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DESCRIPCION
Conjugado de folato-vinblastina como medicamento.

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica la prioridad a tenor del titulo 35 del Cdédigo de los Estados Unidos, § 119(e) para la
solicitud de Patente de los Estados Unidos con N.° de serie 60/442.845, titulada " Vitamin-Receptor Binding Drug
Delivery Conjugates”, presentada el 27 de enero de 2003, la solicitud de Patente de los Estados Unidos con N.° de
serie 60/492.119, titulada " Vitamin-Receptor Binding Drug Delivery Conjugates”, presentada el 1 de agosto de 2003,
y la solicitud de Patente de los Estados Unidos con N.° de serie 60/516.188, titulada " Vitamin-Receptor Binding Drug
Delivery Conjugates", presentada el 31 de octubre de 2003.

Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere a composiciones y a su uso en la administracion dirigida de farmacos. Mas
concretamente, la invencion se dirige a conjugados para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas para
usar en el tratamiento de estados patdgenos causados por poblaciones de células patdégenas, y a composiciones
farmacéuticas fabricadas a partir de los anteriores.

Antecedente de lainvencién

El sistema inmune de los mamiferos constituye un medio para reconocer y eliminar células tumorales, otras células
patégenas y patdégenos extrafios invasores. Aungue el sistema inmune constituye normalmente una linea de defensa
fuerte, existen muchos casos en los que células cancerosas, otras células patdgenas y patdgenos extrafios
invasores pueden eludir la respuesta inmune del hospedador y proliferar o persistir con la consiguiente patogenia
para el hospedador. Los agentes quimioterapéuticos y las radioterapias se han desarrollado para eliminar, por
ejemplo, neoplasias en replicacion. Sin embargo, muchos de los agentes quimioterapéuticos actualmente
disponibles y pautas de radioterapia tienen efectos secundarios adversos por que no solo actdan destruyendo las
células patdgenas, sino que también afectan las células normales del hospedador, como las células del sistema
hematopoyético. Los efectos secundarios adversos de estos farmacos contra el cancer destacan la necesidad de
desarrollar nuevos tratamientos selectivos para la poblacién de células patdégenas y con menos toxicidad para el
hospedador.

Los investigadores han desarrollado protocolos terapéuticos para destruir células patégenas dirigiendo compuestos
citotéxicos a dichas células. Muchos de estos protocolos usan toxinas conjugadas con anticuerpos que se unen a
antigenos expresados de forma Unica o en exceso por las células patdgenas en un intento de minimizar la
administracion de la toxina a células normales. Con este enfoque, se han desarrollado varias inmunotoxinas
constituidas por anticuerpos dirigidos contra antigenos especificos en células patégenas, estando los anticuerpos
unidos a toxinas como la ricina, la exotoxina de Pseudomonas, la toxina diftérica, y el factor de necrosis tumoral.
Estas inmunotoxinas se dirigen a células patégenas, tales como células tumorales, que contienen los antigenos
especificos reconocidos por el anticuerpo (Olsnes, S., Immunol Today, 10, pp. 291-295, 1989; Melby, E.L., Cancer
Res., 53(8), pp. 1755-1760, 1993; Better, M.D., niumero de publicaciéon PCT WO 91/07418, publicado el 30 de mayo
de 1991).

Otro enfoque para dirigir farmacos contra poblaciones de células patégenas, como células cancerosas o patégenos
extrafios, en un hospedador es potenciar la respuesta inmune del hospedador contra las células patdégenas para
evitar la necesidad de administrar compuestos que pueden mostrar también toxicidad independiente para el
hospedador. Una estrategia para inmunoterapia notificada es unir anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos multiméricos
disefiados por ingenieria genética, a la superficie de células tumorales para presentar la regiéon constante de los
anticuerpos sobre la superficie celular e inducir la muerte de la célula tumoral por diferentes procesos mediados por
el sistema inmune (De Vita, V.T., Biologic Therapy of Cancer, 22 ed. Filadelfia, Lippincott, 1995; Soulillou, J.P.,
Patente de los Estados Unidos 5.672.486). Sin embargo, estos enfoques se han visto complicados por las
dificultades para definir antigenos especificos tumorales.

Resumen de lainvencion

En un intento de desarrollar tratamientos eficaces especificos para células patdgenas y con toxicidad minimizada
para las células normales, se han desarrollado conjugados para administrar farmacos al receptor de union a
vitaminas. La presente invencién se puede aplicar a poblaciones de células patdgenas que expresan de manera
Unica, preferiblemente expresan, o expresan en exceso, receptores de folato o receptores que se unen a derivados o
anélogos del folato.

La invencion se refiere a un conjugado para administrar farmacos que tiene la féormula
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La invencion se refiere adicionalmente a una composicion farmacéutica que comprende el conjugado para
administrar farmacos anterior y un vehiculo, diluyente o excipiente de la misma farmacéuticamente aceptable.

La invencion se refiere adicionalmente al uso del conjugado para administrar farmacos anterior o la composicion
anterior en la fabricacion de un medicamento para tratar el cancer en un paciente. En un aspecto relacionado, la
invencion se refiere al conjugado para administrar farmacos anterior o la composicién anterior en un procedimiento
para tratar el cancer en un paciente.

En algunas realizaciones de la invencion, el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en cancer oral, de
tiroides, endocrino, de la piel, gastrico, esofagico, laringeo, pancreético, de colon, de vejiga, 6seo, ovarico, cervical,
uterino, de mama, testicular, prostatico, rectal, de rifién, de higado y de pulmdn. Un cancer concreto es el cancer de
ovarios. Otro cancer concreto es el cancer de mama. Otro cancer concreto adicional es el cancer de pulmén.

La invencion se refiere a la anterior materia sujeto. Sin embargo, se incluye lo siguiente con el fin de ilustrar
adicionalmente y proporcionar informacién de respaldo relativa a la materia sujeto reivindicada.

Un conjugado para administrar farmacos comprende un resto de union al receptor de vitaminas, un enlazador
bivalente, y un farmaco. Tal como se usa en el presente documento, "V" se refiere a un resto de unién al receptor de
vitaminas e incluye vitaminas, y analogos o derivados de las mismos de union al receptor de vitaminas, y el término
“vitamina o anélogo o derivado de la misma” se refiere a vitaminas y analogos y derivados de la misma que son
capaces de unirse a los receptores de vitamina. Tal como se usa en el presente documento, "D" se refiere a
farmacos, e incluye analogos y derivados de los mismos. La vitamina, o el analogo o el derivado de la misma, esta
unido covalentemente al enlazador bivalente (L), y el farmaco, o el analogo o el derivado del mismo, también esta
unido covalentemente al enlazador bivalente (L). El enlazador bivalente (L) puede comprender varios enlazadores.
Por ejemplo, el enlazador bivalente (L) puede comprender uno o mas componentes seleccionados entre enlazadores
separadores (Is), enlazadores liberables (Ir), y enlazadores con heteroatomo (l4), y combinaciones de los mismos, en
cualquier orden.

Los conjugados para administracion de farmaco que ilustran esta realizacion incluyen:
V-L-D
V-(I)c-D
V-(ls)a-D
V-(Is)a-(I)e-D
V-(Ie-(Is)a-D
V-(Iu)b-(I)e-D
V-(I)e-(I)o-D
V-(I)a-(I)e-(In)e-D
V-(Is)a-(In)p-(Ir)e-D
V-(I)e-(Ih)-(Is)a-D
V-(I)a-(Is)a~(Ir)e-(IH)e-D
V=(In)d-(I)e-(Is)a-(I)e-D
V-(I)a-(Is)a-(IH)p-(Ir)e-(IH)e-D
V-(Iu)a-(I)e-(I1)b-(Is)a-(In)e-D
V-(Is)a-(I)e-(I1)o-D



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395082 T3
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en los que a, b, ¢, d, y e son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3, 0 4, (Is), (In), y (I) son como se han definido en
el presente documento, V es una vitamina, o analogo o derivado de la misma, y D es un farmaco, o analogo o
derivado del mismo, y en donde el L bivalente abarca uno de una variedad de (Is), (I+), y (Ir), en cualquier orden y
cualquier combinaciéon. Se entiende que los anteriores ejemplos del enlazador bivalente L estan previstos para
ilustrar la amplia variedad de ensamblajes entre (In), (Is), y (Ir) que abarca el enlazador bivalente.

Se entiende que cada uno de los enlazadores separadores, de heterodtomo y liberables es bivalente. Debe
entenderse ademas que la conectividad de cada uno de los diferentes enlazadores separadores, de heteroatomo y
liberables, y entre los diferentes enlazadores separadores, de heteroatomo y liberables y D y/o V, como se ha
definido en el presente documento, pueden producirse en cualquiera de los atomos de los enlazadores separadores,
de heteroatomo vy liberables, y no se producen necesariamente en ningln extremo aparente de ninguno de los
diferentes enlazadores separadores, de heteroatomo y liberables. Por ejemplo, en la realizacion a modo de ejemplo
en la que el enlazador bivalente es:
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es decir, en la que el enlazador bivalente L es -(In)-(Is)s-(I-1h)2-D, en la que (I4) es nitrégeno, (ls)s es Ala-Glu-Lys-Asp-
Asp, ¥ (I-lh)2 es -(CHz)2-S-S-(CHy).-O-C(0)-O-, respectivamente, el enlazador (I-ly)2 esta conectado a la parte
intermedia del enlazador (Is)s.

El conjugado para administrar farmaco puede comprender un resto de unién al receptor de vitamina, un enlazador
bivalente (L), y un farmaco, y el enlazador bivalente (L) comprende uno o mas enlazadores de heteroatomo (1H). El
resto de unién al receptor de vitamina puede estar covalentemente unido al enlazador bivalente (L) mediante un
primer enlazador de heteroatomo (IH)d y el farmaco puede estar covalentemente unido al enlazador bivalente (L)
mediante un segundo enlazador de heterodtomo (IH)e. El enlazador bivalente (L) puede también comprender uno o
mas enlazadores separadores y enlazadores liberables, en donde los enlazadores separadores y los enlazadores
liberables pueden estar covalentemente unido entre si de manera diferente a un tercer enlazador de heteroatomo
(IH)b. Dicho conjugado para administrar farmacos se ilustra de la siguiente forma:

V-(It)a-(Is)a-(In)b-(I)c-(In)e-D

en la que a, b, ¢, d, y e son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3, 0 4, (Is), (I+), ¥ (I, y V y D son como se han
definido en el presente documento, y en la que el enlazador bivalente L abarca (ls), (I4), y (I) tal como se ha ilustrado.

El conjugado para administrar farmaco puede comprender un resto de unién al receptor de vitamina, un enlazador
bivalente (L), y un farmaco, y el enlazador bivalente (L) puede comprender un enlazador de heteroatomo (l4). El
resto de union al receptor de vitamina puede ser una vitamina, o un analogo o un derivado de la misma, y el farmaco
puede incluir analogos o derivados del mismo. La vitamina, o el analogo o el derivado de la misma, puede estar
covalentemente unido al enlazador bivalente (L) y el farmaco, o el analogo o el derivado del mismo, puede estar
unido covalentemente al enlazador bivalente (L). El enlazador bivalente (L) puede también comprender enlazadores
separadores y enlazadores liberables, y los enlazadores separadores y los enlazadores liberables pueden estar
covalentemente unidos entre si de forma diferente que mediante el enlazador de heteroatomo. Se ilustra de la
siguiente forma un conjugado para administrar farmaco:

V'(ls)a'(IH)b'(lr)c'D

en la que a, b, y ¢ son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3, 0 4, (Is), (In), ¥ (I), y V y D son como se han definido
en el presente documento, y en la que el enlazador bivalente L abarca (Is), (I+), y (I) como se ilustra.

Un conjugado para administrar farmacos al receptor de union a vitaminas puede tener también la formula general V-
L-D. En esta realizacion, L se construye con uno o mas enlazadores (), (Is)a, ¥ (I)b, ¥ combinaciones de los
mismos, en cualquier orden, en la que (I) es un enlazador liberable, (Is) es un enlazador separador, (I) es un
enlazador de heteroatomo, y a, b, y ¢ son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3, 0 4, V es una vitamina, 0 un
analogo o un derivado de la misma, y D es un farmaco, o un analogo o un derivado del mismo. Se apreciara que los
conjugados para administracion de farmaco descritos en la presente memoria pueden incluir un enlazador bivalente
que tiene mas de un enlazador separador, enlazador liberable, o enlazador de heteroatomo. Por ejemplo, se
contemplan enlazadores bivalentes que incluyen dos o mas enlazadores liberables (). Ademas, las configuraciones
de dichos enlazadores liberables incluyen enlazadores bivalentes en los que los enlazadores liberables estan unidos
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covalentemente entre si, y en las que los enlazadores liberables estan separados entre si por uno o mas
enlazadores de heteroatomo y/o enlazadores separadores.

Un conjugado para administrar farmacos al receptor de union a vitaminas puede tener también la formula general V-
L-D en la que L es un enlazador bivalente que comprende (Is)a ¥ (I1)b, Y combinaciones de los mismos en cualquier
orden, en la que (Is)a y (Ik)s, Y V Yy D son como se han definido en el presente documento. En esta realizacion, el
farmaco del conjugado para administrar farmaco puede ser un hapteno como fluoresceina o nitrofenilo.

Un conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas puede tener también la férmula general V-
L-D, en la que L es un enlazador bivalente que comprende (Is)a, (I)b, ¥ (I)c, ¥ combinaciones de los mismos en
cualquier orden, en la que (Is)a y (Ih)o, ¥ V Yy D son como se han definido en el presente documento, y en donde al
menos uno de (I) no es un disulfuro. Se apreciara que los enlazadores bivalentes de esta realizaciéon con mas de un
(I, es decir, en los que ¢ es mayor que 1, pueden incluir una enlazador liberable de disulfuro ademas de otro u otros
enlazadores liberables.

En un aspecto de los diferentes conjugados para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas, el enlazador
bivalente comprende un enlazador de heteroatomo, un enlazador separador, y un enlazador liberable tomados juntos
para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloximetiloxilo, en el que el metilo esta opcionalmente sustituido por un alquilo o
arilo sustituido.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador de heteroatomo, un enlazador separador, y un
enlazador liberable tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilo, en el que el carbonilo forma una
acilaridina con el farmaco, o analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador de heteroatomo, un enlazador separador, y un
enlazador liberable tomados juntos para formar 1-alcoxicicloalquilenoxi.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador separador, un enlazador de heteroatomo, y un
enlazador liberable tomados juntos para formar alquilenoaminocarbonil(dicarboxilarileno)carboxilato.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar ditioalquilcarbonilhidrazida, en la que la hidrazida forma una hidrazona con el
farmaco, o anélogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador de heteroatomo, un enlazador separador, y un
enlazador liberable tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilhidrazida, en la que la hidrazida
forma una hidrazona con el farmaco, o analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador de heteroatomo, un enlazador separador, un
enlazador de heterodtomo, un enlazador separador, y un enlazador liberable tomados juntos para formar 3-
tioalquilsulfonilalquil(sililo disustituido)oxilo, en la que el sililo disustituido estd sustituido por alquilo o arilo
opcionalmente sustituido.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende una pluralidad de enlazadores separadores seleccionados entre
el grupo que consiste en los aminoacidos naturales y estereoisdémeros de l0s mismos.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbonato con el
farmaco, o analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioarilalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbonato con el
farmaco, o anéalogo o derivado del mismo, y el arilo esta opcionalmente sustituido.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador de heteroatomo, a enlazador separador, a
enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador liberable tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-
ilalquiloxialquiloxialquilideno, en el que el alquilideno forma una hidrazona con el farmaco, o analogo o derivado del
mismo, cada alquil se ha seleccionado independientemente, y el oxialquiloxi estd opcionalmente sustituido por
alquilo o arilo opcionalmente sustituido.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquiloxicarbonilhidrazida.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilamino, en el que el amino forma una amida viniloga con el farmaco,
0 anélogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilamino, en el que el amino forma una amida viniloga con el farmaco,
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0 anélogo o derivado del mismo, y el alquilo es etilo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilaminocarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbamato con el
farmaco, o analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilaminocarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbamato con el
farmaco, o analogo o derivado del mismo, y el alquilo es etilo.

En otro aspecto, el enlazador bivalente comprende un enlazador liberable, un enlazador separador, y un enlazador
liberable tomados juntos para formar 3-ditioarilalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbamato o una
carbamoilaziridina con el farmaco, o analogo o derivado del mismo.

En un aspecto, los enlazadores, liberables, separadores y de heteroatomos se pueden disponer de forma que tras la
escisién de un enlace en el enlazador bivalente, los grupos funcionales liberados ayuden quimicamente a la rotura o
escision de otros enlaces, también denominada rotura o escisién con ayuda anquimérica. Una realizacion a modo de
ejemplo de dicho enlazador bivalente o parte del mismo incluye compuestos que tienen la formula:

I
-x"o’ﬁ’\*{\o’@/\ o

en la que X es un heteroatomo, como nitrégeno, oxigeno o azufre, n es un numero entero seleccionado de 0, 1, 2, y
3, R es hidrégeno, o un sustituyente, incluyendo un sustituyente capaz de estabilizar una carga positiva por
induccion o resonancia sobre el anillo de arilo, tal como alcoxilo, y el simbolo (*) indica puntos de union para
enlazadores separadores, de heterodtomo, o liberables adicionales, conformando el enlazador bivalente, o
alternativamente para unién del farmaco, o analogo o derivado del mismo, o la vitamina, o analogo o derivado de la
misma. Se apreciard que pueden estar presentes otros sustituyentes en el anillo de arilo, el carbono bencilico, el
acido alcanoico, o el puente de metileno, incluyendo hidroxilo, alquilo, alcoxilo, alquiltio, y halo. La escisiéon con
ayuda puede incluir mecanismos que implican intermedios de bencilio, intermedios de bencino, ciclacién de lactona,
intermedios de oxonio, y beta-eliminacién. Se apreciara adicionalmente que, ademas de la fragmentacién posterior a
la escision del enlazador liberable, la escisién inicial del enlazador liberable puede verse facilitada por un mecanismo
de ayuda anquimérica.

Un intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de union a vitaminas puede comprender un resto
de union al receptor de vitamina, un enlazador bivalente, que tiene un primer extremo y un segundo extremo, y un
grupo de acoplamiento. El resto de unidn al receptor de vitamina puede ser una vitamina, o un analogo o un derivado
de la misma, y el grupo de acoplamiento es un nucledfilo, un electréfilo, o un precursor de los mismos. El resto de
union al receptor de vitamina puede estar unido covalentemente al enlazador bivalente en el primer extremo del
enlazador bivalente, y el grupo de acoplamiento puede estar unido covalentemente al enlazador bivalente en el
segundo extremo del enlazador bivalente, y el enlazador bivalente puede comprender uno o mas enlazadores
separadores, enlazadores liberables, y enlazadores de heteroatomo, y combinaciones de los mismos, en cualquier
orden.

Un intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas puede comprender también
un enlazador bivalente, que tiene un primer extremo y un segundo extremo, un farmaco, o un analogo o un derivado
del mismo, y un grupo de acoplamiento. El enlazador bivalente puede comprender uno o mas componentes
seleccionados entre enlazadores separadores, enlazadores liberables, y enlazadores de heteroatomo, como se ha
descrito en el presente documento. El grupo de acoplamiento puede estar unido covalentemente al enlazador
bivalente en el primer extremo del enlazador bivalente, y el farmaco o analogo o derivado del mismo puede estar
unido covalentemente al enlazador bivalente en el segundo extremo del enlazador bivalente. Ademas, el grupo de
acoplamiento puede ser un nucledfilo, un electréfilo, o un precursor de los mismos, capaz de formar un enlace
covalente con un resto de union al receptor de vitamina, donde el resto de union al receptor de vitamina es una
vitamina, o un analogo o un derivado de la misma.

En otra realizacion a modo de ejemplo del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a
vitaminas descrito en el presente documento, el grupo de acoplamiento puede ser un aceptor de Michael, y el
enlazador bivalente incluye un enlazador liberable que tiene la férmula -C(O)NHN=, -NHC(O)NHN=, o -
CH,C(O)NHN=. En un aspecto ilustrativo del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de
union a vitaminas descrito en el presente documento, el grupo de acoplamiento y el enlazador bivalente se toman
juntos para formar un compuesto que tiene la formula:
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0O 0
NH
QIH}): N=(D)
O >

o un derivado protegido del mismo, en la que D es el farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, capaz de
formar una hidrazona como se ilustra en el presente documento; y n es un nimero entero tal como 1, 2, 3, 0 4. En
otro aspecto ilustrativo del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas
descrito en el presente documento, la vitamina, o un analogo o un derivado de la misma, incluye un nucledfilo de
alquiltiol.

En otra realizacion a modo de ejemplo del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a
vitaminas descrito en el presente documento, el grupo de acoplamiento es un heterodtomo, tal como nitrégeno,
oxigeno, o azufre, y el enlazador bivalente incluye uno o mas enlazadores de heteroatomo y uno o mas enlazadores
separadores que conectan de forma covalente la vitamina o analogo o derivado de la misma con el grupo de
acoplamiento. En un aspecto ilustrativo, el intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién
a vitaminas descrito en el presente documento incluye un compuesto que tiene la formula:

H
Vet XM

0 un derivado protegido del mismo, en la que X es oxigeno, nitrdgeno o azufre, y m es un nimero entero tal como 1,
2,03,yenlaqueV,ls, yl4yson como se han definido en el presente documento.

En otro aspecto ilustrativo, el intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas
descrito en el presente documento incluye un compuesto que tiene la féormula:

HOLC
V—NH  XH

o un derivado protegido del mismo, en la que X es nitrégeno o azufre, en la que V y |s son como se han definido en el
presente documento.

En otro aspecto ilustrativo, el intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas
descrito en el presente documento incluye un compuesto que tiene la féormula:

w5 CF
y—i7~NH S-§

o un derivado protegido del mismo, en la que Y es hidrégeno o un sustituyente, a modo de ejemplo un sustituyente
electrofilo incluyendo nitro, ciano, halo, alquilsulfonilo, y un derivado de acido carboxilico, y en la que V y Is son como
se han definido en el presente documento.

En otra realizacién a modo de ejemplo del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a
vitaminas descrito en el presente documento, el grupo de acoplamiento es un aceptor de Michael, y el enlazador
bivalente incluye uno o mas enlazadores de heteroatomo y uno o mas enlazadores separadores que conectan de
forma covalente la vitamina o analogo o derivado de la misma al grupo de acoplamiento. En un aspecto ilustrativo
del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas descrito en el presente
documento, el grupo de acoplamiento y el enlazador bivalente se toman juntos para formar un compuesto que tiene
la férmula:

HOLC

V- X{w l
o

0 un derivado protegido del mismo, en la que X es oxigeno, nitrégeno o azufre, y m y n son nimeros enteros
seleccionados independientemente, tales como 1, 2, 0 3, y en la que V, Is, y Iy son como se han definido en el
presente documento. En otro aspecto ilustrativo del intermedio del conjugado para administrar farmacos al receptor
de unién a vitaminas descrito en el presente documento, el farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, incluye
un nucledfilo de alquiltiol.

En otro aspecto ilustrativo del conjugado para administrar farmacos al intermedio del receptor de unién a vitaminas
descrito en el presente documento, el intermedio incluye compuestos con las formulas:
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Q
HOG, el
H} N HOC b
V—{AAY5-NH x—vz’_ ;ﬁ' S Qs
o 0

o V{ARNH  S-8

o derivados protegidos del mismo, en la que V es la vitamina, o un analogo o un derivado de la misma, AA es un
aminoacido, seleccionado a modo de ejemplo entre los aminoacidos naturales o estereoisémeros de los mismos, X
es nitrégeno oxigeno, o azufre, Y es hidrégeno o un sustituyente, a modo de ejemplo un sustituyente electréfilo,
incluyendo, nitro, ciano, halo, alquilsulfonilo y un derivado de &cido carboxilico, m y n son ndmeros enteros
seleccionados independientemente, tales como 1, 2, 0 3, y p es un nimero entero tal como 1, 2, 3, 4, 0 5. AA puede
ser también cualquier otro aminodacido, tal como un aminoacido que tenga la férmula general:

“N(R)-(CR'R")¢-C(0)-

en la que R es hidroégeno, alquilo, acilo, o un grupo protector del nitrégeno adecuado, R’ y R" son hidrégeno o un
sustituyente, cada uno de los cuales se ha seleccionado independientemente en cada aparicion, y q es un numero
entero tal como 1, 2, 3, 4, 0 5. A modo de ejemplo, R’ y/o R" corresponden independientemente a, hidrégeno o las
cadenas secundarias presentes en los aminoacidos naturales, tales como metilo, bencilo, hidroximetilo, tiometilo,
carboxilo, carboxilmetilo, guanidinopropilo, y derivados y derivados protegidos de los mismos. Las férmulas
anteriormente descritas incluyen todas las variantes estereoisoméricas. Por ejemplo, el aminoacido se puede
seleccionar entre asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, glutamina, arginina, serina, ornitina, y
treonina. En otro aspecto ilustrativo del conjugado para administrar farmacos al intermedio del receptor de unién a
vitaminas descrito en el presente documento, el farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, incluye un
nucledfilo de alquiltiol.

En otra realizacion a modo de ejemplo, se describe un proceso para preparar un compuesto que tiene la formula:

NH,
o N-) N=(D}
o)

]

0 un derivado protegido del mismo, en la que L es un enlazador que comprende (I\)c, (Is)a, ¥ (In)s, y combinaciones de
los mismos; y D es un farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, capaz de formar una hidrazona, en donde
(INe, (Is)a, Y (IW)b, Y V son como se han definido en el presente documento, proceso que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar un compuesto que tiene la formula:

H,
V\L""'\”/l,SH

0 >

0 un derivado protegido del mismo, con un compuesto que tiene la formula:
o 0
Wt
[ Nt NH
0 E

o un derivado protegido del mismo para formar un derivado de tiosuccinimida; y

(b) formar un derivado de hidrazona del farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, con el derivado de
tiosuccinimida.

En otra realizacion a modo de ejemplo, se describe un proceso para preparar un compuesto que tiene la formula:

NH;
V\LfIH s 0 O
0 b N=D)
s}

]

en la que L es un enlazador que comprende (I)c, (Is)a, ¥ (I)b, Yy combinaciones de los mismos; y en donde D es el
farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, capaz de formar una hidrazona, y (I)c, (Is)a, ¥ (I)b, Y V SOn como se
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han definido en el presente documento, el proceso comprende la etapa de:

hacer reaccionar un compuesto que tiene la férmula:

NH,

V‘L"H\ﬂ/'\,st-l

o .

3

o un derivado protegido del mismo, con un compuesto que tiene la formula:

0 0
N—()\_ h*

| h N=(D}
(u)

»
0 un derivado protegido del mismo.

En otra realizacion a modo de ejemplo se describe una composicion farmacéutica. La composicién farmacéutica
comprende un conjugado para administrar farmaco, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el mismo.

En otra realizacion a modo de ejemplo se describe un conjugado para administrar fArmaco para usar en un
procedimiento para eliminar una poblacién de células patdgenas en un animal hospedador que alberga la poblacion
de células patégenas en donde los miembros de la poblacion de células patégenas tienen un sitio de union accesible
para una vitamina, o un analogo o derivado de la misma, y en donde el sitio de unién esta expresado de forma Unica,
expresado en exceso, o preferentemente expresado por las células patégenas.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 muestra la inhibicién del crecimiento del tumor M109 mediante EC112 (Ejemplo 9c).

La Fig. 2 muestra el efecto de EC 112 (Ejemplo 9c) sobre el peso corporal del animal.

La Fig. 3 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor M109 mediante EC105 (Ejemplo 10a).

La Fig. 4 muestra el efecto de EC105 (Ejemplo 10a) sobre los pesos corporales de los animales

La Fig. 5 muestra la falta de inhibicién del crecimiento del tumor 4T1 mediante EC105 (Ejemplo 10a).

La Fig. 6 muestra la inhibicién del crecimiento del tumor M109 mediante EC145 (Ejemplo 16b).

La Fig. 7 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor M109 mediante EC140 (Ejemplo 17a).

La Fig. 8 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor L1210 mediante EC136 (Ejemplo 10b).

Figs. 9-16 muestra la inhibicion de la sintesis del ADN celular mediante EC135, EC136, EC137, EC138,
EC140, EC145, EC158, y EC159 (Ejemplos 17b, 10b, 16a, 10c, 17a, 16b, 14e, y 15, respectivamente).

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere a un conjugado para administrar farmaco que tiene la férmula

La invencion ademas se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el anterior conjugado para
administrar farmaco y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable para el mismo.

La invencion ademas se refiere al uso del anterior conjugado para administrar farmaco o la anterior composicion en
la fabricacién de un medicamento para tratar un cancer en un paciente. En un aspecto relacionado, la invencion se
refiere al anterior conjugado para administrar farmaco o la anterior composicion para usar en un procedimiento para
tratar el cancer en un paciente.

En algunas realizaciones de la invencion el cancer se ha seleccionado entre el grupo que consiste en cancer oral, de
tiroides, endocrino, de la piel, gastrico, esofagico, laringeo, pancreatico, de colon, de vejiga, 6seo, ovarico, cervical,
uterino, de mama, testicular, prostatico, rectal, de rifién, de higado y de pulmdn. Un cancer concreto es el cancer de
ovarios. Otro cancer concreto es el cAncer de mama.

La invencion se refiere a la anterior materia sujeto. Sin embargo, se incluye lo siguiente con el fin de ilustrar
adicionalmente y proporcionar informacion de respaldo relativa a la materia sujeto reivindicada.

9
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Una realizacion a modo de ejemplo se refiere a un conjugado para administrar farmacos al receptor de union a
vitaminas que comprende un resto de unién al receptor de vitamina, un enlazador bivalente (L), y un farmaco en
donde el resto de unién al receptor de vitamina y el farmaco estan cada uno unido al enlazador bivalente (L),
opcionalmente mediante un enlazador de heterodtomo. El enlazador bivalente (L) comprende uno o mas
enlazadores separadores, enlazadores de heterodtomo, y enlazadores liberables (es decir, escindibles), y
combinaciones de los mismos, en cualquier orden.

El término "enlazador liberable" tal como se usa en el presente documento se refiere a un enlazador que incluye al
menos un enlace que se puede romper en condiciones fisiolégicas (por ejemplo, un enlace labil frente al pH, labil
frente a &cidos, labil frente a la oxidacion, o labil frente a enzimas). Se apreciara que dichas condiciones fisioldgicas
que dan como resultado la rotura del enlace incluyen las reacciones de hidrdlisis quimica habituales que se
producen, por ejemplo, a pH fisiol6gico, o0 como resultado de una compartimentacion en un organulo celular como un
endosoma que tenga un pH inferior al pH citosolico.

Se entiende que un enlace escindible puede conectar dos atomos adyacentes dentro del enlazador liberable y/o
conectar otros enlazadores o V y/o D, tal como se ha descrito en el presente documento, en cualquiera 0 ambos
extremos del enlazador liberable. En el caso en que un enlace escindible conecte dos atomos adyacentes dentro del
enlazador liberable, tras la rotura del enlace, el enlazador liberable se rompe en dos o mas fragmentos.
Alternativamente, en el caso en que el enlace escindible se encuentre entre el enlazador liberable y otro resto, tal
como un enlazador de heterodtomo, un enlazador separador, otro enlazador liberable, el farmaco, o analogo o
derivado del mismo, o la vitamina, o analogo o derivado de la misma, tras la rotura del enlace, el enlazador liberable
gqueda separado del otro resto.

La labilidad del enlace escindible se puede ajustar mediante, por ejemplo, cambios sustitucionales en o cerca del
enlace escindible, tal como incluyendo ramificacion alfa adyacente a un enlace disulfuro escindible, aumentando la
hidrofobia de los sustituyentes del silicio en un resto que tiene un enlace silicio-oxigeno que se puede hidrolizar, de
forma analoga a los grupos alcoxilo que forman parte de un cetal o acetal que se puede hidrolizar.

Los conjugados para administrar farmaco al receptor de union a vitaminas se pueden usar para tratar estadios de
enfermedad caracterizados por la presencia de una poblacion de células patdgenas en el hospedador en donde los
miembros de la poblacién de células patégenas tienen un sitio de unién accesible para una vitamina, o un analogo o
derivado de la misma, en donde el sitio de union estd expresado de forma Unica, expresado en exceso, 0
preferentemente expresado por las células patdégenas. La eliminaciéon selectiva de las células patégenas esta
mediada por la unién del resto de vitamina del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas
o transportador u otra proteina presentada en la superficie que se une especificamente a la vitamina, o analogo o
derivado de la misma, y que esta expresado de forma Unica, expresado en exceso, o preferentemente expresado por
las células patégenas. Una proteina presentada en la superficie que esta expresada de forma Unica, expresada en
exceso, o preferentemente expresada por las células patégenas es un receptor no presente o presente a bajas
concentraciones en las células no patdgenas proporcionando un medio para la eliminacion selectiva de las células
patégenas.

Por ejemplo, los receptores de vitamina expresados en la superficie como el receptor con alta afinidad por el folato,
estan expresados en exceso en las células cancerosas. Se ha notificado que todos los canceres epiteliales de
ovario, de la glandula mamaria, de colon, de pulmén, de nariz, de garganta y de cerebro expresan elevados niveles
del receptor de folato. De hecho, se sabe que mas del 90% de todos los tumores de ovario humano expresan
grandes cantidades de este receptor. De acuerdo con ello, los conjugados para administracion de farmaco se
pueden usar para tratar una variedad de tipos de células tumorales, asi como otro tipo de células patégenas, tales
como agentes infecciosos, que expresen preferentemente receptores de vitamina y, por tanto tengan sitios de unién
accesibles en la superficie para vitaminas, o0 analogos o derivados de vitamina.

Ademas de las vitaminas descritas en el presente documento, se apreciard que otros ligandos se pueden acoplar a
los farmacos y enlazadores descritos y contemplados en el presente documento para formar conjugados de ligando-
enlazador-farmaco capaces de facilitar la administracién del farmaco a una diana deseada. Estos otros ligandos,
ademas de las vitaminas y sus andalogos y derivados descritos, se pueden usar para formar los conjugados para
administracion de farmaco capaces de unirse a las células diana. En general, cualquier ligando de un receptor de la
superficie celular se puede usar ventajosamente como ligando director para el que se puede preparar un conjugado
enlazador-farmaco. Otros ligandos a modo de ejemplo contemplados en el presente documento incluyen ligandos
peptidicos identificados en seleccion de bibliotecas, péptidos especificos del crecimiento tumoral, aptameros
especificos de células tumorales, carbohidratos especificos de células tumorales, anticuerpos monoclonales o
policlonales especificos de células tumorales, fragmentos Fab o scFv (es decir, region variable de cadena Unica) de
anticuerpos tales como, un fragmento Fab de un anticuerpo dirigido contra EphA2 u otras proteinas expresadas
especificamente o a las que solo se puede acceder en células de cancer metastasico, moléculas organicas
pequefias derivadas de bibliotecas combinatorias, factores de crecimiento tales como EGF, FGF, insulina, y factores
de crecimiento anéalogos a la insulina, y polipéptidos homdlogos, somatostatina y sus analogos, transferrina,
complejos de lipoproteina, sales biliares, selectinas, hormonas esteroides, péptidos que contienen Arg-Gly-Asp,
retinoides, varias galectinas, ligandos del receptor opioide 8, ligandos del receptor de colecistocinina A, ligandos
especificos de los receptores de la angiotensina AT1 o AT2, ligandos del receptor A activados por el proliferador de
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peroxisomas (antibidticos de tipo 3-lactama como penicilina, moléculas organicas pequefias incluyendo farmacos
antimicrobianos y otras moléculas que se unen especificamente a un receptor preferentemente expresado sobre la
superficie de células tumorales o de un organismo infeccioso, antimicrobianos y otros farmacos disefiados para
encajar en el punto de unién de un receptor concreto basado en la estructura cristalina del receptor o de otra
proteina de la superficie celular, ligandos de antigenos tumorales u otras moléculas preferentemente expresadas
sobre la superficie de células tumorales, o fragmentos de cualquiera de estas moléculas. Un ejemplo de un antigeno
tumoral especifico que podria actuar como sitio de unién para conjugados de ligando-inmundgeno incluye epitopos
extracelulares de un miembro de la familia de proteinas efrinas, tales como EphA2. La expresion de EphA2 esta
restringida a las uniones célula-célula en células normales, pero EphA2 esta distribuido sobre la totalidad de la
superficie celular en las células tumorales metastasicas. Asi, EphA2 en células metastasicas seria accesible para
unirse a, por ejemplo, un fragmento Fab de un anticuerpo conjugado con un inmundgeno, mientras que la proteina
no estaria accesible para unirse al fragmento Fab en células normales, dando como resultado un conjugado ligando-
inmundgeno especifico para las células de cancer metastasico.

Se contempla adicionalmente el uso de combinaciones de conjugados ligando-enlazador-farmaco para maximizar el
direccionamiento de las células patégenas para su eliminacion.

Los conjugados para administracion de farmaco a modo de ejemplo son los siguientes:
V-L-D
V-(I)e-D
V-(Is)a-D
V-(Is)a-(I)e-D
V-(I)e-(Is)a-D
V-(In)o-(I)a-D
V-(I)e-()o-D
V-(l)a-(I)e-(In)e-D
V-(Is)a-(I1)o-(I)e-D
V-(I)e-(I)o-(1s)-D
V-(I)a-(Is)a(Ir)e-(IH)e-D
V-(IH)a-(I)e-(Is)a-(In)e-D
V-(In)a-(Is)a-(I)p-(I)e-(In)e-D
V-(Iu)a-(I)e-(I1)b-(Is)a-(In)e-D
V-(Is)a-(Ie-(I)o-D
V-[(Is)a-(I)ola-(Ile-(Ik)e-D

en los que a, b, c, d, y e son cada uno independientemente 0, 1, 2, 3, 0 4, (Is) es un enlazador separador, (I4) s un
enlazador de heterodtomo, y (Ir) es un enlazador liberable, V es una vitamina, o analogo o derivado de la misma, y D
es un farmaco, o analogo o derivado del mismo, y en los que el L bivalente abarca uno de una variedad de (ls), (1), y
(I, en cualquier orden y en cualquier combinacién. Se entiende que los ejemplos anteriores del enlazador bivalente
L estan previstos para ilustrar la amplia variedad de montajes de Iy, Is, y Ir que abarca el enlazador bivalente.

En una realizacion a modo de ejemplo del conjugado para administrar farmaco V-L-D, en la que V es la vitamina
acido félico, L no es etilendiamina, de acuerdo con la férmula:

HaN. N. N H
H HO;C ) R
&IEINJVN\@T\{& :-:rvﬂ g
NH
L]

| v I L—'LDJ

En otra realizacion a modo de ejemplo del conjugado para administrar farmaco V-L-D, en la que V es la vitamina
acido folico, y D es el farmaco mitomicina C; L no es L-Cys-(S-tioetilo), de acuerdo con la férmula:
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L no es L-Asp-L-Arg-L-Asp- L-Cys-(S-tioetilo), de acuerdo con la formula:

9 Oin o‘H o ' "-s-s’\':" -OMa
N
HNJI MJ/‘ > NH
M

‘. v Il L JL D _lo

y
L no es L-Arg-L-Cys-(S-tioetil-L-Ala-L-Gly-OH, de acuerdo con la férmula:

HNNH,

“"YIN g H r\/‘é uj\g“"""’”

t v i L —JI D ——

También se contemplan los conjugados para administracién de farmaco en los que la vitamina, o analogo o derivado
de la misma, esta unida a un enlazador liberable que esta unido al farmaco mediante un enlazador separador.
Ademas, tanto el farmaco como la vitamina, o analogo o derivado de la misma, pueden estar cada uno unidos
mediante enlazadores separadores, en donde los enlazadores separadores estan unidos entre si mediante un
enlazador liberable. Ademas, tanto el farmaco como la vitamina, o analogo o derivado de la misma, pueden estar
cada uno unidos a enlazadores liberables, en donde los enlazadores liberables estan unidos entre si mediante un
enlazador separador. El enlazador de heterodtomo puede situarse entre dos enlazadores cualesquiera, o entre
cualquier enlazador y la vitamina o analogo o derivado, o entre cualquier enlazador y el farmaco o anélogo o
derivado. También se contemplan todas las posibles permutaciones y combinaciones.

Una realizacion a modo de ejemplo proporciona un conjugado para administrar farmacos al receptor de union a
vitaminas. El conjugado para administrar farmaco consiste en un resto de unién al receptor de vitamina, un
enlazador bivalente (L), y un farmaco. El resto de unién al receptor de vitamina es una vitamina, o un analogo o un
derivado de la misma, capaz de unirse a receptores de vitamina, y el farmaco incluye analogos o derivados del
mismo con actividad farmacolégica. La vitamina, o el analogo o el derivado de la misma, esta unida covalentemente
al enlazador bivalente (L), y el farmaco, o el analogo o el derivado del mismo, también esta unido covalentemente al
enlazador bivalente (L). El enlazador bivalente (L) comprende uno o mas enlazadores separadores, enlazadores
liberables, y enlazadores de heterodtomo, y combinaciones de los mismos, en cualquier orden. Por ejemplo, el
enlazador de heteroatomo puede ser nitrégeno y el enlazador liberable y el enlazador de heteroatomo se pueden
tomar juntos para formar un radical divalente que comprende alquilenaziridin-1-ilo, alquilencarbonilaziridin-1-ilo,
carbonilalquilaziridin-1-ilo,  alquilensulfoxilaziridin-1-ilo,  sulfoxilalquilaziridin-1-ilo,  sulfonilalquilaziri-din-1-ilo, o
anU|Iensquon|Ia2|rld|n 1-ilo, en que cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por un
sustituyente X?, como se define mas adelante.

Alternativamente los enlazadores de heteroatomo pueden ser nitrégeno oxigeno, azufre, y las formulas -
(NHR'NHR?)-, -SO-, -(SO2)-, y -N(R*O-, en la que R*, R?, y R® se han seleccionado cada uno independientemente
de hidroégeno, alquilo, arilo, arilalquilo, arilo sustituido, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, y
alcoxialquilo. En otra realizacion, el enlazador de heteroatomo puede ser OX|geno el enlazador separador puede ser
1-alquilensuccinimid-3-ilo, sustituido de forma opcional por un sustituyente X!, como se define mas adelante, y los
enlazadores liberables pueden ser metileno, 1-alcoxialquileno, 1- aICOX|C|cI0anU|Ien0, 1-alcoxialquilencarbonilo, 1-
alcoxicicloalquilencarbonilo, en donde cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por
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un sustituyente X2, como se define méas adelante, y en donde el enlazador separador y el enlazador liberable estan
cada uno unidos al enlazador de heteroatomo para formar un acetal o cetal succinimid-1-il-alquilo.

Los enlazadores separadores pueden ser carbonilo, tienocarbonilo, alquileno, cicloalquileno, alquilencicloalquilo,
alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1-alquilensuccinimid-3-ilo, 1-
(carbonilalquil)succinimid-3-ilo,  alquilensulfoxilo, sulfonilalquilo, alquilensulfoxilalquilo, alquilensulfonilalquilo,
carboniltetrahidro-2H-piranilo, carboniltetrahidrofuranilo,  1-(carboniltetrahidro-2H-piranil)succinimid-3-ilo, y 1-
(carboniltetrahidrofuranil)succinimid-3- |Io en donde cada uno de los enlazadores separadores estd sustituido de
forma opcional por un sustituyente X', como se define mas adelante. En esta realizacién, el enlazador de
heterodtomo puede ser nitrbgeno y los enlazadores separadores pueden ser alquilencarbonilo,
cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1-(carbonilalquil)succinimid-3- |Io en donde cada uno de los
enlazadores separadores esta sustituido de forma opcional por un sustituyente X!, como se define mas adelante, y el
enlazador separador esta unido al nitrégeno para formar una amida. Alternatlvamente, el enlazador de heterodtomo
puede ser azufre, y los enlazadores separadores pueden ser alquileno y cicloalquileno, en donde cada uno de los
enlazadores separadores esta sustituido de forma opcional por carboxilo, y el enlazador separador esta unido al
azufre para formar un tiol. En otra realizacién, el enlazador de heteroatomo puede ser azufre, y los enlazadores
separadores pueden ser 1-alquilensuccinimid-3-ilo y 1-(carbonilalquil)succinimid-3-ilo, y el enlazador separador esta
unido al azufre para formar un succinimid-3-iltiol.

Como alternativa a las realizaciones anteriormente descritas, el enlazador de heterodtomo puede ser nitrégeno vy el
enlazador liberable y el enlazador de heteroatomo se pueden tomar juntos para formar un radical divalente que
comprende alquilenaziridin-1-ilo, carbonilalquilaziridin-1-ilo, sulfoxilalquilaziridin-1-ilo, o sulfonilalquilaziridin-1-ilo, en
donde cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por un sustituyente X?, como se
define mas adelante. En esta realizacion alternativa, los enlazadores separadores pueden ser carbonilo,
tienocarbonilo, alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1- (carbon|IanU|I)succm|m|d -3-ilo, en
donde cada uno de los enlazadores separadores esta sustituido de forma opcional por un sustituyente x*, como se
define mas adelante, y en donde el enlazador separador estd unido a el enlazador liberable para formar una
aziridinamida.

Los sustituyentes x* pueden ser alquilo, alcoxilo, alcoxialquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo,
alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulfidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido,
arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarllo heteroarllo sustituido, carboxﬂo carbOX|anU|I0 carboxilato de alquilo,
alcanoato de alquilo, guanidinalquilo, R”-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R°®-acilamino, yR -acilaminoalquilo, en las que
R y R® se han selecuonado cada uno independientemente de aminoacidos, derivados de aminoacidos, y péptidos,
y en las que R® y R’ se han seleccionado cada uno independientemente de aminoéacidos, derivados de aminoacidos,
y péptidos. En esta realizacion el enlazador de heteroatomo puede ser nitrégeno y el sustituyente Xt y el enlazador
de heteroatomo se pueden tomar junto con el enlazador separador al que estan unidos para formar un heterociclo.

Los enlazadores liberables pueden ser metileno, 1-alcoxialquileno, 1-alcoxicicloalquileno, 1-alcoxialquilencarbonilo,
1-alcoxicicloalquilencarbonilo, carbonilarilcarbonilo, carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril)carbonilo,
haloalquilencarbonilo, alquilen(dialquilsilil), alquilen(alquilarilsilil), alquilen(diarilsilil), (dialquilsilil)arilo, (alquilarilsilil)
arilo, (diarilsilil)arilo, oxicarboniloxilo, oxicarboniloxialquilo, sulfoniloxilo, oxisulfonilalquilo, iminoalquilidenilo,
carbonilalquilideniminilo,  iminocicloalquilidenilo,  carbonilcicloalquilideniminilo, alquilentio, alquilenariltio, vy
carbonilalquiltio, en donde cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por un
sustituyente X2, como se define mas adelante.

En la anterior realizacion, el enlazador de heteroatomo puede ser oxigeno, y los enlazadores liberables pueden ser
metileno, 1-alcoxialquileno, 1-alcoxicicloalquileno, 1-alcoxialquilencarbonilo, y 1- alcoxmmloalqwIencarbonllo en
donde cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por un sustituyente X2, como se
define mas adelante, y el enlazador liberable esta unido al oxigeno para formar un acetal o cetal. Alternatlvamente,
el enlazador de heteroatomo puede ser oxigeno, y el enlazador liberable puede ser metileno, en donde el metileno
est4 sustituido por un arilo opcionalmente sustituido, y el enlazador liberable esté unido al oxigeno para formar un
acetal o cetal. Ademas, el enlazador de heteroatomo puede ser oxigeno, y el enlazador liberable puede ser
sulfonilalquilo, y el enlazador liberable esta unido al oxigeno para formar un alquilsulfonato.

En otra realizacién de la anterior realizacion del enlazador liberable, el enlazador de heteroatomo puede ser
nitrégeno y los enlazadores liberables pueden ser iminoalquilidenilo, carbonilalquilideniminilo, iminocicloalquilidenilo,
y carbon|IC|cIoanU|I|den|m|n|Io en donde cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional
por un sustituyente X2, como se define mas adelante, y el enlazador liberable esta unido al nitrégeno para formar
una hidrazona. En una configuracién alternativa, la hidrazona se puede acilar con un derivado de &cido carboxilico,
un derivado de ortoformiato o un derivado de carbamoilo para formar varios enlazadores liberables de acilhidrazona.

Alternativamente, el enlazador de heterodtomo puede ser oxigeno, y los enlazadores liberables pueden ser
alquilen(dialquilsilil), alquilen(alquilarilsilil), alquilen(diarilsilil), (dialquilsilil)arilo, (alquilarilsilil)arilo, y (dlar|IS|I|I)ar|Io en
donde cada uno de los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por un sustituyente X2, como se
define mas adelante, y el enlazador liberable esté unido al oxigeno para formar un silanol.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2395082 T3

En la realizacion del enlazador liberable anterior, el farmaco puede incluir un atomo de nitrégeno, el enlazador de
heterodtomo puede ser nitrégeno y los enlazadores liberables pueden ser carbonilarilcarbonilo,
carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril)carbonilo, y el enlazador liberable puede estar unido al
nitrégeno del heterodtomo para formar una amida, y también unirse al nitrégeno del farmaco para formar una amida.

En la realizacion del enlazador liberable anterior, el farmaco puede incluir un d&tomo de oxigeno, el enlazador de
heteroatomo puede ser nitrbgeno y los enlazadores liberables pueden ser carbonilarilcarbonilo,
carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril)carbonilo, y el enlazador liberable puede estar unido al
enlazador nitrégeno del heteroatomo para formar para formar una amida, y también unirse al oxigeno del farmaco
para formar un éster.

Los sustituyentes X2 pueden ser alquilo, alcoxilo, alcoxialquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo,
alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulfidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido,
arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarllo heteroarllo sustituido, carboxﬂo carbOX|anU|I0 carboxilato de alquilo,
alcanoato de alquilo, guanidinalquilo, R*-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R°®-acilamino, y R’-acilamino alquilo, en las
que R* y R’ se han selecmonado cada uno independientemente de aminoacidos, derivados de aminoacidos y
péptidos, y en las que R® y R’ se han seleccionado cada uno independientemente de aminoacidos, derivados de
aminoacidos y péptidos. En esta realizacion, el enlazador de heteroatomo puede ser nitrégeno y el sustituyente X2 y
el enlazador de heterodtomo se pueden tomar junto con el enlazador liberable al que estan unidos para formar un
heterociclo.

Los heterociclos pueden ser pirrolidinas, piperidinas, oxazolidinas, isoxazolidinas, tiazolidinas, isotiazolidinas,
pirrolidinonas, piperidinonas, oxazolidinonas, isoxazolidinonas, tiazolidinonas, isotiazolidinonas, y succinimidas.

El farmaco puede ser mitomicina, un derivado de mitomicina o un analogo de mitomicina y, en esta realizacion, los
enlazadores liberables pueden ser carbonilalquiltio, carboniltetrahidro-2H-piranilo, carboniltetrahidrofuranilo, 1-
(carboniltetrahidro-2H-piranil)succinimid-3-ilo, y 1- (carbon|Itetrahldrofuranll)succmlmld -3-ilo, en donde cada uno de
los enlazadores liberables esta sustituido de forma opcional por un sustituyente X2, y en donde la aziridina de la
mitomicina esta unida al enlazador liberable para formar una acilaziridina.

El farmaco puede incluir un 4tomo de nltrogeno y el enlazador liberable puede ser haloalquilencarbonilo, sustituido
de forma opcional por un sustituyente X2, y el enlazador liberable esta unido al nitrégeno del farmaco para formar
una amida.

El fArmaco puede incluir un atomo de OX|gen0 y el enlazador liberable puede ser haloalqunencarbonllo sustituido de
forma opcional por un sustituyente X2, y el enlazador liberable estd unido al oxigeno del farmaco para formar un
éster.

El farmaco puede incluir un atomo de nitrégeno con un doble enlace y, en esta realizacion, los enlazadores
liberables pueden ser alquilencarbonilamino y 1-(alquilencarbonilamino)succinimid-3-ilo, y el enlazador liberable
puede estar unido al nitrdgeno del farmaco para formar una hidrazona.

El farmaco puede incluir un atomo de azufre y, en esta realizacion, los enlazadores liberables pueden ser alquilentio
y carbonilalquiltio, y el enlazador liberable puede estar unido al azufre del farmaco para formar un disulfuro.

La vitamina puede ser folato, que incluye un nitrégeno y, en esta realizacion, los enlazadores separadores pueden
ser alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1-alquilensuccinimid-3-ilo, 1-
(carbon|IanU|I)succm|m|d -3-ilo, en donde cada uno de los enlazadores separadores esta sustituido de forma opcional
por un sustituyente xt, y el enlazador separador esta unido al nitrégeno del folato para formar una imida o una
alquilamida.

En esta realizacion, los sustituyentes X' pueden ser alquilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo,
dialquilaminoalquilo, sulfldrllalquno alquntloalquno arilo, arilo sustltuldo anlalqunlo arilalquilo sustituido, carboxno
carbomalquno guanidinalquilo, R*-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R°®-acilamino, y R’ -acilaminoalquilo, en las que R* y
R’ se han selecmonado cada uno independientemente de aminoacidos, derivados de aminoacidos y péptidos, y en
las que R® y R’ se han seleccionado cada uno independientemente de aminoéacidos, derivados de aminoacidos y
péptidos.

El término "alquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere una cadena lineal monovalente de atomos
de carbono que puede estar ramificada de forma opcional, tal como metilo, etilo, propilo, y 3-metilpentilo.

El término "cicloalquilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a una cadena monovalente de 4&tomos
de carbono, una parte de la cual forma un anillo, tal como ciclopropilo, ciclohexilo, y 3-etilciclopentilo.

El término "alquileno” tal como se usa en el presente documento se refiere a una cadena bivalente lineal de atomos
de carbono que puede estar ramificada de forma opcional, tal como metileno, etileno, propileno, y 3-metilpentileno.

El término "cicloalquileno” tal como se usa en el presente documento se refiere a una cadena bivalente de atomos
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de carbono, una parte de la cual forma un anillo, tal como cicloprop-1,1-diilo, cicloprop-1,2-diilo, ciclohex-1,4-diilo, 3-
etilciclopent-1,2-diilo, y 1-metileneciclohex-4-ilo.

El término "heterociclo" tal como se usa en el presente documento se refiere a una cadena monovalente de atomos
de carbono y heteroatomos, en donde los heteroatomos se han seleccionado entre nitrdgeno oxigeno, y azufre, una
parte de la cual, incluyendo al menos un atomo heterodtomo, forma un anillo tal como aziridina, pirrolidina,
oxazolidina, 3-metoxipirrolidina, y 3-metilpiperazina.

El término "alcoxilo" tal como se usa en el presente documento se refiere a alquilo como se ha definido en el
presente documento combinado con un oxigeno final, tal como metoxilo, etoxilo, propoxilo, y 3-metilpentoxilo.

El término "halo" o "halégeno" se refiere a fluoro, cloro, bromo, y yodo.

El término "arilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un anillo aromatico mono o policiclico de
atomos de carbono tales como fenilo y natftilo.

El término "heteroarilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un anillo aromatico mono o policiclico
de atomos de carbono y al menos un heteroatomo seleccionado entre nitrégeno oxigeno, y azufre, tal como piridinilo,
pirimidinilo, indolilo, y benzoxazolilo.

El término " arilo sustituido” o " heteroarilo sustituido” tal como se usa en el presente documento se refiere a un arilo
0 heteroarilo sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados como halo, hidroxilo, amino, alquilo o
dialquilamino, alcoxilo, alquilsulfonilo, ciano, y nitro .

El término "iminoalquilidenilo” tal como se usa en el presente documento se refiere a un radical divalente que
contiene alquileno como se ha definido en el presente documento y un atomo de nitrégeno, en el que el carbono del
extremo del alquileno esta unido por un doble enlace al atomo de nitrégeno, como en las formulas -(CH)=N-, -
(CH2)2(CH)=N-, y -CH>C(Me)=N-.

El término "aminoacido” tal como se usa en el presente documento se refiere en general a aminoalquilcarboxilatos,
en donde el radical alquilo esta sustituido de forma opcional por alquilo, hidroxialquilo, sulfidrilalquilo, aminoalquilo,
carboxialquilo, y similares, incluyendo grupos correspondiente a los aminoacidos naturales tales como serina,
cisteina, metionina, acido aspartico y acido glutdmico.

El término "arilalquilo” se refiere a arilo como se ha definido en el presente documento sustituido por un grupo
alquileno, como se ha definido en el presente documento, tal como bencilo, fenetilo, y a-metilbencilo.

Debera entenderse que los términos anteriormente descritos se pueden combinar para generar grupos
guimicamente relevantes, tales como "alcoxialquilo” en referencia a metiloximetilo, y etiloxietilo, y "haloalcoxialquilo”
en referencia a trifluorometiloxietilo, y 1,2-difluoro-2-cloroet-1-iloxipropilo.

El término "derivado de aminoacido” tal como se usa en el presente documento se refiere en general a
aminoalquilcarboxilato, en donde el radical amino o el radical carboxilato estan cada uno sustituidos de manera
opcional por alquilo, carboxilalquilo, o alquilamino, o protegidos de manera opcional; y el fragmento de alquilo
divalente intermedio esta sustituido de forma opcional por alquilo, hidroxialquilo, sulfidrilalquilo, aminoalquilo, o
carboxialquilo, incluyendo grupos correspondientes a las cadenas secundarias de los aminoacidos naturales, como
las que se encuentran en serina, cisteina, metionina, acido aspartico y acido glutamico.

El término "péptido” tal como se usa en el presente documento se refiere en general a series de aminoacidos y
andlogos y derivados de aminoacidos unidos covalentemente entre si por enlaces amida.

El enlazador liberable incluye al menos un enlace que se puede romper o escindir en condiciones fisioldgicas (por
ejemplo, un enlace labil frente al pH, labil frente a acidos, labil frente a la oxidacién, o labil frente a enzimas). El
enlace o enlaces escindibles pueden estar presentes en el interior de un enlazador que se puede escindir y/o en uno
0 ambos extremos de un enlazador que se puede escindir. Se apreciard la labilidad del enlace que se puede escindir
se puede ajustar incluyendo grupos o fragmentos funcionales dentro del enlazador bivalente L que pueden ayudar o
facilitar dicha rotura del enlace, también denominada ayuda anquimérica. Ademas, se apreciard que se pueden
incluir grupos o fragmentos funcionales adicionales dentro del enlazador bivalente L que pueden ayudar o facilitar la
rotura del enlace del enlazador liberable.

Los mecanismos ilustrativos de escision del enlace del enlazador liberable incluyen escisién asistida por oxonio de la
siguiente forma:

15



10

15

20

25

30

35

ES 2395082 T3

Y +
é’o O H —_— ilo + GO, + HN—Z
Oy e

e}

mﬁ — ¥° ‘Q\ + COp + HN-Z
LY U‘z N
;,o) o) =

en las que Z es la vitamina, o analogo o derivado de la misma, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o cada
uno es un resto vitamina, o farmaco junto a otras partes del enlazador bivalente, tal como un resto vitamina o
farmaco que incluye uno o mas enlazadores separadores, enlazadores de heteroatomo, y/u otros enlazadores
liberables. En esta realizacion, la eliminacién catalizada por acido del carbamato conduce a la liberacién de CO; y
del resto que contiene nitrégeno unido a Z, y la formacién de un catién bencilo, que puede quedar atrapado por agua
0 por otra base de Lewis.

Otro mecanismo ilustrativo para escindir enlaces conectados o contenidos entre enlazadores liberables, que pueden
formar parte del enlazador bivalente L, incluye los siguientes mecanismos de beta-eliminacion y beta-eliminacion
viniloga:

zfs\x,.ﬁwooz-onau-z*
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en las que X es un nucledfilo, GSH, glutation, o un agente bioreductor, y cualquiera de Z o Z' es la vitamina, o
analogo o derivado de la misma, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, un resto vitamina, o farmaco junto a
otras partes del enlazador bivalente. Se apreciara que la escisién del enlace también se puede producir mediante
eliminacion catalizada por &cido del resto carbamato que puede estar ayudada anquiméricamente gracias a la

estabilizacion proporcionada tanto por el grupo arilo del azufre en beta, o por el disulfuro mostrado en los ejemplos
anteriores. En dichas variaciones de esta realizacion, el enlazador liberable es el resto carbamato.

Otro mecanismo ilustrativo implica una reordenacion de los enlazadores liberables, separadores y de heteroatomo
de manera que posteriormente a la escision de un enlace en el enlazador bivalente, la liberacion de los grupos
funcionales ayude quimicamente a la rotura o escision de enlaces adicionales, denominado también escision o
rotura con ayuda anquimérica. Una realizaciéon a modo de ejemplo de dicho enlazador bivalente o parte del mismo
incluye compuestos que tienen la férmula:

y /loL
z.x/\ofu\‘,’:\o

en la que X es un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno, o azufre, n es un nimero entero seleccionado de 0, 1,
2, y 3, R es hidrégeno, o un sustituyente, incluyendo un sustituyente capaz de estabilidad una carga positiva
inductivamente o por resonancia del anillo de arilo, tal como alcoxilo, y cualquiera de Z o Z’ es la vitamina, o analogo
o derivado de la misma, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o un resto vitamina, o farmaco junto a otras
partes del enlazador bivalente. Se apreciara que otros sustituyentes puedan estar presentes en el anillo de arilo, el
carbono bencilico, el nitrogeno del carbamato, el acido alcanoico o el puente de metileno, incluyendo hidroxilo,
alquilo, alcoxilo, alquiltio, y holo. La escision ayudada puede incluir mecanismos que implican intermedios de
bencilio, intermedios de bencino, ciclacion de lactona, intermedios de oxonio, y beta-eliminacion. Se apreciara
adicionalmente que, ademas de la fragmentacion posterior a la escision del enlazador liberable, la escision inicial del
enlazador liberable puede verse facilitada por un mecanismo de ayuda anquimérica.

En esta realizacion, el &cido hidroxialcanoico, que puede ciclar, facilita la escision del puente metileno, mediante por
ejemplo un ion oxonio, y facilita la escision del enlace o la fragmentacion posterior tras la escision del enlazador
liberable. Alternativamente, la escision catalizada por acido ayudada por el ion oxonio del puente de metileno puede
dar lugar a una cascada de fragmentacién de este enlazador bivalente a modo de ejemplo, o fragmento del mismo.
Alternativamente, la hidrdlisis catalizada por &acido del carbamato puede facilitar la beta-eliminacion del acido
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hidroxialcanoico, que puede ciclar, y facilitar la escision del puente metileno, por ejemplo, mediante un ion oxonio. Se
apreciara que otros mecanismos quimicos de rotura o escision del enlace en condiciones metabdlicas, fisiolégicas o
celulares descritos en el presente documento pueden iniciar una cascada de fragmentacion de ese tipo. Se apreciara
gue otros mecanismos quimicos de rotura o escision del enlace en condiciones metabdlicas, fisiol6gicas o celulares
descritos en el presente documento pueden iniciar una cascada de fragmentacion de ese tipo.

Los conjugados para administracién de farmaco descritos en el presente documento se pueden preparar mediante
procedimientos sintéticos conocidos en la técnica. Los procedimientos sintéticos se han escogido dependiendo de la
seleccion de los enlazadores de heteroatomo, y los grupos funcionales presentes en los enlazadores separadores y
los enlazadores liberables. En general, las reacciones relevantes para formacion del enlace se han descrito en
Richard C. Larock, "Comprehensive Organic Transformations, a guide to functional group preparations”, VCH
Publishers, Inc. Nueva York (1989), y en Theodora E. Greene & Peter G.M. Wuts, "Protective Groups in Organic
Synthesis", 22 edicién, John Wiley & Sons, Inc. Nueva York (1991).

Formacioén general de ésteres y amidas.

Por ejemplo, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de nitrdgeno y el grupo funcional del extremo presente en
el enlazador separador o el enlazador liberable es un grupo carbonilo, el grupo amida necesario se puede obtener
mediante reacciones de acoplamiento o reacciones de acilacion del correspondiente acido carboxilico o derivado, en
la que L es un grupo saliente adecuadamente elegido tal como halo, triflato, pentafluorofenoxilo, trimetilsililoxilo,
succinimida-N-oxilo, y un amina, como se ilustra en el Esquema 1.

Esquema 1
}
. “ Q,
NH ¢+ HOGC - ——m >
‘ =--N
o .
L)
RO,C---

Los reactivos de acoplamiento incluyen DCC, EDC, RRDQ, CGI, HBTU, TBTU, HOBT/DCC, HOBT/EDC, BOP-CI,
PyBOP, y PyBroP. Alternativamente, el acido progenitor se puede convertir en un derivado carbonilo activado, como
un cloruro de acido, un éster de N-hidroxisuccinimidilo y un éster de pentafluorofenilo. La reaccion de formacion de
amida también se puede llevar a cabo en presencia de una base, tal como trietilamina, diisopropiletilamina, y N,N-
dimetil-4-aminopiridina. Los solventes adecuados para formar amidas descritos en el presente documento incluyen
CHCl,, CHCI3, THF. Los solventes adecuados para formar amidas descritos en el presente documento incluyen
CHCl,, CHCI3;, THF, DMF, DMSO, acetonitrilo, y EtOAc. A modo de ejemplo, las amidas se pueden preparar a
temperaturas en el intervalo entre aproximadamente -15°C a aproximadamente 80°C, o entre aproximadamente 0°C
a aproximadamente 45°C. Las amidas se pueden formar a partir de, por ejemplo, anillos de aziridina que contienen
nitrégeno, carbohidratos, y acidos carboxilicos a-halogenados. Los derivados de acido carboxilico a modo de
ejemplo de utilidad para formar amidas incluyen compuestos que tienen la férmula:

(a 0.
A
LA
0 o,
en la que n es un nimero entero tal como 1, 2, 3, 0 4.

De manera similar, si el enlazador de heterodtomo es un atomo de oxigeno y el grupo funcional del extremo
presente en el enlazador separador o el enlazador liberable es un grupo carbonilo, el grupo éster requerido se puede
obtener mediante reacciones de acoplamiento del correspondiente acido carboxilico o derivado, y un alcohol.

Los reactivos de acoplamiento incluyen DCC, EDC, CDI, BOP, PyBOP, cloroformiato de isopropenilo, EEDQ, DBAD,
y PPhs. Los solventes incluyen CH,Cl,, CHCIl;, THF, DMF, DMSO, acetonitrilo, y EtOAc. Las bases incluyen
trietilamina, diisopropiletilamina, y N,N-dimetil-4-aminopiridina. Alternativamente, el acido progenitor se puede
convertir en un derivado carbonilo activado, como un cloruro de &cido, un éster de N-hidroxisuccinimidilo y un éster
de pentafluorofenilo.

Formacién general de cetales y acetales.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de oxigeno, y el grupo funcional presente en el enlazador
separador o el enlazador liberable es 1-alcoxialquilo, el grupo cetal o acetal necesario se puede formar mediante
reacciones de formacion de cetales y acetales de los correspondientes alcoholes y un enol éter, como se ilustra en el
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Esquema 2.
Esquema 2
' - R’
-~-0H + R / -
“ Rzo “
Ri=H o alguile
2 = aiquile

Los solventes incluyen alcoholes, CH,Cl,, CHCI3, THF, dietil éter, DMF, DMSO, acetonitrilo, y EtOAc. La formacion
de dichos cetales y acetales se puede llevar a cabo con catalisis acida. Si el enlazador de heteroatomo comprende
dos atomos de oxigeno, y el enlazador liberable es metileno, sustituido de manera opcional por un grupo X? como se
ha descrito en el presente documento, el grupo acetal o cetal simétrico necesario se puede formar a modo de
ejemplo mediante reacciones de formacion de cetales y acetales a partir de los correspondientes alcoholes y un
aldehido o cetona, como se ilustra en el Esquema 3.

Esquema 3

)

—OH v T a HO e e A

Alternativamente, si el metileno se ha sustituido por un grupo arilo sustituido de manera opcional, el acetal o cetal
necesario se puede preparar por etapas, en la que L es un grupo saliente adecuadamente seleccionado como halo,
trifluoroacetoxilo, y triflato, como se ilustra en el Esquema 4. El procedimiento ilustrado en el Esquema 4 es una
preparacion convencional, y sigue en general el procedimiento revisado por R. R. Schmidt y col., Chem. Rev., 2000,
100, 4423-42.

Esquema 4

Ar, :' Ar, ‘f
—-OH )\ — o>\v-|
" H :

N - Al' ’l'
— I+ ¢ HOwr — ‘.‘0>\O"'

El arilalquilo resultante se trata con un agente oxidante, como DDQ, para generar un intermedio de oxonio que
posteriormente se trata con otro alcohol para generar el acetal o cetal.

Formacién general de succinimidas

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es, por ejemplo, un atomo de nitrégeno, oxigeno, o azufre, y el grupo
funcional presente en el enlazador separador o el enlazador liberable es un derivado de succinimida, el enlace
carbono-heteroatomo resultante se puede formar por una adiciéon de Michael de la correspondiente amina, alcohol, o
tiol, y un derivado de maleimida, en la que X es el enlazador de heteroatomo, como se ilustra en el Esquema 5.

Esquema5
O
"x
-==%H * I N--- — -
(s ] (o)
X=0O,NR, S

Los solventes para llevar a cabo la adicién de Michael incluyen TBF, EtOAc, CH.Cl,, DMF, DMSO, y H,0. La
formacion de estos aductos de Michael se puede llevar a cabo mediante la adicion de cantidades equimolares de
bases, tales como trietilamina, base de Hiinig, o ajustando el pH de las soluciones acuosas a 6,0 — 7,4. Se apreciara
que si el enlazador de heteroatomo es un atomo de oxigeno o de nitrégeno, las condiciones de la reaccion se
pueden ajustar para facilitar la adicion de Michael, tal como, por ejemplo, usando temperaturas de reaccion mas
elevadas, afiadiendo catalizadores, usando solventes méas polares tales como DMF, o DMSO, y activando la
maleimida con agentes sililantes.
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Formacién general de sililoxilos.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de oxigeno, y el grupo funcional presente en el enlazador
separador o el enlazador liberable es un derivado de sililo, el grupo sililoxilo necesario se puede formar haciendo
reaccionar el correspondiente derivado de sililo con un alcohol, en la que L es un grupo saliente adecuadamente
seleccionado tal como halo, trifluoroacetoxilo, o triflato, como se ilustra en el Esquema 6.

Esquema 6

H
---0OH + L/Si‘:“ —_— ."'O’S":"

Los derivados de sililo incluyen derivados de sililo adecuadamente funcionalizados tales como vinilsulfonoalquil
diarilo, o diarilo, o cloruro de alquil aril sililo. En lugar de un grupo vinilsulfonoalquilo, se puede usar un precursor -
cloroetilsulfonoalquilo. Cualquier solvente aprético anhidro y cualquier base que contenta nitrdgeno pueden servir
como medio de reaccién. El intervalo de temperatura usado en esta transformacion puede variar entre -78°C y 80°C.

Formacién general de hidrazonas.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de nitrégeno, y el grupo funcional presente en el enlazador
separador o el enlazador liberable es un derivado de iminilo, el grupo hidrazona necesario se puede formar haciendo
reaccionar el correspondiente aldehido o cetona, y una hidrazina o derivado de acilhidrazina, como se ilustra en el
Esquema 7, ecuaciones (1) y (2).

Esquema 7

foo o S 4
s F

']
*

ey

Los solventes que se pueden usar incluyen THF, EtOAc, CH,Cl,, CHCI3, CCls, DMF, DMSO, y MeOH. El intervalo de
temperatura utilizado en esta transformacién varia entre 0°C y 80°C. Se puede usar cualquier catalizador &cido tal
como acido mineral, H3CCOOH, F3;CCOOH, p-TsOH-H;O, y p-toluensulfonato de piridinio. En el caso de la
acilhidrazona de la ecuacion (2), la acilhidrazona se puede preparar acilando inicialmente hidrazina con un &cido
carboxilico adecuado, o un derivado, como se ha descrito en general anteriormente en el Esquema 1, y
posteriormente haciendo reaccionar la acilhidrazida con el correspondiente aldehido o cetona para formar la
acilhidrazona. Alternativamente, la funcionalidad hidrazona puede formarse inicialmente hacienda reaccionar
hidrazina con el correspondiente aldehido o cetona. La hidrazona resultante se puede acilar a continuacion con un
acido carboxilico adecuado, o derivado, como se ha descrito en general adicionalmente en el Esquema 1.

Formacién general de disulfuros.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de azufre, y el grupo funcional presente en el enlazador
liberable es un derivado de alquilentiol, el grupo disulfuro necesario se puede formar haciendo reaccionar el
correspondiente derivado de alquilsulfoniltioalquilo o arilsulfoniltioalquilo, o el correspondiente derivado de
heteroarilditioalquilo tal como un derivado de piridin-2-ilditioalquilo con un dertivado de alquilentiol, como se ilustra en
el Esquema 8.
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Esquema 8

PN
- IS

H

Los solventes que se pueden usar son THF, EtOAc, CH.Cl;, CHCI;, CCl,, DMF, y DMSO. El intervalo de
temperatura empleado en esta transformacion puede variar entre 0°C y 80°C. El derivado de alquilsulfoniltioalquilo o
arilsulfoniltioalquilo necesario se puede preparar usando protocolos conocidos en la técnica, y también de acuerdo
con el procedimiento de Ranasinghe y Fuchs, Synth. Commun. 18(3), 227-32 (1988).

Otros procedimientos para preparar disulfuros de dialquilo asimétricos se basan en una transtiolacion de disulfuros
de heteroarilalquilo asimétricos tales como 2-tiopiridinilo, 3-nitro-2-tiopiridinilo, y disulfuros similares, con alquil tiol, tal
como se ha descrito en el documento WO 88/01622, Solicitud de patente europea con N°. 0116208A1, y patente de
los Estados Unidos con N°. 4.691.024.

Formacién general de carbonatos.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de oxigeno, y el grupo funcional presente en el enlazador
separador o el enlazador liberable es un derivado de alcoxicarbonilo, el grupo carbonato necesario se puede formar
haciendo reaccionar el correspondiente compuesto hidroxi-sustituido con un derivado de alcoxicarbonilo activado en
la que L es un grupo saliente adecuado, como se ilustra en el Esquema 9.

Esquema 9

Los solventes que se pueden usar son THF, EtOAc, CH.Cl,, CHCI;, CCl,, DMF, y DMSO. El intervalo de
temperatura utilizado en esta transformacion puede variar entre 0°C y 80°C. Para facilitar la reaccion, se puede usar
cualquier catalizador basico, tal como una base inorganica, una base aminada, y una base de unién a polimero.

Formacién general de semicarbazonas.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de nitrégeno, y el grupo funcional presente en un enlazador
separador o el enlazador liberable es un derivado de iminilo, y el grupo funcional presente en el otro enlazador
separador o el otro enlazador liberable es un derivado de alquilamino o arilaminocarbonilo, el grupo semicarbazona
necesario se puede formar haciendo reaccionar el correspondiente aldehido o cetona, y un derivado de
semicarbazida, como se ilustra en el Esquema 10.

Esquema 10

H
0O, N—N
e S — T

*

-
”_<_N o ‘ ‘N_'{\.- i
’ N—NH ¢ \ -~ ’

Los solventes que se pueden usar son THF, EtOAc, CH,Cl,, CHCI3, CCls, DMF, DMSO, y MeOH. El intervalo de
temperatura utilizado en esta transformacion puede variar entre 0°C y 80°C. Se puede usar cualquier catalizador
acido tal como acido mineral, H;CCOOH, F3sCCOOH, p-TsOH-H,0, y p-toluensulfonato de piridinio. Ademas, para
formar la semicarbazona, la funcionalidad hidrazona se puede formar inicialmente haciendo reaccionar hidrazina con
el correspondiente aldehido o cetona. La hidrazona resultante se puede acilar a continuacion con un isocianato o un
derivado de carbamoilo tal como un haluro de carbamoilo, para formar la semicarbazona. Alternativamente, la
correspondiente semicarbazida se puede formar haciendo reaccionar hidrazina con un derivado de isocianato o de
carbamoilo, tal como un haluro de carbamoilo para formar una semicarbazida. Posteriormente, la semicarbazida se
puede hacer reaccionar con el correspondiente aldehido o cetona para formar la semicarbazona.
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Formacién general de sulfonatos.

Ademas, si el enlazador de heteroatomo es un atomo de oxigeno, y el grupo funcional presente en el enlazador
separador o el enlazador liberable es un derivado de sulfonilo, el grupo sulfonato necesario se puede formar
haciendo reaccionar el correspondiente compuesto hidroxisustituido con un derivado de sulfonilo activado en el que
L es un grupo saliente adecuado tal como halo, como se ilustra en el Esquema 11.

Esquema 11
0
O M -~
e e — o

Los solventes que se pueden usar son THF, EtOAc, CH,Cl,, CHCI3, y CCla.

El intervalo de temperatura utilizado en esta transformacién puede variar entre 0°C y 80°C. Se puede usar cualquier
catalizador basico, como una base inorgéanica, una base aminada y una base de unién a polimero para facilitar la
reaccion.

Formacién general de péptidos de folato.

El fragmento de peptidilo que contiene folato Pte-Glu-(AA),-NH(CHR2)CO2H () se preparar mediante un enfoque
secuencial soportado por polimero usando procedimientos convencionales, tal como la estrategia Fmoc sobre
resinas Fmoc-AA-Wang (), sensibles a acidos, como se muestra en el Esquema 12.

Esquema 12

[+] M Q
Ry-NH. b
IM\DWW .......a’—..... Rt'NH"{WtT‘Tr'N \rn\;.w“g 25ud
{1 veces)
G R
3

1
9 O
N

N: Mk.—ﬂ H

r Hal N H_{ Q fkl
—_ N\]/f;l j\N
HN. H 3
N
o

(a) piperidina/DMF al 20%; (b) Fmoc-AA-OH, PyBop, DIPEA, DMF;

(c) Fmoc- Glu(O- t-Bu)-OH, PyBop, DIPEA, DMF; (d) 1. N'°(TFA)-Pte-OH; PyBop, DIPEA, DMSO; (e) TFAA,
(CH2SH)y, i-PrsSiH; (f) NH4OH, pH 10,3.

En esta realizacion a modo de ejemplo de los procedimientos descritos en el presente documento, R; es Fmoc, Rz
es la cadena secundaria adecuadamente protegida del aminoacido deseado, y DIPEA es diisopropiletilamina. Se
usan procedimientos de acoplamiento normalizados, tales como PyBOP y otros descritos en el presente documento
o conocidos en la técnica, en donde el agente de acoplamiento se aplica a modo de ejemplo como reactivo activante
para garantizar un acoplamiento suficiente. EI Fmoc que protege los grupos se elimina después de cada etapa de
acoplamiento en condiciones normalizadas, tales como mediante tratamiento con piperidina, y fluoruro de
tetrabutilamonio (TBAF),

.Se usan bloques de construccion de aminoacidos adecuadamente protegidos, tales como Fmoc-Glu-OtBu, y NO-
TFA-Pte-OH, tal como se ha descrito en el Esquema 12, y se ha representado en la etapa (b) mediante Fmoc-AA-
OH. Asi, AA se refiere a cualquier material de partida de aminoacido que esté adecuadamente protegido. Se
entenderd que esta previsto que el término aminoacido tal como se usa en el presente documento se refiera a
cualquier reactivo que tenga un grupo funcional de amina y acido carboxilico separado por uno o mas carbonos, e
incluye los alfa y beta aminoacidos naturales, asi como derivados y analogos de dichos aminoéacidos, En particular,
los aminoacidos que tienen cadenas secundarias que estan protegidos, tales como serina, treonina, cisteina y
aspartato, también se pueden usar en la sintesis de los péptidos de folato descrita en el presente documento.
Ademas, también se pueden incluir aminoacidos homélogos gamma, delta, 0 mas largos como materiales de
partidas en la sintesis de los péptidos de folato descrita en el presente documento. Ademas, los analogos de
aminoacidos que tienen cadenas secundarias homologas, o estructuras ramificadas alternativas, tales como
norleucina, isovalina, B-metil treonina, B-metil cisteina, y B,B-dimetil cisteina también se puede incluir como
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materiales de partida en la sintesis de los péptidos de folato descrita en el presente documento.

La secuencia de acoplamiento (etapas (a) y (b)) que implica Fmoc-AA-OH se realiza "n" veces para preparar el
péptido 2 en soporte soélido, en donde n es un nimero entero y puede ser igual a 0 a aproximadamente 100. Tras la
Ultima etapa de acoplamiento, el grupo Fmoc remanente se elimina (etapa (a)), y el péptido se acopla
secuencialmente con un derivado de glutamato (etapa (c)), se desprotege y se acopla a acido pteroico protegido con
TFA (etapa (d). Posteriormente, el péptido se escinde del soporte polimérico después de un tratamiento con acido
trifluoroacético, etanodiol y triisopropilsilano (etapa (e)). Estas condiciones de reaccién dan como resultado la
eliminacion simultanea de los grupos protectores t-Bu, t-Boc, y Trt que pueden formar parte de la cadena secundaria
del amino&cido adecuadamente protegida. El grupo protector TFA se elimina mediante el tratamiento con base
(etapa (f)) para dar el fragmento 3 de peptidilo que contiene folato.

Los enlazadores separadores y liberables, y los enlazadores de heteroatomo se pueden combinar de diferentes
formas. A modo de ejemplo, los enlazadores estan unidos entre si de manera diferente a un enlazador de
heteroatomo, tal como alquilen-amino-alquilencarbonilo, y alquilen-tio-carbonilalquilsuccinimid-3-ilo, como se ilustra
adicionalmente por las siguientes formulas, en las que los nimeros enteros x ey son 1, 2, 3, 4, 0 5:

g
M s A,

Otra realizacion a modo de ejemplo de los enlazadores descritos en el presente documento, incluye enlazadores
liberables que se escinden en las condiciones descritas en el presente documento mediante un mecanismo quimico
que implica la beta eliminacién. En un aspecto, dichos enlazadores liberables incluyen acidos carboxilicos sustituidos
en beta-tio, beta-hidroxilo, y beta-amino y derivados de los mismos, tales como ésteres, amidas, carbonatos,
carbamatos, y ureas. En otro aspecto, dichos enlazadores liberables incluyen ésteres de 2-tio-arilo y 4-tio-arilo,
carbamatos, y carbonatos.

Ademas, la unién de la vitamina o el farmaco al farmaco enlazador de heteroatomo se puede llevar a cabo mediante
un grupo funcional reactivo presente en el farmaco o vitamina que se ha convertido en un enlazador de heteroatomo,
tal como mediante conversion de la aclamicincetona en la correspondiente hidrazona, y la conversién del acido folico
en la correspondiente amida, como se muestra en la siguiente formula:

HaN. NN o
% H HOLC
HTEINJ\,N Ny~

El enlazador bivalente (L) comprende uno o mas componentes seleccionados entre enlazadores separadores,
enlazadores liberables, enlazadores de heteroatomo, y combinaciones de los mismos en cualquier orden. Por
ejemplo, se contemplan los enlazadores separadores, enlazadores liberables, y enlazadores de heteroatomo, y
combinaciones de los mismos, mostrados en las Tablas 1y 2.

Los asteriscos presentes en las siguientes estructuras, asi como los mostrados en las Tablas 1 y 2, identifican
puntos de unién a modo de ejemplo para enlazadores separadores, liberables o de heteroatomo adicionales, o para
el componente de farmaco o de vitamina del conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas.
Se entendera que el enlazador bivalente L comprende uno o mas enlazadores separadores, enlazadores liberables,
y enlazadores de heteroatomo, incluyendo los mostrados en las Tablas 1 y 2, y dichos enlazadores separadores,
enlazadores liberables, y enlazadores de heterodtomo se pueden combinar en cualquier orden para formar el
enlazador bivalente L.
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heteroatomo.
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(continuacién)
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Tabla 2. Enlazadores contemplados a modo de ejemplo, y combinaciones de algunos enlazadores liberables y de

heteroatomo.
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Los conjugados para administracion de farmaco también se pueden preparar a partir de intermedios. En una
realizacién a modo de ejemplo, se puede preparar un compuesto de la formula:

V-L-Z*

en la que Z* es un electréfilo, nucledfilo o un precursor, adecuado para facilitar la union del farmaco, o anélogo o
derivado del mismo.

En un aspecto, z puede ser un grupo saliente que permite la union del farmaco mediante un resto nucledfilo
presente en el farmaco, o analogo o derivado del mismo, tal como un heteroatomo, por ejemplo, nitrégeno.

En otro aspecto, z puede ser un nucledfilo tal como un heteroatomo, por ejemplo nitrégeno capaz de desplazar un
grupo saliente presente en el farmaco, o analogo o derivado del mismo, tal como un derivado de &4cido carboxilico,
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por ejemplo, un cloruro de acido.

En otro aspecto, z puede ser un precursor, tal como un grupo nitro capaz de transformarse en un nitrégeno
nucledfilo mediante una reaccién de reduccion, o bien un éster capaz de transformarse en un cloruro de acido
electrofilo mediante hidrdlisis y cloracion secuencial. Se apreciara que z puede ser un enlazador de heteroatomo.

En otra realizacion a modo de ejemplo, los conjugados para administracion de farmaco se pueden preparar a partir
de intermedios como los siguientes:

Z?-L-D

en la que Z* es un electréfilo, nucledfilo o un precursor, adecuado para facilitar la unién de la vitamina, o anélogo o
derivado de la misma.

En un aspecto, z puede ser un grupo saliente que permite la unién de la vitamina mediante un resto nucledfilo
presente en la vitamina, o analogo o derivado de la misma, tal como un heteroatomo, por ejemplo, nitrégeno.

En otro aspecto, z puede ser un nucledfilo tal como un heteroatomo, por ejemplo nitrégeno capaz de desplazar un
grupo saliente presente en la vitamina, o analogo o derivado de la misma, tal como un derivado de &cido carboxilico,
por ejemplo, un cloruro de acido.

En otro aspecto, z puede ser un precursor, tal como un grupo nitro capaz de transformarse en un nitrégeno
nucledfilo mediante una reaccion de reduccién, o bien un éster capaz de transformarse en un cloruro de acido
electréfilo mediante hidrdlisis y cloracion secuencial. Se apreciara que z puede ser un enlazador de heteroatomo.

En otra realizacion a modo de ejemplo, el enlazador bivalente (L) se puede sintetizar de forma independiente, y
posteriormente unirse a la vitamina y el farmaco en etapas posteriores, tal como preparando como intermedio un
compuesto de la formula:

z'-L-72
en la que z y Z? se han seleccionado cada uno independientemente y son como se ha definido anteriormente.

Los conjugados para administracion de farmaco se pueden usar tanto en medicina clinica humana como en
aplicaciones veterinarias. Asi, el animal hospedador que alberga la poblacién de células patégenas y que se trata
con los conjugados para administrar farmaco al receptor de unién a vitaminas puede ser un ser humano o, en el
caso de aplicaciones veterinarias, puede ser un animal de laboratorio, agricola, doméstico o salvaje. Los conjugados
se pueden aplicar a animales hospedadores incluyendo seres humanos, animales de laboratorio tales como
roedores (por ejemplo, ratones, ratas, hamsteres, etc.), conejos, monos, chimpancés, animales domésticos tales
como perros, gatos, y conejos, animales agricolas tales como vacas, caballos, cerdos, ovejas, cabras y animales
salvajes en cautividad tales como o0sos, pandas, leones, tigres, leopardos, elefantes, cebras, jirafas, gorilas, delfines
y ballenas.

Lo anterior incluye la aplicacién a poblaciones de células patdgenas que pueden causar diferentes patologias en
dichos animales hospedadores.

"Células patdégenas" significa células cancerosas, agentes infecciosos como bacterias y virus, células infectadas con
bacterias y virus, macrofagos activos capaces de causar un estado patolégico, y cualquier otro tipo de células
patégenas que expresen de forma Unica, preferentemente expresen 0 expresen en exceso receptores de vitamina o
receptores que se unen a analogos o derivados de vitaminas. Las células patdgenas también pueden incluir
cualquier célula que cause un estado patolégico para el que el tratamiento con los conjugados para administrar
farmaco al receptor de union a vitaminas dé como resultado una reduccién en los sintomas de la dolencia. Por
ejemplo, las células patégenas pueden ser células hospedadoras que sean patégenas en determinadas
circunstancias tales como las células del sistema inmune que son responsables de la enfermedad injerto contra
hospedador, pero que no sean patégenas en otras circunstancias.

De esta manera, la poblacién de células patdégenas puede ser una poblacién de células cancerosas que sea
tumorigénica, incluyendo tumores benignos y tumores malignos, o que sea no tumorigénica. La poblacién de células
cancerosas puede surgir de forma espontanea o debido a procesos como mutaciones presentes en la linea germinal
del animal hospedador o bien mutaciones sométicas, o se puede inducir, quimicamente, viralmente o por radiacion.
Los conjugados se pueden utilizar para tratar canceres tales como carcinomas, sarcomas, linfomas, enfermedad de
Hodgkin, melanomas, mesoteliomas, linfoma de Burkitt, carcinomas nasofaringeos, leucemias y mielomas. La
poblacion de células cancerosas puede incluir cancer oral, de tiroides, endocrino, de la piel, gastrico, esofagico,
laringeo, pancreatico, de colon, de vejiga, 6seo, ovarico, cervical, uterino, de mama, testicular, prostético, rectal, de
rifion, de higado y de pulmon.

En realizaciones en las que la poblacién de células patégenas es una poblacién de células cancerosas, el efecto de
la administracién del conjugado es una respuesta terapéutica medida por la reduccién o eliminacion de la masa
tumoral, o la inhibicion de la proliferacion de células tumorales. En el caso de un tumor, la eliminacion puede ser una
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eliminacion de las células del tumor primario o de células que hayan sufrido metéstasis o estén en proceso de
separarse del tumor primario. También se contempla el uso profilactico del conjugado para administrar farmacos al
receptor de union a vitaminas para evitar el regreso del tumor tras su eliminacién por cualquier enfoque terapéutico
incluyendo eliminacion quirdrgica del tumor, radioterapia, quimioterapia o tratamiento con agentes bioldgicos. El uso
profilactico puede ser el uso inicial del conjugado para administrar farmaco, tal como un uso en una pauta
terapéutica multidosis diaria, y/o puede ser un uso o serie de usos adicional tras un intervalo de dias o meses tras el
tratamiento o tratamientos iniciales. De acuerdo con esto, la eliminacion de cualquiera de las poblaciones de células
patégenas en respuesta al uso de acuerdo con la presente invencién incluye la reduccion en el nimero de células
patégenas, inhibicion de la proliferacion de células patdgenas, un tratamiento profilactico que evite el regreso de
células patégenas, o una respuesta al uso en células patdégenas que de como resultado una reduccién en los
sintomas de la dolencia.

En los casos en que se van a eliminar células cancerosas, los conjugados se pueden usar junto con la eliminacion
quirdrgica del tumor, radioterapia, quimioterapia o tratamiento con agentes bioldgicos tales como otras
inmunoterapias incluyendo tratamiento con anticuerpos monoclonales, tratamiento con agentes inmunomoduladores,
transferencia adoptiva de células efectoras inmunes, tratamiento con factores del crecimiento hematopoyético,
citocinas y vacunacion.

Los conjugados también se pueden aplicar a poblaciones de células patégenas que causan una variedad de
dolencias infecciosas. Por ejemplo, los conjugados se pueden aplicar a este tipo de poblaciones de células
patégenas tales como bacterias, hongos, incluyendo levaduras, virus, células infectadas con virus, micoplasma, y
parasitos. Los organismos infecciosos que se pueden tratar con los conjugados para administracion de farmaco son
cualesquiera organismos infecciosos conocidos en la técnica por causar patogénesis en un animal, incluyendo
organismos tales como bacterias que sean cocos o0 bacilos gram-negativos o gram-positivos. Por ejemplo, especies
de Proteus, especies de Klebsiella, especies de Providencia, especies de Yersinia, especies de Erwinia, especies de
Enterobacter, especies de Salmonella, especies de Serratia, especies de Aerobacter, especies de Escherichia,
especies de Pseudomonas, especies de Shigella, especies de Vibrio, especies de Aeromonas, especies de
Campilobacter, especies de Streptococcus, especies de Staphylococcus, especies de Lactobacillus, especies de
Micrococcus, especies de Moraxella, especies de Bacillus, especies de Clostridium, especies de Corynebacterium,
especies de Eberthella, especies de Micrococcus, especies de Mycobacterium, especies de Neisseria, especies de
Haemophilus, especies de Bacteroides, especies de Listeria, especies de Erysipelothrix, especies de Acinetobacter,
especies de Brucella, especies de Pasteurella, especies de Vibrio, especies de Flavobacterium, especies de
Fusobacterium, especies de Streptobacillus, especies de Calymmatobacterium, especies de Legionella, especies de
Treponema, especies de Borrelia, especies de Leptospira, especies de Actinomyces, especies de Nocardia,
especies de Rickettsia, y cualquier otra especie bacteriana que produzca una dolencia en un hospedador que se
puede tratar con los conjugados para administracion de farmaco.

De particular interés son las bacterias que son resistentes a antibidticos como las especies de Streptococcus y las
especies de Staphylococcus resistentes a antibiéticos, o las bacterias que sean susceptibles a antibiéticos pero que
causen infecciones recurrentes tratadas con antibidticos de forma que los organismos puedan eventualmente
desarrollar resistencia. Las bacterias que son susceptibles a antibiéticos pero que causan infecciones recurrentes
tratadas con antibiéticos de forma que los organismos puedan eventualmente desarrollar resistencia se pueden
tratar con los conjugados para administracion de farmaco en ausencia de antibiéticos, o combinados con dosis
inferiores de antibiéticos de las que se administrarian normalmente a un paciente, para evitar el desarrollo de estas
cepas de bacterias resistentes a antibioticos.

También se pueden tratar virus, tales como virus de ADN y ARN. Estos virus incluyen virus de ADN tales como virus
del papiloma, parvovirus, adenovirus, herpesvirus y virus vaccinia, y virus de ARN tales como arena-virus,
coronavirus, rinovirus, virus respiratorio sincitial, virus ge la gripe, picornavirus, paramixovirus, reoviruses, retrovirus,
lentivirus, y rabdovirus.

Los conjugados también se pueden aplicar a cualquier hongo, incluyendo levaduras, especies de micoplasma,
parasitos, u otros organismos infecciosos que puedan causar una dolencia en animales. Ejemplos de hongos que se
pueden tratar con la metodologia y composiciones incluyen hongos que crecen como mohos o son de tipo levadura,
incluyendo, por ejemplo, hongos que producen dolencias tales como dermatofitosis, histoplasmosis, blastomicosis,
aspergilosis, criptococosis, esporotricosis, cocidioidomicosis, paracocidioidomicosis, mucormicosis,
cromoblastomicosis, dermatofitosis, prototecosis, fusariosis, pitiriasis, micetoma, paracocidioidomicosis,
feohifomicosis, pseudalesqueriasis, esporotricosis, tricosporosis, infeccién por neumocistos, y candidiasis.

Los conjugados también se pueden utilizar para tratar infecciones parasiticas incluyendo infecciones causadas por
cestodos, tales como especies de Taenia, Hymenolepsis, Diphillobothrium, y Echinococcus, trematodos, tales como
especies de Fasciolopsis, Heterophyes, Metagonimus, Clonorchis, Fasciola, Paragonimus, y Schitosoma,
nematodos, tales como especies de Enterobius, Trichuris, Ascaris, Ancilostoma, Necator, Strongiloides, Trichinella,
Wuchereria, Brugia, Loa Onchocerca, y Dracunculus, amebas tales como especies de Naegleria y Acanthamoeba, y
protozoos, tales como especies de Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma, Entamoeba, Giardia,
Isospora, Cryptosporidium, y Enterocytozoon.
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Las células patégenas a las que se dirigen los conjugados para administracién de farmaco también pueden ser
células que albergan patdégenos endodgenos, tales como células infectadas con virus, micoplasma, parasitos, o
bacterias, si estas células expresan preferentemente receptores de vitaminas.

En una realizacion, los conjugados para administrar farmaco al receptor de union a vitaminas se pueden internalizar
en las células patdgenas diana tras la unién del resto vitamina a un receptor de vitamina, transportador de vitamina,
u otras proteinas presentadas en la superficie que se unan especificamente a la vitamina y que se expresen
preferentemente en células patégenas. Dicha internalizacion se puede producir, por ejemplo, mediante endocitosis
mediada por receptor. Si el conjugado para administrar farmaco contiene un enlazador liberable, el resto vitamina y
el farmaco se pueden disociar intracelularmente y el farmaco puede actuar sobre su diana intracelular.

En una realizacién alternativa, el resto vitamina del conjugado para administrar farmaco se puede unir a la célula
patégena poniendo el farmaco en asociacion estrecha con la superficie de la célula patégena. A continuacion, el
farmaco se puede liberar por escision del enlazador liberable. Por ejemplo, el farmaco se puede liberar mediante una
proteina disulfuro isomerasa si el enlazador liberable es un grupo disulfuro. A continuacion, el farmaco se puede
captar por la célula patdgena a la que esta unida el conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a
vitaminas, o el farmaco se puede captar por otra célula patdégena en estrecha proximidad a la misma.
Alternativamente, el farmaco se puede liberar mediante una proteina disulfuro isomerasa en el interior de la célula si
el enlazador liberable es un grupo disulfuro. El farmaco también se puede liberar mediante un mecanismo hidrolitico,
tal como una hidrdlisis catalizada por acidos, como se ha descrito anteriormente para algunos mecanismos de la
beta-eliminacién, o mediante una escisién ayudada anquiméricamente mediante un mecanismo productor de ion
oxonio o ion lactonio. La seleccion del enlazador o enlazadores liberables determinara el mecanismo por el cual el
farmaco se liberara desde el conjugado. Se apreciard que dicha seleccién se puede predefinir mediante las
condiciones en las que se va a usar el conjugado del farmaco.

En otra realizacion, si el enlazador no comprende un enlazador liberable, el resto vitamina del conjugado para
administrar farmaco se puede unir a la célula patégena colocando el farmaco sobre la superficie de la célula
patégena para marcar la célula patégena como diana para el ataque de otras moléculas capaces de unirse al
farmaco.

Alternativamente, en esta realizacion, los conjugados para administracién de farmaco se pueden internalizar en las
células dianas tras el enlace y el resto vitamina y farmaco pueden permanecer asociados intracelularmente,
mostrando el farmaco sus efectos sin disociarse del resto vitamina.

En otra realizacion adicional a modo de ejemplo, o combinada con las realizaciones anteriormente descritas, el
conjugado para administrar farmacos al receptor de union a vitaminas puede actuar mediante un mecanismo
independiente de los receptores celulares de vitamina. Por ejemplo, los conjugados para administracion de farmaco
se pueden unir a receptores de vitamina solubles presentes en el suero o dirigirse a las proteinas séricas tal como
albimina, dando como resultado una circulacion prolongada de los conjugados respecto al farmaco no conjugado, y
un aumento en la actividad de los conjugados con respecto a la poblacion de células patdégenas en relacion al
farmaco no conjugado.

En otra realizacion ilustrativas, se proporciona un conjugado para administrar farmacos al receptor de union a
vitaminas con la férmula general V-L-D. L se ha seleccionado de (ls)a ¥ (I1)b, Y combinaciones de los mismos, en la
que (Is)a, (In), Y V son como se han definido en el presente documento, y D es un farmaco tal como un inmunégeno.
El inmundégeno puede ser un hapteno, por ejemplo, fluoresceina o dinitrofenilo. En esta realizacion, el conjugado
para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas se une a la superficie de las células patégenas y “marca”
las células con el inmunégeno, despertando de esta forma una respuesta inmune dirigida hacia la poblacion
marcada de células patdégenas. Los anticuerpos administrados al hospedador en una inmunizacién o anticuerpos
pasivos existentes en el sistema hospedador procedentes de una inmunidad ya existente, innata o adquirida, se
unen al inmundégeno y despiertan respuestas inmunes enddgenas. Los anticuerpos que se unen al conjugado
vitamina-inmunoégeno unido a células dan como resultado citotoxicidad mediada por el complemento, citotoxicidad
mediada por células dependiente de anticuerpo, opsonizacion y fagocitosis de anticuerpos, muerte o quiescencia de
células sefaladoras por agrupacion de receptores inducida por anticuerpos, o cualquier otra respuesta inmune
humoral o celular estimulada por un anticuerpo que se une a los conjugados ligando-inmundégeno unidos a células.
En los casos en que un inmundgeno puede ser reconocido directamente por las células inmunes sin una
opsonizacién previa del anticuerpo, se puede conseguir la muerte directa de las células patdgenas. Esta realizacion
se ha descrito con mas detalle en la solicitud de patente de los Estados Unidos con N.° de serie 09/822.379. Se
apreciara que en determinadas variaciones de esta realizacion en las que el farmaco es un inmundgeno, el
enlazador bivalente puede incluir también enlazadores liberables, como se ha descrito anteriormente, tal como un
conjugado para administrar farmacos al receptor de unién a vitaminas de la férmula general V-L-D en la que L se ha
seleccionado de (ls)a, (It)b, (Ir)e, Y combinaciones de los mismos en la que (Is) es un enlazador separador, (I4) es un
enlazador de heteroatomo, (I;) es un enlazador liberable, V es una vitamina, o un analogo o un derivado de la misma,
y a, b, y ¢ son nimeros enteros.

Los conjugados para administrar farmaco al receptor de unién a vitaminas descritos en el presente documento
comprenden un resto de unién al receptor de vitamina, un enlazador bivalente (L), un farmaco, y, de forma opcional,
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enlazadores de heterodtomo para unir el resto de union al receptor de vitamina y el farmaco a el enlazador bivalente
(L). El enlazador bivalente (L) puede comprender un enlazador separador, un enlazador liberable (es decir, que se
puede escindir), y un enlazador de heteroatomo, o combinaciones de los mismos.

Los conjugados para administrar farmaco al receptor de unién a vitaminas descritos en el presente documento se
pueden formar con una amplia variedad de vitaminas o analogos/derivados de vitaminas que se unen a un receptor
de vitaminas, enlazadores, y farmacos. Los conjugados para administraciéon de farmaco son capaces de dirigirse
selectivamente a una poblacion de células patégenas en un animal hospedador debido a la expresion preferente de
un receptor para la vitamina, accesible para unién con una vitamina, sobre las células patdgenas. Restos de vitamina
a modo de ejemplo incluyen carnitina, inositol, acido lipoico, piridoxal, acido ascérbico, niacina, &cido pantoténico,
acido fdlico, riboflavina, tiamina, biotina, vitamina Biz, y las vitaminas liposoblubles A, D, E y K. Estas vitaminas, y
sus analogos y derivados que se unen a un receptor, constituyen la entidad de direccionamiento que se puede
acoplar al farmaco mediante el enlazador bivalente (L) para formar los conjugados para administrar farmaco al
receptor de unidn a vitaminas descritos en el presente documento. Asi, el término "vitamina" incluye anélogos y/o
derivados de vitamina (por ejemplo, &cido pteroico que es un derivado del folato, analogos de biotina tales como
biocitina, sulféxido de biotina, oxibiotina y otros compuestos que se unen al receptor de biotina). Se apreciara que los
analogos o derivados de vitamina puedan significar una vitamina que incorpora un heteroatomo mediante el cual el
anélogo o derivado de vitamina se une covalentemente al enlazador bivalente (L).

Restos de vitamina a modo de ejemplo incluyen &acido félico, biotina, riboflavina, tiamina, vitamina B, y andlogos y
derivados que se unen a un receptor de estas moléculas de vitaminas, y otras moléculas que se unen al receptor
relacionadas con las vitaminas. Realizaciones a modo de ejemplo de analogos y/o derivados de vitamina incluyen
analogos y derivados de folato tal como acido folinico, acido pteropoliglutamico, y pteridinas que se unen al receptor
folato, tales como tetrahidropterinas, dihidrofolatos, tetrahidrofolatos, y sus deaza y dideaza analogos. Los términos
de analogos "deaza" y "dideaza" se refieren a los analogos conocidos en la técnica que tienen un atomo de carbono
sustituido por uno o dos atomos de carbono en la estructura del acido félico natural, o analogo o derivado del mismo.
Por ejemplo, los analogos deaza incluyen los anélogos del folato 1-deaza, 3-deaza, 5-deaza, 8-deaza, y 10-deaza.
Los andlogos dideaza incluyen, por ejemplo, los analogos del folato 1,5-dideaza, 5,10-dideaza, 8,10-dideaza, y 5,8-
dideaza. Otros folatos Utiles como ligandos formadores de complejos son los analogos que se unen al receptor folato
aminopterina, ametopterina (metotrexato), N'°-metilfolato, 2-deamino-hidroxifolato, analogos tales como 1-
deazametopterina o0 3-deazametopterina, y &cido 3',5'-dicloro-4-amino-4-deoxi-N* -metilpteroilglutdmico
(diclorometotrexato). Los anteriores analogos y derivados del &cido folico se denominan convencionalmente
“folatos”, reflejando su capacidad de unirse a los receptores de folato, y dichos ligandos, cuando se conjugan con
moléculas exdgenas, son eficaces para potenciar el transporte transmembrana, tal como mediante endocitosis
mediada por folato, como se ha descrito en el presente documento. Otros ligandos adecuados capaces de unirse a
receptores de folato para iniciar el transporte endocitético mediado por el receptor de folato incluye anticuerpos anti-
idiotipicos del receptor de folato. Se usa una molécula exégena en un complejo con un anticuerpo anti-idiotipico del
receptor de folato para desencadenar el transporte transmembrana del complejo.

Las realizaciones a modo de ejemplo de analogos y derivados de vitamina también incluyen andlogos y derivados de
biotina tales como biocitina, sulféxido de biotina, oxibiotina y otros compuestos que se unen al receptor de la biotina.
Se apreciara que también se contemplan en el presente documento otros analogos y derivados de otras vitaminas
descritas en el presente documento. En una realizacion, las vitaminas que se pueden usar en los conjugados para
administracion de farmaco descrito en el presente documento incluyen aquellos que se unen a los receptores de
vitamina expresados especificamente en macrofagos activados, tales como el receptor de folato, que une el folato, o
un analogo o derivado del mismo, como se ha descrito en el presente documento.

El sitio de unidn de la vitamina puede incluir receptores para cualquier molécula de vitamina o un derivado 0 analogo
de la misma, capaz de unirse especificamente a un receptor en el que el receptor o la otra proteina esta expresada
de forma Unica, expresada en exceso o expresada preferentemente por una poblacion de células patégenas. Una
proteina expresada en la superficie expresada de forma Unica, expresada en exceso o expresada preferentemente
por las células patdgenas es tipicamente un receptor que bien no esta presente, o presente en cantidades inferiores
en las células no patégenas constituyendo un medio para eliminar de forma selectiva las células patégenas. Los
conjugados para administrar farmaco al receptor de unidon a vitaminas pueden ser capaces de unirse con elevada
afinidad a los receptores de células cancerosas u otros tipos de células patdégenas. Esta elevada afinidad de enlace
puede ser inherente del resto vitamina, o la afinidad de enlace puede verse potenciada por el uso de una vitamina
guimicamente modificada, (es decir, un analogo o un derivado).

El farmaco puede ser cualquier molécula capaz de modular o modificar de otra forma la funcion celular, incluyendo
compuestos farmacéuticamente activos. Las moléculas adecuadas pueden incluir: péptidos, oligopéptidos,
oligopéptidos retroinversos, proteinas, analogos de proteina en que al menos un enlace no peptidico sustituye un
enlace peptidico, apoproteinas, glicoproteinas, enzimas, coenzimas, inhibidores de enzimas, aminoacidos y sus
derivados, receptores y otras proteinas de membrana; antigenos y anticuerpos contra los anteriores; haptenos y
anticuerpos contra los anteriores; hormonas, lipidos, fosfolipidos, liposomas; toxinas; antibiéticos; analgésicos;
broncodilatadores; beta-bloqueantes; agentes antimicrobianos, agentes antihipertensivos, agentes cardiovasculares
incluyendo antiarritmicos, glicésidos cardiacos, antianginales y vasodilatadores; agentes del sistema nervioso central
incluyendo estimulantes, psicotrépicos, antimaniacos, y depresores; agentes antiviricos; antihistaminas; farmacos
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contra el cancer incluyendo agentes quimioterapéuticos; tranquilizantes, antidepresivos, antagonistas de H-2;
anticonvulsivos; antieméticos; prostaglandinas y analogos de prostaglandina; relajantes musculares; sustancias
antiinflamatorias; estimulantes, descongestivos; antieméticos; diuréticos; antiespasmaodicos; antiasmaticos; agentes
contra el Parkinson; expectorantes; supresores de la tos; mucoliticos; y aditivos minerales nutritivos.

Ademas, el farmaco puede ser cualquier farmaco conocido en la técnica que sea citotdxico, potencie la
permeabilidad tumoral, inhiba la proliferacién de células tumorales, estimule la apoptosis, disminuya la actividad
antiapoptotica en las células diana, se use para tratar dolencias causadas por agentes infecciosos, potencie una
respuesta inmune enddgena dirigida a las células patégenas, o que sea de utilidad para tratar un estado patolégico
producido por cualquier tipo de célula patégena. Los farmacos adecuados para uso incluyen adrenocorticoides y
corticosteroides, agentes alquilantes, antiandrégenos, antiestrogenos, andrégenos, aclamicina y derivados de
aclamicina, estrégenos, antimetabolitos tales como citosina arabinésido, analogos de purina, analogos de pirimidina,
y metotrexato, busulfan, carboplatino, clorambucilo, cisplatino y otros compuestos de platino, tamoxifeno, taxol,
paclitaxel, derivados de paclitaxel, Taxotere®, ciclofosfamida, daunomicina, rizoxina, toxina T2, alcaloides vegetales,
prednisona, hidroxiurea, tenipdsido, mitomicinas, discodermdlidos, inhibidores de microtibulos, epotilonas,
tubulisina, ciclopropil benc[e]indolona, seco-ciclo-propilbenc[e]indolona, O-Ac-seco-ciclopropil benc[e]indolona,
bleomicina y otros antibiéticos, mostazas nitrogenadas, nitrosureas, vincristina, vinblastina, y analogos y derivados
de los mismos tales como deacetilvinblastina monohidrazida, colchicina, derivados de colchicina, alocolchicina,
tiocolchicina, tritil cisteina, Halicondrina B, dolastatinas tales como dolastatina 10, amanitinas tales como o-
amanitina, camptotecina, irinotecano, y otros derivados de camptotecina de los anteriores, geldanamicina y
derivados de geldanamicina, estramustina, nocodazol, MAP4, colcemida, agentes inflamatorios y proinflamatorios,
péptidos y peptidomiméticos inhibidores de la transduccion de la sefial y cualquier otro farmaco o toxina conocida en
la técnica. Otros farmacos que se pueden usar incluyen penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, eritromicina,
clindamicina, rifampin, cloranfenicol, antibioticos de aminoglicésido, gentamicina, anfotericina B, aciclovir, trifluridina,
ganciclovir, zidovudina, amantadina, ribavirina, y cualquier otro compuesto antimicrobiano conocido en la técnica.

En una realizacion, los farmacos para uso permanecen estables en suero durante al menos 4 horas. En otra
realizacion, los farmacos tienen una Clsg en el rango nanomolar, y, en otra realizacion, los farmacos son solubles en
agua. Si el farmaco no es soluble en agua, el enlazador bivalente (L) se puede derivatizar para potenciar la
solubilidad en agua. El término "farmaco" también significa cualquier analogo o derivado de farmaco descrito en el
presente documento anterior, incluyendo dolastatinas tales como dolastatina 10, las amanitinas tales como a-
amanitina, camptotecinas e irinotecanos, y otros derivados de camptotecinas e irinotecanos de los anteriores. Se
apreciara que el analogo o derivado de farmaco puede significar un farmaco que incorpore un heteroatomo a través
del cual el analogo o derivado de farmaco se une covalentemente al enlazador bivalente (L).

Los conjugados para administrar farmaco al receptor de unién a vitaminas pueden comprender un resto de union al
receptor de vitamina, un enlazador bivalente (L), un farmaco, y, de forma opcional, enlazadores de heteroatomo para
unir el resto de unién al receptor de vitamina y el farmaco al enlazador bivalente (L). Se apreciara que un analogo o
derivado de vitamina puede significar una vitamina que incorpora un heteroatomo mediante el cual el analogo o
derivado de vitamina se une covalentemente al enlazador bivalente (L). Asi, la vitamina se puede unir
covalentemente al enlazador bivalente (L) mediante un enlazador de heterodtomo, o un analogo o derivado de
vitamina (es decir, que incorpora un heteroatomo) se puede unir directamente al enlazador bivalente (L). De manera
similar, un analogo o derivado de farmaco puede significar un farmaco que incorpora un heteroatomo mediante el
cual el andlogo o derivado de farmaco se une covalentemente al enlazador bivalente (L). Asi, el farmaco se puede
unir covalentemente al enlazador bivalente (L) mediante un enlazador de heterodtomo, o un analogo o derivado de
farmaco (es decir, que incorpora un heterodtomo) se puede unir directamente al enlazador bivalente (L). El
enlazador bivalente (L) puede comprender un enlazador separador, un enlazador liberable (es decir, que se puede
escindir) enlazador, y un enlazador de heteroatomo para unir el enlazador separador al enlazador liberable en los
conjugados que contienen ambos tipos de enlazadores.

Asi, el enlazador bivalente (L) puede comprender un elemento para asociar la vitamina con el farmaco, tal como
mediante la conexién con enlazadores de heteroatomo (es decir, brazos separadores o moléculas puente), o
mediante enlace covalente directo entre el enlazador bivalente (L) y el analogo o derivado de vitamina o farmaco.
Cualquier elemento de asociacion no deberia evitar la unién de la vitamina, o derivado o analogo de unién al
receptor de vitamina, al receptor de vitamina sobre la membrana celular para que actle el procedimiento de la
presente invencion.

En general, se puede utilizar cualquier manera de formar un conjugado entre el enlazador bivalente (L) y la vitamina,
0 analogo o derivado de la misma, entre el enlazador bivalente (L) y el farmaco, o analogo o derivado del mismo,
incluyendo cualesquiera enlazadores de heterodtomo que intervengan. Igualmente, se puede utilizar cualquier
procedimiento conocido en la técnica para formar un conjugado entre el enlazador separador, el enlazador liberable,
y el enlazador de heteroatomo para formar el enlazador bivalente (L). El conjugado se puede formar por conjugacion
directa de cualquiera de estas moléculas, por ejemplo, mediante enlaces de hidrégeno, iénicos, o covalentes. El
enlace covalente se puede producir, por ejemplo, por la formaciéon de enlaces amida, éster, disulfuro, o imino entre
grupos acidos, aldehido, hidroxilo, amino, sulfhidrilo, o hidrazo.

El enlazador separador y/o liberable (es decir, enlazador que se puede escindir) puede ser cualquier enlazador
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biocompatible. El enlazador que se puede escindir puede ser, por ejemplo, un enlazador susceptible a la escision en
condiciones reductoras u oxidantes presentes en las células, un enlazador sensible al pH que puede ser un
enlazador labil frente a acidos o labil frente a bases, o un enlazador que se pueda escindir mediante procesos
bioquimicos o metabdlicos, tal como un enlazador labil frente a enzimas.

Tipicamente, el enlazador separador y/o liberable comprende de aproximadamente 1 a aproximadamente 30 a&tomos
de carbono, de forma mas tipica de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 atomos de carbono. Los
enlazadores de bajo peso molecular (es decir, aquellos que tienen un peso molecular aproximado de
aproximadamente 30 a aproximadamente 300) se emplean de forma tipica. Los precursores de dichos enlazadores
se seleccionan de forma tipica para tener grupos funcionales nucledfilos o electréfilos, o ambos, de forma opcional
en forma protegida con un grupo protector que se escinda con facilidad para facilitar su uso en la sintesis de la
especie intermedia.

Se contemplan también composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad de conjugado para administrar
farmacos al receptor de union a vitaminas eficaz para eliminar una poblacion de células patdgenas en un animal
hospedador cuando se administra en una o mas dosis. El conjugado para administrar farmaco se administra
preferiblemente al animal hospedador parenteralmente, por ejemplo, intradermalmente, subcutdneamente,
intramuscularmente, intraperitonealmente, intravenosamente, o intratecalmente. Alternativamente, el conjugado para
administrar farmaco se puede administrar al animal hospedador mediante otros procesos médicamente Utiles, tal
como oralmente, y se puede usar cualquier dosis eficaz y forma de dosificacion adecuada, incluyendo formas de
dosificacion de liberacién prolongada.

Ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen soluciones acuosas del principio activo, en solucién salina
isotonica, glucosa al 5% u otros vehiculos liquidos farmacéuticamente aceptables bien conocidos, tales como
alcoholes, glicoles, ésteres y amidas liquidas. La forma de dosificacion parenteral puede estar en forma de un
liofilizado para reconstituir que comprende la dosis del conjugado para administrar farmaco. En un aspecto de la
presente realizacion, se puede administrar cualquier nimero de formas de dosificacion de liberacién prolongada
conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, las matrices de carbohidrato biodegradable descritas en las
Patentes de los Estados Unidos con nimeros 4.713.249; 5.266.333; y 5.417.982 o, alternativamente, se puede usar
una bomba lenta (por ejemplo, una bomba osmética).

Se puede administrar al hospedador al menos una composicién adicional que comprende un factor terapéutico o un
auxiliar de los procedimientos anteriormente detallados para potenciar la eliminacion de la poblacion de células
patdgenas mediada por el conjugado para administrar farmaco, o se pueden administrar mas de un factor
terapéutico adicional. El factor terapéutico se puede seleccionar de un compuesto capaz de estimular una respuesta
inmune enddgena, un agente quimioterapéutico, u otro factor terapéutico capaz de complementar la eficacia del
conjugado para administrar farmaco administrado. El uso puede implicar administrar al paciente, ademas de los
conjugados anteriormente descritos, compuestos o composiciones capaces de estimular una respuesta inmune
enddgena (por ejemplo, una citoquina), incluyendo citoquinas o factores de crecimiento de células inmunes tales
como interleucinas 1-18, factores de células madres, FGF basico, EGF, G-CSF, GM-CSF, ligando FLK-2, HILDA,
MIP-1a,, TGF-a, TGF-B, M-CSF, IFN-a, IFN-B, IFN-y, CD23 soluble, LIF, y combinaciones de los mismos.

Se pueden usar combinaciones terapéuticamente eficaces de estos factores. En una realizacion, se pueden usar por
ejemplo, cantidades terapéuticamente eficaces de IL-2, por ejemplo, en cantidades comprendidas entre
aproximadamente 0,1 MIU/m?/dosis/dia y aproximadamente 15 MIU/m?%dosis/dia en una pauta diaria de dosis
multiples, e IFN-a, por ejemflo, en cantidades comprendidas entre aproximadamente 0,1 MIU/m?%/dosis/dia a
aproximadamente 7,5 MIU/m“/dosis/dia en una pauta diaria de dosis mudltiples junto con la administracion de
conjugados del farmaco para eliminar, reducir o neutralizar células patdégenas en un animal hospedador que alberga
las células patégenas (MIU = millén de unidades internacionales; m? = &rea corporal superficial aproximada de un
ser humano promedio). En otra realizacion IL-12 e IFN-a se usan en las cantidades terapéuticamente eficaces
anteriormente descritas para interleucinas e interferones, y en otra realizacion adicional, IL-15 e IFN-o. se usan en
las cantidades terapéuticamente eficaces anteriormente descritas para interleucinas e interferones. En una
realizacién alternativa, IL-2, IFN-a. o IFN-y, y GM-CSF se usan en combinacion con las cantidades terapéuticamente
eficaces anteriormente descritas. También se contempla el uso de cualquier otra combinacion eficaz de citoquinas
incluyendo combinaciones con otras interleucinas e interferones y factores estimulantes de colonias.

Los agentes quimioterapéuticos que son, por ejemplo, citotdxicos por si mismos, o que pueden actuar para potenciar
la permeabilidad del tumor, son también adecuados para combinar con el uso de los conjugados para administracion
de farmaco. Dichos agentes quimioterapéuticos adrenocorticoides y corticosteroides, agentes alquilantes,
antiandrégenos, antiestrégenos, androgenos, aclamicina y derivados de aclamicina, estrogenos, antimetabolitos
tales como citosina arabindsido, analogos de purina, analogos de pirimidina, y metotrexato, busulfan, carboplatino,
clorambucilo, cisplatino y otros compuestos de platino, tamoxifeno, taxol, paclitaxel, derivados de paclitaxel,
Taxotere®, ciclofosfamida, daunomicina, rizoxina, toxina T2, alcaloides vegetales, prednisona, hidroxiurea,
tenipésido, mitomicinas, discodermdlidos, inhibidores de microtibulos, epotilonas, , tubulisina, ciclopropil
benc[e]indolona, seco-ciclo-propilbenc[elindolona, O-Ac-seco-ciclopropil benc[e]indolona, bleomicina y otros
antibidticos, mostazas nitrogenadas, nitrosureas, vincristina, vinblastina, y analogos y derivados de los mismos tales
como deacetilvinblastina monohidrazida, colchicina, derivados de colchicina, alocolchicina, tiocolchicina, tritil
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cisteina, Halicondrina B, dolastatinas tales como dolastatina 10, amanitinas tales como a-amanitina, camptotecina,
irinotecano, y otros derivados de camptotecina de los anteriores, geldanamicina y derivados de geldanamicina,
estramustina, nocodazol, MAP4, colcemida, agentes inflamatorios y proinflamatorios, péptidos y peptidomiméticos
inhibidores de la transduccion de la sefial y cualquier otro farmaco o toxina conocida en la técnica. Otros farmacos
que se pueden usar incluyen penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, eritromicina, clindamicina, rifampin,
cloranfenicol, antibiéticos de aminoglicésido, gentamicina, anfotericina B, aciclovir, trifluridina, ganciclovir,
zidovudina, amantadina, ribavirina, y cualquier otro compuesto antimicrobiano conocido en la técnica.

El factor terapéutico se puede administrar al animal hospedador antes de, después de o a la vez que los conjugados
para administrar farmaco al receptor de union a vitaminas y el factor terapéutico se puede administrar como parte de
la misma composicion que contiene el conjugado para administrar farmaco o como parte de una composicion
diferente a la del conjugado para administrar farmaco. Se puede usar cualquier composicion terapéutica de este tipo
gue contiene el factor terapéutico a una dosis terapéuticamente eficaz.

Adicionalmente, se puede usar mas de un tipo de conjugado para administrar farmaco. Por ejemplo, el animal
hospedador se puede tratar con conjugados de diferentes vitaminas, pero el mismo, farmaco (por ejemplo,
conjugados folato-mitomicina y conjugados vitamina Bi2-mitomicina) con un protocolo de dosificacion simultanea. En
otras realizaciones, el animal hospedador se puede tratar con conjugados que comprenden las mismas vitaminas
unidas a diferentes farmacos, o a diferentes vitaminas unidas a diferentes farmacos. Por ejemplo, el animal
hospedador se puede tratar con un conjugado folato-mitomicina y un conjugado folato-cisplatino, o con un conjugado
folato-mitomicina y un conjugado vitamina Bi,-cisplatino. Ademas, se podrian usar conjugados para administracion
de farmaco con las mismas o diferentes vitaminas, y el mismo o diferentes farmacos que comprende varias
vitaminas y varios farmacos como parte del mismo conjugado para administrar farmaco.

La dosis unitaria diaria del conjugado para administrar farmaco puede variar significativamente dependiendo del
estado del hospedador, el estado patolégico que esta siendo tratado, el peso molecular del conjugado, su ruta de
administracion y la distribucién de tejido, y el posible uso simultdneo de otros tratamientos terapéuticos tales como
radioterapia. La cantidad eficaz a administrar a un paciente se basa en el area de la superficie corporal, peso del
paciente y evaluacion médica del estado del paciente. Las dosis eficaces pueden estar comprendidas, por ejemplo,
entre aproximadamente 1 ng/kg a aproximadamente 1 mg/kg, entre aproximadamente 1 ug/kg a aproximadamente
500 pg/kg, y entre aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 ug/kg.

Se puede utilizar cualquier pauta eficaz para usar los conjugados para administracion de farmaco. Por ejemplo, los
conjugados para administracion de farmaco se pueden usar en monodosis, o se pueden dividir y administrar en una
pauta de varias dosis diarias. Ademas, se puede usar una pauta estadificada, por ejemplo, de uno a tres dias a la
semana como alternativa al tratamiento diario, y dicha pauta diaria intermitente o estadificada se considera
equivalente al tratamiento diario. En una realizacion, el hospedador se trata con varias inyecciones del conjugado
para administrar farmaco para eliminar la poblacion de células patégenas. En una realizacién, el hospedador recibe
varias inyecciones (preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 50 veces) con el conjugado para
administrar farmaco, por ejemplo, en intervalos de 12-72 horas o de 48-72 horas. Se pueden administrar inyecciones
adicionales del conjugado para administrar farmaco al paciente en un intervalo de dias 0 meses tras la inyeccion o
inyecciones iniciales, y las inyecciones iniciales evitan la recurrencia del estado patolégico causado por las células.

En una realizacidn, las vitaminas, o analogos o derivados de las mismas que se pueden usar en los conjugados para
administracion de farmaco incluyen aquellas que se unan a los receptores expresados especificamente en
macréfagos activados, tales como el receptor de folato que se une al folato, o un analogo o derivado del mismo. Los
conjugados unidos a folato, por ejemplo, se pueden usar para matar o suprimir la actividad de macréfagos activados
gue ocasionan estados patolégicos en un hospedador. Dichos conjugados dirigidos a macréfagos, cuando se
administran a un paciente que padece un estado patolégico mediado por macrofagos activados, actlan para
concentrar y asociar el farmaco conjugado en la poblacién de macréfagos activados para matar los macréfagos
activados o suprimir la funcién de los macréfagos. La eliminacion, reducciéon o desactivacién de la poblacion de
macrofagos activados actla para detener o reducir la patogénesis mediada por macréfagos activados caracteristica
de los estados patdgenos que se estan tratando. Las dolencias a modo de ejemplo conocidas por estar mediadas
por macroéfagos activados incluyen artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, psoriasis, osteomielitis,
esclerosis multiple, aterosclerosis, fibrosis pulmonar, sarcoidosis, esclerosis sistémica, rechazo del o6rgano
trasplantado (GVHD) e inflamaciones crénicas. La administracion del conjugado para administrar farmaco se
continda hasta que los sintomas del estado patolégico se reducen o se eliminan.

Los conjugados para administraciéon de farmaco administrados para matar macréfagos activados o suprimir la
funcién de macrofagos activados se pueden administrar parenteralmente al animal o paciente que padece el estado
patolégico, por ejemplo, intradermalmente, subcutaneamente, intramuscularmente, intraperitonealmente, o
intravenosamente en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, los conjugados
para administracion de farmaco se pueden administrar al animal o paciente mediante otros procesos médicamente
utiles, y las dosis eficaces se pueden administrar en formas de dosificacion normales o de liberacion prolongada. El
procedimiento terapéutico se puede usar solo o combinado con otros procedimientos terapéuticos para el
tratamiento de estados patolégicos mediados por macréfagos activados.
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Los siguientes conjugados para administracion de farmaco son ilustrativos de los conjugados para administraciéon de
farmaco.

Estos conjugados para administracién de farmaco se pueden preparar mediante los procedimientos descritos en el
presente documento ademas de los protocolos conocidos en la técnica.
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Ademas, los siguientes conjugados para administracion de farmaco son también ilustrativos de los conjugados para
administracion de farmaco. Los procedimientos sintéticos adjuntos son ilustrativos de los que se pueden utilizar para
preparar los conjugados para administracion de farmaco descritos en el presente documento.
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A una solucién de diacetoxiscirpenol (DAS) en acetonitriio se afiadieron 1,0 eq. de dianhidrido 1,2,4,5-
bencenotetracarboxilico seguido por 1 eq. de base de Hiinig. La mezcla de reaccion se agité durante 1,5 horas bajo
argon y a temperatura ambiente. Si parte del DAS permanece sin reaccionar, se afiaden 0,2 eq. mas del dianhidrido
y la agitacion se continu6é durante 1 hora. Se afadi6 una solucion de 1,2 eq. de pteroil hidrazida (preparada de

10 acuerdo con J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 10004 ) en DMSO anhidro, seguido por 1,0 eq. de base de Hunig. La
mezcla de reaccidon se agité durante 1 hora y precipité con dietil éter. El precipitado resultante se purifico
adicionalmente mediante HPLC preparativa.
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Como se describe generalmente en el Ejemplo 10a, la Boc-hidrazida se hace reaccionar con anhidrido succinico, y
15 el producto resultante se hace reaccionar con 5"-amino-bis-indolil-seco-CBI en presencia de EDC como agente de
condensacion. La eliminacion de Boc y la formacion de la hidrazona con &cido levulinico libre proporcionan, tras
activacion con NHS-éster, un compafiero reactivo para el fragmento de péptido Pte-y-Glu-Asp-Arg-Asp-Dap-OH.
Este fragmento de péptido se ha preparado mediante un enfoque secuencial soportado en polimero usando la
estrategia con Fmoc partiendo de resina Fmoc-Dap(Boc)-Wang como se describe generalmente en el Esquema 12.
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Fmoc-hidrazida se hace reaccionar con acido 3-(2-piridilditio)propiénico para dar Fmoc-hidrazido-[3-(2-piridilditio)
propionato]. La reaccién con un derivado de mitomicina C (mitomicina C, N-(CHz),SH) da como resultado un
derivado de mitomicina C que contiene un disulfuro. La eliminacion de Fmoc mediante protocolos normalizados y la
formacion de la hidrazona con acido levulinico libre proporcionan, tras activacion con NHS-éster, un compariero
reactivo para el fragmento de péptido Pte-y-Glu-Dap-OH, que se puede preparar como se describe generalmente en
el Esquema 12.

En cada compuesto presentado en la presente memoria descriptiva, la estereoquimica de los aminoécidos usados
para formar el enlazador se puede seleccionar de forma opcional entre la configuracién L natural, o la configuracion
D no natural. Cada ejemplo se ha caracterizado mediante RMN, RMN, MS, y/o espectroscopia UV. y/o HPLC segun
se indican. las sefiales caracteristicas seleccionadas se han notificado como apropiadas.

Ejemplo comparativo 1
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La y-amida del acido dietilentriaminafélico, (DETA-folato) se sintetiz6 segun un procedimiento descrito por P. Fuchs y
col., J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 10004. Este compuesto (100mg) se disolvié en 2 ml de HCI 0,1 N. La solucién
resultante se afiadié a una solucién de K,PtCls (158 mg) en 1 ml de HCI 0,1 N con agitacion. Se afiadieron 3 ml de
DMSO y se continud la agitacion durante 3 dias, la solucién se filtrd, y el filtrado precipité en acetonitrilo para dar 170
mg de un polvo amarillo; MS (MALDI) 1249,92, 1286,27; RMN H (D20) 6 1,05 (t, 1H), 2,3 (t, 2H), 3,1 (t, 2H), 4,45
(m, 1H), 6,65 (d, 2H), 7,5 (d, 2H), 8,65 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 2a
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El fragmento de peptidilo N'°-TFA-Pte-Glu-Glu-Lys-OH que contiene folato protegido con N-trifluoroacetilo se
preparé mediante un enfoque secuencial soportado en polimero usando la estrategia con Fmoc, como se describe
generalmente en el Esquema 12. Se sintetizé en la resina Fmoc-Lys(Boc)-Wang sensible a acidos. Se aplicé PyBop
como reactivo activante para garantizar suficiente acoplamiento con bajos equivalentes de aminoacidos. Los grupos
protectores Fmoc se eliminaron después de cada etapa de acoplamiento en condiciones normalizadas (piperidina al
20% en DMF). Fmoc-Glu-OtBu y N'-TFA-Pte-OH se usaron como bloques de construccion de aminoacido
protegido. Tras la Ultima etapa de ensamblado el péptido se escindié del soporte polimérico por tratamiento con
acido trifluoroacético, etanodiol y triisopropilsilano. Esta reaccion también consiguid la eliminacién simultanea de los
grupos protectores t-Bu y t-Boc. El péptido bruto se purific6 mediante HPLC preparativa para dar N 1 TFA-Pte-YGlu-
yGlu-Lys-OH como sal de TFA. Una solucién de 81 mg (0,1mmol) del péptido en 2 ml de DMSO se trat6 con 15 pul
(0,121 mmol) EtsN y 35 mg (0,1 mmol) de mitomicina A. La mitomicina A se puede preparar a partir de mitomicina C
de acuerdo con los procedimientos de M. Matsui, Y. Yamada, K. Uzu, y T. Hirata, J. Antibiot. 21, 189-198 (1968) y D.
Vias, D. Benigni, R Partyka, y T. Doile, J. Org. Chem. 51, 4307-4309 (1986)

La mezcla de reaccion se agit6 durante 48 h a temperatura ambiente y el solvente se eliminé mediante liofilizacion.
Salvo que se indique otra cosa, todas las evaporaciones de solvente se realizaron bajo presion reducida.
Finalmente, el grupo protector de trifluoroacetilo se separd en hidroxido de amonio acuoso (pH=10,0) y el producto
se precipitd en acetonitrilo para dar 102 mg del conjugado como un sélido amarillo; RMN 'H (D20) 6 2,45 (q, 1H),
2,95 (m, 2H), 3,35 (dd, 1H), 3,5 (d, 1H), 6,5 (d, 2H), 7,55 (d, 2H), 8,55 (s, 1H).
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Ejemplo comparativo 2b
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El fragmento de peptidilo N'°-TFA-Pte-Glu-Cys-OH que contiene folato protegido con N'°-trifluoroacetilo se preparé
mediante un enfoque secuencial soportado en polimero usando la estrategia con Fmoc, como se describe
generalmente en el Esquema 12, y se ha descrito en el Ejemplo 2a. Se hizo reaccionar cistamina con mitomicina A
(véase Matsui y col., J. Antibiot. 21, 189-198 (1968); Vias y col., J. Org. Chem. 51, 4307-4309 (1986)) dando el
derivado de mitomicina C que contiene un disulfuro que tiene un grupo amino libre en el extremo, que se acoplé con
acido levulinico, segwdo por la reaccion posterior del grupo carbonllo con una acil hidrazida derivatizada con
maleimida. La reaccién del aceptor de Michael resultante con N'°-TFA-Pte-Glu- -Cys-OH proporcioné el conjugado
final tras la eliminacion del grupo protector de trifluoroacético con hidréxido de amonio acuoso (pH=10,0), y
precipitacion en acetonitrilo; MS (MALDI) 1059,04, 1148,44, 1225,32, 1300,8; RMN H (D20) 6 1,8 (d, 2H), 1,9 (s,
1H), 2,3 (q, 1h), 2,45 (q, 1H), 2,9 (1, 1H), 3,35 (dd, 1H), 4,45 (s, 1H), 4,5 (dd, 1H), 6,65 (d, 2H), 7,55 (d, 2H), 8,6 (s,
1H).

Ejemplo comparativo 3

El intermedio de maleimido p-metoxibencilideno acetal de la toxina T-2 se sintetizd partiendo de N-(2-
hidroxietil)maleimida comercial. Su grupo hidroxilo se hizo reaccionar con cloruro de p-metoxibencilo (1,2 eq.) en
presencia de 6xido de plata(l) (2 eq.) como base débil en cloruro de metileno. El producto bruto se purificé en una
columna de silice. El tratamiento oxidativo del p-metoxibencil éter resultante con 1,5 eq. de 2,3-dicloro-5,6-diciano-
benzoquinona (DDQ) en presencia de la toxina que contiene OH T-2 (1 eq.) dio el acetal p-metoxibencilideno
deseado mediante la especie intermedia acetal p-metoxibencilcarbenio estabilizada.

El otro compafiero de reaccion, Pte-y-Glu-Arg-Asp-Cys-OH, se prepar6é mediante un enfoque secuencial soportado
en polimero usando la estrategia con Fmoc. Se sintetizd en la resina H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-resina sensible
a acidos. Se aplicé PyBop como reactivo activante para garantizar suficiente acoplamlento con bajos equivalentes de
aminoacidos. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Glu-OtBu), y N'-TFA-Pte-OH se usaron como
bloques de construccién de aminoacido protegido. Los grupos protectores Fmoc se eliminaron después de cada
etapa de acoplamiento en condiciones normalizadas (piperidina al 20% en DMF). Tras la Ultima etapa de
ensamblado el péptido se escindié del soporte polimérico por tratamiento con acido trifluoroacético, etanodiol y
triisopropilsilano. Esta reaccién también consiguié la eliminacién S|multanea de los grupos protectores t-Bu y t-Boc.
El péptido bruto se purific6 mediante HPLC preparativa para dar N°-TFA-Pte- -y-Glu-Arg-Asp-Cys-OH. El grupo
protector de trifluoroacetilo se separ6 en hidréxido de amonio acuoso (pH=10,0).

Finalmente, el conjugado de farmaco con p-metoxibencilideno acetal-unido a folato diana se prepar6é mezclando bajo
argon una solucion acuosa tamponada (pH=7,0) del péptido con una solucién equimolar en acetonitrilo del acetal
gque contiene maleimido de la toxina T-2. Tras agitar a temperatura ambiente durante 1 hora, el conjugado final se
sometlo a HPLC preparativa, y dio un polvo amarillo tras la liofilizacién de la fraccién recogida; MS (m+H)* 1541,3;
RMN *H (DMSO-ds) 5 0,1 (s, 1H), 0,55 (d, 2H), 0,9 (dd, 3H), 1,65 (s, 1H), 2,0 (d, 1H), 3,75 (d, 2H), 5,25 (d, 1H), 6,65
(d, 2H), 6,9 (d, 2H), 7,3 (t, 2H), 7,65 (d, 2H), 8,65 (s, 1H).
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Ejemplo comparativo 4a

Ejemplo comparativo 4b
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Ejemplo comparativo 4c
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Los compuestos de los Ejemplos 4a, 4b, y 4c se han preparado de acuerdo con el procedimiento descrito en general
en el Ejemplo 3, excepto en que la acilaziridina se prepar6 por acilaciéon (véase el Esquema 1) de mitomicina A con
la N-(4cido alcanoico)maleimida apropiada comercialmente disponible.

Ejemplo comparativo 5

La reaccion de clorhidrato de trans-4-aminociclohexanol con una cantidad equimolar de Fmoc-OSu en presencia de
2,2 eq. de NaHCO3 como base, y acetonitrilo/agua (1/1) como solvente dio el aminoalcohol protegido con N-Fmoc
que se oxido a la correspondiente aminocetona protegida con N-Fmoc aplicando condiciones de Swern (Synthesis,
1981, 165). La cetalizacion con 4 eq.. de ortoformiato de metilo y una cantidad catalitica de &cido trifluoroacético dio
un aminocetal protegido con N-Fmoc con rendimiento cuantitativo. El tratamiento de este cetal con cantidades
equimolares de trifluorometanosulfonato de trimetilsililo y 2,4,6-tri-t-butil-piridina dio como resultado el 4-Fmoc-
aminociclohexil enol éter como producto. En la siguiente etapa, el farmaco, toxina T-2, se traté con un exceso de
cuatro veces del enol éter en presencia de tamices moleculares (3 A) y cantidades cataliticas de &acido
trifluoroacético. El cetal mixto asimétrico resultante se purificé sobre gel de silice. El grupo protector Fmoc se eliminé
por tratamiento con piperidina unida a resina en DMF. El grupo amino liberado se hizo reaccionar con 1,1 eq. de
acido maleimidoacético-NHS-éster en presencia de 1,1 eq. de base de Hinig. El cetal que contiene maleimido de la
toxina T-2 se purificé sobre gel de silice.

El fragmento de péptido que contiene folato, Pte-y-Glu-B-Dap-Asp-Cys-OH, se preparé mediante un enfoque
secuencial soportado en polimero usando la estrategia con Fmoc, como se describe de manera general en el
Esquema 12. Se sintetiz6 en la resina Wang sensible a acido cargada con Fmoc-L-Cys(Trt)-OH. Se aplicé PyBop
como reactivo activante para garantizar suficiente acoplamiento con bajos equivalentes de aminoacidos. Los grupos
protectores Fmoc se eliminaron después de cada etapa de acoplamiento en COI’]dICIOI’]eS normalizadas (piperidina al
20% en DMF). Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Boc-Dap(Fmoc)-OH, Fmoc-Glu-OtBu, y N'°-TFA-Pte-OH se usaron como
bloques de construccion de aminoacido protegido. Tras la ultima etapa de ensamblado el péptido se escindi6 del
soporte polimérico por tratamiento con acido trifluoroacético, etanodiol y triisopropilsilano. Esta reaccién también
consiguié la eliminacion simultanea de los grupos protectores t-Bu, t-Boc, y tritilo. Finalmente, el resto trifluoroacetilo
se separd en hidroxido de amonio acuoso para dar el péptido deseado que contiene tiol. El péptido bruto se purificé
mediante HPLC preparativa.
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Finalmente, el conjugado de farmaco con cetal-unido a folato diana se prepardé mezclando bajo argdn una solucion
acuosa tamponada (pH=7,0) del péptido con una solucidon equimolar en acetonitrilo del acetal que contiene
maleimido de la toxina T-2. Tras agitar a temperatura ambiente durante 1 hora, el conjugado final se sometié a HPLC
preparativa, y dio un polvo amarillo tras la liofilizacion de la fraccion recogida; ES MS (m-H)- 1474,5, (m+H)" 1476,2,
(m+Na)* 1498,3.

Ejemplo comparativo 6
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La, y-amida del acido etilendiaminafélico (EDA-folato) se sintetiz6 segun un procedimiento descrito por P. Fuchs y
col. (J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 10004; véase por ejemplo la sintesis del compuesto 52 descrita en dicho
documento.

El EDA-folato (600 mg) se suspendié en 5 ml de DMSO anhidro. Tras agitar durante 4 horas a 60°C la solucion
resultante se enfrid a 20°C y se afiadieron 4 eq. de dianhidrido 1,2,4,5-bencenotetracarboxilico (anhidrido BTCA) .
Después de 5 min la mezcla de reaccién se vertié sobre acetonitrilo anhidro bien agitado. El precipitado resultante se
aislé por centrifugacion para dar 657 mg de BTCA(monoanhidrido)-EDA-folato.

A una solucion bien agitada de daunomicina en DMSO seco se agregé BTCA(monoanhidrido)-EDA-folato sélido (1,5
eq.). Tras agitar durante 14 horas mas, el 50% de la daunomicina permanecia sin reaccionar (HPLC), entonces se
afadieron a continuacion 1,5 eq. de BTCA (monoanhidrido)-EDA-folato. Tras agitar durante cuatro horas mas, toda
la daunomicina se habia consumido. En el perfil de HPLC se observaron dos picos nuevos con tiempos de retencion
cercanos que representaban los dos regioisomeros del conjugado final. El producto bruto se aislé tras precipitacion
en acetonitrilo y se purificé adicionalmente mediante HPLC de fase inversa. La estructura del producto estuvo de
acuerdo con el ES MS (m-H) 1227,1.

Ejemplo comparativo 7

Bajo argon y a 0°C, se agrego6 lentamente a una solucién bien agitada de 250 mg (0,25 mmol) de paclitaxel y 130 nl
(0,73 mmol) de base de Hinig en 4 ml de diclorometano anhidro, 85 ul (0,8 mmol) de Alloc-Cl. Se continud la
agitacion durante 12 horas més, y el producto se aislé6 mediante técnicas de extraccion convencionales. Este polvo
blanco, 2'-alloc-paclitaxel, se us6 en la siguiente etapa sin purificacién adicional.

En esta etapa, 108 mg (0,117 mmol) de 2’-alloc-paclitaxel se disolvieron en 1,0 ml de acetonitrilo anhidro. Bajo argon
con agitacion, se afiadieron 25 mg (0,117 mmol) de dianhidrido 1,2,4,5-bencenotetracarboxilico (anhidrido BTCA) y
21 ul (0,120 mmol) de base de Hiinig a esta solucidn. Se continud la agitacion durante 2,5 horas més. En un matraz
de reaccion separado, 52 mg de EDA-folato se agitaron a 60°C hasta que todo el material se disolvié (ca. 60 min).
Tras enfriar hasta temperatura ambiente, la mezcla de reaccién anterior se agregé a esta solucion y se continuo6 la
agitacion durante 2 horas mas. La mezcla de reaccion se afiadid gota a gota a una mezcla bien agitada de
acetonitrilo/dietil éter (20: 80). El precipitado Amarillo se separé por centrifugacion y se purificd ad|C|onaImente
mediante HPLC preparatlva La estructura del producto estuvo de acuerdo con los espectros de RMN 'H1D y 2D
(COSY); ES MS (m+H)" 1555,5.
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Ejemplo comparativo 8

o i, P I As
e Y

Una mezcla de 1,0 eq. de aclamicina, 2,0 eq. de hidrazido-[3-(2-piridilditio)propionato] (SPDP-hidrazona) y unos
pocos cristales de p-toluensulfonato de piridinio se disolvieron bajo argén con agitacién en metanol anhidro. La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 8 horas. El solvente se evapor6 a sequedad. El residuo
se purificé en una columna de gel de silice pretratada con trietilamina al 1,5 % en cloroformo/metanol (90:10). La
aclamicina acil hidrazona obtenida se disolvié en una cantidad minima de acetonitrilo. A la solucién resultante se
afadioé lentamente y bajo argén una cantidad equimolar de Pte-y-Glu-Cys-OH (disuelto en agua y ajustado a
pH=6,8). La preparacién de Pte-y-Glu-Cys-OH es analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 2a, y descrita de
manera general en el Esquema 12. La reaccién de intercambio de disulfuro tuvo lugar en 10 min. La mezcla de
reaccion se afiadio lentamente a un exceso de acetonitrilo y el precipitado resultante se aislé tras centrifugacion. El
precipitado se resuspendié una vez mas en acetonitrilo y tras agitar durante 15 min se separd por centrifugacion.
Tras secar con alto vacio durante la noche, el conjugado final fue suficientemente puro (HPLC); ES MS (m+H")
1474,1.

Ejemplo comparativo 9

Una mezcla de 1,0 eq. de aclamicina y 1,2 eq. de acido B-maleimidopropiénico TFA se disolvié bajo argon con
agitacion en metanol anhidro. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El solvente se
evaporo a sequedad. El residuo se hizo pasar por una columna corta de gel de silice pretratada con trietilamina al 15
% en cloroformo/metanol (90:10). En un matraz separado, el fragmento de péptido Pte-y-Glu-y-Glu-Cys-OH se
disolvié en agua bajo argén ajustando el pH a 6,8. La preparacion de Pte-y-Glu-y-Glu-Cys-OH es analoga al
procedimiento descrito en el Ejemplo 2a, y descrita de manera general en el Esquema 12. A la solucién amarillenta
resultante se afiadié lentamente la maleimidohidrazona de aclamicina disuelta en una cantidad minima de metanol.
La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora bajo argén. El metanol se eliminé y el residuo se purific6 mediante
HPLC en una columna preparativa, seguido por liofilizacién; ES MS (m+H)* 1722,3.
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Ejemplo comparativo 9b

Ejemplo comparativo 9c

NHy

Los compuestos de los Ejemplos 9b y 9c se prepararon a partir de derivados de doxorubicina (14-
hidroxidaunomicina) de acuerdo con el procedimiento descrito en general en el Ejemplo 9a.

Ejemplo comparativo 10a
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El andlogo 5"-(N-Boc)amino del potente farmaco citotéxico bis-indolil-seco-1,2,9,9a-tetrahidrociclopropa
[c]benz[e]indol-4-ona (bis-indolil-seco-CBI) se preparé de acuerdo con a una ligera modificacién del procedimiento
descrito por primera vez por D. Boger y col., J. Org. Chem., 1992, 57, 2873

El fragmento de péptido, Pte-y-Glu-Asp-Arg-Asp-Cys-OH, se preparé mediante un enfoque secuencial soportado en
polimero usando la estrategia con Fmoc sobre la resina H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-resina sensible a acidos,
como se describe de manera general en el Esquema 12. Se aplic6 PyBop como reactivo activante para garantizar
suficiente acoplamiento con bajos equivalentes de aminoacidos. Se usaron Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-Glu-OtBu), y N'°-TFA-Pte-OH como bloques de construccién de aminoacido protegido. Los grupos
protectores Fmoc se eliminaron después de cada etapa de acoplamiento en condiciones normalizadas (piperidina al
20% en DMF). Tras la ultima etapa de ensamblado el péptido se escindi6é del soporte polimérico por tratamiento con
acido trifluoroacético, etanodiol y triisopropilsilano. Esta reaccion también consiguid la eliminacién snmultanea de los
grupos protectores t-Bu y t-Boc. El péptido bruto se purific6 mediante HPLC preparativa para dar N'°-TFA-Pte- -y-Glu-
Asp-Arg-Asp-Cys-OH. EIl grupo protector de trifluoroacetilo se separé en hidréxido de amonio acuoso (pH=10,0).

40



10

15

20

25

30

ES 2395082 T3

Se sintetiz6 Lev-Val-OH mediante un protocolo normalizado que incluia la condensacién del clorhidrato del éster
metilico de valina con acido levolinico en presencia de EDC y base de Hiinig seguido por hidrdlisis del éster metilico
con hidréxido de litio y agua.

El ensamblaje final del conjugado complejo se inicié con la eliminacion del grupo N-Boc del 5"-(N-Boc) amino-bis-
indolil-seco-CBI y acoplamiento del grupo amino liberado con la funcionalidad carboxilo del Lev-Val-OH en presencia
de EDC. La formacién de la acil hidrazona se llevé a cabo mediante la reaccién de la funcionalidad cetona del resto
levolinico con 1,2 eq. de acido B-maleimidopropiénico TFA en tetrahidrofurano. Tras purificacion mediante
cromatografia (gel de silice, THF/hexano=1/1) el producto de la reaccién anterior se disolvi6 en DMSO. A esta
solucion, bajo argén, se afiadieron 0,9 eq. de Pte-y-Glu-Asp-Arg-Asp-Cys-OH y la mezcla de reaccion se agitd
durante 18 horas. El solvente se eliminé por liofilizacién y el residuo se purific6 mediante HPLC.

Ejemplo comparativo 10b
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Ejemplo comparativo 10c
H
Py Q o o an’:
aQ AN N
~ Y‘s-tg;\”‘n-n S Y "
p— H Oy CoM H )% N
Q

NH

Los compuestos de los Ejemplos 10c y 10c se prepararon a partir de derivados de 5"-(N-Boc)amino-bis-indolil-seco-
CBI de acuerdo con el procedimiento descrito en general en el Ejemplo 10a.

Ejemplo comparativo 11
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En presencia de carbonato de potasio, se llevo a cabo la S-alquilacion del 2-mercaptoetanol con bromuro de alilo. El
grupo hidroxilo del sulfuro de alil B-hidroxietilo resultante se intercambié por cloruro mediante cloruro de tionilo. La
oxidacion de este producto con peroxido de hidrogeno en presencia de anhidrido acético J. Am. Chem. Soc., 1950,
72, 59 ) dio como resultado una alil B-cloroetil sulfona. La reaccién de este producto con clorodimetilsilano en
presencia de una cantidad catalitica de hidrogenohexacloroplatinato (IV) y temperatura elevada dio el cloruro de 3-
(B-cloroetil sulfonil)propildimetilsililo tras la destilacion. Este clorosilano silil6 el grupo hidroxilo de compuesto
fuertemente citotoxico rizoxina usando 1 eq. de piridina como base. El tratamiento del resto -cloroetil sulfona de
esta molécula con un exceso de trietilamina dio como resultado una B-eliminacion suave de cloruro de hidrogeno con
formacion de la respectiva vinil sulfona.

El otro compafiero de reaccion, el fragmento de péptido Pte-y-Glu-Arg-Asp-Cys-OH, se prepar6 mediante un
enfoque secuencial soportado en polimero usando un protocolo con Fmoc, como se describe de manera general en
el Ejemplo 2ay en el Esquema 12.

El ensamblaje final del conjugado complejo se consiguié mediante una adicion de Michael del grupo del fragmento
de péptido al resto vinil sulfona del enlazador de silicio unido a rizoxina. EI medio de reaccion para esta
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transformacion fue acetonitrilo/agua 50:50 (pH=7,2). Tras agitar a temperatura ambiente durante 24 horas, el
conjugado final se aisl6 tras HPLC en una columna preparativa; ES MS (m+H)* 1631,6; (m-H) 1629,6.

Ejemplo comparativo 12

Eove

Este conjugado de rizoxina unida a silicio se sintetizd6 mediante el protocolo descrito en el Ejemplo 11, excepto en
gue se us6 clorometilfenilsilano comercial en lugar de clorodimetilsilano.

Ejemplo comparativo 13
Preparacion general de compuestos que contienen un enlace disulfuro procedente de cys.

Los tiosulfonatos 4 (1 eq.), preparados de acuerdo con el procedimiento de Ranasinghe y Fuchs, Synth. Commun.
18(3), 227-32 (1988) se hicieron reaccionar con farmacos, analogos de farmaco o derivados de farmaco 5 (1 eq.)
para preparar los tiosulfonatos de farmaco 6 como soluciéon en metanol, como se muestra en el en Esquema 13. R
es alquilo o arilo, L es un grupo saliente adecuado, tal como halégeno y pentafluorofenilo, n es un nimero entero
entre 1y 4, y X es -O-, -NH-, -C(O) son O-, o -C(O)NH-. La conversion se sigui6 adecuadamente observando la
desaparicion de cada material de partida mediante TLC (gel de silice; CHCIs/MeOH = 9/1). Esquema 13
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El fragmento de peptidilo que contiene folato Pte-Glu-(AA),-Cys-OH (9) se preparé mediante un enfoque secuencial
soportado en polimero usando la estrategia con Fmoc sobre la resina (7) Fmoc-Cys(Trt)-Wang sensible a acidos,
como se muestra en el Esquema 14. R; es Fmoc, R es tritilo, y DIPEA es diisopropiletilamina. Se aplic6 PyBop
como agente activante para garantizar un acoplamiento suficiente, Los grupos protectores Fmoc se eliminaron
después de cada etapa de acoplamiento en condiciones estandar. Se usaron bloques de construccion de
aminoacido adecuadamente protegidos, tales como Fmoc-Glu-OtBu, y N'°-TFA-Pte-OH, como se describe en el
Esquema 14, y se representa en la etapa (b) por Fmoc-AA-OH. Asi, AA se refiere a cualquier material de partida de
aminoacido que esté adecuadamente protegido. La secuencia de acoplamiento (etapas (a) y (b)) que implican Fmoc-
AA-OH se realizan "n" veces para preparar el péptido 8 sobre soporte sélido, donde n es un nimero entero y puede
ser igual a 0 a aproximadamente 100. Tras la Ultima etapa de acoplamiento, el grupo Fmoc restante se retira, y el
péptido se acopla secuencialmente a un derivado de glutamato (etapa (c)), se desprotege y se acopla a acido
pteroico protegido con TFA (etapa (d)). Posteriormente, el péptido se escinde de su soporte polimérico tras el
tratamiento con acido trifluoroacético, etanodiol, y triisopropilsilano (etapa (e)). Estas condiciones de reaccién dan
como resultado la eliminacion simultanea de los grupos protectores t-Bu, t-Boc, y Trt. El grupo protector TFA se
elimina después del tratamiento con base (etapa (f)) para dar el fragmento de peptidilo 9 que contiene Cys y que
contiene folato
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Esquema 14

[+
H
Ry-NH
! wang 0. Rg-my,,—!’ n&w« aamd,
{n vaces}
2 e P

H
ey

poss :
i .
N

(a) piperidina DMF al 20%/; (b) Fmoc-AA-OH, PyBop, DIPEA, DMF; (c) Fmoc-Glu(O-t-Bu)-OH, PyBop, DIPEA, DMF;
(d) 1. N'°(TFA)-Pte-OH; PyBop, DIPEA, DMSO; (e) TFAA, (CH.SH)s, i-PrsSiH; (f) NH4sOH, pH 10,3.

R —

Los conjugados de farmaco se prepararon haciendo reaccionar el derivado de folato 9 (0,9 - 0,95 eq.) con el
tiosulfonato del farmaco 6 en agua desionizada (0,04 M, pH ajustado a 7 con NaHCO3 0,1 N) bajo argén durante
aproximadamente 30 minutos, formando un enlace disulfuro. Tras evaporacion del metanol a vacio, el conjugado se
puede purificar mediante HPLC preparativa (columna Prep Novapak HR C18 19 X 300 mM; fase mévil (A)-1,0 mM
tampon fosfato, pH = 6; fase organica (B)-acetonitrilo; condiciones del gradiente de 99% Ay 1% B a 50% A y 50% B
en 30 minutos, caudal = 15 ml/minuto).

Ejemplo comparativo 14a

e e o (3 ) |
BI \O\'Jnmiﬂf\.ﬁﬁ%ng;fv°i°%[é )_m;; ;rlgg

RMN *H (DMSO-ds) & 4,7 (d, 1H), 4,95 (t, 1H), 6,7 (d, 4H), 6,9 (t, 1H), 7,95 (d, 2H), 8,1 (d, 2H), 8,2 (m, 1H), 8,3 (s,
1H), 8,4 (s, 1H), 8,7 (s, 1H), 10,2 (s, 1H), 11,8 (d, 2H).

Ejemplo comparativo 14b

L+ ]
H H H
a Diﬂﬁ\(hl Nﬁ\/n‘r\s's‘/\)’t% n
JLJ:N H ° g B " m W
NH r\u coy HN N
H‘NAN N H .

ES MS (m-H)  1436,4, (m+H)* 1438,3.

Ejemplo comparativo 14c

0. P
o
OH
AeQ, o
HZN\FNH o

HN .S’VOIG" “oH

0 goH

) con 3 '
o /O)Lﬂfv\n,w:)'\ﬂ :\iﬁfﬁgiuz(m g Ohe
P N O Scom coH
Hznﬁ:lnf )

RMN *H (DMSO-de/D20) & 1,0 (s, 1H), 1,1 (s, 1H), 1,6 (s, 1H), 1,8 (s, 1H), 2,1 (s, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,65 (dd, 2H), 3,7
(d, 1H), 4,4 (t, 1H), 4,55 (q, 2H), 4,6 (d, 2H), 4,95 (d, 1H), 5,9 (t, 1H), 6,15 (s, 1H), 6,6 (d, 2H), 7,85 (d, 2H), 7,95 (d,
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2H), 8,6 (s, 1H), 8,95 (d, 1H).

Ejemplo comparativo 14d

RMN *H (DMSO-de/D20) 5 1,0 (s, 1H), 1,1 (s, 1H), 1,65 (s, 1H), 2,1 (s, 1H), 2,25 (s, 3H), 2,6 (dd, 2H), 3,25 (dd, 1H),
5 3,6t 2H), 3,7 (d, 1H), 4,4 (t, 1H), 4,6 (d, 1H), 4,95 (d, 1H), 5,9 (t, 1H), 6,2 (s, 1H), 6,6 (d, 2H), 7,7 (t, 1H), 7,9 (d, 2H),
7,95 (d, 2H), 8,6 (s, 1H), 9,1 (d, 2H).

Ejemplo comparativo 14e

0
qu'l“:lj[u R

RMN *H (DMSO-de/D0) & 10,85 (d, 2H), 1,05 (d, 2H), 1,2 (d, 2H), 1,7 (d, 2H), 3,95 (d, 1H), 4,05 (dd, 1H), 5,4 (dd,
10  1H), 5,7 (dd, 1H), 6,65 (d, 2H), 7,6 (d, 2H), 7,95 (s, 1H), 8,65 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 14f

ES MS (m+H)* 1487,23; RMN *H (DMSO-de/D20) & 0,9 (t, 2H), 1,3 (t, 2H), 2,15 (t, 2H), 3,2 (dd, 1H, 4,0 (t, 1H), 4,15
(@, 1H), 5,3 (s, 2H), 5,5 (s, 2H), 6,6 (d, 2H), 7,0 (s, 1H), 7,4 (m, 2H), 7,55 (d, 2H), 8,0 (d, 2H), 8,6 (s, 1H).

15 Los ejemplos 14a, 14b, 14c, 14d, 14e, y 14f se prepararon mediante el siguiente procedimiento general. A una
solucidn bien agitada del correspondiente farmaco que contiene un grupo -OH (1 eq. en CH,Cl, seco o THF seco) se
anadio bajo argon carbonato de 6-(trifluorometil)benzotriazolil 2-(2’-piridilditio)etilo (1,3 eq.) y NN-dimetilaminopiridina
(1,5 eq.). La mezcla de reaccién se agité durante 3 h, y el farmaco derivatizado con piridilditio se aislé6 mediante
cromatografia en gel de silice (> 65% para cada ejemplo). El correspondiente fragmento de peptidilo (0,5 eq.),

20 preparado de acuerdo con el enfoque general detallado en el Esquema 12, se disolvié en DMSO. A la solucion de
color amarillo transparente se afiadio el farmaco derivatizado con piridilditio. Después de 30 min, se completd la
reaccion y el conjugado purificado mediante HPLC. En el caso del Ejemplo 14e, el fragmento de peptidilo Pte-Glu-
Asp-Arg-Asp-Asp-Cys-OH se disolvié en primer lugar en agua, y el pH de la disolucién se ajust6 a 2,5 con HCI 0,1 N,
provocando la precipitacion del fragmento de peptidilo. El fragmento de peptidilo se recogié por centrifugacion, se

25 secO y se disolvié en DMSO para reaccién posterior con el farmaco derivatizado con piridilditio.
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Ejemplo comparativo 15

El intermedio 4-(2-piridinilditio)bencilcarbonato de SN 38 (10-hidroxi-7-etilcamptotecina) se prepard de acuerdo con
el procedimiento descrito por P. Senter y col., J. Org. Chem. 1990, 55, 2875 El fragmento de peptidilo Pte-Glu-Asp-
Arg-Asp-Cys-OH se disolvié en DMSO, y a la solucion de color amarillo transparente se afiadié farmaco derivatizado
con piridilditio. Después de 30 min, la reaccion se completé y el conjugado se purific6 mediante HPLC; ES MS
(m+H)" 1425,38; RMN 'H (DMSO-ds/D20) 5 0,9 (1), 1,15 (t), 3,9 (t), 4,0 (t), 4,25 (t), 5,1 (M), 5,2 (S), 5,4 (), 6,55 (d),
7,25 (d), 7,35 (d), 7,5 (d), 7,9 (d), 8,55 (s).

Ejemplo comparativo 16a

o
T‘/\/LN’\Q °
H N’\E:I"*NH
H N°1‘NH¢
Los compuestos de los Ejemplos 16a y 16b se prepararon a partir del fragmento de peptidilo Pte-Glu-Asp-Arg-Asp-
Asp-Cys-OH , preparado de acuerdo con el procedimiento general descrito en el Esquema 12. La adicion de Michael
de este fragmento de peptidilo al derivado maleimido de seco-CBI-bis-indol dio como resultado los conjugados de
folato del Ejemplo 16b. El derivado maleimido de seco-CBl-bis-indol, y el tiosulfonato y los intermedios de vinblastina

activados con piridilditio se prepararon usando los procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva para
otros ejemplos.

Ejemplo comparativo 17a

[+]

Ska s
FOhps,

La deacetilvinblastina monohidrazida (1 eq.) (véase Barnett y col., J. Med. Chem., 1978, 21, 88) se traté con THF
recientemente destilada con 1 eq. de acido trifluoroacético. Tras agitar durante 10 min la solucién se traté con 1,05
eg. de N-(4-acetilfenil)maleimida. La formacion de acil hidrazona se completé en 45 min y el solvente se evaporo. El
fragmento de peptidilo Pte-Glu-Asp-Arg-Asp-Asp-Cys-OH (0,85 eq.), preparado de acuerdo con el enfoque general
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detallado en el Esquema 12, se disolvié en agua, y el pH se ajustd a 2,5 con HCI 0,1 N, ocasionando la precipitacion
del péptido. El fragmento de peptidilo se recogié mediante centrifugacién, se secé y se disolvi6 en DMSO. A la
solucion de color amarillo transparente resultante se afiadié base de Hinig (15 eq.) y el aducto de Michel de acil
hidrazona. Después de 1 h, el conjugado final se purific6 mediante HPLC.

5 Ejemplo comparativo 17b

Ejemplo comparativo 17c¢

Los Ejemplos 17b y 17c se prepararon de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 17a con los
10 correspondientes fragmentos de peptidilo y derivados de monohidrazida de CBI.

Los compuestos de los Ejemplos 18-41 se han preparado de acuerdo con el procedimiento descrito en general en el
Ejemplo 13. Los Ejemplos 18-41 se caracterizaron mediante espectroscopia de masas con electropulverizaciéon (ES
MS), y otras técnicas espectroscépicas incluyendo RMN 1D y 2D, y UV.

Ejemplo comparativo 18

ST
Eors. Ssasase ¥

ES MS (m+H)+ 1071,9, (m+Na)* 1093,9; RMN H (D20) & 2,6 (t, 4H), 2,7 (t, 4H), 4,15 (s, 2H), 5,45 (s, 2H), 7,75 (d,
2H), 8,15 (d, 2H), 8,9 (s, 1H).

15

Ejemplo comparativo 19

M. NN
'O
an ) NJ\/N

0

20 UV (nm) 233 (max), 255, 280; RMN H (D,O, NaOD, CDsCN) & 1,15 (d, 3H), 2,3 (s, 3H), 3,6 (s, 1H), 3,85 (s, 3H), 4,9
(s, 1H), 5,3 (s, 1H), 6,5 (d, 2H), 7,3 (m, 1H), 7,5 (d, 2H), 7,65 (d, 2H), 8,4 (s, 1H).
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Ejemplo comparativo 20

Y\)L

A

ES MS (m-H) 935,6, (m+H)* 937,4, (m+Na)* 959,5.

Ejemplo comparativo 21

NHJI j/\u

J e na bt

082 T3

5
RMN 'H (D20, NaOD, CDsCN) & 0,1 (s, 1H), 1,1 (s, 3H), 1,2 (s, 3H), 1,75 (s, 3H), 1,9 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 2,35 (s,
3H), 3,3 (dd, 2H), 3,8 (d, 1H), 4,3 (q, 2H), 4,9 (d, 1H), 5,1 (d, 1H), 5,4 (g, 1H), 5,55 (d, 1H), 5,65 (d, 1H), 6,1 (t, 1H),
6,35 (s, 1H), 6,9 (d, 2H), 7,9 (d, 2H), 8,15 (d, 2H), 8,7 (s, 1H).
Ejemplo comparativo 22
o Oz H
R Y
N H
NH N
HzN,l:*lINj/\u
10
Ejemplo comparativo 23
0y N
cou S G
H
/Q)\ ﬁ/T -~ é u)"'ﬁ/s\s/‘\/u AOMe
~
AJINJ/\H oM N
ES MS (m-H)  1136,5.
Ejemplo comparativo 24
] Oy, NHz
‘@ oH oy Ny P coMm HO?
N N /K.,S N
o lg)'\n)vw \’Ka/ 5 g ADMe
L ; o
15 HzM™ "N °N
ES MS (m-H)  1136,3, (m+H)" 1138,0.
Ejemplo comparativo 25
HN, NN o
hg H
“ll"l\’"f)\r" X
N N S H
N N s N M
o ‘Qj\n ML H g Q H g—m"\rz‘:@
9 H
ES MS (m+H)" 1382,3, (m+Na)* 1405,4.
20
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Ejemplo comparativo 26

HNy
H  NH:y CO.H ,é)w
o N N N o NH
NHJIN NJC(Q:L\&' \)\g’ tg\u‘l\-’s‘s"v'\ﬂ
HMN"TN M COH
ES MS (m-H) 1379,2, (m+H)* 1381,2.
Ejemplo comparativo 27
O N
o OOH ) ‘:’: "
HaN. N _.N H
H H
H?:TINJ\,N o,c\r\)\N ~g~N OMe
e @\rnu H ] N—
i) Q

ES MS (mH) 949,2; RMN *H (D,0) & 1,55 (s, 3H), 1,95 (m, 2H), 2,05 (s, 3H), 2,45 (s, 3H), 2,75 (dd, 2H), 2,95 (dd,
2H), 3,05 (s, 3H), 3,3 (dd, 2H), 3,35 (d, 2H), 3,45 (t, 2H), 4,85 (q, 2H), 6,5 (d, 2H), 7,45 (d, 2H), 8,5 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 28

¢
COM
O CCH H §o G0N 0 J§¢*
o N"\/\r"" n,ﬁl__NJ\,s‘sﬁJ\ﬂ
HNJINr" H o o H
HNONN R NH
HN N

RMN *H (DMSO-de) 8 1,5 (s), 2,25 (1), 2,75 (M), 3,9 (q), 4,6 (d), 4,85 (1), 6,6 (d), 7,6 (d), 7,9 (d), 8,15 (d), 8,25 (1), 8,65
(s), 8,7 (m), 9,3 (m), 10,2 (1).

Ejemplo comparativo 29

O
ENH

HN

COH

Q COH H O ~ H o ’éﬁ?
R ey

N

Q N
N H e] ]{" 0
HN
Y zu"mjuf M -
HN’LNHz
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ES MS (m-H)  1413,5, (m+H)" 1415,3.

Ejemplo comparativo 30

Ho,c: HO:C
: u]Y“""‘ o AP
H le,\N Le- Y mnm
NN

‘;‘*an

ES MS (m+H)" 1530,2; RMN *H (DMSO-de/D;0) & 1,2 (s, 1H), 2,9 (t, 1H), 3,65 (t, 1H), 4,15 (t, 1H), 4,25 (t, 1H), 4,35
(t, 1H), 6,7 (d, 2H), 7,0 (s, 1H), 8,1 (d, 2H), 8,25 (s, 1H), 8,7 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 31

o]
Q : R 40021"
H 0 o % */‘:r
e a e e oY
NTNTN by
HN™ "NHy HN-...

RMN 'H (DMSO-ds) 8 1,75 (s, 1H), 1,85 (s, 1H), 2,1 (t, 2H), 4,3 (t, 1H), 4,6 (d, 1H), 4,9 (t, 1H), 6,6 (d, 2H), 8,15 (s,
2H), 8,6 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 32

H-;NNH

&» mi,s 5{.}5 FU“E:L

ES MS (m+H)" 1408,4.

Ejemplo comparativo 33

gog  y oo (R o
T
N oo e A SR B 5 W N
HQNA H NH H 0 NHO OAc
HNANHQ

ES MS (m-H) 1491,1, (m+H)" 1493,1; RMN ‘H (DMSO-de/D-0) & 4,15 (q, 1H), 4,6 (d, 1H), 4,9 (t, 1H), 6,6 (d, 2H),
7,25 (s, 1H), 7,4 (d, 1H), 7,9 (d, 1H), 7,95 (d, 2H), 8,15 (d, 2H), 8.6 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 34
m HZNHTT \,(: o NH2
e N N x:(..
% v 0‘5,”1/\;?“9\/\, BJ’J
RMN *H (DMSO-ds/D20) 8 2,1 (t, 2H), 2,75 (q, 2H), 4,3 (t, 1H), 4,65 (d, 1H), 4,9 (t, 1H), 6,6 (d, 2H), 7,9 (d, 1H, 8,0 (d,
2H), 8,2 (t, 2H), 8,6 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 35
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HO,C HOC H L0H @r
]\n,N._)L Nocom
(o] NN 7 H : s N
N H oOH g 0 g -./Y N N
HN N ID L‘(
H QN'J:NXNJ» H \LNH ° NS b oH
HN"LNHa
Ejemplo comparativo 36
HOG HOLCy |y o CCEH o
0 N"’-’\a—u]YN‘:)LH o g
N H o 3 0 S-Sy N
A ﬁ \L o \@_L\f NHO
HN NN i N o !
HN®“NHy Si

ES MS (m+H)* 1680,4; RMN *H (DMS0-de/D20) & 0,3 (s, 3H), 0,35 (s, 3H), 1,05 (s, 9H), 2,15 (t, 2H), 4,15 (t, 1H), 4.
5  85)t, 1H), 6,6 (d, 2H), 7,55 (t, 4H), 7,9 (d, 1H), 8,0 (s, 1H), 8,05 (d, 1H), 8,15 (s, 1H), 8,6 (s, 1H).

Ejemplo comparativo 37

0
NH
HN
COH o] °
O S NH
(] JV\,(H % L \SMN
N N
i~ TN oo P
HNTNN H NH
O
vaCOzH

RMN *H (DMS0-de/D20) & 1,1 (s, 3H), 1,8 (s, 1H), 4,55 (d, 1H), 4,8 (t, 1H), 6,6 (d, 2H), 7,8 (d, 1H), 8,1 (d, 1H), 8,15
(s, 1H), 8,6 (s, 1H).

10 Ejemplo comparativo 38

o,Ynn,
o
FoH 003: o OOJHH 1 D Nn
i SUCTEES OO A o
g i W8 ing A " s
HNJINfu 1 s H ]
H,N)“"N N JT
HN™ “NH
Ejemplo comparativo 39
o ©OH
OH
g

A OMo O °
“"L(T[N:I\/" n coH m@
R R e s,
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Ejemplo comparativo 40

Oy NHz H HOL o
Y
0 o "°’°J’“ N o
o Sug o) H N
LS o LI e Gy
N N—(o N7 NT NH,
0 [o]

Ejemplo comparativo 41
O NH2 H H%L o
5 0t 'S ¢ WS’
HN ~5 N

Ejemplo comparativo 42
Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones tratados con ec112

La actividad antitumoral de los compuestos de los Ejemplos 9b (EC111) y 9¢ (EC 112), en los que el farmaco es
daunorubicina, administrados a animales que tenian tumores por via intravenosa (i.v.) se evalué en ratones Balb/c
con tumores M109 subcutaneos. Cuatro dias después de la inoculacion del tumor en el tejido subcutaneo de la axila
derecha con 1 x 10° células M109, los ratones (5/grupo) se inyectaron i.v. dos veces a la semana durante 4 semana
con 2-10 umol/kg del compuesto bien del Ejemplo 9b o del Ejemplo 9c o con daunorubicina o PBS no conjugado. Se
midié el crecimiento tumoral con calibres en intervalos de 3 dias o 4 dias en cada grupo de tratamiento. Los
volimenes del tumor se calcularon mediante la ecuacién V = a x b%/2, en la que "a" es la longitud del tumor y "b" es
el ancho expresado en milimetros. El peso corporal del animal también se determiné en intervalos de 3 dias o 4 dias.

Como se muestra en las Figs. 1 y 2, el tratamiento con el compuesto del Ejemplo 9c fue eficaz para retrasar el
crecimiento de los tumores M109 sin toxicidad aparente (basado en el peso corporal de los animales). La
doxorubicina no conjugada también proporciond una respuesta antitumoral, pero con toxicidad concomitante
basandose en los pesos corporales.

Ejemplo comparativo 43
Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones tratados con ec105

El protocolo fue como se ha descrito en el Ejemplo 42 excepto que se uso6 el compuesto del Ejemplo 10a (EC105) en
el que el farmaco es bis-indolil-seco-CBI. El compuesto del Ejemplo 10a se inyectdé a una dosis de 0,3 umol/kg.
Igualmente, se ensayaron dos modelos de tumor subcutaneo incluyendo el modelo M109 (positivo para el receptor
de folato) y el modelo 4T1 (negativo para el receptor de folato), y en algunos animales se inyect6 simultineamente
un exceso de folato de 67 veces (20 ummol/kg; FA) junto con el conjugado (es decir, el compuesto del Ejemplo 10a).

Se observd una respuesta antitumoral sorprendente con el compuesto del Ejemplo 10a sin toxicidad aparente
basada en el peso corporal de los animales (véase Figs. 3 y 4). La respuesta antitumoral con el compuesto del
Ejemplo 10a se bloqued con un exceso de folato libre, demostrando la especificidad de la respuesta (véase Fig. 3).
Como se muestra en la Fig. 5, no se observé actividad antitumoral en el modelo 4T1 (negativo para el receptor de
folato) demostrando de nuevo la especificidad de la respuesta.

Ejemplo de trabajo 44
Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones tratados con ec145

La actividad antitumoral del compuesto del Ejemplo 16b (EC145), cuyo farmaco es deacetilvinblastina
monohidrazida, administrada a animales que tenian tumores por via intravenosa (i.v.) se evalué en ratones Balb/c
con tumores M109 subcutaneos. Aproximadamente 11 dias después de la inoculacion del tumor en el tejido
subcutaneo de la axila derecha con 1 x 10° células M109 (volumen promedio del tumor a t, = 60 mm3), los ratones
(5/grupo) se inyectaron i.v. dos veces a la semana (BIW), durante 3 semanas con 1500 nmol/kg de EC145 o con una
dosis de igual volumen de PBS (control). Se midi6 el crecimiento tumoral con calibres en intervalos de 2 dias o 3
dias en cada grupo de tratamiento. Los volimenes del tumor se calcularon mediante la ecuacién V = a x b%/2, en la
gue "a" es la longitud del tumor y "b" es el ancho expresado en milimetros.

Como se muestra en la Fig. 6, el tratamiento con EC 145 fue eficaz para retrasar el crecimiento de los tumores M109
en comparacion al crecimiento de los tumores M109 en animales tratados con solucion salina.
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Ejemplo comparativo 45
Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones tratados con ec140

La actividad antitumoral del compuesto del Ejemplo 17a (EC140), cuyo farmaco es deacetilvinblastina
monohidrazida, administrada a animales que tenian tumores por via intravenosa (i.v.) se evalud en ratones Balb/c
con tumores M109 subcutaneos. Aproxmadamente 11 dias después de la inoculacion del tumor en el teJIdO
subcutaneo de la axila derecha con 1 x 10° M109 células M109 (volumen promedio del tumor a t, = 60 mm ) los
ratones (5/grupo) se inyectaron i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas con 1500 nmol/kg de EC140 o
con una dosis de igual volumen de PBS (control). Se midié el crecimiento tumoral con calibres en intervalos de 2
dias o 3 dias en cada grupo de tratamiento. Los volimenes del tumor se calcularon mediante la ecuacion V = a x
b?/2, en la que "a" es la longitud del tumor y "b" es el ancho expresado en milimetros.

Como se muestra en la Fig. 7, el tratamiento con EC 140 fue eficaz para retrasar el crecimiento de los tumores M109
en comparacion al crecimiento de los tumores M109 en animales tratados con solucion salina.

Ejemplo comparativo 46
Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones tratados con ec136

La actividad antitumoral del compuesto del Ejemplo 10b (EC136), cuyo farmaco es CBI, administrada a animales que
tenian tumores por via intravenosa (i.v.) se evalué en ratones DBA con tumores L1210A subcutaneos.
Aproximadamente 5 dias después de la inoculacion de 0,25 x 10° células L1210A en el tejido subcutaneo de la axila
derecha (volumen promedio del tumor a t, ~ 50 mm?; 5 ratones/grupo) los animales inyectaron i.v. tres veces a la
semana (TIW), durante 3 semanas con 400 nmol/kg del EC136 o con una dosis de igual volumen de PBS (control).
Se midié el crecimiento tumoral con calibres en intervalos de 2 dias o 3 dias en cada grupo de tratamiento. Los
voltimenes del tumor se calcularon mediante la ecuacién V = a x b/2, en la que "a" es la longitud del tumor y "b" es
el ancho expresado en milimetros.

Como se muestra en la Fig. 8, el tratamiento con EC136 fue eficaz para retrasar el crecimiento de los tumores
L1210A en comparacion al crecimiento de los tumores L1210A en animales tratados con solucion salina.

Ejemplo comparativo y de trabajo 47
Inhibicién de la sintesis del ADN celular mediante varios conjugados -farmaco

Los compuestos de los Ejemplos 17b, 10b, 16a, 10c, 17a, 16b, 14e, y 15 (EC135, EC136, EC137, EC138, EC140,
EC145, EC158, y EC159, respectivamente) se evaluaron usando un ensayo de citotoxicidad in vitro que predice la
capacidad del farmaco para inhibir el crecimiento de las células KB positivas para el receptor de folato. Los
compuestos estaban comprendidos por folato enlazado al respectivo farmaco quimioterapéutico, preparado de
acuerdo con los protocolos descritos en la presente memoria descriptiva. Las células KB se expusieron durante
hasta 7 h a 37°C a las concentraciones indicadas de conjugado folato-fArmaco (véanse los ejes x de los graficos
mostrados en las en Figs. 9-16) en ausencia o presencia de un exceso de al menos 100 veces de &cido folico. Las
células se aclararon a continuacion una vez con medio de cultivo reciente, y se incub6 en medio de cultivo reciente
durante 72 horas a 37 °C. Se evalué la viabilidad celular mediante un ensayo de incorporacién de ®H-timidina.

Como se muestra en las Figs. 9-16, se pudo medir la citotoxicidad dependiente de la dosis y, en la mayoria de los
casos, los valores Clso (concentracion de conjugado de farmaco necesaria para reducir la incorporacion de *H-
timidina en el ADN recientemente sintetizado en un 50%) estuvieron en el intervalo nanomolar bajo. Ademas, las
citotoxicidades de estos conjugados se redujeron en presencia de exceso de acido félico libre, indicando que la
muerte celular observada estuvo mediada por la unién al recepto folato.

Se obtuvieron resultados similares en este tipo de ensayo usando EC158 y lineas celulares incluyendo IGROV (linea
celular conocida), A549-Clone-4 (células A549 transfectadas con ADNc del receptor de folato humano), New Line-01
(mutante celular Line-01 seleccionado en vivo por la expresién del receptor de receptor), M109, 4T1 Clone-2 (células
4T1 transfectadas con ADNc del receptor de folato murino), y células HelLa.
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado para administrar farmaco que tiene la formula

Hz"kf;

NHz

2. Una composicion farmacéutica que comprende el conjugado para administrar farmaco de la reivindicaciéon 1 y un
vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable para el mismo.

3. Uso del conjugado para administrar farmaco de la reivindicacion 1 o de la composicion de la reivindicacion 2 en la
fabricacion de un medicamento para tratar el cancer en un paciente.

4. El conjugado para administrar farmaco de la reivindicacién 1 o la composicion de la reivindicaciéon 2, para su uso
en un procedimiento para tratar el cAncer en un paciente.

5. El uso de la reivindicacion 3 o el conjugado para administrar farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion
4, en el que el cancer se ha seleccionado entre el grupo que consiste en cancer oral, de tiroides, endocrino, de
piel, gastrico, esofagico, laringeo, pancreatico, de colon, de vejiga, 6seo, de ovario, cervical, de utero, de mama,
testicular, de prostata, rectal, de rifién, de higado y de pulmon.

6. El uso de la reivindicacion 3 o el conjugado para administrar farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon
4, en el que el cancer es cancer de ovario.

7. El uso de la reivindicacion 3 o el conjugado para administrar farmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacién
4, en el que el cancer es cancer de mama.

8. El uso de la reivindicacion 3 o el conjugado para administrar fArmaco para su uso de acuerdo con la reivindicacion
4, en el que el cancer es cancer de pulmén.
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Efecto de EC105 (300 nmoles/kg)
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Actividad de EC137 contra células KB
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Actividad de EC138 contra células KB
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Actividad de EC140 contra células KB
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Actividad de EC145 contra células KB
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Actividad de EC158 contra células KB
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Actividad de EC159 contra células KB
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