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DESCRIPCION
Liberacion controlada de compuestos activos desde conjugados macromoleculares

Esta solicitud reivindica beneficio de prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos n.° de serie 61/331.738,
presenta el 5 de mayo de 2010.

Campo técnico

La invencion se refiere a conjugados macromoleculares entre vehiculos macromoleculares y farmacos, que
comprenden enlazadores que liberan el farmaco a través de reacciones controladas de eliminacion beta.

Antecedentes

Las moléculas de farmaco se unen covalentemente a vehiculos macromoleculares para potenciar las propiedades
farmacéuticas, tales como vida media, estabilidad, solubilidad, tolerabilidad y seguridad. En un método, los restos de
farmaco se acoplan a macromoléculas a través de un enlazador permanentes, pero este enfoque esta limitado por al
menos dos factores: 1) el enlazador debe fijarse al resto de farmaco en un sitio que no impida la actividad biolégica y
2) los conjugados permanentes generalmente no pueden cruzar la membrana celular, de modo que el enfoque pues
ser factible solamente dianas extracelulares de los farmacos.

En un segundo enfoque, los conjugados de farmaco-macromolécula unidos covalentemente emplean liberacion
controlada de farmacos o factores de crecimiento Utiles en medicina. Por ejemplo, se han descrito composiciones y
métodos para la liberacion controlada de farmacos acoplados covalentemente a polietilenglicol (PEG). Este enfoque
no requiere una diana extracelular de los farmacos, y el sitio de union es preferiblemente uno que impide la actividad
del farmaco, de modo que esta algo enmascarado hasta que se libera del vehiculo. Tipicamente, para farmacos que
contienen alcohol o fenol, el farmaco se fija al vehiculo mediante un enlace éster o carbonato que puede
hidrolizarse, habitualmente por una esterasa sérica. Ejemplos son PEG-camptotecina, PEG-SN38, PEG-irinotecan y
PEG-docetaxel. Se han hecho adaptaciones para acomodar farmacos que contienen amina, mediante lo cual se
conecta un resto de PEG mediante un éster escindible a un carbamato auto-inmolador. Esta tecnologia se ha
aplicado a péptidos y proteinas, asi como a daunorrubicina, anfotericina, Ara-C y otras moléculas pequefias. Sin
embargo, las tasas de liberacion de farmacos en estos casos son impredecibles y dificiles de ajustar, porque la
actividad esterasa varia entre especies e individuos, y ciertos compartimentos son deficientes en esterasa (por
ejemplo, areas topica, intraocular, intersticial).

En este documento, se describe un sistema de conjugado de farmaco que permite la liberacion de farmacos a través
de un mecanismo de eliminacién beta, de tasa controlada.

El Weizmann Institute desarrollé un sistema en que se fija un vehiculo proteico o polimérico a enlazadores tales
como fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) o su derivado 2-sulfo (Fms). Estos se describen en la patente de Estados
Unidos 7.585.837. Estos enlazadores liberan farmacos mediante un mecanismo de eliminaciéon beta no enzimatico;
sin embargo, el control ajustable sobre la tasa de liberacién sigue siendo un problema con este sistema.

La publicacion PCT W02009/158668 describe conjugados de farmaco liberable a macromoléculas, donde la tasa de
eliminacion beta esta controlada por un activador independiente de la propia macromolécula. Esto resuelve un
problema que quedd sin resolver en la técnica anterior. La publicaciéon PCT '668 proporciona enlazadores que son
mas directamente aplicables a farmacos que contienen amina basica, ya que los enlazadores se fijan a los farmacos
mediante enlaces carbamato o tiocarbamato. Por tanto, existe una necesidad insatisfecha de nuevos enlazadores
escindibles que permita la conjugacién de farmacos que contienen alcohol, fenol, tiol, tiofenol y ciertos farmacos que
contienen nitrégeno a vehiculos macromoleculares, y que permitan la posterior liberacion de estos farmacos a tasas
controladas en condiciones fisiologicas. De forma notable, mas del 50 % de los farmacos aprobados por la FDA por
debajo de un peso molecular de 1200 tienen un grupo primario o secundario alifatico hidroxilo, fenol o tiol, y
aproximadamente el 8 % contiene un nitrégeno de sulfonamida, pirrol, o indol (véase DrugBank). La presente
invencion cumple esta necesidad proporcionando conjugados de farmaco-macromolécula unidos mediante N-
oximetil, N-(amino heterociclico)metil y N-tiometilcarbamatos que se pueden escindir por eliminacion beta a tasas
controladas para proporcionar los farmacos libres. Ademas, los enlazadores descritos en este documento liberan las
moléculas de farmaco libre sin depender de la actividad o presencia de enzimas fisioldgicas.

Bosslet K. et al, Cancer Research (1994) 54: 2151-2159 describe el profarmaco, N-(4-B-glucuronil-3-
nitrobenciloxicarbonil)-doxorrubicina, a partir del cual se libera doxorrubicina mediante fragmentacion inducida por
enzima. Farquhar D. et al., Cancer Chemother. Pharmacol. (2002) 50: 65-70 describe el profarmaco antitumoral, N-
[4"-B-D-galactopiranosil)-3"-nitrobenciloxicarbonilldaunorrubicina que se activa por la enzima f-galactosidasa.
Rachel Madec-Lougerstay et al., J. Chem. Soc., Perkin Trans. (1999) 1: 1369-1375 describe la sintesis de
espaciadores de glucurénido auto-inmolador basados en aminometilcarbamato y su aplicacién a profarmacos de 5-
fluorouracilo (5-FU) para terapia de profarmacos enzimaticos dirigidos por anticuerpos.
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Aunque los N-alcoximetil, N-aciloximetil y N-tiometilcarbamatos simples se han presentado previamente como
profarmacos [véase, por ejemplo, N-aciloximetilcarbamatos descritos por Majumdar y Sloan, Bioorg. Med. Chem.
Lett. (2007) 17: 1447-1450] o como modificadores para textiles [véanse, por ejemplo, las patentes de Estados
Unidos 4.539.008; 4.200.564; y 3.758.554], dichos compuestos no tienen la capacidad de liberar las moléculas de
farmaco libre por eliminacion beta de tasa controlada. Asimismo, Majumdar S. et al., Biorg. Med. Chem. Lett. (2006)
16: 3590-3594 informa de la sintesis e hidrolisis de derivados N-alquil-N-alquiloxicarbonilaminometilo (NANAOCAM)
de farmacos que contienen fenol, imida y tiol. Se indicdé que el mecanismo de hidrdlisis funcionaba mediante un
mecanismo de tipo Sy1, basandose en investigaciones emprendidas con derivados  N-aril-N-
alquiloxicarbonilaminometilo (NArNAOCAM) de fenoles.

Sumario de la invencién

La presente invenciéon se refiere a conjugados de farmacos con vehiculos macromoleculares que comprenden
enlazadores escindibles que permiten la posterior liberacién de los farmacos a tasas controladas en condiciones
fisiolégicas, asi como los enlazadores escindibles, moléculas de enlazador-farmaco que comprenden los
enlazadores escindibles, vehiculos macromoleculares que comprenden los enlazadores escindibles y métodos para
la preparacion y uso del conjugado anterior de macromolécula-enlazador-farmaco.

En general, la invencion se refiere a un compuesto de la formula
R? R’
Rl—IC—(CH:CH)m—?—O—C—NB—CHZ—Z V)
H R’
enlaquemes0o0 1;

en la que al menos uno, o ambos R’ y R? son independientemente CN; NOg;

un arilo opcionalmente sustituido;

un heteroarilo opcionalmente sustituido;
un alquenilo opcionalmente sustituido;
un alquinilo o?cionalmente sustituido;
COR®0 SOR® 0 SO;R*en la que

R*es Houn alquilo opcionalmente sustituido;

arilo o arilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido;

heteroarilo o heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido; o

OR%o N(Rg)z en la que cada R es independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido, o ambos
grupos R? tomados junto con el nitrégeno al que estan unidos forman un anillo heterociclico;

en la que R y R? pueden unirse para formar un anillo de 3-8 miembros; y

en la que uno y sélo uno de R y R? puede ser H o alquilo, arilalquilo o heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente
sustituido;

cada R® es independientemente H o es alquilo, alquenilalquilo, alquinilalquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo o
heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido;

Z es un residuo de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no basico, o es un nucleéfugo que
media dicho acoplamiento; y

B es alquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo, o heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido; y

en la que uno de R' R? R® y B se acopla a una macromolécula o uno de R" R? y R® comprende un grupo
funcional para mediar dicho acoplamiento;

en la que los sustituyentes para cualquier grupo opcionalmente sustituido que se ha definido anteriormente se
seleccionan entre halo, nitro, ciano, OR, SR, NR,;, OCOR, NRCOR, COOR, CONR;, SOR, SO;,R SONR3,
SO2NRy, en la que cada R es independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo, o dos grupos R
tomados junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo; y en la que la sustitucién en cualquier
sistema anular también puede seleccionarse entre alquilo, alquenilo, alquinilo, o un anillo adicional, cada uno de
los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

Por lo tanto, una realizacion de la invencioén se refiere a conjugados de farmacos con vehiculos macromoleculares
que comprenden enlazadores escindibles que tienen la formula (1)
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R2 R?
Rl—C—(CH=CH)m—?—O—C—NB—CH2—D D
H R3

en la que R' R4 R® m y B se definen como anteriormente, y en Ia que D es el residuo de un farmaco o profarmaco
acoplado a traves de O, S o N no basico y en la que uno de R' R% R® y B se acopla a una macromolécula.

Otra realizacion de la presente invencién proporciona compuestos de reactivo de enlazador escindible que son
precursores a los compuestos de férmula (1) que tienen la férmula (1),

R2 R’

—C—(CH:CH)m—(|3—O—C—NB—CH2—L (I

H R’

en la que R, R, R®, m y B son como se han definido anteriormente; y L es un nucleéfugo que media el
acoplamiento de un farmaco o profarmaco acoplado a traves de O S o N no basico. En la formula (ll), en lugar de
acoplarse a una macromolécula, uno de los grupos R R? y R® comprende un grupo funcional para mediar el
acoplamiento a una macromolécula.

Otra realizacion mas de la presente invencion proporciona compuestos enlazador-farmaco que tienen la formula (l11)
R? R’
—C—(CH=CH)m—?—O—C—NB—CH2—D (1)
H R’

en la que los grupos R', R R°, m y B son como se han definido anteriormente; D es eI reS|duo de un farmaco o
profarmaco acoplado a traves de O, S o N no basico; y en la que uno de los grupos R' R? y R® comprende un grupo
funcional para mediar el acoplamiento a una macromolécula como se ha descrito anterlormente

Auln una realizacion adicional de la presente invencién proporciona vehiculos macromoleculares que comprenden
enlazadores escindibles que tienen la férmula (1V),

R? RS

—C—(CH:CH)m—?—O—C—NB—CHZ—L Iv)

H RS

en la que los grupos R, R R® m y B son como se han definido anteriormente; L es un nucle6fugo que media el
acoplamlento de un farmaco o profarmaco a través de O, S o N no basico; y en la que, como en la formula (1), uno
deR" R3 R® y B se acopla a una macromolécula.

La presente invencién también proporciona métodos para la preparacion de los compuestos de formula (1).
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 ilustra las relaciones entre las moléculas de la invencién. La reaccion de una molécula de reactivo de
enlazador escindible de férmula (ll) con un farmaco a través de O, S o N no basico produce un compuesto
enlazador-farmaco de formula (Ill). De forma andloga, la reaccion de un conjugado de reactivo de
macromolécula-enlazador de féormula (IV) con un farmaco a través de O, S o N no basico produce un conjugado
de macromolécula-enlazador-farmaco de férmula (l). La conjugacion de una molécula de reactivo de enlazador
de férmula (Il) con una macromolécula proporciona un conjugado de reactivo de macromolécula-enlazador de
férmula (IV). De forma analoga, la conjugacion de un compuesto enlazador-farmaco de férmula (Ill) con una
macromolécula proporciona un conjugado de macromolécula-enlazador-farmaco de férmula (1).

Figura 2. El panel A ilustra el esquema general de la liberacidon activada por la p-eliminacion de farmacos de
compuestos de la invencion. La escision por B-eliminacion proporciona un acido carbamico inestable, que se
descompone por la pérdida de CO, para proporcionar un hemiaminal inestable, que se descompone
adicionalmente para producir B-NH;, H.CO, y ZH libre de farmaco. La tasa de liberacion de ZH libre depende de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 584 381 T3

la tasa de la B-eliminacion, que, a su vez, depende principalmente de los grupos de activacion R y R El panel B
ilustra la descomposicion de compuestos de la invencién a través de E1-eliminacién. La escision del enlace C-Z
usando el par solitario del carbamato nitrdgeno proporciona ZH libre y un i6n de iminio inestable, que hidroliza
para proporcionar el carbamato y el formaldehido. La tasa de liberacion de ZH libre depende de la actividad del
par solitario carbamato N, que a su vez, depende del grupo B. En general, la aceptacion de electrones y la
conjugacion de los grupos B favoreceran la -eliminacion sobre la E1-eliminacion.

La figura 3 muestra la cinética de la liberacion de N-(2,4-dinitrofenil)-cisteina de S-(N-(9-fluorenilmetoxicarbonil-
N-fenil)aminometil) N-(2,4-dinitrofenil)-cisteina (Ejemplo 11C) (rombos; T1/2 = 100 horas) y S-(N-(etoxicarbonil-N-
fenil)aminometil) N-(2,4-dinitrofenil)-cisteina (cuadrados; Tiz = 850 horas) en tampén HEPES 0,1 M, NaCl
15 mM, pH 7,40, 37 °C.

La figura 4 muestra la cinética de liberacion de N-(6-(2,4-dinitrofenillaminohexanoil)-serina de O-(N-(9-
fluorenilmetoxicarbonil-N-fenil)Jaminometil)-serina (Ejemplo 11B) (rombos; T12 = 400 horas) y O-(N-etoxicarbonil-
N-fenil)Jaminometil)-serina (cuadrados; T+ = 8.000 horas) en tampon HEPES 0,1 M, NaCl 15 mM, pH 7,40, 37°C.
La figura 5 muestra métodos generales para la conversion de alcoholes en intermedios y compuestos de formula
(1), como se describe en la Memoria descriptiva.

La flgura 6 muestra un método para la preparacion de compuestos de formula (I1), en la que R' es arilsulfonilo, R?
es H, R® es H y 3-(5-hexinoilamido)fenilo, B es fenilo, y L es CI.

La figura 7 muestra un método para preparar un compuesto de férmula (lll) en la que D esta conectado a través
de N (DH es 5-fluorouracilo). Esta figura también ilustra un método para preparar un compuesto de formula (Il) en
laquelLesl.

La figura 8 muestra los resultados del Ejemplo 36 para la concentracion de conjugados PEG-SN-38 de 4 brazos
(Ejemplo 34, en el que R' = 4-N,N-dietilcarboxamido y R = fenilsulfonilo, metanosulfonilo o morfolinosulfonil) en
funcién del tiempo en suero de raton. Leyenda: Linea continua, R = fenilsulfonilo; linea de puntos, R =
morfolinosulfonilo; linea discontinua, R = metanosulfonilo.

La Figura 9 muestra los resultados del experimento de farmacocinética de conjugado PEG-SN38 de 4 brazos
descrito en el Ejemplo 50. El Panel A muestra la concentracion de dlversos co Jugados PEG-SN38 de 4 brazos
después de administracion i.v. a ratas. Los conjugados donde uno de R' y R es H y el otro es fenilsulfonilo
(cuadrados), metanosulfonilo (rombos) o morfolinosulfonilo (triangulos), o R' y R? son ambos H como control
(circulos) se administraron a las ratas i.v., y se analizaron muestras de plasma para el conjugado restante como
se describe en los ejemplos de trabajo. El Panel B muestra un recorte de los datos para determinar la tasa de
escision de SN38 de Ios conj 2gados in vivo. Un diagrama logaritmico de la relacion de los conjugados liberables
(es decir, uno de R' y R® es H y el otro es fenilsulfonilo (cuadrados), metanosulfonllo (rombos) o
morfolinosulfonilo (triangulos)) al conjugado "estable" no liberable (circulos; es decir, R' y R? son ambos H como
control) a diversos tiempos produce trazos cuyas pendientes son iguales a la tasa de liberacion de SN38 de los
conjugados. Se observd que las tasas de liberacion de SN38 in vivo eran iguales a las determinadas para los
conjugados in vitro, con las siguientes vidas medias (modulador, T in vitro, T4,z in vivo): fenilsulfonilo, 9,3 h,
10,4 h; metanosulfonilo, 44 h, 54 h; morfolinosulfonilo, 123 h, 137 h.

La Figura 10 muestra una comparacion de las tasas de liberacion in vivo e in vitro de farmacos como una funcion
de las constantes de Hammett asociadas con el activador.

Descripcion de la invencion

La presente invencion representa una mejora sobre las practicas convencionales de conjugados, y tiene ventajas
adicionales sobre las composiciones de farmacos liberables PEGilados tales como las descritas en la publicacion
PCT W02009/158668 mencionada anteriormente. Las ventajas incluyen retencién de un farmaco o profarmaco en
forma inactiva hasta liberarse del vehiculo macromolecular, una multiplicidad de sitios de unién para el farmaco de
modo que pueda aumentarse la dosificacién del farmaco, permitiendo, por tanto, el suministro de farmacos menos
potentes, y la provision de proteccion contra enzimas degradantes u otras condiciones inactivadoras.

Otra ventaja de los compuestos de la invencion es que producen suministro eficaz de farmacos al sistema linfatico.
Como los compuestos de la invencion tienen pesos moleculares que son significativamente mayores que el peso
molecular del farmaco, son capaces de mantener el farmaco en el sistema linfatico cuando los compuestos se
administran por via subcutanea. Los compuestos con pesos moleculares de 40.000 o mas se mantienen de forma
eficaz en el sistema linfatico. Ademas, como el sistema linfatico carece de esterasas presentes en el plasma que
podrian liberar los farmacos de los enlaces esterificados, el pH favorable del sistema linfatico (que es idéntico al del
plasma) permite la liberacion del farmaco activo del conjugado. Por tanto, los compuestos de la invencion liberan de
forma eficaz el farmaco en el sistema linfatico cuando se desea el suministro al sistema linfatico, como seria el caso,
por ejemplo, con respecto a linfomas.

La presente invencién proporciona compuestos definidos en la reivindicacion adjunta 1. Los compuestos son
conjugados de farmacos con vehiculos macromoleculares, que comprenden enlazadores escindibles que permiten la
posterior liberacion de los farmacos a tasas controladas en condiciones fisioldgicas, asi como los reactivos de
enlazadores escindibles, compuestos de enlazador-farmaco que comprenden los enlazadores escindibles, y
vehiculos macromoleculares que comprenden los reactivos de enlazadores escindibles.
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Los compuestos de la invencion tienen la férmula (V) que incluye el conjugado de farmaco y sus precursores y que
puede usarse adicionalmente para explicar la invencion.

En la formula (V):
R? R 0
—C—(CH=CH),,—C—0—C—NB—CH,—Z (V)
H I|{5

los grupos R' y/o R? activan el C-H adyacente para la beta-eliminacion en condiciones fisioldgicas. Como se usa en
el presente documento, el término "beta-eliminacion en condiciones fisiolégicas" se refiere a una transformacion
quimica en la que una molécula de la invencion se transforma en un resto alqueno y un acido carbamico de acuerdo
con el esquema ilustrativo

R2 RS O
H [-eliminacion
Rl—C—(CH=CH)m—(|1—O—C—NB—CHZ-Z _ >

H R

R2 RS

Rl—c=(CH-CH)m=(|: * H—0—C—NB—CH,Z

RS

que tiene lugar en condiciones tipicas de aquellas de los sistemas bioldgicos, por ejemplo, un pH de entre 6 y 8 y
una temperatura de entre 25 y 40 °C, a tal velocidad que la semivida de la reaccién esta entre 1 y 10.000 horas, o
entre 1y 5.000 horas, o entre 1 y 1.000 horas o entre 1y 100 horas o entre 1y 10 horas. Los acidos carbamicos de
producto son tipicamente altamente inestables, y se descomponen adicionalmente para liberar CO2, B-NH;, H,C=0
y Z-H. Una posible ruta para esta descomposicion se ilustra en la figura 2A y se muestra en mas detalle como se
indica a continuacion:

(1) HO-(C=0)-N(B)-CH2-Z — CO> + B-NH-CH2-Z (un formaldehido aminal inestable)

(2) B-NH-CH»-Z — B-N=CH + ZH (formacién de imina)

(3) B-N=CH + H20 — B-NH-CH,-OH (adicién de agua a la imina para formar hemiaminal)

(4) B-NH2 + O=CH; (ruptura de hemiaminal para dar formaldehido + amina). Un experto en la técnica reconocera
que los diversos intermedios de la beta-eliminacion y las reacciones de descomposicion posteriores (1)-(4) que
se han mostrado anteriormente pueden ser transitorias y, por lo tanto, pueden no ser detectables en condiciones
de reaccion fisiolégicas u otras condiciones de reaccion quimicas.

La naturaleza de los grupos de activacion R' ylo R? se ha expuesto anterlormente y controla sustancialmente la
velocidad de la reaccion de eliminacion. Por lo tanto, los grupos R' ylo R? acttian como uno o] mas grupos de
activacion determinando la acidez del C-H adyacente. La seleccion de grupos de activacion R' ylo R? adecuados
proporciona un medio para controlar la velocidad de liberacién del farmaco de los compuestos de la invencion. El
grado en el que los grupos R ylo R? activan el enlace C-H adyacente puede expresarse por la acidez resultante del
enlace C-H; esta acidez puede expresarse a su vez como la pK, del enlace C-H, en la que una pK, inferior
representa un enlace C-H mas acido, ionizado mas facilmente. Las listas de valores pK, aproximados para diversos
grupos son comunes en la técnica, por ejemplo en Bordwell, F.G., "Equilibrium acidities in dimethyl sulfoxide
solution”, Accounts of Chemical Research 21(12): 456-463 (2002). Los ejemplos de grupos de activacion adecuados
incluyen, pero sin limitacion, arilos opcionalmente sustituidos, heteroarilos opcionalmente sustituidos, alquenos
opcionalmente sustituidos, alquinos opcmnalmente sustituidos, sulfonas, sulfoxidos, nitrilos, cetonas, ésteres,
amidas y grupos nitro. Cuando los grupos R' ylo R? se unen para formar un anillo de 3-8 miembros, el anillo puede
formar parte de una estructura ciclica mayor, opcionalmente sustituida, por ejemplo
o, ,0
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y formas sustituidas de las mismas.

Los sustituyentes en los grupos R ylo R? pueden anadirse opcionalmente para proporcionar control adicional sobre
la acidez del C-H adyacente y, por lo tanto, la velocidad de la reaccion de beta-eliminacién. En general, los
sustituyentes aceptores de electrones aumentaran la velocidad de la reaccion de beta-eliminacion, mientras que los
sustituyentes donadores de electrones disminuiran la velocidad de la reaccion de beta-eliminacion. El efecto
electrénico de diversos sustituyentes se conoce bien en la técnica, y puede expresarse, por ejemplo, como
relaciones lineales sin energia (Hammett). Para los sistemas aromaticos, por ejemplo grupos arilo, heteroarilo,
arilcetona, heteroarilcetona, arilsulfona, heteroarilsulfona, arilsulféxido y heteroarilsulfoxido sustituidos, los efectos
electrénicos de los sustituyentes se describen por los parametros sigma de Hammett, con un valor sigma positivo
que representa los efectos de la aceptacion de electrones (aceleracion de la velocidad con respecto a un C-H
adyacente) y un valor sigma negativo que representa los efectos de la donacion de electrones (retraso de la
velocidad con respecto al C-H). La Tabla 1 proporciona una lista de constantes sigma de Hammett para diversos
sustituyentes.

A modo de ejemplo, cuando un anillo arilo R' esta sustituido con un "grupo donador de electrones”, el sustituyente
dara como resultado un descenso de la acidez del enlace C-H de tipo bencilico adyacente. Los ejemplos de
sustituyentes donadores de electrones adecuados incluyen, pero sin limitacion, alquilo, alcoxi, alquiltio, silil amino,
alquilamino y dialquilamino. La sustitucion de un anillo arilo con uno o mas "grupos aceptores de electrones" da
como resultado un aumento de la acidez del enlace C-H de tipo bencilico adyacente. Los ejemplos de sustituyentes
aceptores de electrones adecuados incluyen, pero sin limitacion, halégeno, difluorometilo, trifluorometilo, nitro, fenilo,
alquenilo, ciano, C(=0O)-R, en la que R es H, alquilo, alcoxi, o0 amino, o SOR o SO;R, donde R es alquilo, arilo o
heteroarilo. Los sustituyentes donadores de electrones o aceptores de electrones distintos de hidrégeno pueden
estar presentes en mlltiples posiciones en los anillos a los que estan unidos. Aunque, por comodidad, en la mayor
parte de los ejemplos, Unicamente se muestra una Unica aparicion de un sustituyente distinto de hidrégeno en un
anillo sencillo, también pueden estar presentes multiples sustituyentes y estan dentro del alcance de la invencion.
Los sustituyentes pueden ser iguales o diferentes.

Lo anterior es una simplificacion, ya que en algunos casos, que un sustituyente sea aceptor de electrones o donador
de electrones depende de su posicion en un anillo aromatico. Esto se refleja en la siguiente tabla de relaciones
lineales sin energia (Hammett), donde un valor sigma positivo representa un efecto aceptor de electrones y un valor
sigma negativo indica un efecto donador de electrones. Como se muestra en la tabla, por ejemplo, OMe es aceptor
de electrones cuando esta presente en la posicion meta de un anillo fenilo, pero donador de electrones en la
posicién para (u orto).

Constantes sigma de Hammett seleccionadas para sustituyentes aromaticos
Sustituyente o(meta) o(para) Sustituyente o(meta) o(para)

H 0 0 F +0,34  +0,06
CHs 0,07  -017 cl +0,37  +0,23
CHsCH; 0,07 -0,15 Br +0,39  +0,23
Me,CH 005  -0,15 | +0,35  +0,18
MesC -0,1 0,2 SH +0,25  +0,15
MesSi 0,04  -0,07 MeS +0,15 0
NH; 0,16  -0,66 CICH; +0,11  +0,12
Me;N 0,15  -0,83 CFs +0,43  +0,54
OH +0,12  -0,37 CN +0,56  +0,66
OMe +0,12  -0,27 CHO +0,35  +0,42
OCH,CH;  +0,10  -024  CHsC=O  +0,38  +0,50
AcNH +0,07  -0,15 COzH +0,37  +0,45
Ph +0,06  -0,01 NO +0,62  +0,91
CH,=CH +0,05  -0,02 NO, +0,71  +0,78
HC(=O)NH  +0,19 0 MesN* +0,88  +0,82

Los sustituyentes restantes R® y B tienen un menor efecto sobre la velocidad de la beta-eliminacion, pero la
naturaleza de B en particular afecta a la velocidad de una reaccion de E1 eliminacion competente. La naturaleza del
grupo B afecta a la estabilidad del N-metileno-carbamato hacia la descomposicion a través de reacciones de
eliminacion de tipo E1, que se ilustra en la figura 2B. Los grupos B que reducen la reactividad del par solitario
carbamato N, por ejemplo a través de una conjugacion extendida y/o la capacidad aceptora de electrones, reducen
la velocidad de la descomposicién competente por la ruta de la E1-eliminacion.

Las macromoléculas pueden acoplarse a la Féormula V a través de "conectores" adicionales. Los conectores
adicionales son compuestos organicos bifuncionales. Muchos de estos conectores estan disponibles en el mercado,
por ejemplo en Pierce Chemical Co, Rockford, IL. Se conocen bien en la técnica diversos conectores bifuncionales,
incluyendo acidos o anhidridos dicarboxilicos, diaminas, o conectores heterobifuncionales. Los ejemplos de
conectores heterobifuncionales incluyen, por ejemplo, aquellos que tienen un succinimidil éster ("NHS") y un alquino
o cicloalquino (por ejemplo, DBCO-NHS), una maleimida y un NHS, o moléculas similares. La seleccién del conector
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dependera, por supuesto, de la naturaleza de los grupos funcionales en los sustituyentes en la macromolécula, el
farmaco, y de los intermedios correspondientes a las Formulas (1)-(V).

El término "alquilo" incluye grupos hidrocarburo lineales, ramificados o ciclicos saturados de 1-8 carbonos, o en
algunas realizaciones, 1-6 o 1-4 atomos de carbono.

El término "alcoxi" incluye grupos alquilo unidos a oxigeno, incluyendo metoxi, etoxi, isopropoxi, ciclopropoxi,
ciclobutoxi, y similares.

El término "alquenilo” incluye hidrocarburos insaturados no aromaticos con dobles enlaces carbono-carbono. Por el
término "alquenilo (C,)" se refiere a un doble enlace carbono-carbono mono-, di-, tri-, o tetra-sustituido de cualquier
configuracion geométrica.

El término "alquinilo” incluye hidrocarburos insaturados no aromaticos con triples enlaces carbono-carbono. Por el
término "alquinilo (C;)" se refiere a un triple enlace carbono-carbono mono- o di-sustituido.

El término "arilo" incluye grupos hidrocarburo aromaticos de 6-18 carbonos, preferiblemente 6-10 carbonos,
incluyendo grupos tales como fenilo, naftilo, y antracenilo. El término "heteroarilo” incluye anillos aromaticos que
comprenden 3-15 carbonos que contienen al menos un atomo N, O o S, preferiblemente 3-7 carbonos que contienen
al menos un atomo N, O o S, incluyendo grupos tales como pirrolilo, piridilo, pirimidinilo, imidazolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, quinolilo, indolilo, indenilo y similares.

En algunos aspectos, los restos alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo pueden acoplarse al resto de la molécula a
través de un enlace alquilo. Bajo estas circunstancias, el sustituyente se denominara como alquenilalquilo,
alquinilalquilo, arilalquilo o heteroarilalquilo, que indica que hay un resto alquileno entre el resto alquenilo, alquinilo,
arilo o heteroarilo y la molécula a la que se acopla el alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo.

El término "halégeno” incluye bromo, fluor, cloro y yodo.

La expresion "anillo heterociclico" se refiere a un anillo aromatico o no aromatico de 4-8 miembros que comprende 3-
7 atomos de carbono y al menos un atomo N, O o S. Los ejemplos incluyen piperidinilo, piperazinilo,
tetrahidropiranilo, pirrolidina y tetrahidrofuranoilo, asi como los grupos ejemplares proporcionados para el término
"heteroarilo" anterior.

"Maleimido" se refiere a la formula

| N—%
0

La expresion "N no basico" se refiere a un nitrégeno que es parte de un grupo NH en una molécula de farmaco libre
DH, en el que NH esta caracterizado por tener una pKa menor de o igual a aproximadamente 20. En ciertas
realizaciones de la invencién, el N no basico es un miembro de un sistema anular heteroarilo tal como pirrol, indol,
pirimidina o purina, una sulfonamida primaria o secundaria (R-SO>NHR'), una amida primaria o secundaria (R-
CONHR'), o una imida (R-CO-NH-CO-R").

Un "nucledfugo” es un grupo saliente lleva consigo el par electronico por el que esta unido. Los nucleéfugos
ejemplares son halégeno, OH, alcoxi, arilsulfonato, alquilsulfonato o R2S", en la que cada R es independientemente
alquilo, arilo o heteroarilo.

Por el término "macromolécula" se entiende una molécula o resto de una molécula que tiene un peso molecular
entre 5.000 y 1.000.000 Dalton, preferiblemente entre 10.000 y 500.000 Dalton, y mas preferiblemente entre 10.000
y 250.000 Dalton. Ejemplos de macromoléculas incluyen, aunque sin limitacion, proteinas incluyendo anticuerpos,
fragmentos de anticuerpos y enzimas; polipéptidos incluyendo poli(aminoacidos) tales como poli(lisina) y poli(valina)
y polipéptidos de secuencia mixta; polimeros sintéticos incluyendo poli(etilenglicol) (PEG), poli(6xido de etileno)
(PEO), poli(etilenimina) (PEI) y copolimeros de los mismos; y polisacaridos tales como dextranos. Las
macromoléculas comprenderan al menos un grupo funcional adecuado para la conjugacion, de forma nativa o
después de transformacion quimica, tal como un grupo amina, acido carboxilico, alcohol, tiol, alquino, azida o
maleimida como se ha descrito anteriormente. En ciertas realizaciones de la invencion, la macromolécula es un
polietilenglicol. El polietilenglicol puede ser lineal o ramificado, con un extremo terminado con un grupo funcional
adecuado para conjugacion y el otro extremo o extremos terminados por un grupo de recubrimiento (por ejemplo,
metilo), o puede comprender multiples brazos, terminando cada brazo en un grupo funcional adecuado para la
conjugacion. En realizaciones preferidas de la invencion, el polietilenglicol es un polimero lineal, ramificado o de
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multiples brazos que tiene un peso molecular promedio entre 20.000 y 200.000 Dalton, preferiblemente entre 20.000
y 100.000 Dalton, y mucho mas preferiblemente de aproximadamente 40.000 Dalton. Ejemplos de dichos
polietilenglicoles son conocidos en la técnica y estan disponibles en el mercado, por ejemplo, en NOF Corporation
(Tokio, Japon).

Los términos "proteina" y "péptido” se usan de forma intercambiable independientemente de la longitud de cadena, y
estos términos incluyen adicionalmente pseudopéptidos que comprenden enlaces diferentes a enlaces amida, tales
como enlaces CH,NH, asi como peptidomiméticos.

Las expresiones "acidos nucleicos" y "oligonucledtidos" también se usan de forma intercambiable
independientemente de la longitud de cadena. Los acidos nucleicos u oligonucleétidos pueden ser monocatenarios o
duplex o pueden ser ADN, ARN o formas modificadas de los mismos con enlaces alterados, tales como
fosfodiésteres, fosforamidatos y similares. Tanto para las proteinas como para los acidos nucleicos utiles como
farmacos en la invencion, estas expresiones también incluyen aquellos con cadenas laterales no encontradas en la
naturaleza en el caso de proteinas, asi como enlaces pseudopeptidicos y bases no encontradas en la naturaleza en
el caso de acidos nucleicos, asi como variantes de la estructura tales como acidos peptidonucleicos.

La expresidon "molécula pequefa" en el contexto de farmacos, es un término comprendido en la técnica, y se
entiende que incluye compuestos diferentes a las proteinas y acidos nucleicos que se sintetizan o se aislan de la
naturaleza y, en general, no se parecen a proteinas o acidos nucleicos. Tipicamente, tienen pesos moleculares
<1.000, aunque no hay punto de corte especifico reconocido. No obstante, la expresién es bien comprendida en los
campos de farmacologia y medicina.

Puede incluirse una amplia diversidad de farmacos como realizacién de D. Cada uno de estos farmacos se acoplara
a través de un nitrdgeno no basico, oxigeno o azufre a la parte metilcarbamato de los compuestos de la invencion.
Por tanto, los farmacos adecuados seran aquellos que poseen un hidroxi, tiol o amina no basica para permitir el
acoplamiento al enlazador. Ejemplos de farmacos adecuados incluyen aquellos para uso en seres humanos o
veterinario incluyendo, aunque sin limitacion, farmacos antidiabéticos; promotores del crecimiento; antibacterianos
incluyendo aminoglucésidos, penicilinas, cefalosporinas, macrdlidos y péptidos, trimetoprima, acido piromidico y
sulfametazina; farmacos analgésicos y antinflamatorios, farmacos antialérgicos y antiasmaticos, farmacos
antihipercolesterolémicos, bloqueantes beta-adrenérgicos y farmacos antihipertensivos, farmacos antineoplasicos y
farmacos antiviricos.

Ejemplos adicionales de dichos farmacos incluyen alcoholes tales como paclitaxel y analogos, epotilonas y
analogos, camptotecina y analogos tales como irinotecan, y nucledsidos tales como 5-fluorouracilo y capecitabina.
En otra realizacion, el farmaco es un péptido que comprende un resto de serina. En otra realizacién, el farmaco es
una molécula pequefia que comprende un grupo arilol; ejemplos de dichos farmacos incluyen SN-38, etilefrina,
prenalterol y estradiol. En otra realizacion, el farmaco es un péptido que comprende un resto de tirosina. So el
acoplamiento es a través de S, el farmaco puede ser una molécula pequeiia que comprende un grupo tiol. Ejemplos
de dichos farmacos incluyen penicilamina, captopril y enalapril. El farmaco puede ser una molécula pequefia que
comprende un grupo tioarilo o tioheteroarilo; ejemplos de dichos farmacos incluyen 6-mercaptopurina. Si el
acoplamiento es a través de un N no basico, el farmaco puede ser una molécula pequefia o péptido que comprende
una amida primaria o secundaria (tal como un resto piroglutamato u otra amida) o sulfonamida, o un grupo
heteroarilo tal como un indol (por ejemplo, triptéfano) o purina. Ejemplos incluyen hormona liberadora de tirotropina,
bombesina, hormona liberadora de hormona luteinizante, hormona liberadora foliculoestimulante, octreétido, 5-
fluorouracilo y alopurinol.

Ejemplos de farmacos basados en acido nucleico incluyen la hebra con sentido y la hebra antisentido de cualquier
gen de un animal, y particularmente de un mamifero. Dichos genes pueden ser aquellos que ya son objeto de ADN o
ARN antisentido, o ARN interferentes pequefios que se han proporcionado con el fin de tratar diversas
enfermedades, por ejemplo, genes de la proteina quinasa C-alfa, BCL-2, ICAM-1, factor de necrosis tumoral alfa y
similares.

En realizaciones particulares, el farmaco es SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina).

El término "precursor” se refiere a un compuesto similar a la férmula (l), pero donde en lugar de la macromolécula, el
sustituyente relevante R', R? 0 R® se provee con un grupo funcional o un enlazador que puede proporcionar
acoplamiento, y/o donde D se remplaza por un nucleéfugo. Por tanto, esta categoria de compuestos tiene las
formulas (1), (1) y (IV).

Aunque normalmente la forma activa del farmaco se libera directamente de los conjugados de la invencion, en
algunos cases es posible liberar el farmaco activo en forma de un profarmaco del mismo.

Para evitar malentendidos, los "conjugados de farmacos" descritos en este documento incluyen conjugados tanto de
farmacos como de profarmacos.
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Como se ha apreciado anteriormente, en la férmula (V), Z es el residuo de un farmaco o profarmaco acoplado a
través de O, S o N no basico, o comprende un nucle6fugo que permite la conexion a un farmaco a través de O, S o
N no basico. Cuando Z es un nucleéfugo que permite una conexion a un farmaco a través de O, S o N no basico, Z
puede ser halégeno, OH, alcoxi, arilsulfonato, alquilsulfonato, o R2S*, en la que cada R es independientemente
alquilo, arilo, o heteroarilo. En una realizacion especifica, Z es halégeno o R,S". En otra realizacién, Z es cloro o
metoxi. De forma analoga, L en la formula (ll) y formula (IV) puede ser halégeno, OH, alcoxi, arilsulfonato,
alquilsulfonato, o R.S*, en la que cada R es independientemente alquilo, arilo o heteroarilo, y en realizaciones
especificas, L es cloro o metoxi.

Sustituyentes ejemplares

Dado que los grupos R' R% R® y B se comparten por todos los compuestos de la invencion que definen estos
grupos, las diversas realizaciones de estos grupos como se presentan en la alternativa expuesta a continuacion son
comunes para todos ellos. Cuando cualquier grupo puede estar opcionalmente sustituido, la sustitucion en cualquier
sistema anular puede ser alquilo, alquenilo, alquinilo, o un anillo adicional, cada uno opcionalmente sustituido. Los
sustituyentes opcionales en cualquier grupo, incluyendo los anteriores, incluyen halo, nitro, ciano, OR, SR, NR,
OCOR, NRCOR, COOR, CONR2, SOR, SO2R SONAR;, SO:NR; en los que cada R es independientemente alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo, o dos grupos R tomados junto con los atomos a los que estan unidos forman
un anillo.

Los compuestos de la invencion contlenen un enlace a una macromolécula a través de uno de R', R? R® y B
(formula (V), (1) y (IV)), o uno de R', R® y R® comprende un grupo funcional que permite la conexién a una
macromolécula (férmulas (V), (ll) y (III)). Los grupos funcionales adecuados que permiten la conexion a una
macromolécula incluyen grupos amino, azido, hidroxi, acido carboxilico, alquinilo, tiol, maleimido, furano,
ciclopentadieno, 1,3-dieno, o 1,3-dicarbonilo, o variantes protegidas de los mismos. Los sustituyentes que
comprenden un grupo funcional reactivo |ncluyen un grupo alquilo, arilo, arilalquilo, heteroarllo heteroalquilo o
heteroarilalquilo, sustituido con un resto qU|m|c0 reactivo. Por lo tanto, uno de los grupos R' R% R y B se acopla a
una macromolécula o uno de R', R? y R® comprende un grupo amino, azido, hidroxi, acido carboxmco alquinilo, tiol,
maleimido, furano C|clopentad|eno 1,3-dieno, o 1,3-dicarbonilo, o variantes protegidas de los mismos. En algunas
realizaciones, R' se acopla a una macromolecula o comprende un grupo funcional que permite la conexion a una
macromolécula. En algunas realizaciones, R® se acopla a una macromolécula o comprende un grupo funcional que
permite la conexién a una macromolécula.

Como se ha indicado anteriormente, en los compuestos de Ia invencion, R’ y R? ejercen juntos el mayor control
sobre la velocidad de I|beraC|on para el farmaco, aunque R® y m también tienen algo de impacto. En algunos
aspectos, uno de R y R? es hidrégeno o es alquilo, arilalquilo o heteroarilalquilo y el otro comprende una de las
reahzamones restantes que se han expuesto anteriormente en el presente documento. En otros aspectos, ninguno
de R’ y R’ es hidrégeno ni es alquilo, arilalquilo o heteroarilalquilo.

Por ejemplo, R puede ser H y R? un fenilo opcionalmente sustituido o ambos R y R? pueden ser un fenilo
opcionalmente sustituido. Las sustituciones en los anillos fenilo pueden estar en las posiciones 1-5 pero
preferiblemente 3 o menos. Si tanto R' como R? son un fenilo opcionalmente sustituido, no necesitan sustituirse de
forma idéntica, o pueden sustituyentes de forma idéntica. Los sustituyentes adecuados incluyen alcoxi, halo, nitro,
ciano y similares, por ejemplo, como se ha proporcionado anteriormente en la Tabla 1.

En otras realizaciones, uno o ambos de R' y R? son R®S(0)-, 0 R°S(0)2-, en los que R® es alquilo, alquilo sustituido,
dialquilamino, alquilarilamino, diarilamino, un anlllo heterocmhco unido a N, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, o
heteroarilo sustituido. EI miembro restante de R' y R? puede ser entonces H, por ejemplo, o cualqulera de las
reahzamones alternatlvas que se han expuesto anteriormente. En realizaciones particulares, uno de R y R? es
R®S(0)2-, en el que R® es metilo, morfollno fenllo sin sustituir, o fenilo sustituido con uno 0 mas grupos halo, metilo,
metoxi o trifluorometilo, y el otro de R' y R? es H. En otras realizaciones, uno de R' y R? es fenilsulfonilo, 4-
(trifluorometil)fenilsulfonilo, 4-clorofenilsulfonilo, 4- metllfenllsulfonllo 4-metoxifenilsulfonilo, 2,4,6-tumetilfenilsulfonilo,
morfolinosulfonilo, o metanosulfonilo, y el otro de R' y R? es H.

En otros aspectos, uno o ambos de R' y R? pueden ser ciano y el otro opcionalmente seleccionado entre H y los
sustituyentes permisibles que se han expuesto anteriormente, en particular fenilo opcionalmente sustituido en una o
mas posiciones, por ejemplo, con halo, CN, NO;, metoxi y similares, y que opcionalmente comprende
ad|C|onaImente un grupo funcional que permite la conexién a una macromolécula. En otras realizaciones, uno de R
y R? es ciano y el otro es H.

En otro conjunto de aspectos, uno o ambos de R' y R? son un benzoilo opcionalmente sustituido y el otro es
hidrégeno o cualquier de Ias otras elecciones adecuadas, tal como un fenilo opcionalmente sustituido. En otras
realizaciones, uno de R’ y R? es aminocarbonilo, tal como N,N- -dialquilaminocarbonilo, o morfolinocarbonilo, y el otro
es H.
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En realizaciones adicionales, uno de R’ y R? es una cualquiera de las realizaciones particulares que se han descrito
anteriormente, que comprende ad|0|onalmente una macromolécula o un grupo funcional que permite una conexion a
una macromolécula, y el otro de R' y R? es H.

Cuando R' y R? estan unidos para formar estructura ciclicas, esto incluye grupos en los que el resto R'-CH-R? forma

una subestructura, tal como, por ejemplo,

y formas de las mismas opcionalmente sustituidas con grupos aceptores de electrones y/o donadores de electrones
como se ha descrito anteriormente, en las que G es un enlace (por ejemplo, 9-fluorenilo), C=0, SO, SO,, CA2, o
CA,CA; en los que cada A es independientemente H o ClI.

En otras realizaciones, R' y R? tomados junto con el CH al que estan unidos forman fluorenilo sin sustituir o
fluorenilo que comprende adicionalmente una macromolecula o un grupo funcional que permite la conexion a una
macromolécula. En ciertas realizaciones, R’ y R? tomados junto con el CH al que estan unidos forman fluorenilo o
fluorenilo sustituido con una alquil azida, en particular (azido-N-metil(CHz)s.salquil-amido)metilo.

Cada R® es independientemente H, o es alquilo, alquenilalquilo, alquinilalquilo, arllo arilalquilo, heteroarilo o
heteroarllalquno cada uno opcionalmente sustituido. En ciertas realizaciones, cada R®es H. En otras realizaciones,
uno de R es H y el otro es alquilo sustituido o fenilo sustituido. Aun en otras realizaciones, uno de R® es H y el otro
comprende un grupo azidoalquilo. Aun en otras realizaciones, uno de R® es H y el otro es azido-(CHz)s-salquilo,
monoalquilamino-(CHz)s.salquilo, N3(CH2)3.sN(Me)CO(CH3)s.6-, 0 -(CH2)3.6-CO2H, o una variante protegida de los
mismos. En realizaciones adicionales, uno de R’ es una cualquiera de las realizaciones particulares que se han
descrito anteriormente, que comprende ad|C|onaImente una macromolécula o un grupo funcional que permite la
conexion a una macromolécula, y el otro R’ es H.

El grupo B puede ser alquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo, o heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido. En
realizaciones preferidas de la invencion, B es un arilo opcionalmente sustituido, o un heteroarilo opcionalmente
sustituido. En ciertas realizaciones de la invencion, B es arilo o heteroarilo, cada uno sustituido con al menos un
grupo que tiene una constante sigma de Hammett positiva (Tabla 1). En una realizacién particular de la invencion, B
es fenilo o fenilo sustituido con alcoxicarbonilo, carboxamido, sulfonamido, CN, NO» o Br. En otras realizaciones, B
es fenilo sin sustituir. Aln en realizaciones adicionales, B es fenilo sin sustituir o fenilo sustituido con
dietilaminocarbonilo, morfolinocarbonilo o morfolinosulfonilo. Aln en realizaciones adicionales, B es fenilo,
propargilo, 4-bromofenilo, 4-etoxicarbonilfenilo, propilo, 4-(N,N-dietilcarboxamido)fenilo, 4-morfolinocarbonilfenilo, o
4-morfolinosulfonilfenilo. Aun en realizaciones adicionales, B es fenilo, 4-(N,N-dietilcarboxamido)fenilo, 4-
morfolinocarbonilfenilo, o 4-morfolinosulfonilfenilo. En realizaciones adicionales, B es una cualquiera de las
realizaciones particulares que se han descrito anteriormente, acopla adicionalmente a una macromolécula.

En ciertas realizaciones, m es 0.

En otras realizaciones, la presente invencion contempla compuestos de Férmula (X):

10y — 1
RO £
/
o 1 (X)
MM— Espaciador (@) I}I/\Z'
B|

en la que
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xes0,1,203;

cadaR" es independientemente metilo, trifluorometilo, metoxi o halo;

B' es fenilo, opcionalmente sustituido con alcoxicarbonilo, carboxamido, sulfonamido, CN, NO; o halo;

Z' es un residuo de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no basico, o es un nucleéfugo que
permite tal acoplamiento;

el espaciador es un enlazador que comprende un grupo alquilo, heteroalquilo, arilo o aralquilo, cada uno
opcionalmente sustituido; y

MM es una macromolécula o es un grupo funcional que permite una conexién a una macromolécula.

En otras realizaciones, la presente invencion contempla compuestos de Formula (XX):

iy T 9
1-c— —C-0-C—
R'-G—(CH=CH),—G~0~C~NB-CH,-O N o
H R® N
NN/ (XX)

OH O

en la que R', R, R®, m y B son como se han definido anteriormente para la formula (V). En otras realizaciones de
férmula (XX) m es 0 Aun en reahzamones ad|C|onaIes de féormula (XX) m es 0; R' es fenllsulfonllo fenllsulfonllo
sustituido, metanosulfonllo (R%:N-SO3, en la que R? se defino segun la formula (V), o CN; R es H; un R® es
N3(CHa,)s y el otro R® es H; y B es fenilo 9 fenilo sustituido. En otras reallzaC|ones m es 0; R' es fenilsulfonilo,
fenllsulfonllo sustituido, metanosulfonilo, (R%):N-SO,, o CN; R? es, H; un R® es alquilo opcionalmente sustituido y el
otro R® es H; y B es fenilo o fenilo sustituido, y en la que uno de R' R® y B comprende adicionalmente una conexion
a una macromolécula. Aun en realizaciones adicionales de formula (XX), la macromolécula es un polietilenglicol
lineal, ramificado o multi-brazo. Aun en reallza0|ones ad|C|0naIes de formula (XX), m es 0; R" es fenilsulfonilo,
fenilsulfonilo sustituido, metanosulfonilo, (R )2N-SO,, 0 CN; R? es H; un R® es alquilo sustituido adicionalmente
conectado a un polietilenglicol, y el otro R’ es H; y B es fenilo sustituido.

Preparacién

En el presente documento se describen métodos para preparar compuestos de formula (V). Un experto en la técnica
reconocera que los compuestos de formulas (1), (1), (1), (IV) y (X) son subconjuntos de los compuestos de férmula

(V).

Preparaciéon de compuestos de Férmula (11)

Los métodos para preparar compuestos de enlazador de formula (1) son analogos a los métodos conocidos en la
técnica para la preparacion de N-hidroximetil-, N-alcoximetil-, y N-halometil-amidas, o para la preparacion de N-
halometil-, N-alcoximetil-, o N-tiometil-carbamatos sencillos (Majumdar & Sloan, Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters (2007) 17: 1447-1450, y se ilustran en la figura 5.

Los compuestos de formula (11) se preparan a partir de alcoholes R'R*C-(C=C)nC(R®),OH (figura 5 y férmula (A), a
continuacion), y analogos donde m = 1. La sintesis de dichos alcoholes se describe, por ejemplo, en la solicitud de
patente PCT PCT/US2009/048943, publicada como el documento WO2009/158668 A1. Se dan ejemplos en la figura
6 y en los ejemplos de trabajo proporcionados a continuacion.

Pueden prepararse alcoholes R'R?C-(C=C)nC(R®%)2,0H en los que m es 0 (férmula (A)) mediante la adicién de un
carbaniéon R'R?*CH formado haciendo reaccionar R'R?CH, con una base fuerte, por ejemplo butil litio, NaH,

diisopropilamida de litio, bis(trimetilsililamida) de litio, o similar, con una molécula para producir un compuesto de
férmula (A)

Rl R?
RI\I/ R + —_— (&)

RS

Como alternativa, los compuestos de férmula (A) en la que m es 0 y un R® es H pueden prepararse mediante un
proceso de dos etapas. En la primera etapa, la adicion de un carbanion R'R?CH" formado haciendo reaccionar

12



10

15

20

25

30

ES 2 584 381 T3

R'R?CH; con una base fuerte, con un éster R® -C(=O)OR*, en la que R* es alquilo inferior, produce una cetona
intermedia R'R*CH-CR®=0, que puede hacerse reaccionar en la segunda etapa con un agente reductor adecuado,
por ejemplo NaBH., o NaBH3CN, para proporcionar el compuesto de formula (A), en la que un R® es H.

Por ejemplo, cuando R'R?CH, es fluoreno, éste se hace reacuonar con una base fuerte, por ejemplo, para formar un
carbanion fluorenilo, que después se hace reaccionar con R ®,-CO, la reaccion es como se indica a continuacion:

L.

H M RS R3

M =Li, Na, K

Pueden prepararse los alcoholes R'R?C- (C C) C(R®),0H en la que m es 1 y ambos R°® son H, mediante la adicién
del carbanion obtenido por litiacion de R'R?CH,, por ejemplo usando una base fuerte tal como NaH, butil litio,
bis(trimetil-sililamida) de litio, o similar, a un compuesto insaturado, tal como 3-(dimetilamino)-acrilato de metilo para
proporcionar un éster intermedio, que puede reducirse, a través de una etapa o a través de multiples etapas, para
dar el alcohol insaturado correspondiente:

H H H
1 2 1 2 1 2
CO,Me R'-R R'J-R R\}/R

H
RLR * > H(IC:I:H H?;H — Ho
- N
| | I GH
CO,Me CHO CH,OH.

La reaccion del aldehido insaturado que se ha mostrado anteriormente con un acido arilborénico sustituido o sin
sustituir, aril-B(OH), en presencia de un catalizador de paladio, por ejemplo como se. describe en Org. Lett. (2005) 7:
4153-5, proporciona un compuesto en el que mes 1, un R® es arilo sustituido, y un R®es H.

H
H R R2
R1+RQ +

_-B{(OH), Pd HC
| HC 1
+ i — - CH
CH base de
| fosfina Q OH
CHO =

H

Como alternativa, la reaccion del aldehido insaturado que se ha mostrado anteriormente con un alquilborano de
acuerdo con el método de Soderquist proporciona compuestos en los que un R® es H y el otro es -CH,CH=CH; o -
CH,CCH. Véase Burgos, C. H., et al., J. Am. Chem. Soc. (2005) 127: 8044.

H
N, SiMes R1‘T’R2 gl

B HC
Co
& ?H
CHO _ Y OH
H J
R R
. RI-R?
4C¢\B Sll\/le3 H\(L/ HC
+ i » (%H
& Cl)H
CHO OH
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Despugs, los alcoholes R'R’C-(C=C)nC(R’);0OH se convierten en carbamatos, R'R?*C-(C=C)nC(R%)20C(O)NHB,
mediante métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante: 1) la activacion del alcohol para dar un
cloroformiato (con fosgeno un equivalente de fosgeno tal como trifosgeno y piridina), y haciendo reaccionar el
cloroformiato con B-NH; en presencia de una base suave tal como piridina o NaHCO3; o 2) reaccion de un alcohol
con un isocianato (figura 5). Después, se hace reaccionar un carbamato, R'R?C-(C=C)nC(R°h)OC(O)NHB, con
paraformaldehido en presencia de un donante nucleéfugo L* para dar un compuesto de férmula (ll). En una
realizacion especifica, L* es un donante de cloruro tal como Me3SiCl o HCI, que produce un compuesto de féormula
(I enlaque L es Cl.

En otro caso, un compuesto enlazador de formula (I1) en la que L es Cl se prepara por reaccion de un cloroformiato
con un derivado de hexahidrotriazina (B-N-CH.)s (figura 5). Las reacciones pueden ser puras o realizarse en
presencia de un disolvente inerte tal como tetrahidrofurano, diclorometano, acetato de etilo, o dioxano, a
temperaturas entre 0 °C y 100 °C, tipicamente a o casi el punto de ebullicion del disolvente.

Acoplamiento de macromoléculas a Compuestos de Férmula (II) o (III)

El grupo R', R? 0 R® en las formulas (I1) y (Ill) proporciona un medio de unién a una macromolécula. Se conocen
generalmente en la técnica métodos para la conjugacién en macromoléculas.

En casos en los que el grupo funcional en el grupo R' R0 R® que permite una conexion a la macromolécula esta
presente de forma protegida, el compuesto enlazador-farmaco de formula (ll) o (lll) se somete en primer lugar a
condiciones en las que el grupo protector se elimina. Por lo tanto, cuando es grupo protector es escindible en acido,
tal como para ésteres, éteres o tioéteres outilicos, o para 'BOC carbamatos, el enlazador-farmaco de férmula (o
() se trata en primer lugar con acido trifluoroacético durante el tiempo suficiente para eliminar el grupo protector.
Cuando el grupo protector puede eliminarse por reduccion, tal como alil éteres o ésteres, o Alloc carbamatos, el
enlazador-farmaco de formula (1) o (lll) se trata en primer lugar con un agente reductor suave tal como fenilsilano en
presencia de un catalizador de paladio (0), por ejemplo tetraquis(trifenilfosfina)paladio. Cuando el grupo protector es
un grupo protector sililo, la eliminacién para revelar un grupo hidroxi libre puede conseguirse por tratamiento con
acido suave o con ion fluorita. Después, la conjugacion se realiza usando métodos conocidos en la técnica.

En un método ejemplar, se forma un enlace amida entre un grupo amino y un grupo de acido carboxilico; por lo
tanto, un enlazador que comprende un grupo amino puede conjugarse a una macromolécula que comprende un
grupo de acido carboxilico, o un enlazador que comprende un grupo de acido carboxilico puede conjugarse con una
macromolécula que comprende un grupo amino. La conjugacién puede realizarse haciendo reaccionar el enlazador
y la macromolécula en presencia de un agente de condensacién, por ejemplo una carbodiimida tal como
diciclohexilcarbodiimida (DCC) o 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDCI), un reactivo de uronio tal como
hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N',N'-tetrametiluronio (HBTU), o un reactivo de fosfonio tal como
hexafluorofosfato de benzotuazol-1-il-oxi-tris-(dimetilamino)fosfonio (BOP). Como alternativa, el grupo de acido
carboxilico puede activarse para su conjugacion en una etapa previa, por ejemplo, por conversion en un cloruro de
acido usando cloruro de tionilo o cloruro de oxalilo, o en un éster activo, tal como un pentafluorofenil éster usando
una carbodiimida y pentafluorofenol o un N-hidroxisuccinimidil éster usando una carbodiimida y N-
hidroxisuccinimida, y el carboxilato activado resultante puede hacerse reaccionar entonces con la amina en una
segunda etapa. Los grupos amina y acido carboxilico pueden estar presentes inicialmente de forma protegida, como
se requiere para la estabilidad y/o compatibilidad con transformaciones quimicas adicionales, y desprotegidos antes
de la etapa de conjugacion. Los grupos amina pueden protegerse como carbamatos, preferiblemente terc-
butoxicarbonilo (‘BOC), aliloxicarbonilo (Alloc), u otros grupos carbamato que pueden eliminarse en condiciones de
neutras a acidas. Los acidos carboxilicos pueden protegerse como estrés que pueden eliminarse en condiciones de
neutras a acidas, tales como terc-butilo (‘Bu), tritilo (PhsC), alilo (All), o metoximetilo (MOM).

En un segundo método ejemplar, se forma un enlace tioéter entre un grupo tiol y un grupo maleimida; por lo tanto,
un enlazador que comprende un grupo tiol puede conjugarse con una macromolécula que comprende un grupo
maleimida, o un enlazador que comprende un grupo maleimida puede conjugarse con una macromolécula que
comprende un grupo tiol. El grupo tiol puede estar presente inicialmente de forma protegida como se requiere para la
estabilidad y/o compatibilidad con transformaciones quimicas adicionales, y desprotegido antes de la etapa de
conjugacion. Los grupos protectores adecuados incluyen aquellos que pueden eliminarse en condiciones de neutras
a acidas, por ejemplo terc-butil tioéteres (‘Bu) o tritil tioéteres.

En un tercer método ejemplar, se forma un enlace 1,2,3-triazol entre un grupo alquino y un grupo azida; por lo tanto,
un enlazador que comprende un grupo alquino puede conjugarse con una macromolécula que comprende un grupo
azida, o un enlazador que comprende un grupo azida puede conjugarse con una macromolécula que comprende un
grupo alquino. Las reacciones de conjugacion pueden realizarse en catalisis metalica, tipicamente usando cobre o
rutenio, o pueden realizarse en ausencia de catalizador usando un alquino activado, tal como un ciclo-octino.
También pueden usarse otras reacciones de cicloadicion, por ejemplo la reaccion Diels-Alder entre un 1,3-dieno (por
ejemplo, un ciclopentadieno) y un diendfilo (por ejemplo, maleimida).
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En un cuarto método ejemplar, se forma un enlace enamino-cetona entre un grupo amino y un grupo 1,3-dicarbonilo;
por lo tanto, un enlazador que comprende un grupo amino puede conjugarse con una macromolécula que
comprende un grupo 1,3-dicarbonilo, o un enlazador que comprende un grupo 1,3-dicarbonilo puede conjugarse con
una macromolécula que comprende un grupo amina. En una realizacién, un enlazador que comprende un grupo 1,3-
dicarbonilo se hace reaccionar con un anticuerpo, tal como m38C2 que comprende un grupo lisina g-amino
adecuadamente reactivo (Doppalapudi, y col., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (2007) 17: 501-506.

Por lo tanto, el grupo R R o R® puede comprender grupos amina opcionalmente protegida, acido carboxilico
opcionalmente protegido, tiol opcionalmente protegido, maleimida, alquino o azida para permitir la conjugacién con
macromoléculas. Una vez conjugados, estos grupos pueden sustituirse opcionalmente por macromoléculas
conectadas a través de grupos amida carboxilica, tioéter o 1,2,3-triazol.

Union de Compuestos de Férmula (11) o Férmula (1V) a Farmaco/Profarmaco

Los compuestos de formula (lll) o (I) se preparan por la reacciéon de compuestos de férmula (ll) o (7
respectivamente, en las que L es un grupo saliente adecuado tal como tosilato, alquilsulfonato, halégeno o R°R’S",
con un farmaco DH que comprende un grupo OH, SH o NH no basico, en condiciones anhidras en presencia de una
base suave:

Rl

[
0
R S~
(1) or (IV) TBae T
RS RS (IH)O (D

0)

Las bases adecuadas incluyen aminas terciarias, tales como trietilamina y N,N-diisopropiletilamina, piridina o 4-
(dimetilamino)piridina. La mezcla de reaccion puede incluir opcionalmente Nal o un yoduro de tetraalquilamonio para
acelerar la reaccion. Los disolventes adecuados incluyen cualquier disolvente inerte anhidro, incluyendo
tetrahidrofurano, acetonitrilo, dimetilformamida, acetato de etilo, diclorometano, acetona y cloroformo. En algunos
casos, por ejemplo cuando el farmaco comprende un fenol o NH no basico, puede ser ventajoso preformar una sal
del farmaco por reaccion con una base fuerte, por ejemplo NaH, bis(trimetilsililamida) de litio, diisopropilamida de
litio, o similar.

Cuando el farmaco es un péptido, el aminoacido terminal del péptido puede ser un residuo de piroglutamilo
conectado a un enlazador de la invencion. Dichos péptidos pueden prepararse por sintesis quimica del péptido, en la
que la etapa de acoplamiento final usa un residuo de enlazador-piroglutamato. Dichos residuos de enlazador-
piroglutamato pueden prepararse por alquilacién de una sal de un éster del acido piroglutdamico adecuado, por
ejemplo piroglutamato de alilo, con un compuesto (Il) o (IV) de la invencién.

H
H OA;B\COZCHQCH=CH2 !

R'-C-R2 \ R'-C-R? o
) 1. Na [
R5-C-O.__NBCH,-L ~  R®-C-O._NBCH,—N
es THE RS \g/
0 2. (PhyP),Pd, Et;SiH, THF HO,C

Después de la eliminacion del grupo protector éster, por ejemplo usando un catalizador de paladio en presencia de
un agente reductor tal como un silano, el residuo de enlazador-piroglutamato puede usarse en la sintesis peptidica
usando métodos convencionales.

Administracién y uso

Los conjugados de la invencién que estan disefiados para liberar farmacos a tasas controlables se administran a los
sujetos de un modo similar a los medicamentos en general. Los sujetos pueden ser sistemas modelo tales como
ratones, ratas o conejos o pueden ser pacientes humanos o pueden ser sujetos de veterinaria tales como animales
de compaiiia, ganado bovino y sujetos aviares. Los conjugados de la invencion se administran normalmente por
inyeccion, en general por inyeccion intravenosa, pero también son posibles otros mecanismos de dosificacion, tales
como administracion oral, administracion por supositorio, administracion transdérmica o transmucosa y similares.
Los niveles de dosificacion dependeran de la naturaleza del farmaco, la afeccion a tratarse, la naturaleza del sujeto y
el criterio del profesional a cargo. La seleccion de las tasas apropiadas de liberacion para un farmaco o protocolo
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particular también depende de estos factores. Por tanto, el uso y administracion de los compuestos de la invencion
pertenece a las habilidades del facultativo. Ademas, como se ha indicado anteriormente, los conjugados de la
invencion son particularmente Utiles y ventajosos en el tratamiento de enfermedades del sistema linfatico donde se
prefiere la inyeccion subcutanea.

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar, la invencion.

Ejemplo 1

Grupos escindibles por B-eliminacion

Se disefid una serie de estructuras de enlazador modelo que tienen una gama de grupos funcionales como
moduladores de pK, potenciales (aromaticos sustituidos, cetonas, nitrilos, sulfonas), preparadas y unidas a través de
enlaces carbamato a N-2,4-dinitrofenil-L-lisina (N.-DNP-Lys) para la evaluacion de las velocidades de liberacion. Se
escogié DNP-Lys como el resto liberado ya que es soluble en agua y es un cromoforo fuerte para permitir el analisis
por HPLC-UV. Este experimento demuestra que la velocidad de escisién de carbamato puede controlarse a través
de la eleccioén de sustituyentes particulares en el grupo accionador.

) j\
j\ N _DNP- 0~ “NH-Lys(DNP)OH
O? Ne-DNP-Lys Ra\(k ys(DNP) Rb + GO,
Ra Re o RS Ra&RC + Lys(DNP)OH

Rb R

Los derivados de DNP-lisina modelo se prepararon como se describe en el documento W02011/140392.

Las velocidades de liberacion de N.-2,4-dinitrofenil-L-lisina de estos compuestos se determinaron a pH 7,4 o pH 8,3,
37 °C, mediante andlisis por HPLC. Los analisis cinéticos de las reacciones de liberacion se realizaron por HPLC
(C18; gradiente lineal de metanol/agua + HOAc al 0,5 %) usando un monitor UV/vis a 350 nm. Las areas bajo los
picos de Lys(DNP) ("P") y el material de partida ("S") se integraron para determinar la extension de la reaccion ("R")
como R = P/(S+P). Las velocidades de reaccion se calcularon a partir de la pendiente de la linea obtenida por el
analisis de regresion lineal de un grafico de In(1-R) frente al tiempo. Los valores t1; de la escision B-eliminativa de
carbamatos de DNP-Lys a pH 7,4 y/o 8,3 se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Datos cinéticos para la liberacién de N.-2,4-dinitrofenil-L-lisina a 37 °C.

R’ R® R® tyzpH 7,4 ti2pH 8,3
4-MePhSO, H H,H 56 h -
PhSO, H H,H 30h -
3-NO,PhSO, H H,H 2h -
PhSO, H H, Me 72h -
4-CIPhSO, H H, Me 46 h -
4-CIPhSO, H H, 4-OMePh 18 h -
4-CIPhSO, H H, 4-BrPh 17 h -
4-CIPhSO, H H, 4-NO2Ph 2h -
4-OMePhSO;, H H, 3-NO2Ph 13h -
4-OMePhSO;, H H, 4-NO2Ph 10h -
CN H H,H - 160 h
CN H H, Me - 320 h
CN H H, Ph - 98 h
CN H H, 4-BrPh 270 h -
CN H H, 4-OMePh 22 h -
CN 4-OMePh H, Me 125h -
CN 4-NO2Ph H, Me ~80 h
9-fluorenilo H, H ~1650 h 200 h
9-fluorenilo H, Me - ~1800 h
9-fluorenilo H, 4-BrPh - 285 h
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Como se muestra en la Tabla 2, las semividas para la eliminacién del carbamato y la liberacion de N.-2,4-dinitrofenil-
L-lisina variaron de 2 a >1650 horas a pH 7,4. Esa escision que se generd por reacciones de B-eliminacion fue
evidente por las diferentes semividas, y la observacién de que O-bencil-N-(N,-2,4-dinitrofenil-L-lisina)-carbamato
(que no puede experimentar escision O-alquilo) no mostré ninguna liberacién observable de N.-2,4-dinitrofenil-L-
lisina (menos que el limite de deteccién estimado de escision al 0,25 %) después de 5 dias a 37°C y pH 7,4 (ti2
>3 afos).

El O--Bencil-N-(N.-2,4-DNP-Lys) carbamato no experimenta ninguna hidrélisis detectable en suero humano al 50 %
después de 1 semana a 37 °C. Esto demuestra la estabilidad de los carbamatos a las hidrolasas séricas. En general,
en el comparacion con C-H, a) los grupos aceptores de electrones en la posiciéon beta aumentan la velocidad; b) los
grupos alquilo en la posicion alfa aumentan la velocidad; y c) los restos arilo en la posicion alfa disminuyen la
velocidad.

Se observé una buena relacion de energia libre lineal para los enlazadores (fenilsulfonil)etilo sustituidos, permitiendo
una estimacion de velocidades de liberacion para otros enlazadores sustituidos en esta serie en base a SAR usando
parametros sigma de Hammett. Por lo tanto, los sustituyentes pueden seleccionarse para proporcionar velocidades
de liberacion mas lentas (por ejemplo, 4-OMe, o, = -0,27; 4-OH, o, = -0,37; 4-MezN, o, = -0,83) o intermedias (por
ejemplo, 4-F, o, = +0,06; 4-Cl, o, = +0,23; 3-Br, (om = +0,39; 4-CF3, o, = +0,54).

Ejemplo 2

Preparacion General de Cloroformiatos y Carbonatos de N-Hidroxisuccinimida

Se afiade gota a gota piridina (0,33 equivalentes) a una solucién agitada vigorosamente del alcohol R'R?C-
(C=C)mC(R’)20H (1 equivalente) y trifosgeno (0,33 equivalentes) en tetrahidrofurano anhidro (2 ml/mmol) enfriado
sobre hielo. Después de 1 h, la mezcla se deja calentar a temperatura ambiente y se mantiene durante una noche.
Desg)ues la mezcla se filtra y se concentra al vacio en un evaporador rotatorio. El cloroformiato en bruto resultante
R'R*C-(C=C)nC(R®20C(O)CI se usa sin purificacion adicional.

Para preparar carbonatos de N-hidroxisuccinimida, el cloroformiato en bruto se disuelve en tetrahidrofurano anhidro
(2 ml/mmol) y se trata con piridina (2 equivalentes) y N-hidroxisuccinimida (4 equivalentes) a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La mezcla se diluye con acetato de etilo, se lava sucesivamente con HCI 0,1 N, aqua y
salmuera, despues se seca sobre MgSO,, se filtra y se evapora. Los carbonatos en bruto R R?C-
(C=C)mC(R®)2,0C(0)Su se purifican por cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo/hexanos).

Ejemplo 3

Preparacion General de Carbamatos

Se afiade gota a gota una solucién del cloroformiato del Ejemplo 2 (1 equivalente) en acetona (2 ml/mmol) a una
mezcla agitada vigorosamente de la amina BNH; (1 equivalente) y NaHCO3 (2 equivalentes) en agua (2 ml/mmol).
Después de 30 minutos, los carbamatos que precipitan como sélidos se recogen por filtracién al vacio, se lavan con
agua y se secan; los carbamatos que se separan en forma de aceites se extraen con acetato de etilo. El extracto se
seca sobre MgSO4, se f||tra g se evapora para proporcionar el carbamato en bruto. En cualquier caso, el carbamato
en bruto R'R*C~(C=C)»C(R*);OC(O)NHB se purifica adicionalmente por cromatografia en columna (SiO,) o por
cristalizacion.

Como alternativa, se afade trietilamina (1 equivalente) a una mezcla de la amina BNH; (1 equivalente) y el
cloroformiato (1 equivalente) en un disolvente anhidro inerte, por ejemplo diclorometano, tetrahidrofurano o acetato
de etilo. Después de agitar durante 1 h a temperatura ambiente, la mezcla se evapora a sequedad, y el residuo se
disuelve en acetato de etilo y se lava sucesivamente con HCI 1 N, agua, NaHCO3; ac. sat. y salmuera, después se
seca sobre MgSO., se filtra y se evapora para proporcionar el carbamato en bruto, que se purifica como se ha
descrito anteriormente.

Como alternativa, un alcohol R'R?*C-(C=C)nC(R®)2;0H se convierte en un carbamato sin aislamiento del cloroformiato
intermedio. Se afade gota a gota piridina (0,33 equivalentes) a una solucién agitada vigorosamente del alcohol
(1 equivalente) y trifosgeno (0,33 equivalentes) en tetrahidrofurano anhidro (2 ml/mmol) enfriado sobre hielo.
Después de 1 h, la mezcla se deja calentar a temperatura ambiente y se mantiene durante una noche. La mezcla se
enfria sobre hielo, y se afiade la amina BNH; (2 equivalentes). La mezcla se deja calentar a temperatura ambiente y
se mantiene durante una noche. Después, la mezcla se evapora a sequedad, y el residuo se disuelve en acetato de
etilo, se lava sucesivamente con HCI 1 N, agua, NaHCOs3; ac. sat. y salmuera, después se seca sobre MgSOQO., se
filtra y se evapora para proporcionar el carbamato en bruto, que se purifica como se ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 4

N-Clorometilacién de Carbamatos

Una mezcla del carbamato del Ejemplo 3 (1 equivalente) y paraformaldehido (3 equivalentes de formaldehido) en
1:1 de tetrahidrofurano/clorotrimetilsilano (1 ml/mmol) en un vial cerrado herméticamente con tapon de rosca se
calienta a 55 °C hasta que se obtiene una solucién transparente. La mezcla se concentra al vacio en un evaporador
rotatorio, y el residuo se disuelve en acetato de etilo, se filtra y se concentra de nuevo para proporcionar el
carbamato de N-clorometilo en bruto, R'R*C-(C=C)nC(R®),OC(O)NBCH,CI.

Ejemplo 5

Carbamatos de N-metoximetilo

Una solucion de carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 4 en metanol se deja en reposo a temperatura ambiente
durante 1h, después se concentra a sequedad para proporcionar el carbamato de N-metoximetilo, R'R*C-
(C=C)mC(R®)20C(O)NBCH,OMe.

Ejemplo 6

Carbamatos de N-alcoximetilo, Carbamatos de N-Fenoximetilo, Carbamatos de N-Tiometilo, y Carbamatos de N-
Tiofenilmetilo

Una solucién de un alcohol, fenol, tiol o tiofenol que se obtiene a partir de un farmaco DH (1 equivalente) y el
carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 4 (1 equivalente) en un disolvente anhidro inerte, por ejemplo
tetrahidrofurano, diclorometano, o acetato de etilo, se trata gota a gota con trietilamina (1 equivalente). Después de
1 hora, la mezcla se evapora a sequedad. El producto en bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice.

Ejemplo 7

Carbamato de O-(9-Fluorenilmetil)-N-Propargilo

Se afiadio lentamente una solucién de cloruro de 9-fluorenilmetoxicarbonilo (2,6 g) en 20 ml de acetona a una
mezcla agitada de clorhidrato de propargilamina (0,91 g) y NaHCOs3 (2,5 g) en 20 ml de agua. Después de 1 hora, el
precipitado sélido se recogi6 por filtracion al vacio, se lavé con agua y se secé al aire. La cristalizacion en acetato de
etilo/hexano proporcioné el producto.

Ejemplo 8

Carbamato de O-(9-Fluorenilmetil) N-(4-Bromofenilo)

Se afadié trietlamina (0,7ml) a una mezcla agitada de 4-bromoanilina (0,85g) y cloruro de 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (1,3 g) en 25 ml de diclorometano. La mezcla se agité durante 1 h a temperatura ambiente y
después se lavé con HCI 1 N, agua, NaHCOs3 ac. sat., y salmuera. La solucién organica se seco sobre MgSO., se
filtré y se evapord.

Ejemplo 9

Carbamato de O-(9-Fluorenilmetil) N-(4-(Etoxicarbonil)Fenilo)

Se afadid trietilamina (0,7 ml) a una mezcla agitada de 4-aminobenzoato de etilo (0,85g) y cloruro de 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (1,3 g) en 25 ml de diclorometano. La mezcla se agité durante 1 h a temperatura ambiente y
después se lavé con HCI 1 N, agua, NaHCOs; ac. sat., y salmuera. La soluciéon organica se secé sobre MgSO4 se
filtré y se evapord.
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Ejemplo 10

N-Metoximetil Carbamato de O-(9-Fluorenilmetil) N-Fenilo

)
U

N~ "OMe

Se preparo disolviendo N-clorometil carbamato de O-(9-fluorenilmetil) N-fenilo (Ejemplo 14) en metanol. 'H RMN (d6-
DMSO) 6 7,86 (2H, d, J = 7 Hz), 7,42-7,22 (m, 9H), 7,14 (m, 2H), 4,83 (2H, s a), 4,47 (2H, d, J = 6 Hz), 4,18 (1H, m),
3,11 (3H, s a).

Ejemplo 11

Conjugacion de Restos que Contienen Hidroxi y Tiol con Enlazador

Este ejemplo demuestra que las moléculas que contienen hidroxi se conjugan facilmente con el resto enlazador.

A. N-(6-(2,4-Dinitrofenilamino)Hexanoil-L-Serina Alil Ester.

O,N NO, o
X 1L
N/\/\/\”/ . O/\/

H
(@] \OH

Etapa 1. N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina alil éster: A una solucién agitada de bromuro de alilo (2,3 ml, 26,6 mmol) y
cloruro de tricaprimetilamonio (4,00 g, 9,90 mmol) en CH2Cl> (35ml) se le afadié una solucién de N-(terc-
butoxicarbonil)-L-selina (1,03 g, 5,02 mmol) y NaHCO3 (0,43 g, 5,12 mmol) en agua (16 ml). La mezcla de reaccion
bifasica se agitdé vigorosamente a temperatura ambiente durante 48 horas. Se diluy6é con agua (50 ml) y se extrajo
con CHxClI; (3 x 50 ml). Los extractos organicos combinados se secaron sobre MgSO., se filtraron y se concentraron
a presion reducida para producir un aceite incoloro (5,95 g). La purificacion usando un cartucho de gel de silice de
80 g de una Unica etapa de Thomson Instruments eluyendo con hexanos al 60 %/acetato de etilo al 40 % produjo
LR2-1 (1,01 g, 82 %) en forma de un aceite incoloro. "H RMN (DMSO-d6) 6 1,37 (9H, s), 3,63 (2H, m), 4,00 (2H, m),
4,53 (2H, m), 4,89 (1H, t, J = 6,2 Hz), 5,18 (1H, dd, J = 1,4 Hz, J = 10,6 Hz), 5,30 (1H, dd, J = 1,6 Hz, J = 17,1 Hz),
5,84 (1H, m), 6,98 (1H, d, J = 8,2 Hz).

Etapa 2. Una solucion de N-(terc-butoxicarbonil)-L-serina alil éster (0,175g, 0,731 mmol) en cloruro acido
4 M/dioxano (2 ml) se agité a temperatura ambiente durante 40 minutos. La mezcla de reaccién se concentré en un
evaporador rotatorio y la sal HCI en bruto se recogié en tetrahidrofurano anhidro (3 ml). A esta solucion se le
afadieron 6-(2,4-dinitroanilino)hexanoato de N-succinimidilo (0,288 g, 0,791 mmol) y ftrietlamina (102 ml,
0,731 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y el disolvente se evaporo.
El residuo se repartio entre acetato de etilo y agua y las fases se separaron. La fase organica se lavé con NaHCO3
saturado y NaCl saturado. Se secd sobre MgSO., se filtr6 y se concentré a presion reducida para producir el
producto en bruto (0,293 g) en forma de un aceite de color amarillo. La purificacién usando cartucho de gel de silice
de 12 g de una uUnica etapa de Thomson Instruments eluyendo con hexanos al 50 %/acetato de etilo 50 % seguido
de acetato de etilo dio el producto (0,222 g, 72 %) en forma de un aceite de color amarillo. 'H RMN (DMSO-d6) &
1,32 (2H, m), 1,52-1,64 (4H, m), 2,15 (2H, t, J = 7,0 Hz), 3,44 (2H, m), 3,59 (1H, m), 3,66 (1H, m), 4,33 (1H, m), 4,55
(2H, m), 5,02 (1H, t, J = 5,5 Hz), 5,17 (1H, m), 5,28 (1H, m), 5,83 (1H, m), 7,21 (1H, d, J = 9,5 Hz), 8,12 (1H, d, J =
7,9 Hz), 8,23 (1H, dd, J = 2,5 Hz, J = 9,4 Hz), 8,85 (2H, m).
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B. O-(N-((9-Fluorenilmetoxi)Carbonil)-N-Fenil)Aminometil )N-(6-(2,4-Dinitrofenilamino)Hexanoil)-Serina.

O,N NO,
I :
N ~C0:H
H o) \ N J\ 'O

S o

Etapa 1. Una solucién de N-(6-(2,4-dinitrofenilamino)hexanoil-L-serina alil éster (0,050 g, 0,118 mmol), N-clorometil
carbamato de O-(9-fluorenilmetil) N-fenilo (0,043 g, 0,118 mmol) y trietilamina (16,1 ml, 0,116 mmol) en CH.CI;
anhidro (2 ml) se calentd a reflujo durante 1 hora. Se afadieron alicuotas adicionales de N-clorometil carbamato de
O-(9-fluorenilmetil) N-fenilo (0,043 g, 0,118 mmol) y trietilamina (16,1 ml, 0,116 mmol) y el reflujo se mantuvo durante
1 hora. La solucion se enfrié a temperatura ambiente, se diluyé con CHzCl,, se lavé con una solucion saturada de
NaCl, se seco sobre MgSQy, se filtréd y se concentrd a presion reducida. El material en bruto (0,145 g) se purificd
usando un cartucho de gel de silice de 12 g de una unica etapa de Thomson Instruments eluyendo con hexanos al
50 %/acetato de etilo al 50 % seguido de hexanos al 30 %/acetato de etilo al 70 % para formar el intermedio alil éster
(0,030 g, 33 %) en forma de un aceite de color amarillo. '"H RMN (DMS0-d6) & 1,31 (2H, m), 1,52-1,63 (4H, m), 2,15
(2H, t, J = 7,3 Hz), 3,41 (2H, m), 3,43-3,70 (2H, m a), 4,15 (1H, a, m), 4,43-4,54 (5H, m a), 4,87 (2H, m a), 5,14 (1H,
m), 5,25 (1H, m), 5,79 (1H, m), 7,12-7,38 (12, m), 7,82 (2H, d, J = 7,4 Hz), 8,21 (1H, dd, J = 2,5 Hz), J = 9,5 Hz), 8,25
(1H, d, J = 8,0 Hz), 8,84 (2H, m).

Etapa 2. Se afiadi6 tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0) (0,002 g, 1,7 pmol) a una solucién agitada del alil éster de la
Etapa 1 (0,030 g, 40 pymol) y fenilsilano (9,8 ml, 80 pmol) en tetrahidrofurano anhidro (0,5 ml). La mezcla de reaccion
se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y después se concentré. Se afiadieron gel de silice y CH2Cl» y
la mezcla se concentré de nuevo y se cargé sobre una columna corta de gel de silice. La columna se eluy6 con
hexano al 30 %/acetato de etilo al 70 % seguido de acetato de etilo y finalmente acetato de etilo que contenla acido
acético al 0,5 % para generar el acido carboxilico (0,024 g, 86 %) en forma de un aceite de color amarillo. "H RMN
(DMSO-d6) 6 1,31 (2H, m), 1,51-1,62 (4H, m), 2,14 (2H, t, J = 7,3 Hz), 3,40 (2H, m), 3,45-3,80 (2H, m a), 4,14 (1H, m
a), 4,41 (3H, m a), 4,87 (2H, m a), 7,16-7,30 (12H, m), 7,82 (2H, d, J = 7,6 Hz), 8,08 (1H, d, J = 8,1 Hz), 8,20 (1H, dd,
J=2,7Hz,J =9, 6 Hz), 883 (2H, m). Las cinéticas para la liberacion de N-(6-(2,4-dinitrofenil)aminohexanoil)-serina
de O-(N-(9-fluorenilmetoxicarbonil-N-fenil)aminometil)-serina en tampén HEPES 1 M, NaCl 15 mM, pH 7,40, 37 °C
se muestran en la figura 4.

C. S-(N-(9-Fluorenilmetoxicarbonil-N-Fenilamino)Metil) N-(2,4-Dinitrofenil)-Cisteina

Oo’
@ 1@

Una solucion de N-(DNP)-cisteina alil éster (82 mg) y N-clorometil carbamato de O-(9-fluorenilmetil) N-fenilo (91 mg)
en diclorometano (1 ml) se traté con trietilamina (35 pl) durante 1 hora, después se filir6 a través de gel de silice
usando 1:1 de acetato de etilo/hexano y se concentré a sequedad. El producto se purificé por cromatografia sobre
gel de silice.

Una solucion del alil éster, fenilsilano (75 pl), y tetraquis(trifenilfosfina)paladio (15 mg) en THF (2,5 ml) se agité a
temperatura ambiente durante 10 minutos y después se evapor6 a sequedad. El residuo se disolvié en
diclorometano y se cargé sobre una columna de 5 ml de gel de silice, que se eluyé secuencialmente con 1:4 de
acetato de etilo/hexano, acetato de etilo, y acido aceético al 0,5 %/acetato de etilo. Las fracciones que contenian
producto se combinaron y se evaporaron. 'H RMN (d6-DMSO): d 13,7 (1H, s a), 9,01 (1H, d, J = 7 Hz), 8,85 (1H, d, J
=3 Hz), 8,25 (1H, dd, J = 3, 9 Hz), 7,82 (1H, d, J = 7), 7,40-7,25 (m, 7H), 7,25-7,15 (m, 3H), 7,11 (m, 2H), 4,96 (m,
1H), 4,81 (s, 2H), 4,30 (m, 2H), 4,08 (m, 1H), 3,18 (m, 2H). Las cinéticas de liberacion de N-(2,4-dinitrofenil)-cisteina
de S-(N-(9-fluorenilmetoxicarbonil-N-fenil)Jaminometil) N-(2,4-dinitrofenil)-cisteina en tampén HEPES 0,1 M, NaCl
15 mM, pH 7,40, 37 °C se muestran en la figura 3.
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Ejemplo 12
N-Clorometil Carbamato de O-((9-(2-(N-(6-Azidohexanoil) N-Metil)Aminometil)Fluorenil)Metil) N-Fenilo

1. (COCl), O 4
O’O 2. MeNH, O. 1. LIHMDS
o 3. LiAlH, 2. HCO,Et

OH 4. (('‘BUO)CO),0 /NYO\K 3. NaBH,4

(e}
O 1. (C14C0),CO 1. CF4CO.H
pyrTHE O CTeTE
O’ ’ 0
2. PhNH A 2 i
H 2 2 :

/NYOK (o] Et;N, DCM /NTOK (0) NH MO

0 N N
ij X

(o]

EtgN

(HCHO),

O’O Me3SiCITHF O’O
N oj\NH Ns/\/\/\ﬂ/N\ 0% cl

N3
0 O

Se afiade una solucion de cloruro de fluoreno-2-carbonilo (preparada a partir de acido fluoreno-2-carboxilico y
cloruro de oxalilo) en THF a metilamina acuosa (2 equivalentes molares) para preparar N-metil fluoren-2-
carboxamida. La reduccion de la amida usando LiAlH4 en éter proporciona 2-((metilamino)metil)fluoreno. La amina
se protege por reaccion con dicarbonato de di-terc-butilo para proporcionar 2-((N-'BOC-N-metilamino)metil)fluoreno.

Una solucién del 2-((N-'BOC-N-metilamino)metil)fluoreno en tetrahidrofurano anhidro (THF) se enfria a -78 °C, y
después se trata con una solucidn de bis(trimetilsilillamida de litio en THF (1,2 equivalentes molares). Después de
1 h, se afiade formiato de etilo y la mezcla se deja calentar a temperatura ambiente. La mezcla se diluye con acetato
de etilo y se lava sucesivamente con HCI 0,1 N, agua, NaHCO3; acuoso saturado, y salmuera, después se seca
sobre MgSOQy, se filtra y se evapora para proporcionar el 2-((N-'BOC-N-metilamino)metil)-fluoren-9-carboxaldehido.
Este compuesto se disuelve en metanol y se trata con NaBH,; para proporcionar 9-(2-((N-BOC-N-
metilamino)metil)fluorenilmetanol.

El 9-(2-((N-'BOC-N-metilamino)metil)fluorenilmetanol se disuelve en THF y se trata con trifosgeno y piridina de
acuerdo con el procedimiento general del Ejemplo 2 para proporcionar el cloroformiato. El cloroformiato se hace
reaccionar con anilina de acuerdo con el método del Ejemplo 3 para proporcionar N-fenilcarbamato de O-(9-(2-((N-
'‘BOC-N-metilamino)metil)fluorenilimetilo).

El carbamato se disuelve en acido trifluoroacético para retirar el grupo protector 'BOC. Después de la evaporacion a
sequedad, la amina resultante se disuelve en THF y se trata con N-(6-azidohexanoil)succinimida y trietilamina
(2 equivalentes) para proporcionar N-fenilcarbamato de 0O-(9-(2-((N-(6-azidohexanoil)-N-
metilamino)metil)fluorenilmetilo).

La reaccion de N-fenilcarbamato de O-(9-(2-((N-(6-azidohexanoil)-N-metilamino)metil)fluorenilmetil) con
paraformaldehido en 1:1 de THF/clorotrimetilsilano proporciona el producto carbamato de N-clorometilo.
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Ejemplo 13

Compuesto Enlazador-Farmaco con SN-38

Nal
Et;N

Este ejemplo demuestra la unién de una molécula de farmaco con los compuestos de la invencion, particularmente a
través de un grupo fenol en la molécula de farmaco.

Una solucién del carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 12 (1 equivalente), SN-38 (1 equivalente) y yoduro sédico

(10 equivalentes) en acetona anhidra se trata con ftrietilamina (1 equivalente). El producto se purifica por
cromatografia sobre gel de silice.

Ejemplo 14

Conjugacion con PEG

Una mezcla de PEG-alquino 40 kDa (2,5 ymol; preparada por reaccion de PEG-amina 40 kDa con el N-
hidroxisuccinimida éster de acido 5-hexinoico) y una azida-enlazador (50 umol; por ejemplo, la molécula del Ejemplo
12) en THF (3 ml) y agua (1,6 ml) se trata con una mezcla recién preparada de CuSO4 0,1 M (50 pl), tris[(1-bencil-
1H-1,2,3-triazol-4-il)metillamina 50 mM (TBTA) en DMSO (50 wl), y ascorbato sédico 0,1 M (200 pl). Después de
12 horas a temperatura ambiente, la mezcla se concentra en un evaporador rotatorio para retirar THF, se diluye con
agua hasta 2 ml y se filtra con gel en una columna Sephadex G25. Después, el flujo que contiene macromoléculas
se liofiliza, y el residuo se disuelve en 2 ml de THF y el producto se precipita mediante la adicion de 5 ml de metil
terc-butil éter. Si es necesario, la filtracion en gel y las etapas posteriores se repiten.
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Ejemplo 15
Esquema General para la Preparacion de Enlazadores Azidoalquilo R®
H
1. Base R Activador NaBH,
R-CH,- Activador
2. N3(CH,),,COLEt N3(CH,);; (e} MeOH
R H ‘Activador (C'SCO)QCO Activador
pyr/THF j: B-NH,
N3(CHp)~ ~OH N3(CHy); oy THF
Cl O
Activador R H .
j: (HCHO), Activador
3(CH
o MegSiCl, THF  Na(CHa)q
NH-B
O 07 >N"al

1
B

La condensacion de Claisen de R-CH,-Activador con un azidoalcanoato éster N3(CH;),CO2R' (n = 3-6) en presencia
de una base fuerte, por ejemplo NaH, bis(trimetilsilil)amida de litio (LIHMDS) o diisopropilamida de litio (LDA),
proporciona una cetona que se reduce al alcohol por reaccién con un reductor suave, por ejemplo borohidruro sddico
en metanol. Después, el alcohol resultante se convierte en el carbamato a través del cloroformiato, y después en el
N-clorometilcarbamato como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 16

Esquema General para la Preparacion de Enlazadores Amina BOC-protegidos R®

l\EAe /?J\ base Me R._Activador NaBH,
R-CHs-Activador + O\ﬂ/N ~(CH,),” "OEt THE [{| /\\[
o 'BOC™ “(CHp)y™ ~O MeOH
1. (Cl4C0),CO

pyr/THF i
R _Actvador '’ R ACvador o),

Me I Me I 0
N OH N O/U\NH Me,SiCI

'BOC™ ~(CHa)y 2.B-NHz, pyr ~ BOC™ ~(CHp); \
g5  THF

R Activador
I\(Ie (6]
N /U\ AN

BOC™ “(CHp)y~ "O” "N” °Ci

La condensacion de Claisen de R-CHz-Activador con un ((N-terc-butoxicarbonil N-alquil)amino)alcanoato éster (n =
3-6) en presencia de una base fuerte, por ejemplo NaH, bis(trimetilsilil)amida de litio (LIHMDS), o diisopropilamida de
litio (LDA), proporciona una cetona que se reduce al alcohol por reacciéon con un reductor suave, por ejemplo
borohidruro sédico en metanol. Después, el alcohol resultante se convierte en el carbamato usando amina B-NH;
como se ha descrito en el Ejemplo 3. El carbamato se convierte en el carbamato de N-clorometilo como se ha
descrito en el Ejemplo 4.

Después del acoplamiento con una molécula de farmaco que comprende un grupo alcohal, tiol, fenol o tiofenol, el
grupo BOC se retira del carbamato por tratamiento con acido trifluoroacético. La amina resultante se acopla con una
macromolécula que comprende un acido carboxilico usando un agente de condensacion, por ejemplo una
carbodiimida tal como EDCI.
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Ejemplo 17

Esquema Alternativo para la Preparaciéon de Enlazadores de Amido-Azidoalquilo R®

0}
0

N
R . _Activador R Activador  N3(CHy), (0]
Vo I o CF.COH g I )OL o
1
HN
J\ ~(CH,) 0 I}IH

N
'BOC™ (CHz)i” O° 'NH n

5 B B
v R Actcl\)/ador (HCHO), R Activador
e Me 0]
i 1
N3(CHo), N\(CH)/\[OJ\NH Me,SiCl N(CHg)n- N I A~
~(CH 0O~ 'N” °Ci
\[f 2)n ! TH% \r( (CHR)y \

0} o) B
El grupo BOC se retira del intermedio carbamato BOC-protegido del Ejemplo 19 por tratamiento con acido
trifluoroacético, y la reaccion de la amina resultante con un azidoalcanoato N-hidroxisuccinimida éster (n = 3-6)
10 proporciona la azidoamida. Esta se convierte en el carbamato de N-clorometilo como se ha descrito en el Ejemplo 4.

Ejemplo 18
Preparacion de un Enlazador Amina R® Activado por Sulfonilo
15
\ ’9
NG S._-CO,Et Br NaH LiAIH,
P\
| + HN —_— E——
= CO,E THF
R O\\S,/O 1. (C14C0),CO
anhidrido 'BOC ]\\ OH pyr/THF
| 7 2. B-NH,, pyr
tBOC’N

_N
'BOC tBOC'N

20 Un (2-fenilsulfonil)acetato de etilo se desprotona usando exceso de NaH en THF y se alquila con carbamato de N-(6-
bromohexil)etilo. El producto se reduce usando hidruro de litio y aluminio en éter para proporcionar el alcohol

metilamino, que se N-protege como el BOC carbamato. El alcohol se convierte en el cloroformiato y desde éste en el
carbamato y el carbamato de N-clorometil de acuerdo con los procedimientos anteriores.

25 Ejemplo 19

Preparacion de un Enlazador Amido-Azida R® Sulfonil-Activado
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0,0 9]
¥ 1 P N
0~ "NH (HCHO)x O l}l Ci
B B
| Me;SiCl e rlz
NS(CHQ)H\{rN THF af g)n\n/
o) 0]

El grupo BOC se retira del intermedio carbamato BOC-protegido del Ejemplo 18 por tratamiento con acido
trifluoroacético, y la reaccion de la amina resultante con un azidoalcanoato N-hidroxisuccinimida éster (n = 3-6)
5 proporciona la azidoamida. Esta se convierte en el carbamato de N-clorometilo como se ha descrito en el Ejemplo 4.

Ejemplo 20
Sintesis de un enlazador de Acido Sulfonil-Activado R®
10
CO,H {
o O O C02 Bu
& 1. NaH tB
g X S‘CH3 —— \\ ,, )K/COQ ! 00 ——>NaBH4
— NEZ
= O/ 0 H,S0,4 A S o MeCH
R
U -
CO,'Bu CO,'Bu
1. (Cl,C0),CO
00 pyr, THF 0.0 o] (HCHO),
Y —_— s L —
R OH 7N 0" 'NH MeSiCl
R 2. B-NH, R—r ) THE
¥ pyr, THF 2 B
COQtBU

00 0
S )j\ AN
0" 'N” Cl

JELLES 1
F{'/ B

15 Una fenil metilsulfona se desprotona con NaH en tetrahidrofurano, cuando se acila con anhidrido glutarico para
proporcionar un ceto-acido. El acido resultante se protege como el éster terc-butilico, y la cetona se reduce usando
NaBH.. El alcohol resultante se convierte en el carbamato a través del cloroformiato, y desde éste en el carbamato
de N-clorometil como se ha descrito anteriormente.

20 Ejemplo 21

Preparacion de un Compuesto Enlazador-Farmaco con un Enlazador de Acido Sulfonil-Activado v Conjugacion con

PEG
CO,tBu COtBu
Q.0 /ﬁ\ _DH CF3002H
S \\//
N 0" N"cl Et3N .
% B —-
25
COH N” [polietilenglicol]

\ 7/
\\/
I S OJ\I}I/\D EDCI
R _ B

El enlazador del Ejemplo 20 se hace reaccionar con farmaco DH en presencia de 1 equivalente de trietilamina. El
compuesto enlazador-farmaco protegido resultante se trata con acido trifluoroacético, y el acido carboxilico libre
30 resultante obtenido se conjuga con amino-polietilenglicol usando EDCI. El conjugado se precipita en acetonitrilo
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mediante la adicion de metil t-butil éter (MTBE), y después se purifica por cromatografia de exclusion de tamario.

Ejemplo 22

Sintesis de Péptidos Enlazados

Este ejemplo demuestra que la sintesis peptidica se realiza faciimente usando compuestos de la invencion. La
sintesis peptidica se realiza usando métodos convencionales para la sintesis peptidica en fase sélida, usando una
serina, triptéfano, tirosina o cisteina en una forma adecuadamente protegida de tal forma que las cadenas laterales
de estos residuos pueden desbloquearse selectivamente sin desproteccion de otros residuos. El péptido
parcialmente protegido se hace reaccionar con un exceso de un compuesto de férmula (Il) en presencia de una base
suave. Después de lavar la resina, el péptido del producto se desbloquea y se escinde de la resina para
proporcionar un compuesto de formula (ll1), en la que D es un péptido.

Como un ejemplo, CCK8 (Asp-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH;) se sintetiza sobre soporte sdélido usando resina
de Rink usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo como se describe en la Patente de Estados Unidos
4.769.445. La resina amida-MBHA Fmoc-Phe-Rink comercial se hincha previamente en DMF durante 30 min,
después se suspende y se agita en piperidina/DMF (1:4 en volumen, 50 ml) durante 30 min a temperatura ambiente
para retirar el grupo Fmoc. El producto se aisla por filtracién y se lava (3 x 50 ml cada vez) con DCM, N,N-
diisopropiletilamina al 5 % (DIEA) en DCM, y DCM para dar la base libre de resina amida-MBHA Phe-Rink. Se
disuelven Fmoc-Asp(O'Bu)-OH (1,23 g, 3 mmol), DCC (0,62 g, 3 mmol), y HOBt (0,69 g, 4,5 mmol) en 50 ml de 4:1
en volumen de DCM/DMF con agltaC|on a 0 °C durante 1 hora. La resina amida-MBHA Phe- Rink (1 equiv. molar) se
suspende en la mezcla de reaccion filtrada (el DCU precipitado se ellmlna) y se agita durante 2 a 15 horas a
temperatura ambiente. El producto de resina amida-MBHA Fmoc—Asp—(O Bu)-Phe-Rink se recoge por filtracion y se
lava con DCM. La resina amida-MBHA Fmoc-Asp-(O'Bu)-Phe-Rink se suspende y se agita en piperidina/DMF (1:4
en volumen, 50 ml) durante 3 min a temperatura ambiente y después una segunda vez durante 7 min para retirar el
grupo Fmoc. El producto se aisla por filtracion y se lava (3 x 50 ml cada vez) con DMF y DCM para dar la base libre
de la resina amida-MBHA Asp-(O'Bu)-Phe-Rink. Se disuelven Fmoc-Met-OH (1,12 g, 3 mmol), DCC (0,62 g, 3 mmol)
y HOBt (0,69 g, 4,5 mmol) en 50 ml de 4:1 en volumen de DCM/DMF con agitacion a 0 °C durante 1 hora. Se
suspende la resina amida-MBHA Asp-(O'Bu)-Phe-Rink (1 equiv. molar) en la mezcla de reaccion filtrada (el DCU
precipitado se ellmlna) y se agita durante 2 a 15 horas a temperatura ambiente. El producto de resina amida-MBHA
Fmoc-Met-Asp-(O'Bu)-Phe-Rink se recoge por filtracion y se lava con DCM y DMF. La resina amida-MBHA Fmoc-
Met-Asp-(O'Bu)-Phe-Rink se desprotege y se acopla secuencialmente con Fmoc-Trp-OH (1,28 g, 3 mmol) Fmoc-
Gly-OH (0,89 g, 3 mmol), Fmoc-Met-OH (1,12 g, 3 mmol), Fmoc-Tyr-OH (1,37 g, 3 mmol), y Boc-Asp(O'Bu)-OH
(1,23 g, 3 mmol) para proporcionar Ia resina amida-MBHA Boc-AsngtBu -Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(O'Bu)-Phe-Rink.
La resina amida-MBHA Boc-Asp(O'Bu)-Tyr-Met-Gly-Trp-Met-Asp(O'Bu)-Phe-Rink se lava con DCM (3 x 50 ml), se
suspende y se agita en una mezcla de N-clorometilcarbamato de O- (9-fluorenllmetll) N-fenilo (10 equivalentes) y
trietilamina (1 equivalente) en DCM La resina se aisla por f||traC|on y se lava (3 x 50 ml cada vez) con DCM. La
resina amida-MBHA Boc-Asp(O'Bu)-Tyr(OX)-Met-Gly-Trp-Met-Asp(O'Bu)-Phe-Rink resultante se escinde de la resina
y se desbloquea agitando con una mezcla de fenol al 8 %, tioanisol al 5 %, agua al 5 %, y 3,6-dioxa-1,8-octanoditiol
al 3 % en acido trifluoroacético (10 ml/g de resina) durante 4 horas. La resina se retira por filtracion, y el péptido se
precipita mediante la adicion de 10 volimenes de éter. El péptido en bruto se purifica por HPLC de fase inversa.

En otro ejemplo, un péptido que contiene cisteina se prepara por sintesis en fase solida usando los métodos que se
han descrito anteriormente, incorporando un residuo de S-(aliloxicarbonilaminometil)-cisteina [Cys(allocam)] o S-(N-
[2,3,5,6-tetrafluoro-4-(N'-piperidino)fenil]-N-aliloxicarbonil-amino)cisteina [Cys(fnam)]. Antes de la escision de la
resina, el residuo de cisteina se desbloquea selectivamente usando (PhsP)4Pd y fenilsilano en DCM, después se
hace reaccionar con un compuesto de férmula (Il) como se ha descrito anteriormente. El péptido se desbloquea
finalmente, se elimina de la resina y se purifica como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 23

Compuestos Enlazador-Farmaco de 5-Fluorouracilo

Como un ejemplo de preparacion de compuestos de la invencion donde D es el residuo de un farmaco acoplado a
través de un N heterociclico, pueden prepararse compuestos enlazador-farmaco de férmula (Ill) a partir de 5-
fluorouracilo y un compuesto de formula (Il) de forma analoga a los procedimientos usados por Taylor y Sloane, "1-
Alkylcarbonyloxymethyl Prodrugs of 5-Fluorouracil (5-FU): Synthesis, Physicochemical Properties, and Topical
Delivery of 5-FU", J. Pharmaceutical Sci. (1998) 87: 15-20, y por Roberts y Sloane, "Synthesis of 3-Alkylcarbonyl-
oxymethyl Derivatives of 5-Fluorouracil”, J. Heterocyclic Chem. 39: 905-910. Por lo tanto, una suspension de un
compuesto de formula (Il) en la que L es ClI (1 mmol) y Nal (1,3 mmol) en acetonitrilo seco (1 ml) se agita en la
oscuridad durante 24 h, después se filtra para proporcionar una soluciéon del compuesto de formula (ll) en la L es I.
El filtrado se deja reaccionar con una mezcla de 1-(aliloxicarbonil-oximetil)-5-fluorouracilo [Liu, Fullwood, y Rimmer,
"Synthesis of Allyloxycarbonylmethyl-5-fluorouracil and copolymerizations with N-vinylpyrrolidinone", J. Materials
Chem. (2000) 10: 1771-1777] (0,8 mmol) y 1,8-bis(dimetilamino)naftaleno a temperatura ambiente. Después de 6 h,
la mezcla se diluye con éter, se agita durante 1 h y se filtra. El filtrado se concentra para proporcionar el producto
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protegido en bruto, que se trata con una mezcla de tetraquis(trifenilfosfina)-paladio (0) y fenilsilano en THF anhidro
durante 1 h para retirar el grupo protector aliloxicarbonilmetilo. La mezcla se evapora, y el residuo se purifica por
cromatografia sobre gel de silice para proporcionar el compuesto enlazador-farmaco de formula (lll).

Ejemplo 24

Preparaciéon de 6-azidohexanal

OH NaN3 OH TCCA @)
HO TEMPO 3 H
NaHCO;
CH,Cl/H50

(1) 6-Azido-1-hexanol: una mezcla de 6-cloro-1-hexanol (25 g, 183 mmol) y azida sddica (32,5 g, 500 mmol) en
200 ml de agua se calento a reflujo durante 20 h, después se enfrié a temperatura ambiente y se extrajo 3 veces con
acetato de etilo. Los extractos combinados se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQs, se filtraron y se
concentraron para producir el producto en forma de un aceite de color amarillo palido (28,3 g).

(2) 6-Azidohexanal: Se afadié en pequefas porciones acido tricloroisocianurico solido (TCCA; 4,3 g) a una mezcla
agitada vigorosamente de 6-azido-1-hexanol (7,15 g) y bicarbonato sédico (5,0 g) en diclorometano (100 ml) y agua
(10 ml). La mezcla se agit6 durante 30 minutos mas después de la adicion, y después se filtr6 a través de una capa
de tierra de diatomeas. La fase organica se separd, se lavo sucesivamente con NaHCO; ac. sat. y salmuera,
después se secd sobre MgSO,, se filtré y se concentré para proporcionar el producto (5,8 g), que se uso sin
purificacién adicional.

Ejemplo 25

Preparacién de Azidoalcoholes

n-BuLi N5(CH,):CHO OH
R-CHz; ————— Ns\/\/\)\
THF/hexano

R

Se afiadié gota a gota una solucién 1,6 M de n-butil litio (3,1 ml, 5,0 mmol) en hexano a una solucién agitada de R-
CHs (5,0 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (THF) (15 ml) enfriado a - 78 °C. Después de la adicion, el bafio de
refrigeracion se retiré y la mezcla se dej6 calentar lentamente a 0 °C durante aproximadamente 30 min. Después, la
mezcla se enfrié de nuevo a -78 °C, y se afiadio 6-azidohexanal (5,5 mmol). Después de agitar durante 15 minutos,
el bafo de refrigeracion se retiré y la mezcla se dejé calentar. En el momento en el que la mezcla se volvié
transparente, se afiadieron 5 ml de NH.Cl ac. saturado y la mezcla se dejo continuar en calentamiento a temperatura
ambiente. La mezcla se diluyd con acetato de etilo, se lavé sucesivamente con agua y salmuera, y después se seco
sobre MgSOQOy, se filtrdé y se evaporo para proporcionar el producto en bruto en forma de un aceite. La cromatografia
sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de etilo en hexano proporciondé los productos purificados.

Los compuestos preparados de acuerdo con este método incluyen:

1-(4-(trifluorometil)fenilsulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CHs = 4-(trifluorometil)fenil metil sulfona);
1-(4-clorofenilsulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = 4-clorofenil metil sulfona);
1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CHs; = fenil metil sulfona);
1-(4-metilfenilsulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = 4-metilfenil metil sulfona);
1-(4-metoxifenilsulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = 4-metoxifenil metil sulfona);
1-(2,4,6-trimetilfenilsulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CHs = 2,4,6-trimetilfenil metil sulfona);
1-(morfolinosulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = 4-(metilsulfonil)-morfolina;
1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = dimetil sulfona);
1-ciano-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = acetonitrilo);
1-(morfolinocarbonil)-7-azido-2-heptanol (R-CH3 = 4-acetilmorfolina); y
1-(9-fluorenil)-7-azido-2-heptanol ("R-CH3" = fluoreno).
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Ejemplo 26

Preparacién de cloroformiatos azido-enlazador

OH  (CI,C0),CO o Cl
Ny — N,
pyr/THF
R R

Se afadié gota a gota piridina (160 pl) a una solucién agitada del azidoalcohol del Ejemplo 25 (1,0 mmol) y
trifosgeno (500 mg) en 15 ml de THF anhidro. La suspension resultante se agité durante 10 minutos, después se
filtré y se concentrd para proporcionar el cloroformiato en bruto en forma de un aceite.

Los compuestos preparados de acuerdo con este método incluyen:

cloroformiato de 1-(4-(trifluorometil)fenilsulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(4-clorofenilsulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(4-metilfenilsulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(4-metoxifenilsulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(2,4,6-trimetilfenilsulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(morfolinosulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptilo;
cloroformiato de 1-ciano-7-azido-2-heptilo;

cloroformiato de 1-(morfolinocarbonil)-7-azido-2-heptilo; y
cloroformiato de 1-(9-fluorenil)-7-azido-2-heptilo.

En la ruta hasta un sistema modelo que carece de la funcionalidad activadora, se preparé cloroformiato de 6-
azidohexilo como se ha descrito anteriormente, partiendo de 6-azidohexanol.

Ejemplo 27

Preparacion de carbonatos azido-enlazador-HSE

O o)
LAY @
o” ~cr  HO S o7 o
0
N3M pyr/THF Nsm

R R

Una solucién del cloroformiato del Ejemplo 26 en 15ml de THF seco se tratdé sucesivamente con N-
hidroxisuccinimida (350 mg) y piridina (250 pl) durante 10 minutos. Después, la mezcla se concentrd, y el residuo se
disolvié de nuevo en acetato de etilo. Después del lavado con HCI 0,1 N, agua, NaHCOs3 sat., agua, y salmuera, la
solucion se secé sobre MgSO, se filtr6 y se evapordé. En algunos casos, el carbonato HSE cristalizé
espontaneamente, y se recristalizd en acetato de etilo/hexano. En otros casos, el carbonato HSE en bruto se
sometidé en primer lugar a cromatografia sobre gel de silice usando un gradiente de acetato de etilo en hexano
seguido de cristalizacion. Todos los compuestos eran cristalinos con la excepcion del obtenido de 1-(metanosulfonil)-
7-azido-2-heptanol.

Los compuestos preparados de acuerdo con este método incluyen:

carbonato de O-[1-(4-(trifluorometil)fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
carbonato de O-[1-(4-clorofenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
carbonato de O-[1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;

carbonato de O-[1-(4-metilfenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
carbonato de O-[1-(4-metoxifenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
carbonato de O-[1-(2,4,6-trimetilfenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
carbonato de O-[1-(morfolinosulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
carbonato de O-[1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;

carbonato de O-[1-ciano-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;

carbonato de O-[1-(morfolinocarbonil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;
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carbonato de O-[1-(9-fluorenil)-7-azido-2-heptil]-O'-succinimidilo;

También se preparé de acuerdo con este método carbonato de O-[6-azidohexil]-O'-succinimidilo, partiendo de
cloroformiato de 6-azidohexilo.

Ejemplo 28

Preparacion de 4-(N,N-dietilcarboxamido)anilina

0O

COCl Et,NH
o = NEt,  _NH4CO,_ N
CH.,Cl»

ON ON Pd/C, MeOH 1y

(1) 4-Nitrobenzamida de N,N-dietilo: Se afadio dietilamina (5,6 ml) a una solucién enfriada con hielo de cloruro de 4-
nitrobenzoilo (5,0 g) en 100 ml de DCM. Después de 1 h, la mezcla se lavé sucesivamente con agua, NaHCO3; ac.
sat., y salmuera, después se secd sobre MgSOs, se filtrd y se evaporé para proporcionar un liquido incoloro que
cristalizé después de un periodo de reposo. La recristalizacion en acetato de etilo/hexano proporcioné el producto en
forma de cristales de color amarillo palido (4,6 g).

(2) 4-(N,N-Dietilcarboxamido)anilina: Una mezcla de 4-nitrobenzamida N,N-dietilo (4,44 g) y paladio al 10 % sobre
carbono (0,2 g) en 100 ml de metanol se traté con formiato aménico (4,0 g) durante 2 h a temperatura ambiente. La
mezcla se filtré a través de tierra de diatomeas y se concentrd. El residuo se disolvié de nuevo en DCM, se lavo
sucesivamente con Na>.COs3 0,5 M, agua, y salmuera, después se secd sobre MgSQOs, se filtro y se evapord para
proporcionar un material cristalino. La recristalizacién en acetato de etilo/hexano proporcioné el producto anilina.

También se prepar6 de acuerdo con el mismo procedimiento 4-(morfolinocarbonil)anilina reemplazando dietilamina
con morfolina.

Ejemplo 29

Preparacién de Azidocarbamatos

S P
_R- |
HoN N
N3 N3
EtsN, THF
R R

El cloroformiato en bruto preparado a partir de 2,5 mmol de azidoalcohol de acuerdo con el procedimiento del
Ejemplo 26 se disolvio en 20 ml de THF, y se afiadieron la anilina (2,5 mmol) y trietilamina (0,7 ml, 5,0 mmol).
Después de 1 h, la mezcla se diluy6 con acetato de etilo, se lavo sucesivamente con HCI 1 N, agua, NaHCO3 sat., y
salmuera, después se seco sobre MgSO, se filtrd y se evapord. El residuo se sometié a cromatografia sobre gel de
silice usando acetato de etilo/hexano para proporcionar el producto carbamato.

Los compuestos preparados de acuerdo con este método incluyen:

carbamato de O-[1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenilo;
carbamato de O-[1-(morfolinosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenilo;
carbamato de O-[1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenilo;
carbamato de O-[1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(morfolinocarboxamido)fenilo; y
carbamato de O-[1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]- N-[4-(morfolinosulfonil)fenilo.
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Ejemplo 30

Preparacion de carbamatos de N-clorometilo

N (HCHO),
NB\/\/\)\‘ N5 k
EtsN, THF Cl

R R

Una mezcla del azidocarbamato del Ejemplo 29 (1,0 mmol), paraformaldehido (45 mg), clorotrimetilsilano (1 ml), y
THF (1 ml) en un vial cerrado herméticamente de 20 ml se calenté en un bafio a 55 °C durante 17 h. Después de
enfriar a temperatura ambiente, el vial se abrié y la mezcla se concentré en un evaporador rotatorio para dar un
aceite pegajoso, que se recogio en acetato de etilo y se concentré de nuevo. El residuo se disolvio en 2:1 de acetato
de etilo/hexano, se filtrd y se concentré para proporcionar el carbamato de N-clorometilo, que se us6 sin purificacion
adicional.

Los compuestos preparados de acuerdo con este método incluyen:

carbamato de O-[1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-clorometilo;

carbamato de O-[1-(morfolinosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-clorometilo;

carbamato de O-[1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-clorometilo; y

carbamato de O-[1-(morfolinocarbonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-clorometilo,

también se prepar6 carbamato de O-[6-Azidohexil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-clorometilo en la ruta hasta un
compuesto de control que carecia de un grupo activador.

Ejemplo 31

Preparacion de carbamatos de N-alcoximetilo

O / | o /
_Rl LT
N J IR
\ Nk CHZOH NK
’ Cl - Ns OMe
R R

El carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 30 (0,4 mmol) se disuelve en 5 ml de alcohol seco. Después de 1 h, la
mezcla se evapora a sequedad, y el residuo se cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo/hexanos) para
proporcionar el producto.

Los compuestos preparados de acuerdo con este método incluyen:

carbamato de O-[1-(fenilsulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-metoximetilo;

carbamato de O-[1-(morfolinosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-metoximetilo; y

carbamato de O-[1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-metoximetilo.

También se preparé carbamato de O-[6-Azidohexil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-metoximetilo en la ruta hasta
un compuesto de control que carecia de un grupo activador.
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Ejemplo 32

Preparacion de azido-enlazador-SN38

Pt
I
O N =~
N3M Cl
R
X O
N
=
NNy
O
\\\"
OH O

Procedimiento 1 (Base = DBU). Una suspension de SN-38 (7-etil-10-hidroxi-camptotecina) (40 mg, 0,1 mmol) en
5ml de THF se tratd6 con 16,5 ul de 1,8-diazabiciclo[5,4,0lundec-7-eno (DBU). Se formd una soluciéon dorada
transparente después de 30 minutos. Se afiadié una solucidon del carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 30
(0,11 mmol) en 1 ml de THF, dando como resultado la formacién de un precipitado pegajoso. Después de
30 minutos, el analisis por HPLC indicé una conversién de ~40 % de SN-38 en el aducto de azida-enlazador-SN38.
Se afiadié mas cantidad de DBU (20 pl) y carbamato de N-clorometilo (0,04 mmol). Después de 15 minutos, la
mezcla se inactivdo mediante la adicion de acido citrico acuoso al 10 % y se extrajo con diclorometano (DCM). El
extracto se lavo sucesivamente con acido citrico al 10 %, agua, y salmuera, después se seco sobre MgSO; se filtré y
se evaporo. El residuo se disolvié en DCM, se filtré y se evapord para proporcionar el producto.

Procedimiento 2 (Base = LiIHMDS). Una suspension de SN-38 (42 mg) en 5 ml de 4:1 de THF/DMF se enfrid en un
bafio a -78 °C y se traté gota a gota con una solucion 1,0 M de bis(trimetilsililamida) de litio en THF (150 wl). La
mezcla se volvio de color verde oscuro tras la adicion de base, seguido de la formacién de un color dorado oscuro.
Después de la finalizacion de la adicion, la mezcla se dejo6 calentar a temperatura ambiente y se afiadié una solucion
del carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 30 (0,2 yumol) en 1 ml de THF. Después de 10 minutos, la reaccion se
interrumpié mediante la adicién de acido citrico acuoso al 10 % y se extrajo con diclorometano (DCM). El extracto se
lavé sucesivamente con acido citrico al 10 %, agua, y salmuera, después se sec6 sobre MgSQO,, se filtré y se
evapord para proporcionar un material oleoso de color amarillo. La trituracion con agua para retirar el exceso de
DMF proporcion6 el producto en bruto en forma de un sélido de color amarillo. El residuo se disolvié en DCM y se
sometié a cromatografia sobre gel de silice usando un gradiente de acetona en hexano para proporcionar el
producto purificado.

Los productos preparados de acuerdo con este procedimiento incluyen:
R = fenilsulfonilo, R' = 4-(N,N-dietilcarboxamido);

R = morfolinosulfonilo, R' = 4-(N,N-dietilcarboxamido); y
R = metanosulfonilo, R' = 4-(N,N-dietilcarboxamido).
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Ejemplo 33
Preparaciéon de PEG-[DBCO], de 4 brazos

T\ﬂ 4& O

ww%vw -

[?]v S

A petprd
T,

Una solucién de polietilenglicol de 4 brazos 40 kDa con grupos terminales aminopropilo que tenia un nucleo de
pentaeritritol (NOF America, PTE400PA) (500 mg, 12,5 umol), trietilamina (20 pl), y succinimidil éster del acido 6-
aza-5,9-dioxo-9-(1,2-dideshidrodibenzo[b,flazocin-5(6H)-il)nonancico ("DBCO-NHS", Click Chemistry Tools, Macon,
GA) (36 mg, 75 ymol) en 5ml de THF se agité durante 24 h a temperatura ambiente. El producto se precipitd
mediante la adicion de la mezcla de reaccion a 50 ml de metil terc-butil éter (MTBE). El precipitado se recogié por
filtracion al vacio y se seco al vacio para proporcionar 510 mg de producto.
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Ejemplo 34

Preparacion de Conjugados de PEG-SN38 de 4 Brazos Liberables

o]
N/U\R"
o 1
o]
Mgt — I gt

Una solucion de PEG-[DBCO]4 de 4 brazos (100 mg, 2,0 umol DBCO) y el azida-enlazador-SN38 del Ejemplo 32 (10
pmol) en 1,5 ml de THF se mantuvo a temperatura ambiente durante 21 horas. La mezcla se concentrd, después se
disolvioé de nuevo en metanol y se dializé (membrana de corte de 10 kDa) frente a metanol para retirar la azida libre.
Después de la concentraciéon en un evaporador rotatorio, el producto se disolvié en 2 ml de THF y se precipitd
mediante la adicién de 10 ml de MTBE. El precipitado se recogio por filtracion al vacio y se secé al vacio para
proporcionar el conjugado de producto. El analisis por HPLC (columna 300A C4 Jupiter (Phenomenex), con
termostato a 40 °C) usando un gradiente de acetonitrilo al 20-100 % en agua + TFA al 0,1 % no demostré que
estuviera presente SN-38 sin conjugar o azida libre. Después, el contenido de SN-38 se determind midiendo la
absorbancia UV de una solucién acuosa usando ¢ = 22.500 M"'cm™ a 361 nm.

Los conjugados liberables preparados de acuerdo con este procedimiento incluyen: R = fenilsulfonilo; R =

metanosulfonilo; y R = morfolinosulfonilo, teniendo cada uno R' = 4-(N,N-dietilcarboxamido). Como control, el
conjugado que carecia del grupo activador se preparé de acuerdo con el mismo procedimiento.

Ejemplo 35
Liberacién de SN-38 de conjugados PEG-SN38

Se disolvieron muestras de conjugados SN-38 de 4 brazos del Ejemplo 34 donde R' = 4-N,N-dietilcarboxamido y R =
fenilsulfonilo o metanosulfonilo en tampdn y se mantuvieron a 37 °C. Se inyectaron periédicamente alicuotas de 20
pl en HPLC (columna 300A C4 Jupiter (Phenomenex), termorregulada a 40 °C) y se analizaron usando un gradiente
del 20-100 % de acetonitrilo en agua + TFA al 0,1% usando deteccién de fluorescencia (excitacion 380 nm; emision
515 nm). En estas condiciones, SN-38 libre eluyé a los 5 min y el conjugado eluyé a los 7 min. Se midieron las areas
de pico y se usaron para calcular la velocidad de reaccién por ajuste exponencial.

El conjugado donde R' = 4-N,N-dietilcarboxamido y R = fenilsulfonilo en bicina 0,1 M, pH 8,5, 37 °C liber6 SN-38 con

un T2 = 1,6 h, mientras que el conjugado donde R' = 4-N,N-dietilcarboxamido y R = metanosulfonilo liber6 SN-38
con un T2 =9 h en las mismas condiciones.

Ejemplo 36

Farmacocinética de conjugados PEG-SN38 de 4 brazos en ratones

Se prepararon soluciones de dosificacion disolviendo conjugados PEG-SN38 de 4 brazos del Ejemplo 34 en acetato
sédico 10 mM, pH 5,0, para dar una concentracion final de SN-38 de 1 mM determinada por absorbancia UV a 361
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nm (g = 22.500 M"'cm™). Las soluciones de dosificacion se filtraron a esterilidad usando un filtro de jeringa de 0,2 pm
y se congelaron.

Las muestras se inyectaron por via intravenosa en cuatro ratones CD-1 por compuesto a 2 pl/g de peso corporal. Se
recogieron muestras de sangre del seno orbital usando el siguiente programa: ratén 1: 1, 16 y 72 h; ratén 2: 2 y 24 h;
ratéon 3: 4 y 32 h; raton 4: 8 y 48 h. Las muestras se congelaron inmediatamente a -80 °C hasta analizarse. Se
afiadio un tercio del volumen de una solucidn de 0,25 mg/ml de N¢-(2,4-dinitrofenil)-L-lisina a cada muestra de suero
como patron interno para una concentracion final de 0,0625 mg/ml. Se afiadié la mitad del volumen de tampdn
trietilamina*HCI 200 mM, pH 10,75, a cada muestra de suero y se colocé a 37 °C durante 16 horas. Después de la
hidrélisis, se precipitaron las proteinas del suero con tres volimenes de metanol. Se prepard una curva patrén a
partir de una solucién madre del conjugado donde R = CH3SO3 y R' = 4-(N,N-dietilcarboxamido) diluido en suero de
ratén y se hidrolizé usando el mismo procedimiento. Las muestras y los patrones se analizaron para SN38 libre total
en una HPLC Shimadzu con una columna Jupiter C4 300A 5p usando un gradiente del 20-100 % de acetonitrilo en
H20 con acido trifluoroacético al 0,1%. Se detecté SN38 con un detector de fluorescencia ajustado a 380 nm/515 nm
de excitacién/emisién. Se usaron las areas de pico de fluorescencia para calcular la concentraciéon de SN38 a partir
de la curva patrén. Se us6é el software de farmacocinética PK Solutions para calcular los parametros
farmacocinéticos a partir de los datos. Los resultados se muestran en la Figura 8.

Ejemplo 37

Union a tioles peptidicos con carbamatos de N-clorometilo

N
o SHH | I
- No, .
[péptido] N [péptido] CF3CO.H
H 9 N0 \
S i \(\/\/\ 3
| —|—R o s O 5
Y JC
Ne _O [péptido] ~ "N ™ [péptido]
o N3 Ho o
cl O
R

El carbamato de N-clorometilo del Ejemplo 30 (0,1 umol) se afiade a una solucién del péptido que contiene tiol (0,1
pmol) en 1,0 ml de acido trifluoroacético (TFA). Después de 2 h, el producto se precipita mediante la adicion de 5 ml
de éter etilico y se recoge por centrifugacion. El precipitado se lava 3 veces con éter y se seca. Esto se disuelve en
tampodn acetato, pH 5, y se carga sobre un cartucho de 1 g BondElut C18. El cartucho se lava con un gradiente por
etapas de metanol en agua que contiene TFA al 0,1 % para eluir el producto purificado.

Ejemplo 38

Union a Tioles Peptidicos con carbamatos de N-alcoximetilo

X
| R
Z
RHO\/N O AN
\n/ \(\/\/\N3 (;_R,
(0] R =

+ CFsCO,H [ N \n/o N3
SH - S O
Q H 0 R
P )J\N N ~ P 4 )k N« 4
[péptido] N [péptido] [péptido] H [péptido]

@ 0

T

El carbamato de N-alcoximetil del Ejemplo 31 (0,1 pmol) se afiade a una solucién del péptido que contiene tiol (0,1
pmol) en 1,0 ml de acido trifluoroacético (TFA). Después de 2 h, el producto se precipita mediante la adicion de 5 ml
de éter etilico y se recoge por centrifugacion. El precipitado se lava 3 veces con éter y se seca. Esto se disuelve en
tampon acetato, pH 5, y se carga sobre un cartucho de 1 g de BondElut C18. El cartucho se lava con un gradiente
por etapas de metanol en agua que contiene TFA al 0,1 % para eluir el producto purificado.
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Ejemplo 39

Reparacion de glutation azida-enlazador

CONEt,

CONEt,

H3CO_-N-_-O
3 \/\n/ N

o)
SO,CHs CF3COH

. [
S
SH o] H SO,CHj
o H HOZCMN N~_-CO,H
NH;* H o

Se afiadié carbamato de O-[1-(metanosulfonil)-7-azido-2-heptil]-N-[4-(dietilcarboxamido)fenil]-N-metoximetilo (50 mg)
a una solucion de glutation reducido (50 mg) en 1,0 ml de acido trifluoroacético (TFA). Después de 2 h, el producto
se precipité mediante la adicion de 5 ml de éter etilico, se recogio y se seco. El precipitado se disolvié en 5 ml de
10 tampon acetato sédico 10 mM, pH 5, y se cargé sobre un cartucho de 1 g BondElut C18. El cartucho se lavé con
10 ml de agua/TFA al 0,1 % para retirar el exceso de glutation seguido de 10 ml de 1:1 de metanol/agua/TFA al
0,1 % para eluir el producto. El eluato que contenia el producto se evaporé a sequedad en un evaporador rotatorio.

Ejemplo 40
15
Conjugacion de péptidos unidos a tiol
| X
/
N
i \(\MNa PEG-DBCO
S R
[péptido] J;f [peptldo]
Q H H
| AN }NN N—[polietilenglicol]
_ N Y
@] 0]
N O
@] N=pN
L
No, . .
[péptido] N [péptido]
H
O
20
Una solucioén de la azida de péptido unido a tiol del Ejemplo 37 o 38 (1,5 equivalentes) y el polietilenglicol activado
por DBCO (PEG-DBCO) (1 equivalente) en tampdn acuoso se controlé por espectroscopia UV. Tras la formacion de
triazol, la absorbancia caracteristica de DBCO en 301 nm se pierde. Después, la mezcla de reaccién se dializa
(membrana de corte 10 kDa) frente a acetato sdédico 10 mM, pH 5,0 para retirar el exceso de azida.
25
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Ejemplo 41

Glutation conjugado con PEG

NEt,

N0
Y \(\/\/\Ns mPEG-DBCO
s o
o y SO,CHy
HOZCMN N<_-COzH
H

NHs* o)

CONEt,

Q H
(LI oo
N X
0 0
YT
0 ’ SO,CH, N
HOQCMN N~_COzH
NH 7 0O

Se mezclé una solucion de mPEG-DBCO lineal 40 kDa (100 mg, 2,5 pmol) en 2,5 ml de tampoén acetato sédico
10 mM, pH 5,0, con una solucion de S-[N-(4-dietil-carboxamido)fenil N-(6-azido-1-(fenilsulfonil)metil)hexiloxi-
carbonil)aminometil]glutation (65 mg/ml en metanol; 60 pl), se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 h,
después se paso a través de una columna PD-10 (GE Health Sciences) equilibrada en agua. El flujo de la columna
que contenia macromoléculas se recogio y se evaporo.

Ejemplo 42

Farmacocinética de conjugados PEG-SN38 de 4 brazos en ratas (experimento 2)

Se prepararon soluciones de dosificacion disolviendo conjugados PEG-SN38 de 4 brazos del Ejemplo 34 en acetato
sédico 10 mM, pH 5,0, para dar una concentracion final de SN-38 de 1 mM determinada por absorbancia UV a 361
nm (g = 22.500 M"'cm™). Las soluciones de dosificacion se filtraron a esterilidad usando un filtro de jeringa de 0,2 pm
y se congelaron.

Las muestras se administraron por inyeccion i.v. a ratas Sprague Dawley macho canuladas a 100 pl/100 g de peso
corporal. Se us6 una Unica rata por compuesto para un curso completo de tiempo. Se recogieron muestras de
sangrealas 0, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, y 120 h. El suero se separo y se congel6. Las muestras de suero de rata de
descongelaron en hielo. Se afiadié una alicuota de 60 pl de una solucion de 0,25 mg/ml de N¢-(2,4,-dinitrofenil)-L-
lisina a 180 ul de cada muestra de suero descongelada. Se afiadieron 2,5 ul de acido acético 2 M a alicuotas de 100
pl de estas muestras, seguido de 300 yl de metanol para precipitar las proteinas del suero. Las muestras se dejaron
en hielo durante 1 h y se centrifugaron a 14.000 rpm. A una alicuota diferente de 100 pyl de cada muestra, se
afadieron 50 pl de EtsN 200 mM vy las alicuotas se colocaron en una incubadora a 37 °C durante una noche (~16 h)
para hidrolizar el SN38 del PEG. Se prepar6 una curva patron de partir de una solucion madre del conjugado donde
R = fenilsulfonilo, diluido en suero de rata (Sigma-Aldrich) hasta 40 uM y se traté siguiendo el mismo procedimiento
que anteriormente. Las muestras y los patrones se analizaron para el conjugado SN38 y SN38 libre total en una
HPLC Shimadzu con una columna Jupiter C4 400A 5u usando un gradiente del 0-100 % de acetonitrilo en H20 con
TFA al 0,1% durante 10 minutos. Se detectd SN38 con un detector de fluorescencia ajustado a 380 nm/515 nm de
excitacion/emision. Las concentraciones de las muestras se determinaron por ajuste a la curva patrén usando Excel
(Microsoft). Los parametros PK se calcularon usando el software PK solutions (Summit PK). Los resultados del
experimento se muestran en la Figura 9.

Ejemplo 43

Cinética de liberaciéon

Las tasas de liberacion del farmaco de los conjugados de la invencion pueden determinarse facilmente por métodos
conocidos en la técnica incluyendo métodos cromatograficos, tales como HPLC. Cuando, por ejemplo, se usa un
marcador fluorescente como sistema modelo para el farmaco, la fluorescencia atribuible al compuesto fluorescente
liberado se determina facilmente en comparacion con la fluorescencia emitida por el conjugado.
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La liberacion in vivo del farmaco de los conjugados de la invencion puede medirse determinando la farmacocinética
de los conjugados en comparacién con la farmacocinética de un conjugado no liberable del mismo tamafo. Para
farmacos de molécula pequefia, el farmaco liberado se elimina casi inmediatamente del plasma de cualquier sistema
modelo, de modo que la medicion de la concentracion de farmaco libre en plasma practicamente puede ignorarse, y
es solamente necesario medir la concentracion del propio conjugado para calcular las tasas de liberacion cuando se
compara la eliminacion del conjugado intacto del sistema. Dichos datos se obtienen preferiblemente en ratas en
comparacion con ratones, ya que muestran tasas de eliminacién mas favorables para los conjugados de alto peso
molecular de la invencion.

En mas detalle, los conjugados se administran a un sujeto modelo tal como una rata, por ejemplo, por administracion
intravenosa, y se recogen periddicamente muestras de sangre y se aisla el plasma. Después se determina el nivel
de conjugado en el plasma como una funcién del tiempo. Esto puede hacerse por separacion cromatografica (por
ejemplo, andlisis de HPLC después de desproteinizacion acoplada a deteccion espectrofotométrica de UV,
fluorescencia o masas), o en casos apropiados, por un ensayo directo tal como ELISA, bioactividad o fluorescencia.
Como se ha indicado anteriormente, los conjugados macromoleculares se adhieren a un modelo de un
compartimento, los conjugados de la invencién pueden desaparecer del plasma por uno de dos mecanismos:
liberacion del farmaco del conjugado y eliminacion del conjugado intacto (por ejemplo, por filtracion renal). La tasa
de pérdida de conjugado liberable del plasma es, por tanto, la suma de las tasas de pérdida por liberacion del
farmaco y por eliminacién del conjugado. Por el contrario, la tasa de pérdida de un conjugado no liberable es justo la
tasa de eliminacion del conjugado del plasma, ya que no se libera farmaco. Por tanto, la tasa de liberacion de
farmaco desde un conjugado de la invencion puede calcularse como la diferencia en las tasas de pérdida del
conjugado liberable de la de un conjugado no liberable correspondiente. Esto puede hacerse sustrayendo
directamente la diferencia en las tasas o esto puede calcularse a partir de la pendiente de un diagrama de In (R/N)
frente al tiempo, donde R es la concentracion de conjugado liberable y N es la concentracion de conjugado no
liberable, como se muestra en las Figuras 9a y 9b. Como se muestra en el panel a, los datos sin procesar
simplemente muestran el logaritmo (In) de la concentracion de diversos conjugados y de un conjugado estable como
una funcion del tiempo. El panel b muestra la diferencia en las tasas de liberacion de diversos conjugados liberables
que se obtienen mediante el calculo descrito anteriormente. El conjugado estable, por supuesto, muestra tasa de
liberaciéon cero mientras que se muestran las tasas de liberacion de farmaco de diversas realizaciones del activador
para la liberacién en los mismos conjugados.

La Figura 10 muestra que la variacion de la constante de velocidad como una funcion de la naturaleza del activador
in vitro e in vivo sigue el mismo patrén.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la férmula

Rl—(lj—(CH=CH)m—(|I—O—C—NB—CH2—Z V)

H R®

enlaquemes0o01;

en la que al menos uno, o ambos R’ y R? son independientemente CN; NOg;

un arilo opcionalmente sustituido;

un heteroarilo opcionalmente sustituido;
un alquenilo opcionalmente sustituido;
un alqumllo o?cionalmente sustituido;
COR®0 SOR® 0 SO;R*en la que

R*es Houn alquilo opcionalmente sustituido;

arilo o arilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido;

heteroarllo o heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido; o

OR® 0 NR 2 en la que cada R® es independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido o ambos
grupos R? tomados junto con el nitrégeno al

que estan unidos forman un anillo heterociclico;

en la que R y R? pueden unlrse para formar un anillo de 3-8 miembros; y

en la que uno y sélo uno de R y R? puede ser H o alquilo, arilalquilo o heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente
sustituido;

cada R® es independientemente H o es alquilo, alquenilalquilo, alquinilalquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo o
heteroarilalquilo, cada uno opcionalmente sustituido;

Z es un residuo de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no basico, o es un nucleéfugo que
media dicho acoplamiento;

B es alquilo, arilo, arllalquno heteroarllo o heteroarilalquilo, cada uno opmonalmente sustltU|do y

en la que uno de R' R? R® y B se acopla a una macromolécula o uno de R" R? y R® comprende un grupo
funcional para medlar dIChO acoplamiento;

en la que los sustituyentes para cualquier grupo opcionalmente sustituido que se ha definido anteriormente se
seleccionan entre halo, nitro, ciano, OR, SR, NR;, OCOR, NRCOR, COOR, CONR;, SOR, SO:R, SONRy,
SO2NRy, en la que cada R es independientemente alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo, o dos grupos R
tomados junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo; y en la que la sustitucion en cualquier
sistema anular también puede seleccionarse entre alquilo, alquenilo, alquinilo, o un anillo adicional, cada uno de
los cuales puede estar opcionalmente sustituido.

2. El compuesto de la reivindicacion 1 que es:

(i) de la férmula

R1—(|?—(CH:CH)m—$—O—C—NB—CH2—D oy
H R
en la que R, R% R’ m y B se definen como en la reivindicacion 1,
Desel re3|duo de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no basico; y uno de R', R% R® y B se

acopla a una macromolécula, o
(i) de la formula
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R? R’ |o

Rl—C—(CH=CH)m—(|3—O—(|3—NB—CHZ—L (1)

}ll R’

en la que R1, R2, R5, m y B son como se han definido en la reivindicacion 1;
L es un nucleéfugo que media el acoplamiento de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no
Bﬁzuc:ic; I)%, R? y R® comprende un grupo funcional para mediar el acoplamiento a una macromolécula, o

(iii) de la férmula

Rl—C—(CH=CH)m—$—O—C—NB—CHz—D Gy
H R’
en la que R1, R2, R5, m y B son como se han definido en la reivindicacion 1;

en la que D es el residuo de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no basico; y
uno de R', R? y R® comprende un grupo funcional para mediar el acoplamiento a una macromolécula, o

(iv) de la formula
R? R 0
Rl—C—(CH:CH)m—?—O—C—NB—CHZ—L av)
H R
en la que el R1, R2, R5, m, y B son como se han definido en la reivindicacion 1;

L esun nuclec')fugo que media el acoplamiento de un farmaco o profarmaco a través de O, S o N no basico; y
uno de R1, R2, R”y B se acopla a una macromolécula.

3. El compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en el que uno de R y R? es CN.

4. El compuesto de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que al menos uno de R y R? comprende fenilo o fenileno.
5. El compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en el que uno de R y R? es SO,R? y el otro es H, alquilo o fenilo.
6. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que m es 0.

7. El compuesto de la reivindicacion 1 o 2, en el que la macromolécula es polietilenglicol (PEG).

8. Los compuestos de la reivindicacion 1 o 2, en el que el farmaco es un péptido, un acido nucleico o una molécula
pequena.

9. El compuesto de la reivindicacion 1 que es de férmula (XX)

R2 R®
| | 11
1-c— —0-0-C—-
R'-G—(CH=CH)n—G~0~C~NB-CHp-O X o
H R® N
N Y (XX)

en la que R1, R2, R5, m y B son como se han definido en la reivindicacion 1.

39



10

15

20

25

30

ES 2 584 381 T3

10. El compuesto de la reivindicacion 9, en el que m es 0.

11. El compuesto de la re|V|nd|caC|on 10, en el que R es fenilsulfonilo, fenilsulfonilo sustituido, metanosulfonilo,
(R%):2N-SO; 0 CN; R? es H; un R® es N3(CHa)s y el otro R® es H; y B es fenilo o fenilo sustituido.

12 El compuesto de la re|V|nd|caC|on 10, en el que R' es fenilsulfonilo, fenllsulfonllo sustituido, metanosulfonilo,
(R%):2N-SO,, 0 CN; R? es H; un R es un alquilo opcionalmente sustituido y el otro R® es H; y B es fenilo o fenilo
sustituido y en el que uno de R', R® y B comprende adicionalmente una conexion a una macromolécula.

13. Un método para preparar el compuesto de Férmula (I) como se ha definido en la reivindicacién 2, cuyo método
comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula

R? R’
Rl—C—(CH:CH)m—(ll—O—C—NB—CHZ—L (IV)
H R®
en la que R1, R2, R5, m y B son como se han definido en la reivindicacion 1;
L es un nucleéfugo que medla el acoplamiento de un farmaco o profarmaco a través de O, S o N no basico; y
en la que uno de R R} R® y B se acopla a una macromolécula;
con un farmaco o profarmaco en condiciones por las que dicho profarmaco se acopla a dicho compuesto de

férmula (1V).

14. Un método para preparar el compuesto de Férmula (I) como se ha definido en la reivindicacién 2, cuyo método
comprende hacer reaccionar un compuesto de la férmula

R? R 0]
—C—(CH=CH)m—$—O—C—NB—CH2—D (11D
H R
enlaquem, R1, R2, R5, m y B son como se han definido en la reivindicacion 1;
y D es el residuo de un farmaco o profarmaco acoplado a través de O, S o N no basico; y

en la que uno de R' R? R® y B comprende un grupo funcional que acopla el compuesto de formula (Ill) a una

macromolécula;
con una macromolécula en condiciones por las que dicha macromolécula se acopla al compuesto de formula (lIl).
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Tasa de eliminacién in vivo en rata de conjugados de SN38

conj

In (Peg

20 40 60 80
Tiempo (h)

T T
100 120

140

Tasa de escisioén in vivo en rata de conjugados de SN38

0,5
0
-0,5 -
-1
-1 45 =
-2 -
-2,5 ~—e— Estable
~—&— PhS
3 ~—eo— MeS
~—¥— Morph
'3!5 T T T T T T
20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

Figura 9

47

140



ES 2 584 381 T3

SAR: constante de tasa de escisidn in vitro e in vivo

W’M'Wﬂﬂ'&
In vivo (rata) m,/ x’“ﬁf‘l'
,-“”/* /""/
~ e - &/ d 4'6:3
/,/”/ o
J{g e ‘ . o
T | Al
] o el
B e in vitro (pH 7,4, 377)
_*
o
. - 4-Me
-
‘// 4":.'{\H3
24,6-lz,;
-1 0,5 o 0,5 i 1,5
Sigma

Figura 10

48



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

