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DESCRIPCION
Conjugados de ligando de multiples farmacos
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para su uso en la administracion de farmacos dirigida. En
particular, la invencion se refiere a conjugados de ligando que incluyen dos o mas farmacos, y analogos y derivados de
los mismos, tales como conjugados de compuestos de unién a receptor de folato y dos o méas farmacos.

ANTECEDENTES

El sistema inmunitario de mamiferos proporciona un medio para el reconocimiento y la eliminacion de células tumorales,
otras células patégenas y patdgenos foraneos invasores. Aunque el sistema inmunitario proporciona normalmente una
linea de defensa fuerte, hay muchos casos en los que células cancerosas, otras células patdégenas o agentes
infecciosos evaden la respuesta inmunitaria del huésped y proliferan o persisten con patogenicidad para el huésped
concomitante. Se han desarrollado agentes quimioterapicos y radioterapias para eliminar, por ejemplo, neoplasias en
replicaciéon. Sin embargo, muchos de los agentes quimioterapicos y regimenes de radioterapia disponibles actualmente
tienen efectos secundarios adversos debido a que no sélo funcionan destruyendo células patégenas, sino que también
afectan a células normales del huésped, tales como células del sistema hematopoyético. Los efectos secundarios
adversos de estos farmacos anticancerigenos resaltan la necesidad del desarrollo de nuevas terapias selectivas para
poblaciones de células patdégenas y con toxicidad para el huésped reducida. Los investigadores han desarrollado
protocolos terapéuticos para destruir células patdégenas dirigiendo compuestos citotoxicos a tales células. Muchos de
estos protocolos utilizan toxinas conjugadas con anticuerpos que se unen a antigenos Unicos para o0 que se
sobreexpresan en las células patégenas en un intento por minimizar la administracion de la toxina a células normales.
Usando este enfoque, se han desarrollado determinadas inmunotoxinas que consisten en anticuerpos dirigidos a
antigenos especificos sobre células patdégenas, estando unidos los anticuerpos a toxinas tales como ricina, exotoxina de
Pseudomonas, toxina diftérica y factor de necrosis tumoral. Estas inmunotoxinas seleccionan como diana células
patégenas, tales como células tumorales, que llevan los antigenos especificos reconocidos por el anticuerpo (Olsnes,
S., Immunol. Today, 10, pags. 291-295, 1989; Melby, E.L., Cancer Res., 53(8), pags. 1755-1760, 1993; Better, M.D.,
publicacion internacional PCT n.° WO 91/07418, publicada el 30 de mayo de 1991).

Otro enfoque para seleccionar como diana poblaciones de células patégenas, tales como células cancerosas o
patégenos foraneos, en un huésped es potenciar la respuesta inmunitaria del huésped contra las células patégenas
para evitar la necesidad de administracién de compuestos que puedan presentar también toxicidad para el huésped
independiente. Una estrategia notificada para inmunoterapia es unir anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos multiméricos
modificados por ingenieria genética, a la superficie de células tumorales para presentar la regidon constante de los
anticuerpos sobre la superficie celular y de ese modo inducir la destruccion de células tumorales por diversos procesos
mediados por el sistema inmunitario (De Vita, V.T., Biologic Therapy of Cancer, 22 ed. Filadelfia, Lippincott, 1995;
Soulillou, J.P., patente estadounidense n.° 5.672.486). Sin embargo, estos enfoques se han complicado por las
dificultades en la definicién de antigenos especificos de tumor.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se describen en el presente documento conjugados de ligando de farmacos, y analogos y derivados de los mismos. Los
conjugados incluyen ligandos de unién a receptor celular que se unen covalentemente a dos o mas farmacos que
pueden dirigirse a células. Los conjugados descritos en el presente documento también incluyen un grupo de unién
polivalente para unir los ligandos a los farmacos.

La invencion proporciona un conjugado de administracion de farmacos de unién a receptor que comprende:
(a) un resto de union a receptor;

(b) un grupo de unién polivalente; y

(c) dos o mas farmacos;

en el que el resto de unién a receptor esta unido covalentemente al grupo de unién polivalente;

los dos o mas farmacos estan unidos covalentemente al grupo de unién polivalente; y

el grupo de unién polivalente comprende uno o mas componentes seleccionados del grupo que consiste en grupos de
union espaciadores, grupos de union liberables y grupos de union de heteroatomos, y combinaciones de los mismos;

siempre que el grupo de union polivalente incluya al menos un grupo de unién liberable distinto de un disulfuro; y
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en el que el resto de union a receptor y el grupo de unién polivalente comprenden un radical de formula
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enlas que m, n, p, gy r son numeros enteros que se seleccionan independientemente de desde 0 hasta 8; N(H)-AA-

C(O) forma un aminoacido, R' es hidrégeno, alquilo o un grupo protector de nitrdgeno, y los farmacos estan unidos,
opcionalmente por medio de grupos de unién espaciadores, grupos de unién liberables o grupos de uniéon de
heteroatomos o una combinacion de los mismos, a los atomos (*).

10 Lainvencion también proporciona un conjugado de administracion de farmacos a un receptor de formula:
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En las que: N(H)-AA-C(O) forma un aminoacido y n es un numero entero de desde 0 hasta 8.

En una realizacion ilustrativa de los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente documento, el
grupo de unién polivalente incluye al menos un grupo de unién liberable (I)). En otra realizacion ilustrativa de los
conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento, el grupo de union polivalente incluye al
menos dos grupos de union liberables (I;).. En otro aspecto ilustrativo, el grupo de unién polivalente (L) incluye al menos
un grupo de union liberable (I)) que no es un grupo de unién liberable de disulfuro. En otro aspecto ilustrativo, el grupo
de unién polivalente (L) tiene al menos dos grupos de union liberables (I;)2 en el que un grupo de unién liberable no es
un grupo de union liberable de disulfuro. Se aprecia que cuando se incluyen mas de un grupo de unién liberable en el
grupo de union polivalente, esos grupos de union liberables pueden estar adyacentes. Se aprecia ademas que cuando
dos grupos de unién liberables estan adyacentes en el grupo de union polivalente, los dos grupos de unién liberables
pueden cooperar para provocar la liberacion del farmaco.

En otra realizacién, el grupo de unién polivalente incluye al menos un grupo de unién espaciador que es un péptido
formado por aminoacidos. En un aspecto, el péptido incluye aminoacidos que se producen de manera natural, y
estereoisémeros de los mismos. En otro aspecto, el péptido esta formado sélo por aminoacidos que se producen de
manera natural, y estereoisomeros de los mismos.
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Los ligandos descritos en el presente documento incluyen generalmente ligandos de receptores de superficie celular de
vitamina (folato).

Los farmacos, y diversos analogos y derivados de los mismos, descritos en el presente documento son generalmente
farmacos para eliminar, destruir, interferir con y/o disminuir el crecimiento de una poblacién de células patégenas,
incluyendo agentes infecciosos, canceres, tumores, y similares. Ademas, los farmacos, y los diversos analogos y
derivados de los mismos, Utiles en los conjugados descritos en el presente documento pueden tener una amplia
variedad de mecanismos de accion, incluyendo pero sin limitarse a agentes alquilantes, inhibidores de microtubulos,
incluyendo los que estabilizan y/o desestabilizan la formacién de microtubulos, incluyendo agentes de beta-tubulina,
inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDK) tales como CDKN1a, CDKN1b, y similares, inhibidores de
topoisomerasas, inhibidores de la sintesis de proteinas, inhibidores de proteina cinasas, incluyendo inhibidores de Ras,
Raf, PKC, PI3K, y similares, inhibidores de la transcripcion, antifolatos, bloqueantes de proteinas de choque térmico, y
similares. En otra realizacion, se describe una composicién farmacéutica. La composicién farmacéutica comprende un
conjugado de administracion de farmacos descrito en el presente documento en combinacion con un portador,
excipiente y/o diluyente farmacéuticamente aceptable para el mismo.

Se proporcionan composiciones de la invencién para la eliminacion de una poblacién de células patégenas en un animal
huésped que alberga la poblacion de células patégenas, en las que los miembros de la poblacién de células patégenas
tienen un sitio de unién accesible para una vitamina, o el analogo o derivado de la misma, y ese sitio de unién se
expresa de manera Unica, se sobreexpresa o se expresa preferentemente por las células patéogenas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A muestra la afinidad de unién relativa del ejemplo 9 (m, 0,24) frente a acido félico (®, 1,0) en receptores de
acido félico.

La figura 1B muestra la actividad del ejemplo 9 sobre la incorporacién de *H-timidina en células KB con (o) y sin (@)
acido folico en exceso; la Clso del ejemplo 9 es de aproximadamente 58 nM.

La figura 2 muestra la afinidad de union relativa del ejemplo 11 (m, 0,21) frente a acido félico (®, 1,0) en receptores de
acido félico.

La figura 3 muestra la actividad del ejemplo 11 (conjugado de multiples farmacos) sobre la incorporacion de ®H-timidina
con (O) y sin (®) acido félico en exceso; Clsy del ejemplo 11 =5 nM.

La figura 4 muestra la actividad citotdxica in vitro del ejemplo 11 (a) sobre tres lineas de células tumorales diferentes
(KB, 4T-1c12 e ID8-c115) en comparacion con el ejemplo 11 + acido foélico en exceso (b).

La figura 5A muestra la actividad del ejemplo 11 a 1 umol/kg TIW (6 dosis) (®) y 2 umol/kg TIW (6 dosis) (V) sobre
tumores M109 positivos para FR en ratones Balb/c frente a controles no tratados (m).

La figura 5B muestra la ausencia de un efecto mediante el ejemplo 11 a 1 umol/kg TIW (6 dosis) (®) y 2 umol/kg de TIW
(6 dosis) ('¥) sobre el peso de ratones Balb/c frente a controles no tratados (m).

La figura 6 muestra la actividad del ejemplo 11 a 1 umol/kg TIW durante 2 semanas (6 dosis) sobre tumores KB
positivos para FR con (o) y sin (m) EC20 40 umol/kg (complejo de renio) frente a controles no tratados (®); el ejemplo 11
solo, mostré 5/5 respuestas completas; el ejemplo 11 + EC20 mostré 0/5 respuestas completas.

La figura 7 muestra la ausencia de un efecto mediante el ejemplo 11 a 1 pmol/kg TIW durante 2 semanas (6 dosis)
sobre el peso de ratones nu/nu con (o) y sin (m) EC20 40 umol/kg (complejo de renio) frente a controles no tratados (m).

La figura 8 muestra la actividad del ejemplo 11 a 1 umol/kg TIW durante 2 semanas (6 dosis) sobre tumores KB de
xenoinjerto humano s.c. implantados en ratones desnudos con (b) y sin (c) EC20 40 umol/kg (complejo de renio) frente
a controles no tratados (a); el ejemplo 11 solo, mostré 5/5 respuestas completas; el ejemplo 11 + EC20 mostré 0/5
respuestas completas.

La figura 9 muestra la ausencia de un efecto mediante el ejemplo 11 a 1 pmol/kg TIW durante 2 semanas (6 dosis)
sobre el peso de ratones desnudos con (b) y sin (c) EC20 40 umol/kg (complejo de renio) frente a controles no tratados

(@).

La figura 10 muestra la actividad del ejemplo 11 a 2 umol/kg TIW (e) sobre tumores humanos positivos para receptor de
folato en ratones desnudos en comparacion con una mezcla de los farmacos base no conjugados, mitomicina C y
desacetilvinblastina monohidrazida, a 0,5 umol/kg TIW (b), 1 pmol/kg TIW (c) y 2 umol/kg TIW (d), y en comparacion con
controles no tratados (a).
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La figura 11 muestra la ausencia de un efecto mediante el ejemplo 11 a 2 umol/kg TIW durante 2 semanas (e) sobre el
peso de ratones desnudos en comparacion con controles (a). La pérdida de peso se produjo a las tres dosis de la
mezcla de los fAirmacos base no conjugados, mitomicina C y desacetilvinblastina monohidrazida (0,5 umol/kg TIW (b),
1 umol/kg TIW (c), 2 umol/kg TIW (d)). Se interrumpié la dosis alta (d) antes del dia 20.

La figura 12 muestra la actividad del ejemplo 11 sobre tres tamafos de tumores KB grandes, de 250 mm?® (b), 500 mm?®
(c)y 750 mm? (d) en ratones nu/nu a 2 umol/kg TIW durante 2 semanas en comparacién con los controles (a).

La figura 13 muestra la actividad del ejemplo 11 (e) en comparaciéon con conjugados de sélo el farmaco individual
mitomicina C (b), desacetilvinblastina monohidrazida (c); o una mezcla de esos dos conjugados de farmacos
individuales (d), en comparacion con los controles (a).

La figura 14 muestra la ausencia de actividad del ejemplo 11 (b) a 2 umol/kg TIW durante dos semanas de tratamiento
sobre tumores 4T1 negativos para receptor de folato en ratones Bablb/c, en comparaciéon con los controles (a). Los
datos en la figura 14 muestran que el ejemplo 11 (b) no tiene ningun efecto sobre los tumores en comparacion con los
controles (a) debido a la ausencia de receptores de folato en esos tumores.

La figura 15 muestra la actividad del ejemplo 12 sobre la incorporacion de *H-timidina en células KB positivas para FR.
Descripcion detallada

Se describen en el presente documento conjugados de ligando de farmacos, y analogos y derivados de los mismos. Los
conjugados incluyen ligandos de unién a receptor celular, incluyendo ligandos de receptores de superficie celular, que
se unen covalentemente a dos o mas farmacos que pueden dirigirse a células, incluyendo células patégenas. Los
conjugados descritos en el presente documento también pueden incluir un grupo de union polivalente para unir los
ligandos a los farmacos.

Por ejemplo, en una realizacion ilustrativa de la manera en la que se ensamblan covalentemente grupos de union para
formar el grupo de unién polivalente, o parte del grupo de unién polivalente, se conectan grupos de unién de
heteroatomos, grupos de unién espaciadores y grupos de unién liberables para formar un grupo polivalente de formula:

/\/O\H/N‘N%
02H

Lm/ww A

5 O COuH

(Iy) ——(ls>3—<|H>*—<lr)2%
é—{—(ls)‘—]—(ls)
(ls) _(ls) _ ) —(|s) ‘g

en la que (Is) es el tripéptido Asp- Asp Asp, (s) es Cys, (r) es S-S, (Is ) es CH,CHa, (IH)1 es O, (Ir)2 es C(O)NHNH, (Is)4
es [-Lys, (Is ) es C(O)CH2CHy, (I) es S-Sy (IS) es CH,CH..

%UL

en la que la férmula también puede representarse como

Los ligandos de receptores de superficie celular utiles en los conjugados descritos en el presente documento incluyen
vitaminas, incluyendo folato.

El término “grupo de unién liberable” tal como se usa en el presente documento, y también conocido como grupo de
union escindible, se refiere a un grupo de unién que incluye al menos un enlace que puede romperse en condiciones
fisiolégicas (por ejemplo, un enlace labil a pH, Iabil a &cido, labil oxidativamente o labil a enzimas). Debe apreciarse que
tales condiciones fisiolégicas que dan como resultado enlacela rotura del enlace incluyen reacciones de hidrdlisis
quimica convencionales que se producen, por ejemplo, a pH fisiolégico, 0 como resultado de compartimentalizacion en
un organulo celular tal como un endosoma que tiene un pH inferior al pH citosdlico.

Se entiende que un enlace escindible puede conectar dos atomos adyacentes dentro del grupo de unién liberable y/o
conectar otros grupos de unién o (B, resto de unién a receptor) y/o (D, resto de farmaco), tal como se describe en el
presente documento, en cualquiera o ambos extremos del grupo de unidn liberable. En el caso en el que un enlace
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escindible conecta dos atomos adyacentes dentro del grupo de unién liberable, tras la rotura del enlace, el grupo de
union liberable se rompe en dos 0 mas fragmentos. Alternativamente, en el caso en el que un enlace escindible esta
entre el grupo de unién liberable y otro resto, tal como un grupo de unién de heteroatomo, un grupo de unién
espaciador, otro grupo de unién liberable, el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o la vitamina, o andlogo o
derivado de la misma, tras la rotura del enlace, el grupo de union liberable se separa del otro resto.

La labilidad del enlace escindible puede ajustarse mediante, por ejemplo, cambios de sustitucién en o cerca del enlace
escindible, tal como incluyendo la ramificacion en alfa adyacente a un enlace disulfuro escindible, aumentando la
hidrofobicidad de los sustituyentes sobre el silicio en un resto que tiene un enlace silicio-oxigeno que puede hidrolizarse,
homologando grupos alcoxilo que forman parte de un cetal o acetal que puede hidrolizarse, y similares.

Los mecanismos ilustrativos para la escision de los grupos de unién bivalentes descritos en el presente documento
incluyen los siguientes mecanismos de fragmentacion 1,4y 1,6

QOJLO z

—— Sy + A + co, + HOZ

XJ

. O 4 - .

, Yoy _

A — s, JZ;/( + CO, + HO-Z'
Zz \S . . ’ . ) . .
' o] : ,
Z\SQ/\O (;;,Z' —_ Z’S‘X + Li + COp + HoN-Z
XA H : :

for — oyt

O o2 — - NN /Ij;( + CO, + HoN-Z'
X' mh’ Z7X S | 2 N2
O o |

en los que X es un nucledfilo exdgeno o endégeno, glutatién o agente biorreductor, y similares, y cualquiera de Zo Z’' es
la vitamina, o analogo o derivado de la misma, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o una resto de farmaco o
vitamina conjuntamente con otras porciones del grupo de uniéon polivalente. Debe entenderse que aunque los
mecanismos de fragmentacion anteriores se representan como mecanismos concertados, puede tener lugar cualquier
numero de etapas diferenciadas para efectuar la fragmentacién final del grupo de unién polivalente para dar los
productos finales mostrados. Por ejemplo, se aprecia que el enlace escindible también puede producirse mediante
eliminacion catalizada por acido del resto carbamato, que puede asistirse de manera anquimérica mediante la
estabilizaciéon proporcionada por o bien el grupo arilo del azufre beta o bien el disulfuro ilustrado en los ejemplos
anteriores. En esas variaciones de esta realizacion, el grupo de unién liberable es el resto carbamato. Alternativamente,
la fragmentacion puede iniciarse mediante un ataque nucledfilo sobre el grupo disulfuro, provocando la escisién para
formar un tiolato. El tiolato puede desplazar intermolecularmente un resto acido carboénico o acido carbamico y formar el
correspondiente tiaciclopropano. En el caso de los grupos de union polivalentes que contienen bencilo, tras una rotura
ilustrativa del enlace disulfuro, el tiolato de fenilo resultante puede fragmentarse adicionalmente para liberar un resto
acido carbénico o acido carbamico formando un producto intermedio estabilizado por resonancia. En cualquiera de
estos casos, la naturaleza liberable de los grupos de unién polivalentes ilustrativos descritos en el presente documento
puede desarrollarse mediante cualquier mecanismo que pueda ser relevante para las condiciones quimicas,
metabdlicas, fisioldgicas o bioldgicas presentes.

Otros mecanismos ilustrativos para la escision del enlace del grupo de unién liberable incluyen escision asistida por
oxonio tal como sigue:

é/p ) A§,O+

O m Ho + €O, + HN-Z
L o\IrN\Z

R o~ R
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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 de farmaco o vitamina conjuntamente con otras porciones del grupo de unién polivalente, tal como un
resto de vitamina o farmaco que incluye uno o mas grupos de unién espaciadores, grupos de unién de heteroatomos y/u
otros grupos de unién liberables. En esta realizacion, la eliminacion catalizada por acido del carbamato conduce a la

liberacion de CO; y el resto que contiene nitrégeno unido a Z, y a la formaciéon de un catién bencilo, que puede
atraparse por agua, o cualquier otra base de Lewis.

+COp  +  HN-Z

Otro mecanismo ilustrativo implica una disposicién de los grupos de unién liberables, espaciadores y de heteroatomos
de tal modo que posteriormente a la escisién de un en lace en el grupo de union polivalente, los grupos funcionales
liberados asisten quimicamente en la rotura o escision de enlaces adicionales, también denominada rotura o escision
asistida anquimérica. Un ejemplo ilustrativo de un grupo de unién polivalente o porcion del mismo incluye compuestos

que tienen la féormula:
R o)
o} Qﬂoj\wz'
Z‘x/\o)k(v)f\o "

en la que X es un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno o azufre, n es un numero entero seleccionado de 0, 1,2y 3,
R es hidrégeno, o un sustituyente, incluyendo un sustituyente que puede estabilizar una carga positiva inductivamente o
mediante resonancia en el anillo de arilo, tal como alcoxilo, y similares, y cualquiera de Z o Z’ es la vitamina, o anélogo o
derivado de la misma, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o un resto de farmaco o vitamina conjuntamente
con otras porciones del grupo de union polivalente. Se aprecia que pueden estar presentes otros sustituyentes en el
anillo de arilo, el carbono del bencilo, el nitrégeno del carbamato, el acido alcanoico, o el puente de metileno, incluyendo
pero sin limitarse a hidroxilo, alquilo, alcoxilo, alquiltio, halo, y similares. La escisién asistida puede incluir mecanismos
que implican productos intermedios de bencilio, productos intermedios de bencino, ciclacién de lactona, productos
intermedios de oxonio, beta-eliminacién, y similares. Se aprecia adicionalmente que, ademas de la fragmentacién
posterior a la escision del grupo de union liberable, la escision inicial del grupo de unién liberable puede facilitarse
mediante un mecanismo asistido de manera anquimérica.

En este ejemplo, el acido hidroxialcanoico, que puede ciclarse, facilita la escision del puente de metileno, mediante por
ejemplo un i6n oxonio, y facilita la escisién del enlace o la posterior fragmentacion tras la escision del enlace del grupo
de union liberable. Alternativamente, la escision asistida por ion oxonio catalizada por acido del puente de metileno
puede comenzar una cascada de fragmentacion de este grupo de unién polivalente ilustrativo, o fragmento del mismo.
Alternativamente, la hidrdlisis catalizada por acido del carbamato puede facilitar la beta eliminacion del acido
hidroxialcanoico, que puede ciclarse, y facilitar la escisién del puente de metileno, mediante por ejemplo un iédn oxonio.
Se aprecia que otros mecanismos quimicos de escision o rotura de enlaces en las condiciones metabdlicas, fisiologicas
o celulares descritas en el presente documento pueden iniciar una cascada de fragmentacion de este tipo. Se aprecia
que otros mecanismos quimicos de escision o rotura de enlaces en las condiciones metabdlicas, fisioldgicas o celulares
descritas en el presente documento pueden iniciar una cascada de fragmentacién de este tipo.

Ejemplos de grupos de union polivalentes descritos en el presente documento son compuestos de las siguientes
formulas

R® R® R® RP
o) S o. O+
*s><(% * \s><(v)ﬁ
! T
R? RP l|? R? RP
O. _N= *S o. _S*
S e N 7 TR
o)

en las que n es un numero entero seleccionado de desde 1 hasta aproximadamente 4; R® y R® se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, incluyendo alquilo inferior tal como alquilo C4-C4 que
estan opcionalmente ramificados; o R® y R® se toman juntos con el atomo de carbono unido para formar un anillo
carbociclico; R es un grupo alquilo sustituido opcionalmente, un grupo acilo sustituido opcionalmente o un grupo
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protector de nitrégeno seleccionado adecuadamente; y (*) indica puntos de unioén para el farmaco, la vitamina, el agente
de obtencién de imagenes, el agente de diagndstico, otros grupos de unién polivalentes u otras partes del conjugado.

En otro ejemplo, los grupos de unién polivalentes descritos en el presente documento incluyen compuestos de las
siguientes formulas

o_ O+
% ' T
] 0 's/S 0
L QL
O _N+ o_ S+
" "
*S/s o} ‘s/s o}

en las que m es un numero entero seleccionado de desde 1 hasta aproximadamente 4; R es un grupo alquilo sustituido
opcionalmente, un grupo acilo sustituido opcionalmente o un grupo protector de nitrégeno seleccionado
adecuadamente; y (*) indica puntos de union para el farmaco, la vitamina, el agente de obtencion de imagenes, el
agente de diagndstico, otros grupos de union polivalentes u otras partes del conjugado.

En otro ejemplo, los grupos de unién polivalentes descritos en el presente documento incluyen compuestos de las

siguientes formulas
*S S
\©\W .S/ \©\g
0 o._ O+
- "
o] (0]
'S/\©\M/ Ff tSAQ\M/
O _N=» o._ S+
m m j‘l/
Y !
en las que m es un numero entero seleccionado de desde 1 hasta aproximadamente 4; R es un grupo alquilo sustituido
opcionalmente, un grupo acilo sustituido opcionalmente o un grupo protector de nitrégeno seleccionado

adecuadamente; y (*) indica puntos de unién para el farmaco, la vitamina, el agente de obtencion de imagenes, el
agente de diagndstico, otros grupos de union polivalentes u otras partes del conjugado.

En otro ejemplo, los grupos de union liberables, espaciadores y de heteroatomos pueden estar dispuestos de tal modo
que posteriormente a la escision de un enlace en el grupo de unién polivalente, los grupos funcionales liberados asisten
quimicamente en la rotura o escision de enlaces adicionales, también denominado rotura o escision asistida
anquimérica. Una realizacion ilustrativa de un grupo de unién polivalente o porcién del mismo de este tipo incluye

compuestos que tienen la férmula:
R O
0 ©/\OJ\N*
-x/\oJ\M{\o

en la que X es un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno o azufre, n es un numero entero seleccionado de desde 0,
1, 2 y 3, R es hidrégeno, o un sustituyente, incluyendo un sustituyente que puede estabilizar una carga positiva
inductivamente o mediante resonancia en el anillo de arilo, tal como alcoxilo, y similares, y el simbolo (*) indica puntos
de unién para grupos de unién espaciadores, de heteroatomos o liberables adicionales que forman el grupo de unién
polivalente, o alternativamente para la union del farmaco, o analogo o derivado del mismo, o la vitamina, o analogo o
derivado de la misma. Se aprecia que otros sustituyentes pueden estar presentes en el anillo de arilo, el carbono del
bencilo, el acido alcanoico, o el puente de metileno, incluyendo pero sin limitarse a hidroxilo, alquilo, alcoxilo, alquiltio,
halo, y similares. La escisidon asistida puede incluir mecanismos que implican productos intermedios de bencilio,
productos intermedios de bencino, ciclacion de lactona, productos intermedios de oxonio, beta-eliminacion, y similares.
Se aprecia ademés que, ademas de la fragmentacion posterior a la escision del grupo de unién liberable, la escision
inicial del grupo de union liberable puede facilitarse mediante un mecanismo asistido de manera anquimérica.
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En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de union de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de unién liberables conectados para formar un grupo 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloximetiloxilo polivalente, ilustrado

mediante la siguiente formula
o] R>_
ws R O*
N—(—}-}wo
R
o}

en la que n es un numero entero de desde 1 hasta 6, el grupo alquilo esta sustituido opcionalmente, y el metilo esta
sustituido opcionalmente con un grupo arilo sustituido opcionalmente o alquilo adicional, cada uno de los cuales se
representa mediante un grupo R seleccionado independientemente. Los simbolos (*) indican puntos de unién del
fragmento de grupo de union polivalente a otras partes de los conjugados descritos en el presente documento.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de union de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de unién liberables conectados para formar un grupo 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilo polivalente, ilustrado
mediante la siguiente formula

o]
*g R
N—(+)vr*\\'t
R O
O

en la que n es un numero entero de desde 1 hasta 6, y el grupo alquilo esta sustituido opcionalmente. Los simbolos (*)
indican puntos de unién del fragmento de grupo de unién polivalente a otras partes de los conjugados descritos en el
presente documento. En ofra realizacion, el grupo de unién polivalente incluye grupos de unién de heteroatomos, grupos
de unién espaciadores y grupos de unién liberables conectados para formar un grupo 3-tioalquilsulfonilalquil(sililo
disustituido)oxilo polivalente, en el que el sililo disustituido esta sustituido con grupos arilo sustituidos opcionalmente y/o
alquilo.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de union de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de unidn liberables conectados para formar un grupo ditioalquilcarbonilhidrazida polivalente, o una 3-
tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilhidrazida polivalente, ilustrada mediante las siguientes formulas

, o)
'S R HN—NH*
o)

R HN—NH*

en las que n es un numero entero de desde 1 hasta 6, el grupo alquilo esta sustituido opcionalmente y la hidrazida forma
una hidrazona con (B), (D) u otra parte del grupo de unién polivalente (L). Los simbolos (*) indican puntos de unién del
fragmento de grupo de unién polivalente a otras partes de los conjugados descritos en el presente documento.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de unién de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de unién liberables conectados para formar un grupo 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloxialquiloxialquilideno polivalente,
ilustrado mediante la siguiente formula

0 R (n/‘)—//
*S RR g
N+}+,o
R
o

en la que cada n es un numero entero seleccionado independientemente de desde 1 hasta 6, cada grupo alquilo se
selecciona independientemente y esta sustituido opcionalmente, tal como con alquilo o arilo opcionalmente sustituido, y
en el que el alquilideno forma una hidrazona con (B), (D) u otra parte del grupo de unién polivalente (L). Los simbolos (*)
indican puntos de unién del fragmento de grupo de unién polivalente a otras partes de los conjugados descritos en el
presente documento.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de unién de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de union liberables conectados para formar un grupo 3-tio o 3-ditioarilalquiloxicarbonilo polivalente, un grupo 3-
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tio o 3-ditioarilalquilaminocarbonilo, un 3-tio o 3-ditioalquiloxicarbonilo polivalente o un 3-tio o 3-ditioalquilaminocarbonilo
polivalente, en los que el alquilcarbonilo forma un carbonato, un carbamato o urea con (B), (D) u otra parte del grupo de
union polivalente (L). De manera ilustrativa, el grupo alquilo es etilo.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de unién de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de union liberables conectados para formar un grupo 3-ditioalquilamino polivalente, en el que el amino forma
una amida viniloga con (B), (D) u otra parte del grupo de unién polivalente (L). De manera ilustrativa, el grupo alquilo es
etilo.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye grupos de union de heteroatomos, grupos de unién espaciadores
y grupos de union liberables conectados para formar un grupo 1-alcoxicicloalquilenoxilo polivalente, un grupo carboxilato
de alquilenaminocarbonil(dicarboxilarileno) polivalente, un grupo 3-ditioalquiloxicarbonilo polivalente, un grupo 3-
ditioalquiloxicarbonilhidrazida polivalente, un polivalente.

En otro ejemplo, el grupo de unién polivalente incluye al menos un grupo de unién espaciador que es un péptido
formado por aminoacidos. En un aspecto, el péptido incluye aminoacidos que se producen de manera natural, y
estereoisémeros de los mismos. En otro aspecto, el péptido esta formado sélo por aminoacidos que se producen de
manera natural, y estereoisomeros de los mismos.

Se muestran en la tabla 1 y 2 ejemplos ilustrativos adicionales de grupos de union liberables y espaciadores, en los que
el (*) indica el punto de union a otro grupo de union, al alcaloide de la vinca, o analogo o derivado del mismo, o al resto
de unidn a receptor.

11
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Tabla 1. Grupos de union de heteroatomos y espaciadores contemplados, y combinaciones de los mismos.
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Tabla 2. Grupos de union de heteroatomos y liberables contemplados, y combinaciones de los mismos.
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Puede incluirse cualquier variedad de farmacos en los conjugados de administracién de farmacos descritos en el
presente documento. En una realizacion ilustrativa, los farmacos se seleccionan basandose en la actividad contra una o
mas poblaciones de células patdgenas. En un aspecto, esas células patégenas son células cancerosas, incluyendo
tumores sélidos.

En otra realizacion ilustrativa, los farmacos se seleccionan basandose en la actividad contra una o mas poblaciones de
células patégenas con un mecanismo de accién particular. Los mecanismos de accién ilustrativos incluyen agentes
alquilantes, inhibidores de microtubulos, incluyendo los que estabilizan y/o desestabilizan la formaciéon de microtubulos,
incluyendo agentes de beta-tubulina, inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CDK), inhibidores de
topoisomerasas, inhibidores de la sintesis de proteinas, inhibidores de proteina cinasas, incluyendo Ras, Raf, PKC,
PI3K e inhibidores similares, inhibidor de la transcripcion, antifolatos, bloqueantes de proteinas de choque térmico, y
similares.
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Los agentes alquilantes ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, mitomicinas CBI, y similares. Los inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas (CDK) ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, CYC202, seliciclib, R-roscovitina,
AGM-1470, y similares. Los inhibidores de topoisomerasas ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, doxorubicina, otras
antraciclinas, y similares. Los inhibidores de la sintesis de proteinas ilustrativos incluyen, pero no se limitan a,
bruceantina, y similares. Los inhibidores de proteina cinasas ilustrativos, incluyendo Ras, Raf, PKC, PI3K e inhibidores
similares, incluyen pero no se limitan a L-779,450, R115777, y similares. Los inhibidores de la transcripcion ilustrativos
incluyen, pero no se limitan a, (J-amanatina, actinomicina, y similares. Los antifolatos ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, metotrexato, y similares. Los bloqueantes de proteinas de choque térmico ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, geldanamicina, y similares.

Inhibidores de microtubulos ilustrativos, incluyendo los que estabilizan y/o desestabilizan la formaciéon de microtubulos,
incluyendo agentes de [-tubulina, venenos de microtibulos, y similares. Los venenos de microtubulos ilustrativos que
se unen a receptors seleccionados incluyen, pero no se limitan a, inhibidores que se unen al sitio de unién de la vinca
tales como arenastatina, dolastatina, halicondrina B, maitansina, fomopsina A, rizoxina, ustiloxina, vinblastina,
vincristina, y similares, estabilizadores que se unen al sitio de unién del taxol tales como discodermolida, epotilona,
taxol, paclitaxel, y similares, inhibidores que se unen al sitio de union de la colchicina tales como, colchicina,
combretastatina, curacina A, podofilotoxina, esteganacina, y similares, y otros que se unen a sitios no definidos tales
como criptoficina, tubulisinas, y similares.

En una realizacion de los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento, al menos uno
de los farmacos es un inhibidor de microtubulos, o un analogo o derivado del mismo. En otra realizacién, al menos uno
de los farmacos es un agente de alquilacion del ADN. En otra realizacién, al menos uno de los farmacos es un agente
de alquilacion del ADN y al menos otro de los farmacos es un inhibidor de microtubulos, los alcaloides descritos en el
presente documento incluyen todos los miembros de la familia de alcaloides de indol-dihidroindol de la vinca, tales como
pero sin limitarse a vindesina, vinblastina, vincristina, catarantina, vindolina, leurosina, vinorelbina, imidocarb,
sibutramina, toltrazurilo, acido vinblastinoico, y similares, y analogos y derivados de los mismos.

En ofra realizacion de los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente documento, al menos uno
de los farmacos es un inhibidor de glicoproteina P (PGP). En ofra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en
los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente documento es un inhibidor de PGP, y al menos
otro de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos es un sustrato de PGP. De manera
ilustrativa en esta Ultima realizacién, el sustrato de PGP es un agente alquilante del ADN. En referencia a esta
realizacion, se aprecia que el apareamiento de un inhibidor de PGP con un sustrato de PGP, tal como un agente
alquilante del ADN incluyendo, pero sin limitarse a, cualquiera de las mitomicinas como mitomicina C, mitomicina A, y
similares puede mejorar el rendimiento global del farmaco que es por lo demés un sustrato de PGP. En los conjugados
liberables descritos en el presente documento, el farmaco de inhibidor de PGP y el farmaco de sustrato de PGP se
liberan ambos en la célula tras endocitosis. De esa manera, el farmaco inhibidor de PGP puede mejorar la potencia y/o
eficacia global del farmaco de sustrato de PGP. Ademas, el inhibidor de PGP puede reducir la expresion de PGP, que a
su vez disminuira el eflujo de uno o mas de los farmacos incluidos en los conjugados de multiples farmacos descritos en
el presente documento desde la célula patdgena. Se aprecia que las mitomicinas, o analogos o derivados de las
mismas, tales como mitomicina C pueden funcionar como inhibidor de PGP, o regulador por disminuciéon de PGP. Se
aprecia ademas que el alcaloide de la vinca, o analogo o derivado del mismo, tal como analogos y derivados de
vinblastina, puede ser un sustrato de PGP que esta protegido del eflujo desde la célula patégena por el regulador por
disminucion o inhibidor de PGP.

En otra realizacion de los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento, al menos uno
de los farmacos es un alcaloide de la vinca, o un analogo o derivado del mismo. Los alcaloides de la vinca descritos en
el presente documento incluyen todos los miembros de la familia de alcaloides de indol-dihidroindol de la vinca, tales
como pero sin limitarse a vindesina, vinblastina, vincristina, catarantina, vindolina, leurosina, vinorelbina, imidocarb,
sibutramina, toltrazuril, acido vinblastinoico, y similares, y analogos y derivados de los mismos.

Tal como se hace referencia en el presente documento, los farmacos de la vinca que pueden usarse en los conjugados
descritos en el presente documento incluyen todos los miembros de la familia de alcaloides de indol-dihidroindol de la
vinca, tales como vindesina, vinblastina, vincristina, catarantina, vindolina, leurosina, vinorelbina, imidocarb, sibutramina,
toltrazuril, acido vinblastinoico, y similares, y andlogos y derivados de los mismos. De manera ilustrativa, tales analogos
y derivados incluyen las 3-carboxazidas descritas en la patente estadounidense n.° 4.203.898; el N2-alquilo y otros
derivados de 4-desacetilvinblastina-3-carboxhidrazida descritos en la patente estadounidense n.° 4.166.810; leurosina
hidrazida descrita en Neuss et al. Tetrahedron Lett. 783 (1968); los derivados de hidrazida descritos en Barnett et al. J.
Med. Chem. 21:88 (1978); los derivados de éster C-4 descritos en las patentes estadounidenses n.”® 3.392.173 y
3.387.001; los derivados de &cido dicarboxilico que resultan de la oxidacion descrita en Langone et al. Anal. Biochem.
95:214 (1979); y las hidrazidas de la vinca descritas en el documento EP 0 247 792 A2.

En una realizacién ilustrativa, los farmacos de la vinca son compuestos de formula
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-nl||R11

COR®

en la que:
uno de R’ y R? es OH, y el otro es etilo, y R®es H, o R' es etilo, R? y R® se toman juntos para formar -O-;
R* R’ y R® se seleccionan cada uno independientemente de H, alquilo y acilo
R® y R® se seleccionan cada uno independientemente de alquilo;
R® es un grupo -NHNHR, en el que R es H, alquilo o acilo;
R%esHo acilo; y
R" es etilo.

En un aspecto, los farmacos de la vinca son compuestos de la formula anterior en la que R* y R® son cada uno H; y R®,
R® R®y R son cada uno metilo.

En otra realizacion, se describe un conjugado de administracion de farmacos de unién a receptor que comprende un
resto de unién a receptor, un grupo de unién polivalente (L), un farmaco de alcaloide de la vinca, o analogo o derivado
del mismo, y otro farmaco, o analogo o derivado del mismo, en el que el resto de union a receptor, el alcaloide de la
vinca y el otro farmaco se unen cada uno al grupo de union polivalente (L) a través de un grupo de unién de
heteroatomo (I4). El grupo de unién polivalente (L) comprende uno o mas grupos de unién espaciadores, grupos de
union de heteroatomos y grupos de unién liberables, y combinaciones de los mismos, en cualquier orden.

En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos
en el presente documento es una aclamicina, o un analogo o derivado de la misma. Puede ser que las aclamicinas y
analogos y derivados de las mismas sean sustratos de la bomba de eflujo de PGP. En un aspecto, al menos otro de los
farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un agente
alquilante del ADN, tal como una mitomicina o un analogo o derivado de la misma.

En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos
en el presente documento es un inhibidor de la sintesis de ADN, o un analogo o derivado del mismo. En otra realizacion,
al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente
documento es un inhibidor de la formacién del huso, o un analogo o derivado del mismo. En un aspecto, al menos uno
de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un
inhibidor de la sintesis de ADN, o un analogo o derivado del mismo, y al menos otro de los farmacos incluidos en los
conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un inhibidor de la formacién del huso,
o un analogo o derivado del mismo.

En otra realizacién, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos
en el presente documento es un agente estabilizante de microtubulos, o un analogo o derivado del mismo. En otra
realizacién, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el
presente documento es un inhibidor de la sintesis de microtubulos, o un analogo o derivado del mismo. En otra
realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracién de farmacos descritos en el
presente documento es un agente desestabilizante de microtubulos, o un analogo o derivado del mismo.

En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos
en el presente documento es un agente inductor de apoptosis, o un analogo o derivado del mismo. En otra realizacion,
al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente
documento es un taxol, o un analogo o derivado del mismo. En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos
en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un antifolato, o un analogo o
derivado del mismo. En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 468 240 T3

farmacos descritos en el presente documento es un metotrexato, o un analogo o derivado del mismo. En un aspecto, al
menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente
documento es un antifolato, o un analogo o derivado del mismo, tal como metotrexato, y al menos otro de los farmacos
incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un taxol, o un
analogo o derivado del mismo.

En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos
en el presente documento es un folato, o un analogo o derivado del mismo. En otra realizacion, al menos uno de los
farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un inhibidor
de receptor-2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2), o un analogo o derivado del mismo. En otra
realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracién de farmacos descritos en el
presente documento es un agente de quimioterapia radiomarcado, tal como cisplatino, y similares. En un aspecto, al
menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente
documento es un antifolato, o un analogo o derivado del mismo, tal como metotrexato, y al menos otro de los farmacos
incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un folato, o un
analogo o derivado del mismo. En otro aspecto, al menos uno de los farmacos incluidos en los conjugados de
administracion de farmacos descritos en el presente documento es un taxol, o un analogo o derivado del mismo, y al
menos otro de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente
documento es un inhibidor de HER-2, o un analogo o derivado del mismo. En otro aspecto, al menos uno de los
farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento es un taxol, o
un analogo o derivado del mismo, al menos otro de los farmacos incluidos en los conjugados de administraciéon de
farmacos descritos en el presente documento es un agente de radioterapia radiomarcado, tal como cisplatino, y al
menos otro de los farmacos incluidos en los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente
documento es un inhibidor de HER-2, o un analogo o derivado del mismo.

Los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento pueden prepararse mediante
métodos de sintesis convencionales. Los métodos de sintesis se eligen dependiendo de la seleccion de los grupos de
union de heteroatomos, y los grupos funcionales presentes en los grupos de unién espaciadores y los grupos de unién
liberables. En general, las reacciones que forman enlaces relevantes se describen 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 edicion, John Wiley &
Sons, Inc. Nueva York (1991). Se describen condiciones de reaccion y rutas de sintesis adicionales en la publicacion de
solicitud de patente estadounidense n.° US 2005/0002942 A1.

De manera ilustrativa, los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento pueden
prepararse usando rutas de sintesis tanto lineales como convergentes. Los productos intermedios ilustrativos que
pueden usarse en tales rutas incluyen productos intermedios que comprenden un grupo de unién polivalente que incluye
un grupo de acoplamiento en cada extremo adecuado para la unién covalente al resto de unién a receptor, o analogo o
derivado del mismo, y el alcaloide de la vinca, o analogo o derivado del mismo. Otros productos intermedios ilustrativos
que pueden usarse en tales rutas incluyen productos intermedios que comprenden un resto de unién a receptor, o
analogo o derivado del mismo, unido a un grupo de union polivalente, que incluye un grupo de acoplamiento. Otros
productos intermedios ilustrativos que pueden usarse en tales rutas incluyen productos intermedios que comprenden un
alcaloide de la vinca, o analogo o derivado del mismo, unido a un grupo de unioén polivalente, que incluye un grupo de
acoplamiento. En cualquier caso, el grupo de acoplamiento puede ser un nucledfilo, un electréfilo o un precursor del
mismo.

En una realizacion ilustrativa de productos intermedios sintéticos, el grupo de acoplamiento es un aceptor de Michael, y
el grupo de unién polivalente incluye un grupo de unién liberable que tiene la formula -C(O)NHN=, -NHC(O)NHN= o
-CH,C(O)NHN=. En un aspecto ilustrativo, el grupo de acoplamiento y el grupo de union polivalente se toman juntos

para formar un compuesto que tiene la férmula:
0 O
+>\-—N‘H
| N-tn N=(D)
(0]

bl

o un derivado protegido del mismo, en la que (D) es el alcaloide de la vinca, o un analogo o un derivado del mismo, que
puede formar una hidrazona tal como se ilustra en el presente documento; y n es un numero entero tal como 1, 2, 3 6 4.
En otro aspecto ilustrativo del producto intermedio de conjugado de administracion de farmacos de unién a receptor
descrito en el presente documento, se une covalentemente un segundo grupo de unién a la férmula anterior a través de
un nucledfilo de alquiltiol incluido en el segundo grupo de unién. En otro aspecto ilustrativo, el resto de unién a receptor,
0 analogo o derivado del mismo, se une covalentemente a la formula anterior a través de un nucledfilo de alquiltiol
incluido en ese resto.
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En otra realizacion ilustrativa, el grupo de acoplamiento es un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno o azufre, y el
grupo de unién polivalente incluye uno o mas grupos de unién de heteroatomos y uno o mas grupos de union
espaciadores que conectan covalentemente el resto de unidén a receptor al grupo de acoplamiento. En un aspecto
ilustrativo, el producto intermedio descrito en el presente documento incluye un compuesto que tiene la formula:

HO,C
m
Vel—ly  XH

o un derivado protegido del mismo, en la que X es oxigeno, nitrdgeno o azufre, y m es un ndmero entero tal como 1, 2 6
3, y en la que (B), Is y In son tal como se definen en el presente documento. En un aspecto ilustrativo, Iy es -NH-, y m es
1. En otro aspecto ilustrativo, I es -NH-, mes 1y X es -S-.

En ofra realizacion ilustrativa, el producto intermedio descrito en el presente documento incluye un compuesto que tiene
la formula:

HOLC
2: . )

V=ls—NH  §-§

o un derivado protegido del mismo, en la que Y es H o un sustituyente, de manera ilustrativa un sustituyente extractor de
electrones, incluyendo pero sin limitarse a nitro, ciano, halo, alquilsulfonilo, un derivado de acido carboxilico, y similares,
y en la que (B) y Is son tal como se definen en el presente documento.

En otra realizacién ilustrativa del producto intermedio descrito en el presente documento, el grupo de acoplamiento es
un aceptor de Michael, y el grupo de unidn polivalente incluye uno o mas grupos de unién de heteroatomos y uno o mas
grupos de union espaciadores que conectan covalentemente el resto de unién a receptor al grupo de acoplamiento. En
un aspecto ilustrativo, el grupo de acoplamiento y el grupo de unién polivalente se toman juntos para formar un
compuesto que tiene la férmula:

o un derivado protegido del mismo, en la que X es oxigeno, nitrdgeno o azufre, y m y n son numeros enteros
seleccionados independientemente, tales como 1, 2 6 3, y en la que (B), Is y |4 son tal como se definen en el presente
documento. En otro aspecto ilustrativo, el alcaloide de la vinca, o andlogo o derivado del mismo, se une covalentemente
a la féormula anterior a través de un nucledfilo de alquiltiol incluido en el alcaloide de la vinca.

En otro aspecto ilustrativo, el producto intermedio incluye compuestos que tienen las formulas:

_ 0
HO

S | X"

—m (AN | - Ho ?

V—(AA)NH ;2‘—{’“ )y)j 2%'—\ |
a | 0 0

V—(AA)-NH S-S

o derivados protegidos de los mismos, en las que AA es uno o mas aminoacidos, de manera ilustrativa seleccionados
de los aminoacidos que se producen de manera natural, o estereocisomeros de los mismos, X es nitrégeno, oxigeno o
azufre; Y es hidrégeno o un sustituyente, de manera ilustrativa un sustituyente extractor de electrones, incluyendo pero
sin limitarse a nitro, ciano, halo, alquilsulfonilo, un derivado de acido carboxilico, y similares, n y m son nimeros enteros
seleccionados independientemente, tales como 1,2 6 3, y p es un nimero entero tal como 1, 2, 3,4 6 5.

AA puede ser también cualquier otro aminoacido, tal como cualquier aminoacido que tenga la formula general:
-N(R)-(CR'R")-C(O)-

en la que R es hidrégeno, alquilo, acilo o un grupo protector de nitrdgeno adecuado, R’ y R” son hidrégeno o un
sustituyente, cada uno de los cuales se selecciona independientemente en cada aparicion, y t es un niumero entero tal
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como 1, 2, 3, 4 6 5. De manera ilustrativa, R’ y/o R” corresponden independientemente a, pero no se limitan a,
hidrégeno o las cadenas laterales presentes en aminoacidos que se producen de manera natural, tales como metilo,
bencilo, hidroximetilo, tiometilo, carboxilo, carboxilmetilo, guanidinopropilo, y similares, y derivados y derivados
protegidos de los mismos. La formula descrita anteriormente incluye todas las variaciones estereoisoméricas. Por
ejemplo, el aminoacido puede seleccionarse de asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, glutamina,
arginina, serina, ornitina, treonina, y similares. En otro aspecto ilustrativo del producto intermedio de conjugado de
administracion de farmacos de unién a receptor de vitamina descrito en el presente documento, el farmaco, o un
analogo o un derivado del mismo, incluye un nucledfilo de alquiltiol.

Cada uno de los productos intermedios anteriores puede prepararse usando rutas de sintesis convencionales. Se
describen condiciones de reaccidon y rutas de sintesis adicionales en la publicacion de solicitud de patente
estadounidense n.° US 2005/0002942 A1 y la publicacion internacional PCT n.° WO 2006/012527.

Las realizaciones ilustrativas anteriores pretenden ser ilustrativas y no debe interpretarse o considerarse que limitan de
ningin modo la invencion tal como se describe en el presente documento y que se define mediante las reivindicaciones.
Por ejemplo, compuestos representados generalmente por el siguiente producto intermedio de conjugado de farmaco-
vitamina ilustrativo van a incluirse en la invencién tal como se describe en el presente documento

HoN /
HN COZH co2 .
\QY W/\)\ COgH
1
HN NH,

en la que R’ y R? son cada uno independientemente hidrégeno o alquilo, tal como metilo; y Iy es un heteroatomo, tal
como oxigeno, azufre, nitrogeno sustituido opcionalmente o nitrégeno protegido opcionalmente, y similares. Dos 0 mas
farmacos, y opcionalmente ligandos de union a receptor adicionales, tales como folatos y analogos y derivados de los
mismos, pueden unirse covalentemente a este producto intermedio ilustrativo en (l4), o0 en otros grupos funcionales
presentes, tales como el carbonilo o nitrégeno de la amida, el carboxilato de acido o el grupo amino de la guanidina.

En otra realizacion, se describe que un producto intermedio de ligando de folato tiene la siguiente férmula

NH;

0  COMH " ov/ ((a
N oH
o N VAV I
H H
N 0
HN TN
ki

NS
HN SN N

en la que m, n 'y g son numeros enteros que se seleccionan independientemente del intervalo de 0 a aproximadamente
8: AA es un aminoacido, el residuo R' es hidrégeno, alquilo o un grupo protector de nitrégeno, y se unen opcionalmente
farmacos a los atomos (*). En un aspecto, AA es un residuo de aminoacido que se produce de manera natural de la
configuracion o bien natural o bien no natural. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-NH-AA-C(O)-), es un
residuo de aminodacido hidrofilo. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-NH-AA-C(O)-), es un residuo de
Asp y/o Arg. En otro aspecto, el nimero entero o es 1 o mayor. En otro aspecto, el nimero entero m es 2 o0 mayor. Los
farmacos, o analogos o derivados de los mismos, y opcionalmente grupos de unién adicionales y ligandos de unién a
receptor adicionales pueden conectarse a la formula anterior en las cadenas laterales NH libres de los fragmentos de
acido 2,1-diaminoalcanoico, o en el carboxilato terminal tal como se indica mediante las valencias libres en el mismo.

En otra realizacion, se describe un producto intermedio de ligando de folato que tiene la siguiente formula
CO;H
0 N\AA )p
o, CO.H

19



10

15

20

25

30

35

ES 2 468 240 T3

en la que m, n, g y p son numeros enteros que se seleccionan independientemente del intervalo de 0 a
aproximadamente 8; AA es un residuo de aminoacido, R' es hidrégeno, alquilo o un grupo protector de nitrégeno, y se
unen opcionalmente farmacos a los atomos (*). En un aspecto, AA es un residuo de aminoacido que se produce de
manera natural de configuracion o bien natural o bien no natural. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-
NH-AA-C(O)-)» es un residuo de aminoacido hidrofilo. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-NH-AA-C(O)-
)n €s un residuo de Asp y/o Arg. En otro aspecto, los numeros enteros o y p son 1 o mayor. En otro aspecto, el numero
entero m es 2 o mayor. Los farmacos, o analogos o derivados de los mismos, y opcionalmente grupos de union
adicionales y ligandos de union a receptor adicionales pueden conectarse a la formula anterior en las cadenas laterales
NH libres de los fragmentos de acido 2,(I-diaminoalcanoico, en los grupos cisteiniltiol, o en el carboxilato terminal, tal
como se indica mediante las valencias libres en el mismo.

En otra realizacion, se describe un producto intermedio de ligando de folato que tiene la siguiente formula

( N S*
o] .0 )

Iz

O

. (o]
N
N Z

HNT N7 N

en la que m, n, g, p y r son numeros enteros que se seleccionan independientemente del intervalo de 0 a
aproximadamente 8; AA es un residuo de aminoacido, R' es hidrégeno, alquilo o un grupo protector de nitrégeno, y se
unen opcionalmente farmacos a los atomos (*). En un aspecto, AA es un residuo de aminoacido que se produce de
manera natural de configuracion o bien natural o bien no natural. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-
NH-AA-C(O)-), es un residuo de aminoacido hidrofilo. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-NH-AA-C(O)-
)n €s un residuo de Asp y/o Arg. En otro aspecto, los nimeros enteros o, p y r son 1 o mayor. En otro aspecto, el nimero
entero m es 2 o mayor. Los farmacos, o analogos o derivados de los mismos, y opcionalmente grupos de unién
adicionales y ligandos de unién a receptor adicionales pueden conectarse a la férmula anterior en las cadenas laterales

NH libres de los fragmentos de acido 2,[1-diaminoalcanoico, en los grupos cisteiniltiol, en los grupos serinilhidroxilo o en
el carboxilato terminal, tal como se indica mediante las valencias libres en el mismo.

En otra realizacién, se describe un producto intermedio de ligando de folato que incluye mitomicina como uno de los
farmacos y que tiene la siguiente férmula

R NH
R

: . o H
) o v o OY\/S\S/\/N OMe
' o ' : NH .
' . " COH y o/ (fha Me NH
, .o LN ' OH 0.
Q N A VAN m S
N_ . H, I Hoo :
HN I IS flq . .
N Z R? ’ : .
HNT SN N S _

en la que m, n y g son niumeros enteros que se seleccionan independientemente del intervalo de 0 a aproximadamente
8; y AA es un residuo de aminoacido. En un aspecto, AA es un residuo de aminoacido que se produce de manera
natural de configuracion o bien natural o bien no natural. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-NH-AA-
C(O)-)n es un residuo de aminoacido hidrofilo. En otro aspecto, uno o mas de AA en el fragmento (-NH-AA-C(O)-), es un
residuo de Asp y/o Arg. En otro aspecto, el nimero entero o es 1 o mayor. En otro aspecto, el niumero enterom es 2 o
mayor. Los farmacos, o analogos o derivados de los mismos, y opcionalmente grupos de union adicionales y ligandos
de unidn a receptor adicionales pueden conectarse a la férmula anterior en las cadenas laterales NH libres adicionales
de los fragmentos de acido 2,1-diaminoalcanoico, o en el carboxilato terminal, tal como se indica mediante las valencias
libres en el mismo.

En otra realizacién, se describe un conjugado de multiples farmacos de ligando de folato que incluye una mitomicina y
un alcaloide de la vinca y que tiene la siguiente férmula
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Cne” HO;C\

Hc HOHPN““YO ?/zc u)j’) Vu \n"a)kj NT\/L k@ N\)\NH

HOSC

En otra realizacion, se describe un conjugado de multiples farmacos de ligando de folato que incluye una mitomicina,
una aclamicina y un alcaloide de la vinca y que tiene la siguiente férmula

COM

/K/

Su g0 Tl/ NHNHOG,

En otra realizacion, se describe una composicion farmacéutica. La composicion farmacéutica comprende un conjugado
de administracion de farmacos descrito en el presente documento en combinaciéon con un portador, excipiente y/o
diluyente farmacéuticamente aceptable para el mismo.

Las poblaciones de células patégenas que pueden tratarse usando los métodos descritos en el presente documento
incluyen, pero no se limitan a canceres, tales como canceres epiteliales del ovario, glandula mamaria, colon, pulmén,
nariz, garganta, cerebro, y otros tipos de células tumorales, agentes infecciosos, macréfagos activados, monocitos
activados, y similares. Los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento pueden
usarse tanto para aplicaciones veterinarias como de medicina clinica en seres humanos. Por tanto, el animal huésped
que alberga la poblacién de células patdégenas y se trata con los conjugados de administracion de farmacos puede ser
un ser humano o, en el caso de aplicaciones veterinarias, puede ser un animal de laboratorio, agricola, doméstico o
salvaje. Los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento pueden administrarse a
animales huésped incluyendo, pero sin limitarse a, 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 0s0s, 0sos pandas, leones, tigres, leopardos, elefantes, cebras, jirafas, gorilas, delfines y ballenas.

Los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento pueden usarse para tratar una
variedad de patologias y células patégenas en animales huésped. Tal como se usa en el presente documento, “células
patégenas” significa células cancerosas, agentes infecciosos tales como bacteria y virus, células infectadas con
bacterias o virus, macréfagos activados que pueden provocar un estado patolégico y cualquier otro tipo células
patégenas que exprese de manera unica, exprese preferentemente o sobreexprese receptores de ligando, tales como
receptores de vitamina o receptores que se unen a analogos o derivados de vitaminas. Las células patdgenas también
pueden incluir cualquier célula que provoque un estado patolégico para el que el tratamiento con los conjugados de
administracion de farmacos dé como resultado una reduccion de los sintomas de la enfermedad. Las células patégenas
también pueden ser células huésped que son patégenas en algunas circunstancias, tales como células del sistema
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inmunitario que son responsables de la enfermedad de injerto contra huésped, pero que no son patégenas en otras
circunstancias.

Por tanto, la poblacion de células patégenas puede ser una poblacion de células cancerosas que son tumorigénicas,
incluyendo tumores benignos y tumores malignos, o pueden ser no tumorigénicas. La poblacion de células cancerosas
puede surgir espontaneamente o mediante procesos tales como mutaciones presentes en la linea germinal del animal
huésped o mutaciones somaticas, o puede inducirse quimicamente, viralmente o por radiacion. La invencion puede
utilizarse para tratar canceres tales como carcinomas, sarcomas, linfomas, enfermedad de Hodgkin, melanomas,
mesoteliomas, linfoma de Burkitt, carcinomas nasofaringeos, leucemias y mielomas. La poblacién de células cancerosas
puede incluir, pero no se limita a, cancer oral, de tiroides, endocrino, de piel, gastrico, esofagico, laringeo, pancreatico,
de colon, de vejiga, de huesos, de ovario, del cuello del utero, uterino, de mama, testicular, de préstata, rectal, de rifién,
de higado y de pulmon.

En ejemplos en los que la poblacion de células patégenas es una poblaciéon de células cancerosas, el efecto de la
administracion del conjugado de administracion de farmacos es una respuesta terapéutica medida mediante la
reduccién o eliminacién de la masa tumoral o de la inhibicién de la proliferacion de células tumorales. En el caso de un
tumor, la eliminacién puede ser una eliminaciéon de la proliferacion de células tumorales. En el caso de un tumor, la
eliminacion puede ser una eliminacion de células del tumor primario o de células que han experimentado metastasis o
estan en el proceso de disociarse del tumor primario. También se contempla un tratamiento profilactico con el conjugado
de administracion de farmacos para prevenir el retorno de un tumor tras su eliminacion mediante cualquier enfoque
terapéutico incluyendo eliminacién quirargica del tumor, radioterapia, quimioterapia o terapia biolégica. El tratamiento
profilactico puede ser un tratamiento inicial con el conjugado de administracién de farmacos, tal como tratamiento en un
régimen diario de dosis multiple, y/o puede ser un tratamiento adicional o una serie de tratamientos tras un intervalo de
dias o meses tras el/los tratamiento(s) inicial(es). Por consiguiente, la eliminaciéon de cualquiera de las poblaciones de
células patdgenas descritas anteriormente incluye la reduccion en el nimero de células patdgenas, la inhibicion de la
proliferacion de células patdgenas, un tratamiento profilactico que previene el retorno de células patdégenas; o un
tratamiento de células patégenas que da como resultado una reduccion de los sintomas de la enfermedad.

En casos en los que estan eliminandose células cancerosas, el método descrito en el presente documento puede
usarse en combinacién con eliminacién quirirgica de un tumor, radioterapia, quimioterapia o terapias bioldgicas tales
como otras inmunoterapias incluyendo, pero sin limitarse a, terapia con anticuerpos monoclonales, tratamiento con
agentes inmunomoduladores, transferencia adoptiva de células efectoras inmunitarias, tratamiento con factores de
crecimiento hematopoyéticos, citocinas y vacunacion.

El método descrito en el presente documento puede aplicarse también a poblaciones de células patdégenas que
provocan una variedad de enfermedades infecciosas. Por ejemplo, la presente invencion puede aplicarse a poblaciones
de células patégenas tales como bacterias, hongos, incluyendo levaduras, virus, células infectadas con virus,
micoplasmas y parasitos. Organismos infecciosos que pueden tratarse con los conjugados de administracion de
farmacos descritos en el presente documento son cualquier organismo infeccioso reconocido en la técnica que
provoque patogénesis en un animal, incluyendo organismos tales como bacterias que son cocos o 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 Campylobacter, 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
provoque una enfermedad en un animal huésped puede tratarse con los conjugados de administracion de farmacos
descritos en el presente documento.

De particular interés son bacterias que son resistentes a antibiéticos tales como especies de Staphylococcus y especies
de Streptococcus resistentes a antibidticos, o bacterias que son susceptibles a antibidticos; pero que provocan
infecciones recurrentes tratadas con antibiéticos de modo que desarrollan finalmente organismos resistentes. Las
bacterias que son susceptibles a antibidticos, pero que provocan infecciones recurrentes tratadas con antibioticos de
modo que desarrollan finalmente organismos resistentes, pueden tratarse con los conjugados de administracion de
farmacos descritos en el presente documento en ausencia de antibiéticos, o en combinacién con una dosis de
antibioticos inferior a la que se administraria normalmente a un animal huésped, para evitar el desarrollo de estas cepas
bacterianas resistentes a antibidticos.
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Enfermedades provocadas por virus, tales como virus de ADN y ARN, también pueden tratarse con los conjugados de
administracion de farmacos descritos en el presente documento. Tales virus incluyen, pero no se limitan a, virus de ADN
tales como virus del papiloma, parvovirus, adenovirus, virus del herpes y virus vaccinia, y virus de ARN, tales como
arenavirus, coronavirus, rinovirus, virus sincitiales respiratorios, virus influenza, picornavirus, paramixovirus, reovirus,
retrovirus, lentivirus y rabdovirus.

Los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente documento también pueden usarse para tratar
enfermedades provocadas por cualquier hongo, incluyendo levaduras, especies de micoplasmas, parasitos u otros
organismos infecciosos que provocan enfermedad en animales. Los ejemplos de hongos que pueden tratarse con el
método y los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento incluyen hongos que
crecer como mohos o son de tipo levadura, incluyendo, por ejemplo, hongos que provocan enfermedades tales como
tifa, histoplasmosis, blastomicosis, aspergilosis, criptococosis, esporotricosis, coccidioidomicosis,
paracoccidioidomicosis, mucormicosis, cromoblastomicosis, dermatofitosis, prototecosis, fusariosis, pitiriasis, micetoma,
paracoccidioidomicosis, feohifomicosis, pseudoalesqueriasis, esporotricosis, tricosporosis, infecciéon por Pneumocystis y
candidiasis.

Los conjugados de administracién de farmacos descritos en el presente documento pueden usarse también para tratar
infecciones parasitas incluyendo, pero sin limitarse a, infecciones provocadas por cestodos, tales como especies de
Taenia, Hymenolepsis, Diphyllobothrium y Echinococcus, trematodos, tales como especies de Fasciolopsis,
Heterophyes, Metagonimus, Clonorchis, Fasciola, Paragonimus y Schitosoma, nematelmintos, tales como especies de
Enterobius, Trichuris, Ascaris, Ancylostoma, Necator, Strongyloides, 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 vy
Enterocytozoon.

Las células patégenas a las que se dirigen los conjugados de administracién de farmacos pueden ser también células
que albergan patégenos endégenos, tales como células infectadas con virus, micoplasmas, parasitos o bacterias, si
estas células expresan preferentemente receptores de ligando, tales como receptores para vitaminas, o analogos o
derivados de las mismas.

En una realizacion, los conjugados de administraciéon de farmacos pueden internalizarse en las células patégenas
seleccionadas como diana tras la unién del ligando a un receptor, transportador u otra proteina presentada en la
superficie que se une especificamente al ligando y que se expresa preferentemente sobre las células patogenas. Tal
internalizacion puede producirse, por ejemplo, a través de endocitosis mediada por receptor. Si el conjugado de
administracion de farmacos contiene un grupo de union liberable, el ligando y el compuesto de la vinca pueden
disociarse intracelularmente y la vinca puede actuar sobre su diana intracelular.

En otro ejemplo ilustrativo, el ligando del conjugado de administracion de farmacos puede unirse a la célula patégena
colocando el compuesto de la vinca en asociacion estrecha con la superficie de la célula patdégena. El compuesto de la
vinca puede liberarse entonces mediante escision del grupo de unién liberable. Por ejemplo, el compuesto de la vinca
puede liberarse mediante una proteina disulfuro isomerasa si el grupo de unién liberable es un grupo disulfuro. El
compuesto de la vinca puede captarse entonces por la célula patégena a la que estd unido el conjugado de
administracion de farmacos de unién a receptor, o el compuesto de la vinca puede captarse por otra célula patdgena en
proximidad estrecha a la misma. Alternativamente, el compuesto de la vinca podria liberarse mediante una proteina
disulfuro isomerasa dentro de la célula cuando el grupo de unién liberable es un grupo disulfuro. EI compuesto de la
vinca también puede liberarse mediante un mecanismo hidrolitico, tal como hidrdlisis catalizada por acido, tal como se
describié anteriormente para determinados mecanismos de beta eliminaciéon, o mediante una escisién asistida de
manera anquimérica a través de un mecanismo que produce i6n oxonio o i6n lactonio. La seleccion del grupo o los
grupos de union liberables establecera el mecanismo mediante el cual el compuesto de la vinca se libera del conjugado.
Se aprecia que una seleccion de este tipo puede definirse previamente mediante las condiciones en las que se usara el
conjugado de administracion de farmacos.

En otro ejemplo ilustrativo, en el que el grupo de unién no comprende un grupo de union liberable, el resto de ligando
del conjugado de administracidon de farmacos puede unirse a la célula patégena colocando el compuesto de la vinca
sobre la superficie de la célula patégena para seleccionar como diana la célula patégena para el ataque por otras
moléculas que pueden unirse al compuesto de la vinca. Alternativamente, en esta realizacion, los conjugados de
administracion de farmacos pueden internalizarse en las células seleccionadas como diana tras la union, y el resto de
ligando y el compuesto de la vinca pueden permanecer asociados intracelularmente presentando el compuesto de la
vinca sus efectos sin disociacion del resto de ligando.

Todavia en otro ejemplo, o en combinacién con las realizaciones descritas anteriormente, cuando el conjugado de
administracion de farmacos se une a un receptor de vitamina u otro receptor de ligando, el conjugado puede unirse a
receptores de vitamina solubles presentes en el suero o a proteinas séricas, tales como albumina, dando como
resultado una circulacion prolongada de los conjugados en relacion con el compuesto de la vinca no conjugado, y un
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aumento de la actividad de los conjugados hacia la poblaciéon de células patdgenas en relacion con el compuesto de la
vinca no conjugado.

El sitio de unién para el ligando, tal como una vitamina, puede incluir receptores para el ligando que pueden unirse
especificamente al ligando en el que el receptor u otra proteina se expresa de manera Unica, se sobreexpresa o se
expresa preferentemente por una poblacion de células patégenas. Una proteina presentada en la superficie expresada
de manera Unica, sobreexpresada o expresada preferentemente por las células patégenas es normalmente un receptor
que o bien no estd presente o bien esta presente a concentraciones inferiores sobre células no patdgenas
proporcionando un medio para la eliminacion selectiva de las células patégenas. Los conjugados de administracion de
farmacos pueden ser capaces de unirse con alta afinidad a receptores sobre células cancerosas u otros tipos de células
patégenas. La union de alta afinidad puede ser inherente al ligando o la afinidad de unién puede potenciarse mediante
el uso de un ligando modificado quimicamente.

Los conjugados de administracion de farmacos descritos en el presente documento pueden administrarse en una
terapia de combinacién con cualquier otro farmaco conocido, esté dirigido o no el farmaco adicional. Los farmacos
adicionales ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, péptidos, oligopéptidos, oligopéptidos retroinversos, proteinas,
analogos de proteina en los que al menos un enlace no peptidico reemplaza a un enlace peptidico, apoproteinas,
glicoproteinas, enzimas, coenzimas, inhibidores de enzimas, aminoacidos y sus derivados, receptores y otras proteinas
de membrana, antigenos y anticuerpos frente a los mismos, haptenos y anticuerpos frente a los mismos, hormonas,
lipidos, fosfolipidos, liposomas, toxinas, antibidticos, analgésicos, broncodilatadores, beta-bloqueantes, agentes
antimicrobianos, agentes antihipertensores, agentes cardiovasculares incluyendo antiarritmicos, glicésidos cardiacos,
antianginosos, vasodilatadores, agentes del sistema nervioso central incluyendo estimulantes, psicotropos,
antimaniacos y depresores, agentes antivirales, antihistaminicos, farmacos contra el cancer incluyendo agentes
quimioterapicos, tranquilizantes, antidepresivos, antagonistas de H-2, anticonvulsivos, antinduseas, prostaglandinas y
analogos de prostaglandinas, relajantes musculares, sustancias antiinflamatorias, estimulantes, descongestivos,
antieméticos, diuréticos, antiespasmadicos, antiasmaticos, agentes antiparkinsonianos, expectorantes, supresores de la
tos, mucoliticos y aditivos minerales y nutricionales.

En otro aspecto ilustrativo, el farmaco adicional puede seleccionarse de un compuesto que puede estimular una
respuesta inmunitaria enddégena. Los compuestos adecuados incluyen, pero no se limitan a, citocinas o factores de
crecimiento de células inmunitarias tales como interleucinas 1-18, factor de células madre, FGF basico, EGF, G-CSF,
GM-CSF, ligando FLK-2, HILDA, MIP-101, TGF-[1, TGF-[], M-CSF, IFN-[J, IFN-[J, IFN-y, CD23 soluble, LIF, y
combinaciones de los mismos.

Pueden usarse combinaciones terapéuticamente eficaces de estos factores inmunoestimuladores. En una realizacion,
por ejemplo, pueden usarse cantldades terapéuticamente eficaces de IL 2, por ejemplo, en cantidades que oscilan entre
aproximadamente 0,1 MUI/m %/dosis/dia y aproximadamente 15 MUI/m ’/dosis/dia en un reglmen diario de dosis multiple,
e IFN-1J, por ejemplo, en cantidades que oscilan entre aproximadamente 0,1 MUI/m %/dosis/dia y aproximadamente
7,5 MUl/m%/dosis/dia en un régimen diario de dosis multiples, junto con los conjugados de administracion de farmacos
para eliminar, reducir o neutralizar celulas patdégenas en un animal huésped que alberga las células patégenas (MUI =
millén de unidades internacionales; m? = area de superficie corporal aproximada de un humano promedio). En otra
realizacion pueden usare IL-12 e IFN-UJ en las cantidades terapéuticamente eficaces descritas anteriormente para
interleucinas e interferones, y en aun otra realizacion pueden usarse IL-15 e IFN-[1 en las cantidades terapéuticamente
eficaces descritas anteriormente para interleucinas e interferones. En una realizacion alternativa pueden usarse IL-2,
IFN-[ o IFN-y, y GM-CSF en combinacioén en las cantidades terapéuticamente eficaces descritas anteriormente. Puede
usarse también cualquier otra combinacion eficaz de citocinas incluyendo combinaciones de otras interleucinas e
interferones y factores estimulantes de colonias.

Ademas, el farmaco adicional puede ser cualquier farmaco conocido en la técnica que sea citotdxico o citostatico,
potencie la permeabilidad del tumor, inhiba la proliferacion de células tumorales, promueva la apoptosis, disminuya la
actividad antiapoptoética en células dianas, se use para tratar enfermedades provocadas por agentes infecciosos,
potencie una respuesta inmunitaria endégena dirigida a la células patégenas o sea util para tratar un estado patolégico
provocado por cualquier tipo de célula patégena. Los farmacos adicionales adecuados a modo de ejemplo incluyen
adrenocorticoides y corticosteroides, agentes alquilantes, antiandrégenos, antiestrégenos, andrégenos, aclamicina y
derivados de aclamicina, estrégenos, antimetabolitos tales como arabinésido de citosina, analogos de purina, analogos
de pirimidina y metotrexato, busulfano, carboplatino, cIorambucno cisplatino y otros compuestos de platino, tamoxifeno,
taxol, paclitaxel, derivados de paclitaxel, Taxotere ciclofosfamida, daunomicina, rizoxina, toxina T2, alcaloides
vegetales, prednisona, hidroxiurea, teniposido, mltomlcmas, discodermolidas, inhibidores de microtubulos distintos de
vinca, epotilonas, tubulisina, ciclopropilbenz[e]indolona, seco-ciclopropilbenz[e]indolona, O-Ac-seco-
ciclopropilbenz[e]indolona, bleomicina y cualquier otro antibiético, mostazas de nitrégeno, nitrosureas, colchicina,
derivados de colchicina, alocolchicina, tiocolchicina, tritilcisteina, halicondrina B, dolastatinas tales como dolastatina 10,
amanitinas tales como [J-amanitina, camptotecina, irinotecan y otros derivados de camptotecina de los mismos,
geldanamicina y derivados de geldanamicina, estramustina, nocodazol, MAP4, colcemida, vindesina, vinblastina,

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 468 240 T3

vincristina, catarantina, vindolina, leurosina, vinorelbina, imidocarb, sibutramina, toltrazuril, acido vinblastinoico,
maitansinas y analogos y derivados de las mismas, gemcitabina, agentes inflamatorios y proinflamatorios, inhibidores de
la transduccion de sefiales de péptidos y peptidomiméticos, y cualquier otro farmaco o toxina reconocido en la técnica.
Otros farmacos que pueden usarse en terapias de combinacion incluyen penicilinas, cefalosporinas, vancomicina,
eritromicina, clindamicina, rifampina, cloranfenicol, antibiéticos de aminoglucésido, gentamicina, anfotericina B, aciclovir,
trifluridina, ganciclovir, zidovudina, amantadina, ribavirina, y cualquier otro compuesto antimicrobiano reconocido en la
técnica. También pueden usarse analogos o derivados de cualquiera de los farmacos adicionales descritos
anteriormente en terapias de combinacion.

En ofra realizacién ilustrativa, se proporcionan composiciones farmacéuticas. Las composiciones farmacéuticas
comprenden una cantidad de un conjugado de administracion de farmacos eficaz para eliminar una poblacién de células
patégenas en un animal huésped cuando se administran en una o mas dosis. El conjugado de administracion de
farmacos se administra preferiblemente al animal huésped por via parenteral, por ejemplo, por via intradérmica, por via
subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal, por via intravenosa o por via intratecal. Alternativamente, el
conjugado de administracion de farmacos puede administrarse al animal huésped mediante otros procedimientos utiles
médicamente, tales como por via oral, y puede usarse cualquier dosis eficaz y forma farmacéutica terapéutica
adecuada, incluyendo formas farmacéuticas de liberacién prolongada. Los excipientes a modo de ejemplo utiles para
formas farmacéuticas orales incluyen, pero no se limitan a, almidén de maiz, gelatina, lactosa, estearato de magnesio,
bicarbonato de sodio, derivados de celulosa y glicolato sédico de almidon.

Los ejemplos de formas farmacéuticas parenterales incluyen disoluciones acuosas del agente activo, en una solucién
salina isotonica, glucosa al 5% u otros portadores liquidos farmacéuticamente aceptables bien conocidos tales como
alcoholes liquidos, glicoles, ésteres y amidas. La forma farmacéutica parenteral segin esta invencién puede estar en
forma de un liofilizado reconstituible que comprende la dosis del conjugado de administracion de farmacos. En un
aspecto de la presente realizaciéon, puede administrarse cualquiera de varias formas farmacéuticas de liberacion
prolongada conocidas en la técnica tales como, por ejemplo, las matrices de hidratos de carbono biodegradables
descritas en las patentes estadounidenses n.”® 4.713.249; 5.266.333; y 5.417.982 o, alternativamente, puede usarse
una bomba lenta (por ejemplo, una bomba osmoética).

El farmaco adicional en la terapia de combinaciéon puede administrarse al animal huésped antes de, después de o al
mismo tiempo que los conjugados de administracion de farmacos y el farmaco adicional puede administrarse como
parte de la misma composicidon que contiene el conjugado de administracién de farmacos o como parte de una
composicion diferente que el conjugado de administracién de farmacos. Puede usarse cualquiera de tales terapias de
combinaciéon a una dosis eficaz del farmaco adicional. En otro aspecto ilustrativo, puede usarse mas de un tipo de
conjugado de administracion de farmacos. Por ejemplo, el animal huésped puede tratarse en un protocolo de
dosificacion conjunta con conjugados con diferentes ligandos tales como, por ejemplo, conjugados de folato-vinca y
vitamina B42-vinca en combinacion, y similares. En ofra realizacion ilustrativa, el animal huésped puede tratarse con
conjugados que comprenden mas de un ligando tal como, por ejemplo, multiples folatos o multiples moléculas de
vitamina B+2 en un conjugado, o combinaciones de ligandos en el mismo conjugado tal como un compuesto de la vinca
conjugado con ligandos de tanto folato como vitamina B1,. Ademas, pueden usarse conjugados de administracion de
farmacos con diferentes tipos de compuestos de la vinca en conjugados de administracion de farmacos separados.

La dosificacién diaria unitaria del conjugado de administracion de farmacos puede variar significativamente dependiendo
del estado del huésped, el estado patolégico que esta tratdndose, el peso molecular del conjugado, su via de
administracion y distribucion tisular, y la posibilidad de uso conjunto de otros tratamientos terapéuticos tales como
radioterapia o farmacos adicionales en terapias de combinacion. La cantidad eficaz que va a administrarse a un animal
huésped se basa en el area de superficie corporal, el peso y la evaluacion por el médico del estado del paciente. Las
dosis eficaces pueden oscilar, por ejemplo, entre aproximadamente 1 ng/kg y aproximadamente 1 mg/kg, entre
aproximadamente 1 pg/kg y aproximadamente 500 pg/kg y entre aproximadamente 1 pg/kg y aproximadamente 100

ug/kg.

Puede usarse cualquier régimen eficaz para administrar los conjugados de administracién de farmacos. Por ejemplo, los
conjugados de administracién de farmacos pueden administrarse como dosis Unicas, o pueden dividirse y administrarse
como un régimen diario de dosis multiple. Ademas, puede usarse un régimen escalonado, por ejemplo, puede usarse de
uno a tres dias a la semana como alternativa al tratamiento diario, y para el fin de definir esta invenciéon se considera
que tal régimen diario intermitente o escalonado es equivalente al tratamiento cada dia y se contempla. En una
realizacion ilustrativa el animal huésped se trata con multiples inyecciones del conjugado de administracion de farmacos
para eliminar la poblacion de células patégenas. En una realizacion, al huésped se le inyecta mudltiples veces
(preferiblemente de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 50 veces) el conjugado de administracion de farmacos,
por ejemplo, a intervalos de 12-72 horas o a intervalos de 48-72 horas. Pueden administrarse inyecciones adicionales
del conjugado de administracién de farmacos al animal huésped a un intervalo de dias o meses tras la(s)
inyeccion/inyecciones inicial(es) y las inyecciones adicionales pueden prevenir la reaparicién del estado patologico
provocado por las células patégenas.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 468 240 T3

En un aspecto ilustrativo, las vitaminas, o analogos o derivados de las mismas, que pueden usarse en los conjugados
de administracién de farmacos incluyen las que se unen a receptores expresados especificamente sobre macréfagos
activados, tales como el receptor de folato que se une a folato, o un analogo o derivado del mismo. Los conjugados
unidos a folato, por ejemplo, puede usarse para destruir o suprimir la actividad de macréfagos activados que provocan
estados patoldgicos en el huésped. Tales conjugados que seleccionan como diana macréfagos, cuando se administran
a un animal huésped que padece un estado patolégico mediado por macréfagos activados, funcionan concentrando y
asociando los compuestos de la vinca conjugados en la poblacion de macréfagos activados para destruir los
macrofagos activados o suprimir la funcion de los macréfagos. La eliminacion, reduccion o desactivacion de la poblacion
de macrofagos activados funciona deteniendo o reduciendo la patogénesis mediada por macrofagos activados
caracteristica del estado patolégico que esta tratandose. Las enfermedades a modo de ejemplo que se sabe que estan
mediadas por macréfagos activados incluyen artritis reumatoide, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, psoriasis,
osteomielitis, esclerosis multiples, aterosclerosis, fibrosis pulmonar, sarcoidosis, esclerosis sistémica, rechazo de
trasplante de 6rgano (EICH) e inflamaciones cronicas. La administracion del conjugado de administracion de farmacos
continia normalmente hasta que los sintomas del estado patoldgico se reducen o se eliminan.

Los conjugados de administracion de farmacos administrados para destruir macréfagos activados o suprimir la funcion
de macréfagos activados pueden administrarse por via parenteral al animal huésped, por ejemplo, por via intradérmica,
por via subcutanea, por via intramuscular, por via intraperitoneal o por via intravenosa en combinacion con un portador
farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, los conjugados de administracion de farmacos pueden administrarse al
animal huésped mediante otros procedimientos Utiles médicamente y pueden administrarse dosis eficaces en formas
farmacéuticas de liberaciéon prolongada o convencional. El método terapéutico puede usarse solo o en combinacién con
otros métodos terapéuticos reconocidos para el tratamiento de estados patoldgicos mediados por macrofagos activados.

Los siguientes ejemplos ilustrativos mostrados a modo de ejemplo no pretenden ser y no deben interpretarse como
limitativos. Por ejemplo, en cada compuesto presentado en el presente documento, la estereoquimica de aminoacidos
usados en la formacion del grupo de union puede seleccionarse opcionalmente de la configuracion L natural o la
configuracion D no natural. Cada ejemplo se caracterizé mediante espectroscopia de RMN, EM y/o UV, y/o HPLC tal
como se indica; se indican sefales caracteristicas seleccionadas segun sea apropiado.

EJEMPLOS DE METODO

EJEMPLO DE METODO 1. Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones. Se evalué la actividad antitumoral de los
compuestos descritos en el presente documento, cuando se administran por via intravenosa (i.v.) a animales que llevan
tumores, en ratones Balb/c que llevan tumores M109 subcutaneos. Aproximadamente 11 dias tras la inoculacion de
tumores en la hipodermis de la axila derecha con 1 x 10° células M109 (volumen tumoral promedio a t, = 60 mm3), se
les inyectd a los ratones (5/grupo) por via i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas 1500 nmol/kg del
conjugado de administracion de farmacos o un volumen de dosis equivalente de PBS (control). Se midi6 el crecimiento
tumoral usando calibres a intervalos de 2 dias o de 3 dias en cada grupo de tratamiento. Se calcularon los volumenes
tumorales usando la ecuacién V = a x b%2, en la que “@” es la longitud del tumor y “b” es la anchura expresada en
milimetros.

EJEMPLO DE METODO 2. Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones. Se evalué la actividad antitumoral de los
compuestos descritos en el presente documento, cuando se administran por via intravenosa (i.v.) a animales que llevan
tumores, en ratones nu/nu que llevan tumores KB subcutaneos. Aproximadamente 8 dias tras la inoculacion de tumores
en la hipodermis de la axila derecha con 1 x 10° células KB (volumen tumoral promedio a t, = 50-100 mms), se les
inyectd a los ratones (5/grupo) por via i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas 5 pmol/kg del conjugado de
administracién de farmacos o un volumen de dosis equivalente de PBS (control). Se midié el crecimiento tumoral
usando calibres a intervalos de 2 dias o de 3 dias en cada grupo de tratamiento. Se calcularon los volumenes tumorales
usando la ecuacion V = a x b%/2, en la que “a” es la longitud del tumor y “b” es la anchura expresada en milimetros.

EJEMPLO DE METODO 3. Inhibicion de la sintesis de ADN celular

Se evaluaron los compuestos descritos en el presente documento usando un ensayo de citotoxicidad in vitro que
predice la capacidad del farmaco para inhibir el crecimiento de células KB positivas para receptor de folato. Los
compuestos estaban compuestos por folato unido a un farmaco quimioterapico respectivo, tal como se prepara segun
los protocolos descritos en el presente documento. Se expusieron las células KB durante hasta 7 h a 37°C a las
concentraciones indicadas de conjugado de folato-farmaco en ausencia o presencia de al menos un exceso de 100
veces de acido folico. Entonces se enjuagaron las células una vez con medio de cultivo nuevo y se incubaron en medio
de cultivo nuevo durante 72 horas a 37°C. Se evalud la viabilidad celular usando un ensayo de incorporacion de *H-
timidina.

Tal como se muestra en las figuras en el presente documento, podia medirse la citotoxicidad dependiente de la dosis, y
en la mayoria de los casos, los valores de Clso (concentracion de conjugado de farmaco requerida para reducir la
incorporacion de *H-timidina en ADN recién sintetizado en un 50%) estaban en el intervalo nanomolar bajo. Ademas, se
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redujeron las citotoxicidades de estos conjugados en presencia de acido félico libre en exceso, lo que indica que la
destruccion celular observada estaba mediada por la unién al receptor de folato.

EJEMPLO DE METODO 4. Ensayo de afinidad relativa. Se determiné la afinidad por receptores de folato (FR) en
relacion con folato segun un método descrito previamente (Westerhof, G. R., J. H. Schornagel, et al. (1995) Mol. Pharm.
48: 459-471) con una ligera modificacion. En resumen, se sembraron en exceso células KB positivas para FR en placas
de cultivo celular de 24 pocillos y se permiti6 que se adhiriesen al plastico durante 18 h. Se reemplazé el medio de
incubacién gastado en pocillos designados por RPMI libre de folato (FFRPMI) complementado con *H-acido félico 100
nM en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de articulo de prueba o acido folico. Se incubaron las células
durante 60 min a 37°C y entonces se enjuagaron 3 veces con PBS, pH 7,4. Se afiadieron quinientos microlitos de SDS
al 1% en PBS, pH 7,4, por pocillo. Entonces se recogieron los lisados celulares y se afiadieron a viales individuales que
contenian 5 ml de céctel de centelleo, y entonces se contaron para determinar la radiactividad. Los tubos control
negativo contenian soélo el *H-acido folico en FFRPMI (sin competidor). Los tubos control positivo contenian una
concentracion final de acido félico 1 mM, y se restaron las CPM medidas en estas muestras (que representan la unién
no especifica del marcador) de todas las muestras. De manera notable, se definieron las afinidades relativas como la
razén molar inversa de compuesto requerida para desplazar el 50% del ®H-acido félico unido al FR en células KB, y se
ajustd la afinidad relativa del acido félico por el FR a 1.

EJEMPLO DE METODO 5. Ensayo de volumen tumoral de 4T-1. Se obtuvieron ratones de seis a siete semanas de
edad (cepa Balb/c hembra) de Harlan, Inc., Indianapolis, IN. Se mantuvieron los ratones con pienso libre de folato de
Harlan durante un total de tres semanas antes del comienzo de y durante este experimento. Se inocularon células
tumorales 4T-1 negativas para receptor de folato (1 x 10° células por animal) en la hipodermis de la axila derecha.
Aproximadamente 5 dias tras la inoculaciéon de tumores cuando el volumen tumoral promedio de 4T-1 era de ~100 mm?®,
se les inyect6 a ratones (5/grupo) por via i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas 3 umol/kg de conjugado
de administracion de farmacos o un volumen de dosis equivalente de PBS (control). Se midié el crecimiento tumoral
usando calibres a intervalos de 2 dias o de 3 dias en cada grupo de tratamiento. Se calcularon los volumenes tumorales

usando la ecuacion V = a x b%/2, en la que “a” es la longitud del tumor y “b” es la anchura expresada en milimetros.

EJEMPLO DE METODO 6. Determinacién del peso. Se determiné el cambio de peso en porcentaje de los ratones en
ratones (5 ratones/grupo) en los dias indicados tras la inoculacién del tumor (PTI) tal como se muestra en el grafico para
las muestras descritas en el ensayo de volumen tumoral relacionado.

EJEMPLO DE METODO 7. Preparacién general de folato-péptidos. Se preparan grupos de unién descritos en el
presente documento que incluyen un péptido mediante un enfoque secuencial soportado en polimero usando métodos
convencionales, tales como la estrategia de Fmoc sobre una resina de Fmoc-AA-Wang sensible a acido. De manera
ilustrativa, se prepara el fragmento de peptidilo que contiene folato Pte-Glu-(AA),-NH(CHR2)CO2H (3) mediante el
método mostrado en el esquema 1 a partir de aminoacidos soportados en resina de Wang vy sintesis de aminoacidos
protegidos con Fmoc.

Esquema 1

' H
R‘l‘NH\'j\D a,b N : a,¢.a,d
3 Wan 3 . g 8,
9 {nveces) Ry NI-I—-—[AAW 'O-Wang
' o R

Ry Ry
1 2

=]
H. ’
N
N—{AA OH
H
Rz

(a) piperidina al 20%/DMF; (b) Fmoc-AA-OH, PyBop, DIPEA, DMF; (¢) Fmoc-Glu-O-
t-Bu or Fmoc-Glu(y-O-z-Bu)-OH, PyBop, DIPEA, DMF; (d) N'%(TFA)-Pte-OH;
PyBop, DIPEA, DMSO; (e) TFAA, (CH,SH),, i-Pr;SiH; (f). NH,OH, pH 9-10.

En esta realizacion ilustrativa de los procedimientos descritos en el presente documento, R1 es Fmoc, R; es la cadena
lateral de aminoacido protegida apropiadamente deseada, Wang es una 2-clorotritil-resina y DIPEA es
diisopropiletilamina. Se usan procedimientos de acoplamiento convencionales, tales como PyBOP vy otros descritos en el
presente documento o conocidos en la técnica, en los que el agente de acoplamiento se aplica de manera ilustrativa
como reactivo de activacion para garantizar un acoplamiento eficaz. Se eliminan los grupos protectores Fmoc tras cada
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etapa de acoplamiento en condiciones convencionales, tales como tras tratamiento con piperidina, fluoruro de
tetrabutilamonio (TBAF), 1y similares. Se usan elementos estructurales de aminoacidos protegidos apropiadamente, tales
como Fmoc-Glu-OtBu, N™-TFA-Pte-OH, y similares, tal como se describe en el esquema 1, y representados en la etapa
(b) por Fmoc-AA-OH. Por tanto, AA se refiere a cualquier material de partida de aminoacido, que esté protegido
apropiadamente. Debe entenderse que el término aminoacido tal como se usa en el presente documento pretende
referirse a cualquier reactivo que tenga tanto un grupo funcional amina como uno acido carboxilico separados por uno o
mas carbonos, e incluye los aminoacidos alfa y beta que se producen de manera natural, asi como derivados de
aminoacido y analogos de estos aminoacidos. En particular, también pueden usarse aminoacidos que tienen cadenas
laterales que estan protegidas, tal como serina, treonina, cisteina, aspartato, y similares protegidos, en la sintesis de
folato-péptido descrita en el presente documento. Ademas, pueden incluirse también aminoacidos gamma, delta u
homodlogos mas largos como materiales de partida en la sintesis de folato-péptido descrita en el presente documento.
Ademas, también pueden incluirse analogos de aminoéacido que tienen cadenas laterales homdlogas, o estructuras de
ramificacion alternativas, tales como norleucina, isovalina, [I-metiltreonina, [I-metilcisteina, [1,[J-dimetilcisteina, y
similares, como materiales de partida en la sintesis de folato-péptido descrita en el presente documento.

La secuencia de acoplamiento (etapas (a) y (b)) que implica aminoacidos protegidos con Fmoc (AA) de féormula Fmoc-
AA-OH se realiza “n” veces para preparar péptido en soporte sdlido (2), en el que n es un niumero entero y puede ser
igual a de 0 a aproximadamente 100. Tras la ultima etapa de acoplamiento, se elimina el grupo Fmoc restante (etapa
(a)), y se acopla secuencialmente el péptido a un derivado de glutamato (etapa (c)), se desprotege y se acopla a acido
pteroico protegido con TFA (etapa (d)). Posteriormente, se escinde el péptido del soporte polimérico tras tratamiento con
acido trifluoroacético, etanoditiol y triisopropilsilano (etapa (e)). Estas condiciones de reacciéon dan como resultado la
eliminacion simultanea de los grupos protectores t-Bu, t-Boc y Trt que pueden formar parte de la cadena lateral de
aminoacido protegida apropiadamente. Se elimina el grupo protector TFA tras tratamiento con una base (etapa (f)) para
proporcionar el fragmento de peptidilo que contiene folato (3).

EJEMPLOS DE COMPUESTOS

EJEMPLO 1
HzNYNH
HN )
HOzC ° HO,C
WOy 0 H\l\: e 18 ‘
HO,C Nm/\N NY\N N]/\)\N)‘\@ . o
I O H 0 H 0 H N
HS Ny NH
HO,C ~ HosC H s | A
. N""N""NH,

Segun el procedimiento general del ejemplo de método 7 (esquema 1), se hizo reaccionar Cys-NH; protegido con 4-
metoxitritilo (MTT) unido a resina de Wang segun la siguiente secuencia: 1) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b.
piperidina al 20%/DMF; 2) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 3) a. Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 4) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA,; b. piperidina al 20%/DMF; 5) a.
Fmoc-Glu-OtBu, PyBOP, DIPEA,; b. piperidina al 20%/DMF; 6) N'°-TFA-acido pteroico, PyBOP, DIPEA. Se eliminaron
los grupos protectores MTT, tBu y Pbf con TFA/H,O/TIPS/EDT (92,5:2,5:2,5:2,5), y se elimind el grupo protector TFA
con NH4OH acuoso a pH =9,3. "H-RMN seleccionada (D20) 1 (ppm) 8,68 (s, 1H, FA H-7), 7,57 (d, 2H, J = 8,4 Hz, FA H-
12y 16), 6,67 (d, 2H, J = 9 Hz, FA H-13 y 15), 4,40-4,75 (m, 5H), 4,35 (m, 2H), 4,16 (m, 1H), 3,02 (m, 2H), 2,55-2,95 (m,
8H), 2,42 (m, 2H), 2,00-2,30 (m, 2H), 1,55-1,90 (m, 2H), 1,48 (m, 2H); EM (ESI, m+H") 1046.

EJEMPLO 2
' ) . ‘ ‘ . SH
HZN\< PN ’ . . COOH 0 :
N )\\ COOH o H
= - a H N§* ¢
N O.H
H Oy = O TSnH,

5 CoM “~COooH
Segun el procedimiento general del ejemplo de método 7 (esquema 1), se hizo reaccionar Cys-NH; protegido con 4-
metoxitritlo (MTT) unido a resina de Wang segun la siguiente secuencia: 1) a. Fmoc-[]-aminoalanina(NH-MTT)-OH,
PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 2) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA,; b. piperidina al 20%/DMF; 3) a.
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 4) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b.
piperidina al 20%/DMF; 5) a. Fmoc-Glu-OtBu, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 6) N'°-TFA-acido pteroico,
PyBOP, DIPEA. Se eliminaron los grupos protectores MTT, tBu y TFA con a. hidrazina al 2%/DMF; b.
TFA/H,O/TIPS/EDT (92,5:2,5: 2,5:2,5).
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Se usaron los reactivos mostrados en la siguiente tabla en la preparacion:

Reactivo (mmol) Equivalentes Cantidad
H-Cys(4-metOX|tr|gI,)5-(25-r(iqlcr;rco);t/rg;l-re&na (carga de 0,56 1 104

Fmoc-B-aminoalanina(NH-MTT)-OH 1,12 2 0,653 g

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 0,461 g

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 0,461 g

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 0,461 g

Fmoc-Glu-OtBu 1,12 2 04779

N™TFA-acido pterglc\:ﬂos(gi)solver en 10 ml de 0.70 125 0.286 g

DIPEA 2,24 4 0,390 ml

PyBOP 1,12 2 0,583 g

Se realizé la etapa de acoplamiento tal como sigue: En un recipiente de sintesis de péptidos afiadir la resina, afiadir la
disolucion de aminoacido, DIPEA y PyBOP. Burbujear argdn durante 1 h y lavar 3X con DMF e IPA. Usar piperidina al
20% en DMF para la desproteccion de Fmoc, 3X (10 min), antes de cada acoplamiento de aminoacido. Continuar para
completar las 6 etapas de acoplamiento. Al final lavar la resina con hidrazina al 2% en DMF 3X (5 min) para escindir el
grupo protector TFA en el acido pteroico.

Escindir el analogo de péptido de la resina usando el siguiente reactivo, TFA al 92,5% (50 ml), H>O al 2,5% (1,34 ml),
triisopropilsilano al 2,5% (1,34 ml), etanodiol al 2,5% (1,34 ml), se realizo6 la etapa de escision tal como sigue: Afiadir 25
ml de reactivo de escisiéon y burbujear durante 1,5 h, drenar y lavar 3X con el reactivo restante. Evaporar hasta
aproximadamente 5 ml y precipitar en etil éter. Centrifugar y secar. Se realizé la purificacion tal como sigue: Columna -
Waters NovaPak C4g 300X19 mm; tampdn A=acetato de amonio 10 mM, pH 5; B=CAN; del 1% de B al 20% de B en 40
minutos a 15 ml/min, hasta 350 mg (64%); HPLC-RT 10,307 min., puro al 100%, espectro de 'H-RMN compatible con la
estructura asignada y EM (ES-): 1624,8, 1463,2, 1462,3, 977 1, 976 2,975,1, 974,1, 486,8, 477 ,8.

EJEMPLO 3
/
o]
HN’ HOQC R . ) o) ' . e R—
HO.C ‘
e A A )ﬁ A
g :

Segun el procedimiento general del ejemplo de método 7 (esquema 1), se hizo reaccionar Cys-NH; protegido con 4-
metoxitritilo (MTT) unido a resina de Wang segun la siguiente secuencia: 1) a. Fmoc-[J-aminoalanina(NH-lvDde)-OH,
PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 2) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 3) a.
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 4) a. Fmoc-Asp(OtBu)- OH PyBOP, DIPEA; b.
piperidina al 20%/DMF; 5) a. Fmoc-Glu-OtBu, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 6) N'°-TFA-acido pteroico,
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PyBOP, DIPEA. Se eliminaron los grupos protectores MTT, tBu y TFA con a. hidrazina al 2%/DMF; b.
TFA/HO/TIPS/EDT (92,5:2,5: 2,5:2,5).

Se usaron los reactivos mostrados en la siguiente tabla en la preparacion:

Reactivo (mmol) Equivalentes Cantidad
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-resina (carga de 0,56 y 109
0,56 mmol/g)

Fmoc-B-aminoalanina(NH-lvDde)-OH 1,12 2 0,596 g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 0,461g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 0,461g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 0,461g

Fmoc-Glu-OtBu 1,12 2 0,477 g
N™TFA-4cido pterg,i;ﬂos(gi)solver en 10 ml de 0.70 125 0.286 g
Fm-acido tiopropidnico 0,70 1,25 199,08
DIPEA 2,24 4 0,390 mi

PyBOP 1,12 2 0,583 g

Se realizé la etapa de acoplamiento tal como sigue: En un recipiente de sintesis de péptidos afiadir la resina, afiadir la
disoluciéon de aminoacido en DMF, DIPEA y PyBOP. Burbujear argén durante 1 h y lavar 3X10 ml con DMF e IPA. Usar
piperidina al 20% en DMF para la desproteccién de Fmoc, 3X10 ml (10 min), antes de cada acoplamiento de
aminoacido. Continuar hasta completar 6 etapas de acoplamiento. Al final lavar la resina con hidrazina al 2% en DMF
3X10 ml (5 min) para escindir el grupo protector TFA en el acido pteroico y el grupo protector lvDde en la (-
aminoalanina. Finalmente, acoplar la amina libre de la [1-aminoalanina con el Fmoc-acido tiopropionico en DMF usando
DIPEA y PyBop. Burbujear argén durante 1 h y lavar 3X10 ml con DMF e IPA. Secar la resina bajo argén durante 30
min.

Escindir el analogo de péptido de la resina usando el siguiente reactivo, TFA al 92,5% (50 ml), H>O al 2,5% (1,34 ml),
triisopropilsilano al 2,5% (1,34 ml), etanoditiol al 2,5% (1,34 ml), se realizé la etapa de escision tal como sigue: Afadir 25
ml de reactivo de escisidon y burbujear durante 1,5 h, drenar y lavar 3X con el reactivo restante. Evaporar hasta
aproximadamente 5 ml y precipitar en etil éter. Centrifugar y secar.

Se realizé la purificacion tal como sigue: Columna-Waters NovaPak Cqg 300X19 mm; tampdn A=acetato de amonio
10 mM, pH 5; B=CAN; del 1% de B al 20% de B en 40 minutos a 15 ml/min, hasta 450 mg (65%); espectro de "H-RMN
compatible con la estructura asignada.

EJEMPLO 4
HNGNH o
HN k
HOzC\ L ) .
H 7 O HY O H : O .
Hozch\'(\N)j/N‘n/\N NTr\N)\@ o
s %0’ e’ © " g/\(’N (A
' SNN“NH

Segun el procedimiento general del ejemplo de método 7 (esquema 1), se hizo reaccionar Cys-NH; protegido con MTT
unido a resina de Wang segun la siguiente secuencia: 1) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA,; b. piperidina al
20%/DMF; 2) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 3) a. Fmoc-Arg(Pbf)-OH, PyBOP,
DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 4) a. Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 5) a. Fmoc-
Glu(y-OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA,; b. piperidina al 20%/DMF; 6) N'°-TFA-acido pteroico, PyBOP, DIPEA. Se eliminaron
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los grupos protectores MTT, tBu y Pbf con TFA/HgO/TIPS/EDT (92,5:2,5:2,5:2,5), y se elimind el grupo protector TFA
con NH4OH acuoso a pH =9,3. El espectro de 'H-RMN era compatible con la estructura asignada.

EJEMPLO 5

HzN ?NH

HO,C HOL
HO.C_. N\NJ\ Jl\,N J!\,N N"\@ o .
0
v’ O o HS W _ N'\[foNH :
, . LA NS

Segun el procedimiento general del ejemplo de método 7 (esquema 1), se hizo reaccionar D-Cys-NH, protegido con
MTT unido a resina de Wang segun la siguiente secuencia: 1) a. Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina
al 20%/DMF; 2) a. Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 3) a. Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH,
PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 4) a. Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH, PyBOP DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 5)
a. Fmoc-DGlu-OtBu, PyBOP, DIPEA; b. piperidina al 20%/DMF; 6) N _TFA-acido pteroico, PyBOP, DIPEA. Se
eliminaron los grupos protectores MTT, tBu y Pbf con TFA/H20/TIPS/EDT (92,5:2,5:2,5:2,5), y se elimind el grupo
protector TFA con NH4OH acuoso a pH=9,3. El espectro de "H-RMN era compatible con la estructura asignada.

EJEMPLO 6

Se afadieron secuencialmente 2-[(benzotriazol-1-il-(oxicarboniloxi)-etildisulfanil]-piridina HCI (601 mg) y 378 (Il de
DIPEA a una disolucién de desacetilvinblastina hidrazida (668 mg) en 5 ml de DCM a 0°C. Se permitié que la reaccion
se calentase hasta temperatura ambiente y se agité6 durante 3 horas. La CCF (MeOH al 15% en DCM) mostro
conversion completa. Se purificd la mezcla mediante cromatografia en gel de silice (MeOH/DCM 1:9). Se evaporaron las
fracciones combinadas, se redisolvieron en DCM y se lavaron con Na;COs al 10%, salmuera, se secaron (MgSQy) y se
evaporaron hasta 550 mg (80%); HPLC-RT 12,651 min., puro al 91%, espectro de 'H-RMN compatible con la estructura
asignada y EM (ESI+): 984,3, 983,3, 982,4, 492, 4 491,9, 141,8. Se describen detalles adicionales de este
procedimiento en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° US 2005/0002942 A1.

EJEMPLO 7

Se prepard mitomicina C-acido etildisulfuropropiénico segun el siguiente esquema

., (a) . . S;SN
NH 4 HzNNs“sf\ion ————l-HOY\’

(a) diisopropiletilamina (DIPEA), MeOH

A una disolucién del acido aminoetildisulfuropropionico (81 mg, 0,372 mmol) en 2 ml de metanol (MeOH) se le afadio la
DIPEA (0,13 ml, 0,746 mmol). A esta disolucién se le afadioé lentamente la mitomicina-A (100 mg, 0,286 mmol) en
MeOH (3,0 ml). Se permitid que la disolucién resultante se agitase durante 3 h. El analisis de CCF (MeOH al 20% en
CHCI3) indicé que la reaccién era completa. Se eliminé el disolvente a presion reducida y se purifico el residuo usando
una columna de silice. La elucion en gradlente (MeOH a del 10% al 20% en CHCI3/TEA al 0,5% dio fracciones puras del
producto (110 mg, 77%). Sefiales de '"H-RMN seleccionadas (CDCls) [ (ppm) 3,50 (d, 1H), 3,56 (dd, 1H), 3,90 (t, 2H),
4,15 (d, 1H), 4,25 (t, 1H), 4,68 (dd, 1H).
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EJEMPLO 8

NieO

HsC

Preparado segun el procedimiento del ejemplo 7.

EJEMPLO 9

_§: DN,

o]

En una botella para centrifuga de polipropileno, se disolvié el ejemplo 2 (82 mg, 0,084 mmol) en 5 ml de agua y se
burbujed con argén durante 10 min. En otro matraz, se burbujed con argén una disolucion de NaHCO3 0,1 N durante 10
min. Se ajusto el pH de la disolucién de grupo de union a aproximadamente 6,9 usando la disoluciéon de NaHCO3 0,1 N.
Se afadié lentamente el derivado de vinblastina hidrazida (ejemplo 6, 91 mg, 0,092 mM) en 5 ml de tetrahidrofurano
(THF) a la disolucion anterior. Se agité la disolucidn transparente resultante bajo argén durante de 15 min a 1 h. Se
monitorizé el progreso de la reaccion mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). Se
evaporo el THF, y se filtr6 la disolucion acuosa y se inyectd en una columna de HPLC prep. (columna XTerra, 19 X 300
mM). La elucion con fosfato de sodio 1 mM pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto, que se aislo tras liofilizar durante 48 h (78 mg, 50%); Ce3H103N19026S2; masa exacta: 1845,68; PM: 1846,95;
HPLC-RT 15,113 min., puro al 100%, espectro de 'H-RMN compatible con la estructura asignada y EM (ES-): 1846,6,
1845,5, 933,3, 924,2, 923 3,922,5, 615,6, 614,7, 525,0.

Las figuras 21A y 21B muestran la afinidad de unién relativa para folato frente al ejemplo 9, y los efectos del ejemplo 9
sobre la incorporacion de *H-timidina, la Clso del conjugado (58 nM) y que el folato compite con el conjugado por la
unién al receptor de folato demostrando la especificidad de la unién del conjugado. Se realizaron los ensayos segun los
ejemplos de métodos 4 y 3, respectivamente.

La figura 1B muestra la actividad del ejemplo 9 sobre la incorporacion de *H-timidina en células KB con (o) y sin (@)
acido folico en exceso; la Clso del ejemplo 9 es de aproximadamente 58 nM.

EJEMPLO 10

‘-@

Q
'Hovc RHN\E HO,C
o N Y\)\ *@—NH
/\A/Sssj w()(\H \—(_

‘)—-NH

En una botella para centrifuga de polipropileno, se disolvié el ejemplo 3 (56 mg) en 7,5 ml de agua y se burbujed con
argon durante 10 min. En otro matraz, se burbujed con argén una disolucién de NaHCO3; 0,1 N durante 10 min. Se
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ajustd el pH de la disolucién del ejemplo 3 a 6,9 usando la disolucién de NaHCO; 0,1 N. Se afadié lentamente el
ejemplo 6 (44 mg) en 7,5 ml de tetrahidrofurano (THF) a la disolucion del ejemplo 3. Se agitoé la disolucién transparente
resultante bajo argén durante de 15 min a 1 h. Se monitorizé el progreso de la reaccion mediante HPLC analitica
(acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). Se evapord el THF y se filtré la disolucion acuosa y se purifico
mediante HPLC prep. La elucion con fosfato de sodio 1 mM pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras,
que se reunieron, se evaporaron a temperatura ambiental y se ajusto la disolucidon acuosa resultante a pH 4, 0 usando
HCI 0,1 N. Se aisl6 el ejemplo 10 tras liofilizar durante 48 h (61 mg, 64%). Datos de CL-EM y espectro de 'H-RMN
compatibles con la estructura asignada.

EJEMPLO 11

Y‘*(wﬁyxiozu "

COZH HO,C \)—an‘
NH

Método A. Se preparé el ejemplo 11 segun el siguiente procedimiento:

.0 ) l 0 . H
[:N-on + Ejemplo8 —® . dﬂ—o \(\/S*SN
‘. [o] o

o]

A

A (b)

Ejemplo 9 -+ Ejemplo 11

(a) es DCC, DIPEA, THF; y (b) es agua/THF a pH 8,5. Se disolvié mitomicina C-acido etildisulfuropropionico (34,4 mg,
0,069 mmol) en THF seco (1 ml) bajo argdon. Se afadié N-hidroxisuccinamida (7,9 mg, 0,069 mmol) seguido por
diciclohexilcarbodiimida (14,2 mg, 0,069 mmol). Se afiadioé diisopropiletiiamina (0,024 ml, 0,138 mmol) y se agit6 la
mezcla resultante durante 3 h. En una botella para centrifuga de polipropileno, se disolvié vinblastina folato (ejemplo 9,
26 mg, 0,014 mmol) en 3 ml de agua. Se ajustdé lentamente el pH de la disolucién a 8,5 usando NaHCO3; 0,1 N. Se
afnadio el derivado de mitomicina C activada preparado tal como se describe en el presente documento a la disoluciéon
de folato como una disolucién en 3 ml de THF. Se agit6 la disoluciéon resultante bajo argén durante de 15 min a 1 h,
cuando se monitorizo el progreso de la reacciéon mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM y acetonitrilo, pH =
7,0). Se eliminé el THF a presién reducida y se filtré disolucion acuosa y se inyectd sobre una columna de HPLC prep.
(columna X-terra, 19 X 300 mm). La elucién con fosfato de sodio 1 mM (pH = 7,0) y acetonitrilo dio como resultado
fracciones puras, que se evaporaron y se liofilizaron durante 48 h hasta 12 mg (50%, basandose en el material de
partida recuperado). Los datos de espectros de masas y 'H-RMN apoyaban que la estructura asignada es tal como se
muestra en las figuras 9y 10 respectlvamente C103H127N23032S4; masa exacta 2325,79; PM 2327,51. HPLC-RT 20,054
min., puro al 99%, espectro de 'H-RMN compatible con la estructura asignada y EM (ES+): 1552,5, 116,0; 1165,3,
11643 1148,4, 744,9, 746,4, 745,6.

Método B: Se afadié mediante jeringa DMF anhidra (4,5 ml) a una mezcla de ejemplo 10 (103 mg, 48,7 umol) y ejemplo
8 (NO2-PySSCH,CH2-MMC; 33,4 mg, 1,25 eq.) a temperatura ambiente bajo argén. A la disolucion resultante se le
anadié mediante jeringa DIPEA (84,9 pl, 10 eq.) y DBU (72,9 ul, 10 eq.) en tandem. Se agité la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente bajo argén durante 20 minutos, entonces se transfirio a dietil éter en agitacion (50 ml). Se
centrifugd la suspension resultante, se lavé el precipitado con dietil éter (15 ml X 2), entonces se disolvié en tampon
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fosfato (9 ml, 1,25 mM, pH 6,8) y se sometié a una HPLC preparativa (columna: Waters XTerra RP18, 7 um, 19X300
mm; fases méviles: A = tampon fosfato 1,25 mM, pH 6,8, B = acetonitrilo; método: del 10% de B al 40% de B a lo largo
de 25 min a 25 ml/min). Se recogieron las fracciones desde 1-11,72-13,88 minutos y se liofilizaron para proporcionar
105,8 mg de material, que contenian 99,2 mg y 6,6 mg de sales de fosfato.

Método C. Se preparo el ejemplo 11 segun el siguiente procedimiento con un rendimiento del 34%:

@ ®

Ejemplo 9

(a) NHS, DCC-resina, DIPEA, THF; (b) Ejemplo 7, DIPEA, DMSO.

La figura 2 muestra la afinidad de union relativa para acido foélico (®, 1,0) frente al ejemplo 11 (m, 0,21). Los datos en la
figura 2 muestran que el conjugado tiene una alta unién relativa al receptor de folato. Se realiz6é el ensayo segun el
ejemplo de método 4.

Las figuras 1B y 3 muestran los efectos de los ejemg)los 9 (que tiene un Unico farmaco) y 11 (que tiene un par de
farmacos), respectivamente, sobre la incorporacion de “H-timidina, la Clso de los conjugados del ejemplo 9 (58 nM) y del
ejemplo 11 (5 nM). Los datos en las figuras 1B y 3 también muestran que el acido félico compite con los conjugados por
la union al receptor de folato demostrando la especificidad de la unién del conjugado. Se realizaron estos ensayos
segun el ejemplo de método 3. Ademas, el ejemplo 11 que tenia dos farmacos mostré mas de 10 veces mas potencia
en el receptor de folato que el ejemplo 9 que tenia sélo un Unico farmaco.

La figura 4 muestra la actividad citotdxica in vitro del ejemplo 11 (a) sobre tres lineas de células tumorales diferentes
(KB, 4T-1¢c12 y ID8-c115). Ademas, la figura 4 muestra que la actividad citotoxica del ejemplo 11 se redujo en presencia
de acido félico en exceso (b), lo que indica que el ejemplo 11 esta actuando en el receptor de folato.

Las figuras 5A y 5B muestran la actividad del ejemplo 11 a dos dosis diferentes (1 umol/kg y 2 pmol/kg) contra tumores
de cancer de pulmén M109 en ratones Balb/c y sobre el peso de ratones Balb/c (se usaron ratones Balb/c para el
ensayo de volumen tumoral de M109). Se realizaron los ensayos segun los ejemplos de métodos 1 y 6,
respectivamente. El ejemplo 11 inhibia el crecimiento de tumores soélidos, pero tenia poco efecto sobre el peso de los
ratones a ambas dosis. Ademas, la dosis superior (2 pmol/kg) mostrdé una fuerte inhibicién del crecimiento tumoral,
incluso tras terminar la dosificacion en el dia 20. La linea vertical corresponde al ultimo dia de dosificacion (dia 20). Se
sometieron a prueba cinco animales, y a la dosis superior de 2 umol/kg, los cinco animales mostraron una respuesta
completa.

La figura 6 muestra la actividad del ejemplo 11 a 1 umol/kg TIW durante 2 semanas sobre tumores KB positivos para FR
con (b) y sin (c) EC20 40 umol/kg (complejo de renio), en comparacién con los controles (a). La linea discontinua
vertical indica el ultimo dia de dosificacion. Las figuras muestran que el ejemplo 11 inhibe el crecimiento de tumores
sélidos, y que el efecto inhibidor se previene (experimenta competencia) por el complejo de renio EC20. Ademas, las
figuras muestran que el tratamiento con el ejemplo 11 no afectaba al peso del animal de prueba significativamente con
respecto a los controles. EC20 (complejo de renio) es el compuesto de férmula
" COoH
0O

. - 0, NH HN__ wCOH
0 NJ\/\“’N “NH, HS
N p H 0 |
HN I S N . ..
L
HzN N N
quelado con renio. Se describe la preparacién de EC20 en la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.° US

2004/0033195 A1. Se realizé el ensayo segun el ejemplo de método 2. EC20 actia como competidor del ejemplo 11 en
los receptores de folato, y los resultados muestran la especificidad de los efectos del ejemplo 11.
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La figura 8 muestra la actividad del ejemplo 11 a 1 umol/kg TIW sobre tumores KB de xenoinjerto humano implantados
por via s.c. positivos para receptor de folato con (b) y sin (c) EC20 40 umol/kg (complejo de renio) afiadido en ratones
desnudos. Los datos en la figura 8 muestran que el ejemplo 11 inhibe el crecimiento de tumores solidos, y que el efecto
inhibidor se previene (experimenta competencia frente a) por el complejo de renio EC20, (b) frente a (¢). Ademas, los
datos en la figura 8 muestran que el tratamiento con el ejemplo 11 no afectaba significativamente al peso del modelo
animal de ratones desnudos sometidos a prueba en comparacion con los controles (a).

La figura 10 muestra la actividad del ejemplo 11 a 2 umol/kg TIW (e) sobre tumores humanos positivos para receptor de
folato en ratones desnudos en comparacion con una mezcla de los farmacos base no conjugados, mitomicina C y
desacetilvinblastina monohidrazida, a 0,5 umol/kg TIW (b), 1 umol/kg TIW (c) y 2 umol/kg TIW (d), en comparacion con
controles no tratados (a). Los datos en la figura 10 muestran que el ejemplo 11 inhibe el crecimiento de tumores soélidos
y proporciona una respuesta completa en cinco de cinco animales de prueba. En cambio, el tratamiento con la mezcla
de farmacos base a 0,5 pmol/kg TIW (b) o a 1 umol/kg TIW (c) no mostrdé una respuesta completa en ninguno de los
cinco animales de prueba. La alta dosis de la mezcla de farmacos base a 2 pmol/kg TIW (d) se interrumpid antes del dia
20 debido a la toxicidad observada, tal como se muestra en la figura 11 que muestra el efecto de los farmacos base y el
ejemplo 11 sobre el peso de animales de prueba.

La figura 11 muestra que el ejemplo 11 (e) no afectaba significativamente al peso de los animales de prueba durante el
tratamiento con respecto a los controles (a). En contraposicion al ejemplo 11, los datos en la figura 11 muestran que el
tratamiento prolongado con las dosis inferiores de la mezcla de los farmacos base no conjugados, mitomicina C y
desacetilvinblastina monohidrazida, a (0,5 umol/kg TIW (b) y 1 umol/kg TIW (c)) provocaba pérdida de peso en animales
de prueba que era significativa en comparaciéon con los controles (a). Ademas, la alta dosis (2 umol/kg TIW (d)) de la
mezcla de los farmacos base no conjugados provocaba la mayor pérdida de peso, conduciendo a la terminacion de esa
prueba.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden ser Utiles en el tratamiento de tumores grandes o
establecidos. De manera ilustrativa, el ejemplo 11 es eficaz sobre tumores grandes. La figura 12 muestra la actividad del
ejemplo 11 a 2 umol/kg TIW, 2 semanas sobre tumores KB s.c. grandes (250 mm?, 500 mm?® y 750 mm3). Se inici6 el
tratamiento con el ejemplo 11 cuando los tumores alcanzaron uno de los tres volimenes diana, tal como se indica
mediante las flechas verticales correspondientes al volumen tumoral. Los datos en la figura 12 muestran que el ejemplo
11 inhibe el crecimiento de tumores grandes y proporciona una respuesta completa en animales de prueba.

La figura 13 muestra la actividad del ejemplo 11 (e) a 1 umol/kg TIW durante dos semanas de tratamiento sobre
tumores KB s.c. establecidos, en comparacion con los controles (a); los conjugados de cada farmaco individual solo,
conjugado de mitomicina C (b) y conjugado de desacetilvinblastina monohidrazida (c), o una mixture de esos
conjugados de farmacos individuales (d). Se dosificé cada conjugado de farmaco al mismo nivel de 1 pmol/kg TIW
durante dos semanas de tratamiento. La figura muestra que el ejemplo 11 funciona mejor que o bien un conjugado de
farmaco individual o bien una mezcla de ambos conjugados de farmacos individuales. Sorprendentemente, la mezcla de
conjugados de farmacos individuales no funcionaba significativamente mejor que los conjugados de farmacos
individuales dosificados individualmente, y ninguno de los regimenes de dosificacion de conjugados de farmacos
individuales era estadisticamente significativo con respecto a los controles. Sélo el compuesto del ejemplo 11 era
superior a los controles. Ademas, estos datos sugieren un efecto sinérgico de tener tanto un farmaco de la vinca como
un farmaco de mitomicina en el conjugado individual.

EJEMPLOS 12a 14

Preparados segun los procedimientos y condiciones descritos en el presente documento, incluyendo los procedimientos
descritos anteriormente en el presente documento para el ejemplo 11. Se describen detalles adicionales para la
preparacion de los derivados de vinblastina activada con maleimida y vinblastina activada con piridilditio o tiosulfonato
requeridos en la publicacion de solicitud de patente estadounidense n.° US 2005/0002942 A1. Se describen detalles
adicionales para la preparacién de los derivados de mitomicina requeridos en la publicacion de solicitud de patente
estadounidense n.° US 2005/0165227 A1.
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EJEMPLO 12

La figura 15 muestra la actividad del ejemplo 12 a 100 nM sobre la incorporacién de ®H-timidina en células KB positivas
para FR frente al tiempo de pulso. Se realizé el ensayo segun el ejemplo de método 3.

5 EJEMPLO 13
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REIVINDICACIONES
1. Conjugado de administracion de farmacos de unién a receptor que comprende:
(a) un resto de union a receptor;
(b) un grupo de unién polivalente; y
(c) dos 0 mas farmacos;
en el que el resto de union a receptor esta unido covalentemente al grupo de union polivalente;

los dos 0 mas farmacos estan unidos covalentemente al grupo de unién polivalente; y el grupo de unién
polivalente comprende uno o0 mas componentes seleccionados del grupo que consiste en grupos de unién
espaciadores, grupos de union liberables y grupos de uniéon de heteroatomos, y combinaciones de los mismos;

siempre que el grupo de unién polivalente incluya al menos un grupo de union liberable distinto de un disulfuro;
y

en el que el resto de unién a receptor y el grupo de unién polivalente comprenden un radical de

férmula
I
N*
O COH H ol | ((
N OH
0] O
HN | N\:r\r}l m
R1
HoN” SN N
I
N* .
O COoH H 0O ( q H S
0 H \AA . u Yd)p
0 COzH
HN I Nj/\N © " 2
> Z R!
HoN N N
o
I

N* S*
COzH ol (ffa |y © i@
N\AA aTN N N~ ~COyH
Hooldad M
m ! O*

enlas quem, n, p,qyrson numeros enteros que se seleccionan independientemente de desde 0 hasta 8§;
N(H)-AA-C(O) forma un aminoacido, R' es hidrégeno, alquilo o un grupo protector de nitrégeno, y los farmacos
estan unidos, opcionalmente por medio de grupos de unién espaciadores, grupos de union liberables o grupos
de union de heteroatomos o una combinacion de los mismos, a los atomos (*).

)\

2. Conjugado segun la reivindicacion 1, en el que q en el radical | es de 1 a 8.
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3. Conjugado segun la reivindicacion 1, en el que en el radical Il gy p sonde 1 a 8.

4, Conjugado segun la reivindicacién 1, en el que en el radical lll g, py rson de 1 a 8.

5. Conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que m es 2.

6. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 1, en el que el grupo de union

polivalente comprende uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en asparagina, acido
aspartico, acido glutamico, glutamina, beta-aminoalanina, ornitina, lisina, arginina, serina, treonina, cisteina, y
combinaciones de los mismos.

7. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 1, en el que el grupo de union
polivalente comprende al menos dos grupos de union liberables.

8. Conjugado de administracién de farmacos segun la reivindicacion 1, en el que al menos un grupo de
unién de heteroatomo es un atomo de nitrégeno, OX|geno o azufre, o se selecmona del grupo de férmulas que
consisten en -NHR'NHR%, -SO-, -S(O)2- y -NR’0-, en las que R' R? y R® se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, arllo, arilalquilo, arilo sustituido, arilalquilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido y alcoxialquilo.

9. Conjugado de administracién de farmacos segun la reivindicacion 1, en el que al menos un grupo de
unidn espaciador se selecciona del grupo que consiste en carbonilo, tionocarbonilo, 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-ilo, en el que cada uno de dichos grupos de unién espamadores esta
sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X", en el que cada sustituyente X' se selecciona
independientemente del grupo que consiste en alquilo, alcoxno, alcoxialquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, amino,
aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo,
arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarllo sustltmdo carboxilo, carbOX|anU|Io
carboxnlato de alquilo, alcanoato de alquno guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R%-acilamino y
R’ -acilaminoalquilo, en los que R? y R® se seleccionan cada uno mdependlentemente del grupo que consiste en
un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido, y en los que R® y R’ se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido.

10. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 9, en el que al menos un grupo de
union de heteroatomo es nitrégeno, y el grupo de unién espaciador se selecciona del grupo que consiste en
alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo y 1-(carbonilalquil)succinimid-3-ilo, en el que
cada uno de dichos grupos de unién espaciadores esta sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes
X"y el grupo de union espaciador se une al nitrégeno para formar una amida.

11. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 10, en el que al menos un grupo de
union de heteroatomo es azufre, y el grupo de unidén espaciador se selecciona del grupo que consiste en
alquileno y cicloalquileno, en el que cada uno de dichos grupos de unién espaciadores esta sustituido
opcionalmente con carboxilo, y el grupo de unién espaciador se une al azufre para formar un tiol.

12. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 10, en el que al menos un grupo de
union de heteroatomo es azufre, y el grupo de unién espaciador se selecciona del grupo que consiste en 1-
alquilensuccinimid-3-ilo y 1-(carbonilalquil)succinimid-3-ilo, y el grupo de unién espaciador se une al azufre para
formar un succinimid-3-iltiol.

13. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un grupo de union liberable se selecciona del grupo que consiste en metileno, 1-alcoxialquileno,
1-alcoxicicloalquileno, 1-alcoxialquilencarbonilo, 1-alcoxicicloalquilencarbonilo, carbonilarilcarbonilo,
carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril)carbonilo, haloalquilencarbonilo, alquilen(dialquilsililo),
alquilen(alquilarilsililo), alquilen(diarilsililo), (dialquilsilil)arilo, (alquilarilsilil)arilo, (diarilsilil)arilo, oxicarboniloxilo,
oxicarboniloxialquilo, sulfonilalquilo, iminoalquilidenilo, carbonilalquilideniminilo, iminocicloalquilidenilo,
carbonilcicloalquilideniminilo, alquilensulfonilo, alquilentio, alquilenariltio y carbonilalquiltio, en el que cada uno
de dichos grupos de unlon liberables esta sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X? en el que
cada sustituyente X? se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquﬂo alcoxilo,
alcoxialquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo,
haloalquilo, sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo,
heteroarllo sustltU|do carboxilo, carbOX|anU|Io carboxnato de alquilo, alcanoato de aI%uno guanidinoalquilo,
R*-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R®-acilamino y R’ -acilaminoalquilo, en los que R* y R” se seleccionan cada
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uno mdependlentemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido, y
en los que R® y R’ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en un aminoacido, un
derivado de aminoacido y un péptido.

14. Conjugado de administracion de farmacos segun la re|V|nd|caC|on 3, en el que al menos un grupo de
union de heteroatomo es nitrégeno, y en el que el sustituyente x? y el nitrégeno se toman juntos con el grupo
de union liberable al que estan unidos para formar un heterociclo.

15. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un grupo de union de heteroatomo es nitrégeno, y en el que al menos un grupo de unién liberable
y el grupo de unién de heteroatomo se toman juntos para formar un radical divalente que comprende
alquilenaziridin-1-ilo,  alquilencarbonilaziridin-1-ilo,  carbonilalquilaziridin-1-ilo,  alquilensulfoxilaziridin-1-ilo,
sulfoxilalquilaziridin-1-ilo, sulfonilalquilaziridin-1-ilo o alquilensulfonilaziridin-1-ilo, en el que cada uno de dichos
grupos de unlon liberables estd sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X2, en el que cada
sustituyente X? se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquilo, alcoxﬂo alcoxialquilo,
hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo,
sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarllo
sustltwdo carboxilo, carbOX|anu|Io carboxﬂato de alquilo, alcanoato de anU|Io uanidinoalquilo, R*-carbonilo,
R® -carbonilalquilo, R®-acilamino y R’ -acilaminoalquilo, en los que R* y R® se seleccionan cada uno
mdependlentemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido, y en
los que R® y R’ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en un aminoacido, un
derivado de aminoacido y un péptido.

16. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicaciéon 15, en el que el grupo de unién de
heteroatomo es nitrégeno, y el grupo de unién liberable y el grupo de unién de heteroatomo se toman juntos
para formar un radical divalente que comprende alquilenaziridin-1-ilo, carbonilalquilaziridin-1-ilo,
sulfoxilalquilaziridin-1-ilo o sulfonilalquilaziridin-1-ilo.

17. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 16, en el que al menos un grupo de
union espaciador se selecciona del grupo que consiste en carbonilo, tionocarbonilo, alquilencarbonilo,
cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo y 1-(carbonilalquil)succinimid-3-ilo, en el que cada uno de dichos
grupos de unlon espaciadores esta sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X" en el que cada
sustituyente X' se selecciona independientemente del grupo que consiste en alquilo, alcoxﬂo alcoxialquilo,
hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo,
sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarllo
sustituido, carboxilo, carbOX|anu|Io carboxilato de alquilo, alcanoato de alquilo, guamdlnoalquno R*-carbonilo,
R®- -carbonilalquilo, R®-acilamino y R7—aC|Iam|noanU|Io en los que R* y se seleccionan cada uno
mdependlentemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido, y en
los que R® y R’ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en un aminoacido, un
derivado de aminoacido y un péptido; y en el que el grupo de unién espaciador se une al grupo de unién
liberable para formar una aziridinamida.

18. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos uno de los farmacos es un alcaloide de la vinca seleccionado del grupo que consiste en
vinblastina, desacetilvinblastina, vindesina, tiovindesina y analogos y derivados de las mismas; una mitomicina
0 analogo o derivado de la misma; una epotilona o un analogo o derivado de la misma; o una tubulisina o un
analogo o derivado de la misma.

19. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un farmaco es un farmaco o derivado de farmaco del mismo que incluye un atomo de nitrégeno
con doble enlace, en el que al menos un grupo de unién liberable se selecciona del grupo que consiste en
alquilencarbonilamino y 1-(alquilencarbonilamino)succinimid-3-ilo, y en el que el grupo de unioén liberable se
une al nitrégeno del farmaco para formar una hidrazona.

20. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un farmaco es un farmaco o derivado de farmaco del mismo que incluye un atomo de azufre, al
menos un grupo de unidn liberable se selecciona del grupo que consiste en alquilentio y carbonilalquiltio, y en
el que el grupo de union liberable se une al azufre del farmaco para formar un disulfuro.

21. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicaciéon 13, en el que al menos un grupo de
uniéon de heteroatomo es oxigeno, y el grupo de unidn liberable se selecciona del grupo que consiste en
metileno, 1-alcoxialquileno, 1-alcoxicicloalquileno, 1-alcoxialquilencarbonilo, y 1-alcoxicicloalquilencarbonilo, en
el que cada uno de dichos grupos de unién liberables estad sustituido opcionalmente con uno o mas
sustituyentes X2, y el grupo de union liberable se une al oxigeno para formar un acetal o cetal.
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22. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 13, en el que al menos un grupo de
unién de heteroatomo es oxigeno, y el grupo de unién liberable es metileno, en el que dicho metileno esta
sustituido con un arilo sustituido opcionalmente, y el grupo de union liberable se une al oxigeno para formar un
acetal o cetal.

23. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicaciéon 13, en el que al menos un farmaco
es un farmaco o derivado de farmaco del mismo que incluye un atomo de nitrégeno, al menos un grupo de
union de heteroatomo es nitrégeno y el grupo de unién liberable se selecciona del grupo que consiste en
carbonilarilcarbonilo, carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril)carbonilo, y el grupo de union
liberable se une al nitrégeno del grupo de unién de heteroatomo para formar una amida, y también se une al
nitrégeno del farmaco para formar una amida.

24, Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 13, en el que al menos un farmaco
es un farmaco o derivado de farmaco del mismo que incluye un atomo de oxigeno, al menos un grupo de unién
de heteroatomo es nitrdgeno, y el grupo de unidn liberable se selecciona del grupo que consiste en
carbonilarilcarbonilo, carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril)carbonilo, y el grupo de unién
liberable se une al nitrdgeno del grupo de unién de heteroatomo para formar una amida, y también se une al
oxigeno del farmaco para formar un éster.

25. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 13, en el que al menos un grupo de
union de heteroatomo es nitrégeno, y el grupo de unidn liberable se selecciona del grupo que consiste en
iminoalquilidenilo, carbonilalquilideniminilo, iminocicloalquilidenilo y carbonilcicloalquilideniminilo, en el que
cada uno de dichos grupos de union liberables esta sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X*, y
el grupo de union liberable se une al nitrégeno para formar una hidrazona.

26. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 13, en el que al menos un grupo de
union de heteroatomo es oxigeno, y el grupo de union liberable se selecciona del grupo que consiste en
alquilen(dialquilsililo), alquilen(alquilarilsililo), alquilen(diarilsililo), (dialquilsilil)arilo, (alquilarilsilil)arilo y
(diarilsilil)arilo, en el que cada uno de dichos grupos de union liberables esta sustituido opcionalmente con uno
0 mas sustituyentes X2, y el grupo de union liberable se une al oxigeno para formar un silanol.

27. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un farmaco es un farmaco o derivado de farmaco del mismo que incluye un atomo de nitrégeno,
y al menos un grupo de unién liberable es haloalqunencarbonllo sustituido opcionalmente con uno o mas
sustituyentes X% en el que cada sustituyente X? se selecciona independientemente del grupo que consiste en
alquilo, alcoxno, alcoxialquilo,  hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo,
dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustltwdo carboxilo, carboxialquilo, carboxﬂato de alquilo, alcanoato de
alquilo, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R®-acilamino y R’ -acilaminoalquilo, en el que R* y R®
se seleccionan cada uno |ndepend|entemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de
aminoacido y un péptido, y en los que R® y R’ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que
consiste en un aminoécido, un derivado de aminoacido y un péptido; y el grupo de unién liberable se une al
nitrégeno del farmaco o derivado de farmaco para formar una amida.

28. Conjugado de administracidon de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un farmaco es un farmaco o derivado de farmaco del mismo que incluye un dtomo de oxigeno, y
al menos un grupo de union Ilberable es alquilenoxicarbonilo o haloalqunencarbonllo opcionalmente sustituido
con uno o0 mas sustituyentes X?; en el que cada sustituyente X? se selecciona independientemente del grupo
que consiste en alquilo, alcoxno, alcoxialquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo,
dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulthidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo
sustituido, heteroarilo, heteroarllo sustltU|do carboxilo, carbOX|anU|Io carboxnato de alquilo, alcanoato de
alquilo, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R® -carbonilalquilo, R® acﬂamlnoyR -acilaminoalquilo, en los que R* yR
se seleccionan cada uno |ndepend|entemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de
aminoacido y un péptido, y en los que R® y R’ se seleccionan cada uno independientemente del grupo que
consiste en un aminoécido, un derivado de aminoéacido y un péptido; y el grupo de unién liberable se une al
oxigeno del farmaco o derivado de farmaco para formar un carbonato o un éster.

29. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que al menos un grupo de unién de heteroatomo es oxigeno, al menos un grupo de unién espaciador es 1-
alquilensuccinimid-3-ilo, sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X', y al menos un grupo de
union liberable se selecciona del grupo que consiste en metileno, 1- aICOX|anU|Ieno 1-alcoxicicloalquileno, 1-
alcoxialquilencarbonilo, 1-alcoxicicloalquilencarbonilo, en el que cada uno de dichos grupos de unlon liberables
esta sustituido opcionalmente con uno o mas sustituyentes X? en el que cada sustituyente X? se selecciona
independientemente del grupo que consiste en alquilo, alcoxno, alcoxialquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, amino,
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aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo,
arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, carboxilo, carboxialquilo,
carboxilato de alquilo, alcanoato de alquilo, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R5-carbonilalquilo, R°®-acilamino y
R7-acilaminoalquilo, en los que R? y R® se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido, y en los que R® y R’ se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en un aminoacido, un derivado de aminoacido y un péptido; y en el
que el grupo de union espaciador y el grupo de unién liberable se unen cada uno al grupo de unién de
heteroatomo para formar un succinimid-1-ilalquil acetal o cetal.

30. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de unién polivalente comprende un grupo de unién de heteroatomo, un grupo de unién espaciador
y un grupo de unién liberable tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloximetiloxilo, en el que el
metilo esta sustituido opcionalmente con alquilo o arilo sustituido.

31. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de unién polivalente comprende un grupo de unién de heterodtomo, un grupo de unién espaciador
y un grupo de union liberable tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilo, en el que el
carbonilo forma una acilaziridina con el farmaco.

32. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de unién polivalente comprende un grupo de unién de heteroatomo, un grupo de unién espaciador
y un grupo de unién liberable tomados juntos para formar 1-alcoxicicloalquilenoxilo.

33. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de unién polivalente comprende un grupo de unién espaciador, un grupo de unidn de heteroatomo
y un grupo de union liberable tomados  juntos para formar carboxilato de

alquilenaminocarbonil(dicarboxilarileno).

34. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de union polivalente comprende un grupo de union liberable, un grupo de unién espaciador y un
grupo de union liberable tomados juntos para formar ditioalquilcarbonilhidrazida, en el que la hidrazida forma
una hidrazona con al menos un farmaco.

35. Conjugado de administracién de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en el
que el grupo de unién polivalente comprende un grupo de unién de heterodtomo, un grupo de unién espaciador
y un grupo de unién liberable tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilhidrazida, en el que la
hidrazida forma una hidrazona con al menos un farmaco.

36. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de union polivalente comprende un grupo de unién de heteroatomo, un grupo de union
espaciador, un grupo de unién de heteroatomo, un grupo de unién espaciador y un grupo de union liberable
tomados juntos para formar 3-tioalquilsulfonilalquil(sililo disustituido)oxilo, en el que el sililo disustituido esta
sustituido con alquilo o arilo opcionalmente sustituido.

37. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de unidn polivalente comprende un grupo de unién liberable, un grupo de unién espaciador y un
grupo de unién liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un
carbonato con al menos un farmaco.

38. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de union polivalente comprende un grupo de unién de heteroatomo, un grupo de union
espaciador, un grupo de unién liberable, un grupo de unién espaciador y un grupo de unioén liberable tomados
juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloxialquiloxialquilideno, en el que el alquilideno forma una hidrazona
con al menos un farmaco, cada alquilo se selecciona independientemente, y el oxialquiloxilo esta sustituido
opcionalmente con alquilo o arilo opcionalmente sustituido.

39. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de union polivalente comprende un grupo de union liberable, un grupo de unién espaciador y un
grupo de unién liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquiloxicarbonilhidrazida.

40. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de union polivalente comprende un grupo de union liberable, un grupo de union espaciador y un
grupo de unioén liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilamino, en el que el amino forma una amida
viniloga con al menos un farmaco.
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41. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 40, en el que el alquilo es etilo.

42. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de unién polivalente comprende un grupo de unién liberable, un grupo de unién espaciador y un
grupo de union liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilaminocarbonilo, en el que el carbonilo forma
un carbamato con al menos un farmaco.

43. Conjugado de administracion de farmacos segun la reivindicacion 42, en el que el alquilo es etilo.

44. Conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el
que el grupo de union polivalente comprende un grupo de union liberable, un grupo de unién espaciador y un
grupo de unién liberable tomados juntos para formar 3-ditioarilalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un
carbamato o una carbamoilaziridina con al menos un farmaco.

45, Conjugado segun la reivindicacion 1 de féormula
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46. Conjugado de administracion de farmacos a un receptor de féormula:
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en las que: N(H)-AA-C(O) forma un aminoacido y n es un nimero entero de desde 0 hasta 8.

47. Composicion farmacéutica que comprende un conjugado de administracion de farmacos segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable
para el mismo, o una combinacién de los mismos.

48. Uso de un conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
12, 0 una composicion farmacéutica del mismo para su uso en la fabricacion de un medicamento para eliminar
una poblacion de células patégenas en un animal huésped que alberga la poblacion de células patégenas en el
que los miembros de la poblacién de células patégenas tienen un sitio de unioén accesible para una vitamina, o
un analogo o un derivado de la misma, y en el que el sitio de unién se expresa de manera Unica, se
sobreexpresa o se expresa preferentemente por las células patdégenas.

49. Composicion que comprende un conjugado de administracion de farmacos segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 47 para la eliminacion de una poblaciéon de células patégenas en un animal huésped
que alberga la poblacion de células patdgenas en la que los miembros de la poblacién de células patégenas
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tienen un sitio de unién accesible para una vitamina, o un analogo o un derivado de la misma, y en la que el
sitio de unidn se expresa de manera Unica, se sobreexpresa o se expresa preferentemente por las células
patégenas.
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