0 eqg.) se agregaron como fue

necesario hasta gue todo el Compuesto G se consuméd. La
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reaccidén se apagd con MeOH (1 mL) a 0°2C, el solvente

se removid bajo vacio, y el residuo se purificé por

cromatografia (gel de silice, 2.5-5% MeOH en DCM) para

proporcicnar el compuesto del ‘titulc como un sdlido

beige. Las cantidades y recuperaciones del Compuesto

se enlistan abajo en la Tabla 3. Rendimiento Total de

2.95 g de Compuesto G fue 2.80 g (67.9%) del Compuesto I.

TABLA 3
Compuesto , G| Compuesto I |DMAP DCM {(mL) Compuesto I
{mg) (2} (mg) (mg) (mg)
Lote #1 [303 197 x 3 82.8 x 3 |8.0 204
Lote #2 | 952 683 x 3 260 % 3 22.0 984
Lote #3 | 921 661 x 3 251 x 3 22.0 761
Lote #4 | 775 556 x 3 211 x 3 18.0 851

el producto puro
(80-90% pureza) .
producto

cromatografica.

*

puro

junto con algo

del

siguiente

Para

los

lote

de

lotes

producto

por

#2

4,

purificaciones cromatograficas se llevarcn a cabo.

Cada purificacidén cromatogrdfica tipicamente dio
impuro
El producto impuro se combind con el
purificaciédn

dos
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J. Preparacidén de acido (8)~-2~(4-((2-amino-4-oxo0-3,4-
dihidropteridin-G—il)metilamino)benzamido)-5-((S)—B—carboxi-l-
((8)-1-((8)-3-carboxi-1-((R)-1-carboxi-2-(2-(2-((2-
({(1s8,38,78,10R,118,128,16R)-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-
tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-il)-5,9-
dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[14.1. 0]heptadecan 17-
11)etox1)carbonlloxl)etll)dlsulfanll)etllamlno) -l-oxopropan-2-
ilamino)-5-guanidino-l-oxopentan-2-ilaminc)-1-oxopropan-2-

ilamino)-5-oxopentandico

o
Pys” \/\o

ot
/O)k /\/YN'ASD—AI'Q Asp-Cys  + _<\]\/| Q}\

HaN N 1
HaN o NH
" X
S
o CoM o s77 "¢ o/j
H

N\/IL \)j\ r:‘l'

o NW . o 8 :
© ~ 0 . \NU"’ OH

XY o TS

A 15 mL de H»0 (burbujeado con argdén durante 10 min

antes del uso) se le agregdé &cido (S)-2-(4-({(2-amino-4-
oxo0-3,4-dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-
3-carboxi-1-((8)-1-((S)-3-carboxi-1-((S)-1l-carboxi-2-

mercaptoetilamino)—l—oxopropan—Z—ilamino)—5—guanidinowl—

oxopentan-2-ilamino)-l-oxopropan-2-ilamino)-5-
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oxopentandico {498 mg, 0.534 -mmol) en un tubo de
centrifugado de 50 mL de tamafio. A esta suspensidn,
mientras burbujea con argén, se le agregd gota a gota
solucidén NaHCO3 saturada (burbujeada con argdédn durante 10
min antes de usar) hasta gque el pH de la solucidn
resultante alcanzd 6.9. | El 2-{2-(piridin-2-
il)disulfanil)etil carbonato de 2-
({1s,35,75,10R,115,128,16R)~7,11-dihidroxi-8,8,10,12-
tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-1il)-
5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[1l4.1.0)heptadecan-17-
il)etilo (400 mg, 0.534 mmol) en THF se'agregé rapidamente
y la solucidn homogénea resultante se agitd bajo argédén-
durante 30 min. El progreso de la reaccidn se revisd por
HPLC analitica en 15 min. El pico de producto‘se volviéd a
~6.4 min bajo condiciones HPLC analiticas. La mezcla se
diluydé con ~15 mL de solucidén amortiguadora de fosfato y
el THF se removid bajo vacio. La solucidén turbia se
centrifugo y filtré. E1l filtrado amarillo se dividid en
dos porciones y purificdé por HPLC preparativa. Las
fracciones puras (>98% puro) se .agruparon y Secaron por
congelado. Las fracciones de cola (<98% puro) se
colectaron y volviercn a purificar por cada 3-6 corridas
de cromatografia para proporcionar 700 mg del compuesto
del titulo como un polvo blanco {(gue contiene 11.8% en

pesc de agua v 8.7% en peso de sales de sodio y fosfato de
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sodio, como se determina por andlisis Karl Fischer vy

elementales) .

Parametros HPLC Preparativa:

Columna: Waters Nova-Pak HR C18 6um 30x300 mm

Fase movil A: 7.0 mM solucidén amortiguadora de fosfato de
sodio, pH=7.2

Fase mdovil B: acetonitrilo

Método: 10%B-50%B en 30 min, relacidén de flujo: 40 mL/min

Parametros de HPLC Analitica:

Columna: Waters Symmétry Cl8 3.5pum 4.6x75 mm

Fase movil A: 10 mM Solucidén amortiguadora de acetato de
trietilamonio (TEAOAc), pH = 7.5

Fase mdévil B: Acetonitrilo

Método: 20%B-40%B en 10 min, relacidén de flujo: 1.0 mL/min

Masa exacta m/z (Cg7HgaN160228;):

Calculado: 1570.58907 (M+2H), 785.29454 (M+2H)?', 523.86563
(M+3H)**, 393.15118 (M+4H)*

Encontrado: (M+2H)?* a 785.29100 (4.5 ppm), (M+3H)"  a

523.86431 (2.5 ppm), (M+4H)* a 393.14996 (3.1 ppm)
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EJEMPLO 3: Preparacioén alternativa del compuesto J

HZN NH;

Acido (S)-2-(4-((2-amino-4-oxo-3,4-dihidropteridin-6-
il)metilamino)benzamido) -5-{(S)-3-carboxi-1-((S)-1-((S)-3-carboxi-
1-((R)-1l-carboxi-2-(2-(2-((2-((15,38,7S,10R,115,128,16R)-7,11-
dihidroxi—S,8,10,12—tetrametil—3~((E)—1—(2—metiltiazol—4—il)prop—l—
en-2-1il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[14.1.0]heptadecan-17-
il)etoxi)carboniloxi)etil)disulfanil)etilamino)-1-oxopropan-2-
ilamino) -5-guanidino-1-oxopentan-2-ilamino) -1-oxopropan-2-ilamino) -

5-oxopentandico

3a. Preparacién de [4S5,7R,88,10R,95,13R,1658)-4,8,13-
trihidroxi-14-yodo-5,5,7,9-tetrametil-16-[(E)-1-[2-

metiltiazol-4-illprop-l-en-2-illoxaciclohexadecano~2,6-diona

<\
N l)/, » W OH

La epotilona C (54.3 g, 113.7 mmol) se disolvié en
acetonitrilo (480 mL) y agua (50 mL). La solucién se enfrid a
-5°C hasta -10°C. El yodo (144.3 g, 568.4 mmol) se agregd a la
reaccidn y la reaccidn se mantuvo al menos durante 15 hr.

La reaccidn se apagd con 15% de solucidn de metabisulfito
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de sodio (900 mi). La mezcla se extrajo con acetato de etilo
(2 x 1.1 L). Las fases organicas -se colectaron y se lavan
suéesivamente con solucién de bicarbonato de sodio saturado
(675 mL) y solucidén de cloruroco de sodio saturado (675 mL). Los
solventes se evaporaron bajo presidn reducida para dar el
compuesto A crudo como un aceite amarille (85.6 g)}. El
compuesto A se usdé en la siguientefreaccién sin purificacidn
adicionél.

HPLC: Phenomex Luna C8 (2) 3um, 4.6 x 150mm, isocratico,
18 min, '36%B, 17 min, 56%B, (Fase mévil A = 0.01M NH40Ac en
ACN:agua (5:95), Fase mévil B = 0.01M NH40Ac en ACN: agua

(95:5)), relacidén de flujo a 1.0ml/min, UV 245, Tr = 22.4 min.

3B. Preparacién de [1R,3S,7S,10R,118,128,168]1-7,11-dihidroxi-
8,8,10,12-tetrametil-3-[(E)}~1-[2-metiltiazol-4-il]lprop-1l-en-2-

il]-4,17-dioxabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona

OH
s L
—4 |
N:L¢J%£1::;;§;ITH -
0 o g
OH

La [45,7R,8S,10R,9S,13R,16S8]-4,8,13-trihidroxi-14-yodo-

5,5,7,9-tetrametil-16-[(E)-1-[2-metiltiazol-4-il])prop-li-en-2-
il]oxaciclohexadecano-2, 6-diona (85.6° g) se disolvid en
acetonitrilo (670 mL) y agua (130 mL). La trietilamina (135

mL, 968.5 mmol) se agregd a la solucidn. La reaccidn se
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calentd a 50°C hasta 60°C durante al menos 8 hr.

Después de que se enfridé a temperatura ambiente, la
solucidn se concentrd bajo presidén reducida. El1 residuo se
diluyd con EtOAc (1.2 L) y se lava con solucidén de cloruroc de
sodio saturado (3 x 500 mL). Los solventes se evaporaron bajo
presidén reducida para dar el producto crudo como aceite
amarillo. La purificacidn por filtracidn de almohadilla de gel
de silice (gel de silice 700 g, 66% EtOAc en heptano, 2 x 4 L,
v 1 x 3 L) proporcioné el Compuesto B como espuma (50.3 g, 90%
de rendimiento) con HPLC AP 80.

HPLC: Phenomex Luna C8 (2) 3um, 4.6 x 150mm, isocrético,
18 min, 36%B, 17 min, 56%B, (Fase movil A = 0.01M NH40AcC en
ACN:Agua (5:95), Fase mévil B = 0.01M NH4OAc en ACN:Agua

(95:5)), relacidn de flujoc a 1.0ml/min, UV 245, Tr = 15.0 min.

3C/3D. Preparacidn de (4s5,7R,88,98,13R,14R,168)-13-Azido-
4,8,14-trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-((E)-1-(2-metiltiazol-
4-il)prop-l-en-2-il)oxaciclohexadecano-2, 6-diona Y
(4s,7R,8S8,98,138,14S8,168S)-14-Azido-4,8,13~-trihidroxi-5,5,7,9-
tetrgmetil-lﬁ-((E)-1-(2—metiltiazol-4—i1)prop-l-en-z—

il)oxaciclohexadecano-2, 6-diona

—

+

Relacidn 6.1
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-A una solucién.agitada de epi-Epotilona-A (14.35 g, 29.07
mmol) en etanol (240 mL) y agua (48 mL) se le agregd azida de

sodio (11.45 g, 174.41 mmol) y cloruroc de amonio (3.14g, 58.14

mmol). La mezcla se agitd a 60°C durante 17-20h. Los volatiles
se evaporaron en el evaporador rotatorio bajo presidén reducida
debajo de 50°C. El residuo se disolvid en mezcla de acetato dé
etilo (287 mL) y agua (50 mL). Las fases se separaron y la
fase acuosa del fondo se extrajo con acetato de etilo (115
mL). Las fases organicas combinadqs se lavaron con 25% de
solucidén de cloruro de sodio acuoso”(salmuera). El solvente se
evapord bajo presidn reducida y el residuo se pasd a tra&és de
una almohadilla de gel de silice eluido con mezcla de acetato
de etilo/n-heptano (2:1). La evaporacidén del solvente bajo
presidén reducida proporciondé mezcla regio-isomérica de azido-
alcoholes, (4S,7R,88,95,13R,14R, 16S5)~-13-Azido-4,8,14-
trihidroxi-5,5,7,9%9-tetrametil-16-((E})-1-(2-metiltiazol-4-
il)prop-l-en-2-il)oxaciclohexadecano-2, 6-diona v
(48,7R,88,95,135,145,168)-14-Azido-4,8,13-trihidroxi-5,5,7,9-
tetrametil-16-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-
il)oxaciclohexadecano-2, 6-diona en relacidén ~6:1 (12.8 g, 82%)
como una espuma blanca.

LC-MS: columna Phenomenex Luna;C8(2): 3 um, 4.6 x 50 mm.
Gradiente: 15 min, 0%B hasta 100% B en 10 min, luego 100% B

durante 5 min. Fases moviles: A = 0.01 M NH;OAc en CH3CN/H,0
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5:95; B = 0.01 M NH4OAc en CH3CN/H,O0 95:5. Relacidn de flujo:
3.0 mL/min. Longitud de onda: UV 250 nm. Tieﬁbo de retencidén = 5.52
min. EM (ESI) (M+H)" = 537.69

Esta reaccidn ' también trabaja en otros solventes tipo, acetona,
acetonitrilo, tetrahidrofurano 2-propanol, dimetil formamida,
metilsulfoxido y N-metil-pirrolidinona. ’

El reactivo de azida de tertrabutilamonio también puede usarse en

lugar de azida de sodio/cloruro de amonio.

3E. Preparacidn de (1S,38,7S,10R,11S,125816R}-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-
tetrametil-3-((E)~1-(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-il)-4-oxa-17-

azabiciclo(14.1.0)heptadecano-5, 9-diona

A una solucidn agitada de mezcla de (4S,7R,8S,95,13R,14R,168)-13-
Azido-4,8,1l4~trihidroxi-5,5,7, 9-tetrametil-16-( (E)-1-(2-metiltiazol-4-
il)prop-1l-en-2-il)oxaciclohexadecano-2, 6-diona v
(4S,7R, 83,98,138,148,168) -14-Azido-4, 8, 13~trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-
16-((E)-1~(2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-il)oxaciclohexadecano-2, 6-
diona {(12.8 g, 23.85 mmol)} en acetonitrilo anhidro (90 mL) se le agregd
trifenilfosfina (9.48 g, 35.77 mmol} bajo atmésfené de nitrégeno. la

solucidén transparente se agitd a 20-40°C durante 19-40h. La mezcla de
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reaccién se enfrié hasta 0-5°C durante 3-4h y se filtré el producto. La

torta se lavd con heptano (64 mL) y se secd a 40°C bajo presién reducida
durante 15-18h para dar (18,3S,7S,10R,11S,12S16R)~7,11-dihidroxi~-
8,8,10,12-tetrametil-3-{(E)-1-{2-metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-il)-4-oxa-
17-azabiciclo(14.1.0}heptadecano-5,9-dicna como un s0lido blanco (5.41
g, 46%).

LC-MS: columa Phenomenex Luna C8(2): 3 um, 4.6 x 50 mm.

Gradiente: 15 min, 0%B hasta 100% B en 10 min, luego 100% B durante 5

H

min. Fases mdviles: A 0.01 M NHQAc en CHCN/HO 5:95; B = 0.01 M
NH OAc en CH3CN/H;O 95:5. Relacidn de f}ﬁjo: 3.0 mL/min. Longitud de
onda: UV 250 mnm. Tiempo de retencién = 4.43 min. EM (ESI) (M+H)* =
493.68

Esta reaccidn también trabaja con otras fosfinas similares,

triciclohexilfosfina, trimetilfosfina, tributilfosfina y  tris(4-

metoxifenil)-fosfina y otro solvente tetrahidrofurano.

F. Preparacién de [1S-[1R*,3R*(E),7R*,10S8*,11R*,12R*,6168*]]~-
7,11-Dihidroxi-17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-
metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4-oxa-17-

azabiciclo[l4.1.0]heptadecano-5,9-diona
HN, HO™ )

BrCH,CH,0OH
Y ’\)\)w, WOH EtsN. CHaCN s
N o - . _—L\N\ A,
O 0O °
OH
O QOH O

Formula quimica: CzaHmNzOsS

Masa exacta: 492.27 Férmula quimica: CaaHaaNa0sS
Peso molecular: 492.67 Masa exacta: 536.29

Peso molecular: 536.72

-
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El EtsN (4.95 mL, 35.52 mmol) y 2-bromoetanol (3.02 mL,
42.62 mmol) se agregaron a (1S,3S,7S,10R,11S8,128,16R)-7,11-
dihidroxi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-
il)prop-l-en-2-il)-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5, 9-
diona, 3.50 g, 7.10 mmol) en acétonitrilo {35 mL) y se
calienta hasta 72.5°C. Después de 20 hr, la mezcla de reaccidn

se enfridé a temperatura ambiente, se concentra hasta secarse a

través de una destilacidén al vacio rotatoria. El1l crudo se -

disolvid en acetato de etilo (50 mL) y se mezcla con agua
desionizada (35 mL). La mezcla se extrae con acetato de etilo
(3 x 35 mL), se seca sobre NayS0;, se filtra, se concentra, se
cristaliza en acetonitrilo (35 mL), se lava con acetonitrilo
(2 x 5 mL), ¥y se seca en un horno al vacio a 45 5°C durante la
noche para aislar (1S,3S,7S,10R,118,125,16R)-7,11-dihidroxi-
17-(2-hidroxietil)~8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-
metiltiazol-4-il)prop-l-en-2-il)-4-oxa-17-
azabiciclo[l4.l.O]heptadecano-5,9—dipna como un polvo
cristalino blanco (2.60g, HPLC AP 97.1, 68.2% de rendimiento).

LC-MS: Phenomenex C8, 3 um, 4.6 x 150mm, gradiente, 10
hasta 50%B durante 10 min, y se detiene a 20 min. (A= 5%
MeCN/H,0 + 0.01 M NH40Ac; B = 95% MeOH/H,0 + 0.01 M NH,OAc),
relacidén de flujo a 1.0 mL/min, UV 254 nm. Tiempo de
retencidén = 9.43 min. EM (ESI) M+H = 537.21.

Una persona de experiencia ordinaria reconocera gque el

Compuesto 3G como se prepara por este Ejemplo 3 es idéntico al
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Compuesto G como se prepara por el Ejemplo 2, y de esta
manera, el Compuesto 3G puede usarse para preparar 1los
Compuestos H, I, y J, los métodos de preparacidén y compuestos

de los cuales se describen en el Ejemplo 2.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto conjugado, caracterizado porgue tiene la

férmula (1),

V—T— Q@ — M—K—A

o una sal/soclvato farmacéuticamente aceptable del mismo,

- en donde:

V es un receptor de folato enlazado a la porcidn;

D es O, S5, o NRy;

M es un enlazador liberable;

K es O, S, © NR7a;

A es —(CRgRg)-(CHs;)n-Z2- en donde Z es -(CHRjg)-, -C{=0)-, -
C(=0)-C(=0)-, -0C(=0)-, -N{(R1;)C(=0)-, -803-, & -N{Ri1)S0;-;

B; es hidroxilo o ciano y R; es hidrdgenoc o B; y R; se
toman juntos para formar un enlace doble;

Rz, R;, v Rs son, independientemente, hidrégeno, alguilo,
alquilo substituido, arilo o arilo substituido; o R; ¥y Rj
pueden tomarse junto con el carbono al cual se enlazan para

formar un cicloalquilo opcionalmente substituido;
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Ry es hidrdégeno, alquileo, algquenilo, alquilo substituido,
alguenilo substituido, arilo, © arilo substituido;
R¢ es hidrdgeno, algquilo o alguilo substituido;

Rsa, Ry, Rg, Ry, Rig, Yy Ry1 son independientemente

hidrégeno, alquilo, alguilo substituido, cicloalgquilo,
cicloalguilo substituido, arilo, arilo substituido,
heterocicloalquilo, heterocicloalguilo substituido,

heteroarilo, ¢ hetercarilo substituido;

Ri; es H, algquilo, alquilo substituido, o haldgeno;

Ris es arilo, arilo substituido, hetercarilo 0
heterocarilo substituido; |

m es 0 hasta 6;

T tiene la férmula:

Rz X

o| Ris
N CO,R
. N 2R15
R4

en donde Rys cada que se presenta es, independientemente,

ZT

hidrdgeno, alquilo, alquilo substituido, arilo, arilo
substituido, arilalquilo, arilalguilo substituido,
cicloalquile, <cicleoalquilo substituido, cicloalguilalqguilo,
cicloalguilalguilo | . substituido, heterocarilo,
heterocarilalquilo, heteroarilalquilo substituido, heteroarilo
substituido, heterocicloalguilo, o) heterocicloalquilo
substituido;

g es 1 hasta 10; vy

']
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Ris, Ris ¥ Ri7 son independientemente hidrdégeno, alquilo
inferior o alquilo inferior substituido o Rijs y Ry7; se toman

juntos para formar un cicloalquilo.

2. El combuesto conjugado de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque:

K es 0O;

A es alquileno Cz.4;

B, es ~OH;

R;, R3, Ry y Rs son, independientemente, hidrdégeno o
algquilo inferior;

R¢ es hidrdgeno o metilo;

Riz &s un heteroarilo de 5 6 6 miembros opcionalmente

substituido, y

M es —S—R3U—O-C('—’O)—, —S—Rg,o—C(:O)— , O —S-R34R30-O'—C(=O) -
en donde
Rag es algquileno inferior o} algquileno inferior

sustituido; ¥y Ri; es arileno ¢ arileno substituido.

3. El compuesto conjugado de conformidad con la
reivipdicacién 2, caracterizado porque Rj;; es un tiazolilo,
piridiloc u oxazolilo opcionalmente substituido.

4, El compuesto conjugado de conformidad con la

reivindicacién 2, caracterizado porque tiene la férmula Ia
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Ia
5. El compuesto conjugado que tiene la siguiente férmula
Ib: Ry 17
9 Q—M~_
H 0]
10 N /ﬁ
q COzRy5
R1a S
——<\ |/ OH
N
@]
O OH O
Ib
15 caracterizado porgue §
vV es un folato, o un andlogo o un derivado del mismo;
R¢ es H o alquilo inferior;
Q es 0O, S, 0O NRy;
M es
20 R R
32 29
L, NN
/\ -~ )%l\/\ | ~
o)
R , P -
R 19 R25 R26 ' \
R27 Rzg O
Ris en cada caso es, independientemente, hidrdgeno,

25 alquilo, algquilo substituido, arilo, arilo substituido,
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arilalquilo, arilalquilc substituido, cicloalquilo,
cicloalguilo substituido, ciclocalquilalquilo,
cicloalguilalquilo substituido, heterocarilo,

hetercarilalguilo, heteroarilalquilo substituido, heterocarilo
substituido, heterocicloalquilo,. 0 heterocicloalqgquilo
substituido;

g es 1 hasta 10;

Ris, Ris ¥ Ri; son independientemente hidrdgeno, alquilo
inferior o alquilo inferior substituido; y

Ris, Rie,  Rsi, Raz, Riz, Raa, R2s, Rz, R27, Rz ¥ Rz9 son
cada uno, independientemente, alquilo, alguilo substituido,
cicloalquilo, o cicloalquilo substituido, o cualguiera de Rig
¥ Rig9; R3z1 ¥ Rsz2i Ris ¥ Risi; Raz ¥ Raai Ras ¥ Rzsi Raa ¥ Rasi O Rz
v Rag pueden ser tomados juntos para formar un cicloalqguilo.

6. El compuesto conjugado de conformidad con cualesguiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4 &6 5, caracterizado porque g
es 1 hasta 5, cada Ris es indeﬁendientemente H, metilo,
guanidinilopropilo, - (CH3z)1-2-COzH, -CH,-SH, ~-CH,-0H,
imidazolil {metilo)}, aminobutilo, o -CH{OH)-CHj;.

7. El compuesto conjugado de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5 & 6, caracterizado

peorque M es:
0
}\;S\/\OJ}L

8. El compuesto conjugado de conformidad con cualesqguiera
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de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6 & 7, caracterizado

porque V es

22

Y

W vy X son independientemente CH' o nitrégeno;

Rzo es hidrdégeno, amino o alquilo inferior;

R;: es hidrdégeno, alquilo inferior, o forma un grupo
cicloalguilo con Rjy;3;

Ry;; es hidrégeno, alquilo inferior, alguenilo inferior, o
algquinilo inferior; y

R;3 es hidrdégeno o forma un cicloalquilo con Rj;.

9. El1l compuesto conjugado de conformidad con cualesguiera
de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 & 8, caracterizado

porgue V es
CO,H

\

O
Iz

10. El1 compuesto conjugado de conformidad con 1la

reivindicacidén 1, caracterizado porque tiene la fdérmula
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HN NH

)OL
COzH
0 2 hw 9
N N
o COH
; N H o) ?
R
/k\ P

0 una sal y/0 solvato farmacéuticamente aceptable del
mismo.
11. E1 compuesto conjugado de conformidad con 1la

reivindicacidén 10, caracterizado porque tiene la fdérmula

10 HzN NH
- O
8
o SO ’I: \v/“‘o ’"‘1
i J[:j)kN \/i‘ coH_ o
N 4.,
HN)H/I \j/\u “Scop \CO H .
P
HaN N N
15 o una sal y/o solvato farmacéuticamente aceptable del

mismo.

12. Una composicidn farmacéutica, caracterizada porque
comprende un compuesto conjugado de conformidad con
cualesquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

20 9, 10 ¢ 11, o una sal y/o solvato farmacéuticamente aceptable
| del mismo, en un portador farmacéuticamente aceptable.

13. El wuso de un compuesto de conformidad con
cualesquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9,
10 é 11, para preparar un medicamento para el tratamiento de

25 una condicidén asociada con el receptor de folato en un
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paciente.

14. E1 uso de conformidad con lalreivindicacién 13, en
donde la condicidén es cancer -seleccionado del grupo dque
consiste de cancer de ovario, cdncer de piel, céncer de mama,
cancer de pulmén, céancer de coldn, cancer de nariz, céncer de
garganta, cancer de la gléndula mamaria, cancer de higado,
cédncer de rifidn, cancer de Dbazo, cédncer de cerebro,
mesotelioma, adenoma en la pituitaria, cancer cervical,
carcinoma de célula renal u otro cdncer renal, carcinoma de

plexo corcide o un tumor epitelial.
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencidn se dirige a'compuestos conjugados
que comprenden un folato, o un andlogo o derivado de los
mismos, y un andlogo de aziridinil epotilona, como se describe
ademas en la presente, y/o sales farmacéuticamente aceptables
5

y/0 solvatos de lo mismos, Utiles en el tratamiento de cdncer

u otras condiciones asociadas con el receptor de folato.
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CORREA ORDONEZ ALVARO
Apoderado(a) y/o Representante de
BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

REFERENCIA Radicacidén No. 8 125431
Solicitud internaciocnal PCT/US2007/069740
Fecha inicio fase nacional 25/12/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. o 0586

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratadc de
Cocperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamentoc y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gque:

1. Debe aclarar el nombre del solicitante ENDOCYTE INC, por cuanto la publicacidn
internacional difiere del petitorio presentadco en fase nacional.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidén del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a gque hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaracicnes se determinard segin indiquen
claramente una cesidn de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad c¢on lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulc Quinto, Tituleo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficic, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimienteo al presente requerimiento, la sclicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo gquinto del titulco primero de la Circular Unica No.10 de 2001.
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