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DESCRIPCION
Nuevos derivados de benzodiacepina
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos citotoxicos y conjugados citotéxicos nuevos que comprenden estos
compuestos citotéxicos y agentes de unién celular. De manera mas especifica, la presente invencion se refiere a
compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo, indolinobenzodiacepinas), derivados de los mismos,
intermedios de los mismos, conjugados de los mismos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, que
son utiles como medicamentos, en particular, como agentes antiproliferativos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los derivados de benzodiacepina son compuestos utiles para tratar diversos trastornos e incluyen medicamentos
como antiepilépticos (imidazo [2,1-b][1,3,5]benzotiadiacepinas, patente estadounidense n° 4,444,688; patente
estadounidense n° 4,062,852), antibacterianos (pirimido[1,2-c][1,3,5]benzotiadiacepinas, GB 1476684), diuréticos e
hipotensores (5,5 diéxido de pirrolo(1,2-b)[1,2,5]benzotiadiacepina, patente estadounidense n° 3,506,646),
hipolipidémicos (WO 03091232), antidepresivos (patente estadounidense n° 3,453,266); osteoporosis (JP 2138272).

Recientemente se ha mostrado en modelos tumorales en animales que los derivados de benzodiacepina, como las
pirrolobenzodiacepinas (PBD), actuan como agentes antitumorales (1,2,5-benzotiadiacepina-1,1-diéxido sustituido
con N-2-imidazolil alquilo, patente estadounidense n° 6,156,746), benzo-pirido o dipirido tiadiacepina (WO
2004/069843), derivados de pirrolo [1,2-b] [1,2,5] benzotiadiacepinas y pirrol [1,2-b][1,2,5] benzodiacepina
(W02007/015280), derivados de tomaimicina (por ejemplo, pirrolo[1,4]benzodiacepinas), como los descritos en WO
00/12508, W02005/085260, W0O2007/085930 y EP 2019104. También se sabe que las benzodiacepinas afectan el
crecimiento y la diferenciacion celular (Kamal A., y col., Bioorg Med Chem. 15 de agosto de 2008;16(16):7804-10 (y
las referencias que alli se citan); Kumar R, Mini Rev Med Chem. junio de 2003;3(4):323-39 (y las referencias que alli
se citan); Bednarski J. J, y col., 2004; Sutter A. P, y col., 2002; Blatt N B, y col., 2002), Kamal A. y col., Current Med.
Chem., 2002; 2; 215-254, Wang J-J., J.Med. Chem., 2206; 49:1442-1449, Alley M.C. y col., Cancer Res. 2004;
64:6700-6706, Pepper C. J., Cancer Res 2004; 74:6750-6755, Thurston D.E. y Bose D.S., Chem Rev 1994; 94:433-
465 y Tozuka, Z., y col., Journal of Antibiotics, (1983) 36; 1699-1708. La estructura general de las PBD se describe
en la Publicacién estadounidense Numero 20070072846. Las PBD difieren en la cantidad, el tipo y la posicién de los
sustituyentes, tanto en sus anillos A aromaticos como en los anillos pirrolo C y en el grado de saturacion del anillo C.
Su capacidad de formar un aducto en el surco menor les permite interferir con el procesamiento del ADN y de alli su
potencial de uso como agentes antiproliferativos.

Sigue habiendo necesidad de derivados nuevos de benzodiacepina como compuestos terapéuticos efectivos y
seguros para el tratamiento de una variedad de estados de enfermedad proliferativa, como el cancer.

RESUMEN DE LA INVENCION
Un aspecto de la invencidon proporciona benzodiacepinas novedosas de las formulas (l) y (Il), donde el anillo de
diacepina (B) se fusiona con un anillo heterociclico (CD), donde el anillo heterociclico es biciclico, o una sal, solvato,

hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isbmero 6ptico, racemato, diasteredmero, enantiémero o una
estructura cristalina polimoérfica de los mismos;
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la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un doble enlace, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H y, cuando sea un enlace simple, X sea H o un resto protector de amina que
convierta al compuesto en un profarmaco que se pueda transformar en la amina libre in vitro o in vivo,

Y se selecciona de entre —OR, un éster representado por -OCOR’, un carbonato representado por -OCOOR’, un
carbamato representado por -OCONR’R”, una amina o una amina de hidroxilo representada por NR’'R”, una amida
representada por -NRCOR’, un péptido representado por NRCOP, donde P es un aminoacido o un polipéptido que
contiene entre 2 y 20 unidades de aminoacidos, un tioéter representado por SR’, un sulféxido representado por
SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, un haldégeno, un ciano, un azido o un
tiol, donde R, R’ y R” son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H, un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido con entre 1 y 20 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol
(-OCH2CH2)n, donde n es un entero del 1 al 2000, un anillo de heteroarilo de 5 o0 6 miembros con uno o0 mas
heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo
fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, con uno o mas heteroatomos
independientemente seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, un arilo con 6 a 18 atomos de carbono, un
anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre O, S, N y P, donde el
sustituyente se selecciona de entre halégeno, ORz, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR1o, un sulféxido representado por
SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSQOs, una sulfonamida representada por
SO2NRR’, ciano, un azido, -COR11, OCOR11 0 OCONR11R12, donde cada uno de Rz, Rs, Ro, R10, R11 y R12 se
selecciona independientemente de H, alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1y 10 atomos
de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)», donde n es un entero del 1 al 2000, un anillo de heteroarilo
de 5 o 6 miembros con uno o mas heteroatomos independientemente seleccionados de entre nitrbgeno, oxigeno y
azufre, un sistema de anillo fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, con uno
o mas heteroatomos independientemente seleccionados de entre nitrbgeno, oxigeno y azufre, un arilo con 6 a 18
atomos de carbono, un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre O, S,
Ny P y R1o es opcionalmente SR1s o COR13, donde R1s se selecciona de entre alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico con 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un entero
del 1 al 2000, un anillo de heteroarilo de 5 o 6 miembros con uno o mas heteroatomos independientemente
seleccionados de entre nitrébgeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo fusionado de 5 a 18 miembros, donde al
menos uno de los anillos es aromatico, con uno o mas heteroatomos independientemente seleccionados de entre
nitrégeno, oxigeno y azufre, anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre
O, S, Ny Py Ri1 también puede ser OR14, donde R14 es H o tiene la misma definicién que R, opcionalmente, R” es
un OH;

W es C=0, C=S, CHz, BH, SO o SO3;

cada uno de R1, Rz, Rs, R4 se selecciona independientemente de H, alquilo, alquenilo, alquinilo lineal, ramificado o
ciclico sustituido o no sustituido con entre 1 y 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n,
donde n es un entero del 1 al 2000 o un sustituyente seleccionado de entre un halégeno, OR7, NRsRs, NO2,
NRCOR’, SR1o, un sulfoxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un
bisulfito -OSOs, una sulfonamida representada por SO2NRR’, ciano, un azido, guanidinio [-NH(C=NH)NHz], -COR11, -
OCOR11 0 -OCONR11R12 opcionalmente, uno cualquiera de entre R1, Rz, R3, R4 es un enlace o se selecciona de
entre una unidad de polipirrolo, poli-indolilo, poli-imidazolilo, polipirrolo-imidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poliimidazolo-
indolilo, opcionalmente con un grupo de enlace;

Rs se selecciona de entre OR1s, CRR’OH, SH, CRR’SH, NHR1s 0 CRR’NHR15, donde R1s tiene la misma definicion
que R; opcionalmente, Rs es un grupo de enlace o se selecciona de entre una unidad de polipirrolo, poli-indolilo, poli-
imidazolilo, polipirrolo-imidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poliimidazolo-indolilo, opcionalmente con un grupo de enlace;
Rs es OR, SR, NRR’ u, opcionalmente, Rs es un grupo de enlace;

Z se selecciona de entre (CH2)n, donde n es 1, 2 0 3, CR1sR1, NR17, O 0 S, donde cada uno de Ris, Ris y Ri7 se
selecciona independientemente de H, alquilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, una
unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, donde n es un entero de 1 a 2000 siempre que el compuesto no tenga mas
de un grupo de enlace , lo que permite el enlace con un agente de union celular a través de un enlace covalente.

Un segundo aspecto de la invencion proporciona dimeros citotoxicos seleccionados de entre la formula (1V) o (V), o
una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isbmero 6ptico, racemato, diastereémero,
enantiomero o una estructura cristalina polimoérfica de los mismos.
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donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un doble enlace, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H y, cuando sea un enlace simple, X sea H o un resto protector de amina que
convierta al compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre -OR, un éster representado por -OCOR’, un carbonato representado por —-OCOOR’, un
carbamato representado por -OCONR’R”, una amina o una amina de hidroxilo representada por NR'R”, una amida
representada por -NRCOR’, un péptido representado por NRCOP, donde P es un aminoacido o un polipéptido con
entre 2 y 20 unidades de aminoacidos, un tioéter representado por SR’, un sulfoxido representado por SOR’, una
sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSO3, un haldégeno, un ciano, un azido o un tiol, donde
R, R’ y R” son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H, alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o
ciclico sustituido o no sustituido con entre 1 y 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n,
donde n es un entero del 1 al 2000, un anillo de heteroarilo de 5 o 6 miembros con uno o mas heteroatomos
seleccionaos independientemente de nitrbgeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo fusionado de 5 a 18
miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, con uno o mas heteroatomos independientemente
seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, arilo con entre 6 y 18 atomos de carbono, anillo heterociclico de
3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre O, S, N y P, donde el sustituyente se selecciona de
entre halégeno OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR10, un sulfoxido representado por SOR’, una sulfona representada por
-SO2R’, un sulfito -SO3, un bisulfito -OSOs3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11,
OCOR11 0 OCONR11R12, donde cada uno de R7, Rs, Re, R10, R11 y R12 se selecciona independientemente de H,
alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, una unidad de
polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, donde n es un entero del 1 al 2000, un anillo de heteroarilo de 5 0 6 miembros con uno
o mas heteroatomos independientemente seleccionados de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo
fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, con uno o mas heteroatomos
independientemente seleccionado de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, arilo con entre 6 y 18 atomos de carbono,
anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos
seleccionados de entre O, S, Ny P y R1o es opcionalmente SR13 0 COR+3, donde R13 se selecciona de entre alquilo,
alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, un anillo de heteroarilo de 5 0 6
miembros con uno o mas heteroatomos independientemente seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, un
sistema de anillo fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, con uno o mas
heteroatomos independientemente seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, arilo con entre 6 y 18 atomos
de carbono, anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre O, S, Ny P,
opcionalmente R11 es OR14, donde R14 tiene la misma definicion que R, opcionalmente R” es OH,;

W es C=0, C=S, CHz, BH, SO 0 SO;

cada uno de R1, R2, R3, R4, R1’, R2’, R3’ y R4’ se selecciona independientemente de H, alquilo, alquenilo o alquinilo
lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido con entre 1 y 10 atomos de carbono, una unidad de
polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un entero del 1 al 2000 o un sustituyente seleccionado de entre un
halégeno, guanidinio [-NH(C=NH)NHz], OR7, NRsRs, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una
sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un
ciano, un azido, -COR11, -OCOR11 0 -OCONR11R12 donde R7, Rs, Ry, R10, R11 y R12 opcionalmente uno cualquiera de
entre R1, Rz, Rs, R4, R1’, R2’, R3’, 0 R4’ es un grupo de enlace o se selecciona de entre una unidad de polipirrolo, poli-
indolilo, poli-imidazolilo, polipirrolo-imidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poliimidazolo-indolilo, opcionalmente con un
grupo de enlace;
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Z se selecciona de entre (CH2)n, donde n es 1, 2 0 3, CR1sR1, NR17, O 0 S, donde cada uno de Ris, Ris y Ri7 se
selecciona independientemente de H, alquilo lineal, ramificado o ciclico con 1 a 10 atomos de carbono, una unidad
de polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un entero del 1 al 2000,

Rs es OR, SR o NRR’, opcionalmente, Res es un grupo de enlace;

Ay A’ son iguales o diferentes y se seleccionan de entre O, -CRR’O, S, -CRR’S, -NR15 0 CRR’NHR15 y donde Ri1s
tiene la misma definicion que R.

D y D’ son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituidos con cualquiera de halégeno,
OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por SO2R’, un
sulfito -SOs3, un bisulfito -OSOs, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR110
OCONR11R12 0 una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, donde n es un entero del 1 al 2000;

L esta ausente o es un grupo fenilo opcional o un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros con 1 a 6 heteroatomos
seleccionados de entre O, S, N y P donde dicho grupo fenilo o anillo heterociclico representado por L esta
opcionalmente sustituido, donde el sustituyente es un grupo de enlace o se selecciona de entre alquilo, alquenilo o
alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, opcionalmente sustituidos con cualquiera de
halégeno, OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR1o, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -
SO2R’, un sulfito -SO3, un bisulfito -OSO3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, ciano, un azido, -COR1j,
OCOR11 0 OCONR11R12, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un entero del 1 al 2000;
opcionalmente, L en si es un grupo de enlace, siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace , lo
que permite el enlace con un agente de unién celular a través de un enlace covalente.

Un tercer aspecto de la invencién proporcina un compuesto tal como se define en la reivindicacién 10.

Un cuarto aspecto de la invencion proporciona conjugados de agentes de unién celular con los compuestos nuevos
de benzodiacepina o derivados de los mismos de la presente invencion. Estos conjugados son utiles como agentes
terapéuticos que pueden suministrarse especificamente a células diana y son citotoxicos.

La presente invencion también proporciona una composicion farmacéutica tal como se define en la reivindicacion 16.
La composicion farmacéutica puede comprender ademas un segundo agente terapéutico. Las presentes
composiciones son utiles para inhibir el crecimiento celular anémalo o tratar un trastorno proliferativo en un mamifero
(por ejemplo, humano). Las presentes composiciones también son utiles para tratar depresién, ansiedad, estrés,
fobias, panico, disforia, trastornos psiquiatricos, dolor y enfermedades inflamatorias en un mamifero (por ejemplo,
humano).

La presente invencion proporciona también un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, 5 6 10 o un conjugado
de acuerdo con la reivindicacion 15 para su uso como un medicamento.

La presente invencion incluye un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, 5 6 10 o un conjugado de acuerdo
con la reivindicacién 11 para su uso en un método para inhibir el crecimiento celular anémalo o tratar un trastorno
proliferativo, trastorno autoinmunitario, trastorno 6seo destructivo, enfermedad infecciosa, enfermedad virica,
enfermedad fibrética, trastorno neurodegenerativo, pancreatitis o enfermedad renal en un mamifero que comprende
la administracion a dicho mamifero de una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto o el conjugado vy,
opcionalmente, un agente quimioterapéutico.

La presente invencion proporciona también el uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 5 6 10 o un conjugado de acuerdo con la reivindicacion 11 en la fabricacién de un medicamento
para su uso en un procedimiento para inhibir el crecimiento celular anémalo o tratar un trastorno proliferativo,
trastorno autoinmunitario, trastorno éseo destructivo, enfermedad infecciosa, enfermedad virica, enfermedad
fibrética, trastorno neurodegenerativo, pancreatitis o enfermedad renal en un mamifero que comprende la
administracion a dicho mamifero de una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto o el conjugado v,
porcionalmente, un agente quimioterapéutico.

La presente invencion incluye procesos tal como se define en las reivindicaciones 21 a 24.

En la presente memoria descriptiva se describe también un método para sintetizar y usar compuestos nuevos de
benzodiacepina, derivados de los mismos y conjugados de los mismos para el diagnéstico o tratamiento in vitro, in
situ e in vivo de células y organismos de mamiferos o afecciones patolégicas asociadas.

Los compuestos de la presente invencion, los derivados de los mismos o conjugados de los mismos y las
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composiciones que los comprenden son Uutiles para tratar o aminorar la gravedad de trastornos como los
caracterizados por un crecimiento anoémalo de las células (por ejemplo, cancer). Otras aplicaciones para los
compuestos y conjugados de la presente invencion incluyen, a modo no taxativo, tratamiento de osteoporosis,
depresion, ansiedad, estrés, fobias, panico, disforia, trastornos psiquiatricos y dolor o como antiepilépticos,
antibacterianos, diuréticos e hipotensores, hipolipidémicos y antidepresivos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las FIGS. 1, 3, 4 y 6 a 10 muestran los esquemas para la sintesis de monémeros de indolinobenzodiacepina, los
conectores representativos y los dimeros en la presente invencion.

Las FIG. 2 y 5 muestran esquemas para la sintesis de un monoémero y un dimero de oxazolidinobenzodiacepina,
respectivamente, que no forman parte de la presente invencién.

La FIG. 11 muestra el esquema para la sintesis del monémero representativo de indolinobenzodiacepina modificado
en el anillo B.

La FIG. 12 muestra el esquema para la sintesis del monoémero representativo de isoindolinobenzodiacepina.

La FIG. 13 muestra el esquema para la sintesis del dimero representativo con el conector directamente unido en el
resto de indolinobenzodiacepina en la presente invencion.

Las FIGS. 14 y 15 muestran los esquemas para la sintesis de los dimeros representativos que contienen restos de
(PEG)n en los conectores.

La FIG. 16 muestra los esquemas para la sintesis de los dimeros representativos de indolinobenzodiacepina con
imina-amina e imina-amida mezclados.

La FIG. 17 muestra el esquema para la sintesis de los conjugados representativos de IBD-poli(N-metilpirrol-
imidazol).

Las FIGS. 18 a 19 muestran el esquema sintético para la preparacion de derivados de polipirrolo y polipirrolo-
imidazolo de los monémeros.

La FIG. 20 muestra un esquema para la sintesis de piperidinilbenzodiacepinas (no de la presente invencioén) con un
conector de hidrazona.

Las FIGS. 21 a 26 muestran la actividad antiproliferativa in vitro dependiente de la dosis de los conjugados muB38.1-
IGN-03, huN901-IGN-03, huN901-IGN-07 y muB38.1-IGN-10 sobre lineas celulares de cancer positivas para el
antigeno y negativas para el antigeno.

La FIG. 27 muestra la eficacia in vivo del conjugado huN901-IGN-07 en ratones con tumores Molp-8.

Las FIGS. 28 a 30 muestran datos que demuestran que IGN-01, IGN-02 (al que se hace referencia en la FIG. 30 y
qgue no forma parte de la presente invencion) e IGN-09 se unen y aducen de forma covalente al ADN de doble
cadena que contiene residuos de guanina en cadenas opuestas.

La FIG. 31 contiene la TABLA 1 que muestra los valores de ICso para la actividad antiproliferativa in vitro de los
dimeros de indolinobenzodiacepina y el dimero de oxazolidinobenzodiacepina (IGN-02, que no forma parte de la
presente invencion) sobre diversas lineas celulares con cancer.

La FIG. 32 contiene la TABLA 2, que muestra la comparacion de los valores de ICso para la actividad antiproliferativa
in vitro de los dimeros de indolinobenzodiacepina con y sin conectores.

Las FIGS. 33 a 36, 39, 42, 43, 48, 49 y 50 muestran esquemas sintéticos para la preparacién de compuestos de la
presente invencion.

La FIG. 44 muestra un esquema sintético para la preparacion de un mondémero y dimero de
tiazolinidinobenzodiacepina que no forma parte de la presente invencion.

Las FIGS. 37, 38,40y 41, 45, 46, y 47 muestran esquemas sintéticos para la preparacion de compuestos enlazables
de la presente invencion.

La FIG. 51 muestra la citotoxicidad in vitro de los compuestos de la presente invencion y el compuesto IGN-30-OMe
gue no forma parte de la presente invencion.

Las FIGS. 52, 54, 56, 57 y 58 muestran la citotoxicidad y la especificidad in vitro de los conjugados chB38.1.

Las FIGS. 53 y 55 muestran la citotoxicidad y la especificidad in vitro de los conjugados huMy9-6.

La FIG. 59 muestra la actividad antitumoral in vivo del conjugado chB38.1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

A continuacion se hara referencia en detalle a determinadas realizaciones de la invencién, cuyos ejemplos se
ilustran en las estructuras y formulas adjuntas. Mientras que la invencion se describird en conjunto con las
realizaciones enumeradas, se entendera que no se pretende que la invencién quede limitada a dichas realizaciones.
Por el contrario, se pretende que la invencion cubra todas las alternativas, modificaciones y equivalentes que se
puedan incluir dentro del alcance de la presente invencion segun se define en las reivindicaciones. Un experto en la
materia podra reconocer muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
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memoria descriptiva, que se podrian usar en la practica de la presente invencion.
DEFINICIONES

“Alquilo lineal o ramificado”, como se usa en la presente memoria descriptiva, hace referencia a un radical de
hidrocarburo monovalente de cadena lineal o ramificada saturado de uno a veinte atomos de carbono. Los ejemplos
de alquilo incluyen a modo no taxativo, metilo, etilo, 1-propilo, 2-propilo, 1-butilo, 2-metil-1-propilo, --CH2CH(CHa)z),
2-butilo, 2-metil-2-propilo, 1-pentilo, 2-pentilo 3-pentilo, 2-metil-2-butilo, 3-metil-2-butilo, 3-metil-1-butilo, 2-metil-1-
butilo, 1-hexilo), 2-hexilo, 3-hexilo, 2-metil-2-pentilo, 3-metil-2-pentilo, 4-metil-2-pentilo, 3-metil-3-pentilo, 2-metil-3-
pentilo, 2,3-dimetil-2-butilo, 3,3-dimetil-2-butilo, 1-heptilo, 1-octilo y similares.

“Alquenilo lineal o ramificado” hace referencia a un radical de hidrocarburo monovalente de cadena lineal o
ramificada de dos a veinte atomos de carbono con al menos una parte no saturada, es decir, un doble enlace
carbono-carbono, donde el radical de alquenilo incluye radicales que tienen orientaciones “cis” y “trans” o, de manera
alternativa, orientaciones “E” y “Z”. Los ejemplos incluyen, a modo no taxativo, etilenilo o vinilo (--CH=CH), alilo (--
CH2CH=CH) y similares.

“Alquinilo lineal o ramificado” hace referencia a un radical de hidrocarburo monovalente lineal o ramificado de dos
a veinte atomos de carbono con al menos una parte no saturada, es decir, un enlace triple carbono-carbono. Los
ejemplos incluyen, a modo no taxativo, etinilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, 2-pentinilo, 3-pentinilo,
hexinilo y similares.

Los términos “alquilo ciclico”, “alquenilo ciclico”, “alquinilo ciclico”, “carbociclo”, “carbociclilo”, “anillo
carbociclico” y “cicloalquilo” hacen referencia a un anillo monovalente no aromatico, saturado o parcialmente no
saturado, con 3 a 12 4tomos de carbono, como un anillo monociclico o 7 a 12 4tomos de carbono, como un anillo
biciclico. Los carbociclos biciclicos con 7 a 12 atomos se pueden disponer, por ejemplo, como un sistema biciclo
[4,5], [5,5], [5,6] o [6,6] y los carbociclos biciclicos con 9 0 10 atomos anulares se pueden disponer como un sistema
biciclo [5,6] o [6,6] o como sistemas puenteados como biciclo[2.2.1]heptano, biciclo[2.2.2]octano y
biciclo[3.2.2]nonano. Los ejemplos de carbociclos monociclicos incluyen, a modo no taxativo, ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, 1-ciclopent-Il-enilo, 1-ciclopent-2-enilo, 1-ciclopent-3-enilo, ciclohexilo, 1-ciclohex-I-enilo, 1-ciclohex-2-
enilo, 1-ciclohex-3-enilo, ciclohexadienilo, cicloheptilo, ciclooctilo, ciclononilo, ciclodecilo, cicloundecilo, ciclododecilo
y similares.

“Arilo” significa un radical de hidrocarburo aromatico monovalente de 6 a 18 atomos de carbono derivado mediante
la supresion de un atomo de hidrogeno de un atomo de carbono simple de un sistema de anillo aromatico principal.
Algunos grupos arilo estan representados en los ejemplos de estructuras como “Ar”. Arilo incluye radicales biciclicos
que comprenden un anillo aromatico fusionado con un anillo saturado o parcialmente no saturado o un anillo
heterociclico o carbociclico aromatico. Los grupos arilo tipicos incluyen, a modo no taxativo, radicales derivados de
benceno (fenilo), bencenos sustituidos, naftaleno, antraceno, indenilo, indanilo, 1,2-dihidronaftaleno, 1,2,3,4-
tetrahidronatftilo y similares.

Los términos “heterociclo”, “heterociclilo” y “anillo heterociclico” se usan de forma intercambiable en la
presente memoria descriptiva y hacen referencia a un radical carbociclico saturado o parcialmente no saturado (es
decir, con uno o mas enlaces dobles y/o triples en el anillo) de 3 a 18 atomos anulares donde al menos un atomo
anular es un heteroatomo seleccionado de entre nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre y los atomos anulares restantes
son C, donde uno o mas atomos anulares estan opcionalmente sustituidos de forma independiente con uno o mas
sustituyentes descritos a continuacién. Un heterociclo puede ser un monociclo con 3 a 7 miembros anulares (2 a 6
atomos de carbono y 1 a 4 heteroatomos seleccionados de entre N, O, P y S) o un biciclo con 7 a 10 miembros
anulares (4 a 9 atomos de carbono y 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre N, O, P y S), por ejemplo: un
sistema biciclo [4,5], [5,5], [56,6] o [6,6]. Los heterociclos se describen en Paquette, Leo A.; "Principles of Modern
Heterocyclic Chemistry" (W. A. Benjamin, Nueva York, 1968), especialmente en los Capitulos 1, 3, 4,6, 7y 9; "The
Chemistry of Heterocyclic Compounds, A series of Monographs" (John Wiley & Sons, Nueva York, 1950 a la fecha),
especialmente los tomos 13, 14, 16, 19y 28 y J. Am. Chem. Soc. (1960) 82:5566. “Heterociclilo” también incluye
radicales donde los radicales de heterociclo estan fusionados con un anillo saturado o parcialmente no saturado o un
anillo heterociclico o carbociclico aromatico. Los ejemplos de anillos heterociclicos incluyen, a modo no taxativo,
pirrolidinilo, tetrahidrofuranilo, dihidrofuranilo, tetrahidrotienilo, tetrahidropiranilo, dihidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo,
piperidino, morfolino, tiomorfolino, tioxanilo, piperacinilo, homopiperacinilo, azetidinilo, oxetanilo, tietanilo,
homopiperidinilo, oxepanilo, tiepanilo, oxazepinilo, diazepinilo, tiazepinilo, 2-pirrolinilo, 3-pirrolinilo, indolinilo, 2H-
piranilo, 4H-piranilo, dioxanilo, 1,3-dioxolanilo, pirazolinilo, ditianilo, ditiolanilo, dihidropiranilo, dihidrotienilo,
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dihidrofuranilo, pirazolidinilimidazolinilo, imidazolidinilo, 3-azabiciclo[3.1.0]hexanilo, 3-azabiciclo[4.1.0]heptanilo y
azabiciclo[2.2.2]hexanilo. Los restos de espiro también se incluyen dentro del alcance de esta definicion. Los
ejemplos de un grupo heterociclico donde los atomos anulares estan sustituidos con restos de oxo (=O) son
pirimidinonilo y 1,1-dioxo-tiomorfolinilo.

El término “heteroarilo” hace referencia a un radical aromatico monovalente de 5 o 6 miembros en el anillo e
incluye sistemas anulares fusionados (al menos uno de los cuales es aromatico) de 5 a 18 atomos, con uno o mas
heteroatomos independientemente seleccionados de entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Los ejemplos de grupos de
heteroarilo son piridinilo (incluyendo, por ejemplo, 2-hidroxipiridinilo), imidazolilo, imidazopiridinilo, pirimidinilo
(incluyendo, por ejemplo, 4-hidroxipirimidinilo), pirazolilo, triazolilo, piracinilo, tetrazolilo, furilo, tienilo, isoxazolilo,
tiazolilo, oxazolilo, isotiazolilo, pirrolilo, quinolinilo, isoquinolinilo, indolilo, benzimidazolilo, benzofuranilo, cinolinilo,
indazolilo, indolizinilo, ftalacinilo, piridacinilo, triacinilo, isoindolilo, pteridinilo, purinilo, oxadiazolilo, triazolilo,
tiadiazolilo, furazanilo, benzofurazanilo, benzotiofenilo, benzotiazolilo, benzoxazolilo, quinazolinilo, quinoxalinilo,
naftiridinilo y furopiridinilo.

Los grupos de heterociclo o heteroarilo pueden estar unidos por carbono (enlazados por carbono) o nitrégeno
(enlazados por nitrégeno), cuando sea posible. A modo de ejemplo y de forma no taxativa, los heterociclos o
heteroarilos unidos por carbono estan unidos en la posicion 2, 3, 4, 5 o0 6 de una piridina, la posicidén 3, 4, 5 0 6 de
una piridacina, la posicién 2, 4, 5 o0 6 de una pirimidina, la posicidén 2, 3, 5 0 6 de una piracina, la posicién 2, 3,405
de un furano, tetrahidrofurano, tiofurano, tiofeno, pirrol o tetrahidropirrol, la posiciéon 2, 4 o 5 de un oxazol, imidazol o
tiazol, la posicion 3, 4 o 5 de un isoxazol, pirazol o isotiazol, la posiciéon 2 o 3 de una aziridina, la posicion 2, 3 0 4 de
una azetidina, la posicién 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de una quinolina o la posicién 1, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de una isoquinolina.

A modo de ejemplo y no taxativamente, los heterociclos o heteroarilos unidos por nitrébgeno estan unidos en la
posicion 1 de una aziridina, azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina,
3-imidazolina, pirazol, pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina, piperacina, indol, indolina, 1H-indazol, la
posicion 2 de un isoindol o isoindolina, la posicion 4 de una morfolina y la posicion 9 de un carbazol u O-carbolina.

Los heteroatomos presentes en heteroarilo o heterociclilo incluyen las formas oxidadas, como NO, SO y SO..
El término “halo” o “halégeno” hacen referenciaa F, Cl, Bro I.

El término “compuesto”, “compuesto citotéxico” o “agente citotéxico”, como se usa en la presente memoria
descriptiva, pretende incluir los compuestos para los cuales se ha descrito en la presente invencién una estructura o
férmula o cualquier derivado de los mismos o una estructura o férmula o cualquier derivado de los mismos que se ha
incorporado a modo de referencia. El término también incluye estereoisomeros, isomeros geométricos, tautdbmeros,
solvatos, metabolitos, sales (por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables) y profarmacos, asi como sales de
profarmacos de un compuesto de todas las férmulas descritas en la presente invencién. El término también incluye
todo solvato, hidrato y polimorfo de cualquiera de los anteriores. La referencia especifica a “estereoisdbmeros”,
“isbmeros geométricos”, “tautébmeros”, “solvatos”’, “metabolitos”, “sal’, “profarmaco”, “sal de profarmaco”,
“conjugados”, “sal de conjugados”, “solvato”, “hidrato” o “polimorfo”, en algunos aspectos de la invencién descrita en
la presente solicitud, no se debera interpretar como una omisién intencionada de estas formas en otros aspectos de
la invencién donde el término “compuesto” se usa sin referencia a estas otras formas.

El término “conjugado”, como se usa en la presente memoria descriptiva, hace referencia a un compuesto o un
derivado del mismo que esta enlazado a un agente de unién celular y se define mediante una férmula genérica: C-L-
CBA, donde C = compuesto, L = conector y CBA = agente de union celular.

El término “enlazable a un agente de unién celular”, como se usa en la presente memoria descriptiva, hace
referencia a los compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo, indolinobenzodiacepina), derivados de los
mismos o dimeros de los mismos que comprenden al menos un grupo de enlace o un precursor del mismo
adecuado para unir estos compuestos, derivados de los mismos o dimeros de los mismos a un agente de unién
celular.

El término “precursor” de un grupo dado hace referencia a cualquier grupo que pueda llevar a ese grupo mediante
cualquier desproteccion, modificacién quimica o reacciéon de acoplamiento.

El término “enlazado a un agente de unidén celular” hace referencia a una molécula de conjugado que comprende
al menos uno de los compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo, indolinobenzodiacepinas), derivados de
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los mismos o dimeros de los mismos unidos a un agente de unién celular a través de un grupo de enlace o un
precursor adecuado del mismo., isotiazol, posicion 2 6 3 de una aziridina, posicién 2, 3 6 4 de una acetidina, posicion
2,3,4,5,6, 7 u8 de una quinolina o posicion 1, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 de una isoquinolina.

A modo de ejemplo y no taxativamente, los heterociclos o heteroarilos unidos por nitrégeno estan unidos en la
posicion 1 de una aziridina, azetidina, pirrol, pirrolidina, 2-pirrolina, 3-pirrolina, imidazol, imidazolidina, 2-imidazolina,
3-imidazolina, pirazol, pirazolina, 2-pirazolina, 3-pirazolina, piperidina, piperacina, indol, indolina, 1H-indazol, la
posicién 2 de un isoindol o isoindolina, la posicién 4 de una morfolina y la posicion 9 de un carbazol u O-carbolina.

Los heteroatomos presentes en heteroarilo o heterociclilo incluyen las formas oxidadas, como NO, SO y SO..
El término “halo” o “halégeno” hacen referenciaa F, Cl, Bro I.

El término “compuesto”, “compuesto citotoxico” o “agente citotéxico”, como se usa en la presente memoria
descriptiva, pretende incluir los compuestos para los cuales se ha descrito en la presente invencién una estructura o
férmula o cualquier derivado de los mismos o una estructura o formula o cualquier derivado de los mismos que se ha
incorporado a modo de referencia. El término también incluye estereoisémeros, isémeros geométricos, tautdbmeros,
solvatos, metabolitos, sales (por ejemplo, sales farmacéuticamente aceptables) y profarmacos, asi como sales de
profarmacos de un compuesto de todas las formulas descritas en la presente invencion. El término también incluye
todo solvato, hidrato y polimorfo de cualquiera de los anteriores. La referencia especifica a “estereoisomeros”,
‘isomeros geométricos”, “tautémeros”, “solvatos”’, “metabolitos”, “sal’, “profarmaco”, “sal de profarmaco”,
“conjugados”, “sal de conjugados”, “solvato”, “hidrato” o “polimorfo”, en algunos aspectos de la invencién descrita en
la presente solicitud, no se debera interpretar como una omisién intencionada de estas formas en otros aspectos de
la invencién donde el término “compuesto” se usa sin referencia a estas otras formas.

El término “conjugado”, como se usa en la presente memoria descriptiva, hace referencia a un compuesto o un
derivado del mismo que esta enlazado a un agente de unién celular y se define mediante una formula genérica: C-L-
CBA, donde C = compuesto, L = conector y CBA = agente de union celular.

El término “enlazable a un agente de unién celular”, como se usa en la presente memoria descriptiva, hace
referencia a los compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo, indolinobenzodiacepina), derivados de los
mismos o dimeros de los mismos que comprenden al menos un grupo de enlace o un precursor del mismo
adecuado para unir estos compuestos, derivados de los mismos o dimeros de los mismos a un agente de unién
celular.

El término “precursor” de un grupo dado hace referencia a cualquier grupo que pueda llevar a ese grupo mediante
cualquier desproteccion, modificaciéon quimica o reaccion de acoplamiento.

El término “enlazado a un agente de unién celular” hace referencia a una molécula de conjugado que comprende
al menos uno de los compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo, indolinobenzodiacepinas), derivados de
los mismos o dimeros de los mismos unidos a un agente de unién celular a través de un grupo de enlace o un
precursor adecuado del mismo.

El término “quiral” hace referencia a moléculas que tienen la propiedad de no superponerse al compariero de
imagen especular, mientras que el término “aquiral” hace referencia a moléculas que son superponibles en su
compainiero de imagen especular.

El término “estereoisémero” hace referencia a compuestos que tienen la misma conectividad y constitucion
quimica, pero diferentes orientaciones de sus atomos en el espacio que no se pueden interconvertir mediante
rotacién alrededor de enlaces simples.

“Diasteredomero” hace referencia a un estereoisémero con dos o mas centros de quiralidad y cuyas moléculas no
son imagenes especulares entre si. Los diasteredmeros tienen diferentes propiedades fisicas, por ejemplo, puntos
de fusion, puntos de ebullicion, propiedades espectrales y reactividades. Las mezclas de diasteredmeros se pueden
separar en procedimientos analiticos de alta resolucion como la cristalizacién, la electroforesis y la cromatografia.

“Enantiomeros” hace referencia a dos estereoisbmeros de un compuesto que son imagenes especulares no
superponibles entre si.
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Las convenciones y las definiciones estereoquimicas usadas en la presente memoria descriptiva siguen en general a
S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984) McGraw-Hill Book Company, Nueva York y Eliel,
E. y Wilen, S., "Stereochemistry of Organic Compounds", John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 1994. Los
compuestos de la invencion pueden contener centros asimétricos o quirales y, por lo tanto, existen en diferentes
formas estereoisoméricas. Se pretende que todas las formas esterecisoméricas de los compuestos de la invencion,
incluyendo, a modo no taxativo, diastereémeros, enantibmeros y atropisomeros, asi como las mezclas de los
mismos, como las mezclas racémicas, formen parte de la presente invenciéon. Muchos compuestos organicos existen
en formas oOpticamente activas, es decir, tienen la capacidad de rotar el plano de luz polarizada en el plano. Al
describir un compuesto épticamente activo, los prefijos Dy L o R y S se usan para denotar la configuracion absoluta
de la molécula alrededor de su o sus centros quirales. Los prefijos d e | o (+) y (-) se usan para designar el signo de
rotacion de luz polarizada en el plano mediante el compuesto, donde (-) o 1 significan que el compuesto es levogiro.
Un compuesto con el prefijo (+) o d es dexdgiro. Para una estructura quimica dada, estos estereoisdbmeros son
idénticos, salvo en que son imagenes especulares entre si. Un estereoisomero especifico también se puede referir
como un enantidmero y una mezcla de tales isémeros a menudo se denomina como una mezcla enantiomérica. Una
mezcla 50:50 de enantiémeros se refiere como una mezcla racémica o un racemato, que puede ocurrir cuando no ha
habido estereoseleccién o estereoespecificidad en una reaccidon o un proceso quimico. Los términos “mezcla
racémica”’ y “racemato” hacen referencia a una mezcla equimolar de dos especies enantioméricas, sin actividad
optica.

El término “tautémero” o “forma tautomérica” hace referencia a isdbmeros estructurales de energias diferentes
interconvertibles a través de una barrera de baja energia. Por ejemplo, los tautomeros por transferencia de protones
(también conocidos como tautdémeros prototrépicos) incluyen interconversiones a través de migracién de un protén,
como isomerizaciones ceto-enol e imina-enamina. Los tautobmeros de valencia incluyen interconversiones mediante
reorganizacion de algunos de los electrones de unién.

Un sustituyente es “sustituible” si comprende al menos un atomo de carbono, azufre, oxigeno o nitrégeno unido a
uno o mas atomos de hidrogeno. Por consiguiente, por ejemplo, hidrogeno, halégeno y ciano no se encuentran
dentro de esta definicion.

Si un sustituyente se describe como “sustituido”, hay un sustituyente diferente a hidrogeno en lugar de un
sustituyente hidrégeno en un carbono, oxigeno, azufre o nitrégeno del sustituyente. Por consiguiente, por ejemplo,
un sustituyente de alquilo sustituido es un sustituyente de alquilo donde al menos un sustituyente que no es
hidrégeno se encuentra en lugar de un sustituyente de hidrégeno en el sustituyente alquilo. A modo de ilustracién,
monofluoroalquilo es alquilo sustituido con un sustituyente de fluoro y difluoroalquilo es alquilo sustituido con dos
sustituyentes de fluoro. Se deberia reconocer que en caso de haber mas de una sustitucion en un sustituyente, cada
sustituyente que no es de hidrégeno puede ser igual o diferente (salvo que se exprese lo contrario).

Si un sustituyente se describe como “opcionalmente sustituido”, el sustituyente puede estar (1) no sustituido o (2)
sustituido. Si un carbono de un sustituyente se describe como opcionalmente sustituido con uno o mas de una lista
de sustituyentes, uno o mas de los hidrégenos en el carbono (en la medida en que haya) se podra remplazar de
forma separada y/o conjunta con un sustituyente opcional seleccionado de forma independiente. Si un nitrogeno de
un sustituyente se describe como opcionalmente sustituido con uno o mas de una lista de sustituyentes, cada uno
del o los hidrégenos en el nitrogeno (en la medida en que haya) se podra remplazar con un sustituyente opcional
seleccionado de forma independiente. Un ejemplo de sustituyente se puede representar como --NR'R", donde R' y
R", junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, pueden formar un anillo heterociclico. El anillo heterociclico
formado a partir de R’ y R”, junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, puede estar parcial o
completamente saturado. En una realizacién, el anillo heterociclico consiste en 3 a 7 &tomos. En otra realizacion, el
anillo heterociclico se selecciona del grupo que consiste en pirrolilo, imidazolilo, pirazolilo, triazolilo, tetrazolilo,
isoxazolilo, piridilo y tiazolilo.

La presente memoria descriptiva usa los términos “sustituyente”, “radical” y “grupo” de forma intercambiable.

Si un grupo de sustituyentes se describe de forma colectiva como opcionalmente sustituido con uno o mas de una
lista de sustituyentes, el grupo puede incluir: (1) sustituyentes no sustituibles, (2) sustituyentes sustituibles que no
estan sustituidos con los sustituyentes opcionales y/o (3) sustituyentes sustituibles que se sustituyen con uno o mas
de los sustituyentes opcionales.

Si un sustituyente se describe como opcionalmente sustituido con hasta una cantidad particular de sustituyentes que
no son hidrégeno, ese sustituyente puede estar (1) no sustituido o (2) sustituido con hasta esa cantidad particular de
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sustituyentes que no son hidrégeno o hasta la cantidad maxima de posiciones sustituibles en el sustituyente, lo que
sea menor. Por consiguiente, por ejemplo, si un sustituyente se describe como un heteroarilo opcionalmente
sustituido con hasta 3 sustituyentes que no son hidrogeno, entonces cualquier heteroarilo con menos de 3
posiciones sustituibles se sustituiria opcionalmente solamente con hasta tantos sustituyentes que no sean hidrégeno
como posiciones sustituibles tenga el heteroarilo. Tales sustituyentes, en ejemplos no taxativos, se pueden
seleccionar de un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono,
halégeno, guanidinio [-NH(C=NH)NHz], OR7, NRsRs, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una
sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un
ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u OCONR11R12 donde cada uno de Rz, Rs, Re, Ri0, R11 y R12 se selecciona
independientemente de H, alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de
carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un entero del 1 al 2000, arilo con entre 6 y 10
atomos de carbono y un anillo heterociclico con entre 3 y 10 atomos de carbono.

El término “profarmaco”, como se usa en la presente solicitud, hace referencia a una forma de precursor o derivado
de un compuesto de la invenciéon que se pueda activar o convertir de forma enzimatica o hidrolitica en la forma
principal mas activa. Véase, por ejemplo, Wilman, "Prodrugs in Cancer Chemotherapy" Biochemical Society
Transactions, 14, pp. 375-382, 6152 Reunién Belfast (1986) y Stella y col., "Prodrugs: A Chemical Approach to
Targeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery, Borchardt y col., (ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Los
profarmacos de la presente invencion incluyen, a modo no taxativo, profarmacos que contienen ésteres, profarmacos
que contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que contienen sulfato, profarmacos que
contienen péptidos, profarmacos modificados por aminoacidos D, profarmacos glucosilados, profarmacos que
contienen beta-lactama, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente sustituida, profarmacos que
contienen fenilacetamida opcionalmente sustituida, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que se
pueden convertir en el farmaco libre citotoxico mas activo. Los ejemplos de farmacos citotéxicos que se pueden
derivar en una forma de profarmaco para su uso en la presente invencion incluyen, a modo no taxativo, compuestos
de la invencion y agentes quimioterapéuticos como los descritos anteriormente.

El término “profarmaco” también pretende incluir un derivado de un compuesto que se pueda hidrolizar, oxidar o
hacer reaccionar de otra manera en condiciones biolégicas (in vitro o in vivo) para proporcionar un compuesto de la
presente invencion. Los profarmacos se pueden volver activos solamente tras dicha reaccion en condiciones
bioldgicas o pueden tener actividad en sus formas sin reaccionar. Los ejemplos de profarmacos contemplados en la
presente invencion incluyen, a modo no taxativo, analogos o derivados de compuestos de cualquiera de las férmulas
descritas en la presente memoria descriptiva que comprenden restos biohidrolizables como amidas biohidrolizables,
ésteres biohidrolizables, carbamatos biohidrolizables, carbonatos biohidrolizables, ureidos biohidrolizables y
analogos de fosfato biohidrolizables. Otros ejemplos de profarmacos incluyen derivados de compuestos de
cualquiera de las formulas descritas en la presente memoria descriptiva que comprenden restos de --NO, --NO2, --
ONO o —ONOz. Los profarmacos se pueden preparar tipicamente usando métodos bien conocidos, como los
descritos por Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery (1995) 172-178, 949-982 (Manfred E. Wolff ed., 52
ed); véase también Goodman y Gilman's, The Pharmacological basis of Therapeutics, 82 ed., McGraw-Hill, Int. Ed.
1992, "Biotransformation of Drugs".

Como se usan en la presente memoria descriptiva y salvo que se indique lo contrario, los términos “amida
biohidrolizable”, “éster biohidrolizable”, “carbamato biohidrolizable”, “carbonato biohidrolizable”, “ureido
biohidrolizable” y “analogo de fosfato biohidrolizable” significan un analogo de amida, éster, carbamato,
carbonato, ureido o fosfato, respectivamente, que: 1) no destruye la actividad biolégica del compuesto y confiere a
tal compuesto propiedades ventajosas in vivo, como absorcién, duracion de accion o inicio de la accién o 2) es en si
biolégicamente inactivo, pero se convierte in vivo en un compuesto biolégicamente activo. Los ejemplos de amidas
biohidrolizables incluyen, a modo no taxativo, amidas de alquilo inferior, amidas de alfa-aminoacidos, amidas de
alcoxiacilo y amidas de alquilaminoalquilcarbonilo. Los ejemplos de ésteres biohidrolizables incluyen, a modo no
taxativo, ésteres de alquilo inferior, ésteres de alcoxiaciloxi, ésteres de alquil acilamino alquilo y ésteres de colina.
Los ejemplos de carbamatos biohidrolizables incluyen, a modo no taxativo, alquilaminas inferiores, etilendiaminas
sustituidas, aminoacidos, hidroxialquilaminas, aminas heterociclicas y heteroaromaticas y aminas de poliéter. Los
profarmacos y las sales de profarmacos particularmente preferidos son los que aumentan la biodisponibilidad de los
compuestos de la presente invencion cuando dichos compuestos se administran a un mamifero.

La frase “sal farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la presente memoria descriptiva, hace referencia a
sales organicas o inorganicas farmacéuticamente aceptables de un compuesto de la invencion. Los ejemplos de
sales incluyen, a modo no taxativo, sales de sulfato, citrato, acetato, oxalato, cloruro, bromuro, yoduro, nitrato,
bisulfato, fosfato, fosfato acido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartrato, oleato, tanato, pantotenato,
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bitartrato, ascorbato, succinato, maleato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, formato, benzoato,
glutamato, metanosulfonato “mesilato”, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato, pamoato (es decir,
1,1'-metilen-bis-(2-hidroxi-3-naftoato)), sales de metales alcalinos (por ejemplo, sodio y potasio), sales de metales
alcalino térreos (por ejemplo, magnesio) y sales de amonio. Una sal farmacéuticamente aceptable puede implicar la
inclusion de otra molécula, como un ion de acetato, un ion de succinato u otro contraién. El contraién puede ser
cualquier resto organico o inorganico que estabilice la carga del compuesto principal. Adicionalmente, una sal
farmacéuticamente aceptable puede tener mas de un atomo cargado en su estructura. Los casos en los que los
atomos con cargas multiples son parte de la sal farmacéuticamente aceptable pueden tener mdltiples contraiones.
Por lo tanto, una sal farmacéuticamente aceptable puede tener uno o mas atomos cargados y/o uno o mas
contraiones.

Si el compuesto de la invencién es una base, la sal farmacéuticamente aceptable deseada se puede preparar
mediante cualquier método adecuado disponible en la técnica, por ejemplo, el tratamiento de la base libre con un
acido inorganico, como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfarico, acido nitrico, acido metanosulfénico,
acido fosférico y similares o con un acido organico, como acido acético, acido maleico, acido succinico, acido
mandélico, acido fumarico, acido malénico, acido pirtivico, acido oxalico, acido glicélico, acido salicilico, un acido de
piranosidilo, como &acido glucurénico o acido galacturénico, un acido de alfa hidroxi, como acido citrico o acido
tartarico, un aminoacido, como acido aspartico o acido glutamico, un acido aromatico, como acido benzoico o acido
cinamico, un acido sulfénico, como acido p-toluenosulfénico o acido etanosulfénico o similar.

Si el compuesto de la invencién es un acido, la sal farmacéuticamente aceptable deseada se puede preparar
mediante cualquier método adecuado, por ejemplo, tratamiento del acido libre con una base organica o inorganica,
como una amina (primaria, secundaria o terciaria), un hidréoxido de metal alcalino o hidréxido de metal alcalino térreo
o similar. Los ejemplos ilustrativos de sales adecuadas incluyen, a modo no taxativo, sales organicas derivadas de
aminoacidos, como glicina y arginina, amoniaco, aminas primarias, secundarias y terciarias y aminas ciclicas, como
piperidina, morfolina y piperacina y sales inorganicas derivadas de sodio, calcio, potasio, magnesio, manganeso,
hierro, cobre, cinc, aluminio y litio.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “solvato” significa un compuesto que incluye
adicionalmente una cantidad estoiquimiométrica o no estoiquiométrica de disolvente como agua, isopropanol,
acetona, etanol, metanol, DMSO, acetato de etilo, acido acético y diclorometano de etanolamina, 2-propanol o
similares, unidos mediante fuerzas intermoleculares no covalentes. Los solvatos o hidratos de los compuestos se
preparan facilmente mediante la adicion de al menos un equivalente molar de un disolvente hidroxilico como
metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol o agua al compuesto para proporcionar como resultado la solvatacion o la
hidratacion del resto de imina.

Los términos “crecimiento celular anémalo” y “trastorno proliferativo” se usan de forma intercambiable en la
presente solicitud. “Crecimiento celular anémalo”, como se usa en la presente memoria descriptiva, salvo que se
indique lo contrario, hace referencia a un crecimiento celular independiente de los mecanismos de regulacién
normales (por ejemplo, pérdida de inhibicion de contacto). Esto incluye, por ejemplo, el crecimiento anémalo de (1)
células tumorales (tumores) que proliferan mediante la expresién de una cinasa de tirosina mutada o la
sobreexpresion de un receptor de cinasa de tirosina, (2) células benignas y malignas de otras enfermedades
proliferativas donde ocurre la activacion aberrante de cinasa de tirosina, (3) cualquier tumor que prolifere mediante el
receptor de cinasas de tirosina, (4) cualquier tumor que prolifere mediante la activacion aberrante de la cinasa de
serinaltreonina y (5) células benignas y malignas de otras enfermedades proliferativas donde ocurre la activacion
aberrante de la cinasa de serina/treonina.

Los términos “cancer” y “canceroso” hacen referencia o describen la afeccion fisiolégica en mamiferos que se
caracteriza tipicamente por el crecimiento celular no regulado. Un “tumor” comprende una o mas células cancerosas.
Los ejemplos de cancer incluyen, a modo no taxativo, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia o
neoplasias linfoides. Los ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen cancer de célula escamosa (por
ejemplo, cancer de célula escamosa epitelial), cancer de pulmon, incluyendo cancer microcitico de pulmén, cancer
no microcitico de pulmén (“NSCLC”), adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso de pulmoén, cancer del
peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estdmago incluyendo cancer gastrointestinal, cancer
pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer
de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandula
salival, cancer de rifién o renal, cancer de préstata, cancer vulvar, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma
anal, carcinoma de pene, leucemia aguda, asi como cancer de cabezal/cerebro y cuello.
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Un “agente terapéutico” comprende un agente biolégico como un anticuerpo, un péptido, una proteina, una enzima
0 un agente quimioterapéutico. Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del
cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen Erlotinib (TARCEVA®, Genentech/OS| Pharm.),
Bortezomib (VELCADE®, Millennium Pharm.), Fulvestrant (FASLODEX®, AstraZeneca), Sutent (SU11248, Pfizer),
Letrozol (FEMARA®, Novartis), Imatinib mesilato (GLEEVEC®, Novartis), PTK787/ZK 222584 (Novartis),
Oxaliplatino (Eloxatin®, Sanofi), 5-FU (5-fluorouracilo), Leucovorina, Rapamicina (Sirolimus, RAPAMUNE®, Wyeth),
Lapatinib (TYKERB®, GSK572016, Glaxo Smith Kline), Lonafarnib (SCH 66336), Sorafenib (BAY43-9006, Bayer
Labs) y Gefitinib IRESSA®, AstraZeneca), AG1478, AG1571 (SU 5271; Sugen), agentes alquilantes como tiotepa y
CYTOXAN® ciclosfosfamida; sulfonatos de alquilo como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas como
benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina,
trietilenomelamina, trietilenofosforamida, trietilenotiofosforamida y trimetilomelamina; acetogeninas (especialmente
bullatacina y bullatacinona); una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan); briostatina; callistatina;
CC-1065 (incluyendo sus analogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); criptoficinas (particularmente
criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos KW-2189 y CB1-TM1);
eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas nitrogenadas como clorambucilo,
clornafacina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de mecloretamina,
melfalan, novembichina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas como
carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos como los antibiéticos de
enedina (por ejemplo, caliqueamicina, especialmente caliqueamicina gammall y caliqueamicina omegall (Angew
Chem. Intl. Ed. Engl. (1994) 33:183-186); dinemicina, incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos, como clodronato; una
esperamicina; asi como cromoforo neocarzinostatina y cromoforos antibioticos de enedina cromoproteina
relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
caminomicina, carzinofilina, cromomicinias, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
ADRIAMYCIN® (doxorrubicina), morfolino-doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina y
desoxidoxorrubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcellomicina, mitomicinas como mitomicina C, acido
micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; antimetabolitos como metotrexato y 5-
fluorouracilo (5-FU); analogos de acido folico como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de
Purina como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamniprina, tioguanina; analogos de pirimidina como ancitabina,
azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos
como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; rellenadores de acido félico como acido frolinico; aceglatona; glicésido de
aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diazicuona; elformitina; acetato de elliptinio; una epotilona; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiurea;
lentinan; lonidainina; maitansinoides como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol;
nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarubicina; losoxantrona; acido podofilinico; 2-etilhidracida; procarbacina; PSK®
complejo de polisacaridos (JHS Natural Products, Eugene, Oreg.); razoxano; rizoxina; sizofuran; espirogermanio;
acido tenuazoénico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A,
roridina A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbacina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman;
gacitosina; arabinosida ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo, TAXOL® (paclitaxel; Bristol-Myers
Squibb Oncology, Princeton, N.J.), ABRAXANE® (libre de Cremofor), formulaciones de nanoparticulas de paclitaxel
modificadas con albumina (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, Ill.) y TAXOTERE® (doxetaxel, Rhone-
Poulenc Rorer, Antony, Francia); cloranmbucilo; GEMZAR® (gemcitabina); 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; analogos de platino como cisplatino y carboplatino; vinblastina; etoposida (VP-16); ifosfamida;
mitoxantrona; vincristina; NAVELBINE® (vinorelbina); novantrona; teniposida; edatrexato; daunomicina;
aminopterina; capecitabina (XELODA®); ibandronato; CPT-11; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000;
difluorometilornitina (DMFO); retinoides como &cido retinoico y sales, acidos y derivados farmacéuticamente
aceptables de los anteriores.

También se incluyen en la definicion de “agente quimioterapéutico”: (i) agentes antihormonales que actuan para
regular o inhibir la accion hormonal sobre tumores como antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor de
estrogenos (SERM), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo NOLVADEX®; citrato de tamoxifeno),
raloxifeno, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, ceoxifeno, LY117018, onapristona y FARESTON® (citrato de
toremifina); (ii) inhibidores de aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccion de estrégenos
en las glandulas adrenales, como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles, aminoglutetimida, MEGASE® (acetato de
megestrol), AROMASIN® (exemestano; Pfizer), formestanio, fadrozol, RIVISOR® (vorozol), FEMARA® (letrozol;
Novartis) y ARIMIDEX® (anastrozol; AstraZeneca); (iii) antiandrégenos como flutamida, nilutamida, bicalutamida,
leuprolida y goserelina; asi como troxacitabina (un analogo de nucleésido citosina de 1,3-dioxolano); (iv) inhibidores
de cinasa de proteina; (v) inhibidores de cinasa lipidica; (vi) oligonucleotidos antisentido, particularmente los que

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 604 668 T3

inhiben la expresion de genes en las vias de sefializaciéon implicadas en la proliferacion celular aberrante, como, por
ejemplo, PKC-alfa, Ralf y H-Ras; (vii) ribozimas como inhibidores de la expresion de VEGF (por ejemplo,
ANGIOZYME®) e inhibidores de la expresion de HER2; (viii) vacunas como las vacunas para terapia génica, por
ejemplo, ALLOVECTIN®, LEUVECTIN®. y VAXID®; PROLEUKIN® rIL-2; un inhibidor de la topoisomerasa 1 como
LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; (ix) agentes antiangiogénicos como bevacizumab (AVASTIN®, Genentech) y
(x) sales, acidos y derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. Otros agentes
antiangiogénicos incluyen inhibidores de MMP-2 (metaloproteinasa de matriz 2), inhibidores de MMP-9
(metaloproteinasa de matriz 9), inhibidores de COX-Il (ciclooxigenasa Il) e inhibidores de la cinasa tirosina del
receptor de VEGF. Los ejemplos de tales inhibidores utiles de la metaloproteinasa de matriz que se pueden usar en
combinacién con los presentes compuestos/composiciones se describen en WO 96/33172, WO 96/27583, EP
818442, EP 1004578, WO 98/07697, WO 98/03516, WO 98/34918, WO 98/34915, WO 98/33768, WO 98/30566, EP
606,046, EP 931,788, WO 90/05719, WO 99/52910, WO 99/52889, WO 99/29667, WO 99/07675, EP 945864, la
patente estadounidense n° 5,863,949, la patente estadounidense n° 5,861,510 y EP 780,386. Los ejemplos de
inhibidores de la cinasa tirosina del receptor de VEGF incluyen 4-(4-bromo-2-fluoroanilino)-6-metoxi-7-(1-
metilpiperidin-4-ilmetoxi)quinazolina (ZD6474; Ejemplo 2 en WO 01/32651), 4-(4-fluoro-2-metilindol-5-iloxi)-6-metoxi-
7-(3-pirrolidin-1-ilpropoxi)-quinazolina (AZD2171; Ejemplo 240 en WO 00/47212), vatalanib (PTK787; WO 98/35985)
y SU11248 (sunitinib; WO 01/60814) y los compuestos como los descritos en las Publicaciones PCT Nos. WO
97/22596, WO 97/30035, WO 97/32856 y WO 98/13354).

Otros ejemplos de agentes quimioterapéuticos que se pueden usar en combinacion con los presentes compuestos
incluyen los inhibidores de la PI3K (cinasa fosfoinositida 3), como los indicados en Yaguchi y col. (2006) Jour. of the
Nat. Cancer Inst. 98(8):545-556; la patente estadounidense n° 7,173,029; la patente estadounidense n° 7,037,915; la
patente estadounidense n° 6,608,056; la patente estadounidense n° 6,608,053; la patente estadounidense n°
6,838,457; la patente estadounidense n° 6,770,641; la patente estadounidense n° 6,653,320; la patente
estadounidense n° 6,403,588, WO 2006/046031; WO 2006/046035; WO 2006/046040; WO 2007/042806; WO
2007/042810; WO 2004/017950; US 2004/092561; WO 2004/007491; WO 2004/006916; WO 2003/037886; US
2003/149074; WO 2003/035618; WO 2003/034997; US 2003/158212; EP 1417976; US 2004/053946; JP
2001247477; JP 08175990; JP 08176070; la patente estadounidense n° 6,703,414 y WO 97/15658, todos los cuales
se incorporan a la presente en su totalidad a modo de referencia. Los ejemplos especificos de tales inhibidores de
PI3K incluyen SF-1126 (inhibidor de PI3K Semafore Pharmaceuticals), BEZ-235 (inhibidor de PI3K, Novartis), XL-
147 (inhibidor de PI3K, Exelixis, Inc.).

Un “metabolito” es un producto producido a través de metabolismo de un compuesto especifico en el cuerpo, un
derivado del mismo, un conjugado del mismo o una sal del mismo. Los metabolitos de un compuesto, un derivado
del mismo o un conjugado del mismo se pueden identificar usando métodos habituales conocidos en la técnica y sus
actividades se pueden determinar usando pruebas como las descritas en la presente memoria descriptiva. Tales
productos pueden ser el resultado, por ejemplo, de la oxidacion, hidroxilacion, reduccion, hidrélisis, amidacion,
desamidacion, esterificacion, desesterificacion, escision enzimatica y similares del compuesto administrado. Por
consiguiente, la invencion incluye metabolitos de compuestos de la invencion, un derivado de los mismos o un
conjugado de los mismos, incluyendo compuestos, un derivado de los mismos o un conjugado de los mismos,
producidos mediante un proceso que comprende poner en contacto un compuesto de la invencién, un derivado del
mismo o un conjugado del mismo con un mamifero durante un periodo de tiempo suficiente para proporcionar un
producto metabdlico del mismo.

La frase “farmacéuticamente aceptable” indica que la sustancia o la composicién debe ser compatible
guimicamente y/o toxicolégicamente con los otros ingredientes que comprenden una formulacién y/o el mamifero
que se trata con los mismos.

El término “grupo protector” o “resto protector’ hace referencia a un sustituyente que se usa comunmente para
bloquear o proteger una funcionalidad particular, mientras que se hace reaccionar otros grupos funcionales del
compuesto, un derivado del mismo o un conjugado del mismo. Por ejemplo, un “grupo protector de amino” o un
“resto protector de amino” es un sustituyente unido a un grupo amino que bloquea o protege la funcionalidad de
amino en el compuesto. Los grupos protectores de amino adecuados incluyen acetilo, ftrifluoroacetilo, t-
butoxicarbonilo (BOC), benciloxicarbonilo (CBZ) y 9-fluorenilmetilenoxicarbonilo (Fmoc). De manera similar, un
“grupo protector de hidroxi” hace referencia a un sustituyente de un grupo hidroxi que bloquea o protege la
funcionalidad de hidroxi. Los grupos protectores adecuados incluyen acetilo y sililo. Un “grupo protector de carboxi”
hace referencia a un sustituyente de un grupo carboxi que bloquea o protege la funcionalidad de carboxi. Los grupos
protectores de carboxi comunes incluyen fenilsulfoniletilo, cianoetilo, 2-(trimetilsilil)etilo, 2-(trimetilsilil)etoximetilo, 2-
(p-toluenosulfonil)etilo, 2-(p-nitrofenilsulfenil)etilo, 2-(difenilfosfino)-etilo, nitroetilo y similares. Los grupos protectores
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de tiol comunes incluyen los que convierten el tiol en un tioéster, como acetilo, benzoilo o trifluoroacetilo, en un
tioéter, como bencilo, t-butilo, trifenilmetilo, 9-fluorenilmetilo, metoximetilo, 2-tetrahidropiranilo o sililo, en un disulfuro,
como metilo, bencilo, t-butilo, piridilo, nitropiridilo, fenilo, nitrofenilo o dinitrofenilo, en un tiocarbonato, como t-
butoxicarbonilo, en un tiocarbamato, como N-etilo. Para encontrar una descripcion general de grupos protectores y
su uso, véase P. G.M. Wuts & T. W. Greene, Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Nueva
York, 2007.

En una realizacion preferida en las férmulas (1) y (11):

la linea doble == entre N y C representa un doble enlace y X esta ausente e Y es H o la linea doble == entre Ny C
representa un enlace simple donde X es H e Y se selecciona de entre —OR, un sulfito -SOs 0 un resto protector de
amina que convierte el compuesto en un profarmaco;

W es C=0, CHz2 0 SOz;

cada uno de R1, R2, Rs y R4 es H; opcional e independientemente, uno cualquiera de entre R1, Rz, Rz y R4 puede ser
el grupo de enlace;

Rs se selecciona de entre OR15, CRR’OH, SH, CRR’SH, NHR15 o CRR’NHR15, donde R15 es H o tiene la misma
definicion que se indicé anteriormente para R o se selecciona de entre una unidad de polipirrolo, poli-indolilo, poli-
imidazolilo, polipirrolo-imidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poliimidazolo-indolilo, opcionalmente con el grupo de enlace;
Rs es OCHzs; y

Z se selecciona de entre (CH2)n, donde nes 102, NH, NCHs 0 S.

En una realizacion preferida, los compuestos de las formulas (1) y (Il) son compuestos de las formulas (VII), (VIII) o

D00, DRy ey

(vu) (VI (1X)

o un solvatos, sal, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptables, isémero 6ptico, racemato, diastereémero,
enantiémero o estructura cristalina polimérfica de estos compuestos.

En una realizacion preferida, en las formulas (1V) y (V):

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un doble enlace, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H y, cuando sea un enlace simple, X sea H o un resto protector de amina que
convierta al compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre -OR, NR'R”, un sulfito -SO3 o un bisulfito -OSOs, donde R se selecciona de entre H, alquilo,
alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-
OCH2CH2)n, donde n es un entero del 1 al 2000, arilo con entre 6 y 10 atomos de carbono, anillo heterociclico con
entre 3 y 10 atomos de carbono;

W es C=0, CHz2 0 SOz;

cada uno de R1, Rz, Rs, R4, R1, R2’, R3’ y R4’ se selecciona independientemente de H, NO2 o un grupo de enlace que
permite el enlace con un agente de union celular a través de un enlace covalente;

Re es OR1s, donde R1s tiene la misma definicion que R;

Z se selecciona de entre (CH2)n, donde n es 1, 2 0 3, CR1sR1s, NR17, O 0 S, donde cada uno de Ris, Ris y Ri7 se
selecciona independientemente de H, alquilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono, una
unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un entero del 1 al 2000,

cadaunode Ay A’es O;

D y D’ son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de alquilo, alquenilo o alquinilo lineales,
ramificados o biciclicos con entre 1y 10 atomos de carbono;

L esta ausente un grupo fenilo opcional o un anillo de heterociclo con entre 3 y 10 atomos de carbono donde dicho
grupo fenilo o anillo heterociclico representado por L estd opcionalmente sustituido, donde el sustituyente es un
grupo de enlace o se selecciona de entre alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1y 10
atomos de carbono, opcionalmente sustituido con cualquiera de halégeno, OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR1o, un
sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una
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sulfonamida representada por SO2NRR’, ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u OCONR11R12, una unidad de
polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un entero del 1 al 2000; opcionalmente, L en si es un grupo de enlace que
permite el enlace con un agente de union celular a través de un enlace covalente o sus solvatos, sales, hidratos o
sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isomeros 6pticos, racematos, diasteredmeros y enantiomeros o
las estructuras cristalinas polimérficas de estos compuestos.

En otra realizacién preferida, el compuesto de la formula (IV), (V) o (VI) esta representado por los compuestos de las
formulas (XII) y (XIll), o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isémero optico,
racemato, diasteredbmero, enantidmero o una estructura cristalina polimérfica de los mismos;

X Y
N=Z
N

Y, X
Z\RzN A\/L\/A 'rz
] R3

R; (X11)

(XI1I)

donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un doble enlace, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H y cuando sea un enlace simple, X sea H o un grupo protector de amina que
convierta el compuesto en un profarmaco; Y se selecciona de entre OH, un éter representado por -OR, NR'R”, un
sulfito -SO3s o un bisulfito -OSO3, donde R, R’ y R” se seleccionan de entre alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono;

uno de Rz, Rs, R2’ y R3’ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unién celular a través de un
enlace covalente y los otros son H, NRCOR’ o0 NOz;

Rs es OR, donde R tiene la misma definicion que se indicd anteriormente;

Z es CH2 o NR, donde R tiene la misma definicién que se indicé anteriormente;

A es O o NRss;

L es (CH2)m, donde nn es 0 o un entero entre el 1 y el 5 o un alquilo o alquenilo sustituido o no sustituido con entre 2
y 4 atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona de entre halégeno, OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR1o, un
sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una
sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR11u OCONR11R12, donde R7, Rs, Rg, R1o,
R11, R12 y R1s tienen la misma definicién que se indicé anteriormente, opcionalmente, L en si es un grupo de enlace
que permite el enlace con un agente de unién celular a través de un enlace covalente;

uno de L', L” o L’ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unién celular, mientras que los
otros son H; preferentemente L’ es el grupo de enlace y

GesCHoN.

En otra realizacion preferida mas, el compuesto de la formula (1V), (V) o (VI) esta representado por los compuestos

de las formulas (XIV) y (XV), o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, ismero éptico,
racemato, diasteredbmero, enantiomero o una estructura cristalina polimoérfica de los mismos:
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X Y
N=/
N R,
(@)
R
X\ Y
N N
OCH3 H3CO
o) o)
XV)

donde:

la linea doble == entre N y C representa un doble enlace o un enlace simple, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H y cuando sea un enlace simple, X sea H o un grupo protector de amina que
convierta el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre OH, un éter representado por -OR, un sulfito -SOs o un bisulfito -OSO3, donde R se
selecciona de entre alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono;

nn es 0 o un entero del 1 al 5;

uno de R2, R3, R2’ y R3’ es un grupo de enlace y los otros son H, NRCOR’ o0 NOz;

unode L', L” o L’ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de union celular, siempre que cuando
uno de L', L” o L’ sea un grupo de unién, los otros sean H (por ejemplo, si L’ es un conector, entonces L” y L™ son
H).

GesCHoN.

Para enlazar los compuestos citotoxicos de la presente invencidn (por ejemplo, indolinobenzodiacepina u
oxazolidinobenzodiacepina), derivados de los mismos o dimeros de los mismos al agente de union celular, el
compuesto citotdxico comprende un resto de enlace. Mientras que un conector que conecta dos restos es
bifuncional, un extremo del resto de enlace se puede hacer reaccionar en primer lugar con el compuesto citotoxico
para proporcionar el compuesto con un grupo de enlace monofuncional, que después se puede hacer reaccionar con
un agente de union celular. De manera alternativa, un extremo del resto de enlace se puede hacer reaccionar en
primer lugar con un agente de unién celular para proporcionar el agente de union celular con un grupo de enlace
monofuncional, que después se puede hacer reaccionar con un compuesto citotdxico. El resto de enlace contiene un
enlace quimico que permite la liberacién del resto citotéxico en un punto particular. Los enlaces quimicos adecuados
se conocen bien en la técnica e incluyen enlaces disulfuro, enlaces tioéter, enlaces labiles acidos, enlaces
fotolabiles, enlaces labiles de peptidasa y enlaces labiles de estearasa (véase, por ejemplo, las patentes
estadounidenses 5,208,020; 5,475,092; 6,441,163; 6,716,821; 6,913,748; 7,276,497, 7,276,499; 7,368,565;
7,388,026 y 7,414,073). Se prefieren los enlaces disulfuro, enlaces tioéter y labiles de peptidasa. Otros conectores
que se pueden usar en la presente invencion incluyen conectores no escindibles, como los descritos con detalle en
la publicacién estadounidense numero 20050169933 o los conectores cargados o conectores hidrofilicos descritos
en las solicitudes de patente provisionales 61/049,291, presentada el 30 de abril de 2008, 61/147,966, presentada el
28 de enero de 2009 y 61/049,289, presentada el 30 de abril de 2008, cada una de las cuales se incorpora de forma
expresa en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Los compuestos de las formulas (1), (1) y (lll) (es decir, mondémeros) se pueden enlazar a través de R1, Rz, R3, R4 0
Rs. De estos, los grupos enlazables preferidos son Rz, Rs y Rs y el grupo enlazable mas preferido es Rs. Los
ejemplos de sustituyentes adecuados en Ri, Rz, Rs, R4 y Rs para los compuestos de las formulas (1), (1) y (Ill)
incluyen, a modo no taxativo:

-OH,

-O(CR20R21)m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-O(CR20R21)m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)4(CO)X”,
-O(CR20R21)m(alquinilo)~(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(indolo)p(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”
-O(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
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-O(CR20R21)m(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q"(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p'Y” (CR24R25)(CO)X”,
-O(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-O(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n((OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)mA”m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,

-SH,

-S(CR20R21)m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(indolo)p(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q'(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,

-NH2,

-NR28(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY”’ (CR24R25)(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(alquinilo)»(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR2s(CR20R21)m(indol0)p(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR2s(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR2s(CR20R21)m(imidazol)q'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)pY”’-(CR24R25)q(CO):X”,
-NR28(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y”-(CR24R25)(CO)X”,
-NR2s(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)pY”’-(CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)mA”m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p Y’ (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(alquinilo)r (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(indolo)p (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(pirrolo)q (indolo)q'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”-(CR24R25)q(CO)X”,
(CR20R21)m(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY”’-(CR24R25)q(CO)X”,
(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”-(CR24R25)4(CO)X”,
(CR20R21)m(imidazolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y”’-(CR24R25)(CO)X”,
-(CR20R21)mA”m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)4(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)(CO)tX”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n’(alquinilo)rn(CR22R23)n (OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"A’m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,

donde:

m,n,p,q,m,n,p,qyq’sonenteros del 1 al 10 y pueden ser 0;

t,m’,n"yp’”son0o1;

X’ se selecciona de entre OR3s, SR37, NR3sR39, donde Rss, Ra7, Ras, Rag son H o alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico con entre 1 y 20 atomos de carbono y/o una unidad de polietilenglicol —(OCH2CH2)n,
opcionalmente Rs7 es un grupo protector de tiol o

cuando t = 1, COX” forma un éster reactivo seleccionado de entre ésteres de N-hidrosuccinimida, ésteres de N-
hidroxiftalamida, ésteres de N-hidroxi sulfo-succinimida, ésteres de para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo, ésteres
de pentafluorofenilo y sus derivados, donde dichos derivados facilitan la formacién de amidas;

Y” estd ausente o se selecciona de entre O, S, S-S o NRs2, donde Rs: tiene la misma definicién que se indico
anteriormente para R o

cuando Y” no es S-Sy t =0, X" se selecciona de entre un grupo maleimido, un grupo haloacetilo o SRs7, donde Ra7
tiene la misma definicién que se indic6 anteriormente;

A” es un aminoacido seleccionado de entre glicina, alanina, leucina, valina, lisina, citrulina y glutamato o un
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polipéptido con entre 2 y 20 unidades de aminoacidos;

R20, R21, R22, R23, R24, R2s, R2s y R27 son iguales o diferentes y son H o un alquilo lineal o ramificado con entre 1y 5
atomos de carbono;

R2s es H o alquilo;

R29 y Rso son iguales o diferentes y son H o alquilo de 1 a 5 tomos de carbono;

opcionalmente, uno de R4 y R41 es un grupo funcional cargado negativa o positivamente y el otro es H o alquilo,
alquenilo o alquinilo con 1 a 4 atomos de carbono.

Los compuestos de las formulas (1V), (V), (VI), (VII), (XIl) y (XIll) (es decir, dimeros) se pueden enlazar a traves de
R1, R2, Rs, R4, R1’, R2', R3’, R4, L', L” y L. De estos, los grupos enlazables preferidos son R2’, Rs’, R4, L', L”y L™ y
los grupos enlazables mas preferidos son R2’, R’ y L. Los ejemplos de grupos de enlace para compuestos de las
formulas (1V), (V), (VI), (VII), (XIl) y (XIIl) incluyen, a modo no taxativo:

-O(CR20R21)m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(alquinilo)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n((OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)mA”m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)mA”’m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p’Y”’ (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(alquinilo)n (CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-NR33(C=0)p(CR20R21)m(piperacino)t (CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p’ Y (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p(CR20R21)mA"m’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’ Y’ (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y”’ (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)mA”m’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY”’ (CR24R25)(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)r"(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n(alquinilo)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)nA’m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,

donde:

m, n, p, g, m’, n’, y t son enteros del 1 al 10 y son opcionalmente O;

t,m’,n”yp’”son0o1;

X se selecciona de entre OR3s, SR37, NR3sRa39, donde Rss, Rs7, Ras, Rss son H o alquilo, alquenilo o alquinilo lineales,
ramificados o ciclico con entre 1 y 20 atomos de carbono y/o una unidad de polietilenglicol —(OCH2CH2)n,
opcionalmente Ra7 es un grupo protector de tiol

cuando t = 1, COX” forma un éster reactivo seleccionado de entre ésteres de N-hidrosuccinimida, ésteres de N-
hidroxiftalamida, ésteres de N-hidroxi sulfo-succinimida, ésteres de para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo, ésteres
de pentafluorofenilo y sus derivados, donde dichos derivados facilitan la formacion de enlaces amida;

Y” esta ausente o se selecciona de entre O, S, S-S o NRa2, donde Rs2 tiene la misma definicion que se indico
anteriormente para R o

cuando Y” no es S-Sy t =0, X” se selecciona de entre un grupo maleimido, un grupo haloacetilo o SRs7, donde Ra7
tiene la misma definiciéon que se indic6 anteriormente;

A” es un aminoacido seleccionado de entre glicina, alanina, leucina, valina, lisina, citrulina y glutamato o un
polipéptido con entre 2 y 20 unidades de aminoacidos;

R20, R21, R22, R2s, Ro4, Ros, R2s y R2 son iguales o diferentes y son H o un alquilo lineal o ramificado con entre 1y 5
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atomos de carbono;

R29 y Rso son iguales o diferentes y son H o alquilo de 1 a 5 tomos de carbono;

Rs3 es H o alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 12 atomos de carbono, una unidad

de polietilenglicol -(OCH2CH2)n 0 Ras es -CORa4, -CSR34,-SOR34, 0 -SO2R34, donde Rs4es H o alquilo, alquenilo o
5 alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 20 atomos de carbono o una unidad de polietilenglicol -(OCH2CH2)n

y

uno de Ra4o y Ra1 es opcionalmente un grupo funcional cargado negativa o positivamente y el otro es H o alquilo,

alquenilo o alquinilo con 1 a 4 atomos de carbono.

10 Adicionalmente, mientras que la sintesis de compuestos citotoxicos (por ejemplo, indolinobenzodiacepina u
oxazolidinobenzodiacepina), los derivados de los mismos o los dimeros de los mismos que tienen un resto de enlace
se describe a continuacién en términos de un enlace amida, tioéter o disulfuro con restos de enlace en las
posiciones L’ (en el compuesto de la féormula XIIl) o Rs (en el compuesto de la férmula XllI), un experto en la materia
entendera que también se pueden usar con la presente invencién restos de enlace en otras posiciones y con otros

15 enlaces quimicos, como se describi6é anteriormente.

Las estructuras de los compuestos representativos, los conjugados representativos y los compuestos reivindicados
en los ejemplos de la presente invencion se muestran en las Tablas 3 a 9:

20 Tabla 3 Estructuras de compuestos representativos de la presente invencién

é@ J@%} é@cﬂ @%}

En otra realizacion preferida, el compuesto de la formula (IV), (V) o (VI) esta representado por los compuestos de las
formulas (XI) y (XIII):
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N, X‘N=,/Y
z\2==N A_L_A >
N
WasScanmreol
Rj'

x1) R;

Y, ,X
Z\?j
N
Re
(o]

(X110

donde la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un doble enlace, siempre que cuando sea un
doble enlace X esté ausente e Y sea H y cuando sea un enlace simple, X sea H o un grupo protector de amina que
convierta el compuesto en un profarmaco; Y se selecciona de entre OH, un éter representado por -OR, NR'R”, un
sulfito -SO3 o un bisulfito -OSO3, donde R, R’ y R” se seleccionan de entre alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono;

uno de Rz, Rs, R2’ y Rs’ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de unién celular a través de un
enlace covalente y los otros son H, NRCOR’ o0 NOz;

Rs es OR, donde R tiene la misma definicion que se indicd anteriormente;

Z es CH2 0 NR, donde R tiene la misma definicion que se indicé anteriormente;

A es O o NRis;

L es (CH2)m, donde nn es 0 o un entero entre el 1 y el 5 o un alquilo o alquenilo sustituido o no sustituido con entre 2
y 4 atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona de entre halégeno, OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR1o, un
sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una
sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR11 u OCONR11R12, donde R7, Rs, Rg, R1o,
R11, R12 y R1s tienen la misma definicién que se indicé anteriormente, opcionalmente, L en si es un grupo de enlace
que permite el enlace con un agente de unién celular a través de un enlace covalente;

uno de L', L” o L’ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de union celular, mientras que los
otros son H; preferentemente L’ es el grupo de enlace y

GesCHoN.

En otra realizacién preferida mas, el compuesto de la formula (IV), (V) o (V1) esta representado por los compuestos

de las férmulas (XIV) y (XV), o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isémero éptico,
racemato, diasteredbmero, enantiomero o una estructura cristalina polimoérfica de los mismos:
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XV}

donde la linea doble == entre N y C representa un doble enlace o un enlace simple, siempre que cuando sea un
doble enlace X esté ausente e Y sea H y cuando sea un enlace simple, X sea H o un grupo protector de amina que
convierta el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre OH, un éter representado por -OR, un sulfito -SOs o un bisulfito -OSO3, donde R se
selecciona de entre alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 10 atomos de carbono;

nn es 0 o un entero del 1 al 5;

uno de Rz, R3, R2’ y R3’ es un grupo de enlace y los otros son H, NRCOR’ o0 NOz;

unode L', L” o L’ es un grupo de enlace que permite el enlace con un agente de union celular, siempre que cuando
uno de L', L” o L’ sea un grupo de unién, los otros sean H (por ejemplo, si L’ es un conector, entonces L” y L™ son
H).

GesCHoN.

Para enlazar los compuestos citotoxicos de la presente invencidn (por ejemplo, indolinobenzodiacepina u
oxazolidinobenzodiacepina), derivados de los mismos o dimeros de los mismos al agente de union celular, el
compuesto citotoxico comprende un resto de enlace. Mientras que un conector que conecta dos restos es
bifuncional, un extremo del resto de enlace se puede hacer reaccionar en primer lugar con el compuesto citotoxico
para proporcionar el compuesto con un grupo de enlace monofuncional, que después se puede hacer reaccionar con
un agente de unién celular. De manera alternativa, un extremo del resto de enlace se puede hacer reaccionar en
primer lugar con un agente de unién celular para proporcionar el agente de unién celular con un grupo de enlace
monofuncional, que después se puede hacer reaccionar con un compuesto citotdxico. El resto de enlace contiene un
enlace quimico que permite la liberacién del resto citotéxico en un punto particular. Los enlaces quimicos adecuados
se conocen bien en la técnica e incluyen enlaces disulfuro, enlaces tioéter, enlaces labiles acidos, enlaces
fotolabiles, enlaces labiles de peptidasa y enlaces labiles de estearasa (véase, por ejemplo, las patentes
estadounidenses 5,208,020; 5,475,092; 6,441,163; 6,716,821; 6,913,748; 7,276,497, 7,276,499; 7,368,565;
7,388,026 y 7,414,073). Se prefieren los enlaces disulfuro, enlaces tioéter y labiles de peptidasa. Otros conectores
que se pueden usar en la presente invencion incluyen conectores no escindibles, como los descritos con detalle en
la publicacién estadounidense numero 20050169933 o los conectores cargados o conectores hidrofilicos descritos
en las solicitudes de patente provisionales 61/049,291, presentada el 30 de abril de 2008, 61/147,966, presentada el
28 de enero de 2009 y 61/049,289, presentada el 30 de abril de 2008, cada una de las cuales se incorpora de forma
expresa en la presente memoria descriptiva a modo de referencia.

Los compuestos de las formulas (1), (I1) y (lll) (es decir, mondémeros) se pueden enlazar a través de R1, Rz, R3, R4 0
Rs. De estos, los grupos enlazables preferidos son Rz, Rs y Rs y el grupo enlazable mas preferido es Rs. Los
ejemplos de sustituyentes adecuados en R1, Rz, Rs, R4 y Rs para los compuestos de las formulas (1), (Il) y (Il
incluyen, a modo no taxativo:
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-OH,

-O(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y”(CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y”’(CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(alquinilo)~(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(indolo)y(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)tX”
-O(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-O(CR20R21)m(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p’Y” (CR24R25)¢(CO)X”,
-O(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-O(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n((OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)mA”m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)(CO)X”,

-SH,

-S(CR20R21)m(CR22R23)n(0CH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(indolo)p(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(imidazolo)q'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q'(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)mA’m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,

-NH2,

-NR28(CR20R21)m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)pY”’ (CR24R25)(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(alquinilo)»(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(indol0)p(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR2s(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR2s(CR20R21)m(imidazol)q"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)pY”’-(CR24R25)q(CO):X”,
-NR28(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y”-(CR24R25)(CO)X”,
-NR2s(CR20Rz21)m(indolo)q(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)pY”’-(CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR28(CR20R21)mA”m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’ Y’ (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(indolo)p (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(pirrolo)q (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(pirrolo)q (indolo)q'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’-(CR24R25)q(CO)X”,
(CR20R21)m(imidazolo)q’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY’-(CR24R25)q(CO)X”,
(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”-(CR24R25)4(CO)X”,
(CR20R21)m(imidazolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y”-(CR24R25)4(CO)X”,
-(CR20R21)mA”m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)4(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)(CO)X”,

-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,

-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n’(alquinilo)rn(CR22R23)n (OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y”’ (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"A’m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,

donde:
m,n,p,q,m,n,p,qyq’sonenteros del 1 al 10 y pueden ser 0;
t,m’,n"yp’”son0o1;

X’ se selecciona de entre OR3s, SR37, NR3sR39, donde Rss, Ra7, Ras, Rag son H o alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico con entre 1 y 20 atomos de carbono y/o una unidad de polietilenglicol —(OCH2CH2)n,

opcionalmente Rs7 es un grupo protector de tiol o
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cuando t = 1, COX” forma un éster reactivo seleccionado de entre ésteres de N-hidrosuccinimida, ésteres de N-
hidroxiftalamida, ésteres de N-hidroxi sulfo-succinimida, ésteres de para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo, ésteres
de pentafluorofenilo y sus derivados, donde dichos derivados facilitan la formacion de amidas;

Y” esta ausente o se selecciona de entre O, S, S-S o NRa2, donde Rs2 tiene la misma definicion que se indico
anteriormente para R o

cuando Y” no es S-Sy t =0, X” se selecciona de entre un grupo maleimido, un grupo haloacetilo o SRs7, donde Ras7
tiene la misma definiciéon que se indic6 anteriormente;

A” es un aminoacido seleccionado de entre glicina, alanina, leucina, valina, lisina, citrulina y glutamato o un
polipéptido con entre 2 y 20 unidades de aminoacidos;

R20, R21, R22, R23, R24, R2s, R2s y R27 son iguales o diferentes y son H o un alquilo lineal o ramificado con entre 1y 5
atomos de carbono;

R2s es H o alquilo;

R29 y Rso son iguales o diferentes y son H o alquilo de 1 a 5 4tomos de carbono;

opcionalmente, uno de R40 y R41 es un grupo funcional cargado negativa o positivamente y el otro es H o alquilo,
alquenilo o alquinilo con 1 a 4 atomos de carbono.

Los compuestos de las formulas (1V), (V), (VI), (VII), (XII) y (XIll) (es decir, dimeros) se pueden enlazar a traves de
R1, R2, Rs, R4, R1’, R2', R3’, R4, L', L” y L. De estos, los grupos enlazables preferidos son R2’, Rs’, R4, L', L”y L™ y
los grupos enlazables mas preferidos son R2’, R’ y L. Los ejemplos de grupos de enlace para compuestos de las
formulas (1V), (V), (VI), (VII), (XI1) y (XIIl) incluyen, a modo no taxativo:

-O(CR20R21)m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-O(CR20R21)mA”m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)(CO)X”,
-S(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-S(CR20R21)mA”m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p’Y”’ (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(alquinilo)n (CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p"Y”’ (CR24R25)(CO)X”,
-NR33(C=0)p'(CR20R21)m(piperacino)t (CR22R23)n(OCH2CH2)p (CR40R41)p'Y” (CR24R25)(CO)X”,
-NR33(C=0)p(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CHz2)p (CR40R41)p’ Y (CR24R25)q(CO)X”,
-NR33(C=0)p(CR20R21)mA"m’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’ Y’ (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(alquinilo)r(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(piperacino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)mA”m’(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY”’ (CR24R25)4(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)r"(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y”” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)n(alquinilo)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y” (CR24R25)q(CO)X”,
-(CR20R21)m(CR29=N-NR30)nA’m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y” (CR24R25)q(CO)X”,

donde:

m, n, p, g, m’, n’, y t son enteros del 1 al 10 y son opcionalmente O;

t,m’,n"yp’”son0o1;

X se selecciona de entre OR3s, SR37, NR3sRa39, donde Rss, Rs7, Ras, Rss son H o alquilo, alquenilo o alquinilo lineales,
ramificados o ciclico con entre 1 y 20 atomos de carbono y/o una unidad de polietilenglicol —(OCH2CH2)n,
opcionalmente Ra7 es un grupo protector de tiol

cuando t = 1, COX” forma un éster reactivo seleccionado de entre ésteres de N-hidrosuccinimida, ésteres de N-
hidroxiftalamida, ésteres de N-hidroxi sulfo-succinimida, ésteres de para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo, ésteres
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de pentafluorofenilo y sus derivados, donde dichos derivados facilitan la formacién de enlaces amida;

Y” esta ausente o se selecciona de entre O, S, S-S o NRa2, donde Rs2 tiene la misma definicion que se indico
anteriormente para R o

cuando Y” no es S-Syt =0, X" se selecciona de entre un grupo maleimido, un grupo haloacetilo o SR37, donde Rs7
tiene la misma definicién que se indic6 anteriormente;

A” es un aminoacido seleccionado de entre glicina, alanina, leucina, valina, lisina, citrulina y glutamato o un
polipéptido con entre 2 y 20 unidades de aminoacidos;

R20, R21, R22, R23, R24, R2s, R2s y R27 son iguales o diferentes y son H o un alquilo lineal o ramificado con entre 1y 5
atomos de carbono;

R29 y Rso son iguales o diferentes y son H o alquilo de 1 a 5 tomos de carbono;

Rs3 es H o alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 12 atomos de carbono, una unidad
de polietilenglicol -(OCH2CH2)n 0 Ras es -CORa4, -CSR34,-SOR34, 0 -SO2R34, donde Rs4es H o alquilo, alquenilo o
alquinilo lineal, ramificado o ciclico con entre 1 y 20 atomos de carbono o una unidad de polietilenglicol -(OCH2CH2)n
y

uno de Ra4o y R41 es opcionalmente un grupo funcional cargado negativa o positivamente y el otro es H o alquilo,
alquenilo o alquinilo con 1 a 4 atomos de carbono.

Adicionalmente, mientras que la sintesis de compuestos citotoxicos (por ejemplo, indolinobenzodiacepina u
oxazolidinobenzodiacepina), los derivados de los mismos o los dimeros de los mismos que tienen un resto de enlace
se describe a continuacién en términos de un enlace amida, tioéter o disulfuro con restos de enlace en las
posiciones L’ (en el compuesto de la féormula XIll) o Rs (en el compuesto de la férmula Xll), un experto en la materia
entendera que también se pueden usar con la presente invencién restos de enlace en otras posiciones y con otros
enlaces quimicos, como se describid anteriormente.

Las estructuras de los compuestos representativos, los conjugados representativos y los compuestos reivindicados
en los ejemplos de la presente invencion se muestran en las Tablas 3 a 9:

Tabla 3. Estructuras de compuestos representativos de la presente invencion
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Msz-- i °X...

X'"

SZ" X'"
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Nota: Z" = H, SMe, SPy, SPy-NOz2, Ac; X” = NHS;

Tabla 4. Estructuras de compuestos representativos de la presente invencién (continuacién)
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Nota: Z" = H, SMe, SPy, SPy-NO2, Ac; X” = NHS;

Tabla 5. Estructuras de compuestos representativos de la presente invencién (continuacién)
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Tabla 6. Estructuras de conjugados representativos de la presente invencién
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Tabla 7. Estructuras de compuestos de los ejemplos de la presente invencion (los Ejemplos 2 y 5 y los compuestos
relacionados 12-14 y 19 de la tabla no forman parte de la presente invencién).

Estructura | N°decompuesto | N°deejemplo |

29




ES 2 604 668 T3

OHC
BnO NOZE:
\ 6 1
MeO
o)
BnO N=
7 1
Meom%
0
HO N=
8 1
Meo]@ﬁr@
0
CHO
BnO NO,S
0 12 2
N—
MeO
o)
N—
B %
nO 0
N— 13 2
MeO
o)
N—
H %
© 0
N— 14 2
MeO
0
=N O\/\/O N:E‘-
15 3
A e
0 o)
=N O\/@\/O N:
! 18 4
OMe  MeO N
o) 0
~ N 0\/©v0 N:”"r\
o} o) 19 5
N
S G o IO D
o) 0
/\/\)CJ)\
0 OMe
34 6

Pt

Tabla 8. Estructuras de compuestos de los ejemplos de la presente invencién (continuacion)

Estructura

| N° de compuesto

N° de ejemplo
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Tabla 9. Estructuras de compuestos de los ejemplos de la presente invencién (continuacion)
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Sintesis de compuestos citotéxicos

El proceso de preparacién de un compuesto monémero representativo de la presente invencién, ejemplificado por el
compuesto de indolinobenzodiacepina 8, se muestra en la Figura 1. Comenzando con &cido indolina-2-carboxilico 1
comercialmente disponible, se prepar6 su éster metilico 2 en un rendimiento cuantitativo mediante la reacciéon con
cloruro de tionilo en metanol. El indolina-2-carboxilato de metilo 2 se acopld con el cloruro acido 4 o directamente
con acido 3, para proporcionar la amida 5, que se redujo adicionalmente con hidruro de diisobutilaluminio (DIBAL)
hasta proporcionar el aldehido 6. Mientras que se pueden usar diversos métodos para reducir el grupo funcional nitro
de la férmula 5 hasta el grupo amino correspondiente, en este ejemplo se usé ditionito de sodio para convertirlo de
forma conveniente hasta el aldehido 6 hasta el compuesto de anillo cerrado 7 después del tratamiento adicional con
metanol en condiciones acidicas. El grupo protector de bencilo se retiré para proporcionar el monémero 8.

El proceso de preparacion de un compuesto mondémero de oxazolidinobenzodiacepina de la férmula 14 (que no
forma parte de la invencion) se muestra en la Figura 2. Comenzando con el compuesto 9 comercialmente disponible,
se prepard su éster metilico 10 en un rendimiento cuantitativo mediante el tratamiento con cloruro de tionilo en
metanol. El compuesto 10 se desprotegio, seguido por el acoplamiento con el cloruro de acetilo 4 o directamente con
acido 3 para proporcionar la amida 11, que se convirtié adicionalmente hasta el aldehido 12. La reduccién del grupo
nitro se logré mediante el tratamiento con ditionito de sodio seguido por la conversion efectiva hasta el compuesto de
anillo cerrado 13 después del tratamiento adicional con metanol en condiciones acidicas. El grupo protector de
bencilo se retir6 para proporcionar el monémero 14.

El proceso de preparacién de los compuestos de dimero representativos de la presente invencion se muestra en las
Figuras 3, 4 y 7. Los dimeros se prepararon mediante la reaccién de los monomeros de la formula 8 o la formula 14
con compuestos que poseen dos grupos salientes como Br, |, triflato, mesilato o tosilato.

Los dimeros que poseen conectores que pueden reaccionar con anticuerpos se preparan mediante la conversiéon de
los ésteres metilicos hasta los ésteres reactivos correspondientes de un grupo saliente como, a modo no taxativo,
ésteres de N-hidroxisuccinimida, ésteres de N-hidroxiftalimida, ésteres de N-hidroxi sulfo-succinimida, ésteres de
para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo y ésteres de pentafluorofenilo. Los ejemplos representativos para la sintesis
de los dimeros enlazables se muestran en la figura 8. La sintesis de dimeros que tienen un resto de tiol o disulfuro
para permitir el enlace con agentes de unién celular a través de enlaces reducibles o no reducibles se muestra en las
Figuras 9 y 10. El monémero modificado en el anillo B 58 sin un grupo carbonilo se logra a partir del compuesto de
alcohol bencilico 52 mediante las etapas que se muestran en la Figura 11. El mondémero de isoindolino 66 se puede
preparar a partir de isoindol 59, como se indica en la Figura 12. El conector también se puede unir directamente al
resto de indolino. El indolino-2-carboxilato de metilo se puede convertir en el dimero enlazable 82 a través de las
etapas sintéticas que se muestran en la Figura 13. La sintesis de dimeros enlazables que tienen un resto de PEG se
muestra en las Figuras 14 y 15.

Por consiguiente, en un aspecto, la invenciéon proporciona un proceso para la preparacion del mondémero de
indolinobenzodiacepina (IBD) de la formula (I) (Figura 1), donde el proceso comprende las etapas de:

a) acoplar el compuesto de la férmula (1) y el compuesto de la férmula (2) para proporcionar el compuesto de la
formula (3);

b) convertir el compuesto de la férmula (3) en el aldehido de la formula (4) y

c) convertir el compuesto de la férmula (4) en el compuesto de la formula (1);
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donde LG es un grupo saliente; W es COOR o CH2OW”, donde R tiene la misma definicion que se indico
anteriormente y W” es un grupo protector; R1, R2, Rs, R4, Rs, R, W, Z, X, Y y == tienen la misma definicion que se
describié anteriormente.

Otro aspecto de la invencidon proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de la férmula (Il) que
comprende las etapas de:

a) acoplar el compuesto de la férmula (1) y el compuesto de la férmula (5) para proporcionar el compuesto de la
férmula (6);

b) convertir el compuesto de la férmula (6) en el aldehido de la formula (7) y

c) convertir el compuesto de la férmula (7) en el compuesto de la férmula (I1);

Rs NO, " w,
LG K Rs Rs NO = Rs
W/ + —
Ré HN J@L N
(1) 5) Ra R wW 4
(6)
X v Ri Rz Ry Ra
N’ OHC
R5 “, R:3 R5 N02 < R3
N
Rg w~ Ry Rs w” Ry
(In @)

donde LG es un grupo saliente; W es COOR o CH2OW”, donde R tiene la misma definicion que se indico
anteriormente y W” es un grupo protector; R1, R2, Rs, R4, Rs, Rs, W, Z, X, Y y == tienen la misma definicion que se
indico anteriormente.

Otro aspecto de la invencién proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de la férmula (otro aspecto
de la invencién proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de la formula (IV)) que comprende las
etapas de:

acoplar el compuesto de la férmula (11), el compuesto de la férmula (11)’ y el compuesto de la formula (12) para
proporcionar el compuesto de la férmula (1V),
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donde LG es un grupo saliente, R1, R2, R3, R4, R, R2, R3', R4, R, W, X, Y, Z, A, A, D, D’, L y == tienen la misma
5 definicion que se indic6 anteriormente.

Otro aspecto de la invencién proporciona un proceso alternativo para la preparacién del compuesto de la férmula (1V)
de la presente invencion que comprende las etapas de:

10 a) convertir el compuesto de la formula (15) en el aldehido de la formula (16) y
b) convertir el compuesto de la f()rmula (16) en el compuesto de la formula (IV)'

Ry z 02 A—D—L—D'— NOz ’: R
Rz' JQE ;CL R2
Ry R, (I5) R, Rs

. CHO CHO
Rq z\y OzNji):A—D—L—D'—A’ NO, = r R
RZ’ N\W RG RB W RZ
(16)
Ry R, l Ry R;
X ¥
1] J
R \’)* i : :A—D L—D'—A! N= '/rz R
Rz' 6 W/N R2

donde W es COOR o CH20W”, donde R tiene la misma definicion que se indic6 anteriormente y W’ es un grupo
15 protector; R1, Rz, Rs, R4, R, R, R3’, R4, Rs, W, X, Y, Z, A, A’, D, D’, Ly == tienen la misma definicién que se indicé
anteriormente.

Otro aspecto de la invencién proporciona un proceso para la preparacion del compuesto de férmula (V) que
comprende la etapa de acoplar el compuesto de la férmula (13), el compuesto de la formula (13)’ y el compuesto de
20 la férmula (12) para proporcionar el compuesto de la férmula (V),
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donde LG es un grupo saliente, R1, Rz, Rs, R4, R1’, R, R3, R4, Rs, W, X, Y, A, A’, D, D', L y == tienen la misma
5 definicion que se indic6 anteriormente.

Otro aspecto de la invencion proporciona un proceso alternativo para la preparacion del compuesto de la formula (V)
de la invencién que comprende las etapas de:

10 a) convertir el compuesto de la formula (17) en el aldehido de la formula (18) y
b) convertir el compuesto de la formula (18) en el compuesto de la férmula (V);

R, R1' Ry R,
N
Ry w Re a7y Re Ra
R," Ry Ry R,
CHO \3HC,
Ry N/\@A-D L—D’—AD/\OZ 2 Ry
R4 R
4 (18) 4
l X Y R1 R2
N::_J/
A—D—L—D'—A! R,
N
Rg w— R,

V)

15 donde W es COOR o CH20W”, donde R tiene la misma definicion que se indicé anteriormente y W” es un grupo
protector; R1, Rz, Rs, R4, R1’, R2’, R3’, R4, Rs, W, X, Y, A, A’, D, D’, L y == tienen la misma definicién que se indico
anteriormente.

Citotoxicidad in vitro de los compuestos
20
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La citotoxicidad in vitro de los compuestos citotoxicos de la presente invencion (por ejemplo,
indolinobenzodiacepina), derivados de los mismos, dimeros de los mismos o conjugados de los mismos se puede
evaluar para determinar su capacidad de suprimir la proliferacion de diversas lineas celulares cancerosas in vitro
(Tablas 1y 2 en las FIGS. 31, 32 en las que IGN-02 es un compuesto que no forma parte de la presente invencion).
Por ejemplo, las lineas celulares como la linea de carcinoma de mama humano SK-Br-3 o la linea celular de
carcinoma epidermoide humano KB, se pueden usar para evaluar la citotoxicidad de estos nuevos compuestos. Las
células que se van a evaluar se pueden exponer a los compuestos durante 72 horas y las fracciones supervivientes
de células se pueden medir en ensayos directos mediante métodos conocidos. Los valores de ICso se pueden
calcular después a partir de los resultados de los ensayos.

Los ejemplos de citotoxicidad in vitro de compuestos de la presente invencion que se evaluaron en un panel de
lineas celulares con cancer y sus datos se muestran en la Tabla 1. Todos los compuestos de dimero de
indolinobenzodiacepina analizados fueron altamente potentes, con valores de ICso en el intervalo picomolar bajo.
IGN-09 retuvo la mayoria de su potencia sobre las lineas celulares resistentes a farmacos multiples, como
COLO205-MDR (ICso solamente 4 veces mayor que COL0O205). Los compuestos de la invencion son 1000 a 10,000
veces mas citotoxicos que otros farmacos que interactian con el ADN usados en el tratamiento del cancer, como
doxorrubicina, melfalan y cis-platino. En una comparacioén directa, la potencia de los compuestos que no tienen
conectores IGN1 (compuesto 18) e IGN09 (compuesto 15) se compard con los compuestos que tienen conectores
IGNO3 (compuesto 34) e IGNO5 (compuesto 36) y se evalu6 para determinar una linea celular representativa Ramos.
Como se muestra en la Tabla 2, los cuatro compuestos son altamente potentes, con valores de ICso menores a 1
picomolar, lo que demuestra que la incorporacioén de conectores no afecta la potencia.

Agentes de unién celular

La eficacia de los compuestos de la invenciéon (por ejemplo, indolinobenzodiacepina), derivados de los mismos,
dimeros de los mismos o conjugados de los mismos como agentes terapéuticos depende de la seleccion cuidadosa
de un agente de unién celular apropiado. Los agentes de union celular pueden ser de cualquier tipo conocido
actualmente o que se llegue a conocer e incluyen péptidos y no péptidos. Generalmente, estos pueden ser
anticuerpos (especialmente anticuerpos monoclonales), linfocinas, hormonas, factores de crecimiento, vitaminas,
moléculas que transportan nutrientes (como transferrina) o cualquier otra molécula o sustancia de unién celular.

Ejemplos mas especificos de agentes de union celular que se pueden usar incluyen:

anticuerpos policlonales;

anticuerpos monoclonales;

fragmentos de anticuerpos como Fab, Fab'y F(ab')2, Fv (Parham, J. Immunol. 131:2895-2902 (1983); Spring y col. J.
Immunol. 113:470-478 (1974); Nisonoff y col. Arch. Biochem. Biophys. 89:230-244 (1960));

interferones (por ejemplo, alfa, beta, gamma);

linfocinas como IL-2, IL-3, IL-4, |IL-6;

hormonas como insulina, TRH (hormona que libera tirotropina), MSH (hormona que estimula melanocitos), hormonas
esteroides, como andrégenos y estrogenos;

factores de crecimiento y factores que estimulan colonias, como EGF, TGF-alfa, FGF, VEGF, G-CSF, M-CSF y
GM-CSF (Burgess, Immunology Today 5:155-158 (1984));

transferrina (O'Keefe y col. J. Biol. Chem. 260:932-937 (1985)) y vitaminas, como folato.

Las técnicas de anticuerpos monoclonales permiten la produccion de agentes de unién celular extremadamente
especificos en forma de anticuerpos monoclonales especificos. En la técnica se conocen particularmente bien
métodos para crear anticuerpos monoclonales producidos mediante ratones, ratas y hamsteres de inmunizacién o
cualquier otro mamifero con el antigeno de interés como la célula diana intacta, antigenos aislados a partir de la
célula diana, virus completo, virus completo atenuado y proteinas virales como proteinas de la capside virales.
También se pueden usar células humanas sensibilizadas. Otro método para crear anticuerpos monoclonales es el
uso de bibliotecas de fagos de scFv (region variable de cadena simple), especificamente, scFv humanas (véase, por
ejemplo, Griffiths y col., patentes estadounidenses Nos. 5,885,793 y 5,969,108; McCafferty y col., WO 92/01047;
Liming y col.,, WO 99/06587). Adicionalmente, también se pueden usar los anticuerpos logrados a través de
tecnologia de reconstruccién superficial (“resurfacing”) descritos en la patente estadounidense n° 5,639,641 como
anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. La seleccién del agente de union celular apropiado se centra en
una eleccion que depende de la poblaciéon celular particular que se va a fijar como diana, pero, en general, se
prefieren los anticuerpos monoclonales humanos si se encuentra disponible uno apropiado.
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Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal MY9 es un anticuerpo IgG1 murino que se une de forma especifica al
Antigeno CD33 {J.D. Griffin y col. 8 Leukemia Res., 521 (1984)} y se puede usar si las células diana expresan CD33
como en la enfermedad de leucemia mielégena aguda (AML). De manera similar, el anticuerpo monoclonal anti-B4
es una IgG1 de murino que se une al antigeno CD19 en linfocitos B {Nadler y col., 131 J. Immunol. 244-250 (1983)}y
se puede usar si las células diana son linfocitos B o células enfermas que expresan este antigeno, como en el
linfoma que no es de Hodgkin o la leucemia linfoblastica crénica, HuB4 es un anticuerpo logrado a través de
tecnologia de reconstruccion superficial a partir del anticuerpo anti-B4 de murino (Roguska y col., 1994, Proc. Natl.
Acad. Sci., 91, pg 969-973). HUN901 es un anticuerpo humanizado que se une al antigeno CD56 expresado en el
cancer microcitico de pulmoén, el mieloma multiple, el cancer de ovario y otros tumores soélidos que incluyen canceres
neuroenddcrinos (Roguska y col., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci., 91, pg 969-973). B38.1 es un anticuerpo quimérico
que se dirige a EpCAM. También se pueden usar los anticuerpos completamente humanos, como panitumumab, que
se dirigen al receptor de EGF expresado en diversos tumores sélidos (Van Cutsem y col., J Clin Oncol.
2007;25(13):1658-1664). El agente de union celular que comprende los conjugados y los agentes de unién celular
modificados de la presente invencion pueden ser de cualquier tipo conocido en la actualidad o que se llegue a
conocer e incluye péptidos y no péptidos. El agente de unién celular puede ser cualquier compuesto que pueda unir
una célula, de forma especifica o no especifica. Generalmente, estos pueden ser anticuerpos (especialmente
anticuerpos monoclonales y fragmentos de anticuerpos), interferones, linfocinas, hormonas, factores de crecimiento,
vitaminas, moléculas que transportan nutrientes (como transferrina) o cualquier otra molécula o sustancia de unioén
celular.

Cuando el agente de unién celular es un anticuerpo, se une a un antigeno que es un polipéptido y puede ser una
molécula de transmembrana (por ejemplo, receptor) o un ligando como un factor de crecimiento. Los ejemplos de
antigenos incluyen moléculas como renina; una hormona de crecimiento, incluyendo hormona de crecimiento
humana y hormona de crecimiento bovina; factor de liberacion de la hormona de crecimiento; hormona paratiroidea;
hormona de estimulacién de la tiroides; lipoproteinas; alfa-1-antitripsina; cadena de insulina A; cadena de insulina B;
proinsulina; hormona de estimulacion del foliculo; calcitonina; hormona luteinizante; glucagén; factores de
coagulacién como factor vmc, factor IX, factor tisular (TF) y factor de von Willebrand; factores anticoagulantes como
Proteina C; factor natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador de plasmindégeno, como urocinasa u
orina humana o activador de plasmindégeno de tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor de crecimiento
hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (linfocito T normalmente expresado y
secretado regulado por activacion); proteina inflamatoria de macréfago humana (MIP-1-alfa); una albimina sérica,
como albumina sérica humana; sustancia inhibidora Muelleriana; cadena de relaxina A; cadena de relaxina B;
prorelaxina; péptido asociado con la gonadotrofina de ratén; una proteina microbiana, como beta-lactamasa;
desoxirribonucleasa; IgE; un antigeno asociado con el linfocito T citotéxico (CTLA), como CTLA-4; inhibina; activina;
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); receptores para hormonas o factores de crecimiento; proteina A o
D; factores reumatoides; un factor neurotréfico como factor neurotréfico derivado del hueso (BDNF), neurotrofina 3,
4,506 (NT-3, NT4, NT-5 o NT-6) o un factor de crecimiento de nervios como NGF-@; factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos como aFGF y bFGF; factor de crecimiento epidérmico
(EGF); factor de crecimiento de transformacion (TGF) como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-31, TGF-f32,
TGF-B3, TGF-B4 o TGF-B5; factor de crecimiento de tipo insulina | y Il (IGF-I e IGF-Il); des(1-3)-IGF-I (IGF-I de
cerebro), proteinas de unién al factor de crecimiento tipo insulina, EpCAM, GD3, FLT3, PSMA, PSCA, MUC1,
MUC16, STEAP, CEA, TENB2, receptores EphA, receptores EphB, receptor de folato, FOLR1, mesotelina, cripto,
alfavbetas, integrinas, VEGF, VEGFR, receptor de transferrina, IRTA1, IRTA2, IRTA3, IRTA4, IRTA5; proteinas CD
como CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CD8, CD11, CD14, CD19, CD20, CD21, CD22, CD25, CD26, CD28, CD30,
CD33, CD36, CD37, CD38, CD40, CD44, CD52, CD55, CD56, CD59, CD70, CD79, CD80 CD81, CD103, CD105,
CD134, CD137, CD138, CD152 o un anticuerpo que se une a uno o mas antigenos asociados con tumores o
receptores de la superficie celular descritos en la Publicacion estadounidense n° 20080171040 o la Publicacion
estadounidense n° 20080305044; eritropoyetina; factores osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina
morfogenética 6sea (BMP); un interferén, como interferén alfa, beta y gamma; factores de estimulacion de colonias
(CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-10; superoxido dismutasa;
receptores de linfocitos T; proteinas de membrana superficial; factor de aceleracién de la caida; antigenos virales
como, por ejemplo, una parte de la envoltura del VIH; proteinas de transporte; receptores de alojamiento; adresinas;
proteinas reguladoras; integrinas, como CD11a, CD11b, CD11c, CD18, un ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno
asociado con tumor como el receptor de HER2, HER3 o HER4 y fragmentos de cualquiera de los polipéptidos
indicados anteriormente.

Adicionalmente, se puede usar GM-CSF, que se une a células mieloides, como agente de unién celular para células

enfermas de leucemia mielogena aguda. La IL-2, que se une a linfocitos T activados, se puede usar para la
prevencion del rechazo de injertos en transplantes, para la terapia y la prevencién de la enfermedad del injerto
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contra el hospedador y para el tratamiento de leucemia de linfocitos T aguda. MSH, que se une a melanocitos, se
puede usar para el tratamiento del melanoma. El acido folico se puede usar para dirigirse al receptor de folato
expresado en tumores de ovarios y otros. El factor de crecimiento epidérmico se puede usar para dirigirse a
canceres escamosos como el de pulmén y el de cabeza y cuello. La somatostatina se puede usar para dirigirse a
neuroblastomas y otros tipos tumorales.

Los canceres de mama y testiculos se pueden fijar como diana de forma exitosa con estrogenos (o analogos de
estrogenos) o andrégenos (o analogos de andrégenos), respectivamente, como agentes de union celular.

Produccién de conjugados citotoxicos

La presente invencién también proporciona conjugados de agentes de unién celular-compuestos citotoxicos que
comprenden un agente de union celular enlazado a uno o0 mas compuestos citotoxicos a través de una variedad de
conectores, incluyendo, a modo no taxativo, conectores disulfuro, enlaces tioéter, enlaces de union de amida,
enlaces labiles peptidasa, enlaces labiles &cidos, enlaces labiles esterasa. Los conjugados citotoxicos
representativos de la invencion son anticuerpo/compuesto citotéxico, fragmento de anticuerpo/compuesto citotoxico,
factor de crecimiento epidérmico (EGF)/compuesto citotéxico, hormona que estimula melanocitos (MSH)/compuesto
citotéxico, hormona que estimula la tiroides (TSH)/compuesto citotoxico, somatostatina/compuesto citotoxico,
folato/compuesto citotdxico, estrogeno/compuesto citotoxico, analogo de estrogeno/compuesto citotdxico,
androgeno/compuesto citotdxico y analogo de andrégeno/compuesto citotoxico.

En una realizacion preferida, la presente invencién proporciona un conjugado de agente de union celular-dimero de
indolinobenzodiacepina que comprende el agente citotoxico y el agente de unién celular enlazados a través de un
enlace covalente. El conector se puede escindir en el sitio del tumor/células proliferantes indeseadas para
suministrar el agente citotéxico a su diana de diferentes formas. El conector se puede escindir, por tumores o
receptores de la superficie celular descritos en la Publicacién estadounidense n°® 20080171040 o la Publicaciéon
estadounidense n° 20080305044 y se inrporocan en su totalidad como referencia; eritropoyetina; factores
osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina morfogenética 6sea (BMP); un interferon, como interferén alfa, beta y
gamma; factores de estimulacion de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por
ejemplo, IL-1 a IL-10; superéxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas de membrana superficial; factor de
aceleracion de la caida; antigenos virales como, por ejemplo, una parte de la envoltura del VIH; proteinas de
transporte; receptores de alojamiento; adresinas; proteinas reguladoras; integrinas, como CD11a, CD11b, CD11c,
CD18, un ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado con tumor como el receptor de HER2, HER3 o HER4 y
fragmentos de cualquiera de los polipéptidos indicados anteriormente.

Adicionalmente, se puede usar GM-CSF, que se une a células mieloides, como agente de union celular para células
enfermas de leucemia mielogena aguda. La IL-2, que se une a linfocitos T activados, se puede usar para la
prevencion del rechazo de injertos en transplantes, para la terapia y la prevencién de la enfermedad del injerto
contra el hospedador y para el tratamiento de leucemia de linfocitos T aguda. MSH, que se une a melanocitos, se
puede usar para el tratamiento del melanoma. El acido félico se puede usar para dirigirse al receptor de folato
expresado en tumores de ovarios y otros. El factor de crecimiento epidérmico se puede usar para dirigirse a
canceres escamosos como el de pulmén y el de cabeza y cuello. La somatostatina se puede usar para dirigirse a
neuroblastomas y otros tipos tumorales.

Los canceres de mama y testiculos se pueden fijar como diana de forma exitosa con estrégenos (o analogos de
estrogenos) o andrégenos (o analogos de andrégenos), respectivamente, como agentes de union celular.

Produccién de conjugados citotéxicos

La presente invencién también proporciona conjugados de agentes de unién celular-compuestos citotoxicos que
comprenden un agente de union celular enlazado a uno 0 mas compuestos citotoxicos a través de una variedad de
conectores, incluyendo, a modo no taxativo, conectores disulfuro, enlaces tioéter, enlaces de union de amida,
enlaces labiles peptidasa, enlaces labiles acidos, enlaces labiles esterasa. Los conjugados citotoxicos
representativos de la invencion son anticuerpo/compuesto citotéxico, fragmento de anticuerpo/compuesto citotoxico,
factor de crecimiento epidérmico (EGF)/compuesto citotéxico, hormona que estimula melanocitos (MSH)/compuesto
citotéxico, hormona que estimula la tiroides (TSH)/compuesto citotoxico, somatostatina/compuesto citotoxico,
folato/compuesto citotdxico, estrogeno/compuesto citotoxico, analogo de estrogeno/compuesto citotdxico,
androgeno/compuesto citotdxico y analogo de andrégeno/compuesto citotoxico.
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En una realizacion preferida, la presente invencién proporciona un conjugado de agente de union celular-dimero de
indolinobenzodiacepina que comprende el agente citotoxico y el agente de unién celular enlazados a través de un
enlace covalente. El conector se puede escindir en el sitio del tumor/células proliferantes indeseadas para
suministrar el agente citotoxico a su diana de diferentes formas. El conector se puede escindir, por ejemplo,
mediante pH bajo (hidrazona), ambiente de reduccion (disulfuro), protedlisis (amida/enlace peptidico) o a través de
una reaccion enzimatica (estearasa/glucosidasa).

En un aspecto preferido, los conjugados citotoxicos representativos de la invencion son anticuerpo/dimero de
indolinobenzodiacepina, fragmento de anticuerpo/dimero de indolinobenzodiacepina, factor de crecimiento
epidérmico (EGF)/dimero de indolinobenzodiacepina, hormona que estimula melanocitos (MSH)/dimero de
indolinobenzodiacepina, hormona que estimula la tiroides (TSH)/dimero de indolinobenzodiacepina,
somatostatina/dimero de indolinobenzodiacepina, folato/dimero de indolinobenzodiacepina, estrogeno/dimero de
indolinobenzodiacepina, analogo de estrégeno/dimero de indolinobenzodiacepina, antigeno de membrana especifico
para la prostata (PSMA)/dimero de indolinobenzodiacepina, inhibidor de matriptasa/dimero de
indolinobenzodiacepina, proteinas de repeticion de anquirina disefiadas (DARPinas)/dimero de
indolinobenzodiacepina, andrégeno/dimero de indolinobenzodiacepina y analogo de andrégeno/dimero de
indolinobenzodiacepina.

Los conjugados citotoxicos que contienen disulfuro se pueden realizar haciendo reaccionar un agente citotoxico que
contiene tiol como 49 con un agente de union celular modificado apropiado. Estos conjugados se pueden purificar
para retirar el agente citotoxico no enlazado mediante el uso de filtracion en gel, cromatografia de intercambio de
iones, cromatografia de hidroxiapatita ceramica (CHT), cromatografia de interaccion hidrofébica (CHT), filtracion de
flujo tangencial (TFF) o mediante HPLC.

Una solucién de un anticuerpo en tampén acuoso se puede incubar con un exceso molar de un agente que modifica
anticuerpos como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) o con N-succinimidil-4-(2-piridilditio)butanoato
(SPDB) para introducir grupos ditiopiridilo. El anticuerpo modificado después se hace reaccionar con el agente
citotoxico que contiene tiol como el compuesto 49 para producir un conjugado de dimero de indolinobenzodiacepina-
anticuerpo enlazado con disulfuro. El conjugado de unién celular citotoxico después se puede purificar usando
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente.

De manera alternativa, el anticuerpo se puede incubar con un exceso molar de un agente que modifica anticuerpos
como 2-iminotiolano, L-homocisteina tiolactona (o derivados) o N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA) para
introducir grupos sulfhidrilo. El anticuerpo modificado después se hace reaccionar con el agente citotdxico que
contiene disulfuro apropiado como el compuesto 51 para producir un conjugado de agente citotoxico-anticuerpo
enlazado con disulfuro. El conjugado de anticuerpo-agente citotoxico después se puede purificar mediante filtracion
en gel u otros métodos mencionados anteriormente.

La cantidad de moléculas citotdéxicas unidas por molécula de anticuerpos se puede determinar de forma
espectrofotométrica midiendo la tasa de absorbancia a 280 nm y 330 nm. Se puede enlazar un promedio de 1 a 10
moléculas citotéxicas/molécula(s) de anticuerpo mediante este método. La cantidad promedio de moléculas
citotoxicas enlazadas preferida por molécula de anticuerpo es de 2 a 5 y la mas preferida es de 3 a 4,5.

De manera alternativa, una soluciéon de un anticuerpo en tampoén acuoso se puede incubar con un exceso molar de
un agente que modifica anticuerpos como N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato para
introducir grupos maleimido o con N-succinimidil-4-(yodoacetil)-aminobenzoato (SIAB) para introducir grupos
yodoacetilo. El anticuerpo modificado después se hace reaccionar con el agente citotoxico que contiene tiol para
producir un conjugado citotéxico-anticuerpo enlazado a tioéter. El conjugado citotéxico-anticuerpo después se puede
purificar mediante filtracion en gel u otros métodos mencionados anteriormente o mediante métodos conocidos por el
experto en la materia.

Los agentes citotoxicos que contienen conectores que terminan en un éster de N-Hidroxi succinimidilo (NHS), como
los compuestos 43, 44 y 46, se pueden hacer reaccionar con el anticuerpo para producir conjugados enlazados con
amida directa como huN901-IGN-03 y huN901-IGN-07. El conjugado de agente citotéxico-anticuerpo después se
puede purificar mediante filtracion en gel u otros métodos mencionados anteriormente.

Los siguientes conjugados de agente citotoxico/agente de unién celular se pueden preparar usando los conectores

apropiados. Los dimeros 1 y 2 con conectores escindibles peptidicos se pueden preparar a partir de ésteres de NHS
correspondientes, el dimero 3 se puede realizar haciendo reaccionar el agente citotoxico que contiene tiol apropiado
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con agente de unién celular modificado por SMCC y el dimero 4 de hidrazona labil acido se puede preparar a través
de la condensacion de un agente citotdxico que contenga un alquilo, una cetona de arilo con un agente de unién
celular modificado con hidracida.
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5
Los conjugados de dimeros de indolinobenzodiacepina asimétricos como los dimeros 5 a 8 también se pueden

preparar usando métodos similares a los descritos anteriormente
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10 Los conjugados de agentes de union celular con agentes citotdxicos de la invencion se pueden evaluar para
determinar su capacidad de suprimir la proliferaciéon de diversas lineas celulares indeseadas in vitro. Por ejemplo, las
lineas celulares como la linea de carcinoma de colon humano COLO 205, la linea celular de rabdomiosarcoma RH-
30 y la linea celular de mieloma multiple MOLP-8 se pueden usar para la evaluacion de la citotoxicidad de estos
conjugados. Las células que se van a evaluar se pueden exponer a los compuestos durante 1 a 5 dias y las

15 fracciones supervivientes de células se pueden medir en ensayos directos mediante métodos conocidos. Los valores
de ICso se pueden calcular después a partir de los resultados de los ensayos.

Los ejemplos de potencia y especificidad diana in vitro de conjugados de agente citotdéxico-anticuerpo de la presente
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invencidén se muestran en las Figs. 21 a 26. Todos los conjugados con tasas de agente citotoxico/anticuerpode 1 a 3
son extremadamente citotoxicos sobre las células de cancer positivas para el antigeno con una ICsoen el intervalo
picomolar bajo. Las lineas celulares negativas para el antigeno se mantuvieron viables al exponerse a los mismos
conjugados. La especificidad diana de los conjugados de los dimeros de indolinobenzodiacepina son >1000 con los
anticuerpos huN901 (anti-CD56) y muB38.1 (anti-EpCAM). Por ejemplo, el conjugado B38.1-IGN-3 inactivo las
células COLO 205 positivas para el antigeno con un valor de ICso de 1,86 pM, mientras que la linea celular Namalwa
negativa para el antigeno fue alrededor de 200 veces menos sensible, con un valor de ICso de 336,3 pM, lo que
demuestra la especificidad del antigeno. Adicionalmente, el conjugado también es altamente potente hacia la linea
celular 205 MDR resistente a farmacos multiples con un valor de ICso de 16 pM. De manera similar, el conjugado
huN901-IGN3 fue altamente potente, con un valor de ICso de 15 pM para las células RH30 positivas para el antigeno
(Fig. 22). La adicion de un exceso de anticuerpo huN901 no conjugado suprimié este efecto citotoxico (ICso > 3 nM),
lo que demuestra la especificidad del antigeno. Otro conjugado huN901-IGN (huN901-IGN-07) también mostr6é gran
potencia hacia las células RH-30 que expresan el antigeno, con una citotoxicidad dependiente de la carga de
farmaco y valores de ICso de 16 pM, 3 pM y 2 pM, respectivamente, para los conjugados con 1,2, 2,0 y 3,0 farmacos
enlazados por molécula de anticuerpo (Fig. 23). Se obtuvieron resultados similares con huN901-IGNO7 y huN901-
IGNO3 hacia las células Molp-8 positivas para el antigeno. Hu901-IGNQ7 tuvo valores de ICso de 5 pM, 3 pM y 2 pM,
respectivamente, para las cargas de IGNO7 de 1,2, 2,0 y 3,0 (Fig. 24). Los conjugados huN901-IGNO7 e IGNO3
fueron mucho menos potentes hacia las células Namalwa negativas para el antigeno con valores de ICs0 en el
intervalo de 1000 pM a >3000 pM (Fig. 25). El conjugado B38.1-IGN10 también fue especificamente potente en la
inactivacion de células COLO 205 positivas para el antigeno, con una ICso de 17 pM y menos potente (170 pM) para
las células Ramos negativas para el antigeno (Fig. 26).

En un ejemplo, se midi6 la eficacia in vivo de un conjugado de agente de unién celular/agente citotdxico. Los ratones
sin pelo con tumores MOLP-8 humanos se trataron con conjugado huN901-IGN-07 y se observé una regresion
tumoral significativa en comparacioén con los tumores de ratones sin tratar que crecieron rapidamente (Figura 27).

Los dimeros de indolinobenzodiacepina de la presente invencion unen y alquilan el ADN de doble cadena (dsDNA)
que contiene residuos de guanina en cadenas opuestas con una separacion de 4 pares de base. Las figuras 28 a 30
presentan datos de ensayos de cromatografia de par idnico de fase inversa que muestran la velocidad de unién de
IGN-01, IGN-02 (que no forma parte de la presente invencién) e IGN-09 y la reticulacion al dsDNA. Se prefiere el
grupo indolino (IGN-01) al grupo oxazol (IGN-02) para una uniéon rapida al ADN y una reticulacion intercatenaria
(ICL). La velocidad inicial de formacién de aducto IGN1-ADN depende de la secuencia de ADN. IGN1 se une mas
rapido al ADN que contiene un motivo GATC interno que al ADN con una secuencia GTAC. La sonda de ADN
sustituida con desoxiinosina (l) (sin grupo amino C-2) en lugar de guanina (G) no mostré reaccién alguna con IGN-1
(Fig. 29).

Los valores de ICso de diversos compuestos de la presente invencién (e IGN-02 que no forma parte de la presente
invencién) hacia un panel de lineas celulares se listan en la Fig. 31. La potencia in vitro comparativa de compuestos
enlazables y no enlazables de la presente invencién se muestra en la Fig. 32. La incorporacién de un conector no
afecta de forma significativa la potencia de los compuestos principales.

Composiciones y métodos de uso

La presente invencion incluye una composicion (por ejemplo, una composicién farmacéutica) que comprende
compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo indolinobenzodiacepinas), derivados de los mismos o
conjugados de los mismos (y/o solvatos, hidratos y/o sales de los mismos) y un portador (un portador
farmacéuticamente aceptable). La presente invencion también incluye una composicién (por ejemplo, una
composicion farmacéutica) que comprende compuestos nuevos de benzodiacepina, derivados de los mismos o
conjugados de los mismos (y/o solvatos, hidratos y/o sales de los mismos) y un portador (un portador
farmacéuticamente aceptable), que comprende adicionalmente un segundo agente terapéutico. Las presentes
composiciones son utiles para inhibir el crecimiento celular anémalo o tratar un trastorno proliferativo en un mamifero
(por ejemplo, humano). Las presentes composiciones también son Utiles para tratar depresion, ansiedad, estrés,
fobias, panico, disforia, trastornos psiquiatricos, dolor y enfermedades inflamatorias en un mamifero (por ejemplo,
humano).

En la presente memoria descriptiva se describe también un método para inhibir el crecimiento celular anémalo o
tratar un trastorno proliferativo en un mamifero (por ejemplo, humano) que comprende administrar a dicho mamifero
una cantidad terapéuticamente efectiva de compuestos nuevos de benzodiacepina (por ejemplo,
indolinobenzodiacepina u oxazolidinobenzodiacepina), derivados de los mismos o conjugados de los mismos (y/o
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solvatos y sales de los mismos) o una composiciéon de los mismos, solos 0 en combinacién con un segundo agente
terapéutico.

En la presente memoria descriptiva se describen también métodos de tratamiento que comprenden administrar a un
sujeto que necesita tratamiento una cantidad efectiva de cualquiera de los conjugados descritos anteriormente.

De manera similar, la presente invencién proporciona un método para inducir la muerte celular en poblaciones
celulares seleccionadas que comprende poner en contacto células diana o tejidos que contienen células diana con
una cantidad efectiva de un agente citotoxico que comprende cualquiera de los agentes de unién celular-compuesto
citotoxico (por ejemplo, dimero de indolinobenzodiacepina enlazado con un agente de union celular) de la presente
invencion, una sal o solvato del mismo. Las células diana son células a las que se puede unir el agente de union
celular.

Si se desea, se pueden administrar otros agentes activos, como otros agentes antitumorales, junto con el conjugado.

Los portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados son bien conocidos y los pueden
determinar los expertos en la materia segun lo requiera la situacién clinica.

Los ejemplos de portadores, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen: (1) solucién salina amortiguada con
fosfato de Dulbecco, pH alrededor de 7,4, con o sin alrededor de 1 mg/ml a 25 mg/ml de albumina sérica humana,
(2) 0,9% de solucion salina (0,9% p/v de NaCl), (3) 5% (p/v) de dextrosa y también pueden contener un antioxidante
como triptamina y un agente estabilizante como Tween 20.

El método para inducir la muerte celular en poblaciones celulares seleccionadas se puede realizar in vitro, in vivo o
ex vivo.

Los ejemplos de usos in vitro incluyen tratamientos de médula ésea autéloga antes de su transplante en el mismo
paciente para inactivar células malignas o enfermas: tratamientos de médula 6sea antes de su transplante para
inactivar linfocitos T competentes y prevenir la enfermedad del injerto contra el hospedador (GVHD); tratamientos de
cultivos celulares para inactivar todas las células salvo variantes deseadas que no expresen el antigeno diana o
inactivar variantes que expresen el antigeno indeseado.

Las condiciones de uso no clinico in vitro pueden ser determinadas facilmente por un experto en la materia.

Los ejemplos de uso clinico ex vivo son retirar células tumorales o células linfoides de la médula ésea antes del
transplante aut6logo en el tratamiento contra el cancer o el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias o retirar
linfocitos T y otras células linfoides de tejido o médula ésea alogénica o autdloga antes del transplante para prevenir
la GVHD. El tratamiento se puede realizar de la siguiente manera. La médula 6sea se extrae del paciente u otro
individuo y después se incuba en medio con suero al que se agrega el agente citotéxico de la invencién, con
concentraciones en el intervalo de alrededor de 10 uM a 1 pM, durante alrededor de 30 minutos hasta alrededor de
48 horas a alrededor de 37°C. Las condiciones exactas de concentracion y tiempo de incubacion, es decir, la dosis,
pueden ser faciimente determinadas por un experto en la materia. Después de la incubacion, las células de la
médula ésea se lavan con medio con suero y se devuelven al paciente por via intravenosa de acuerdo con métodos
conocidos. En circunstancias donde el paciente recibe otro tratamiento como una secuencia de quimioterapia
ablativa o irradiacion corporal total entre el momento de la extraccion de la médula y la reinfusion de las células
tratadas, las células de la médula tratadas se almacenan en estado congelado en nitrégeno liquido usando equipos
médicos estandar.

Para el uso clinico in vivo, el agente citotoxico de la invencion se proporcionara como una solucion o un polvo
liofilizado que se evalla para determinar la esterilidad y los niveles de endotoxina. Los ejemplos de protocolos
adecuados de administracion de conjugados son los siguientes. Los conjugados se suministran semanalmente
durante 4 semanas como un bolo intravenoso por semana. Las dosis de bolo se suministran en 50 a 1000 ml de
solucioén salina normal a la que se pueden agregar 5 a 10 ml de albumina sérica humana. Las dosificaciones seran
de 10 ng a 2000 mg por administracion, por via intravenosa (intervalo de 100 ng a 20 mg/kg por dia). Después de
cuatro semanas de tratamiento, el paciente puede seguir recibiendo tratamiento semanalmente. Los protocolos
clinicos especificos con respecto a la via de administracion, los excipientes, los diluyentes, las dosificaciones, los
tiempos, etc., pueden ser determinados por un experto en la materia segun lo requiera la situacién clinica.

Los ejemplos de afecciones médicas que se pueden tratar de acuerdo con los métodos in vivo o ex vivo para inducir
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la muerte celular en poblaciones celulares seleccionadas incluyen neoplasias de cualquier tipo, incluyendo, por
ejemplo, cancer de pulmon, mama, colon, préstata, riidn, pancreas, ovario y érganos linfaticos; enfermedades
autoinmunitarias, como lupus sistémico, artritis reumatoide y esclerosis multiple; rechazos de injertos, como rechazo
de transplante renal, rechazo de transplante hepatico, rechazo de transplante pulmonar, rechazo de transplante
cardiaco y rechazo de transplante de médula ésea; enfermedad del injerto contra el hospedador; infecciones virales,
como infecciéon por CMV, infeccion por VIH, SIDA, etc., e infecciones parasitarias, como giardiasis, amebiasis,
esquistosomiasis y otras, segun lo determine un experto en la materia.

Las terapias contra el cancer y sus dosificaciones, vias de administraciéon y usos recomendados se conocen en la
técnica y se describen, por ejemplo, en el Physician's Desk Reference (PDR). EI PDR describe dosificaciones de
agentes que se han usado en el tratamiento de diversos canceres. El régimen de dosificacion y las dosis de estos
farmacos quimioterapéuticos mencionados anteriormente que son terapéuticamente efectivos dependeran del
cancer particular que se trate, la extension de la enfermedad y otros factores conocidos por el médico experto en la
materia y pueden ser determinados por el médico. Un experto en la materia puede estudiar el PDR usando uno o
mas de los siguientes parametros, para determinar el régimen de dosificacion y las dosis de los conjugados y
agentes quimioterapéuticos que se pueden usar de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion. Estos
parametros incluyen:

indice comprehensivo

Por fabricante

Productos (segun el nombre del farmaco registrado o la compafiia)
indice de categorias

indice genérico/quimico (nombres de farmacos comunes no registrados)
Imagenes a color de los medicamentos

Informacion del producto, coherente con la etiqueta de la FDA
Informaciéon quimica

Funcion/accion

Indicaciones y contraindicaciones

Investigacion de prueba, efectos secundarios, advertencias

Analogos y derivados

Un experto en la materia de los agentes citotéxicos comprendera facilmente que cada uno de los agentes citotoxicos
descritos en la presente memoria descriptiva se puede modificar de manera que el compuesto resultante aun
retenga la especificidad y/o actividad del compuesto inicial. El experto también comprendera que muchos de estos
compuestos se pueden usar en lugar de los agentes citotoxicos descritos en la presente memoria descriptiva. Por
consiguiente, los agentes citotoxicos de la presente invencién incluyen analogos y derivados de los compuestos
descritos en la presente memoria descriptiva.

EJEMPLOS

La invencion se ilustrara a continuacién en referencia a ejemplos no taxativos. Salvo que se indique lo contrario,
todos los porcentajes, tasas, partes, etc. son en peso. Todos los reactivos se compraron en Aldrich Chemical Co.,
Nueva Jersey u otras fuentes comerciales. Los espectros de resonancia magnética nuclear ("H RMN) se lograron en
un instrumento Bruker 400 MHz y los espectros de masa se lograron en un instrumento Bruker Daltonics Esquire
3000 usando ionizacién por electropulverizacion.

Ejemplo 1

Ester metilico del 4cido (2S)-1-[5-metoxi-2-nitro-4-(fenilmetoxi)-benzoil]-2-indolinacarboxilico 5:
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A una solucién agitada de acido 4-benciloxi-5-metoxi-2-nitrobenzéico 3 (7,01 g, 23,1 mmol) en diclorometano anhidro
(100 mL) y THF (10 mL) se agreg6 cloruro de oxalilo (4,1 mL, 46,2 mmol) y DMF (30 pL, 0,38 mmol) a temperatura
ambiente. Se formaron grandes cantidades de burbujas después de la adicion de la DMF. La mezcla se agité
durante toda la noche (la reaccién normalmente finaliza dentro de las 3 horas) y después los disolventes se retiraron
mediante evaporacién giratoria al vacio. El residuo se co-evapord otra vez mediante adicion de diclorometano
anhidro y se sometié a alto vacio para proporcionar el cloruro de acetilo 4 como un sélido amarillo, que se usé
directamente en la siguiente etapa.

A una solucion agitada de acido (s)-(-)-indolina-2-carboxilico 1 (3,43 g, 21,0 mmol) en metanol anhidro (42 mL) se
agrego cloruro de tionilo (3,1 mL, 42,0 mmol) gota a gota a 0°C. Después de 30 minutos, se retiro el bafio de hielo y
la mezcla se sigui6 agitando a temperatura ambiente durante 5 horas. El disolvente se retird a presion reducida y el
residuo se sec6 adicionalmente en alto vacio para proporcionar éster metilico 2, que se disolvié en THF anhidro (70
mL) en un matraz de fondo redondo de 500 mL. La solucién se enfrié6 hasta 0°C y se agreg6 trietilamina (9,7 mL,
69,3 mmol), seguido rapidamente por la adicién de cloruro de acetilo recién preparado 4 en THF anhidro (70 mL) a
través de una canula a 0°C. La mezcla se agité a 0 a 5°C durante otras 1,5 horas, después a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La reaccion se detuvo mediante la adicion de HCI 5% frio y después se diluy6é con acetato de
etilo y agua. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo tres veces. Las capas organicas combinadas se lavaron
posteriormente con salmuera, bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro y se
filtraron. Los disolventes se evaporaron a presién reducida y el residuo se purifico a través de cromatografia en gel
de silice (hexanos/acetato de etilo, 2:1, 1,5:1) para proporcionar éster metilico del acido (2S)-1-[5-metoxi-2-nitro-4-
(fenilmetoxi)-benzoil]-2-indolinacarboxilico 5 como un s6lido amarillo (9,1 g, rendimiento = 94%). '"H RMN (400 Hz,
CDCIls): el compuesto aparece como tres rotomeros distintos. 6 8,27 (d, J = 8,4 Hz, 0,3H), 7,90 (s, 0,1H), 7,82 (s,
0,6H), 7,79 (s, 0,3H), 7,50-7,28 (m, 5,4H), 7,20-7,09 (m, 1,3H), 7,05 (s, 0,6H), 6,97-6,81 (m, 1,6H), 6,76 (s, 0,1H),
5,85 (d, J = 8,0 Hz, 0,1H), 5,70 (d, J = 8,0 Hz, 0,6H), 5,45-5,41 (m, 0,6H), 5,33-5,21 (m, 2,1H), 4,55 (dd, J1 = 10,8 Hz,
J2=2,8 Hz, 0,3H), 3,98 (s, 1,8H), 3,94 (s, 0,9H), 3,83-3,81 (m, 2,4H), 3,62 (dd, J1 = 16,4 Hz, J> = 11,4 Hz, 1H), 3,56
(s, 0,9H), 3,27-3,13 (m, 1H); '*C RMN (400 Hz, CDCls): 171,5, 164,7, 155,2, 154,4, 148,6, 148,3, 140,3, 137,4,
135,11, 135,05, 130,5, 129,2, 128,7, 128,4, 127,9, 127,6, 127,5, 126,7, 125,5, 124,8, 124,3, 123,9, 117,6, 112,4,
110,1, 109,2, 108,8, 71,3, 71,2, 61,5, 60,2, 60,1, 56,7, 56,5, 52,5, 52,4, 33,6, 31,4; HRMS(ESI, m/z): calc. 463,1505
(M + H)*, encontrado 463,1516.

(2S)-1-[5-metoxi-2-nitro-4-(fenilmetoxi)-benzoil]-2-indolinaldehido 6:

MeO,C DIBA-H CE}
BnO NOZ% Td/CHCl2 BnoO 5
-78°C, 3h
N [
MeO 0
o 69%
5

A una solucion agitada del éster metilico 5 (4,4 g, 9,5 mmol) en diclorometano anhidro (11 mL) y tolueno (33 mL) se
agrego dibal-H (19 mL, 1,0 M en tolueno) gota a gota a través de una bomba de jeringa durante 30 minutos a -78°C.
La mezcla se siguié agitando a -78°C durante 3 horas y la TLC (hexanos/AcOEt, 1:1,5) mostr6 casi se habia
consumido el material de partida. La reaccién se inactivdé con metanol (0,4 mL) y 5% de HCI (30 mL) a -78°C. Se
agreg6 acetato de etilo (100 mL) y se retir6 el bafio de acetona/hielo seco. La mezcla se agitdé a temperatura
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ambiente durante 30 minutos y después se transfirié a un embudo separador. La capa acuosa se extrajo con AcOEt
dos veces y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, bicarbonato de sodio saturado y salmuera y
se secaron en sulfato de sodio anhidro. Se filtr6 a través de celita y los disolventes se retiraron en presion reducida
(temperatura < 35 °C). El residuo se purifico mediante cromatografia ultrarrapida (hexanos/AcOEt, 1,5:1, 1:1, 1:1,5)
para proporcionar el aldehido 6 como un soélido amarillo (2,85 g, y = 69%). '"H RMN (400 Hz, CDCls): el compuesto
aparece como tres rotémeros distintos. & 10,02 (s, 0,3H), 9,85 (s, 0,5H), 9,45 (s, 0,2H), 8,32-8,31 (m, 0,2H), 7,93 (s,
0,3H), 7,83 (s, 0,5H), 7,79 (s, 0,2H), 7,53-7,34 (m, 5,2H), 7,26-7,14 (m, 1,3H), 7,08 (s, 0,5H), 7,01-6,94 (m, 1H), 6,91-
6,82 (m, 1H), 5,78 (d, J = 8,4 Hz, 0,3 H), 5,71 (d, J = 8,4 Hz, 0,5H), 5,52-5,48 (m, 0,5H), 5,35-5,21 (m, 2,3H), 4,53-
4,50 (m, 0,2H), 4,06 (s, 1,5H), 3,98 (s, 0,6H), 3,94 (s, 0,9H), 3,63-3,17 (m, 2H); HRMS (ESI, m/z): calc. 433,1400 (M
+ H)*, encontrado 433,1387.

Compuesto 7:

o HC Mapsay
THF Ha0 B M=,
t. a dm‘ante la noche
:@rﬂ% ]JJ.egD MeOH."AcCl MED:@[/\H"N%
7 8
?3%

A una solucién agitada de aldehido 6 (2,16 g, 5 mmol) en THF (230 mL) se agreg6 agua desionizada (150 mL) y
ditionito de sodio (58%, 4,61 g, 22,5 mmol). La solucion ligeramente turbia obtenida se volvid transparente tras la
adiciéon de otros 5 mL de agua desionizada. La mezcla transparente se agité a temperatura ambiente durante 16
horas y se agregaron 30 mL de MeOH. Después de agitar durante otras 2 horas, los disolventes se retiraron a
presion reducida (temperatura del bario inferior a 35°C). El residuo se suspendié en acetonitrilo y se evaporé para
ayudar a retirar toda agua restante. El sélido blanco obtenido se secé adicionalmente por completo dejandolo en un
alto vacio durante algunas horas. El residuo se suspendié en diclorometano/metanol (1:1) y se filtr6 a través de
celita. El matraz y el sélido se lavaron a fondo con diclorometano/metanol (1:1). El filtrado se depurd a presién
reducida. El residuo se disolvio en metanol (50 mL), seguido por la adiciéon de cloruro de acetilo (1,8 mL, 25 mmol)
gota a gota. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y se concentr6 a presion reducida
(temperatura del bafo inferior a 35°C) para retirar la mitad del metanol. El resto se inactivé con bicarbonato de sodio
saturado, seguido por la adicion de diclorometano (150 mL) y agua (100 mL). La capa acuosa se extrajo con
diclorometano (2 x 100 mL) y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de
sodio anhidro y se filtraron. Los disolventes se retiraron a presion reducida y el residuo se purifico6 mediante
cromatografia en gel de silice (hexanos/AcOEt, 1:1, 1:1,3, 1:1,5) para proporcionar el compuesto 7 como un sélido
amarillo (1,41 g, rendimiento = 73%). '"H RMN (400 Hz, CDCls): & 8,26 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 4,4 Hz, 1H),
7,57 (s, 1H), 7,46-7,23 (m, 7H), 7,11-7,08 (m, 1H), 6,86 (s, 1H), 5,23 (d, J =12 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 12 Hz, 1H), 4,44
(ddd, J1=11,2 Hz, J2 = 4,4 Hz, J3s = 4,0 Hz, 1H), 3,97 (s, 3H), 3,67 (dd, J1 = 16,4 Hz, J2 = 11,2 Hz, 1H), 3,46 (dd, J1 =
16,4 Hz, J2 = 4,0 Hz, 1H); "3C RMN (400 Hz, CDCl3): 6 163,8, 163,0, 150,9, 148,3, 141,96, 139,97, 136,0, 129,4,
128,6, 128,1, 128,08, 127,3, 124,7, 124,69, 120,7, 116,8, 111,9, 111,3, 70,8, 56,2, 54,9, 32,5; HRMS(ESI, m/z): calc.
385,1552 (M + H)*, encontrado 385,1592.

Mondmero de indolinobenzodiacepina (IBD) 8:

MeSOH  HO M=
ﬁ % i NG Q}
ta 15h
el
™ T OT—FN

monomern de IBDE

A una solucion agitada del material de partida 7 (1,41 g, 3,67 mmol) en diclorometano (26 mL) se agregd una
solucién recientemente mezclada de acido metanosulfonico (26 mL) en diclorometano (52 mL) a temperatura
ambiente. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 1,5 horas y se diluy6 con diclorometano (100 ml). La
mezcla se vertidé sobre hielo (~200 g)/MeOH (10 mL). El pH de la soluciéon obtenida se ajustdo a 7 con NaHCO3
saturado, NaHCO3 solido y agua. La mezcla se separé y la capa de diclorometano se lavé con salmuera. Las capas
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acuosas combinadas se extrajeron con acetato de etilo (3 x 80 mL). Las capas de acetato de etilo se combinaron y
se lavaron con salmuera. El diclorometano y el acetato de etilo se combinaron, se secaron en sulfato de sodio
anhidro y se filtraron. Los disolventes se retiraron y el residuo (1,26 g) se purifico mediante cromatografia en gel de
silice (CH2Cl2/MeOH, 20:1, 15:1) para proporcionar el monémero de IBD 8 como un sdlido amarillo (1,02 g,
rendimiento = 95%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): 8 8,29 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 7,59 (s, 1H), 7,32-
7,28 (m, 2H), 7,13 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,94 (s, 1H), 6,02 (s, -OH), 4,50 (dt, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,4 Hz, 1H), 4,02 (s, 3H),
3,73 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 10,8 Hz, 1H), 3,52 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 1H); HRMS (ESI, m/z): calc. 295,1083
(M + H)*, encontrado 295,1076.

Ejemplo 2 (no forma parte de la presente invencion)

Ester metilico (s)-(-)-3-(benciloxicarbonil)-4-oxazolidinacarboxilico 10:

HOLC,, SOCl  MeO,C,
—_—
o N— Yaan o =
z a 99, ST

A una solucién agitada de &acido (s)-(-)-3-(benciloxicarbonil)-4-oxazolidinacarboxilico 9 (1,75 g, 6,96 mmol) en
metanol anhidro (15 mL) se agregé cloruro de tionilo (1,02 mL, 13,9 mmol) a 0°C. Después de 30 minutos, el bafio
de hielo/agua se retir6 y la mezcla de reaccion se siguio agitando a temperatura ambiente durante 3,5 horas. La
reaccion se inactivo mediante la adicion de bicarbonato de sodio saturado y se diluy6 con diclorometano (100 mL) y
agua (50 mL). La mezcla se separd y la capa acuosa se extrajo con diclorometano (2 x 50 mL). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro y se filtraron. Los disolventes se
retiraron a presion reducida y el residuo se purificoé mediante cromatografia en gel de silice (hexanos/AcOEt, 1,5:1)
para proporcionar éster metilico (s)-(-)-3-(benciloxicarbonil)-4-oxazolidinacarboxilico 10 como un aceite incoloro (1,84
g, rendimiento = 99%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): el compuesto aparece como un par de rotémeros distintos. d 7,35
(bs, 5H), 5,22-4,99 (m, 4H), 4,53-4,45 (m, 1H), 4,22-4,09 (m, 2H), 3,76 (s, 1,5H), 3,65 (s, 1,5H); MS (m/z): 288,0 (M +
Na)* encontrado.

Compuesto 11:

’ BrO HOZ CogMe
MeDsC P A OH i luego se filtra Mel:u@\(':' B0 MO 5
i TEF&IA%EOEt directamente hasta 4 4 U (_\P
XN——-’ —— = en solucidn de THE. E—— i Pt ™
Chz ta, 2h 0~5 DC, ah a1 %, 4

10 11

A una solucién agitada de éster metilico (s)-(-)-3-(benciloxicarbonil)-4-oxazolidinacarboxilico 10 (1,04 g, 3,92 mmol)
en acetato de etilo (16 mL) se agregoé trietilamina (1,4 mL, 10 mmol) e hidroxido de paladio sobre carbono (20%, 267
mg, 0,337 mmol). El aire en el matraz de reaccion se retir6 mediante vacio, después se aplicé un globo de hidrégeno
y la mezcla se agité en una atmoésfera de hidrégeno a temperatura ambiente durante 2 horas. A una soluciéon de
cloruro de acetilo 4 (preparado a partir de 1,3 g, 4,3 mmol de &cido 4-benciloxi-5-metoxi-2-nitrobenzoico 2 siguiendo
los procedimientos descritos anteriormente) en THF anhidro (15 mL) se agregé trietilamina (1,1 mL, 7,9 mmol) a 0°C,
seguido por la adicion de la mezcla de reaccion de hidrogenacién indicada anteriormente mediante filtracion a través
de celita. El catalizador de paladio/celita se lavo con THF anhidro (15 mL). La mezcla obtenida se agit6 a 0°C
durante 3 horas. Se diluyo con acetato de etilo y cloruro de amonio saturado. El pH de la mezcla se ajusté hasta 6-7
mediante la adicion de 5% de acido clorhidrico. La mezcla se separé y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo
(2 x 80 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro y se
filtraron. Los disolventes se retiraron a presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en gel de
silice (hexanos/AcOEt, 1:2, 1:3) para proporcionar el compuesto 11 como un sélido amarillo palido (1,49 g,
rendimiento = 91%). "H RMN (400 Hz, CDCls): el compuesto aparece como un par de rotémeros distintos. 8 7,78 (s,
0,5H), 7,75 (s, 0,5H), 7,48-7,37 (m, 5H), 6,97 (s, 0,5H), 6,91 (s, 0,5H), 5,39 (d, J = 4,8 Hz, 0,5H), 5,26-5,23 (m, 2,5H),
4,95 (dd, J1 = 7,2 Hz, J2 = 4,4 Hz, 0,5H), 4,81 (d, J = 3,6 Hz, 0,5H), 4,67 (d, J = 3,6 Hz, 0,5H), 4,37-4,30 (m, 1H),
4,25-4 11 (m, 1,5H), 4,02 (s, 1,5H), 3,97 (s, 1,5H), 3,87 (s, 1,5H), 3,67 (s, 1,5H); HRMS (ESI, m/z): calc. 417,1298 (M
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+ H)*, encontrado 417,1305.

Aldehido 12:
CO,Me DIBAIH CHO
BnO NO,S TOICH,.Cl,  BnO NO.E
270 789, 3h 27 Yo
MeO 70% MeO
O 11 O 12

A una solucion agitada del éster metilico 11 (1,49 g, 3,6 mmol) en diclorometano anhidro (4 mL) y tolueno (12 mL) se
agrego dibal-H (6,5 mL, 1,0 M en tolueno) gota a gota a través de una bomba de jeringa durante 30 minutos a -78°C.
La mezcla se siguio agitando a -78°C durante 2 horas. La reaccién se inactivo con metanol (146 pL, 3,6 mmol) y 5%
de HCI (30 mL) a -78°C. Se agregd acetato de etilo (100 mL) y se retird el bafio de acetona/hielo seco. La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y después se transfiri6 a un embudo separador. La capa acuosa
se extrajo con AcOEt dos veces. Todas las capas organicas se combinaron, se lavaron con salmuera, bicarbonato
de sodio saturado y salmuera. Se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se filtr6 a través de celita. Los filtrados se
evaporaron a presién reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en gel de silice (hexanos/AcOEt, 1:5,
1:10) para proporcionar el aldehido 12 como un soélido amarillo palido (980 mg, rendimiento = 70%). 'H RMN (400
Hz, CDCls): el compuesto aparece como un par de rotémero distintos. & 9,83 (s, 0,67H), 9,45 (s, 0,33H), 7,77 (s,
0,67H), 7,72 (s, 0,33H), 7,45-7,37 (m, 5H), 6,90 (s, 1H), 5,31-5,19 (m, 3H), 4,77 (bs, 1H), 4,67-4,56 (m, 1H), 4,36-
3,94 (m, 5H); HRMS (ESI, m/z): calc. 387,1192 (M + H)*, encontrado 387,1184.

Compuesto 13:

CHO
g : M=
BN NOz £, ey BNO o
D;B/N—“ —
[LE=la] t.a. durante la noche he
hego MeOHMMeC1 0
12 t.a, 30 min 13
Bl

A una solucién agitada de aldehido 12 (154 mg, 0,4 mmol) en THF (21 mL) se agregd agua desionizada (14 mL) y
ditionito de sodio (85%, 369 mg, 1,8 mmol). La mezcla transparente se agité a temperatura ambiente durante 16
horas y se agregaron 5 mL de MeOH. Después de agitar durante otras 2 horas, los disolventes se retiraron a presion
reducida (temperatura del bafio inferior a 35°C). El residuo se suspendio en acetonitrilo y se evapord para ayudar a
retirar el agua restante. El solido blanco obtenido se sec6 adicionalmente por completo dejandolo en un alto vacio
durante algunas horas. El residuo se suspendi6 en diclorometano/metanol (2:1) y se filtr6 a través de celita. El
matraz y el sélido se lavaron a fondo con diclorometano/metanol (1:1). El filtrado se depur6 a presion reducida. El
residuo se disolvié en metanol (56 mL) y se agregd rapidamente una solucion recién preparada de cloruro de acetilo
(0,15 mL)/MeOH (5 mL). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 30 minutos y se inactivd mediante la
adicion de bicarbonato de sodio saturado. Se diluyé con diclorometano y agua. Las dos capas se separaron y la
capa acuosa se extrajo con diclorometano. Las capas de diclorometano combinadas se lavaron con salmuera y se
secaron en sulfato de sodio anhidro. Los disolventes se retiraron a presion reducida para proporcionar 127 mg de
producto bruto. La capa acuosa y la solucion de lavado se combinaron y acidificaron hasta un pH de 2-3 con KHSOa.
Se concentr6 hasta la mitad a presiéon reducida (temperatura <40°C) y se extrajo con diclorometano. El
diclorometano combinado se lavé con bicarbonato de sodio saturado y salmuera y se sec6 en sulfato de sodio
anhidro. Se filtr6 y el filtrado se evapord a presion reducida. El residuo se combiné con mas de 127 mg de producto
crudo y se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (hexanos/AcOEt, 1:3, 1:5, 1:8) para proporcionar el
compuesto 13 como una espuma incolora (80 mg, rendimiento = 61%). "H RMN (400 Hz, CDCls): 8 7,77 (d, J = 4,0
Hz, 1H), 7,52 (s, 1H), 7,46-7,28 (m, 5H), 6,88 (s, 1H), 5,28 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 5,23 (d, J = 12 Hz, 1H), 5,17 (d, J = 12
Hz, 1H), 5,05 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 4,49 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 3,2 Hz, 1H), 4,33 (dd, J1 = 9,6 Hz, J2 = 6,4 Hz, 1H),
3,96 (s, 3H), 3,83 (dd, J1 = 6,4 Hz, J2 = 3,2 Hz, 1H); MS (m/z): encontrado 361,1 (M + Na)*, 379,1 (M + H20 + Na)*,
339,1 (M + H)*.
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Monoémero de oxazolidinobenzodiacepina (OBD) 14:

B ll,-/'\.O
oo~y zssa e

E2%
13 TTI0RALTIEL O de DBD 14

5 Una solucion del compuesto 13 (90 mg, 0,27 mmol) y Pd/C (10%, 90 mg) en etanol absoluto (1,5 mL) se burbuje6
con argén. Se agreg6 1,4-ciclohexadieno (496 ul, 5,3 mmol) y la burbuja de argén se continu6 durante 3 horas hasta
la desaparicion del material de partida (TLC, diclorometano/metanol 10:1). La mezcla después se filtr a través de
celita y la celita se lavd con metanol. El filtrado se evapor6 a presién reducida para proporcionar 63 mg del producto
bruto como una espuma incolora que se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol,

10 20:1) para proporcionar el monémero de OBD 14 (55 mg, rendimiento = 82%) como un sélido blanco. 'H RMN (400
Hz, CDCls): aparece como una mezcla de imina y sus ésteres metilicos, C11(R) y C11(S) (2:3:1). 8 7,71 (bs, 1H),
7,43 (s, 0,5H), 7,41 (s, 1H), 7,18 (s, 1,5H), 6,83 (s, 1H), 6,36 (s, 1,5H), 6,13 (s, 0,5H), 5,25 (d, J = 4,8 Hz, 0,5H),
5,22-5,20 (m, 1H), 5,14 (d, J = 5,2 Hz, 1,5H), 5,10 (d, J = 4,8 Hz, 0,5H), 5,05 (d, J = 5,2 Hz, 1,5H), 5,00-4,97 (m, 1H),
4,47 (d, J = 8,8 Hz, 1,5H), 4,44-4,41 (m, 1H), 4,32 (apt, J = 8,0 Hz, 0,5H), 4,28-4,25 (m, 1H), 4,18-4,00 (m, 2x1,5H +

15 2x0,5H = 4H), 3,84 (bs, 3x1H + 0,5H = 3,5H), 3,76 (bs, 3x1,5H + 1H = 5,5H), 3,73 (s, 3x0,5H = 1,5H), 3,56 (dt, J1 =
8,8 Hz, J2 = 2,8 Hz, 1,5H), 3,34 (s, 3x1,5H = 4,5H), 3,22 (s, 3x0,5H = 1,5H); MS (m/z): encontrado 303,1 (M + MeOH
+ Na)*, 271,1 (M + Na)*.

Ejemplo 3
20

Dimero 15 (IGN-09):

N=& co
+ le_~ - ta, dorante la noe
MO Q - Me Meoﬁrﬁr‘“@
0 15% o
) (RF HPLE) 15 {IGN-D9)

A una solucion del monomero de IBD 8 (147 mg, 0,5 mmol) y 1,3-diyodopropano (23 pl, 0,2 mmol) en DMF anhidro

25 (1,0 mL) se agregd carbonato de potasio (111 mg, 0,8 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante
toda la noche (16 horas) y se diluyo con diclorometano. Se lavé con cloruro de amonio saturado y salmuera, se seco
en sulfato de sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se evapor6 a presion reducida y el residuo se purificé a través de
HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, acetonitrilo/agua) para proporcionar el dimero 15 (IGN-09) (18,9
mg, rendimiento = 15%) como un sélido blanco. '"H RMN (400 Hz, CDCls): & 8,26 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 4,4

30 Hz, 2H), 7,55 (s, 2H), 7,26 (s, 4H), 7,12-7,08 (m, 2H), 6,88 (s, 2H), 4,45 (ddd, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,4 Hz, J3 = 4,0 Hz,
2H), 4,36-4,26 (m, 4H), 3,94 (s, 6H), 3,70 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 10,8 Hz, 2H), 3,50 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 4,0 Hz,
2H), 2,45 (p, J = 6,0 Hz, 2H); HRMS (ESI, m/z): calc. 629,2400 (M + H)*, encontrado 629,2400.

Ejemplo 4
35
Dimero 18 (IGN-01):

hd=Cl

KaLOgl
EE’E 7, DMF W=
\@\/ OH , MSOV©\J ta durante la noche
2% OMe e
para 2 etapas
N b 18 IGN01)
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A una solucion agitada de 1,3-bencenodimetanol 16 (11 mg, 0,08 mmol) en diclorometano anhidro (0,8 mL) se
agrego trietilamina (33 pl, 0,24 mmol), después cloruro de metanosulfonilo (16 pL, 0,21 mmol) gota a gota durante 15
minutos a -5 a -10°C. La solucion se agité a -5 a -10°C durante otros 60 minutos, se inactivd con hielo/agua y se
diluyé con acetato de etilo frio. La mezcla se separd, la capa organica se lavd con agua fria y se secd en sulfato de
sodio anhidro. Se filtr6 y el filtrado se evapord mediante evaporacion giratoria al vacio (temperatura < 35 °C). El
residuo 17 se someti6 a alto vacio durante algunas horas antes de disolverlo en DMF anhidro (1,5 mL). Se
agregaron posteriormente el monémero de IBD 7 (94 mg, 0,32 mmol), el carbonato de potasio anhidro (50 mg, 0,36
mmol) y el yoduro de potasio (27 mg, 0,16 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 17 horas
(corroborado mediante el espectro de masa) y se diluyé con diclorometano. Se lavé con salmuera, se secé en sulfato
de sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se evapor6 a presion reducida y el residuo se purificé mediante HPLC de fase
inversa (columna C18, CH3CN/H20, columna cargada con CHsCN/H20, 3:1 se agitdé durante 30 minutos y se
centrifugd antes de la inyeccion) para proporcionar el dimero 18 (IGN-01, 6,6 mg) como un solido blanco. '"H RMN
(400 Hz, CDCls): & 8,21 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,51 (s, 2H), 7,46 (s, 1H), 7,36 (bs, 3H), 7,23-
7,18 (m, 4H), 7,06-7,03 (m, 2H), 6,79 (s, 2H), 5,20 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 5,14 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 4,41 (ddd, J1 =
10,8 Hz, J2 = 4,4 Hz, J3 = 4,0 Hz, 2H), 3,92 (s, 6H), 3,64 (dd, J1 = 17,2 Hz, J2 = 11,2 Hz, 2H), 3,42 (dd, J1 = 16,8
Hz, J2 = 4,0 Hz, 2H); HRMS (ESI, m/z): calc. 691,2557 (M + H)*, encontrado 691,2570.

Ejemplo 5 (no forma parte de la presente invencion)

Dimero 19 (IGN-02):

Mz | M0z
TEA 4, OMF
LT
t a, dJJ.rante la noche /‘\7,=N r"\
OH — Ms=0 0O o}
“u: 1h g |
22%
y para 2 etapas 0 15 IGN _uz
p'unf'lca.clc-n (RP HPLC) t l

A una solucién agitada de 1,3-bencenodimetanol 16 (10 mg, 0,074 mmol) en diclorometano anhidro (0,8 mL) se
agrego trietilamina (31 pl, 0,22 mmol), después cloruro de metanosulfonilo (15 pL, 0,19 mmol) gota a gota durante 15
minutos a -5 a -10°C. La solucién se agité a -5 a -10°C durante otros 60 minutos, se inactivd con hielo/agua y se
diluyé con acetato de etilo frio. La mezcla se separd, la capa organica se lavd con agua fria y se secd en sulfato de
sodio anhidro. Se filtrd y el filtrado se evapordé mediante evaporacion giratoria al vacio (temperatura < 35 °C). El
residuo 17 se sometio a alto vacio antes de disolverlo en DMF anhidro (1,5 mL). Se agregaron posteriormente el
monomero de OBD 14 (70 mg, 0,28 mmol), el carbonato de potasio anhidro (51 mg, 0,37 mmol) y el yoduro de
potasio (25 mg, 0,15 mmol). La mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante 17 horas (corroborado mediante el
espectro de masa) y se diluyd con diclorometano. Se lavé con salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se
filtré. El filtrado se evaporé a presion reducida y el residuo se purifico mediante HPLC de fase inversa (columna C18,
CH3CN/H20, columna cargada con CHsCN/H20, 3:1 se agité durante 30 minutos y se centrifugé antes de la
inyeccion) para proporcionar el dimero 19 (IGN-02, 10,0 mg) como un solido blanco. '"H RMN (400 Hz, CDCls): &
7,75 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 7,50-7,48 (bs, 3H), 7,38 (bs, 3H), 6,83 (s, 2H), 5,26 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 5,21 (d, J = 14,4 Hz,
2H), 5,15 (d, J = 14,0 Hz, 2H), 5,03 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 4,34-4,30 (m, 2H), 3,94 (s, 6H), 3,86-3,76 (m, 2H); HRMS
(ESI, m/z): calc. 599,2142 (M + H)*, encontrado 599,2184.

Ejemplo 6
Triol 21:
OH
OH
LAH
MeO. OMe o
99%  HoO OH
0] 0]
20 21
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A una solucion agitada de 5-hidroxiisoftalato de dimetilo 20 (2,1 g, 10 mmol) en THF anhidro (50 mL) se agrego
hidruro de litio y aluminio (2,0 M en THF, 10 mL, 20 mmol) a -20 a -30°C a través de una bomba de jeringa durante
30 minutos. Después de 30 minutos, se retird el bafio de enfriamiento y la mezcla se siguio agitando a temperatura
ambiente durante 4 horas. Se enfrid hasta 0 a -10°C y se inactivo con sulfato de sodio saturado. La mezcla se diluyo
5 con acetonitrilo y se agreg6é 5% de acido clorhidrico (20 mL). Se agitdé durante 30 minutos y se secé en sulfato de
sodio anhidro. La mezcla se filtr6 a través de celita y el filtrado se evapor6 a presién reducida. El residuo se purificd a
través de cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol 10:1, 8:1, 5:1) para proporcionar triol 21 (1,5 g,
rendimiento = 99%) como un aceite incoloro que se volvié un solido blanco después de la formacion de la solucion
madre. "H RMN (400 Hz, MeOD): & 6,78, (s, 1H), 6,69 (s, 2H), 4,50 (s, 4H). *C RMN (400 Hz, MeOD): d 158,7,
10 144,4,117,8,113,8, 65,2; MS (m/z): encontrado 153,0 (M - H) ~.

Compuesto 22:

8]

OH O"V\)L\.

KaC 0O
HO OH CHaCH HDx/@‘vOH
21 refhjo 22

15
A una solucién de triol 21 (827 mg, 5,37 mmol) y 5-bromovalerato de metilo (998 mg, 5,12 mmol) en acetonitrilo (40
mL) se agregé carbonato de potasio (3,71 g, 26,9 mmol). La mezcla se colocé en un bafio de aceite a 86°C y se
sometid a reflujo durante 6 horas. La mezcla de reaccion se retird del bafio de aceite, se enfrié hasta temperatura
ambiente y los disolventes se evaporaron a presion reducida (temperatura < 35 °C). El residuo se diluyd con

20 diclorometano y se filtro. El filirado se lavé con salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se filtro. El filirado se
depurd a presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en gel de silice (hexanos/acetato de etilo,
1:2, 1:3) para proporcionar el compuesto 22 (1,15 g, rendimiento = 84%) como un solido blanco. '"H RMN (400 Hz,
CDCls): 6 6,89 (s, 1H), 6,80 (s, 2H), 4,62 (s, 4H), 3,98-3,95 (m, 2H), 3,67 (s, 3H), 2,41-2,37 (m, 2H), 2,23 (bs, -
OHx2), 1,84-1,78 (m, 4H); MS (m/z): encontrado 291,1 (M + Na)*.

25
OH OMe
0
Kol O
HO OH  Bhcn HO OH

Compuesto 23:
21 refhyjo 23

30 Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 22, se sintetizd el compuesto 23 (1,43 g, rendimiento
= 75%) como un soélido blanco a partir de triol 21 (1,16 g, 7,53 mmol), 4-bromobutirato de metilo (1,52 g, 8,39 mmol)
y carbonato de potasio (5,2 g, 37,6 mmol). "H RMN (400 Hz, CDCls): & 6,90 (s, 1H), 6,80 (s, 2H), 4,62 (s, 4H), 4,00
(t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,68 (s, 3H), 2,51 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,19 (s, -OHx2), 2,13-2,06 (m, 2H); MS (m/z): encontrado
277,1 (M + Na)*.

35
Compuesto 24:

v@\/ BTEHzEDzME \/@i
kal O
HO OH  Zhch HO OH

21 refljo 24

40 Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 22, se sintetizd el compuesto 24 (515 mg, rendimiento
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= 37%) como un solido pegajoso blanco a partir de triol 21 (953 mg, 6,19 mmol), bromoacetato de metilo (587 pl,
6,19 mmol) y carbonato de potasio (4,3 g, 31 mmol). 'H RMN (400 Hz, CDClIs): & 6,95 (s, 1H), 6,81 (s, 2H), 4,64 (s, -
OHx2), 4,61 (s, 4H), 3,81 (s, 3H), 2,41 (s, 2H); '*C RMN (400 Hz, CDClz): & 169,4, 158,1, 143,0, 118,5, 112,1, 65,2,
64,8, 52,3; MS (m/z): encontrado 249,0 (M + Na)*.

Compuesto 27:

Ohe
PdiC
MO Ha, MeOH MH; BrCHaC Oghle HN
5 psi, Zh kal Oz ]
HO OH  1o0% Ho CH CHaCN HO ZH
refhyjo
o] Z2b 27

A una solucion de 5-nitro-m-xileno-a,a’-diol 25 (1,07 g, 5,84 mmol) en metanol (50 mL) se agreg6 Pd/C (10%, 311
mg, 0,29 mmol). Se introdujo hidrégeno para remplazar el aire, después la mezcla se hidrogené (Hz, 5 psi) durante 2
horas a temperatura ambiente. La solucién se filtr6 a través de celita y el filtrado se evaporé mediante evaporacién
giratoria al vacio para proporcionar el compuesto 26 como un solido blanco (900 mg, rendimiento = 100%). 'H RMN
(400 Hz, MeOD): 6 6,71 (s, 1H), 6,66 (s, 2H), 4,51 (s, 4H); '*C RMN (400 Hz, MeOD): & 148,9, 143,8, 116,7, 114,3,
65,5. Se disolvio en acetonitrilo anhidro (30 mL) y se agregaron bromoacetato de etilo (443 pl, 4,67 mmol) y
carbonato de potasio (807 mg, 5,84 mmol). La mezcla se colocd en un bafio de aceite a 86°C y se sometid a reflujo
durante 17 horas. La mezcla de reacciéon se quité del bafio de aceite, se enfri6 hasta temperatura ambiente y se
diluyé con diclorometano. Se filtré a través de celita y el sélido se lavé con diclorometano. Aparecié un precipitado
blanco en el filtrado. Se recogié mediante filtracion para proporcionar el compuesto 27 (414 mg, rendimiento = 39%)
como un sélido blanco. 'H RMN (400 Hz, MeQOD): 8 6,67 (s, 1H), 6,53 (s, 2H), 4,51 (s, 4H), 3,94 (s, 2H), 3,73 (s, 3H);
3C RMN (400 Hz, MeOD): d 174,0, 149,7, 143,9, 116,2, 111,6, 65,6, 52,6, 46,5, MS (m/z): encontrado 248,0 (M +
Na)*.

Compuesto 28:

MH; HNWOME

\/@\J B C HalgCOahe 0
Kal O
HO OH [0 HDK,[ 1 OH

2b refhyo 28

A una solucién de 5-nitro-m-xileno-a,a’-diol 25 (564 mg, 3,08 mmol) en metanol (35 mL) se agregd Pd/C (10%, 164
mg, 0,154 mmol). Se introdujo hidrégeno para remplazar el aire, después la mezcla se hidrogeno (Hz, 5 psi) durante
2 horas a temperatura ambiente. La solucion se filtro a través de celita y el filtrado se evaporé mediante evaporacién
giratoria al vacio para proporcionar el compuesto 26, que se disolvié en acetonitrilo anhidro (15 mL) y se agregaron
4-bromobutirato de metilo (657 mg, 3,08 mmol) y carbonato de potasio (426 mg, 3,08 mmol). La mezcla se colocé en
un bafio de aceite a 86°C y se sometio a reflujo durante 18 horas. La mezcla de reaccion se retiré del bafio de
aceite, se enfri6 hasta temperatura ambiente y se diluy6é con diclorometano. Se filtr6 a través de celita y el sélido se
lavo con diclorometano/acetonitrilo (1:1). El filtrado se evapor6 a presion reducida y el residuo se purificé mediante
cromatografia en gel de silice (Combiflash, diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 28 (292 mg,
rendimiento = 37%) como un solido blanco. '"H RMN (400 Hz, MeOD): d 6,62 (s, 1H), 6,55 (s, 2H), 4,50 (s, 4H), 3,65
(s, 3H), 3,13 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 2,43 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 1,89 (p, J = 7,2 Hz, 2H); '*C RMN (400 Hz, MeOD): &
175,9, 150,5, 143,7, 115,5, 111,7, 65,7, 52,2, 44,3, 32,5, 25,8; MS (m/z): encontrado 276,0 (M + Na)*.

Compuesto 29:
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o CHal 0
co
HO OH ooy HOL OH
27 refhyje 29

A una solucién del compuesto 27 (230 mg, 1,02 mmol) en acetonitrilo anhidro (7 mL) se agreg6 yoduro de metilo (70
pl, 1,12 mmol) y carbonato de potasio (155 mg, 1,12 mmol). La mezcla se colocé en un bafio de aceite a 86°C y se
sometio a reflujo durante 17 horas. La mezcla de reaccion se retiré del bafio de aceite, se enfri6 hasta temperatura
ambiente y se diluyé con diclorometano. Se filiré a través de celita y el sélido se lavo con diclorometano/metanol
(10:1). El filtrado se evaporé a presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en gel de silice
(Combiflash, diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 29 (98 mg, rendimiento = 40%) como un so6lido
blanco. "H RMN (400 Hz, MeOD): & 6,70 (s, 1H), 6,63 (s, 2H), 4,84 (s, 2x-OH), 4,54 (s, 4H), 4,16 (s, 2H), 3,69 (s,
3H), 3,05 (s, 3H); '*C RMN (400 Hz, MeOD): d 173,6, 150,9, 143,8, 115,6, 111,0, 65,7, 54,9, 52,4, 39,8; MS (m/z):
encontrado 262,0 (M + Na)*.

Compuesto 30:

Kal: 0
HO OH I:Hacil HO OH

28 refhyjo 30

A una solucién del compuesto 28 (151 mg, 0,597 mmol) en acetonitrilo anhidro (4 mL) se agregé yoduro de metilo
(74 pl, 1,19 mmol) y carbonato de potasio (99 mg, 0,716 mmol). La mezcla se coloc6 en un bario de aceite a 86°C y
se sometid a reflujo durante 17 horas. La mezcla de reaccion se retird6 del bafio de aceite, se enfrid6 hasta
temperatura ambiente y se diluyd con diclorometano. Se filtr6 a través de celita y el sdlido se lavd con
diclorometano/metanol (10:1). El filtrado se evapor6 a presion reducida y el residuo se purifico mediante
cromatografia en gel de silice (Combiflash, diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 30 (63 mg,
rendimiento = 39%) como un aceite incoloro. '"H RMN (400 Hz, MeOD): & 6,67 (s, 2H), 6,65 (s, 1H), 4,54 (s, 4H),
3,65 (s, 3H), 3,36 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,92 (s, 3H), 2,36 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 1,87 (p, J = 7,2 Hz, 2H); '°C RMN (400 Hz,
MeOD): & 175,7, 151,3, 143,7, 115,0, 111,4, 65,9, 53,0, 52,2, 38,9, 32,2, 23,3; MS (m/z): encontrado 290,0 (M +
Na)*.

Compuesto 34 (IGN-03):

u]
v o
Tea -”\/\J’L\
f\_/"\/J'L\ TEA ,‘\F,\J_Jl\ KL Oq 0
0 OMe [ a OMe ﬂ OMe
g -
HDVQVDH 5T I'u'IsIII\\,@vDMs Q.. o ]
sin — N
22 parificacion b || mondmero de [ED 8 N--[ Me MeO
DMF o ;

t.a., durante la noche 11 QGH 0T}

A una solucion agitada del compuesto 22 (80,4 mg, 0,3 mmol) en diclorometano anhidro (2 mL) se agregé
trietilamina (125 pl, 0,9 mmol), después cloruro de metanosulfonilo (16 pL, 0,78 mmol) gota a gota durante 15
minutos a -5 a -10°C. La solucién se agité a -5 a -10°C durante otros 60 minutos, se inactivd con hielo/agua y se
diluyé con acetato de etilo frio. La mezcla se separé, la capa organica se lavé con agua fria y se secd en sulfato de
sodio anhidro. Se filtr6 y el filtrado se evapordé mediante evaporacion giratoria al vacio (temperatura < 35 °C). El
residuo 31 se someti6 a alto vacio antes de disolverlo en DMF anhidro (3 mL). Se agregaron el monémero de IBD 7
(221 mg, 0,75 mmol) y carbonato de potasio anhidro (207 mg, 1,5 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 20 horas (corroborado mediante el espectro de masa) y se diluyé con diclorometano. Se lavé con agua y
salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se evaporé a presion reducida y el residuo se
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purificd6 mediante cromatografia en gel de silice (hexanos/acetato de etilo, 1:3, 1:4, 1:6, 1:10, después acetato de
etilo/metanol, 10:1) para proporcionar el compuesto 34 (169 mg, rendimiento = 68%, 86% de pureza con base en la
HPLC de fase inversa analitica) como un solido amarillento. Las fracciones que contenian impurezas y el compuesto
34 también se recogieron y los disolventes se evaporaron para proporcionar 70 mg de solido amarillento. Los dos
solidos amarillentos se combinaron y se purificaron adicionalmente mediante HPLC de fase inversa (columna C18,
CH3CN/H20, columna cargada con CHsCN/H20, 3:1 se agité durante 30 minutos y se centrifugé antes de la
inyeccion) para proporcionar el dimero 34 (IGN-03, 103 mg, rendimiento = 41%) como un solido blanco. '"H RMN
(400 Hz, CDCls): & 8,27 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,85 (d, J = 3,2 Hz, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,29-7,24 (m, 4H), 7,12-7,07 (m,
3H), 6,94 (s, 2H), 6,83 (s, 2H), 5,22 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 5,16 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 4,47 (dt, J1 = 11,2 Hz, J2=44
Hz, 2H), 3,98 (bs, 8H), 3,73-3,64 (m, 2H), 3,68 (s, 3H), 3,48 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 2H), 2,42-2,38 (m, 2H),
1,83-1,80 (m, 4H); HRMS (ESI, m/z): calc. 821,3187 (M + H)*, encontrado 821,3188.

Compuesto 35 (IGN-04):

- Ohde
i |:||'U'| co u}
S ml “nsbnaito de [ED 8 \vﬂﬂ’
5t DUF
HO OH uC i ta darante la noche
FA| Wed r*
P‘mﬁ“m“ 35 {IGH-04)

Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 34, se sintetizé el compuesto 35 (IGN-04) (151 mg,
rendimiento = 62%, 88% de pureza con base en la HPLC de fase inversa analitica) como un solido amarillento. Parte
del mismo se purificé adicionalmente mediante HPLC de fase inversa para el analisis de '"H RMN. 'H RMN (400 Hz,
CDCl3): 6 8,17 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 7,48 (s, 2H), 7,20-7,15 (m, 4H), 7,03-6,99 (m, 3H), 6,85
(s, 2H), 6,75 (s, 2H), 5,12 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 5,06 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 4,37 (dt, J1 = 11,2 Hz, J2 = 4,4 Hz, 2H),
3,93 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,86 (s, 6H), 3,64-3,57 (m, 2H), 3,60 (s, 3H), 3,39 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 2H), 2,44 (t,
J=7,2Hz, 2H), 2,02 (p, J = 6,4 Hz, 2H); HRMS (ESI, m/z): calc. 807,3030 (M + H)*, encontrado 807,3008

Compuesto 36 (IGN-05):

COMe
o]
o~y oMe M ® nehehin & D3 A“'
o DCM O D
HO. H u,: Th M0 OMs b2, durante la noche
24 Me
pu.n.ﬁcacmn

36 (IGN-05)

Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 34, se sintetizé el compuesto 36 (IGN-05) (84,5 mg,
rendimiento = 18%) como un solido blanco después de la HPLC preparativa de fase inversa. '"H RMN (400 Hz,
CDCl3): 6 8,24 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,55 (s, 2H), 7,26-7,22 (m, 4H), 7,12-7,07 (m, 3H), 6,96
(s, 2H), 6,81 (s, 2H), 5,18 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 5,12 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 4,64 (s, 2H), 4,44 (dt, J1 =10,8 Hz, J2=4 4
Hz, 2H), 3,95 (s, 6H), 3,77 (s, 3H), 3,73-3,62 (m, 2H), 3,44 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 2H); HRMS (ESI, m/z):
calc. 779,2717 (M + H)*, encontrado 779,2703.

Compuesto 39 (IGN-06):
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Ohe

\N/xhl_r
el
"'\N _,,-m]r, E ﬂsﬁl ‘\.,N ’/\-\.\_\]-I/. kgl Oy B,

0 DMF
DEM,, 0 t.a, dm'antelamche
HO OH -50C, 1k MsO Oz e Med r’

sln
29 it 37 39 IGN.06)

Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 34, se sintetiz6 el compuesto 39 (IGN-06) en 6% de
rendimiento como un solido blanco después de la HPLC preparativa de fase inversa. '"H RMN (400 Hz, CDClz): &
8,28 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,31-7,26 (m, 4H), 7,12 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 6,90-6,86
(m, 3H), 6,72 (s, 2H), 5,22 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 5,13 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 4,51-4,46 (m, 2H), 3,99 (s, 6H), 3,74-3,68
(m, 2H), 3,71 (s, 3H), 3,49 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 2H), 3,09 (s, 3H); HRMS (ESI, m/z): calc. 792,3033 (M +
H)*, encontrado 792,3013.

Compuesto 40 (IGN-07):

'\-\N_..-\_\‘_,.J\H’_OME!
MSCI
WWOME KOS,
a DEM
v@\/ u Q\/ ta, du.rantelamche
HO 0H C 1h Mz M I_,_N
0 p'unﬂca::mn 40 {IGN- ﬂ?l

Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 34, se sintetizo el compuesto 40 (IGN-07) en 21% de
rendimiento como un solido blanco después de la HPLC preparativa de fase inversa. '"H RMN (400 Hz, CDCla): &
8,27 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,84 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,30-7,23 (m, 4H), 7,21-7,02 (m, 3H), 6,88 (s, 2H),
6,74 (s, 2H), 5,23-5,13 (m, 4H), 4,50-4,42 (m, 2H), 3,99 (s, 6H), 3,74-3,70 (m, 2H), 3,67 (s, 3H), 3,51-3,33 (m, 4H),
2,92 (s, 3H), 2,36-2,30 (m, 2H), 1,93-1,84 (m, 2H); HRMS (ESI, m/z): calc. 820,3346 (M + H)*, encontrado 820,3329.

Ejemplo 7

Compuesto 41:

0 0
OMAOME -'*\/\)LOH
leg5n0H
CICHZCHC
m Meom i M IIOME %
34 (IGND3) 41 (dcido IGNI]S)

A una solucién del compuesto 34 (42 mg, 0,051 mmol) en 1,2-dicloroetano anhidro (1 mL) se agreg6 hidréxido de
trimetilestafio (139 mg, 0,77 mmol). La mezcla se calento a 78 a 82°C (bario de aceite de 80°C) y se agit6 durante
toda la noche. La TLC (CH2Cl2/MeOH, 10:1) mostro la desaparicion del material de partida. La mezcla de reaccion
se enfrio hasta temperatura ambiente y se diluyé con diclorometano. Se lavé con gotas de acido clorhidrico al 5% en
salmuera, cloruro de amonio saturado y salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporé. El
residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (Combiflash CH2Cl2/MeOH, de 1:0 a 5:1) para
proporcionar acido IGN-03 41 (33,8 mg, rendimiento = 82%) como un solido amarillento. El residuo también se
puede usar para la siguiente etapa sin purificacion. MS (m/z): encontrado 805,1 (M - H) -, 823,0 (M + H20 — H) -,
829,2 (M + Na)*, 847,2 (M + H20 + Na)*.

Compuesto 42:
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0;1\_/’\\0“:0“'13 WOH

Oxﬁ\lo N=, 2N LidH \H/\QQ
?ﬁom MEO%@ ;:IISIMEDH mﬂ%

35 (IGN-04) 42 (acido IGN-04)

A una solucién agitada del compuesto 35 (32 mg, 0,040 mmol) en una mezcla de THF (0,4 mL), metanol (0,1 mL) y
agua desionizada (0,1 ml) se agregé LiOH 2N recién preparado (24 ul, 0,048 mmol) a 0°C. El bafio de enfriamiento
se retird y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 8 horas. La mezcla de reaccion se diluyd con acetato
de etilo y agua. El pH de la mezcla se ajusté hasta 4-5 con 5% de acido clorhidrico. Se lavé con salmuera, se secé
en sulfato de sodio anhidro y se filtrd. El filirado se evapord a presion reducida y el residuo se purifico6 mediante
HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, acetonitrilo/H20) para proporcionar el acido IGN-04 42 (4,2 mg,
rendimiento = 13%) como un sélido blanco. MS (m/z): encontrado 791,0 (M - H) -, 809,0 (M + H20 — H) -, 815,2 (M +
Na)*, 833,1 (M + H20 + Na)*.

Compuesto 43:

OH

S0 B oo T e

A1 (acido IGNI]S) 43 (éster IGN.D3 NHS)

A una solucion agitada del acido IGN-03 41 (8,9 mg, 0,011 mmol) en diclorometano anhidro (0,2 mL) se agregé
N-hidroxisuccinimida (2,6 mg, 0,022 mmol), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (4,2 mg, 0,022
mmol) y una particula pequefia de dimetilaminopiridina. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante toda la
noche y se diluyé con diclorometano. Se lavo con cloruro de amonio saturado y salmuera, se secé en sulfato de
sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
gel de silice (Combiflash CH2Cl2/MeOH, 1:0 a 10:1) para proporcionar éster IGN-03 43 (7,9 mg, rendimiento = 79%)
como un solido amarillento. La purificacién mediante HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, CHsCN/H20,
las fracciones de producto se extrajeron con diclorometano) proporcion6 3,2 mg de sélido blanco para el analisis de
"H RMN. '"H RMN (400 Hz, CDCls): & 8,28 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 7,59 (s, 2H), 7,31-7,27 (m,
4H), 7,15-7,10 (m, 3H), 6,97 (s, 2H), 6,86 (s, 2H), 5,25 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 5,18 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 4,49 (dt, J1 =
10,8 Hz, J2 = 4,0 Hz, 2H), 4,04 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 4,01 (s, 6H), 3,72 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 10,8 Hz, 2H), 3,51 (dd, J1
= 16,8 Hz, J2 = 4,0 Hz, 2H), 2,85 (bs, 4H), 2,72 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,99-1,91 (m, 4H); HRMS (ESI, m/z): calc.
904,3194 (M + H)*, encontrado 904,3182.

Compuesto 44:
a

DWDH D,»V.E,D—huuij
ettt B ooy

42 (acido IGN-04) 44 (éster IGN-04 NHS)

Siguiendo el procedimiento usado para preparar el compuesto 43, se sintetizd el compuesto 44 en 86% de
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rendimiento como un s6lido amarillento. MS (m/z): encontrado 944,2 (M + MeOH + Na)*, 976,2 (M + 2MeOH + Na)*.

Compuesto 45 (acido IGN-07):

""\-.N/-\_/—\E,DME “‘\Nﬂv—\-\n_,DH

Nﬁ”\/@\zuﬁ:‘/ rﬁ:ﬂﬁfﬁ;:DHI:cl n \/©v ﬁ\r
Ny OMe  MeO 3,3 Tt
0

40 (IGN.07) 45 (acide IGNOT)

A una solucion del compuesto 40 (14 mg, 0,017 mmol) en 1,2-dicloroetano anhidro (0,5 mL) se agreg6 hidroxido de
trimetilestafio (62 mg, 0,34 mmol). La mezcla se calenté a 78 a 82°C (barfio de aceite de 80°C) y se agit6 durante
toda la noche. La TLC (CH2Cl2/MeOH, 10:1) mostro la desaparicion del material de partida. La mezcla de reaccion
se enfrid6 hasta temperatura ambiente y se diluyé con diclorometano. Se lavé con cloruro de amonio saturado y

10 salmuera, se seco en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporé para proporcionar acido IGN-07 45 como un
solido amarillento palido (29,2 mg, contaminado con hidroxido de trimetilestafio). MS (m/z): encontrado 804,1 (M - H)
5, 822,1 (M + H20 — H) -, 828,2 (M + Na)*, 846,2 (M + H20 + Na)*. Se usé en la siguiente etapa sin purificacion.

Compuesto 46:

. A\/\n,DH xNWD—N;

ot B ooty

15 45 (icido IGN.0T) 46 (¢ster IGN-07 NHS)

A una solucion agitada del acido IGN-07 45 de la reaccién anterior (0,017 mmol) en diclorometano anhidro (0,5 mL)
se agrego6 N-hidroxisuccinimida (6,1 mg, 0,051 mmol), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (9,8
mg, 0,051 mmol) y una particula pequefia de dimetilaminopiridina. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente

20 durante toda la noche y se diluy6 con diclorometano. Se lavé con cloruro de amonio saturado y salmuera, se sec6 en
sulfato de sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo se purifico mediante
cromatografia en gel de silice (Combiflash CH2Cl2/MeOH, 1:0 a 10:1) para proporcionar éster IGN-07 46 (9,1 mg,
rendimiento = 59% para dos etapas a partir de IGN-07) como un so6lido amarillento. '"H RMN (400 Hz, CDCls): d 8,25
(d, J =7,6 Hz, 2H), 7,82 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,55 (s, 2H), 7,26-7,18 (m, 5H), 7,09 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 6,84 (s, 2H),

25 6,74 (s, 2H), 5,21 (d, J = 12,4 Hz, 2 H), 5,15 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 4,46-4,42 (m, 2H), 3,98 (s, 6H), 3,72-3,64 (m, 2H),
3,44-3,37 (m, 4H), 2,95 (s, 3H), 2,74 (bs, 4H), 2,57 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,95 (t, J = 7,2 Hz, 2H); HRMS (ESI, m/z):
calc. 903,3354 (M + H)*, encontrado 903,3347.

Ejemplo 8
30
Compuesto 47:
I
MeOH
H3N/\,SH + H,C— ﬁ___SM Mebn 2N/\/SSMG
Cl 0 47

A una solucién agitada de clorhidrato de cisteamina (568 mg, 5 mmol) en metanol anhidro (15 mL) se agrego
35 metanotiosulfonato de S-metilo (519 pl, 5,5 mmol) a 0°C. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se agrego trietilamina (1,4 mL, 10 mmol) y los disolventes se retiraron a presion reducida. El residuo se
disolvié en 50 mL de diclorometano anhidro y proporcion6 una solucién de 0,1 M del compuesto 47 en diclorometano
(asumiendo un 100% de rendimiento). Se us6 una parte alicuota de la solucién (0,2 mL) para la siguiente reaccion.
El resto de la solucion se diluyd con diclorometano, se lavé con bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se seco
40 en sulfato de sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se evapord a presion reducida y el residuo se purifico6 mediante
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cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol, 10:1 con trietilamina 1%) para proporcionar el compuesto 47
(82 mg, rendimiento = 13%, producto perdido en el procesamiento acuoso debido a su buena solubilidad en agua)
como un acido incoloro. '"H RMN (400 Hz, CDCls): 6 3,02 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,77 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,41 (s, 3H),
1,34 (bs, 2H).

Compuesto 48 (IGN-08):
0}

O/\/\)J\ o /\/\)J\ o~ SSMe
EDC
N 0 o N:g DMAP
CH,Cl
N OMe MeO N
o 41 © 48 (IGN 08)

A un matraz que contiene acido IGN-03 41 (8,1 mg, 0,01 mmol) se agregé la solucién de 0,1 M anterior del
compuesto 47 en diclorometano anhidro (0,2 mL). Se agregaron clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida (3,8 mg, 0,02 mmol), ftrietilamina (1,4 pl, 0,01 mmol) y una particula pequefa de
dimetilamonopiridina. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante toda la noche y se diluy6 con
diclorometano. Se lavo con cloruro de amonio saturado y salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se filtré. El
filtrado se evapor6 a presién reducida y el residuo se purifico a través de HPLC preparativa de fase inversa (columna
C18, acetonitrilo/H20) para proporcionar el compuesto 48 (4,0 mg, rendimiento = 44%) como un solido blanco. 'H
RMN (400 Hz, CDCls): 6 8,25 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,84 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,57 (s, 2H), 7,29-7,24 (m, 4H), 7,10 (t, J =
7,6 Hz, 2H), 7,06 (s, 1H), 6,92 (s, 2H), 6,82 (s, 2H), 5,22 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 5,17 (d, J = 12,4 Hz, 2H), 4,46 (dt, J1 =
11,2 Hz, J2 = 4,4 Hz, 2H), 3,98 (bs, 8H), 3,69 (dd, J1 = 16,8 Hz, J> = 10,8 Hz, 2H), 3,62 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 3,58 (d, J
=6,0 Hz, 1H), 3,48 (dd, J1 = 17,2 Hz, J2 = 3,6 Hz, 2H), 2,82 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,39 (s, 3H), 2,23 (t, J = 6,8 Hz, 2H),
1,80-1,78 (m, 4H); HRMS (ESI, m/z): calc. 912,3101 (M + H)*, encontrado 912,3118.

Compuesto 49:

0
SH
"‘-\;’\)'I\ A Of\f\}LNw
MeOH
amortizaador M=
Hés
\NH mEonﬁfNQ{D : \rﬁﬁ MEO:: ﬂor“%

48 (IGN.08)

A una suspensién de clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP-HCI, 3,8 mg, 0,013 mmol) en una gota de agua
desionizada (~50 pL) se agreg6 bicarbonato de sodio saturado gota a gota (~25 pL) para ajustar el pH hasta
alrededor de 6 a 7, seguido por la adicién de solucién tampén a pH 6,5 (tampén de fosfato 0,1 M, 0,3 mL). La mezcla
obtenida se agreg6 a la solucién del compuesto 48 (IGN-08, 4,0 mg, 0,0044 mmol) en metanol (1,0 mL) y acetonitrilo
(1,0 mL). La solucion se agitd a temperatura ambiente durante 1,5 horas y se diluy6 con diclorometano y tampén a
pH 6,5 (la reaccion se corroboré6 mediante espectros de masa, que mostraron solamente las sefales del producto).
Se separ6 y la capa organica se lavd con salmuera, se seco en sulfato de sodio anhidro y se filtr6. El filtrado se
evaporé a presion reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (Combiflash,
diclorometano/MeOH) para proporcionar el producto 49 como un sélido amarillo palido (2,7 mg, rendimiento = 71%).
MS (m/z): encontrado 864,0 (M - H) -, 932,0 (M + MeOH + 2H20 - H)", 888,1 (M + Na)*, 920,2 (M + MeOH + Na)*,
952,2 (M + 2MeOH + Na)*.

Ejemplo 9

Compuesto 50:
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)
N/\/SH + (j\ J\/j MeOH S—S N/
C| H2N/\/

50

A una solucién agitada de clorhidrato de cisteamina (227 mg, 2 mmol) en metanol anhidro (10 mL) se agreg6 aldritiol
(661 mg, 3 mmol). La solucién de reaccion pasoé de incolora clara a amarilla clara después de la adicion de aldritiol.
La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 21 horas. Se agreg6 trietilamina (279 pl, 2 mmol) y los
disolventes se retiraron a presion reducida. El residuo se purificé a través de cromatografia en gel de silice
(Combiflash, diclorometano/metanol, 1:0 a 15:1 con 0,1% de trietilamina) para proporcionar el compuesto 50 (301
mg, rendimiento = 81%) como un aceite incoloro. "H RMN (400 Hz, CDCls): & 8,52-8,49 (m, 1H), 7,69-7,60 (m, 2H),
7,15-7,10 (m, 1H), 3,04 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,92 (t, J = 6,0 Hz), 1,92 (bs, 2H).

o B
OM /\/\)I\/\/S SO

Compuesto 51 (IGN-10):

Setieny m%ﬁﬁ e e,

51 (IGN- 10)

A una solucion de acido IGN-03 41 (a partir de 0,05 mmol de IGN-03 sin purificacién) en diclorometano anhidro (1
mL) se agreg6 el compuesto 50 (37 mg, 0,2 mmol), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (38
mg, 0,2 mmol) y una particula pequefia de dimetilaminopiridina. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante
toda la noche y se diluy6 con diclorometano. Se lavo con cloruro de amonio saturado y salmuera, se secd en sulfato
de sodio anhidro y se filtré. El filtrado se evapor6 a presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia
en gel de silice (Combiflash, diclorometano/metanol, 1:0 a 5:1) para proporcionar 51 mg de espuma amairilla, que se
purificé adicionalmente mediante HPLC de fase inversa preparativa (columna C18, acetonitriio/H20) para
proporcionar el compuesto 51 (7,4 mg, rendimiento = 15%) como un solido amarillento. '"H RMN (400 Hz, CDCls): &
8,50 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 8,28 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,87 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,63-7,59 (m, 3H), 7,52 (d, J = 8,0 Hz, 1H),
7,31-7,21 (m, 4H), 7,14-7,09 (m, 4H), 6,96 (s, 2H), 6,85 (s, 2H), 5,23 (d, J = 12,8 Hz, 2H), 5,18 (d, J = 12,4 Hz, 2H),
4,49 (dt, J1 = 11,2 Hz, J2 = 4,4 Hz, 2H), 4,03-4,00 (m, 8H), 3,72 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 11,2 Hz, 2H), 3,60 (d, J = 5,6
Hz, 1H), 3,57 (d, J = 5,6 Hz, 1H), 3,50 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 2H), 2,95 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,30 (t, J = 6,4 Hz,
2H), 1,85-1,84 (m, 4H); HRMS (ESI, m/z): calc. 975,3210 (M + H)*, encontrado 975,3190.

Compuesto 53:

CulM 02 GHAa0 Bro

L]
52 MeD 53

A una solucion agitada de alcohol 4-benciloxi-3-metoxibencilico 52 (2,5 g, 10 mmol) en anhidrido acético (30 mL) se
agregd hidrato de nitrato de cobre (Il) (2,7 g, 11 mmol) lentamente en porciones a 0°C. La suspension obtenida se
sigui6 agitando a 0°C durante 1 hora y a temperatura ambiente durante 3 horas. La mezcla de reaccion se vertié
sobre hielo/agua y se agit6 durante 1 hora. Se filtr6 para recoger el sélido amarillo, que se disolvioé posteriormente en
MeOH/THF (1:1, V/V, 30 mL). Se agregd carbonato de potasio (2,1 g, 15 mmol) y la mezcla obtenida se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se concentré a presion reducida y el residuo se diluy6 con diclorometano, se
lavo con agua y salmuera, se seco en sulfato de sodio anhidro y se filtrd. El filirado se evaporé a presion reducida y
el residuo se purificé mediante cromatografia en gel de silice (CH2Cl2/MeOH, 20:1, 18:1, 15:1) para proporcionar el
compuesto 53 (1,50 g, rendimiento = 52%) como un solido amarillo. '"H RMN (400 Hz, CDCls): d 7,78 (s, 1H), 7,48-
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7,33 (m, 5H), 7,20 (s, 1H), 5,18 (s, 2H), 4,96 (s, 2H), 4,01 (s, 3H).
Ejemplo 10

5 Compuesto 123:

H NHBoc NHBoc
H . H
H N}I/EX XN LiOH ’ NN
N )«ﬂo N ! THF/MeOH/H,0 N )\/ﬂ N
—_—
MeOYL/:\S o N ' 55~60 °C HOYF\S N ° i
N

O \ 65% O |
122 123
A una solucion agitada del compuesto 122 (137 mg, 0,22 mmol) en THF (1,5 mL) y MeOH (0,5 mL) se agreg6 una
solucién de monohidrato de hidréxido de litio (46 mg, 1,1 mmol) en agua desionizada (0,5 mL). La mezcla se agit6 en
10 un bafio de aceite a 60°C durante 6 horas. Se enfri6 hasta temperatura ambiente y se diluyé con acetato de etilo y
agua. El pH se ajust6 hasta 4-5 con 5% de acido clorhidrico. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo. Las
capas organicas combinadas se lavaron con bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se secaron en sulfato de
sodio anhidro y se filtraron. El filtrado se depur6 hasta proporcionar el compuesto 123 (87,5 mg, rendimiento = 65%).
MS (m/z): 606,1 encontrado (M - H) ~.
15
Compuesto 124:

H NHBoc NHBoc
N)(L/_\S i N NYL/_\X
H
H N ,;l \ 0 N H%/\/\)LOMG H ';l \ N
I 3 \ 0
T \NYL/—\E 0 ';I c® MeO Hﬂ N O ’;l
HO N - e
N O EDC/DMAP \[o(\/\/ o N !
(O DMF
123 70% 124

20 A una solucién del acido 123 (87,5 mg, 0,14 mmol) en DMF anhidra (1 mL) se agregé DMAP (21 mg, 0,17 mmol),
clorhidrato de 5-aminovalerato de metilo (26 mg, 0,15 mmol) y EDC (40 mg, 0,21 mmol). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante toda la noche y se diluy6 con acetato de etilo. Se lavd con cloruro de amonio
saturado, salmuera, bicarbonato de sodio saturado y salmuera y se secd en sulfato de sodio anhidro y se filtrd. El
filtrado se depuro y el residuo se purifico mediante cromatografia en gel de silice (Combiflash, diclorometano/MeOH)

25 para proporcionar el compuesto 124 (71 mg, rendimiento = 70%) como una espuma amarilla. '"H RMN (400 Hz,
CDCls): 6 9,07 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,09 (s, 1H), 7,00 (s, 1H), 6,74 (s, 1H),
6,62 (s, 3H), 6,46 (s, 1H), 3,94 (s, 3H), 3,85 (bs, 12H), 3,34-3,31 (m, 2H), 2,32 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,68-1,55 (m, 4H),
1,48 (s, 9H); MS (ESI, m/z): 721,0 encontrado (M + H) *.

30 Compuesto 125:

8]
K ]
o : MEOL&VEr )‘J\,AVO M=,
Me0 N Meo m r )C
ka0 W e
© DMF .
mondmera de IRD g 2% 125

A una soluciéon del monémero de IBD 8 (118 mg, 0,4 mmol) y 4-bromobutirato de metilo (109 mg, 0,6 mmol) en DMF
35 anhidro (1,5 mL) se agregé carbonato de potasio (111 mg, 0,8 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante toda la noche y se diluyé con acetato de etilo, se lavo con cloruro de amonio saturado y salmuera. Se seco
en sulfato de sodio anhidro y se filtré. El filtrado se depur6 a presion reducida para proporcionar el compuesto 125
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(146 mg, rendimiento = 93%) como una espuma amarilla. '"H RMN (400 Hz, CDCls): & 8,25 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,84
(d, d =4,4 Hz, 1H), 7,52 (s, 1H), 7,26-7,22 (m, 2H), 7,10-7,06 (m, 1H), 6,81 (s, 1H), 4,44 (dt, J1 = 10,8 Hz, J> = 4,0
Hz, 1H), 4,15-4,07 (m, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,68 (s, 3H), 3,67-3,64 (m, 1H), 3,46-3,43 (m, 1H), 2,55 (t, J = 7,2 Hz, 2H),
2,22-2,15 (m, 2H); MS (ESI, m/z): encontrado 465,2 (M + MeOH + K) *.

Compuesto 126:

)(J)\/\/o N, Me3;SnOH o
P By B ey
MeO i MeO l\(@
125 64% 126 (0]

La mezcla del compuesto 125 (146 mg, 0,37 mmol) e hidroxido de trimetilestafio (669 mg, 3,7 mmol) en 1,2-
dicloroetano anhidro (2 mL) se calenté a 80°C (temperatura del bafio de aceite) y se agit6 a esa temperatura durante
18 horas. Se retir6 el bafio de aceite y la mezcla se diluy6 con diclorometano, se lavé con salmuera/5% de HCI (0,5
mL), bicarbonato de sodio saturado y salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se filtré. El filtrado se depur6 y
el residuo se purificé mediante cromatografia en gel de silice (Combiflash, diclorometano/MeOH) para proporcionar
el compuesto 126 (90 mg, rendimiento = 64%) como un soélido amarillo. '"H RMN (400 Hz, CDCls): 6 8,26 (d, J = 8,0
Hz, 1H), 7,83 (bs, 1H), 7,54 (s, 1H), 7,30-7,25 (m, 2H), 7,11 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,88 (s, 1H), 4,48 (dt, J1 = 11,2 Hz, J2
= 4,0 Hz, 1H), 4,16-4,13 (m, 2H), 3,94 (s, 3H), 3,71 (dd, J1 = 16 Hz, J2 = 11,2 Hz, 1H), 3,47 (d, J = 16 Hz, 1H), 2,60
(t, J =6,4 Hz, 2H), 2,22-2,18 (m, 2H).

Compuesto 127 (IGN-11):

W g 0 N
. ) Nﬂ . HN'J'L«J\_,DH\’:L
¥ 1. HC14H en dio % )
¥ nkﬂ HN_‘{; 0 2 1 EDCITEADMAP i ow Hﬂ el !
H e 0 Chach i 3R D
VAR i
hl'en‘.a,w \Erf? i] r;‘ !

127 (1GN-11

M0l
w-g"\u"‘v

124

A un matraz con el compuesto 124 (71 mg, 0,099 mmol) se agregd HCI 4N en dioxano (4 mL). La mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 2 horas y se depurd a presion reducida. El residuo se disolvié en diclorometano
anhidro (1,5 mL). Se agregaron posteriormente el compuesto 126 (42 mg, 0,11 mmol), trietilamina (14 pl, 0,1 mmol),
EDC (38 mg, 0,2 mmol) y DMAP (1 mg, 0,0099 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente
durante 22 horas y se diluy6 con diclorometano, se lavo con cloruro de amonio saturado y salmuera. Se sec6 en
sulfato de sodio anhidro y se filtrd. El filtrado se depur6 a presion reducida y el residuo se purifico mediante
cromatografia en gel de silice (Combiflash, diclorometano/MeOH) para proporcionar el compuesto 127 (14 mg,
rendimiento = 49%) como un solido amarillo. HRMS (ESI, m/z): calc. 983,4164 (M + H)*, encontrado 983,4167.

Ejemplo 11

Preparacion de solucién madre de éster de IGN-03 NHS (compuesto 43) y éster IGN-07 NHS (compuesto 46):

Se realizan soluciones de éster de IGN-03 NHS y éster de IGN-07 NHS frescas hasta una solucién madre de 0,006
M con base en un peso molecular de 903,93 g/mol (éster de IGN-03 NHS) o 902,95 (éster de IGN-07 NHS) en
dimetilacetamida (DMA). La solucion madre se sometié de forma espectrofotométrica a un ensayo usando un
coeficiente de extincion de referencia determinado a 330 nm (€330 nm = 15,231 M" cm™").

Ejemplo 12

Acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico
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NHBOC NHBOC

N THF/H,0 IS

0

A 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (Eldon E. Baird y Peter B. Dervan, J. Am.
Chem. Soc. 1996, 118, 6141-6146) (5,0 g, 19,67 mmol) en 120 ml de 1:1 de THF/H20 se agregaron 8 g de NaOH en
5 30 ml de agua. La mezcla se agitd durante toda la noche, se concentrd, se diluyd con agua, se extrajo con
EtAc/hexanos (1:1). La solucién acuosa se ajusté hasta un pH de 4,0 con 20% de H3POa4 y se extrajo con EtAc (4 x
60 ml). Las soluciones organicas se combinaron, se secaron en MgSO4, se filtraron, se evaporaron y se cristalizaron
con etanol/EtAc/hexano para proporcionar 3,81 g (81%) del producto del titulo. '"H RMN (CDsOD) 12,79 (s, 1H),
10,48 (br, 1H), 7,51 (s, 1H), 6,99 (s, 1H), 3,78 (s, 3H), 1,49 (s, 9H); '°C RMN 158,47, 153,82, 123,64, 121,56, 109,58,
10 79,52, 37,06, 28,42; MS m/z- 239,2 (M-H).

Acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilico
NHBOC

o
N N Y
I _§ NaOH / _§ X
/OI)I/(N THF/H,0 HOBI/(N
| I

15 A 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilato de metilo (5,0 g, 19,59 mmol) en 120 ml de 1:1 de
THF/H20 se agregaron 8 g de NaOH en 30 ml de agua. La mezcla se agité durante toda la noche, se concentrd, se
diluyé con agua, se extrajo con EtAc/hexanos (1:1). La soluciéon acuosa se ajusté hasta un pH de 4,0 con 20% de
HsPOa4 y se extrajo con EtAc (4 x 60 ml). Las soluciones organicas se combinaron, se secaron en MgSQg, se filtraron,
se evaporaron y se cristalizaron con etanol/EtAc/hexano para proporcionar 3,85 g (81%) del producto del titulo. 'H

20 RMN (DMSO0) 9,32 (s, 1H), 7,29 (s, 1H), 3,57 (s, 3H), 1,42 (s, 9H); '*C RMN 172,45, 159,78, 136,93, 135,44, 132,85,
79,50, 35,57, 28,07; MS m/z- 240,8 (M-H).

Acido 1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxilico

NO, NO,

/Oﬂ NaOH HO{Q

o N o)
25 | ‘

A 1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (5,0 g, 27,17 mmol) en 120 ml de 1:1 de THF/H20 se agregaron 8 g
de NaOH en 30 ml de agua. La mezcla se agité durante toda la noche, se concentré, se diluyé con agua, se extrajo
con EtAc/hexanos (1:1). La solucién acuosa se ajusté hasta un pH 3-4 con 20% de H3POa4 y se extrajo con EtAc (4 x

30 60 ml). Las soluciones organicas se combinaron, se secaron en MgSOyg, se filtraron, se evaporaron y se cristalizaron
con etanol/EtAc/hexano para proporcionar 4,06 g (88%) del producto del titulo. '"H RMN (DMSO) 13,12 (s, 1H), 8,21
(s, 1H), 7,25 (s, 1H), 3,91 (s, 3H); '*C RMN 160,97, 134,01, 129,16, 123,81, 111,38, 37,47; MS m/z- 169,1 (M-H).

1-metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo

35
NO
NO, NH,HCI ﬂ 2 H NO,
HO N
H,/Pd/C
/Oﬂ — /Oﬂ o N, 7\ \(m
0 N HCI o N _0 o N
| | EDC/DMA N |

I
En un frasco de hidrogenacién se agregé 1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (3,0 g, 16,30 mmol), 80 ml
de THF, 405 mg de 10% de Pd/C y 1,3 ml de HCI (conc.). Después de la evacuacion al vacio la botella se coloco en
hidrégeno a 30 psi y se agité durante 5 horas. La mezcla se filtré a través de celita y se evapord hasta sequedad sin
40 purificacién adicional. A la mezcla seca se agreg6 acido 1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxilico (2,75 g, 16,18 mmol),
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80 ml de DMA, EDC (8,51 g, 44,27 mmol) y DIPEA (2,80 ml, 16,10 mmol). La mezcla se agité en Ar durante toda la
noche, se concentrd, se diluyé con THF/EtAc (1:2, 150 ml) y se lavdo con NaH2PO4/NaCl 1M (conc.) y NaHCO3
(conc.) por separado. La capa organica se separd y se seco en MgSOy, se filtrd, se concentrd y se cristalizd con
THF/H20 para proporcionar 3,74 g (75%) del producto del titulo. '"H RMN (DMSO) 10,25 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 7,25 (s,
1H), 6,52 (s, 1H), 6,08 (s, 1H), 3,90 (s, 3H), 3,78 (s, 3H), 3,56 (s, 3H); *C RMN 157,87, 156,84, 133,76, 128,16,
123,39, 119,13, 118,18, 111,83, 107,50, 104,17, 51,55, 37,41, 36,03; MS m/z+ 329,1 (M+Na).

4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilato de metilo

Io
NHHCL N

Iy t { og
/O%ﬁ BT~ Om*ﬁ ' /OTKZ;§N\O(Q§ Oh/
O

EDC/DMA

A 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilato de metilo (2,50 g, 9,80 mmol) en 30 ml de EtAc se
agregaron 6 ml de HCI (conc.). Después de la agitacion durante 45 min, la mezcla se diluy6 con etanol y tolueno, se
concentré y coevapord con etanol/tolueno (1:1, 3x50 ml) hasta sequedad sin purificacion adicional. Al compuesto
seco se agreg6 acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (2,35 g, 9,8 mmol), EDC (5,60 g,
29,1 mmol), DIPEA (1,70 ml, 9,8 mmol) y 80 ml de DMA. La mezcla se agitd6 en Ar durante toda la noche, se
concentrd, se diluyd con THF/EtAc (1:2, 150 ml) y se lavé con NaH2PO4/NaCl 1M (conc.) y NaHCOs (conc.) por
separado. La capa de disolvente organico se separ6 y se seco en MgSOs, filtro, concentr6 y purifico sobre
cromatografia en SiOz eluida con EtAc/DCM (1:25 a 1:15) para proporcionar 2,72 g (73%) del producto del titulo. 'H
RMN (DMF-d7) 10,27 (s, 1H), 9,08 (s, 1H), 7,41 (s, 1H), 7,32 (s, 1H), 7,07 (s, 1H), 4,10 (s, 3H), 3,93 (s, 3H), 3,84 (s,
3H), 1,47 (s, 9H); '°C RMN 162,62, 161,20, 153,82, 145,32, 144,12, 132,56, 128,46, 124,39, 119,83, 79,51, 52,75,
36,06, 35,83, 28,88; MS m/z+ 400,2 (M+Na).

4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxamido)- 1-metil-1H-imidazol-2-carboxilato de metilo

NH,HCI

/Or(ﬁ e~ Orﬁﬁ HO"AK

@»J

A 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilato de metilo (2,50 g, 9,80 mmol) en 30 ml de EtAc se
agregaron 6 ml de HCI (conc.). Después de agitarla durante 30 min, la mezcla se diluy6é con etanol y tolueno, se
concentré y coevaporé con etanol/tolueno (1:1, 3x50 ml) hasta proporcionar un compuesto seco con purificacion
adicional. Al compuesto seco se agreg6 acido 4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilico (2,36 g,
9,8 mmol), EDC (5,90 g, 30,7 mmol), DIPEA (1,70 ml, 9,8 mmol) y 80 ml of DMA. La mezcla se agit6 en Ar durante
toda la noche, se concentr6, se diluyé con THF/EtAc (1:2, 150 ml) y se lavdo con NaH2PO4/NaCl 1M (conc.) y
NaHCOs (conc.) por separado. La capa de disolvente organico se separd y se secod en MgSQOyg, se filtrd, concentrd y
purificé sobre cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/DCM (1:25 a 1:15) para proporcionar 2,65 g (71,5%) del
producto del titulo. '"H RMN (DMSO) 11,17 (s, 1H), 10,48 (s, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,32 (s, 1H), 4,01 (s, 3H), 3,94 (s, 3H),
3,92 (s, 3H), 1,45 (s, 9H); '®C RMN 160,60, 157,30, 135,92, 135,45, 132,86, 126,12, 114,83, 79,50, 52,70, 35,58,
34,92, 28,08; MS m/z+ 401,8 (M+Na).

EDC/DMA

Acido 1-metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilico

H NO, H NO,

| O
A 1-metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (2,0 g, 6,53 mmol) en 50 ml de
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DMA se agregaron 2 g de LiOH en 30 ml de agua. La mezcla se agitd durante toda la noche, se concentro, se diluy6
con agua, se extrajo con EtAc/hexanos (1:1). La solucién acuosa se ajusto hasta un pH de 4,0 con 20% de HsPOs4
para formar precipitados. Los precipitados se filtraron, lavaron con agua y secaron en P20s con vacio para
proporcionar 1,4 g (73%) del producto del titulo. '"H RMN (DMF-d7) 10,34 (br, 1H), 8,17 (s, 1H), 7,62 (s, 1H), 7,51 (s,
1H), 7,00 (s, 1H), 4,09 (s, 1H), 3,91 (s, 1H); '*C RMN 158,47, 135,61, 129,11, 127,77, 123,65, 121,57, 121,50,
109,48, 108,52, 38,38, 37,05; MS m/z- 291,0 (M-H).

Acido 4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilico

Eoﬁ

H 0\<
WA e 8 *U
|

A 4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilato de metilo (2,0 g,
5,30 mmol) en 50 ml de DMA se agregaron 2 g de LiOH en 30 ml de agua. La mezcla se agité durante toda la noche,
se concentro, se diluyd con agua, se extrajo con EtAc/hexanos (1:1). La solucién acuosa se ajustoé hasta un pH de
4,0 con 20% de H3PO4 para formar precipitados. Los precipitados se filtraron, lavaron con agua y secaron en P20s
con vacio para proporcionar 1,44 g (75%) del producto del titulo. '"H RMN (DMSO) 10,41 (br, 1H), 9,07 (s, 1H), 7,48
(s, 1H), 6,97 (s, 1H), 6,88 (s, 1H), 3,92 (s, 1H), 3,81 (s, 1H), 1,47 (s, 9H); '3C RMN 160,46, 158,42, 152,85, 145,21,
135,81, 129,11, 127,77, 122,39, 121,57, 113,58, 79,81, 36,06, 35,25, 28,17; MS m/z- 362,1 (M-H).
4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil- 1 H-imidazol-2-carboxamido)-1-metil-
1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo

H NO> 1) pac/HyDMA
S

Hor(k _B

En un frasco de hidrogenacién se agrego 1-metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilato
de metilo (1,0 g, 3,27 mmol), 20 ml de THF, 305 mg de 10% de Pd/C (50% humedo) y 0,25 ml de HCI (conc.).
Después de la evacuacion al vacio la botella se coloco en hidrégeno a 50 psi y se agité durante 4 horas. La mezcla
se filtro a través de celita, se evapord hasta sequedad sin purificacion adicional. A la mezcla seca se agreg6 acido 4-
(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxilico (1,15 g, 3,16 mmol),
10 ml de DMA, EDC (2,0 g, 10,4 mmol) y DIPEA (0,70 ml, 4,02 mmol). La mezcla se agité6 en Ar durante toda la
noche, se concentr6, se diluyd con hexanos/EtAc (1:1, 10 ml) y 10 ml de agua para formar precipitados. Los
precipitados se filtraron, lavaron con NaH2PO4 1M, NaHCOs 1 M y agua, se secaron en P20s con vacio para
proporcionar 1,61 g (82%) del producto del titulo. '"H RMN (DMF-d7) 10,29 (s, 1H), 10,20 (s, 1H), 10,12 (s, 1H), 9,08
(s, 1H), 7,58 (s, 1H), 7,47 (d, 1H, J = 1,7 Hz), 7,26 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 7,15 (d, 1H, J = 1,56 Hz), 6,98 (s, 1H), 6,91 (d,
1H, J = 1,8 Hz), 6,86 (s, 1H), 3,97 (s, 3H), 3,82 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 1,45 (s, 9H); '3C RMN 162,16,
160,05, 159,90, 157,20, 154,31, 137,88, 135,35, 124,56, 124,39, 124,24, 123,09, 120,09, 119,82, 115,32, 105,58,
102,27, 79,31, 51,51, 38,13, 36,01, 35,80, 35,08, 28,79; MS m/z+ 644,2 (M+Na).

1-metil-4-(1-metil-4-(1-metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-
carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo

H NO
E NO, 1). Pd/C/H,/DMA - E N \/@ 2
O III | HOB,L/;\S })(qg S III O I
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En un frasco de hidrogenacion se agreg6 1-metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilato
de metilo (2,0 g, 6,53 mmol), 80 ml de DMA, 500 mg de 10% de Pd/C (50% humedo) y 0,4 ml de HCI (conc.).
Después de la evacuacion al vacio la botella se coloco en hidrégeno a 50 psi y se agité durante 4 horas. La mezcla
se filtr6 a través de celita, se evapor6 hasta sequedad sin purificacion adicional. A la mezcla seca se agreg6 acido 1-
metil-4-(1-metil-4-nitro-1H-pirrol-2-carboxamido)-1H-pirrol-2-carboxilico (1,49 g, 5,10 mmol), 30 ml de DMA, EDC (4,0
g, 20,8 mmol) y DIPEA (1,0 ml, 5,75 mmol). La mezcla se agité en Ar durante toda la noche, se concentrd, se diluy6é
con hexanos/EtAc (1:1, 10 ml) y 10 ml de agua para formar precipitados. Los precipitados se filtraron, lavaron con
NaH2PO4 1M, NaHCOs 1 M y agua, se secaron en P20s al vacio para proporcionar 2,13g (76%) del producto del
titulo. '"H RMN (DMSO) 10,28 (s, 1H), 10,25 (s, 1H), 9,78 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 7,86 (s, 1H), 7,52 (s, 1H), 7,31 (d, 1H,
J=1,7Hz), 7,25 (s, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,17 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 6,98 (s, 1H), 6,71 (s, 1H), 4,02 (s, 3H), 3,94 (s, 3H),
3,83 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,56 (s, 3H), 1,47 (s, 9H); '3C RMN 160,78, 158,93, 158,06, 157,81, 135,25, 127,28,
126,36, 123,78, 122,57, 121,91, 121,40, 120,94, 119,65, 110,73, 108,39, 107,34, 103,75, 80,81, 51,57, 39,74, 38,52,
38,22, 37,08, 28,63; MS m/z+ 573,2 (M+Na).

Acido  4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxamido)-1-
metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico

H H
H N o H N O
A VAt e
° °

A 4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-carboxamido)-1-metil-
1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (610 mg, 0,82 mmol) en 10 ml de DMA se
agregaron 0,8 g de LiOH en 10 ml de agua. La mezcla se agit6 durante toda la noche, se concentro, se diluy6é con
agua, se extrajo con EtAc/hexanos (1:1). La solucién acuosa se ajustd hasta un pH de 4,0 con 20% de HsPO4para
formar precipitados. Los precipitados se filtraron, lavaron con agua y secaron en P20s al vacio para proporcionar 363
mg (73%) del producto del titulo. '"H RMN (DMF-d7) 10,31 (s, 1H), 10,18 (s, 1H), 10,11 (s, 1H), 9,10 (s, 1H), 7,58 (s,
1H), 7,54 (s, 1H), 7,41 (s, 1H), 7,33 (s, 1H), 7,21 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 7,06 (s, 1H), 4,10 (s, 1H), 3,98 (s, 1H), 3,95 (s,
1H), 3,93 (s, 1H), 1,47 (s, 9H); "*C RMN 162,16, 160,05, 159,90, 157,20, 154,31, 137,88, 135,35, 124,56, 124,39,
123,51, 123,09, 121,76, 120,09, 119,83, 118,96, 115,32, 109,53, 105,58, 102,27, 79,32, 38,13, 36,02, 35,81, 34,88,
28,79; MS m/z- 606,2 (M-H).

Etanotioato de S-3-(terc-butoxicarbonilamino)propilo

Vo H PPhy/DIAD H
0 O
0 212 75% 213

A 3-hidroxipropilcarbamato de terc-butilo (3,22 g, 18,37 mmol) en 100 ml de DCM a 0°C se agreg6 acido tiolacético
(2,0 ml, 26,73 mmol) y trifenilfosfina (7,0 g, 26,73 mmol) en Ar. Después de agitarla a 0°C durante 15 min, se agrego
DIAD (6,0 ml, 28,93). La mezcla se agité a 0°C durante 2 h y después a TA durante toda la noche. La mezcla se
concentrd, se diluyd con 120 ml de EtAc/hexanos (1:2), se filtré a través de celita. La solucién se lavé con NaHCOs3
(conc.)/NaCl (conc.) y NaH2PO4 1 M, respectivamente, se sec6 en MgSOs, se filtro, se evapor6 y se purificd sobre
cromatografia de SiO2 eluida con EtAc/hexanos (1:7 a 1:6) para proporcionar 3,22 g (75%) del compuesto del titulo.
"H RMN (CDCls) 3,09 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 2,84 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 2,27 (s, 3H), 1,69 (dt, 2H, J = 6,8, 13,5 Hz),1,38 (s,
9H); '3C NMR196,35, 156,16, 79,50, 39,26, 30,79, 30,24, 28,61, 26,44; MS m/z+ 256,0 (M + Na).

Etanotioato de S-3-(terc-butoxicarbonil(metil)amino)propilo

H NaH/THF ‘
—-0_N S s O N
h’ \/\/SAC CH3I, OC % }O( \/\/SAC
213 70% 214

A una solucion de NaH (0,57 g, 60%, 14,25 mmol) en 20 ml de THF a 0°C se agreg6 etanotioato de S-3-(terc-
butoxicarbonilamino)propilo (1,25 g, 5,36 mmol) en Ar. Después de agitar a 0°C durante 30 min, se agreg6 Mel (1,0
ml, 16,06 mmol) a la mezcla. Se continud con la agitacion a 0°C durante 2 h y después a TA durante toda la noche.
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La mezcla se concentro, volvié a disolver en 120 ml de EtAc/hexanos (1:2), se lavo con NaH2PO4 NaCl 1 M (conc.),
se secd en MgSOs, se filtro, se evapord y se purifico en cromatografia en SiOz eluida con EtAc/hexanos (1:7) para
proporcionar 1,121 g (85%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 3,69 (t, 2H, J = 7,3 Hz), 2,41 (t, 2H, J = 7,3
Hz), 2,39 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 1,76 (m, 2H),1,47 (s, 9H); *C RMN 173,21, 153,39, 83,28, 43,67, 31,84, 28,26, 28,19,
27,11, 15,65; MS m/z+ 270,0 (M + Na).

Sal de cloruro de hidrégeno de etanotioato de S-3-(metilamino)propilo

0 N 20%HCVEtAc_ |
}r N SAc HN_~_SAc
o) HCI
214 215

A etanotioato de S-3-(terc-butoxicarbonil(metil)amino)propilo (206 mg, 0,834 mmol) en 4 ml de EtAc se agregd 1,0 ml
de HCI (conc.) a TA. La mezcla se agité a TA durante 1 h, se diluyé con etanol/tolueno (6 ml, 1:1), se evaporo6 y
coevaporé con etanol/tolueno (3 x 10 ml), se cristalizé con etanol/EtAc/hexanos, se filtré y se secd al vacio para
proporcionar 135 mg (88%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 9,70 (br, 1H), 8,56 (br, 1H), 3,42 (m, 2H), 2,52
(m, 2H), 2,35 (s, 3H), 2,05 (s, 3H), 1,88 (m, 2H); "*C RMN 174,64, 40,57, 31,57, 27,69, 20,94, 15,62; MS m/z+ 170,0
(M + Na), 148,10 (M + H).

2-(piridin-2-ildisulfanil)etilcarbamato de terc-butilo (217)

PySSPy/CH;OH H
—~0__NHCH,CH,SH —2>ory/CHOf +OYN\/\S/S

N
Y IM NaH,PO, g U
O 16 pH 6.8 217

A la solucion de 2,2’-ditiolpiridina (3,97 g, 18,02 mmol) en 100 ml de metanol y 80 ml de NaH2PO4 1M, pH 6,8, se
agrego 2-mercaptoetilcarbamato de terc-butilo (1,00 g, 5,65 mmol) en 50 ml de metanol. La mezcla se agité en Ar
durante toda la noche, se concentrd, se extrajo con diclorometano, se secdé en MgSOs, se filtr6, se evapor6 y se
purificé en cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/hexanos (1:10 a 1:6) para proporcionar 1,341 g (83%) del
compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 8,39 (m, 1H), 7,56 (m, 1H), 7,49 (m, 1H), 7,03 (m, 1H), 7,00 (m, 1H), 3,34 (m,
2H), 2,84 (m, 2H),1,37 (s, 9H); '3C RMN 160,05, 159,39, 159,07, 149,87, 137,21, 120,78, 79,48, 39,58, 38,96, 28,57,
MS m/z+ 309,2 (M + Na).

2-(piridin-2-ildisulfanil)etanamina

F0_N~gS

Y ENj 20%HCIEtAc_ HzN\/\S/SW\I\Ij
0 _ >
217

218

A 2-(piridin-2-ildisulfanil)etilcarbamato de terc-butilo (1,06 g, 3,70 mmol) en 16 ml de EtAc se agregaron 4,0 ml de
HCI (conc.) a TA. La mezcla se agitdé a TA durante 0,5 h, se diluyd con etanol/tolueno (6 ml, 1:1), se evaporé y
coevapor6 con etanol/tolueno (3 x 10 ml), se cristalizé con etanol/EtAc/hexanos, se filtré y se secd al vacio para
proporcionar 135 mg (88%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CD30D) 7,58 (m, 1H), 7,47 (m, 1H), 7,06 (m, 1H),
6,83 (m, 1H), 3,34 (m, 2H), 3,02 (m, 2H); '*C RMN 158,69, 149,07, 137,81, 122,48, 120,98, 39,52, 36,94; MS m/z+
187,10 (M + H).

4-bromobutanoato de metilo (223)

Br/\/\”/ Cl CH;0H Br/\/\[(])/OCH3
(0]

222 223

Se agreg6 cloruro de 4-bromobutanoilo (3,1 ml, 25,28 mmol) a 15 ml de metanol seco a 0°C. Se continué con la
agitacion a 0°C en Ar durante 2 h y después a TA durante toda la noche. La mezcla se evapord, se diluyé con
EtAc/hexanos (1:5), se filtr6 a través de gel SiO2 y se evapord para proporcionar 4,50 g (99%) del compuesto del
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titulo. "H RMN (CDCls) 3,65 (s, 3H), 3,43 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 2,47 (t, 2H, J = 7,1 Hz), 2,13 (dt, 2H, J = 6,7, 13,6 Hz);
8C RMN 173,08, 51,84, 32,82, 32,34, 27,89; MS m/z+ 203,0 (M + Na).

4-(7-metoxi-2’,3’-benzo[e]-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2- a][1 ,4]diazepin-8-iloxi)butanoato de (Z)-metilo

0
H CDM
Hs H3CD©}N@ 3 }
Br
A/Eﬁ CSQCD’I — H3CD \@
273 E cetotia 0

244

A (2)-2,3-benzo-8-hidroxi-7-metoxi-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-a][1,4]diazepin-5(11aH)-ona (60 mg, 0,20 mmol) en 4 ml
de acetona se agregd Cs2C0Os (90 mg, 0,28 mmol) seguido por la adicion de 4-bromobutanoato de metilo (50 mg,
0,27 mmol). La mezcla se agité en Ar durante toda la noche, se evapor6 y purificé en cromatografia en SiO2 eluida
con EtAc/DCM (1:5 a 1:3) para proporcionar 50,1 mg (63%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 8,19 (d, 1H, J
=79 Hz), 7,80 (d, 1H, J = 4,2 Hz), 7,48 (s, 1H), 7,19 (m, 2H), 7,03 (d, 1H, J = 7,4 Hz), 6,77 (s, 1H), 4,41 (m, 1H),
3,88 (s, 3H), 3,64 (m, 2H), 3,62 (s, 3H), 3,42 (dd, 1H, J = 3,4, 13,7 Hz), 2,50 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,12 (t, 2H, J = 6,8
Hz); '*C RMN, 173,64, 164,12, 163,24, 152,25, 148,41, 142,28, 140,34, 129,69, 128,39, 124,97, 120,85, 117,15,
112,15, 110,68, 68,08, 56,40, 55,18, 51,90, 32,84, 30,64, 24,50; MS m/z+ 187,10 (M + H). MS m/z+ 417,2 (M + Na),
435,2 (M + Na + H20).

Acido 4-(7-metoxi-2,3-benzo[e]-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-a][1,4]diazepin-8-iloxi) butanoico

9] 0
H;CO I:gr MessnoH 1O JC%/
- =
H,CO N CH,CICH,CI H;CO N
24 O 25 9

Se sometieron 4-(7-metoxi-2’,3’-benzo[e]-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-a][1,4]diazepin-8-iloxi)butanoato
de (2)-metilo (41 mg, 0,104 mmol) e hidréxido de trimetilestafio (302 mg, 1,67 mmol) en 15 ml de diclorometano a
reflujo a 85°C en Ar durante toda la noche. La mezcla se lavé con NaH2PO4 1M, pH 3,5, se secé en MgSOa, se filtro,
se evapord y se purificd en cromatografia en SiOz eluida con EtAc/DCM/HCI (1:25:0,01%) para proporcionar 30 mg
(76%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 8,18 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,85 (m, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,20 (m, 2H),
7,04 (d, 1H, J = 7,4 Hz), 6,81 (s, 1H), 4,40 (m, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,63 (m, 2H), 3,23 (dd, 1H, J = 10,2, 16,3 Hz), 2,52
(t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,12 (t, 2H, J = 6,8 Hz); '3C RMN, 173,64, 164,12, 163,24, 152,25, 148,41, 142,28, 140,34,
129,69, 128,39, 125,10, 120,85, 117,19, 112,15, 110,68, 67,94, 56,43, 55,18, 31,81, 30,64, 24,21; MS m/z- 397,0 (M
+ H20 - H).

Ester metilico del 4&cido  4-{[4-({4-[4-(4-(7-metoxi-2’,3'-benzo[e]-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-
a][1,4]diazepin-8-iloxi)butirilamino]-1-metil-1H-pirrol-2-carbonil}amino)-1-metil-1H-imidazol-2-carbonil]Jamino}-1-metil-
1H-pirrol-2-carbonil]-amino}-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (226)

H NHBOC
HoN N\/ﬂ 1). 20%HCI/EtA \/L_X

H N ,_\S NS ) 20%HCIEAG \

N XA 0 N 3 Bsenomva N Yk H3CO

),/Q o N \/U

/OO /III\ (0]
A 4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2- carboxamldo) 1-metil-1H-imidazol-2-carboxamido)-1-metil-
1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilato de metilo (15 mg, 0,024 mmol) en 4 ml de EtAc se agregd
1,0 ml de HCI (conc.). La mezcla se agité6 a TA durante 0,5 h, se diluy6é con etanol/tolueno (6 ml, 1:1), se evaporo6 y
coevaporé con etanol/tolueno (3 x 10 ml) y se sec6 al vacio. El compuesto sélido se usé directamente sin
purificacion adicional. Al solido se agregaron acido 4-(7-metoxi-2’,3’-benzo[e]-5-ox0-5,11a-dihidro-1H-
benzole]pirrolo[1,2-a][1,4]diazepin-8-iloxi)butanoico (6 mg, 0,015 mmol), EDC (40 mg, 0,21 mmol), DIPEA (4 pl,
0,023 mmol) y 1 ml de DMA. La mezcla se agitd en Ar durante toda la noche, se evapor6 y purifico en HPLC
preparativa columna C-18 (columna de ®10 mm x 200 mm, velocidad de flujo 9 mL/min y un sistema de disolvente
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de gradiente que va desde 75:25 de disolvente A:B a un tiempo de 0-5 min a 40:60 A:B a 15 min, después a 20:80
A:B a 25 min hasta 10:90 A:B a 30 min. Disolvente A - agua, disolvente B - acetonitrilo/dioxano (1:2)) y se liofilizé
para proporcionar un solido blanco (4,2 mg (30%) del compuesto del titulo). MS m/z- 900,3 (M + H20 - H).

Etanotioato de S-3-(4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-
carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-N, 1-dimetil-1H-pirrol-2-carboxamido)propilo (227).

H NHBOC NHBOC
H oy N \/ﬂ \(U
i NYE § sy 1). NHS/EDC/DMA H \/U Y(_B
/ \\/QO b ! 2. HHCI AcsWN 4 \
HO N O | /N\/\/SAC

© | 197 227

Se agitaron acido 4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-
carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (256 mg, 0,42 mmol), NHS (60 mg,
0,52 mmol) y EDC (500 mg, 2,60 mmol) en 4 ml de DMA en Ar durante 2 h, después se agregé sal de cloruro de
hidrégeno de etanotioato de S-3-(metilamino)propilo (76,5 mg, 0,42 mmol) y la mezcla se siguié agitando durante 24
h, se evaporé y purific6 en cromatografia en SiO2 eluida con THF/DCM (1:5 a 1:4) para proporcionar 198 mg (64%)
del compuesto del titulo. '"H RMN (DMSO) 10,21 (s, 1H), 10,09 (s, 1H), 10,06 (s, 1H), 9,08 (s, 1H), 7,76 (d, 1H, J =
1,7 Hz), 7,52 (s, 1H), 7,28 (s, 1H), 7,21 (d, 1H, J = 1,7 Hz), 6,97 (s, 1H), 6,87 (s, 1H), 3,98 (s, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,75
(s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,66 (m, 2H), 2,85 (s, 3H), 2,60 (m, 2H), 2,01 (s, 3H), 1,45 (s, 9H); 'C RMN 173,31, 162,16,
160,05, 159,90, 157,20, 154,31, 137,88, 135,35, 124,56, 124,39, 123,51, 123,09, 121,76, 120,09, 119,83, 118,96,
115,32, 109,53, 105,58, 102,27, 79,32, 43,67, 38,13, 36,02, 35,81, 34,88, 31,84, 28,79, 28,26, 28,21, 27,01; MS
m/z+ 759,2 (M + Na).

Etanotioato de (2)-S-3-(4-(4-(4-(4-(4-(7-metoxi-2,3-benzo[e]-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-
a][1,4]diazepin-8-iloxi)butanamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)- 1-metil-1H-imidazol-2-carboxamido)- 1-metil-1H-
pirrol-2-carboxamido)-N, 1-dimetil-1H-pirrol-2-carboxamido)propilo

B Y K
M L3 m j@(p@
N \/U | 1). 20%HCIEtAc 7 \N\B
AcS\/\,N 2). 225/EDC/DMA Acs\/\/NrU

227

Se agitd etanotloato de S-3- (4-(4-(4-(4-(terc—butoxicarbon|Iammo) 1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-
imidazol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-N, 1-dimetil-1H-pirrol-2-carboxamido)propilo (227) (27 mg,
0,037 mmol) en 2 ml de dioxano y 0,5 ml de HCI (conc.) durante 15 min, se diluy6 con etanol/tolueno (6 ml, 1:1), se
evapord y coevapord con etanol/tolueno (4 x 10 ml), cristalizé con EtOH/DCM/hexanos y se secé al vacio para
proporcionar 21 mg de solido. El compuesto sélido se us6 directamente sin purificacion adicional. Al sélido se
agregaron acido 4-(7-metoxi-2,3-benzo[e]-5-o0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-a][1,4]diazepin-8-
iloxi)butanoico (10 mg, 0,026 mmol), EDC (101 mg, 0,52 mmol), DIPEA (5 pl, 0,028 mmol) y 2 ml de DMA. La mezcla
se agité durante toda la noche, se evapord, se diluyé con DCM, se lavé con NaH2PO4 1M/NaCl (conc.), pH 4,0, se
sec6 en MgSOy, se filtrd, se evapord y se purifico en HPLC preparativa columna C-18 (columna de @10 mm x 200
mm, velocidad de flujo 9 mL/min y un sistema de disolvente de gradiente que va desde 75:25 de disolvente A:B a un
tiempo de 0-5 min a 40:60 A:B a 15 min, después a 20:80 A:B a 25 min hasta 10:90 A:B a 30 min. Disolvente A -
agua, disolvente B - acetonitrilo/dioxano (1:2)) y se liofilizd para proporcionar 8,2 mg de un solido blanco (32%) del
compuesto del titulo. MS m/z- 1015,1 (M + H20 - H), UV €= 305 nm) = 32800 M-'cm".

1-metil-5-(1-metil-2-(1-metil-5-(1-metil-5-(2- (piridin-2-ildisulfanil)etilcarbamoil)- 1H-pirrol-3-ilcarbamoil)-1H-pirrol-3-
ilcarbamoil)-1H-imidazol-4-ilcarbamoil)-1H-pirrol-3-ilcarbamato de terc-butilo (229)

N NHBOC H NHBOC
H N\/L_S N \/@
N I/\I_\B /N\ 1). NHS/EDC/DMA [\
N\ },/4 o
/\ o N 2. HZN\/\SSPy O N
HO o N | HCI S/\,N
7 229
| 197
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Se agitaron acido 4-(4-(4-(4-(terc-butoxicarbonilamino)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-imidazol-2-
carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-1H-pirrol-2-carboxilico (102 mg, 0,17 mmol), sal de cloruro de
hidrogeno de 2-(piridin-2-ildisulfanil)etanamina (40 mg, 0,18 mmol), DIPEA (30 ul, 0,17 mmol) y EDC (200 mg, 1,04
mmol) en 2 ml de DMA en Ar durante 24 h, se evaporaron y se purificaron en cromatografia en SiO2 eluida con
THF/DCM (1:5 a 1:4) para proporcionar 90 mg (68%) del compuesto del titulo. '"H RMN (DMSO) 10,93 (s, 1H), 10,19
(s, 1H), 10,06 (s, 1H), 9,03 (s, 1H), 8,81 (m 1H), 8,29 (m, 1H), 8,03 (m, 1H), 7,68 (s, 1H), 7,47 (s, 1H), 7,28 (s, 1H),
7,24 (s, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,87 (s, 1H), 3,96 (s, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,75 (s, 3H), 3,73 (s, 3H), 3,58 (m, 2H), 2,48 (m,
2H), 1,45 (s, 9H); MS m/z+ 798,0 (M + Na), 776,0 (M + H).

4-(4-(4-(7-metoxi-2,3-benzo[e]-I-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrolo[1,2-a][1,4]diazepin-8-iloxi)butanamido)-1-
metil-1H-pirrol-2-carboxamido)-1-metil-N-(1-metil-5-(1-metil-5-(metil (2- (piridin-2-ildisulfanil)etil)carbamoil)-1H-pirrol-3-
ilcarbamoil)-1H-pirrol-3-il)-1H-imidazol-2-carboxamida

NHBOC

0N
_B\.D 0% Ac _B %
\./Og/klﬁ 1). 20%HCVEtA rﬂN\/FBH 3 N HCOJCQF

2). 225/EDC/DMA

PySS/\’NO ) PySS

229

Se agitd 1-metil-5-(1-meti|—2-(1-metiI-5-(1-metil-5-(2-(p|r|d|n-2-|Id|squan|I)etllcarbam0|l)-1H-pirroI-3-iIcarbamoiI)-1H-
pirrol-3-ilcarbamoil)-1H-imidazol-4-ilcarbamoil)-1H-pirrol-3-ilcarbamato de terc-butilo (229) (30 mg, 0,038 mmol) en 2
ml de dioxano y 0,5 ml de HCI (conc.) durante 15 min, se diluyé con etanol/tolueno (6 ml, 1:1), se evaporo y
coevapor6 con etanol/tolueno (4 x 10 ml), cristalizé con EtOH/DCM/hexanos y se seco al vacio para proporcionar
19,5 mg de un sélido. El compuesto solido se usé directamente sin purificacién adicional. Al sélido se agregaron
acido 4-(7-metoxi-2,3-benzo[e]-5-0x0-5,11a-dihidro-1H-benzo[e]pirrol[1,2-a][1,4]diazepin-8-iloxi) butanoico (10 mg,
0,026 mmol), EDC (102 mg, 0,52 mmol), DIPEA (5 pl, 0,028 mmol) y 2 ml de DMA. La mezcla se agité durante toda
la noche, se evapord, se diluyé con DCM, se lavé con NaH2PO4 1M/NaCl (conc.), pH 4,0, se sec6 en MgSOs, se
filtr6, se evapord y se purifico en HPLC preparativa columna C-18 (columna de ®10 mm x 200 mm, velocidad de
flujo 9 mL/min y un sistema de disolvente de gradiente que va desde 75:25 de disolvente A:B a un tiempo de 0-5 min
a 40:60 A:B a 15 min, después a 20:80 A:B a 25 min hasta 10:90 A:B a 30 min. Disolvente A - agua, disolvente B -
acetonitrilo/dioxano (1:2)) y se liofilizé para proporcionar un soélido blanco 7,5 mg (27%) del compuesto del titulo. MS
m/z- 1050,0 (M + H20 - H), UV &= 305 nm) = 32855 M-"ecm-".

1-(4-(2-bromoetoxi)fenil)etanona

OH D% Br
THF/DIFELA
BrCHyCHaBrfexcesa)
=B5%
o 231 O

Se agitaron 1-(4-hidroxifenil)etanona (8,2 g, 60,2 mmol), carbonato de potasio (15,2 g, 110,1 mmol) y Kl (1,0 g, 6,0
mmol) en 100 DMF durante 5 min, después se agreg6 1,2-dibromoetano (60 ml, 696,2 mmol). La mezcla se agité
durante toda la noche, se evaporo, se diluy6é con EtAc/hexanos (1:1), se lavé con HCI 0,1 M/NaCl (conc), se seco6 en
MgSOs, se filtro, se evapor6é y se purificd por cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/hexanos (1:3 a 2:3) para
proporcionar 12,41 g (85,2%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 7,87 (ddd, 2H, J = 2,8, 4,9, 9,7 Hz), 6,88
(ddd, 2H, J = 2,8, 4,9, 9,6 Hz), 4,29 (t, 2H, J = 6,2 Hz), 3,59 (t, 2H, J = 6,2 Hz); '3C RMN 196,88, 162,11, 131,15,
130,54, 113,80, 68,06, 29,50, 26,62; MS m/z+ 264,80 (M + Na), 266,80 (M + 2 + Na).

(5-hidroxi-1,3-fenilen)dimetanol
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_LiAIHy/THE
0\/ >85%

233

A una solucién de 100 ml de LiAlH4 2,0 M en THF a 0°C se agregé isoftalato de 5-hidroxi dimetilo (12,3 g, 58,5
mmol) en 120 ml de THF durante 15 min en Ar. La mezcla se agit6 a 0°C durante 30 min, después a TA durante toda
la noche. La mezcla se inactivo con 20 ml de metanol a 0°C y la mezcla se ajusto hasta un pH de 5,0 con la adicion
de HsPOg4, se filtr6 a través de celita, se evapor6 y cristalizé con éter/hexano para proporcionar 76,6 (85%) del
compuesto del titulo. '"H RMN (DMSO) 6,68 (s, 1H), 6,61 (s, 2H), 4,69 (s, 4H); MS m/z+ 177,0 (M +Na).

1-(4-(2-(3,5-bis(hidroximetil)fenoxi)etoxi)fenil)etanona (235)

Na,COy/DMA
NaI 86%

A una solucion agitada de (5-hidroxi-1,3-fenilen)dimetanol (3,0, 20,0 mmol), carbonato de sodio (2,5 g, 29,0 mmol) y
yoduro de sodio (0,45 g, 2,9 mmol) en 60 ml de DMA se agreg6 1-(4-(2-bromoetoxi)fenil)etanona (5,0, 20,57 mmol).
La mezcla se agité durante toda la noche, se evapor6 y purificé en cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/hexanos
(4:1 a 5:1) para proporcionar 5,41 g (86%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDs0OD) 7,99 (ddd, 2H, J =2,8, 4,8, 9,8
Hz), 7,07 (ddd, 2H, J = 2,8, 4,7, 9,8 Hz), 6,94 (s, 1H), 6,89 (s, 2H), 4,58 (s, 4H), 4,42 (dd, 2H, J = 2,2, 6,1 Hz), 4,37
(m, 2H), 2,55 (s, 3H); '3C RMN 199,55, 164,66, 160,59, 144,72, 132,03, 131,74, 119,16, 115,64, 113,11, 68,36,
67,87, 65,20, 26,53; MS m/z+ 339,2 (M +Na).

1-(4-(2-(3,5-bis(bromometiI)fenoxi)etoxi)feniI)etanona (236)

CBr,/PPhy/THF
—_—

>90%

Se agitaron 1-(4-(2-(3,5-bis(hidroximetil)fenoxi)etoxi)fenil)etanona (0,216g, 0,68 mmol), tetrabromuro de carbono
(0,50 g, 1,50 mmol) y PPh3 (0,40g, 1,52 mmol) en 18 ml de THF en Ar durante toda la noche y se filtraron. La
solucion se concentrd, purific6 en cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/hexanos (1:4) y se cristalizé6 con
éter/hexanos para proporcionar 277 mg (92%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDCls) 7,94 (ddd, 2H, J = 2,7, 4,6,
9,6 Hz), 7,02 (s, 1H), 6,98 (ddd, 2H, J = 2,7, 4,6, 9,6 Hz), 6,91 (d, 2H, J = 1,2 Hz), 4,62 (s, 4H), 4,35 (m, 4H), 2,55 (s,
3H); '3C RMN 197,05, 162,63, 159,14, 139,98, 130,96, 130,85, 122,57, 155,60, 114,52, 66,78, 66,73, 32,88, 26,57;
MS m/z+ 462,9 (M +Na), 464,9 (M + 2 + Na).

Piperidin-2-carboxilato de (R)-metilo (238)

] i
HO MeOHSOC],  HiCO
—_— -
HH 02~ T.A. HH
=00%,
237 438
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Al acido (R)-piperidin-2-carboxilico (5,00 g, 38,73) en 150 ml de metanol seco a 0°C se agreg6 cloruro de tionilo (5,2
ml, 71,28 mmol) en Ar. La mezcla se agit6 a 0°C durante 30 min, después a TA durante toda la noche, se evaporo y
cristaliz6 con EtOH/hexanos para proporcionar 4,96 g (92%) del producto del titulo. '"H RMN (CDz0D) 3,67 (s, 3H),
3,57 (m, 1H), 2,79 (m, 1H), 2,69 (m, 1H), 2,01 (m, 1H), 1,98 (m, 1H), 1,73 (m, 1H), 1,55 — 1,45 (m, 4H); '*C RMN
171,22, 62,50, 51,35, 45,35, 29,52, 28,41, 23,82; MS m/z + 144,0 (M + H).

1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)piperidin-2-carboxilato de (R)-metilo (239)

0
H:CO B70 NO,
Q EDC/DMA H3CO
HCI*HN H;CO COOH 80% H,CO

Se agitaron acido 4-(benzoiloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoico (1,70 g, 5,61 mmol), piperidin-2-carboxilato de (R)-metilo
(1,05 g, 5,84 mmol), EDC (3,90 g, 20,31 mmo) y DIPEA (1,0 ml, 5,75 mmol) en 20 ml de DMA durante toda la noche.
La mezcla se evapord, se diluyé con DCM, se lavé con NaH2PO4 1M/NaCl (conc.) y NaHCOs 0,1 M/NaCl (conc) por
separado. La capa de disolvente organico se separd y se secé en MgSQOs4, se filtrd, concentr6é y purifico sobre
cromatografia en SiOz2 eluida con EtAc/DCM (1:15) para proporcionar 1,772 g (74%) del producto del titulo. '"H RMN
(CDCls) 7,69 (s, 1H), 7,40 — 7,38 (m, 2H), 7,35 -7,27 (m, 3H), 6,76 (d, 1H), 5,15 (s, 2H), 3,91 (s, 3H), 3,83 (s, 1H),
3,73 (s, 3H), 3,18 (m, 2H), 1,70 (m 2H), 1,47 (m, 4H); '*C RMN 171,89, 171,33, 155,10, 154,78, 148,32, 135,59,
129,05, 128,74, 127,80, 109,66, 109,58, 109,41, 71,63, 56,92, 52,70, 52,19, 45,70, 39,92, 27,29, 26,35, 21,63; MS
m/z+ 451,2 (M + Na).

(R)-1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil) piperidin-2-carbaldehido

NO, o NO, o
BzO
BzO HCO DIBAL z H
—_—
CH,CL,/Tol
H;CO N -78C. >80% H;CO J N
239 240

A 1-(4-(benzoiloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)piperidin-2-carboxilato de (R)-metilo (1,50 g, 3,50 mmol) en 30 ml de
DCM/benceno 1:1 a -78°C se agregaron 7,5 ml de DIBAL 1,0 M en tolueno en Ar en 10 min. La mezcla se agit6 a -
78°C durante 1 h y la reaccion se inactivo con 0,5 ml de metanol. La mezcla se diluyd con 150 ml de EtAc y 100 ml
de HCI 0,2 M. La capa de disolvente organico se separ6 y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 80 ml). Los
compuestos organicos se combinaron, secaron en MgSOs4, se filtraron, se concentraron y se purificaron en
cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/hexanos (3:2) para proporcionar 1,52 g (90%) del producto del titulo. '"H RMN
(CDCls), 9,60 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 7,65 — 7,28 (m, 5H), 6,78 (m, 1H), 5,16 (s, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,22, (m, 1H), 3,01
(m, 1H), 2,20 (m, 1H), 1,84 (m, 1H), 1,65 — 1,40 (m, 4H); "*C RMN 200,24, 171,31, 155,13, 154,78, 148,41, 146,20,
137,57, 135,47, 129,03, 128,73, 127,31, 109,83, 109,41, 71,61, 64,50, 56,96, 45,98, 25,25, 23,42, 18,70; MS m/z+
421,1 (M + Na).

(R,2)-3-(benciloxi)-2-metoxi-7,8,9,10- tetrahidrobenzo[e]pirido[1 2-a][1 4]diazepin-12(6aH)-ona
BzO
NaQSQO
THF/H
H,CO m 02 1,0, H;CO

A (R)-1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)piperidin-2-carbaldehido (1,0 g, 2,51 mmol) en una solucion de mezcla
de 25 ml de THF y 15 ml de agua se agregd Na2S204 (3,0 g, 17,25 mmol). La mezcla se agitdé durante 4 h, se diluyé
con metanol y dioxano, se evaporé y coevaporé con dioxano (3 x 60 ml) hasta sequedad. El solido se destruy6é con
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ultrasonidos con una mezcla de CHsOH/CH2Cl2 (1:1, 80 ml), se filtr6 y se evapord hasta convertirse en un solido. El
solido proporcionado se disolvi6 en CH3OH (100 ml) y se agregaron 0,4 ml de HCI (conc.). La mezcla se agito
durante 1 h, neutraliz6 hasta un pH de 3,0 con NaHCO3 0,1 M, se concentro y se extrajo con CH2Clz (4 x 60 ml). Las
capas organicas se combinaron, lavaron con NaHCOs 1M/NaCl (conc.), se secaron en NaxSO4, se filtraron, se

5 evaporaron y se purificaron en cromatografia en SiO2 eluida con EtAc/CH2Cl2 (1:3) para proporcionar 615 mg (70%)
del producto del titulo. '"H RMN (CDCls), 7,81 (d, 1H, J = 5,7 Hz), 7,38 ~ 7,23 (m, 6H), 6,74 (s, 1H), 5,12 (dd, 2H, J =
2,3, 21,8 Hz), 4,18 (m, 1H), 3,88 (d, 3H), 3,69 (m, 1H), 3,15 (m, 1H), 1,99 (m, 1H), 1,87 (m, 1H), 1,79 ~ 1,65 (m, 4H);
3C RMN 167,76, 163,31, 150,72, 148,48, 140,09, 136,46, 128,87, 128,28, 127,53, 121,77, 111,01, 71,02, 56,41,
49,84, 39,93, 24,76, 23,21, 18,62; MS m/z+ 373,2 (M + Na), 391,2 (M + Na + H20), 405,3 (M + Na + CH3OH).

10

(R,2)-3-hidroxi-2-metoxi-7,8,9,10-tetrahidrobenzo[e]pirido[1,2-a][1,4]diazepin-12(6aH)-ona (242)

BzO N=,, N=/,
O _ CHySOH O
H5CO N CH)CL, >70%  H,CO
0

241

15 A (R,2)-3-(benciloxi)-2-metoxi-7,8,9,10-tetrahidrobenzo[e]pirido[1,2-a][1,4]diazepin-12(6aH)-ona (241) (215 mg,
0,614 mmol) en 25 ml de CH2Cl2a 0°C se agregaron 25 ml de CH2SOsH. La mezcla se agité a 0°C durante 10 miny
después a TA durante 2 h, se diluydé con CH2Clz, neutralizé con NaHCOs 1,0 M frio, se extrajo con CH2Clz, se secs €n
Na2S0s4, se filtro, se evaporé y se purifico en cromatografia en SiO2 eluida con CHsOH/CH2Cl2 (1:15) para
proporcionar 122 mg (70%) del producto del titulo. '"H RMN (CDCls), 7,75 (d, 1H, J = 5,7 Hz), 7,28 (s, 1H), 6,70 (s,

20 1H), 4,08 (m, 1H), 3,83 (d, 3H), 3,61 (m, 1H), 3,08 (m, 1H), 1,91 (m, 1H), 1,81 (m, 1H), 1,71 ~ 1,55 (m, 4H); '3C RMN
167,81, 163,46, 148,53, 145,71, 140,84, 121,23, 111,89, 111,39, 56,45, 49,83, 39,96, 24,71, 23,22, 18,60; MS m/z+
283,7 (M + Na).

(5Z,5'Z,6aR,6a'R)-3,3'-(5-(2-(4-acetilfenoxi)etoxi)-1,3-fenilen)bis(metilen)bis(oxi)bis (2-metoxi-7,8,9,10-
25 tetrahidrobenzo[e]pirido[1,2-a][1,4]diazepin-12(6aH)-ona) (243)

HO W=, @\/
O ngCO3I o041 Acetona Q" o H=p
H.£0 1% oc, H3CO !
U o4z 0

A una solucién en agitacion de (R,Z)-3-hidroxi-2-metoxi-7,8,9,10-tetrahidrobenzo[e]pirido[1,2-a][1,4]diazepin-
12(6aH)-ona (242) (42 mg, 0,16 mmol), Cs2C0O3 (100 mg, 0,307 mmol), KI (3,2 mg, 0,018 mmol) en 5 ml de acetona

30 se agreg6 1-(4-(2-(3,5-bis(bromometil)fenoxi)etoxi)fenil)etanona (236) (36 mg, 0,081 mmol). La mezcla se agitd
durante toda la noche, se evaporo6 y purifico en HPLC preparativa columna C-18 (columna de ®10 mm x 200 mm,
velocidad de flujo 9 mL/min y un sistema de disolvente de gradiente que va desde 80:20 de disolvente A:B a un
tiempo de 0-5 min a 50:50 A:B a 15 min, después a 30:70 A:B a 25 min hasta 10:90 A:B a 30 min. Disolvente A -
agua, disolvente B - dioxano) y se liofilizé para proporcionar un sélido blanco 39,1 mg (61%) del compuesto del titulo.

35 'H RMN (DMF-d7), 8,30 (m, 2H), 7,75 (d, 2H, J = 5,7 Hz), 7,30 (s, 2H), 7,01 (m, 2H), 6,71 (s, 2H), 6,68 (s, 1H), 6,63
(s, 2H), 5,21 (s, 4H), 4,43 (m, 2H), 4,32 (m, 2H), 4,08 (m, 2H), 3,83 (s, 6H), 3,61 (m, 2H), 3,08 (m, 2H), 2,56 (s, 3H),
1,91 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,71 ~ 1,55 (m, 8H); MS m/z+ 823,2 (M + Na), 839,3 (M + K), 857,3 (M + K+ H20); MS
m/z- 799,2 (M - H).

40 2-(4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)butanoil)hidracincarboxilato de terc-butilo (245)
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OH NHzNHBOC NHNHBOC
| N> W
0 EDC/DCM
0
244

Se agitaron acido 4-maleimidobutirico (245 mg, 1,33 mmol), hidracinacarboxilato de terc-butilo (201 mg, 1,52 mmol)
y EDC (400 mg, 2,08 mmol) en 5 ml de CH2Clz durante toda la noche en Ar, se lavaron con NaH2PO4 1 M/NaCl
(conc.), se secaron en MgSQys, se filtraron, se evaporaron y se purificaron en cromatografia en SiO2 eluida con
MeQOH/DCM (1:25) para proporcionar 335 mg (85%) del compuesto del titulo. "H RMN (CDCls), 7,83 (br, 1H), 6,65 (s,
2H), 6,50 (br, 1H), 3,58 (t, 2H, J = 6,3 Hz), 2,15 (t, 2H, J = 7,0 Hz), 1,90 (dt, 2H, J = 6,8, 13,4 Hz), 1,40 (s, 9H); "°C
RMN 171,30, 155,61, 134,41, 82,00, 37,13, 31,38, 28,36, 24,95; MS m/z+ 320,2 (M + Na).

Sal de acido trifluoroacético de 4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)butanhidracida (246)

0 0
20%THF *
| oy MHNHBOC 0 | oy MHNH*TFA
0 DCM 0
0 245 0 246

A 2-(4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)butanoil)-hidracincarboxilato de terc-butilo (245) (200 mg, 0,673 mmol) en
8 ml de DCM se agregaron 2 ml de TFA. La mezcla se agité durante 45 h, se diluy6 con etanol/tolueno (8 ml, 1:1), se
evaporo6 y coevaporo6 con etanol/tolueno (3 x 10 ml), se cristalizd con etanol/EtAc/hexanos, se filtré y se sec6 al vacio
para proporcionar 188 mg (90%) del compuesto del titulo. '"H RMN (CDs0D) 6,72 (s, 2H), 5,39 (s, 0,6H), 3,47 (t, 2H,
J = 6,6 Hz), 2,20 (m, 2H), 1,85 (m, 2H); "*C RMN 172,72, 135,56, 54,93, 39,20, 37,99, 25,20; MS m/z+ 197,9 (M +
H).

(E)-N'-(1-(4-(2-(3,5-bis(((S,2)-2-metoxi-12-0x0-6a,7,8,9,10,12-hexahidrobenzo[e]pirido[1,2-a][1,4]diazepin-3-
iloxi)metil)fenoxi)etoxi)fenil)etiliden)-4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)butanhidracida (247)

s HCUDCM WN;j
| N ONH, ———
) 243, 4A MS N —,
0 246 C:Q O
N OCH; H;CO
0

Sal del acido trifluoroacético de 4-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)butanhidracida (246) (3 mg, 0,0096 mmol),
(5Z,5'Z,6aR,6a'R)-3,3'-(5-(2-(4-acetilfenoxi)etoxi)-1,3-fenilen)bis(metilen)bis(oxi)bis(2-metoxi-7,8,9,10-
tetrahidrobenzo[e]pirido[1,2-a][1,4]diazepin-12(6aH)-ona) (243) (7,5 mg, 0,0093 mmol) y 50 mg de tamices
moleculares de 4 A se agitaron en 2 ml de 5% de HAc seco en DCM (que fue secado un dia antes por tamices
moleculares de 4 A) durante 2 h, se neutralizaron con 0,5 ml de DIPEA, se evaporaron y se purificaron en HPLC
preparativa columna C-18 (columna 10 mm x 200 mm, velocidad de flujo de 9 mL/min y un sistema de disolvente
de gradiente que va desde 80:20 de disolvente A:B a un tiempo de 0-5 min a 50:50 A:B a 15 min, después a 30:70
A:B a 25 min hasta 10:90 A:B a 30 min. Disolvente A - agua, disolvente B — metanol/dioxano (2:1)) y se liofilizaron
para proporcionar 5,6 mg de un sélido blanco (61%) del compuesto del titulo. MS m/z+ 1066,3 (M + 2CH3OH + Na).

Ejemplo 13
Preparacion del conjugado de huN901-IGN-07:

El anticuerpo de huN901 que se une al antigeno CD56 se eligié para conjugarse con derivados de IGN. Una solucion
de anticuerpo huN901 a una concentracion de 3 mg/mL en un tampén acuoso con acido N-(2-hidroxietil)-piperacin-
N'-2-etanosulfénico 0,05 M (HEPES) y 2 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pH 8 se traté con un exceso
molar de 20 veces de una solucion de éster de NHS IGN-07 en dimetilacetamida (DMA) de forma tal que la
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concentracién final de DMA en el tampon fuera de 10% v/v. La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente
durante 120 min y después se cargd en una columna de filtracion de gel Sephadex G25 (HiPrep™ 26/10 columna de
desalacion GE# 17-5087-01) que habia sido previamente equilibrada en un tampodn acuoso con citrato de sodio 0,01
M, cloruro de sodio 0,135 M, pH 5,5. Las fracciones que contenian anticuerpo conjugado se recogieron y se
agruparon para proporcionar el producto. La muestra agrupada se dializé durante toda la noche contra el mismo
tampdn de elucion (citrato de sodio 0,01 M, cloruro de sodio 0,135 m, pH 5,5) para purificar adicionalmente el
producto.

El conjugado final se ensay6 de forma espectrofotométrica usando los coeficientes de extincién que se determinaron
para IGN-07 (€330nm = 15,231 M-1 cm-1 y €280 nm = 26,864 M-1 cm-1) y anticuerpo de huN901 (e2s0nm = 225,000 M-
1cm-1). Se enlazaron un promedio de 3,1 moléculas de IGN por molécula de anticuerpo.

N~ huN9O1

\N/\/\rr

o)
N o o N=
Nﬁom MeO:CLy(N(@
o o)
huN901-IGN-07

Preparacion de soluciéon madre de IGN-10 (compuesto 51):

Una solucion de IGN-10 se prepar6 recién hecha para una solucién madre 0,004 M con base en un peso molecular
de 975,14 g/mol en dimetilacetamida (DMA). La solucién madre se ensayé de forma espectrofotométrica usando un
coeficiente de extincion de referencia determinado a 330 nm (€330 nm = 15,500 M-1 cm-1).

Ejemplo 14

Preparacion del conjugado de muB38,1-IGN-10:

El anticuerpo de muB38,1 que se une al antigeno EpCAM se eligié para conjugarse con derivados de IGN a través
de un enlace disulfuro. Una solucién de anticuerpo de muB38,1 a una concentracion de 2,5 mg/mL en un tampén
acuoso con solucion salina amortiguada con fosfato (PBS) pH 7,4 se traté con un exceso molar 120 de tiolactona de
1-homocisteina durante 12 h a 37°C. La mezcla de reaccion se cargé en una columna de filtracion de gel Sephadex
G25 (HiPrep™ 26/10 columna de desalacion GE# 17-5087-01) que fue previamente equilibrada en PBS pH 7,4. Las
fracciones con anticuerpo se recogieron, se agruparon y se sometieron a ensayo para determinar el contenido de tiol
reactivo usando un ensayo de Ellman. Después el anticuerpo modificado se traté con un exceso molar de 4 veces de
IGN-10 (en DMA) por tiol libre y se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 8 h. La mezcla de reaccion se
carg6 en una columna de filtracion de gel Sephadex G25 (HiPrep™ 26/10 columna de desalacién GE# 17-5087-01)
que habia sido previamente equilibrada en un tampén acuoso con citrato de sodio 0,01 M, cloruro de sodio 0,135 M,
pH 5,5. Las fracciones con anticuerpo conjugado se recogieron y se agruparon para proporcionar el producto. La
muestra agrupada se dializé durante toda la noche contra el mismo tampén de elucion (citrato de sodio 0,01 M,
cloruro de sodio 0,135 m, pH 5,5) para purificar adicionalmente el producto.

El conjugado final se ensay6 de forma espectrofotométrica usando los coeficientes de extincion que se determinaron

para IGN-10 (€330nm = 15,500 M-1 cm-1 y €280nm = 26,864 M-1 cm-1) y anticuerpo de muB38,1 (g2sonm = 215,525 M-
1cm-1). Se enlazaron un promedio de 0,7 moléculas de IGN por molécula de anticuerpo.
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3| H

muB38.1-IGN-10
Ejemplo 15

Ensayo de sonda de ADN para medir la unién del dimero de IGN vy la alquilacién a ADN de doble cadena (dsDNA):

Condiciones de reaccion: Se mezclé dsDNA (25 pM de concentracion final) en 100 mM de TRIS, 1 mM de EDTA, pH
8 con 3,7 equivalentes molares de IGN-01 (compuesto 18), IGN-02 (compuesto 19) o IGN-09 (compuesto 15)
disueltos en acetonitrilo (concentracion final de acetonitrilo <2% por volumen). La reaccién se incub6 a 15°C (por
debajo del TM del dsDNA) y se inyectaron partes alicuotas de 10 ul en HPLC de fase inversa en varios puntos de
tiempo después de mezclarla.

Condiciones de HPLC: Columna Waters Xbridge C8 de 2,1 x 50 mm, Tampon A: 100 mM de hexafluoroisopropanol,
16,3 mM de trietilamina, en agua, Tampdn B: Metanol; 98% A - 100% B durante 32 min, flujo de 0,25 ml/min, calor
de columna de 60°C, deteccion de 260 nm. Las areas bajo la curva (AUC) para el pico de sonda de ADN y el pico
del aducto IGN/ADN resultante se usaron para determinar el % de reticulacién en cada punto de tiempo de
incubacion.

Hibridacion de ADN: ADN de cadena simple (Invitrogen) se hibridé en dsDNA usando un ciclador térmico Peltier
(PTC-200, MJ Research). Se calentaron 1 mM de ADN en 100 mM de TRIS, 1 mM de EDTA pH 8 a 80°C y después
se enfriaron gradualmente hasta 4°C durante 90 minutos en etapas de 15 grados. El dsDNA resultante se mantuvo a
4°C hasta que se us6 en el ensayo. IGN-01, IGN-02 e IGN-09 no formaron aductos covalentes con ADN de cadena
simple (ADNcs) en experimentos de control.

Ejemplo 16

TsCl
TEA,

CHaCl; 2493
r=999%

4-metilbencenosulfonato de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilo:

A una solucién agitada de 2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etanol (1,64 g, 10 mmol) en diclorometano anhidro (30 mL) se
agrego trietilamina (2,53 g, 25 mmol), cloruro de tosilo (3,81 g, 20 mmol) y DMAP (0,061 g, 0,5 mmol) posteriormente
a temperatura ambiente. La mezcla se siguié agitando durante toda la noche y se procesé por dilucién con acetato
de etilo y se filtrd para retirar el sélido de clorhidrato de trietilamina. El sélido se lavé con acetato de etilo y el filtrado
se evaporo6. El residuo se diluyd con acetato de etilo y se filtrd para retirar el precipitado adicional. El filtrado se
evapord para proporcionar el producto bruto como un liquido. Se purificd por cromatografia en gel de silice
(diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 249a como un aceite (3,16 g, rendimiento = 99%) 'H RMN
(400 Hz, CDCls): 6 7,81 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,17 (t, J = 3,2 Hz, 2H), 3,70 (i, J = 4,8 Hz, 2H),
3,64-3,60 (m, 6H), 3,54 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,38 (s, 3H), 2,46 (s, 3H); '3C RMN (400 Hz, CDCls): & 144,7, 133,0,
129,8,127,9, 71,9, 70,7, 70,52, 70,50, 69,2, 68,6, 59,0, 21,6; MS (m/z): encontrado 341,1 (M + Na)*.
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(5-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilamino)-1,3-fenilen)dimetanol:

A la mezcla de tosilato 249a (1,85 g, 5,81 mmol) y compuesto de anilina 26 (1,78 g, 11,6 mmol) en DMF anhidro (9
mL) se agreg6 carbonato de potasio anhidro (1,61 g, 11,6 mmol). La mezcla se calentd a 85°C y se agité a esa
temperatura durante toda la noche. La solucion se enfrié hasta temperatura ambiente y se diluyd con diclorometano.
Se filtré a través de celita y el solido se lavé con diclorometano. El filtrado se evapord y el residuo se diluy6é con
diclorometano y se filtr6 nuevamente para retirar el sélido adicional. El filirado se evaporé y el residuo se purifico por
cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 249b como un aceite
amarillento claro (835 mg, rendimiento = 48%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): 8 6,60 (s, 1H), 6,47 (s, 2H), 4,48 (s, 4H),
4,31 (bs, 1H), 3,66-3,59 (m, 8H), 3,55-3,52 (m, 2H), 3,36 (s, 3H), 3,24 (t, J = 4,8 Hz, 2H); 'C RMN (400 Hz, CDCl3):
0 148,5, 1424, 1146, 110,7, 71,8, 70,4, 70,3, 70,1, 69,4, 64,9, 58,9, 43,5; MS (m/z): encontrado 322,2 (M + Na)*.

0
_—
= 58%
249b ' : 249¢

Compuesto 249c (conector de IGN-14):

A la soluciéon del compuesto 249 mg (319 mg, 1,07 mmol) y 4-bromobutirato de metilo (248 mg, 1,37 mmol) en
acetonitrilo anhidro (5 mL) se agreg6 carbonato de potasio anhidro (177 mg, 1,28 mmol). La mezcla se agitdé y se
calenté a reflujo (bafio de aceite de 86°C) durante toda la noche. Se enfri6 hasta temperatura ambiente y se diluyo
con diclorometano. La mezcla se filiro a través de celita y el filtrado se evapor6. El residuo se purificé por
cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 249¢ (conector de IGN-14)
como un aceite incoloro (246 mg, rendimiento = 58%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): 8 6,69 (s, 2H), 6,66 (s, 1H), 4,64 (s,
4H), 3,71 (s, 3H), 3,64-3,62 (m, 8H), 3,57-3,54 (m, 4H), 3,40-3,38 (m, 5H), 2,38 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,93 (p, J = 7,2
Hz, 2H); MS (m/z): encontrado 422,3 (M + Na)*.

Me Oy Oogy oy O S TEAE A
0

\/@ 2 K04 DMF
R S g@””mm e

= 34% 248d (IGN-14- DMEI

Compuesto 249d (IGN-14-OMe):

A una solucion agitada del compuesto 249¢ (120 mg, 0,3 mmol) en diclorometano anhidro (3 mL) se agregé
trietilamina (146 pl, 1,05 mmol). La mezcla se enfrio hasta -10°C y se agreg6 cloruro de metanosulfonilo (70 pl, 0,9
mmol) lentamente en 15 minutos. La solucién se siguié agitando entre -10°C y -5°C durante 60 minutos y se inactivo
por la adicion de hielo/agua. Se diluy6é con acetato de etilo y se lavé con agua fria. La capa organica se secé en
sulfato de sodio anhidro, se filtr6, se evapor6 y se someti6 a alto vacio para proporcionar el mesilato como un aceite
incoloro. El mesilato se transfiri6 a un matraz de fondo redondo de 10 mL con acetato de etilo, se evapord y se
sometid a alto vacio. Se agreg6 el compuesto 8 (221 mg, 0,75 mmol) seguido por la adicion de DMF anhidro (2 mL)
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y carbonato de potasio anhidro (207 mg, 1,5 mmol). La mezcla se agité6 a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se diluy6 con diclorometano y se lavd con salmuera. La capa organica se secé en sulfato de sodio anhidro,
se filir6 y se evaporo. El residuo se purificd por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, se eluyé con
CH3CN/H20) para proporcionar el compuesto 249d (IGN-14-OMe) como un sélido amarillento claro (98 mg,
rendimiento = 34%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): 8 8,29 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,31-
7,26 (m, 4H), 7,12 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 6,88 (s, 2H), 6,83 (s, 1H), 6,76 (s, 2H), 5,18 (dd, J1 = 23,2 Hz, J2 = 12,4 Hz,
4H), 4,49 (dt, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,4 Hz, 2H), 3,99 (s, 6H), 3,73-3,52 (m, 19H), 3,40-3,37 (m, 5H), 2,35 (t, J = 7,2 Hz,
2H), 1,90 (p, J = 7,2 Hz, 2H); '°C RMN (400 Hz, CDCls): & 173,7, 164,9, 163,2, 151,1, 148,5, 148,4, 142,1, 140,2,
137,8, 129,7, 128,2, 124,9, 120,7, 117,0, 113,8, 112,0, 111,4, 110,4, 72,0, 71,3, 70,7, 70,6, 68,6, 59,1, 56,3, 55,0,
51,7, 50,7, 32,7, 31,3, 22,4; MS (m/z): encontrado 974,6 (M + Na)*, 992,7 (M + H20 + Na)*, 1010,7 (M + 2H20 +
Na)*, 950,3 (M — H)-, 1022,3 (M + 4H20 — H).

0
Me,SnOH NH3 /EDC ""'QDJ“D%DJ‘NWD ”;

- oichsCHe CHaCly

g{rmnnﬂe wnmﬁ:‘@ £ragt G\’:Nmﬂhﬂe Meﬁﬁj‘}@ r 51*{,@\(« Me  Mel (‘@

248d [IGN-14-0Me) 249 [1G N-14- acide) 243F (16 M-14-NHZ) ¥

MeDwD%DwNwDMe MeDwD%DmeDH

Compuesto 249f (IGN-14-NHS):

A la solucion del compuesto 249d (105 mg, 0,11 mmol) en dicloroetano anhidro 1,2 (2 mL) se agregd hidroxido de
trietilestafio (299 mg, 1,65 mmol). La mezcla se calentd a 80°C y se agité durante toda la noche. Se enfri6 hasta
temperatura ambiente, se diluyé con diclorometano y se lavé con una solucibn mezclada de cloruro de sodio
saturado y 5% de acido clorhidrico (~1 mL), después salmuera. La capa organica se secé en sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se evaporé. El residuo se pasé a través de una columna corta de gel de silice y se eluy6 con
diclorometano/metanol para retirar el hidroxido de trimetilestafio extra. Las fracciones de producto se evaporaron y
se sometieron a alto vacio para proporcionar el acido 249e como un sélido amarillento (102 mg, rendimiento = 99%).
MS (m/z): encontrado 936,1 (M - H), 960,3 (M + Na)*. Después el compuesto 249e se disolvidé en diclorometano
anhidro (1 mL). Posteriormente se agregaron N-hidroxisuccinimida (NHS, 37,5 mg, 0,326 mmol) y clorhidrato de N-
(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, 62,5 mg, 0,326 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante toda la noche y se diluyé con diclorometano, se lavé con salmuera y se secé en sulfato de sodio anhidro. Se
filtro, se evapord y el residuo se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con
acetonitrilo/agua). Las fracciones del producto se combinaron y se extrajeron con diclorometano. Las capas
organicas se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron, se evaporaron y se sometieron a alto vacio para
proporcionar el compuesto 249f (IGN-14-NHS) como un soélido amarillento claro (57,8 mg, rendimiento = 51%). 'H
RMN (400 Hz, CDCls): & 8,28 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 4,4 Hz, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,31-7,27 (m, 4H), 7,12 (t, J =
7,6 Hz, 2H), 6,87 (s, 2H), 6,81 (s, 1H), 6,74 (s, 2H), 5,23 (dd, J1 = 26,4 Hz, J2 = 12,4 Hz, 4H), 4,49 (dt, J1 = 10,8 Hz,
J2 =4,4 Hz, 2H), 4,00 (s, 6H), 3,73-3,47 (m, 18H), 3,37 (s, 3H), 2,79-2,74 (m, 4H), 2,59 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,97 (p, J
=7,2 Hz, 2H); MS (m/z): encontrado 1057,4 (M + Na)*.

Ejemplo 17

Cg@@we Mwu@ g&fﬁ&b éfnoﬁo@ﬂ‘@

34 (IGN-03-OMe) 250a (IGN-16-OMe) 250b(IGN-18-OMe)

Compuestos 250a (IGN-16-OMe) y 250b (IGN-18-OMe):

A una solucién agitada del compuesto 34 (111 mg, 0,135 mmol) en etanol absoluto (1,0 mL) y diclorometano anhidro
(0,5 mL) se agreg6 borohidruro de sodio (1,0 mg, 0,027 mmol) a 0°C. Después de 30 minutos, el bafio de hielo/agua
se retird y la mezcla de reaccion se sigui6 agitando a temperatura ambiente durante 3 horas. La reaccion se inactivo
por la adicion de cloruro de amonio saturado y se diluy6 con diclorometano. La mezcla se separ6 y la capa organica
se lavé con salmuera, se seco en sulfato de sodio anhidro y se filtir6. Los disolventes se retiraron a presion reducida
y el residuo se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con acetonitrilo/agua) para
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proporcionar los compuestos 250a (IGN-16-OMe, 6,6 mg) y 250b (8,0 mg) como un soélido blanco. 250a: MS (m/z),
encontrado 845,3 (M + Na)*, 863,3 (M + H20 + Na)*. 250b: 'H RMN (400 Hz, CDCls), d 8,34 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,49
(s, 2H), 7,27-7,03 (m, 6H), 6,89-6,87 (m, 3H), 6,05 (s, 2H), 4,96 (dd, J1 = 20,8 Hz, J> = 12,8 Hz, 4H), 4,40-4,34 (m,
2H), 3,94-3,91 (m, 2H), 3,87 (s, 6H), 3,67 (s, 3H), 3,563-3,42 (m, 6H), 2,78 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 4,0 Hz, 2H), 2,38-
2,37 (m, 2H), 1,79-1,77 (m, 4H); MS (m/z), encontrado 847,3 (M + Na)*.

Ejemplo 18

H O
CozMe 7
BinG M 01z HafcOEL HO M=
—- N

M ed M Pdic [l I=T] I

Fr=91%
5 © 251a

Compuesto 251a:

A una solucién agitada del compuesto 5 (840 mg, 1,82 mmol) en acetato de etilo (10 mL) se agregé paladio sobre
carbon (10%, 193 mg, 0,182 mmol). El matraz se sometié brevemente a vacio y se sustituy6é por H2en un globo. La
mezcla se siguié hidrogenando durante toda la noche y se filtré a través de celita. El sélido se lavé con metanol y el
filtrado se tratd con 5% de acido clorhidrico (0,1 mL). La solucion se depur6 a presion reducida y el residuo se
purificé por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 251a como un
soélido blanco (512 mg, rendimiento = 91%). 'H RMN (400 Hz, CDCls), & 8,21 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,09 (bs, NH), 7,53
(s, 1H), 7,31-7,25 (m, 2H), 7,12 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,61 (s, 1H), 6,22 (bs, 1H), 4,73 (dd, J1 = 10,4 Hz, J2 = 2,8 Hz,
1H), 4,07 (dd, J1 = 16,4 Hz, J2 = 2,4 Hz, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,34 (dd, J1 = 16,4 Hz, J2 = 10,4 Hz, 1H); MS (m/z),
encontrado 333,1 (M + Na)*, 308,9 (M - H)'.

- WOME WOME
HO M~
DS s L
Mei Nrb Mﬂ @\W,N@
0 KoC O5/DMF OMe  MeD
2512 r=28% 251b {IGN-17-OMe)

Compuesto 251b (IGN-17-OMe):

A una solucién del compuesto 38 (0,165 mmol, preparada a partir de 44 mg del compuesto 30 siguiendo el
procedimiento descrito en el ejemplo 6) y 251a (128 mg, 0,413 mmol) en DMF anhidro (1,5 mL) se agregé carbonato
de potasio anhidro (114 mg, 0,825 mmol). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante toda la noche y se
diluyé con diclorometano, se lavd con salmuera y se secé en sulfato de sodio anhidro y sulfato de magnesio. Se
filtr6, se evaporé y parte del residuo se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con
acetonitrilo/agua) para proporcionar 1,9 mg del compuesto 251b como un sélido blanco. El resto del residuo se
purificé por cromatografia preparativa de capa fina (diclorometano/metanol, 12:1) para proporcionar 36,8 mg del
producto como un solido blanco. Se aislo un total de 38,7 mg del compuesto 251b (IGN-17-OMe) (rendimiento =
28%). "H RMN (400 Hz, CDClz): 6 8,61 (s, 2H), 8,15 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,48 (s, 2H), 7,25 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,20 (t,
J =7,6 Hz, 2H), 7,07 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 6,73 (s, 1H), 6,69 (s, 2H), 6,58 (s, 2H), 5,02 (dd, J1 = 17,6 Hz, J2 = 13,2 Hz,
4H), 4,66 (dd, J1 = 10,4 Hz, J2 = 2,8 Hz, 2H), 4,00 (dd, J1 = 16,4 Hz, J2 = 2,4 Hz, 2H), 3,90 (s, 6H), 3,68 (s, 3H), 3,39-
3,23 (m, 4H), 2,89 (s, 3H), 2,44-2,30 (m, 2H), 1,91-1,92 (m, 2H); "*C RMN (400 Hz, CDCls): 6 174,5, 169,1, 164,2,
151,86, 149,6, 146,9, 141,2, 137,3, 130,6, 129,4, 127,5, 124,9, 124,8, 119,6, 117,1, 114,2, 112,5, 110,9, 106,0, 71,4,
58,0, 56,2, 51,9, 51,7, 38,3, 31,1, 28,2, 21,8; MS (m/z), encontrado 874,3 (M + Na)*, 850,2 (M - H).

Ejemplo 19
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\*-/”\J 3 = BO% Br Br
57a

Compuesto 252a:

La mezcla de 1,3-dibromoacetona (0,863 g, pureza del 75%, 3,0 mmol) y (trifenilfosforaniliden)acetato de metilo
(1,505 g, 4,5 mmol) en THF anhidro (15 mL) se calent6 hasta reflujo durante 4,5 horas. La solucién se enfrié hasta
temperatura ambiente y se evapor6. El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (hexanos/acetato de
etilo) para proporcionar el compuesto 252a como un liquido incoloro (485 mg, rendimiento = 60%). "H RMN (400 Hz,
CDCl3): 8 6,06 (s, 1H), 4,76 (s, 2H), 4,19 (s, 2H), 3,79 (s, 3H); '3C RMN (400 Hz, CDCls): 6 165,1, 150,4, 121,3, 51,8,
33,6, 25,5.

0
o HO N= \/Ei?Me
MeOIij%fﬂ%i> N~ O O N=
OMe (0]
\ﬁ 8 N WKIOMe MeOI:LVV N
Br Br I ——
K,CO3/DMF o o
252a 252b (IGN-19-OMe)

Compuesto 252b (IGN-19-OMe):

La mezcla del compuesto 252a (32 mg, 0,118 mmol), monémero 8 (87 mg, 0,294 mmol) y carbonato de potasio
anhidro (49 mg, 0,353 mmol) en DMF anhidro (1 mL) se agit6 a temperatura ambiente durante toda la noche. Se
diluyé con diclorometano, se lavd con salmuera y se seco en sulfato de sodio anhidro. La solucién se filtrd, se
evaporé y se purificd por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar 105 mg del
compuesto 252b mezclado con productos derivados como una espuma amarillenta. Partes de los productos se
purificaron adicionalmente por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con acetonitrilo/agua) para
proporcionar 10 mg del compuesto 252b (IGN-19-OMe) como un solido blanco. MS (m/z): encontrado 721,2 (M +
Na)*, 739,2 (M + H20 + Na)*, 757,2 (M + 2H20 + Na)*, 697,1 (M — H)", 769,1 (M + 4H20 — H)~.

Ejemplo 20

EtOH luegoNaBH
HW><SSME + CHgNH; s S
I = B5% SSMe
253a

Compuesto 253a:

A una soluciéon de 2-(metilditio)-isobutiraldehido (690 mg, 4,59 mmol) en etanol absoluto (15 mL) se agrego
metilamina (629 pl, 33% en peso, 5,05 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante cuatro horas y se
enfri6 hasta 0°C seguido por la adicién de borohidruro de sodio (174 mg, 4,59 mmol). Después de una hora, la
reaccion se inactivd con unas pocas gotas de 5% de acido clorhidrico frio y después se basifico con bicarbonato de
sodio saturado. La mezcla se diluyd con diclorometano y se lavd con salmuera. La capa organica se secd en sulfato
de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporo6 a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice
(0,2% de trietilamina en diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto volatii 2563a como un liquido
amarillento claro (491 mg, rendimiento = 65%). '"H RMN (400 Hz, CDCls): 8 2,61 (s, 2H), 2,45 (s, 3H), 2,39 (s, 3H),
1,32 (s, 6H), 1,20 (s, NH); '*C RMN (400 Hz, CDCl3): & 61,2, 51,7, 37,2, 26,5, 25,3; MS (m/z): encontrado 166,0 (M +
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5 Compuesto 253b:

La mezcla del compuesto 249¢ (117 mg, 0,293 mmol) e hidréxido de trimetilestafio (794 mg, 4,39 mmol) en 1,2-
dicloroetano anhidro (1,5 mL) se calentd hasta 80°C y se agitdé durante toda la noche. Se enfri6 hasta temperatura
ambiente, se diluyé con diclorometano y se lavé con una solucién mezclada de cloruro de sodio saturado y 5% de
10 acido clorhidrico (~1 mL), después salmuera. La capa organica se seco en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
evapord. El residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar el acido
253b como un aceite incoloro (93,9 mg, rendimiento = 99%). 'H RMN (400 Hz, CDClz): § 6,62 (s, 2H), 6,57 (s, 1H),
4,50 (s, 4H), 3,63-3,54 (m, 8H), 3,53-3,46 (m, 4H), 3,36-3,31 (m, 5H), 2,29 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,83 (p, J = 6,8 Hz,
2H); '*C RMN (400 Hz, CDCls): & 177,0, 148,2, 142,4, 113,8, 110,1, 71,9, 70,7, 70,6, 70,4, 68,8, 65,2, 59,0, 50,8,
15 50,7, 31,4, 22,3; MS (m/z): encontrado 384,2 (M - H)-, 408,4 (M + Na)*.

|
MeO . OH MED) L e O N\X
H o T epcomap 0 N S5M
- Sahe = /@\/ CH?Clz /@\,
2538 HO OH r=53% HO OH
253b 53¢

Compuesto 253c:

20 A una solucién de amina 253a (44,3 mg, 0,268 mmol) y acido carboxilico 253b (93,3, 0,244 mmol) en diclorometano
anhidro (1,5 mL) se agregd N-hidroxisuccinimida (NHS, 70,1 mg, 0,365 mmol) y DMAP (5,95 mg, 0,049 mmol). La
mezcla se agité a temperatura ambiente durante toda la noche y se diluy6 con diclorometano, se lavé con cloruro de
amonio saturado y salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporé. El residuo se purificé por
cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 253¢ como un aceite incoloro

25 (69,1 mg, rendimiento = 53%). '"H RMN (400 Hz, CDClz): 8 6,71 (s, 2H), 6,64 (s, 1H), 4,57 (s, 4H), 3,63-3,59 (m, 8H +
20H), 3,54-3,51 (m, 4H), 3,38-3,34 (m, 5H), 3,08 (s, 2,35H), 3,00 (s, 0,65H), 2,86 (bs, 2H), 2,43 (s, 3H), 2,34 (t, J =
6,8 Hz, 2H), 1,95-1,88 (m, 2H), 1,36 (s, 1,3H), 1,31 (s, 4,7H); '°C RMN (400 Hz, CDClz): & 173,7, 148,5, 142,7,
113,2, 109,8, 72,0, 70,8, 70,7, 70,6, 68,9, 65,6, 59,1, 56,5, 53,0, 52,2, 51,0, 50,8, 38,8, 30,6, 26,6, 25,6, 22,3; MS
(m/z): encontrado 555,5 (M + Na)*.
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Compuesto 253d:

A una solucion agitada del compuesto 253¢ (69,1 mg, 0,13 mmol) en diclorometano anhidro (1,5 mL) se agrego
35 trietilamina (63 pl, 0,454 mmol). La mezcla se enfrié hasta -10°C y se agreg6 cloruro de metanosulfonilo (30 pl, 0,389
mmol) lentamente en 15 minutos. La solucién se siguidé agitando a entre -10°C y -5°C durante 60 minutos y se
inactivo por la adicion de hielo/agua. Se diluyé con acetato de etilo y se lavd con agua fria. La capa organica se seco
en sulfato de sodio anhidro, se filiré, se evapord y se sometié a alto vacio para proporcionar el mesilato como un

80



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 604 668 T3

aceite incoloro. El mesilato se transfiri6 a un matraz de fondo redondo de 10 mL con acetato de etilo, se evapor6 y
se someti6 a alto vacio. Se agreg6 el compuesto 8 (99 mg, 0,338 mmol) seguido por la adicion de DMF anhidro (1
mL) y carbonato de potasio anhidro (90 mg, 0,65 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante toda la
noche. Se diluy6 con diclorometano y se lavd con salmuera. La capa organica se seco en sulfato de sodio anhidro,
se filtr6 y se evapord. El residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para
proporcionar 150 mg de una espuma amarillenta, que se purificé adicionalmente por HPLC preparativa de fase
inversa (columna C18, eluida con CH3CN/H20) para proporcionar el compuesto 253d como un sélido amarillento
claro (50,7 mg, rendimiento = 36%). MS (m/z): encontrado 1107,7 (M + Na)*, 1125,7 (M + H20 + Na)*, 1143,7 (M +
2H20 + Na)*, 1083,4 (M — H)", 1155,5 (M + 4H20 — H)".

|
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Compuesto 253e:

A un pequefio matraz que contenia clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP, 19,1 mg, 0,067 mmol) se
agregaron unas pocas gotas de agua desionizada. Se agreg6 bicarbonato de sodio saturado gota a gota hasta que
el pH fuera de alrededor de 7 indicado por un papel reactivo de pH. Después se diluyé con un tampé6n de fosfato pH
6,5 (0,4 mL) para proporcionar una solucién recién preparada de TCEP. A una solucién agitada del compuesto 253d
(24,1 mg, 0,022 mmol) en metanol (3 mL) y acetonitrilo (1 mL) se agreg6 la solucion de TCEP y se agité a
temperatura ambiente durante 1,5 horas. Se diluy6é con diclorometano y se lavé con salmuera, se secé en sulfato de
sodio anhidro, se filtr6 y se evapord para proporcionar el tiol como un soélido amarillento (21,9 mg) que se uso6
directamente para la siguiente etapa (el tiol no se puede purificar debido a la agregacion). A una solucion del tiol
(21,9 mg, 0,021 mmol) en diclorometano anhidro (0,1 mL) y metanol (0,4 mL) se agreg6é acido 4-(2-
piridiltio)butanoico (24,2 mg, 0,105 mmol) y trietilamina (29 pl, 0,211 mmol). La mezcla se agitd6 a temperatura
ambiente durante cinco horas y se inactivd por cloruro de amonio saturado. Se diluyé con diclorometano, se separé6 y
la capa organica se lavo con salmuera, se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evaporé. El residuo se
purificdé por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con acetonitrilo/agua) para proporcionar el
compuesto 253e como un sélido blanco (7,3 mg, rendimiento = 30%). '"H RMN (400 Hz, CDCl3): 8 8,28 (d, J = 7,6
Hz, 2H), 7,89 (bs, 2H), 7,60 (bs, 2H), 7,31-7,26 (m, 4H), 7,12 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 6,91-6,78 (m, 5H), 5,22-5,13 (m,
4H), 4,54-4,49 (m, 2H), 3,99 (s, 6H), 3,68-3,41 (m, 20H), 3,38 (s, 3H), 3,07 (s, 3H), 2,78-2,77 (m, 2H), 2,47 (bs, 2H),
2,35 (bs, 2H), 2,01-1,95 (m, 4H), 1,31 (s, 6H); MS (m/z): encontrado 1179,7 (M + Na)*, 1197,7 (M + H20 + Na)*,
1073,6 (M + H20 — H)7, 1191,5 (M + 2H20 — H)".
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Compuesto 253f:

A una solucién del compuesto 253e (9,0 mg, 0,00778 mmol) en diclorometano anhidro (0,5 mL) se agregd N-
hidroxisuccinimida (NHS, 2,68 mg, 0,023 mmol) y clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC,
4,47 mg, 0,023 mmol) posteriormente. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante toda la noche y se diluy6
con diclorometano, se lavd con salmuera y se seco en sulfato de sodio anhidro. Se filtro, se evaporo y el residuo se
purificé por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con acetonitrilo/agua). Las fracciones del
producto se combinaron y se extrajeron con diclorometano. Las capas organicas se secaron en sulfato de sodio
anhidro, se filtraron, se evaporaron y se sometieron a alto vacio para proporcionar el compuesto 253f (IGN-20-NHS)
como una espuma amarillenta (4,4 mg, rendimiento = 45%). MS (m/z): encontrado 1276,7 (M + Na)*.
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Ejemplo 21
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5 Compuesto 254a (IGN-23-OMe) v 254b (IGN-24-OMe):

A una solucion agitada del compuesto 249d (91,8 mg, 0,103 mmol) en etanol absoluto (1,0 mL) y diclorometano
anhidro (0,4 mL) se agregé borohidruro de sodio (0,4 mg, 0,0106 mmol) a 0°C. Después de 30 minutos, el bafio de
hielo/agua se eliminé y la mezcla de reaccién se siguié agitando a temperatura ambiente durante 3 horas. La

10 reaccion se inactivé por la adicion de cloruro de amonio sodio [sic] saturado y se diluyé con diclorometano. La
mezcla se separd y la capa organica se lavé con salmuera, se seco en sulfato de sodio anhidro y se filtr6. Los
disolventes se retiraron a presion reducida y el residuo se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (columna
C18, eluida con acetonitrilo/agua) para proporcionar los compuestos 254a (IGN-23-OMe, 24,2 mg, rendimiento =
24,5%) y 254b (IGN-24-OMe, 26,3 mg, rendimiento = 26,6%) como un sélido amarillento. 254a: '"H RMN (400 Hz,

15 CDCls): 6 8,34 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 8,27 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,29-
7,02 (m, 6H), 6,87 (s, 1H), 6,75 (s, 1H), 6,70-6,66 (m, 2H), 6,10 (s, 1H), 5,21-5,02 (m, 4H), 4,49-4,39 (m, 2H), 3,99 (s,
3H), 3,89 (s, 3H), 3,66 (s, 3H), 3,64-3,41 (m, 19H), 3,39-3,34 (m, 4H), 2,78 (dd, J1 = 16,4 Hz, J2 = 3,6 Hz, 1H), 2,33
(t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,90-1,84 (m, 2H); "*C RMN (400 Hz, CDCls): 5 173,8, 166,8, 164,0, 163,5, 152,3, 151,2, 148,7,
148,5, 143,0, 142,1, 140,7, 140,2, 138,5, 137,8, 129,8, 129,7, 128,3, 127,9, 125,0, 124,7, 123,9, 120,9, 117,5, 117,0,

20 1146, 113,4, 113,2, 1121, 111,6, 110,2, 110,1, 104,2, 721, 71,4, 71,2, 70,80, 70,76, 70,70, 68,7, 59,2, 57,3, 56,5,
56,4, 55,1, 54,8, 51,8, 50,9, 50,7, 33,3, 32,7, 31,3, 22,4; MS (m/z), encontrado 976,7 (M + Na)*, 994,6 (M + H20 +
Na)*; 254b: MS (m/z), encontrado 978,7 (M + Na)*.

MeO_~~~ O~ OMe MeO_~~A~ O~ OH
O MeO~~y~ O~
H w@wf Me;SnOH O NW NHS © NW
N\NHJ@i OD/\[N:"‘ CICH2CH2CI N\?@i O:©%‘/ EDC ¢©V
6% CH,Cl,
é(o OMe MeO o '\% D é( Me MeO % 43% OMe MeO
254a

254d (IGN-23- NHS)

25 Compuesto 254c y 254d (IGN-23-NHS):

A la solucion del compuesto 254a (31,8 mg, 0,033 mmol) en dicloroetano anhidro 1,2 (1 mL) se agreg6 hidroxido de
trietilestafio (90 mg, 0,5 mmol). La mezcla se calento hasta 80°C y se agitd durante toda la noche. Se enfri6 hasta
temperatura ambiente, se diluyé con diclorometano y se lavé con una solucidon mezclada de cloruro de sodio

30 saturado y 5% de acido clorhidrico (~1 mL), después salmuera. La capa organica se sec6 en sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se evaporé. El residuo se pasé a través de una columna corta de gel de silice y se eluy6 con
diclorometano/metanol para retirar el hidroxido de trimetilestafio extra. Las fracciones de producto se evaporaron y
se sometieron a alto vacio para proporcionar el acido 254c como un sélido amarillento (20,8 mg, rendimiento =
66%). MS (m/z): encontrado 938,2 (M - H),, 962,3 (M + Na)*. Después el compuesto 254c (20,8 mg, 0,022 mmol) se

35 disolvié en diclorometano anhidro (1 mL). El matraz de reaccién se sometié brevemente a vacio y se sustituyd por
argon. Posteriormente se agregaron N-hidroxisuccinimida (NHS, 5,09 mg, 0,044 mmol) y clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, 8,48 mg, 0,044 mmol). La mezcla se agitd6 a temperatura ambiente
durante toda la noche y se diluy6 con diclorometano, se lavé con salmuera y se sec6 en sulfato de sodio anhidro. Se
filtr6, se evapord y el residuo se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con

40 acetonitrilo/agua). Las fracciones del producto se combinaron y se extrajeron con diclorometano. Las capas
organicas se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron, se evaporaron y se sometieron a alto vacio para dar el
compuesto 254d (IGN-23-NHS) como un solido amarillento claro (9,8 mg, rendimiento = 43%). MS (m/z): encontrado
1059,6 (M + Na)*, 1077,6 (M + H20 + Na)*.
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Compuesto 254e y 254f (IGN-24-NHS):

A la solucién del compuesto 254b (26,3 mg, 0,028 mmol) en dicloroetano anhidro 1,2 (1 mL) se agregé hidroxido de
trimetilestafio (74,6 mg, 0,413 mmol). La mezcla se calenté hasta 80°C y se agité durante toda la noche. Se enfrié
hasta temperatura ambiente, se diluy6é con diclorometano y se lavé con una solucién mezclada de cloruro de sodio
saturado y 5% de acido clorhidrico (~1 mL), después salmuera. La capa organica se secd en sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se evaporo6. El residuo se pasé a través de una columna corta de gel de silice y se eluy6 con
diclorometano/metanol para retirar el hidroxido de trimetilestafio extra. Las fracciones de producto se evaporaron y
se sometieron a alto vacio para proporcionar el acido 254e como un sélido amarillento (26 mg, rendimiento = 100%).
MS (m/z): encontrado 940,5 (M - H)-, 964,6 (M + Na)*. Después el compuesto 2542 (26 mg, 0,028 mmol) se disolvid
en diclorometano anhidro (1 mL). Posteriormente se agregaron N-hidroxisuccinimida (NHS, 9,57 mg, 0,083 mmol) y
clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, 15,9 mg, 0,083 mmol) y DMAP (0,34 mg, 0,0028
mmol). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante toda la noche y se diluy6 con diclorometano, se lavé con
cloruro de amonio saturado y salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro. Se filtrd, se evapor6 y el residuo se
purificé por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con acetonitrilo/agua). Las fracciones del
producto se combinaron y se extrajeron con diclorometano. Las capas organicas se secaron en sulfato de sodio
anhidro, se filtraron, se evaporaron y se sometieron a alto vacio para dar el compuesto 254f (IGN-24-NHS) como un
solido amarillento claro (3,0 mg, rendimiento = 10%). MS (m/z): encontrado 1061,7 (M + Na)*. Nota: No se deberia
haber agregado DMAP y esto podria ser la causa del bajo rendimiento.

Ejemplo 22
TSCITEA
CH,Cl,
MeO/(VO}ﬁOH oo Meoj(yo10 OTs
(o)

255a
Compuesto 255a:

A una solucion agitada de O-metil-undecaetilenglicol (500 mg, 0,968 mmol) en diclorometano anhidro (3 mL) se
agrego trietilamina (270 pl, 1,94 mmol), cloruro de tosilo (277 mg, 1,45 mmol) y DMAP (5,91 mg, 0,048 mmol)
posteriormente a temperatura ambiente. La mezcla se siguié agitando durante toda la noche y se proces6 por
dilucién con acetato de etilo y se filtré para retirar el solido de clorhidrato de trietilamina. El sé6lido se lavé con acetato
de etilo y el filtrado se evapord. El residuo se diluy6 con acetato de etilo y se filtré para retirar el precipitado adicional.
El filtrado se evapor6 para proporcionar el producto bruto como un liquido. Se purificé por cromatografia en gel de
silice (diclorometano/metanol) para proporcionar el compuesto 2565a como un aceite amarillento claro (630 mg,
rendimiento = 97%) '"H RMN (400 Hz, CDCl3): 8 7,81 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 4,17 (t, J = 4,8 Hz,
2H), 3,72-3,54 (m, 42H), 3,39 (s, 3H), 2,46 (s, 3H); MS (m/z): encontrado 693,6 (M + Na)*.

ayrOMe Meo/(»o%NWOMe
J(VOV V@V O K,COuKI h o)
MeO 10 OTs + HoO OH DMF HO OH
255a 28 255b

Compuesto 255b:
A la mezcla de tosilato 255a (630 mg, 0,939 mmol) y anilina 28 (238 mg, 0,939 mmol) en DMF anhidro (3 mL) se

agreg6 carbonato de potasio anhidro (195 mg, 1,409 mmol) y yoduro de potasio (31,2 mg, 0,188 mmol). La mezcla
se calent6 a 85°C y se agitd a esa temperatura durante toda la noche. La soluciéon se enfri6 hasta temperatura
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ambiente y se diluyé con diclorometano. Se filtré a través de celita y el solido se lavé con diclorometano. El filtrado
se evapord y el residuo se diluy6 con diclorometano y se filtr6 nuevamente para retirar el sélido adicional. El filirado
se evaporo y el residuo se purifico por cromatografia en gel de silice (hexanos/10% de metanol en THF) para
proporcionar el compuesto 255b como un aceite incoloro (41,8 mg, rendimiento = 5,9%). '"H RMN (400 Hz, CDCls): &
6,66 (s, 2H), 6,65 (s, 1H), 4,60 (s, 4H), 3,69 (s, 3H), 3,66-3,58 (m, 42H), 3,56-3,53 (m, 2H), 3,39-3,36 (m, 5H), 2,52
(amplio s, 20H), 2,36 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,91 (p, J = 7,2 Hz, 2H); "*C RMN (400 Hz, CDCl3): 5 173,9, 148,5, 142,8,
113,4,109,9, 72,1, 70,8, 70,7, 68,9, 65,7, 59,2, 51,8, 50,9, 50,7, 31,3, 22,4; MS (m/z): encontrado 774,3 (M + Na)*.

1. MsCI/TEA/CH,CI
s 2Clp MeO{/VO}ANWoMe

o OMe 10
weol - KNW 2. KiGOS/DMF QV

oo IO o e

255b MeO
3 255c (IGN-26-OMe)
Compuesto 255¢ (IGN-26-OMe):

A una solucién agitada del compuesto 255b (41,8 mg, 0,056 mmol) en diclorometano anhidro (1 mL) se agrego
trietilamina (27 pl, 0,196 mmol). La mezcla se enfri6 hasta -10°C y se agreg6 cloruro de metanosulfonilo (12,9 pl,
0,167 mmol) lentamente en 15 minutos. La solucién se siguié agitando a entre -10°C y -5°C durante 60 minutos y se
inactivo por la adicion de hielo/agua. Se diluyé con acetato de etilo y se lavd con agua fria. La capa organica se seco
en sulfato de sodio anhidro, se filir6, se evapord y se sometié a alto vacio para proporcionar el mesilato como un
aceite incoloro. MS (m/z): encontrado 930,3 (M + Na)*. El mesilato (30 mg, 0,033 mmol) se transfiri6 a un matraz de
fondo redondo de 5 mL con acetato de etilo, se evaporo y se sometié a alto vacio. Se agreg6 el compuesto 8 (29,2
mg, 0,099 mmol) seguido por la adicién de DMF anhidro (0,5 mL), carbonato de potasio anhidro (22,8 mg, 0,165
mmol) y yoduro de potasio (5,5 mg, 0,033 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante toda la noche.
Se diluyd con diclorometano y se lavé con salmuera. La capa organica se secé en sulfato de sodio anhidro, se filtré y
se evapord. El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (hexanos/10% de metanol en THF) para
proporcionar 20,5 mg de una mezcla que contenia al compuesto 255c. Se disolvidé en diclorometano anhidro (0,3
mL). Se agregaron trietilamina (4 pl, 0,03 mmol), cloruro de tosilo (3,8 mg, 0,02 mmol) y DMAP (0,2 mg, 0,002 mmol)
a temperatura ambiente. La mezcla se sigui6 agitando a temperatura ambiente durante toda la noche y después se
evapord. El residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar 11 mg
de una espuma amarillenta clara. Se purificé adicionalmente por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18,
eluida con CH3CN/H20) para proporcionar el compuesto 255¢ (IGN-26-OMe) como una espuma incolora (1,6 mg,
rendimiento = 2,2%). MS (m/z): encontrado 1326,5 (M + Na)*, 1344,6 (M + H20 + Na)*, 1362,5 (M + 2H20 + Na)*.

Ejemplo 23
BnOI:LN':? NaBH4
N
weo % 96% r %
7 256a
Compuesto 256a:

A una solucién agitada del compuesto 7 (384 mg, 1,0 mmol) en etanol absoluto (6 mL) y diclorometano anhidro (2
mL) se agregé borohidruro de sodio (37,8 mg, 1,0 mmol) a 0°C. Después de 30 minutos, el bafio de hielo/agua se
elimin6 y la mezcla de reaccion se siguié agitando a temperatura ambiente durante toda la noche. La reaccion se
inactivo por la adicién de cloruro de amonio saturado y se diluy6 con diclorometano. La mezcla se separ6 y la capa
organica se lavd con salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro y se filtr6. Los disolventes se eliminaron a
presion reducida para proporcionar el compuesto 256a como un sélido blanco (369 mg, rendimiento = 96%). 'H RMN
(400 Hz, CDCls): 6 8,37 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,50 (s, 1H), 7,40-7,24 (m, 6H), 7,18 (d, J =7,2 Hz, 1H), 7,05 (t, J = 7,2
Hz, 1H), 6,12 (s, 1H), 5,06 (s, 2H), 4,40 (it, J1 = 10,0 Hz, J2 = 3,6 Hz, 1H), 3,87 (s, 3H), 3,52-3,41 (m, 3H), 2,78 (dd,
J1=16,8 Hz, J2 = 3,6 Hz, 1H); '3C RMN (400 Hz, CDCls): & 166,5, 152,1, 142,73, 142,70, 140,4, 136,3, 129,5, 128,5,
127,9, 127,7, 1271, 1245, 123,8, 117,2, 114,5, 112,7, 103,4, 70,5, 57,1, 56,2, 54,5, 33,1; MS (m/z), encontrado
409,2 (M + Na)*.
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Compuesto 256b:

5 A una solucién del compuesto 256a (369 mg, 0,955 mmol) en acetonitrilo anhidro (9 mL) se agregd yodometano (65
upl, 1,05 mmol) y carbonato de potasio (158 mg, 1,15 mmol). La mezcla se agito, se calenté hasta 82°C y se sometio
a reflujo durante toda la noche. La mezcla de reaccion se retird del bafio de aceite, se enfrié6 hasta temperatura
ambiente y se diluyé con diclorometano. Se filir6 a través de celita y el filtrado se evapord a presion reducida. El
residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (hexanos/acetato de etilo) para proporcionar el compuesto 256b
10 como una espuma incolora (195 mg, rendimiento = 51%). También se recuperaron 123 mg de material de partida
256a. 'H RMN (400 Hz, CDCls): & 8,29 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,44 (s, 1H), 7,39-7,24 (m, 5H), 7,16 (d, J =
7,2 Hz, 1H), 7,04 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,46 (s, 1H), 5,19 (dd, J1 = 15,2 Hz, J2 = 12,4 Hz, 2H), 4,36-4,29 (m, 1H), 3,89
(s, 3H), 3,38-3,31 (m, 2H), 3,02 (dd, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,0 Hz, 1H), 2,70 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 2,8 Hz, 1H), 2,65 (s,
3H); '3C RMN (400 Hz, CDCl3): & 166,9, 151,2, 144,2, 142,1, 141,9, 136,7, 129,8, 128,6, 128,0, 127,8, 127,3, 1251,

15 123,9, 121,7,117,1, 113,5, 104,7, 71,1, 64,2, 57,2, 56,3, 40,2, 32,0; MS (m/z): encontrado 423,2 (M + Na)*.

\ \
N— N—
BnO f Hy/PdiC/AcOEt  HO :
MeO % 83% MeO %
0 0
256b 256¢

Compuesto 256¢:
20

A una solucion agitada del compuesto 256b (195 mg, 0,487 mmol) en acetato de etilo (2,5 mL) se agregd paladio
sobre carbén (10%, 25,9 mg, 0,024 mmol). El matraz se sometié brevemente a vacio y se sustituyé por Hz en un
globo. La mezcla se siguio hidrogenando durante toda la noche y se filtrd a través de celita. El filirado se depur6 a
presion reducida y el residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (diclorometano/metanol) para proporcionar

25 el compuesto 256¢ como un solido blanco (126 mg, rendimiento = 83%). "H RMN (400 Hz, MeOD): & 8,14 (d, J = 8,0
Hz, 1H), 7,30-7,23 (m, 2H), 7,22 (s, 1H), 7,10 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,56 (s, 1H), 4,46-4,38 (m, 1H), 3,88 (s, 3H), 3,48-
3,37 (m, 2H), 3,12 (dd, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,4 Hz, 1H), 2,84 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 2,8 Hz, 1H), 2,80 (s, 3H).

MeﬂwuﬂﬂvﬂNWDMe MeDuﬁﬂm,_,D,_ﬁNMn_DMe MEDWW,D‘_,\N_AMTDME

O 1 MsCUTEAT HyCL a 0
J@J F'Il H= * n] 0 =
HO OH 2 maondmeros 8y 256¢ Nj{‘@:
248¢c Kt OgflhaF Ohz  Med T Ohe  Med u%
256e

256d (IGN-23-0Me)

30 Compuesto 256d (IGN-29-OMe):

A una solucién agitada del compuesto 249¢ (136 mg, 0,34 mmol) en diclorometano anhidro (2 mL) se agrego
trietilamina (142 pl, 1,02 mmol). La mezcla se enfrié hasta -10°C y se agregé cloruro de metanosulfonilo (66 ul, 0,85
mmol) lentamente en 15 minutos. La solucién se siguidé agitando a entre -10°C y -5°C durante 60 minutos y se
35 inactivo por la adicion de hielo/agua. Se diluyé con acetato de etilo y se lavd con agua fria. La capa organica se seco
en sulfato de sodio anhidro, se filtrd, se evaporé y se sometié a alto vacio para proporcionar el mesilato como un
aceite incoloro. El mesilato se transfiri6 a un matraz de fondo redondo de 10 mL con acetato de etilo, se evapor6 y
se sometié a alto vacio. A esto se agregaron el compuesto 8 (120 mg, 0,41 mmol) y 256¢ (106 mg, 0,34 mmol)
seguido por la adicién de DMF anhidro (1,5 mL), carbonato de potasio anhidro (235 mg, 1,7 mmol). La mezcla se
40 agit6 a temperatura ambiente durante toda la noche. Se diluy6é con diclorometano y se lavé con salmuera. La capa
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organica se sec6 en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evaporé. El residuo se purifico por HPLC preparativa de
fase inversa (columna C18, eluida con CH3CN/H20) para proporcionar el compuesto 256d (IGN-29-OMe) como un
so6lido amarillento claro (46 mg, rendimiento = 14%) y el compuesto 256e. 256d: "H RMN (400 Hz, CDCls), 8,27 (d,
J = 8,0 Hz, 2H), 7,84 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 7,57 (s, 1H), 7,32-7,04 (m, 7H), 6,87 (s, 1H), 6,82 (s, 1H), 6,76-6,70 (m,
2H), 6,50 (s, 1H)5,18-5,12 )m, 4H), 4,49-4,43 (m, 1H), 4,40-4,35 (m, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,89 (s, 3H), 3,68-3,52 (m,
18H), 3,41-3,36 (m, 6H), 3,08 (dd, J1 = 10,8 Hz, J2 = 4,4 Hz, 1H), 2,56 (dd, J1 = 16,8 Hz, J2 = 2,8 Hz, 1H), 2,70 (s,
3H), 2,34 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,92-1,85 (m, 2H); MS (m/z): encontrado 990,6 (M + Na)*, 1008,6 (M + H20 + Na)*.
256e: MS (m/z): encontrado 1006,6 (M + Na)*.
)

MEDUADAUDLANAJED Mo g ey e OH MeD__/-\Dﬂ,DJaN ““—”““{D —H
heaSnH | 0 NHE/EDD o
I HgCHGE | o a a e DHAF
F=E1% CH Cl
1;@‘3 Meﬂj:ir"(b H ¥ Ot Med x N Fr he0 "
256d {IGH-29-D M=) 256F Z!En tIGH-ZB-HHSI

Compuesto 256f y Compuesto 2569 (IGN-29-NHS):

A la soluciéon del compuesto 256d (46 mg, 0,048 mmol) en dicloroetano anhidro 1,2 (1,5 mL) se agregé hidréxido de
trimetilestafio (129 mg, 0,71 mmol). La mezcla se calenté hasta 80°C y se agité durante toda la noche. Se enfrid
hasta temperatura ambiente, se diluy6é con diclorometano y se lavé con una solucién mezclada de cloruro de sodio
saturado y 5% de acido clorhidrico (~1 mL), después salmuera. La capa organica se secd en sulfato de sodio
anhidro, se filtr6 y se evaporo6. El residuo se pasé a través de una columna corta de gel de silice y se eluy6 con
diclorometano/metanol para retirar el hidroxido de trimetilestafio extra. Las fracciones de producto se evaporaron y
se sometieron a alto vacio para proporcionar el acido 256f como un soélido amarillento (36,9 mg, rendimiento = 81%).
MS (m/z): encontrado 952,8 (M - H). Después el compuesto 256f (36,9 mg, 0,039 mmol) se disolvido en
diclorometano anhidro (0,8 mL). Posteriormente se agregaron N-hidroxisuccinimida (NHS, 13,4 mg, 0,12 mmol) y
clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC, 22,2 mg, 0,12 mmol). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante toda la noche y se diluy6é con diclorometano, se lavé con salmuera y se seco en
sulfato de sodio anhidro. Se filtrd, se evaporo y el residuo se purificé por HPLC preparativa de fase inversa (columna
C18, eluida con acetonitrilo/agua). Las fracciones que contenian producto se combinaron y se extrajeron con
diclorometano. Las capas organicas se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron, se evaporaron y se
sometieron a alto vacio para dar el compuesto 256g (IGN-29-NHS) como un sélido amarillento claro (25,4 mg,
rendimiento = 62%). MS (m/z): encontrado 1073,4 (M + Na)*, 1091,4 (M + H20 + Na)*, 1103,3 (M + 3H20 — H)~.

Ejemplo 24

Qe = 2,
T 0GRy

258b

1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)-6-nitroindolin-2-carboxilato de metilo (258b):

Se disolvié 6-nitroindolin-2-carboxilato de metilo (258a) (0,233 g, 1,048 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (4 ml) en
un matraz separado y se enfrié hasta 0°C en un bario de hielo. En otro matraz se disolvié cloruro de 4-(benciloxi)-5-
metoxi-2-nitrobenzoil (4) (0,371 g, 1,153 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (4 ml) y se enfrié hasta 0°C en un bafio
de hielo. Al matraz que contenia indolina se agrego trietilamina (0,438 ml, 3,15 mmol) por medio de una jeringa y el
cloruro de acetilo 4 se agreg6 rapidamente a la mezcla de reacciéon por medio de una canula a 0°C. La reaccién se
agité durante 90 minutos a 0°C y después a temperatura ambiente durante otra hora mas. Después la reaccion se
inactivd con 5% de HCI y se extrajo con acetato de etilo (3x). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. El residuo se purificé por cromatografia
en gel de silice usando 30% de acetona en hexano para proporcionar 1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)-6-
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nitroindolin-2-carboxilato de metilo (258b) (0,220 g, 0,434 mmol, 41,4% de rendimiento) como una espuma
amarillenta. "H RMN (400 Hz, CDCls): & 3,30 (m, 1H), 3,60 (s, 3H), 3,69 (m, 1H), 3,86 (s, 3H), 4,64 (dd, 1 H, J =24
Hz, 10,8), 5,23 (s, 2H), 7,31 (m, 1H), 7,46 (m, 6H), 7,99 (dd, 1H, J = 2,0, 8,0 Hz), 9,04 (d, 1H, J = 2,0 Hz). MS (m/z),
encontrado 530,1 ([M]*+Na).

Qe

o DIBAL-H Ho_O
(0] NO, (0] NO,
N
o)
o]
258b NO, 258c NO,

-6-nitroindolin-2-carbaldehido (258c):

-5-metoxi-2-nitrobenzoil

benciloxi

Se disolvié 1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)-6-nitroindolin-2-carboxilato de metilo (258b) (1,023 g, 2,016
mmol) en una mezcla de diclorometano anhidro (2,5 mL) y tolueno (7,5 mL) y se enfri6 hasta -78°C en un bafio de
acetona y hielo seco. Después de 15 minutos se agregé DIBAL-H (1,0 M en THF) (4,03 mL, 4,03 mmol) por medio
de una bomba de jeringa en un periodo de alrededor de 20 minutos. La solucion resultante se agité durante 2 h a -
78°C, después de lo cual se agregd metanol (1 ml) gota a gota para inactivar la reaccion a -78°C. Después la
reaccion se diluy6é con 5% de HCI y acetato de etilo y se calenté hasta temperatura ambiente. La capa acuosa se
lavo con mas acetato de etilo y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera y se secaron en sulfato de
sodio anhidro. La mezcla de reaccién se pas6 a través de una capa de celita y se concentr6 al vacio. El residuo
bruto se purificé por cromatografia en gel de silice usando 40% de acetona en hexano para proporcionar 1-(4-
(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)-6-nitroindolin-2-carbaldehido  (258¢c) (621 mg, 1,301 mmol, 64,5% de
rendimiento). 'H RMN (400 Hz, CDCls): & 3,15-3,60 (m, 2H), 3,90 (s, 0,6H), 3,92 (s, 1,2H), 3,97 (s, 1,2H), 4,57 (d,
0,2H, J = 4,8 Hz), 5,21 (m, 2,4H), 5,5 (m, 0,4H), 6,39 (s, 0,4H), 6,46 (s, 0,2H), 6,76 (s, 0,2H), 6,89 (s, 0,4H), 7,01 (s,
0,4H), 7,19-7,41 (m, 5,6H), 7,60-7,77 (m, 1,6H), 7,86-7,91 (m, 0,8H), 8,94 (s, 0,4H), 9,34 (s, 0,4H), 9,74 (s, 0,4H),
9,90 (s, 0,2H). MS (m/z), encontrado 500,1 ([M]*+Na).
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Compuesto 258e:

Se disolvio 1-(4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoil)-6-nitroindolin-2-carbaldehido (258¢) (0,125 g, 0,262 mmol) en
tetrahidrofurano (8 mL) y agua (5,33 mL). A esta solucion se agregé hidrosulfito de sodio (0,456 g, 2,62 mmol) y la
reaccion se tap6 con un tabique y se desahogé con una aguja (no fue necesario nitrégeno/argén) y se agité durante
toda la noche. Se agreg6 metanol a la mezcla de reaccién y se agité otros 30 minutos y en ese momento la reaccion
se concentro al vacio para retirar todos los disolventes. El residuo se disolvié en una mezcla 1:1 de metanol y
diclorometano (20 mL) lo que dejé un residuo que no se disolvio. La mezcla se paso6 a través de un lecho corto de
silice sobre un lecho corto de celita y se enjuagé minuciosamente con la mezcla 1:1 de metanol y diclorometano. El
filtrado se filir6 nuevamente a través de celita y después se agreg6 una solucion de HCI en dioxano (4M) con
agitacion hasta que se obtuvo un pH de ~3-4. Después la reaccion se agité durante otros 30 minutos y después se
agrego bicarbonato de sodio acuoso hasta que la reaccién se hizo basica (~pH 8-9), momento en el cual se agregé
mas diclorometano y la capa organica se retir6. La capa acuosa se lavd con mas diclorometano y las capas
organicas resultantes se combinaron y lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro y se
concentraron al vacio. El residuo que contenia el compuesto 258d (0,105 g, 0,263 mmol, 100% de rendimiento) se
uso6 en el siguiente paso sin tratamiento adicional. MS (m/z), encontrado 454,2 ([M]*+Na+CH3OH).
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En un pequefio matraz con acido 4-metil-4-(metildisulfanil)pentanoico (0,061 g, 0,313 mmol), se disolvieron EDC
(0,060 g, 0,313 mmol) y DMAP (0,038 g, 0,313 mmol) en diclorometano (1 mL) con agitacion. A esta mezcla se
agrego el compuesto 258d (0,125 g, 0,313 mmol) disuelto en diclorometano (1,5 mL) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante toda la noche. Se agregd agua y las capas se separaron. La capa organica se lavo
con salmuera, se secd en sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio. El residuo se purificé en una columna de
gel de silice usando 50% de acetato de etilo en hexano para proporcionar el compuesto 258e (0,037 g, 0,064 mmol,
20,54% de rendimiento). '"H RMN (400 Hz, CDCls): & 1,27 (s, 6H), 1,97 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 2,06 (t, 2H, J = 8,0 Hz),
2,45 (s, 3H), 3,48 (m, 1H), 3,67 (m, 1H), 3,99 (s, 3H), 4,49 (m, 1H), 5,24 (q, 2H, J = 8,4 Hz), 6,90 (s, 1H), 7,22 (d, 1H,
J = 8,0 Hz), 7,39 (m, 5H), 7,55 (s, 1H), 7,82 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,87 (d, 1H, J = 4,0 Hz), 8,07 (s, 1H). MS (m/z),
encontrado 630,3 ([M]*+Na+MeOH).
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Compuesto 258f:

El compuesto 258e (0,0185 g, 0,032 mmol) se disolvié en diclorometano anhidro (0,5 ml) y a esta solucion se agrego
acido metanosulfénico (0,021 ml, 0,321 mmol) disuelto en diclorometano anhidro (0,500 ml) y la mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante tres horas. La reaccidén se verti6 sobre una mezcla de hielo y metanol y se
neutralizé hasta un pH de 7 con bicarbonato de sodio acuoso. Después la reaccién se diluyé con diclorometano y las
capas se separaron. La capa organica se lavd con salmuera, se seco6 en sulfato de sodio anhidro y se concentraron
al vacio. El residuo se purificé por ptic de silice usando 3% de metanol en diclorometano para proporcionar el
monomero IGN de NH(4-metil-4-metilditio-pentanoato)-indol (0,007 g, 0,014 mmol, 44,9% de rendimiento). MS (m/z),
encontrado 484,0 ([M]*-1).

HO N, I_~_70 N
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Compuesto 258q:

En un pequefio matraz se disolvio el Compuesto 8 (0,033 g, 0,112 mmol) en DMF (1,5 ml) con agitacion a
temperatura ambiente. Se agregé 1,3-diyodopropano (0,065 ml, 0,561 mmol) seguido por la adiciéon de carbonato de
potasio (0,023 g, 0,168 mmol). La reaccién se cubrié en papel de aluminio y se agit6 a temperatura ambiente durante
toda la noche. La reaccién se diluy6 con diclorometano y se lavé con cloruro de amonio acuoso y salmuera. La capa
organica se seco en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El residuo se purificd por ptlc de silice
usando 50% de acetato de etilo en hexano para proporcionar el Compuesto 258g (0,018 g, 0,039 mmol, 34,7% de
rendimiento). MS (m/z), encontrado 533,0 ([M]*+K).

R T G
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Compuesto 258h (IGN-15-SMe):

En un pequefio matraz se disolvi6 el Compuesto 258f (0,007 g, 0,014 mmol) en dimetilformamida (1 ml) con
agitacion a temperatura ambiente. Se agregé el compuesto 8 (6,66 mg, 0,014 mmol) seguido por la adicién de
carbonato de potasio (1,992 mg, 0,014 mmol). La reaccién se cubridé en papel de aluminio y se agité a temperatura
ambiente durante toda la noche. La reaccion se diluyé con diclorometano y se lavé con cloruro de amonio acuoso y
salmuera. La capa organica se sec6 en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentr6 al vacio. El residuo se
purificé en una placa de ptlc de silice en 5% de metanol en diclorometano para proporcionar el Compuesto 258h
(IGN-15-SMe) (0,005 g, 7,32 ymol, 50,8% de rendimiento). MS (m/z), encontrado 906,3 ([M]*+Na+2CH30OH).

Ejemplo 25

HO NQ o~ >
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Compuesto 259a:

En un pequefio matraz se disolvié el Compuesto 8 (0,100 g, 0,340 mmol) en DMF (5 ml) con agitacién a temperatura
ambiente. Se agregé 1,5-diyodopentano (0,506 ml, 3,40 mmol) seguido por la adiciéon de carbonato de potasio (0,070
g, 0,510 mmol). La reaccién se cubrid en papel de aluminio y se agité a temperatura ambiente durante toda la noche.
La reaccién se diluy6é con diclorometano y se lavd con cloruro de amonio acuoso y salmuera. La capa organica se
seco en sulfato de sodio anhidro, se filtro y se concentré al vacio. El residuo se purificé por ptlc de silice usando 50%
de acetato de etilo en hexano para proporcionar el Compuesto 259a (0,045 g, 7,32 umol, 27% de rendimiento). 'H
RMN (400 Hz, CDCls): 6 1,64 (m, 2H), 1,94 (M, 4H), 3,24 (t, 2H, J = 6,5 Hz), 3,52 (dd, 1H, J = 4,0, 16,6 Hz), 3,73 (dd,
1H, J = 10,5, 16,6 Hz), 3,98 (s, 3H), 4,12 (m, 2H), 4,50 (dt, 1H, J = 4,0, 11,2 Hz), 6,84 (s, 1H), 7,13 (t, 1H, J = 6,0
Hz), 7,29 (m, 2H), 7,57 (s, 1H), 7,90 (d, 1H, J = 4,4 Hz), 8,29 (d, 1H, J = 8,0 Hz). MS (m/z), encontrado 533,3

(IM]*+K).
o~~~
258f HN 259 2580

Compuesto 259b (IGN-21-SMe):

En un pequefio matraz se disolvié el Compuesto 258f (15 mg, 0,031 mmol) en dimetilformamida (1 ml) con agitacion
a temperatura ambiente. Se agreg6 el compuesto 259a (17,42 mg, 0,036 mmol) seguido por la adicién de carbonato
de potasio (4,27 mg, 0,031 mmol). La reaccion se cubrié en papel de aluminio y se agité a temperatura ambiente
durante toda la noche. La reaccion se diluyé con diclorometano y se lavé con cloruro de amonio acuoso y salmuera.
La capa organica se secé en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentro al vacio. El residuo se purificé en una
placa de ptic de silice en 5% de metanol en diclorometano para proporcionar el Compuesto 259a (IGN-15-SMe)
(0,006 g, 7,32 pmol, 22% de rendimiento). MS (m/z), encontrado 934,1 ([M]*+Na+2CH30OH).

Ejemplo 26
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Compuesto 260a:

Se disolvié el Compuesto 256a (55 mg, 0,142 mmol) en diclorometano anhidro y después se agregaron acido 4-
metoxi-4-oxobutanoico (76 mg, 0,575 mmol), EDC (70 mg, 0,365 mmol) y DMAP (8,69 mg, 0,071 mmol)
secuencialmente. La mezcla se agitd durante toda la noche a temperatura ambiente y se verificé por TLC para
asegurarse que no permaneciera material de partida. Después la reaccion se diluyé con agua y acetato de etilo.
Después de la extraccion adicional con acetato de etilo, el compuesto organico se lavdé con salmuera, se secd en
sulfato de sodio, se filtré y se concentrd al vacio. El residuo bruto se purificé por cromatografia en gel de silice
usando 50% de acetato de etilo en hexano para proporcionar el compuesto 260a (54 mg, rendimiento = 76%). 'H
RMN (400 Hz, CDCls): 6 8,21 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,45-7,25 (m, 7H), 7,20 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,08 (t, J = 7,4 Hz, 1H),
6,825 (s, 1H), 5,27 (q, J = 15,1 Hz, 2H), 4,56 (t, J = 12,6 Hz, 1H), 4,35-4,29 (m, 1H), 3,99 (s, 3H), 3,65 (s, 3H), 3,44-
3,38(m, 2H), 2,88 (dd, J1 = 16,4 Hz, J2 = 2 Hz, 1H ), 2,58-2,50 (m, 1H), 2,40-2,33 (m, 1H), 2,26-2,18 (m, 1H), 1,99-
1,92 (m, 1H); MS (m/z), encontrado 523,1 (M + Na)*.
(0] (0]
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Compuesto 260b:

A una solucion del compuesto 260a (50 mg, 0,100 mmol) en diclorometano anhidro (11,5 ml) se agregé gota a gota
acido metanosulfénico (0,389 ml, 5,99 mmol), lo que dio como resultado una soluciéon amarilla. La reaccion se agit6 a
temperatura ambiente y se controlé por TLC hasta que comenzé a completarse en 30 minutos. Se diluyé con agua y
metanol, después se neutralizé hasta un pH de 7 usando bicarbonato de sodio saturado. La capa acuosa se extrajo
con diclorometano y la capa organica se seco en sulfato de sodio. El producto bruto se purificd por cromatografia en
gel de silice usando 6% de metanol en diclorometano para proporcionar el compuesto 260b (40 mg, rendimiento =
98%). '"H RMN (400 Hz, CDCl3): & 8,22 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,35 (s, 1H), 7,28 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,22 (d, J = 7,2 Hz,
1H), 7,09 (t, = 7,4 Hz, 1H), 6,90 (s, 1H), 6,06 (s, 1H), 4,63 (t, J = 12,6 Hz, 1H), 4,38-4,30 (m, 1H), 4,00 (s, 3H), 3,66
(s, 3H), 3,47-3,39 (m, 2H), 2,90 (dd, J1= 16,2 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H), 2,69-2,59 (m, 2H), 2,52-2,45 (m, 1H), 2,22-2,14
(m, 1H); MS (m/z), encontrado 433 (M + Na)*.

O, 1 Q i
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Compuesto 260c:

90



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 604 668 T3

Se disolvieron el compuesto 260b (20 mg, 0,049 mmol) y el compuesto 259a (30mg, 0,061 mmol) en N,N-
dimetilformamida anhidra (1 ml). Se agreg6 carbonato de potasio (20,20 mg, 0,146 mmol) y la reaccion se agité
durante toda la noche a temperatura ambiente. Se inactivd con agua y se extrajo con diclorometano. El compuesto
organico se lavo con salmuera y se sec6 en sulfato de sodio. El producto bruto se purificd por cromatografia en gel
de silice usando 5% de metanol en diclorometano para proporcionar el compuesto 260c (25 mg, rendimiento = 66%).
MS (m/z), encontrado 813,5 (M + Na + H20)".

Ejemplo 27 (no es un ejemplo de la presente invencion)
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Compuesto 261a:

El material de partida comercialmente disponible, acido tiazolidin-4-carboxilico (1,3 g, 9,59 mmol) se disolvié en
metanol anhidro (19,18 mL) y se enfrio hasta 0°C en un bafio de hielo. Se agregd cloruro de tionilo (1,40 mL, 19,18
mmol) gota a gota y la reaccion se agité durante 30 minutos. El bafio de hielo se retird y se siguio agitando ya sea
durante 4-5 horas o durante toda la noche. El disolvente se depuré y el producto se coloc6 en alto vacio para
proporcionar cloruro de 4-(metoxicarbonil)tiazolidin-3-io. Sin purificaciéon adicional y asumiendo un rendimiento del
100%, cada uno del cloruro de 4-(metoxicarbonil)tiazolidin-3-io (1,761 g, 9,59 mmol) y el compuesto 4 (3,39 g, 10,55
mmol) se disolvieron por separado en tetrahidrofurano (32,0 mL) y se enfriaron hasta 0°C. Se agreg6 trietilamina
(4,41 mL, 31,6 mmol) a la solucién con cloruro de 4-(metoxicarbonil)tiazolidin-3-io y después se agreg6 rapidamente
el compuesto 4 por medio de una canula. Después de 20 minutos, el pH de la solucion se verifico para asegurarse
que fuera basico. La reaccion se agit6 a 0°C durante 1,5 horas y después a temperatura ambiente durante 30
minutos y se verificd por MS. Se inactivé con 5% de acido clorhidrico frio y se diluyd con acetato de etilo frio y agua.
La solucién se extrajo con acetato de etilo tres veces y el compuesto organico combinado se lavoé con salmuera,
bicarbonato de sodio saturado y después salmuera nuevamente. Se sec6 en sulfato de sodio, se filtré y depuro. El
material bruto se purificé por cromatografia en gel de silice usando un gradiente de 50% a 75% de acetato de etilo
en hexanos para proporcionar el compuesto 261a (4,1 g, rendimiento = 99%). 'H RMN (400 Hz, CDCl): el
compuesto aparece como un par de rotobmeros distintos. 6 7,78 (s, 0,6H), 7,74 (s, 0,4H), 7,48-7,35 (m, 5H), 6,96 (s,
0,4H), 6,92 (s, 0,6H), 5,40 (dd, J1 = 7,0Hz, J2 = 3,4 Hz, 0,6H), 5,31-5,22 (m, 2H), 5,13 (d, 9,6Hz, 0,4H), 4,60 (d, J =
9,6 Hz, 0,4H), 4,46 (dd, J1 = 4,4Hz, J>= 3,2 Hz, 0,4 H), 4,36 (d, J = 8,4 Hz, 0,6 H), 4,26 (d, J = 8,4Hz, 0,6H), 4,02 (s,
1,8H), 3,96 (s, 1,2 H), 3,86 (s, 1,8H), 3,71 (s, 1,2H), 3,48-3,43 (m, 0,6H), 3,36-3,29 (m, 1,4H); MS (m/z), encontrado
455,3 (M + Na)*.
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Compuesto 261b:

El compuesto 261a (4,1 g, 9,48 mmol) se disolvié en diclorometano (11 mL) y tolueno (33 mL), después se enfrid
hasta -78°C en un bafio de acetona/hielo seco. Se agregé hidruro de diisobutilaluminio (18,96 mL, 18,96 mmol) muy
lentamente durante al menos 30 minutos usando una bomba de jeringa. La reaccién se agité a -78°C durante 3
horas y se inactivé con metanol (0,4 mL) y después 5% de acido clorhidrico (30 mL). Se agreg6 acetato de etilo (100
ml) y se retird el bafio de hielo. La mezcla se siguié agitando a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se extrajo
usando acetato de etilo y el compuesto organico combinado se lavo con salmuera, bicarbonato de sodio saturado y
después salmuera nuevamente. Se secoé en sulfato de sodio anhidro y se filtr6 a través de celita. El material bruto se
purificé por cromatografia en gel de silice usando 75% de acetato de etilo en hexanos para proporcionar el
compuesto 261b (2,3 g, rendimiento = 60%). 'H RMN (400 Hz, CDClz): el compuesto aparece como un par de
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rotdbmeros. 6 9,80 (s, 0,8H), 9,41 (s, 0,2H), 7,80 (s, 0,8H), 7,73 (s, 0,2H), 7,49-7,36 (m, 5H), 6,91 (s, 0,2H), 6,84 (s,
0,8H), 5,25-5,22 (m, 2H), 4,85-4,73 (m, 1H), 4,35-4,30 (m, 1H), 4,22-4,17 (m, 1H), 4,04-3,97 (m, 3H), 3,40-3,26 (m,
2H); MS (m/z), encontrado 425,0 (M + Na)*.
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Compuesto 261c:

El compuesto 261b se disolvid en tetrahidrofurano (230 mL) y después agua (150 mL). Se agreg6 hidrosulfito de
10 sodio (5,27 g, 25,7 mmol) lentamente, en pequefias porciones. Si la solucién permanecia turbia, se agregé mas agua
gota a gota hasta que la solucién se aclarara. La reaccién se tap6 con un tabique y una aguja para permitir la
liberacion del gas SO2 y se agit6 durante toda la noche. La solucién cambié de amarilla hasta una solucién muy
palida, casi incolora. A la mafiana siguiente, se agregbé agua hasta que la solucién se aclaré y después se agregé
metanol (30 mL). Se agitd durante 2 horas mas y después los disolventes se evaporaron y el residuo se volvié a
15 evaporar con acetonitrilo al menos dos veces. El residuo blanco se coloco en alto vacio por unas pocas horas. Se
volvié a disolver en metanol:diclorometano [1:1], se filtré a través de celita y se depuré. La etapa de filtrado se repitio
hasta que la dilucién en metanol aparecia transparente sin particulas. El intermedio se colocé a alto vacio hasta
estar completamente seco, después se disolvid en metanol anhidro (50 ml). Se agregé cloruro de acetilo (1,9 ml,
26,7 mmol) gota a gota a temperatura ambiente lo que caus6é que se formara un precipitado amarillo. Se agité a
20 temperatura ambiente durante 30 minutos y se inactivé con bicarbonato de sodio saturado. La mezcla se diluyé con
diclorometano y agua (130 mL/85 mL) y se extrajo con diclorometano. La capa acuosa se acidific6 con
hidrogenosulfato de sodio, se concentr6 hasta un volumen reducido y se volvié a extraer. EI compuesto organico
combinado se lavo con bicarbonato de sodio saturado y salmuera y se seco en sulfato de sodio. El residuo depurado
se purifico por cromatografia en gel de silice usando 60% de acetato de etilo en hexanos para proporcionar el
25 compuesto 261c¢ (1,2 g, rendimiento = 59%). 'H RMN (400 Hz, CDClz): 5 7,69 (d, J = 4,4Hz, 1 H), 7,52-7,28 (m, 6H),
6,87 (s, 1H), 5,22 (q, J = 12,3 Hz, 2H), 4,85, (d, J = 10,4Hz, 1H), 4,58 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 4,03-4,02 (m, 1H), 3,98 (s,
3H), 3,51-3,47 (m, 1H), 3,45-3,23 (m, 1H); MS (m/z), encontrado 377,3 (M + Na)*.
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30
Compuesto 261d:

El compuesto 261c (75 mg, 0,212 mmol) se disolvio en acido trifluoroacético transparente (0,4 ml, 5,19 mmol). Se
sometié a reflujo durante aproximadamente 1 hora a 50°C y después la temperatura se aumenté hasta 80°C.

35 Después de un total de 3 horas, el disolvente se evaporé. El residuo se purificé directamente por PTLC usando 5%
de metanol en diclorometano para proporcionar el compuesto 261d (19,4 mg, 35%). '"H RMN (400 Hz, CDCl3): 6 7,72
(d, J =4,4 Hz, 1H), 7,51 (s, 1H), 6,91(s, 1H), 6,18 (s, 1H), 4,85 (d, J = 10,4Hz, 1H), 4,58 (J = 10,4 Hz, 1H), 4,05-4,02
(m, 1H), 3,99 (s, 3H), 3,50 (dd, J1 = 12,4Hz, J2> = 6 Hz, 1H), 3,32, (dd, J1 = 12,4 H, J2 = 2 Hz, 1H); MS (m/z),
encontrado 319,0 (M + Na+ MeOH)*.

40

Ejemplo 28 (no es un ejemplo de la presente invencion)
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Compuesto 262:

El compuesto 249c (18 mg, 0,045 mmol) se disolvié en diclorometano anhidro (0,45 ml) y después se enfrid en un
bario de hielo/salmuera. Primero se agrego trietilamina (0,022 ml, 0,158 mmol) y después cloruro de metanosulfonilo
(10,46 pl, 0,135 mmol), el segundo se agregd muy lentamente. La mezcla se siguié agitando en el bafio durante 1
hora. La reaccién se inactivé con hielo/agua y se diluy6é con acetato de etilo frio. Después de la separacién, la capa
organica se lavo nuevamente con agua fria y se secd en sulfato de sodio. Se filtré y se evapor6 a presién reducida,
manteniendo la temperatura por debajo de 20°C y después se coloco en alto vacio para ser usada directamente.
Una vez que estaba completamente seco, el producto y el compuesto 261d (28,5 mg, 0,108 mmol) se disolvieron en
N,N-dimetilformamida anhidra (350 pL). Se agreg6 carbonato de potasio (29,8 mg, 0,216 mmol). Después de agitar
durante toda la noche a temperatura ambiente, la reaccion se diluyo con diclorometano, se lavd con salmuera, se
seco en sulfato de sodio, se filtrdé y depuroé.

El producto bruto se purifico primero por cromatografia en gel de silice usando 4% de metanol en diclorometano para
retirar el residuo inicial. El material recuperado después se purificé usando HPLC de fase inversa (columna C18,
CH3CN/H20, columna cargada con 3:1, centrifugada antes de la inyeccién) para proporcionar el compuesto 262
como un solido. "H RMN (400 Hz, CDClz): 8 7,68 (dd, J1 = 4,4 Hz, J2 = 1,6 Hz, 2H), 7,51 (s, 2H), 6,86 (s, 2H), 6,78 (s,
1H), 6,71 (s, 2H), 5,16 (dq, J1= 8,4 Hz, J2 =2,2, 4H), 4,85 (d, J = 10,4 Hz, 2H), 4,58 (J = 10,4 Hz, 2H), 4,04-3,97 (m,
7H), 3,68-3,38 (m, 18 H), 3,40-3,29 (m. 7H), 2,33 (t, 7,2 Hz, 2H), 1,89-1,35 (m, 2 H) MS (m/z), encontrado 914,1 (M +
Na)*.

Ejemplo 29 (IGN-13)

OH
HO OH O/\,O\/\O/\,O\/\go\
21
O ~~0 O—
TsO ™0™y \/©\/
y 263 0 K,COs, DMF HO OH
a 26% 263b

3-(2-(2-(2-(3,5-bis(hidroximetil)fenoxi)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (263b):

A una mezcla agitada de 3-(2-(2-(2-(tosiloxi)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (263a) (1,504 g, 3,85 mmol) y (5-
hidroxi-1,3-fenilen)dimetanol (21) (0,54 g, 3,50 mmol) en DMF anhidro (7,8 ml) se agregd carbonato de potasio
(0,726 g, 5,25 mmol). La reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 18 horas a 75°C. La mezcla se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente, se inactivd con agua y se extrajo con acetato de etilo. Los extractos organicos
se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se concentraron. La purificacion
por cromatografia en gel de silice (5% de MeOH/CH2Cl2)  proporciond  3-(2-(2-(2-(3,5-
bis(hidroximetil)fenoxi)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (263b)(340 mg, 26%). '"H RMN (400 Hz, CDClz): & 6,83
(s, 1H), 6,75 (s, 2H), 4,52 (s, 4H), 4,05 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,79 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,70 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,65 (s,
3H), 3,70-3,56 (m, 8H), 3,26 (s, 2H), 2,55 (t, J = 6,4 Hz, 2H); '3C RMN (400 Hz, CDCls): & 172,31, 159,1, 143,0,
117,7,112,1, 70,8, 70,7, 70,5, 70,4, 69,8, 67,5, 66,6, 64,7, 51,8, 34,9; MS (m/z), encontrado 395,2 (M + Na)*.
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Compuesto 263c:

A una solucién agitada de 3-(2-(2-(2-(3,5-bis(hidroximetil)fenoxi)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (263b) (145
mg, 0,389 mmol) en diclorometano anhidro (5,5 ml) se agreg6 trietilamina (0,163 ml, 1,168 mmol). La mezcla se
enfri6 hasta -5°C y se agregd cloruro de metanosulfonilo (0,076 ml, 0,973 mmol) lentamente. Después de agitar
durante una hora a -5°C la reaccién se inactivé con agua fria y se extrajo con acetato de etilo frio. Los extractos
organicos se lavaron con agua fria, se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presiéon
reducida para proporcionar 3-(2-(2-(2-(3,5-bis((metilsulfoniloxi)metil)fenoxi)etoxi)etoxi)etoxi) propanoato de metilo.
MS (m/z): encontrado 551,1 (M + Na)*. A una mezcla agitada de 3-(2-(2-(2-(3,5-
bis((metilsulfoniloxi)metil)fenoxi)etoxi)etoxi)etoxi)propa-noato de metilo (206 mg, 0,390 mmol) y el compuesto 8 en
diclorometano (287 mg, 0,974 mmol) en DMF anhidro (3,9 ml) se agregd carbonato de potasio (269 mg, 1,949
mmol). La reaccidn se dejo agitar a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se inactivé con agua y se
extrajo tres veces con diclorometano. Los extractos organicos se lavaron con agua y salmuera, se secaron en sulfato
de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion por cromatografia ultrarrapida en gel de
silice (5% de MeOH/CH2Cl2) seguido por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con CHzCN/H20)
proporciono el compuesto 263c¢ (110 mg, 30%) como un solido blanco. "H RMN (400 Hz, CDClz): 5 8,18 (d, J = 8,0
Hz, 2H), 7,77 (m, 2H), 7,49 (s, 2H), 7,19 (m, 4H), 7,02 (m, 2H), 6,89 (s, 2H), 6,87 (s, 1H), 6,75 (s, 2H), 5,10 (m, 4H),
4,39 (m, 2H), 4,05 (m, 2H), 3,90 (s, 6H), 3,77 (m, 2H), 3,67 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,64 (m, 2H), 3,59 (s, 3H), 3,70-3,54
(m, 8H), 3,40 (m, 2H), 2,51 (t, J = 6,4 Hz, 2H); MS (m/z), encontrado 965,3 (M + H20+Na)*, 983,3 (M +2H20+ Na)*.

Oy~ O~ OH
O/\,O/\O'\,O\/\C()O\ 0O O \/\8
N o\/[i:Lvo N Me;SnOH Y o\/[i:Lvo N=
:/_ | y
§f | Pos oy
70 % N OMe MeO N
N~{}[::E;Me Mee;:::EK—N ° [:figr,o o}
263d
263c

Compuesto 263d:

A una solucién del compuesto 263c (51 mg, 0,055 mmol) en 1,2-dicloroetano (2,2 ml) se agregé hidroxido de
trimetilestafio (199 mg, 1,103 mmol). La reaccion se agitdé durante 18 horas a 80°C, después se enfri6 hasta
temperatura ambiente y se inactivd con cloruro de amonio saturado. La mezcla se extrajo con diclorometano. La
capa organica se lavod con salmuera, se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré. La purificacién por
cromatografia en gel de silice (10% de MeOH/CH2Cl2) proporcioné el compuesto 263d (35 mg, 70%). '"H RMN (400
Hz, CDCls): & 8,26 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,88 (m, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,28 (m, 4H), 7,11 (m, 3H), 7,00 (s, 2H), 6,88 (s,
2H), 5,21 (m, 4H), 4,49 (m, 2H), 4,18 (m, 2H), 4,00 (s, 6H), 3,89 (m, 2H), 3,79 (m, 2H), 3,70 (m,10H), 3,51 (m, 2H),
2,62 (m, 2H); MS (m/z), encontrado 909,2 (M -1)-, 927,2 (M -1+ H20)", 945,2 (M -1+2H20)".
o)

o] O/\’O\/\O/\’O\/\(O N 7

%

0~0-—0~0-~,OH HO- N
0

N O/@\,O Ne ﬁ
\
NﬁMe MeJCQfN EDC, I:;MAP
0 fo) 13%
263d

Compuesto 263e:

263e
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A una solucién del compuesto 263d (30 mg, 0,033 mmol) en diclorometano anhidro (2,5 mL) se agregd N-hidroxi
succinimida (9,77 mg, 0,082 mmol), EDC (15,78 mg, 0,082 mmol) y DMAP (0,406 mg, 3,29 pymol). La reaccion se
agitd durante 18 horas a temperatura ambiente y después se diluyé con diclorometano. La mezcla se lavo con
cloruro de amonio saturado y salmuera. La capa organica se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtro y se
concentré al vacio. El material bruto se purifico por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con
CH3CN/H20). Las fracciones que contenian el producto se extrajeron con diclorometano, se secaron en sulfato de
sodio anhidro, se filtraron y coevaporaron con acetonitrilo a presiéon reducida para dar el compuesto 263e (4,5 mg,
13%) como un sélido blanco; MS (m/z), encontrado 1030,4 (M + Na)*, 1046,3 (M +K)*.

Ejemplo 30 (IGN-27)

NH2

26 3
(0]
OH

/\,O\/\ /\,O O -
TsO (0] \/\[r ~ HO

263a 0 K,COs3, DMF
25% 264a

3-(2-(2-(2-(3,5-bis(hidroximetil)fenilamino)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (264a):

A una mezcla de 3-(2-(2-(2-(tosiloxi)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (263a) (250 mg, 0,640 mmol) y (5-amino-
1,3-fenilen)dimetanol (26)(108 mg, 0,704 mmol) en DMF anhidro (1,4 ml) se agregé carbonato de potasio (133 mg,
0,960 mmol). La reaccién se agité durante 18 horas a 80°C y después se dejo enfriar hasta temperatura ambiente.
La mezcla se inactivd con agua y se extrajo dos veces con acetato de etilo. Los extractos organicos se lavaron con
salmuera, se secaron en sulfato de magnesio anhidro, se filtraron y se concentraron. La purificacion por
cromatografia en gel de silice (5% de metanol/cloruro de metileno) proporciond 3-(2-(2-(2-(3,5-
bis(hidroximetil)fenilamino)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (264a) (61 mg, 25%); 'H RMN (400 Hz, CDCls; &
6,58 (s, 1H), 6,47 (s, 2H), 4,49 (s, 4H), 3,67 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,62 (s, 3H), 3,64-3,54 (m, 10H), 3,21 (t, J = 5,2 Hz,
2H), 2,51 (t, J = 6,4 Hz, 2H); MS (m/z), encontrado 394,3 (M + Na)*.

o ~ 0] 0
HNf\/ WO\ Mel, K,COg Nf\/ m B
3 0 . 0
OH CHCN  HO OH

264a 56% 264b

HO

Compuesto 264b:

A una solucion de 3-(2-(2-(2-(3,5-bis(hidroximetil)fenilamino)etoxi)etoxi)etoxi)propanoato de metilo (264a) (60 mg,
0,162 mmol) en acetonitrilo (1,6 ml) se agreg6 yodometano (0,013 ml, 0,210 mmol) y carbonato de potasio (26,8 mg,
0,194 mmol). La reaccion se agitd a 82°C durante 18 horas. La mezcla se enfrio hasta temperatura ambiente y
después el disolvente se retiré a presion reducida. El material bruto se diluyé con CH2Cl2/MeOH 3:1 y se filtir6 a
través de Celita. El filtrado se concentrd y purific6 por cromatografia en gel de silice eluyendo con 5% de
metanol/diclorometano para proporcionar el Compuesto 264b (35 mg, 56%). '"H RMN (400 Hz, CDCls): d 6,58 (s,
3H), 4,52 (s, 4H), 3,64 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,60 (s, 3H), 3,53 (m, 12H), 2,91 (s, 3H), 2,51 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,28 (s,
2H); °C RMN (400 Hz, CDCls): & 172,1, 149,8, 142,4, 113,4, 109,9, 70,7, 70,6, 70,4, 70,3, 68,6, 66,5, 65,6, 52,3,
51,7, 38,9, 34,8; MS (m/z), encontrado 408,4 (M + Na)*.
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Compuesto 264c:

A una solucién agitada del compuesto 246b (60 mg, 0,156 mmol) en diclorometano anhidro (2,8 mL) se agregé
trietilamina (0,065 mL, 0,467 mmol). La mezcla se enfri6 hasta -5°C y se agregé cloruro de metanosulfonilo (0,030
mL, 0,389 mmol) lentamente. Después de agitar durante una hora a -5°C la reaccién se inactivé con agua fria y se
extrajo con acetato de etilo frio. La capa organica se lavo con agua fria, se secé en sulfato de sodio anhidro, se filtro
y se concentrd a presion reducida para proporcionar el intermediario de dimesilato. MS (m/z): encontrado 564,0 (M +
Na)*. A una mezcla del conector de dimesilato (49 mg, 0,090 mmol) y el compuesto 8 (66,6 mg, 0,226 mmol) en
DMF anhidro (0,9 mL) se agregé carbonato de potasio (62,5 mg, 0,452 mmol). La reaccién se agit6é durante 18 horas
a temperatura ambiente, se inactivé con agua y se extrajo tres veces con diclorometano. Los extractos organicos se
lavaron con agua y salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La
purificacion por cromatografia ultrarrapida en gel de silice (5% de MeOH/CH2Cl2) seguido por HPLC preparativa de
fase inversa (columna C18, eluida con CH3CN/H20) proporcioné el compuesto 264c (16 mg, 19%) como un sélido
blanco. '"H RMN (400 Hz, CDCls): 5 8,18 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,76 (m, 2H), 7,48 (s, 2H), 7,18 (m, 4H), 7,02 (t, J = 7,2
Hz, 2H), 6,79 (m, 2H), 6,74 (s, 1H), 6,65 (s, 2H), 5,08 (m, 4H), 4,39 (m, 2H), 3,89 (s, 6H), 3,66 (t, J = 6,4 Hz, 2H),
3,62 (m, 2H), 3,60 (s, 3H), 3,53 (m, 12H), 3,40 (m, 2H), 2,91 (s, 3H), 2,51 (t, J = 6,4 Hz, 2H); MS (m/z), encontrado
978,3 (M + H20 + Na)*, 996,3 (M + 2H20 + Na)*.

\NQ\,OQ\/\H/O\ ~ Q\,O OH
3

N a0 L0 N _ MesSnOH @
N p OMe Meoliji,r N 55% p
0 0
264c 264d

Compuesto 264d:

A una solucion del Compuesto 264c¢ (26 mg, 0,028 mmol) en 1,2-dicloroetano anhidro (1,1 ml) se agregé hidroxido
de trimetilestafio (100 mg, 0,554 mmol). La reaccién se agité6 durante 18 horas a 80°C. La mezcla se dej6 enfriar
hasta temperatura ambiente y se extrajo con diclorometano y cloruro de amonio saturado. Los extractos organicos
se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La
purificacion por TLC preparativa en 5% de metanol/cloruro de metileno proporciond el compuesto 264d (14 mg,
55%). MS (m/z), encontrado 922,1 (M-1)-, 940,0 (M -1+ H20), 958,1 (M -1+ 2H20)-.
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Compuesto 264e:
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A una solucion agitada del compuesto 264d (13 mg, 0,014 mmol) en diclorometano anhidro (1,0 mL) se agregd N-
hidroxisuccinimida (5,01 mg, 0,042 mmol), EDC (8,09 mg, 0,042 mmol) y DMAP (0,172 mg, 1,407 ymol). La reaccion
se agitd a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se extrajo con diclorometano y cloruro de amonio
saturado. La capa organica se lavd con salmuera, se seco en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré al
vacio. El material bruto se purificé por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con CH3sCN/H20). Las
fracciones que contenian producto se combinaron y se extrajeron con diclorometano, se secaron en sulfato de sodio
anhidro, se filtraron y coevaporaron con acetonitrilo a presion reducida para obtener el compuesto 264e (4,1 mg,
29%). MS (m/z), encontrado 1021,3 (M + H)*, 1043,2 (M + Na)*, 1061,2 (M + H20 + Na)*, 1079,2 (M + 2H20 + Na)*.

Ejemplo 31 (IGN-28)

O (0]
o\/\o/\/O\/\o M O\/\o/\/o\/\O
O\/\O/\/O\/\O DMAP O\/\O/\/O\/\O
HO\/\O/\/O\/ 67% TSO\/\O/\/O\/
265a 265b

1-(tosiloxi)-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxanonatriacontan-39-oato de metilo (265b):

A una solucién agitada de 1-hidroxi-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxanonatriacontan-39-oato de metilo
(265a)(1,2 g, 1,897 mmol) en diclorometano (9,48 mL) a 0°C se agreg6 trietlamina (0,529 mL, 3,79 mmol),
sulfonilcloruro de tolueno (0,542 g, 2,84 mmol) y DMAP (0,023 g, 0,190 mmol). La mezcla se agité durante una hora
a 0°C y después tres horas a temperatura ambiente, después se inactivd con agua y se extrajo dos veces con
diclorometano. Los extractos organicos se lavaron con salmuera, se secaron en sulfato de magnesio anhidro, se
filtraron y se concentraron al vacio. La purificacion por cromatografia en gel de silice (6% de MeOH/CH2Cl2)
proporcioné 1-(tosiloxi)-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxanonatriacontan-39-oato de metilo (265b)(1,0 g,
67%) como un aceite amarillo claro. '"H RMN (400 Hz, CDCls): 8 7,80 (d, J= 8,4Hz, 2H), 7,35 (d, J = 8,0Hz, 2H), 4,16
(t, J=4,8Hz, 2H), 3,75 (t, J= 6,4Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,64 (m, 46H), 2,60 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H).

NH2

<2 o HO\/©\/OH
N j 26 HN,ﬁ\/OWO\
O~ ™00 K,CO; DMF. \/©\/ v
OH

O\/\O/\/O\/\o KoCO3, DMF HO
TSO\/\O/\/O\/ 42%
265c¢
265b
1-(3,5-bis(hidroximetil)fenilamino)-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxanonatriacontan-39-oato de
metilo (265c¢):

A una mezcla agitada de 1-(tosiloxi)-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxanonatriacontan-39-oato de metilo
(265b)(700 mg, 0,890 mmol) y (5-amino-1,3-fenilen)dimetanol (26) (150 mg, 0,978 mmol) en DMF anhidro (2,0 ml) se
agreg6 carbonato de potasio (184 mg, 1,334 mmol). La reaccién se agité a 80°C durante toda la noche. La mezcla
se enfrié hasta temperatura ambiente, se inactivd con agua y se extrajo con 10% de metanol/cloruro de metileno. La
capa organica se lavo con salmuera, se seco en sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 y se concentr6 al vacio. El
producto bruto se purifico por cromatografia en gel de silice (eluida con 5 > 15% de MeOH/CH2CI2) para
proporcionar 1-(3,5-bis(hidroximetil)fenilamino)-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-dodecaoxanonatriacontan-39-oato
de metilo (265c) (285 mg, 42%). '"H RMN (400 Hz, CDCl3): & 6,62 (s, 1H), 6,51 (s, 2H), 4,52 (s, 4H), 3,72 (t, J = 6,4
Hz, 2H), 3,65 (s, 3H), 3,61 (m, 48H), 2,94 (s, 2H), 2,63 (s, 1H), 2,57 (t, J = 6,4 Hz, 2H); MS (m/z), encontrado 790,4
(M +Na)*.
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2-(3,5-bis(hidroximetil)fenil)-5.8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38-dodecaoxa-2-azahentetracontan-41-oato de
metilo (265d):

A una solucion agitada de 1-(3,5-bis(hidroximetil)fenilamino)-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36-
dodecaoxanonatriacontan-39-oato de metilo (265c) (67 mg, 0,087 mmol) en DMF anhidro (1,0 ml) se agreg6
yodometano (7,06 pl, 0,113 mmol) y carbonato de potasio (14,47 mg, 0,105 mmol). La reaccion se agitdé a 82°C
durante 18 horas. La mezcla se enfrio hasta temperatura ambiente, se diluyé con agua y se extrajo con
diclorometano. La capa organica se secé en sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se concentré al vacio. La purificacion
por TLC preparativa (10% de MeOH/ CH2Cl) proporcioné 2-(3,5-bis(hidroximetil)fenil)-
5,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38-dodecaoxa-2-azahentetracontan-41-oato de metilo (265d) (62 mg, 92%). '"H RMN
(400 Hz, CDCls): 6 6,65 (s, 3H), 4,59 (d, J = 5,6 Hz, 4H), 3,74 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,67 (s, 3H), 3,61 (m, 46H), 3,54 (t,
J =6,0 Hz, 2H) 2,98 (s, 3H), 2,59 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,55 (m, 2H); MS (m/z), encontrado 820,5 (M +K)*.

~ OWO
1. MsCl, Et;N o~ T n

(0]
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MeO N
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8
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Compuesto 265e:

A una solucion agitada de 2-(3,5-bis(hidroximetil)fenil)-5,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38-dodecaoxa-2-
azahentetracontan-41-oato de metilo (265d) (71 mg, 0,091 mmol) en diclorometano anhidro (1,4 mL) se agrego
trietilamina (0,038 mL, 0,272 mmol). La mezcla se enfrio hasta -5°C y se agregd cloruro de metanosulfonilo (0,018
mL, 0,227 mmol) lentamente. Después de agitar durante una hora a -5°C la reaccién se inactivé con agua fria y se
extrajo con acetato de etilo frio. Los extractos organicos se lavaron con agua fria, se secaron en sulfato de sodio
anhidro, se filtraron y se concentraron a presion reducida para proporcionar 2-(3,5-bis((metilsulfoniloxi)metil)fenil)-
5,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38-dodecaoxa-2-azahentetracontan-41-oato de metilo. MS (m/z): encontrado 960,2
(M + Na)*. A una mezcla de 2-(3,5-bis((metilsulfoniloxi)metil)fenil)-5,8,11,14,17,20,23,26,29,32,35,38-dodecaoxa-2-
azahentetracontan-41-oato de metilo (69 mg, 0,074 mmol) y compuesto 8 (54,1 mg, 0,184 mmol) en DMF anhidro
(0,8 mL) se agregé carbonato de potasio (50,8 mg, 0,368 mmol). La reaccion se dejo agitar durante 18 horas a
temperatura ambiente. La reaccion se inactivd con agua y se extrajo dos veces con diclorometano. La capa acuosa
restante se extrajo dos veces con 50% de MeOH/CHzCl2. Los extractos organicos combinados se lavaron con
salmuera, se secaron en sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron al vacio. La purificacién por
cromatografia ultrarrapida en gel de silice (6% de MeOH/CH2Cl2) seguido por HPLC preparativa de fase inversa
(columna C18, eluida con CH3CN/H20) proporcioné el compuesto 265e (23 mg, 23%). MS (m/z), encontrado 1375,4
(M +Na + H20)*, 1393,4 (M + Na + 2H20)".
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\N(/\/O%Z/\((O\ NW W

e} Me3zSnOH
y 34%
NpOMe MeO@rN %
0 0

265e 265f

Compuesto 265f:

A una solucién agitada del compuesto 265e (22 mg, 0,016 mmol) en 1,2-dicloroetano anhidro (300 yL) se agregd
hidréxido de trimetilestafio (44,7 mg, 0,247 mmol). La reaccién se agité6 a 90°C durante 18 horas. La mezcla de
reaccion se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y después se diluy6é con diclorometano. La capa organica se
lavo con salmuera que contenia unas pocas gotas de 5% de acido clorhidrico concentrado y después con salmuera
sola, se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentrd al vacio. La purificacion por TLC preparativa (2x 5%
de MeOH/CH2CI2) proporcion6 el compuesto 265f (7,5 mg, 34%). MS (m/z), encontrado 1318,4 (M -1)-, 1336,4 (M -
1+ H20), 1354,4 (M -1+2H20)-.

o
o -
\ O OH HO\N? \N</\/ 9\12/\(0 N;
o
N O\/©\/O NQ, °
p q EDC, DMAP Np OMe Meoqw
o [¢]
19%

265f

Compuesto 265q:

A una solucién agitada del compuesto 265f (7,5 mg, 5,68 umol) en diclorometano anhidro (400 mL) se agregd N-
hidroxi succinimida (1,961 mg, 0,017 mmol), EDC (3,27 mg, 0,017 mmol) y DMAP (0,069 mg, 0,568 umol). La
reaccion se agitd6 a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se extrajo con diclorometano y cloruro de
amonio saturado. La capa organica se lavé con salmuera, se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtrd y el
disolvente se retird a presion reducida. El material bruto se purificé por HPLC preparativa de fase inversa (columna
C18, eluida con CH3CN/H20). Las fracciones que contenian producto se extrajeron con diclorometano, se secaron
en sulfato de sodio anhidro, se filtraron y coevaporaron con acetonitrilo para proporcionar el compuesto 265g (1,5
mg, 19%). MS (m/z), encontrado 1439,9 (M +Na)*, 1457,9 (M + Na + H20)".

Ejemplo 32 (IGN-22)

0]

HON o
@; :
EDC, DMAP
58%

258d 266a

Compuesto 266a:

A una solucion del compuesto 258d (20 mg, 0,050 mmol) en diclorometano (1,0 mL) se agregaron succinato de
monometilo (13,23 mg, 0,100 mmol), EDC (19,20 mg, 0,100 mmol) y DMAP (3,06 mg, 0,025 mmol). La reaccion se
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agité a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se diluyé con agua y se extrajo con acetato de etilo. Los
extractos organicos se lavaron con salmuera, se filtraron y se concentraron a presion reducida. La purificacion por
cromatografia en gel de silice (3% de MeOH/CH2Cl2) proporciond el compuesto 266a (15mg, 58%). MS (m/z),
encontrado 568,4(M + Na + MeOH)*.

@( MeSO3H : Y

93%

266a 266b

Compuesto 266b:

A una solucién del compuesto 266a (15 mg, 0,029 mmol) en diclorometano (3,5 ml) se agregé acido metanosulfénico
(0,114 ml, 1,753 mmol). La reaccion se agité6 durante una hora a temperatura ambiente y después se diluyé con
metanol y agua. La mezcla se neutraliz6 con bicarbonato de sodio saturado a pH=7 y se extrajo tres veces con
diclorometano. La capa organica se secé en sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se concentr6 al vacio. La purificacion
por TLC preparativa (2x 5% de MeOH/CH2Cl2) proporciond el compuesto 266b (11,5 mg, 93%). MS (m/z),
encontrado 446,4(M +Na)*, 478,4 (M +Na+MeOH)*.

|\/\/\/O
@ EJ ;Qﬁ @i}@
K,CO3, DMF
18%

266¢
266b

Compuesto 266¢:

A una mezcla del compuesto 266b (11,5 mg, 0,027 mmol) y el compuesto 259a (19,98 mg, 0,041 mmol) en DMF
anhidro (0,5 ml) se agregd carbonato de potasio (11,26 mg, 0,081 mmol). La reacciéon se agité durante 18 horas a
temperatura ambiente. La mezcla se inactivé con agua y se extrajo tres veces con diclorometano. La capa organica
se lavo con salmuera, se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentr6 a presion reducida. La purificacion
por TLC preparativa (5% de MeOH/CH2Cl2) seguido por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con
CH3sCN, H20) proporcion6 el compuesto 266¢ (4 mg, 18%). '"H RMN (400 Hz, CDCls): 6 8,27 (d, J = 8,0Hz, 1H), 8,06
(s, 1H), 7,87 (m, 2H), 7,74 (m, 1H), 7,55 (s, 1H), 7,562 (s, 1H), 7,49 (m, 1H), 7,26 (m, 1H) 7,19 (d, J = 8,8Hz, 1H), 7,10
(m, 1H), 6,82 (m, 2H), 4,49 (m, 2H), 4,12 (m, 4H), 3,95 (s, 6H), 3,71 (s, 3H), 3,48 (m, 4H), 2,75 (m, 2H), 2,66 (m, 2H),
1,98 (m, 4H), 1,70 (m, 2H); MS (m/z), encontrado 824,1(M +K)*.

Ejemplo 33 (IGN-31)

MEOhrOﬁqufﬂNH TEOMSE MEOHmOﬁuOfoNH
HO OH Irmidazal TEDMSO CTHOMS
249 85% %7a

3,5-bis((terc-butildimetilsililoxi)metil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)anilina (267a):

A una solucion de (5-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etilamino)-1,3-fenilen)dimetanol (249b)(0,4 g, 1,336 mmol) en
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diclorometano (6,68 mL) se agregaron cloruro de t-butildimetilsililo (0,604 g, 4,01 mmol) e imidazol (0,318 g, 4,68
mmol). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 90 minutos. La mezcla se diluyé con diclorometano y se
filtré a través de Celita. El filtrado se concentrd y purificé por cromatografia en gel de silice eluyendo con 20% de
acetato de etilo/hexanos para proporcionar 3,5-bis((terc-butildimetilsililoxi)metil)-N-(2-(2-(2-
metoxietoxi)etoxi)etil)anilina (267a) (600mg, 85%). MS (m/z), encontrado 550,3 (M + Na)*.

Q s 0 y
TBDMSO OTBDMS TBDMSO OTBDMS
EDC, DMAP
267a 48% 267b

N-(3,5-bis((terc-butildimetilsililoxi)metil)fenil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-
(metildisulfanil)pentanamida (267b):

A una mezcla de 3,5-bis((terc-butildimetilsililoxi)metil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)anilina (267a) (525 mg, 0,995
mmol) y acido 4-metil-4-(metildisulfanil)pentanoico (232 mg, 1,193 mmol) en diclorometano anhidro (9,0 mL) se
agregaron EDC (229 mg, 1,193 mmol) y DMAP (12,15 mg, 0,099 mmol). La reaccién se agitd6 a temperatura
ambiente durante cinco horas. La mezcla se diluyd con diclorometano y agua. La capa organica se lavd con
salmuera, se sec6 en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentré a presion reducida. La purificacion por
cromatografia en gel de silice (30% de acetato de etilo/hexanos) proporciond N-(3,5-bis((terc-
butildimetilsililoxi)metil)fenil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-(metildisulfanil)pentanamida (267b) (335 mg,
48%).

(0] % o) Y
TBDMSO OTBDMS 89% HO. OH
267b 267c

N-(3,5-bis(hidroximetil)fenil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-(metildisulfanil)pentanamida (267c):

A una soluciéon agitada de N-(3,5-bis((terc-butildimetilsililoxi)metil)fenil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-
(metildisulfanil)pentanamida (267b)(315 mg, 0,447 mmol) en acetonitrilo anhidro (7,0 mL) a 0°C se agreg6 piridina
anhidra (7,00 mL) seguido por la adicién gota a gota de HF.Piridina (3,1 mL, 1 mL/100mg). La reaccion se agit6 a
0°C durante dos horas. Se diluy6 con acetato de etilo y se inactivd lentamente con bicarbonato de sodio saturado. La
mezcla se extrajo tres veces con acetato de etilo. La capa organica se lavo con agua y salmuera, se secé en sulfato
de sodio anhidro, se filtré y se concentré. La purificacién por cromatografia en gel de silice eluyendo con 5% de
MeOH/CH:Clz, proporcion6 N-(3,5-bis(hidroximetil)fenil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-
(metildisulfanil)pentanamida (267¢)(190 mg, 89%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): 8 7,21 (s, 1H), 7,16 (s, 2H), 4,63 (s,
4H), 3,79 (t, J = 5,2,5,6 Hz, 2H), 3,53 (m, 6H), 3,48 (m, 4H), 3,29 (s, 3H), 2,53 (s, 2H), 2,27 (s, 3H), 2,07 (m, 2H),
1,84 (m, 2H), 1,08 (s, 6H); MS (m/z), encontrado 498,2 (M + Na)*.

0 %
0 MeO—~g~ O~ ss
7 1.MsCl, EtN © N

MeO/Of\/O\/\N S-S
gy 2. K,COs, DMF =N 0 © N<
o S on s DORQMES §h
N=. N OMe €
267c Her ; 5 ]

8
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Compuesto 267d:

A una solucion agitada de N-(3,5-bis(hidroximetil)fenil)-N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-
(metildisulfanil)pentanamida (267¢) (72 mg, 0,151 mmol) en diclorometano anhidro (3,0 mL) se agregé trietilamina
(0,063 mL, 0,454 mmol). La mezcla se enfri6 hasta -5°C y se agreg6 cloruro de metanosulfonilo (0,029 mL, 0,378
mmol) lentamente. Después de agitar durante una hora a -5°C la reaccién se inactivd con agua fria y se extrajo con
acetato de etilo frio. La capa organica se lavé con agua fria, se secd en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
concentré a presion reducida para proporcionar dimetanosulfonato de (5-(N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-
(metildisulfanil)pentanamido)-1,3-fenilen)bis(metileno). MS (m/z): encontrado 654,1 (M + Na)*. A una mezcla de
dimetanosulfonato de (5-(N-(2-(2-(2-metoxietoxi)etoxi)etil)-4-metil-4-(metildisulfanil)pentanamido)-1,3-
fenilen)bis(metileno) (89 mg, 0,141 mmol) y el compuesto 8 (83 mg, 0,282 mmol) en DMF anhidro (1,5 mL) se
agrego carbonato de potasio (97 mg, 0,704 mmol). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 18 horas.
La reaccion se inactivd con agua y se extrajo dos veces con diclorometano. La capa organica se lavo con salmuera,
se seco en sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentré al vacio. La purificacién por cromatografia en gel de
silice (5% de MeOH/CH2Cl2) y HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con CH3CN/H20) proporcioné
el compuesto 267d (27 mg, 18%). 'H RMN (400 Hz, CDCls): d 8,28 (d, J = 4,8 Hz, 2H), 7,87 (m, 2H), 7,61 (s, 2H),
7,37-7,27 (m, 7H), 7,13 (t, J = 7,2, 7,6 Hz, 2H), 6,88 (s, 2H), 5,25 (m, 4H), 4,50 (m, 2H), 4,00 (s, 6H), 3,90 (m, 2H),
3,73 (m, 2H), 3,60 (m, 6H), 3,51 (m, 6H), 3,30 (s, 3H), 2,32 (s, 3H), 2,15 (m, 2H), 1,90 (m, 2H), 1,13 (s, 6H); MS
(m/z), encontrado 1050,3 (M + Na)*, 1068,3 (M+H20+Na)*, 1086,3 (M+2H20+Na)*.

Ejemplo 34 (IGN-32)

Ho Ho o
N
MeO~g~ O~ OH M o NN~ ¢NM0><
N N epc,omap  MOTOTEINTTC 6 T

HO OH 64% HO OH

253b 268a

Compuesto 268a:

A una mezcla del compuesto 253b (150 mg, 0,389 mmol) y 3-(2-(2-(2-
aminoacetamido)acetamido)acetamido)propanoato de terc-butilo (148 mg, 0,467 mmol) en DMF anhidro (1,5 ml) se
agregaron EDC (90 mg, 0,467 mmol) y DMAP (4,75 mg, 0,039 mmol). La reaccion se agit6 a temperatura ambiente
durante 18 horas. La mezcla se purificé por HPLC preparativa de fase inversa (columna C18, eluida con CHzCN/H20
+ 0,1% de acido formico). La purificacién por TLC preparativa (15% de MeOH/CH2Cl2) proporcioné el compuesto
268a (170 mg, 64%). "H RMN (400 Hz, CDClIs): 6 7,62 (m, 1H), 7,56 (m, 1H), 7,38 (m, 1H), 7,11 (m, 1H), 6,55 (s,
2H), 6,52 (s, 1H), 4,45 (s, 4H), 4,17 (s, 2H), 3,63 (m, 6H), 3,55-3,40 (m, 12H), 3,28 (m, 7H), 2,33 (t, J = 6,4 Hz, 2H),
2,16 (m, 2H), 1,79 (m, 2H), 1,36 (s, 9H); MS (m/z), encontrado 706,3 (M + Na)*.

MeO\/o/\/O\/\N/\/\(

1. MsCl, EtsN 0
2 22 > 2. KoCO3, DMF \/©\/o N
- 3 =
MeO\/O’\/O\/\N/\/\rO( H/\O( ” ° HO. N: - ° q
HO OH @R; N oM e "
MeO S N 0 °©
268a g ° 268b
21%

Compuesto 268b:

A una solucién agitada del compuesto 268a (59 mg, 0,086 mmol) en diclorometano anhidro (1,75 mL) se agrego
trietilamina (0,036 ml, 0,259 mmol). La mezcla se enfrié hasta -5°C y se agreg6 cloruro de metanosulfonilo (0,017 ml,
0,216 mmol) lentamente. Después de agitar durante una hora a -5°C la reaccion se inactivd con agua fria y se
extrajo con acetato de etilo frio. Los extractos organicos se lavaron con agua fria, se secaron en sulfato de sodio
anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida para proporcionar el intermediario de dimesilato deseado.
MS (m/z): encontrado 862,3 (M + Na)*.

A una solucion del intermediario de dimesilato (65 mg, 0,077 mmol) y el compuesto 8 (114 mg, 0,387 mmol) en DMF
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anhidro (1,0 mL) se agregd carbonato de potasio (86 mg, 0,619 mmol). La reaccion se agité durante 18 horas a
temperatura ambiente, se inactivd con agua y se extrajo tres veces con diclorometano. La capa organica se lavo con
salmuera, se secoO en sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se concentr6 a presiéon reducida. La purificacion por
cromatografia en gel de silice (2%->10% de MeOH/CH2Cl2) proporcioné el compuesto 268b (22 mg, 21%). "H RMN
(400 Hz, CDCls): 6 8,26 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,88 (m, 2H), 7,58 (s, 2H), 7,28 (m, 4H), 7,13 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 6,89 (s,
2H), 6,81 (s, 1H), 6,73 (s, 2H), 5,19 (m, 4H), 4,48 m, 2H), 3,99 (s, 6H), 3,7-3,4 (m, 26H), 3,34 (s, 3H), 2,45 (t, J = 6,4
Hz, 2H), 2,30 (m, 2H), 1,81 (m, 2H), 1,44 (s, 9H).

Ejemplo 35

Preparacion del conjugado de chB38,1-IGN14:

Una solucion de anticuerpo de chB38,1 a una concentracion de 2 mg/mL en un tampén acuoso con acido N-(2-
hidroxietil)-piperacina-N'-2-etanosulfénico 0,05 M (HEPES) y 2 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pH 8
se tratd con un exceso molar de 10 veces de una soluciéon de IGN14-NHS en dimetilacetamida (DMA) de forma tal
que la concentracion final de DMA en el tampon fue de 10% v/v. La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 120 min y después se carg6 en una columna de filtracion de gel Sephadex G25 (HiPrep™ 26/10
columna de desalacion GE# 17-5087-01) que habia sido previamente equilibrada en un tampén acuoso con histidina
10 M, 250 mM de glicina, 1% de sacarosa, pH 5,5. Las fracciones que contenian anticuerpo conjugado se recogieron
y se agruparon para proporcionar el producto. La muestra agrupada se dializ6 durante toda la noche contra el mismo
tampon de elucién para purificar adicionalmente el producto. El conjugado final se ensay6 de forma
espectrofotométrica usando los coeficientes de extincion que se determinaron para IGN-14 (g330 = 15,231 M cmy
€280 = 26,864 M' cm™) y el anticuerpo de chB38,1 (g280nm = 204,000 M-'cm"). Se enlazaron un promedio de 3,3
moléculas de IGN14 por molécula de anticuerpo.

Ejemplo 36

Preparacion del conjugado huMy9-6-IGN23

Una solucién del anticuerpo de huMy9-6 a una concentracion de 2 mg/mL en un tampoén acuoso con acido N-(2-
hidroxietil)-piperacina-N'-2-etanosulfénico 0,05 M (HEPES) y 2 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pH
8,5 se traté con un exceso molar de 12,5 veces de una solucion de IGN23-NHS en dimetilacetamida (DMA), glicerol
y sacarosa. La concentracion final de DMA, glicerol y sacarosa en el tampén fue de 15%, 5% y 5% (v/v)
respectivamente. La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 120 min y después se cargd en
una columna de filtracion de gel Sephadex G25 (HiPrep™ 26/10 columna de desalacion GE# 17-5087-01) que habia
sido previamente equilibrada en un tampén acuoso con 10 mM de histidina, 250 mM de glicina, 1% de sacarosa, pH
5,5. Las fracciones que contenian anticuerpo conjugado se recogieron y se agruparon para proporcionar el producto.
La muestra agrupada se concentré usando dispositivos de filtro centrifugo Millipore y después se dializé durante toda
la noche contra el mismo tampo6n de elucién para purificar adicionalmente el producto.

El conjugado final se ensay6 de forma espectrofotométrica usando los coeficientes de extinciéon que se determinaron
para IGN-23 (es30 = 15,231 M' cm™y e 280 = 26,864 M cm™") y huMy9-6 (e2sonm = 206,460 M-1cm-1). Se enlazaron
un promedio de 2,2 moléculas de IGN23 por molécula de anticuerpo.

Ejemplo 37

Preparacion del conjugado de chB38,1-IGN27:

Una solucién de anticuerpo de chB38,1 a una concentracion de 2 mg/mL en un tampdn acuoso con &cido N-(2-
hidroxietil)-piperacina-N'-2-etanosulfonico 0,05 M (HEPES) y 2 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), pH
8,5 se tratd con un exceso molar de 12 veces de una solucién de IGN27-NHS en dimetilacetamida (DMA, 5 mM de
solucion madre) de forma tal que la concentracion final de DMA en el tampén fue de 15% v/v. La mezcla de reaccién
se agitd a temperatura ambiente durante 4 h y después se cargd en una columna de filtracion de gel Sephadex G25
(HiPrep™ 26/10 columna de desalacién GE# 17-5087-01) que habia sido previamente equilibrada en un tampén
acuoso con PBS, pH 7,4. Las fracciones que contenian anticuerpo conjugado se recogieron y se agruparon para
proporcionar el producto. La muestra agrupada se dializé durante toda la noche contra el mismo tampén de elucion
para purificar adicionalmente el producto.

El conjugado final se ensay6 de forma espectrofotométrica usando los coeficientes de extincion que se determinaron
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para IGN-27 (es30 = 15,231 M' cm™y e 280 = 26,864 M' cm™) y el anticuerpo de chB38,1 (e280nm = 204,000 M-"cm™).
Se enlazaron un promedio de 2,9 moléculas de IGN27 por molécula de anticuerpo.

Ejemplo 38

Potencia in vitro de farmacos libres de IGN y conjugados de IGN:

Procedimiento general usado: Las muestras de farmacos libres de IGN o conjugados de IGN se agregaron a una
placa de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pocillos y se titularon usando diluciones en serie para cubrir el
intervalo molar deseado. Se agregaron células positivas para el antigeno (Ag+) o negativas para el antigeno (Ag-) a
los pocillos en densidades celulares especificas de forma tal que hubiera muestras por triplicado para cada
concentracion de farmaco para cada linea celular correspondiente. Después las placas se incubaron a 37°C en una
atmosfera de 5% de CO:2 durante 4-5 dias dependiendo de la linea celular. COLO 205 (1,000 células/pocillo),
Namalwa (3,000 células/pocillo) — 4 dias; RH30(1,000 células/pocillo), Ramos (10,000 células/pocillo), KB (1,000
células/pocillo) — 5 dias)

Al final del periodo de incubacion se evaluaron las potencias citotoxicas usando un ensayo de viabilidad celular
basado en WST vy las células supervivientes se midieron desarrollando WST (2-7 horas). La absorbancia en cada
pocillo se midié y se represent6 graficamente la fraccion superviviente de células en cada concentracion para revelar
la especificidad de antigeno y citotoxicidad (de los conjugados).

La citotoxicidad de los farmacos libres de IGN vy la potencia y especificidad de los conjugados de IGN se midieron
comparandolos con un panel de lineas celulares cancerigenas humanas seleccionadas de entre COLO 205, NB-4,
LOVO, Namalwa, RH30, Ramos, KB y/o LOVO. Los resultados se ilustran en las Figuras 51 a 58.

Figura 51: Tabla que demuestra la alta potencia (en nM) del farmaco libre de IGN en comparaciéon con multiples
lineas celulares. En general, los farmacos libres de IGN son potentes en el intervalo picomolar bajo en comparacion
con este panel de lineas celulares.

Figura 52: (A) Se encontré que el conjugado chB38,1-IGN13 (3,8 IGN/Ab) era potente en niveles subpicomolares en
comparacién con las células COLO 205 (Ag+) y la actividad se disminuyé significativamente (0,26 nM) cuando los
sitios de union al antigeno se bloquearon con 1 pM de anticuerpo de chB38,1 no conjugado, lo que indica la alta
especificidad de este conjugado (>260 veces). (B) Se encontré que el conjugado chB38,1-IGN13 (3,8 IGN/Ab) era
potente en niveles picomolares (0,002 pM) en comparacién con células LOVO (Ag+) en un ensayo clonogénico.

Figura 53: Se encontr6é que el conjugado de huMy9-6-IGN13 (3,4 IGN/Ab) era potente en niveles subpicomolares en
comparacion con las células NB-4 (Ag+) (0,077 nM) y la actividad se disminuy6 significativamente (1,0 nM) cuando
los sitios de unién al antigeno se bloquearon con 1 uM de anticuerpo de huMy9-6, lo que indica que este conjugado
es especifico.

Figura 54: (A) Se encontré que el conjugado de chB38,1-IGN14 (3,1 IGN/Ab) era potente en niveles subpicomolares
en comparacion con las células COLO 205 (Ag+) y la actividad fue significativamente menor con respecto a las
células Namalwa (Ag-) (0,9 nM) lo que indica la alta especificidad de este conjugado (>900 veces). (B) Se encontro
que el conjugado de chB38,1-IGN14 (2,6 IGN/Ab) era muy potente hacia células LOVO (Ag+) (0,012 nM) y la
actividad fue significativamente menor con respecto a las células Namalwa (Ag-) (>3,0 nM), lo que indica la alta
especificidad de este conjugado (>250 veces).

Figura 55: Se encontré que el conjugado de huMy9-6-IGN14 (3,3 IGN/Ab) era altamente potente en comparacion
con células NB-4 (Ag+) (0,033 nM) y la actividad fue significativamente menor con respecto a las células Namalwa
(0,6 nM), lo que indica la alta especificidad de este conjugado.

Figura 56: (A) Se encontré que el conjugado de chB38,1-IGN23 (2,5 IGN/Ab) era potente en niveles picomolares en
comparacién con células LOVO (Ag+) (0,063 nM) y la actividad era significativamente menor con respecto a las
células Namalwa (Ag-) (>3,0 nM), lo que indica la alta especificidad de este conjugado (>250 veces). (B) Se encontré
que el conjugado de chB38,1-IGN23 (2,0 IGN/Ab) era potente en niveles picomolares en comparacién con las
células COLO 205 (Ag+) (0,006 nM) y la actividad se disminuy6 significativamente (2,5 nM) cuando los sitios de
unién al antigeno se bloquearon con 1 uM de anticuerpo de chB38,1, lo que indica que este conjugado es especifico.

Figura 57: Se encontro que el conjugado de chB38,1-IGN29 (2,8 IGN/Ab) era potente en niveles subnanomolares en
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comparacién con las células COLO 205 (Ag+) (0,410 nM) y la actividad se disminuyé significativamente (18 nM)
cuando los sitios de unién al antigeno se bloquearon con 1 yM de chB38,1, lo que indica que este conjugado es
especifico.

Ejemplo 39

Eficacia in vivo del conjugado de chB38,1-IGN14 en ratones sin pelo que presentan tumores COLO 205:

En este estudio, se investigé la actividad antitumoral de chB38,1-IGN14 en ratones hembra sin pelo que presentan
tumores COLO 205, un modelo de carcinoma de colon humano. Las células tumorales COLO 205, 2 x 108
células/raton se inocularon posteriormente a un volumen de 0,1 mL/ratén en el area sobre el hombro derecho del
ratéon sin pelo atimico hembra de cinco semanas de edad. Ocho dias después de la inoculacion de las células
tumorales los ratones se separaron de forma aleatoria en grupos (n=6 por grupo) por volumen tumoral. El
tratamiento se inici6 el dia de la separacion aleatoria y los grupos incluyeron un grupo de control dosificado con PBS
(200 pLfinyeccién), anticuerpo chB38,1 desnudo (2,8 mg/kg), conjugado que no se dirige a chKTI-IGN14 (50 ug/kg) y
chB38,1-IGN14 (50 pg/kg de dosis de IGN14; 2,5 mg/kg de dosis de anticuerpo). Todos los tratamientos se
administraron dos veces en un cronograma semanal (dias 8 y 15, inoculacion post-celular). Las flechas indican los
tiempos de dosificacion post-inoculacién. Todos los tratamientos fueron bien tolerados con las pérdidas de peso
corporal promedio comparables con la pérdida detectada en los ratones de control PBS. El volumen tumoral
mediano contra el tiempo se muestra con los datos que demuestran la actividad antitumoral del conjugado de
chB38,1-IGN14 (Figura 58). Tanto el anticuerpo que no es de direccionamiento como el desnudo no muestran
actividad mas alla de la que se vio con el vehiculo de control, lo que sugiere que la actividad antitumoral observada
con el conjugado de chB38,1-IGN-14 es especifica para el antigeno.

Ejemplo 40
La Figura 59 muestra el espectro de masas de chB38,1-IGN14 (anticuerpo no glucosilado). Los picos se marcan con

D1-D7 para indicar la cantidad de moléculas de IGN14 unidas por anticuerpo. Se calculdé que la cantidad promedio
de moléculas de IGN14 por anticuerpo era de 3,5 (carga de farmaco coincidente calculada por UV-vis).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (I) o (Il), o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente
aceptable, isobmero o6ptico, racemato, diasteredmero, enantidmero o una estructura cristalina polimérica de los
mismos:

X vy

\
Rs N=’/ z R
o057,
w0,
Ri R

(1) (I

donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H, y cuando sea un enlace simple, X sea H o un resto protector de amina que
convierte el compuesto en un profarmaco que se pueda transformar en la amina libre in vitro o in vivo;

Y se selecciona de entre -O, un éster representado por -OCOR’, un carbonato representado por -OCOOR’, un
carbamato representado por -OCONR’R", una amina o una amina de hidroxilo representada por NR'R", una amida
representada por -NRCOR’, un péptido representado por NRCOP, donde P es un aminoacido o un polipéptido que
contiene entre 2 y 20 unidades de aminoacidos, un tioéter representado por SR’, un sulféxido representado por
SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito - OSOs, un halégeno, un ciano, un azido, un
tiol, donde R, R’ y R" son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H, un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 20 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol
(-OCH2CH2)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000, un anillo de heteroarilo de 5 o 6 miembros que contiene
uno o mas heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrbgeno, oxigeno y azufre, un sistema de
anillo fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, que contiene uno o mas
heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un arilo que tiene de 6 a 18
atomos de carbono, un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heteroatomos seleccionados de
entre O, S, N y P donde el sustituyente se selecciona de entre halégeno, ORz, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR10, un
sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una
sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR11 0 OCONR11R12, donde cada uno de
R7, Rs, Ro, R10, R11 y Ri2 se selecciona independientemente de entre H, un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es
un numero entero de 1 a 2000, un anillo de heteroarilo de 5 o 6 miembros que contiene uno o mas heteroatomos
seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo fusionado de 5 a 18
miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, que contiene uno o mas heteroatomos seleccionados
independientemente de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, un arilo que tiene de 6 a 18 atomos de carbono, un anillo
heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre O, S, Ny P, y Rioes
opcionalmente SR13 0 COR13, donde R13 se selecciona de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o
ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un nimero
entero de 1 a 2000, un anillo de heteroarilo de 5 0 6 miembros que contiene uno o mas heterodtomos seleccionados
independientemente de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo fusionado de 5 a 18 miembros, donde
al menos uno de los anillos es aromatico, que contiene uno o mas heteroatomos seleccionados independientemente
de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heteroatomos
seleccionados de entre O, S, Ny P y R11 puede ser también OR14, donde R14es H o tiene la misma definicion que R,
opcionalmente, R" es un OH;

W es C=0, C=S, CHz, BH (B=Boro), SO o SO;

cada uno de R1, Rz, Rs, R4, se selecciona independientemente de entre H, un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-
OCH2CHz2)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000, o un sustituyente seleccionado de entre un halégeno, ORy,
NRsRg, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -
SOs, un bisulfito -OS0Os, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, guanidinio [-
NH(C=NH)NH:], -COR11, -OCOR11 0 -OCONR11R12, opcionalmente, uno cualquiera de entre Ri, Rz, R3, R4 es un
grupo de enlace o se selecciona de entre una unidad de polipirrolo, poli-indolilo, poli-imidazolilo, polipirrolo-

106



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 604 668 T3

imidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poli-imidazolo-indolilo que lleva opcionalmente un grupo de enlace;

Rs se selecciona de entre OR15, CRR’OH, SH, CRR’SH, NHR15 0 CRR’NHR15, donde Ris tiene la misma definicion
que R; opcionalmente, Rs es un grupo de enlace o se selecciona de entre una unidad de un polipirrolo, poli-indolilo,
poli-imidazolilo, polipirroloimidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poli-imidazolo-indolilo que lleva opcionalmente un grupo
de enlace;

Rs es O, SR, NRR’, u opcionalmente Re es un grupo de enlace; y

Z se selecciona de entre (CH2)n, donde n es 1, 2 0 3, CR1sR1, NR17, O 0 S, donde cada uno de R1s, Risy R17 se
selecciona independientemente de entre H, un alquilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un nimero entero de 1 a 2000;

siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace, lo que permite el enlace con un agente de unién
celular a través de un enlace covalente.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada
farmacéuticamente aceptable, isémero éptico, racemato, diastereémero, enantiomero o una estructura cristalina
polimérica de los mismos, donde:

la linea doble == entre N y C representa un doble enlace y X esta ausente e Y es H, o la linea doble == entre Ny C
representa un enlace simple donde X es H e Y se selecciona de entre -O, un sulfito -SOz, o un resto protector de
amina que convierte el compuesto en un profarmaco;

W es C=0, CHz2 0 SOz;

cada uno de R1, Rz, Rs, R4, es H; opcionalmente, independientemente, uno cualquiera de entre R+, Rz, Rsy R4 puede
ser el grupo de enlace;

Rs se selecciona de entre OR15, CRR’OH, SH, CRR’SH, NHR15 0 CRR'NHR15, donde R1s es H o tiene la misma
definicion suministrada anteriormente para R, o se selecciona de entre una unidad de un polipirrolo, poli-indolilo, poli-
imidazolilo, polipirroloimidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poli-imidazolo-indolilo que lleva opcionalmente el grupo de
enlace;

Re es OCHs; y

Z se selecciona de entre (CH2)n, donde nes 1 02, NH, NCHs 0 S.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionado de entre las formulas (VII), (VIII) y (IX):
N=// — T—
Rs % R1 H N=" Rs N="
N
e R D WA
© R4 R3 © O
(VI (Vi (IX)

o un solvato, sal, hidratado o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isomero 6ptico, racemato, diastereémero,
enantiémero o la estructura cristalina polimorfica de los mismos.

4, El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde Rs se selecciona de
entre:

- OH,

- P(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X",

- O(CR20R21)mOR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25)q(CO)tX",

- O(CR20R21)m(alquinil)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y" (CR24R25)q(COXX",

- O(CR20R21),(indolo)p(CR22R23),(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X"

- O(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25)(CO)X",

- O(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p (R40R41)p’Y" (CR24R25)(CO)X",
- O(CR20R21)m(imidazolo)q (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- O(CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(CO)tX",

- O(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",
- O(CR20R21)m(piperazino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(COXX",

- O(CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- SH,

- S(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X",
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- S(CR20R21)m(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p” Y"(CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)m(indolo)p(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p YY" (CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)m(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(CO)tX",

- S(CR20R21),(imidazolo)q(CR22R23),(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"(CR24R25)¢(CO)X",

- S(CR20R21),(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23),(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y" (CR24R25)o(CO)X",

- S(CRz0R21)m(pirrolo)q(indolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)m(indolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p YY" (CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)m(piperazino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y" (CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)mA"m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- NH2,

- NR28(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- NR280OR20R21)mOR26=CR27)m'(CR22R23)p(CH2CH2)p(CR40R41)p"Y") CR24R25)(CO)X",

- NR28(CR20R21)m(alquinil)n(CR22R23),(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- NR2s(CR20R21)m(indolo)p (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)(CO)X",

- NR2s(CR20R21)n(pirrolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- NR20o(CR20R21)m(imidazolo)¢ (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(COXX",

- NR2s(CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p YY" (CR24R25)q(CO)X",
- NR2s(CR20Rz1)m(pirrolo)q(indolo)q (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"-(CR24R25)q(CO)eX",

- NR2s(CR20Rz21)m(indolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"-(CR24R25)q(CO)X",
- NR2s(CR20R21)m(piperazino)«(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y (CR24R25)q(COXX",

- NR2s(CR20R21)mA"m(CR22R23)n(0OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(COXX",

- (CR20R21)M(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)M(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21),(alquinil)r, (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)n(indolo)p (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)n(pirrol)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)n(piperazino)t(CR22R23),(OCH2CH2) p(CR40R41)p YY" (CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)m(pirrolo)q(indolo)q'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)m(imidazolo)q' (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)g(COXX",

- (CR20R21)m(pirrolo)q(imidazolo)q(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p Y" (CR24R25)q(CO)tX",

- (CR20R21)m(imidazolo)q(indolo)q (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(COXX",

- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(COXX",

- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2) p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",
- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)r"(alquinil)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"(CR24R25)q(CO)eX",
- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"A"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X", donde:

m,n,p,q,m,n’,p,q,q", sonun nimero entero de 1 a 10 y pueden ser 0;

t,m"', n"yp"son0o1;

X" se selecciona de entre OR3s, SR37, NR3sR39, donde Rss, R37, Ras, Rag son H, o un alquilo, alquenilo o alquinilo
lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 20 atomos de carbono y, o, una unidad de polietilenglicol -(OCH2CH2)n,
opcionalmente Rs7 es un grupo protector de tiol, o

cuando t = 1, COX" forma un éster reactivo seleccionado de entre ésteres de N-hidroxisuccinimida, ésteres de N-
hidroxiftalimida, ésteres de N-hidroxi-sulfo-succinimida, ésteres para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo, ésteres de
pentafluorofenilo y derivados de los mismos, donde dichos derivados facilitan la formacion de amida;

Y" esta ausente o se selecciona de entre O, S, S-S o NRaz, donde Raz tiene la misma definicidon suministrada
anteriormente para R, o cuando Y" no es S-S y t = 0, X" se selecciona de entre un grupo maleimido, un grupo
haloacetilo o SR3, donde Rs7 tiene la misma definicion que anteriormente;

A" es un aminoéacido seleccionado de entre glicina, alanina, leucina, valina, lisina, citrulina y glutamato o un
polipéptido que contiene entre 2 y 20 unidades de aminoacidos;

R20, R21, R22, R23, R24, R2s, R2s, R27 son iguales o diferentes y son H o un alquilo lineal o ramificado que tiene de 1 a
5 atomos de carbono;

R2s es H o alquilo;

R29y R3o son iguales o diferentes y son H o un alquilo de 1 a 5 &tomos de carbono; opcionalmente, uno de entre R4o
y Ra1 es un grupo funcional con carga negativa o positiva y el otro es H o un alquilo, alquenilo, alquinilo que tiene de
1 a 4 atomos de carbono.

5. Un compuesto seleccionado de entre la férmula (IV) o (V), o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada
farmacéuticamente aceptable, isémero 6ptico, racemato, diastereémero, enantiomero o una estructura cristalina

108



5

10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 604 668 T3

polimérica de los mismos:

Ry \> J@A*D L— D’—A’;@( Ri
R2' W/N Rz

R3’ R4’ (IV) R3
Rz' ' R1 R2
N\
Ry R4
V)
donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H, y cuando sea un enlace simple, X es H o un resto protector de amina que
convierte el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre -O, un éster representado por -OCOR’, un carbonato representado por -OCOOR’, un
carbamato representado por -OCONR’R", una amina o una amina de hidroxilo representada por NR'R", una amida
representada por -NRCOR’, un péptido representado por NRCOP, donde P es un aminoacido o un polipéptido que
contiene entre 2 y 20 unidades de aminoacidos, un tioéter representado por SR’, un sulféxido representado por
SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito - OSOs, un halégeno, un ciano, un azido, o
un tiol, donde R, R’ y R" son iguales o diferentes y se seleccionan de entre H, un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-
OCH2CH2)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000, un anillo de heteroarilo de 5 0 6 miembros que contiene uno
o0 mas heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo
fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, que contiene uno o mas
heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un arilo que tiene de 6 a 18
atomos de carbono, un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heterodtomos seleccionados de
entre O, S, Ny P, donde el sustituyente se selecciona de entre halégeno, OR7, NRsRgs, NO2, NRCOR’, SR10, un
sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSOs, una
sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR11 0 OCONR11R12, donde cada uno de
R7, Rs, Re, R10, R11 y R12 se seleccionan independientemente de entre H, un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es
un numero entero de 1 a 2000, un anillo de heteroarilo de 5 o 6 miembros que contiene uno o mas heteroatomos
seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo fusionado de 5 a 18
miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, que contiene uno o mas heteroatomos seleccionados
independientemente de entre nitrégeno, oxigeno y azufre, un arilo que tiene de 6 a 18 atomos de carbono, un anillo
heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heteroatomos seleccionados de entre O, S, Ny P, y Rioes
opcionalmente SR13 0 COR13, donde Ri3 se selecciona de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o
ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, un anillo de heteroarilo de 5 0 6 miembros que contiene uno o mas
heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un sistema de anillo
fusionado de 5 a 18 miembros, donde al menos uno de los anillos es aromatico, que contiene uno o mas
heteroatomos seleccionados independientemente de entre nitrogeno, oxigeno y azufre, un arilo que tiene de 6 a 18
atomos de carbono, un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heterodtomos seleccionados de
entre O, S, N y P, opcionalmente R11 es OR14, donde R14 tiene la misma definicién que R, opcionalmente R" es OH;
W es C=0, C=S, CHz, BH, SO o SO3;

cada uno de R1, Rz, Rs, R4, R1’, R2', R3' y R4’ se selecciona independientemente de entre H, un alquilo, alquenilo o
alquinilo lineal, ramificado o ciclico sustituido o no sustituido que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de
polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000, o un sustituyente seleccionado de entre un
halégeno, guanidinio [-NH(C=NH)NHz], OR7, NRsRs, NO2, NRCOR’, SR10, un sulfoxido representado por SOR’, una
sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SO3s, un bisulfito -OSO3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un
ciano, un azido, -COR11, OCOR11 0 OCONR11R12, opcionalmente, uno cualquiera de entre R1, R2, R3, R4, R1’, R,
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R3’, 0 R4’ es un grupo de enlace o se selecciona de entre una unidad de polipirrolo, poli-indolilo, poli-imidazolilo,
polipirrolo-imidazolilo, poli-pirrolo-indolilo o poli-imidazolo-indolilo que lleva opcionalmente un grupo de enlace,

Z se selecciona de entre (CHz2)n, donde n es 1, 2 o 3, CR15R1, NR17, O 0 S, donde cada uno de R1s, Risy R17 se
selecciona independientemente de entre H, un alquilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000;

Rs es O, SR o NRR’, opcionalmente Res es un grupo de enlace;

Ay A’ son iguales o diferentes y se seleccionan de entre O, -CRR’O, S, -CRR’S, -NR15 0 CRR'NHR15, donde

R1s tiene la misma definicion que R;

D y D’ son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, sustituido opcionalmente por uno cualquiera de entre
halégeno, OR7, NRsRg, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -
SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSO3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11,
OCOR11 0 OCONR11R12, 0 una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, donde n es un nimero entero de 1 a 2000;

L estad ausente, o es un grupo fenilo o un anillo heterociclico de 3 a 18 miembros que tiene de 1 a 6 heteroatomos
seleccionados de entre O, S, N y P, donde dicho grupo fenilo o anillo heterociclico representado por L esta sustituido
opcionalmente, donde el sustituyente es un grupo de enlace, o se selecciona de entre alquilo, alquenilo o alquinilo
lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, sustituido opcionalmente por uno cualquiera de
entre halégeno, OR7, NRsRs, NO2, NRCOR’, SR10, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada
por -SO2R’, un sulfito -SOs, un bisulfito -OSO3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -
COR11, OCOR11 0 OCONR11R12, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz2)n, donde n es un nimero entero de 1 a
2000; opcionalmente, L es en si un grupo de enlace;

siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace, lo que permite el enlace con un agente de unién
celular a través de un enlace covalente.

6. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 5, o una sal, solvato, hidrato o sal hidratada
farmacéuticamente aceptable, isébmero 6ptico, racemato, diastereémero, enantiomero o una estructura cristalina
polimérica de los mismos, donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H, y cuando sea un enlace simple, X es H o un grupo protector de amina que
convierte el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre -O, NR'R", un sulfito -SO3, o un bisulfito -OSOs, donde R se selecciona de entre H, un
alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, una unidad de
polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000, un arilo que tiene de 6 a 10 atomos de
carbono, o un anillo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono;

W es C=0, CHz20 SO2;

cada uno de R1, Rz, R3, R4, R1’, R2, R3’ y R4’ se selecciona independientemente de entre H, NO2 o un grupo de
enlace que permite la unién con un agente de unién celular a través de un enlace covalente;

Re es OR1s, donde Ris tiene la misma definiciéon que R;

Z se selecciona de entre (CH2)n, donde n es 1, 2 0 3, CR1sR1, NR17, O 0 S, donde cada uno de R1s, Risy R17 se
selecciona independientemente de entre H, un alquilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono, una unidad de polietilenglicol (-OCH2CHz)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000;

cadaunode AyA’es O;

D y D’ son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono;

L esta ausente, o es un grupo fenilo o un anillo heterociclico que tiene de 3 a 10 atomos de carbono, donde dicho
grupo fenilo o anillo heterociclico representado por L estéd sustituido opcionalmente, donde el sustituyente es un
grupo de enlace, o se selecciona de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a
10 atomos de carbono, sustituido opcionalmente por uno cualquiera de entre haldégeno, OR7, NRsRs, NO2, NRCOR’,
SR1o0, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SO3z, un bisulfito -OSOs,
una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR11 0 OCONR11R12, una unidad de
polietilenglicol (-OCH2CH2)n, donde n es un numero entero de 1 a 2000; opcionalmente, L es en si un grupo de
enlace que permite la unién con un agente de unién celular a través de un enlace covalente.

7. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5 seleccionado de entre las formulas (XII) y (XIIl), o

una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isdmero 6ptico, racemato, diasteredbmero,
enantiomero o una estructura cristalina polimérica de los mismos:
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donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H, y cuando sea un enlace simple, X es H o un grupo protector de amina que
convierte el compuesto en un profarmaco; Y se selecciona de entre OH, un éter representado por -O, NR’'R", un
sulfito -SOs, o un bisulfito -OSO3, donde R, R’ y R" se seleccionan de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal,
ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de carbono;

uno de R2, R3, R2’ y R3’ es un grupo de enlace y los otros son H o NOz;

Re es O;

Zes CH20NR;

A es O o NR1s5;

L es (CH2)nn, donde nn es 0 o un nimero entero entre 1 y 5, o un alquilo o alquenilo sustituido o no sustituido que
tiene de 2 a 4 atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona de entre halégeno, OR7, NRsRg, NOz2,
NRCOR’, SR1o, un sulféxido representado por SOR’, una sulfona representada por -SO2R’, un sulfito -SOs, un
bisulfito -OS0O3, una sulfonamida representada por SO2NRR’, un ciano, un azido, -COR11, OCOR11 0 OCONR11R12,
opcionalmente, L es en si un grupo de enlace;

unode L', L" o L" es un grupo de enlace, mientras que los otros son H; preferentemente L’ es el grupo de enlace; y
GesCHoN.

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 5 seleccionado de entre las formulas (XIV) y (XV), o
una sal, solvato, hidrato o sal hidratada farmacéuticamente aceptable, isbmero 6ptico, racemato, diastereémero,
enantiomero o una estructura cristalina polimérica de los mismos:

Y X X Y
N N=,
R, N ) I N R,
Ry’ R,
Y, X X )
N N
(0] (0]
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donde:

la linea doble == entre N y C representa un enlace simple o un enlace doble, siempre que cuando sea un doble
enlace X esté ausente e Y sea H, y cuando sea un enlace simple, X es H o un grupo protector de amina que
convierte el compuesto en un profarmaco;

Y se selecciona de entre OH, un éter representado por -O, un sulfito -SO3, o un bisulfito -OSOs3, donde R se
selecciona de entre un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 atomos de
carbono;

nn es 0 o un numero entero de 1 a 5;

uno de Rz, R3, R2’ y R3’ es un grupo de enlace y los otros son H o NO;

uno de L', L" o L"™ es un grupo de enlace, siempre que cuando uno de L’, L" o L" es el grupo de enlace y los otros
sonH;y

GesCHoN.

9. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, donde uno de R1, Rz, Rs, R4,
R1, R2', Rs’, R4, L', L", L™ se selecciona independientemente de entre:

- O(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X",

- O(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",

- O(CR20R21)m(alquinil)r(CR22R23),(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X",

- O(CR220R21)m(piperazino)t(CR22R23(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25)(CO)X",

- O(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p' Y"(CR24R25)q(CO)tX",

- O(CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R40)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"(CR24R25)q(CO):X",

- S(CR20R21)m(CR26=CR27)M(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- S(CR20R21)m(alquinil)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X",

- S(CR20R21),(piperazino)t (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25)(CO)X",

- S(CR20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)(CO)X",

- S(CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)(CO)X",

- NR33(C=0)p’(CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25)q(CO)tX",

- NR33(C=0)p(CR20R21)m(CR26=CR27)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",
- NR33(C=0)p(CR20R21)m(alquinil)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- NR33(C=0)p(CR20R21)m(piperazino)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p YY" (CR24R25)q(COX",

- NR33(C=0)p"(R20R21)m(pirrolo)t(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"(CR24R25)q(CO)tX",

- NR33(C=0)p(CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25){(CO)X",

- (CR20R21)m(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(COXX",

- (CR20R21)m(CR26=CR27)m (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p’Y"(CR24R25)q(CO)X",

- (CR20R21)m(alquinil)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"(CR24R25)q(CO)tX",

- (CR20R21)m(piperazino)t (CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(COXX",

- (CR20R21)mA"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY" (CR24R25)q(COXX",

- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y" (CR24R25)q(CO)XX",

- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"(CR26=CR27)m'(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p"Y"(CR24R25)q(CO)X",
- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)~(alquinil)n(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)pY"(CR24R25)q(CO)X",
- (CR20R21)m(CR29=N-NR30)n"A"m"(CR22R23)n(OCH2CH2)p(CR40R41)p'Y"(CR24R25)q(CO)X", donde:

m, n, p, g, m’, n’, t son un numero entero de 1 a 10 o son opcionalmente 0;

t,m"' , n"yp"son0o1;

X" se selecciona de entre OR3s, SR37, NR3sR39, donde Rss, R37, Ras, Rag son H, o un alquilo, alquenilo o alquinilo
lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 20 atomos de carbono y, o, una unidad de polietilenglicol -(OCH2CH2)n,
Rs7, opcionalmente, es un grupo protector de tiol, o

cuando t = 1, COX" forma un éster reactivo seleccionado de entre ésteres de N-hidroxisuccinimida, ésteres de N-
hidroxiftalimida, ésteres de N-hidroxi sulfo-succinimida, ésteres de para-nitrofenilo, ésteres de dinitrofenilo, ésteres
de pentafluorofenilo y derivados de los mismos, donde dichos derivados facilitan la formacion de enlaces de amida;
Y" estd ausente o se selecciona de entre O, S, S-S o NRa2, donde R3> tiene la misma definicién suministrada
anteriormente para R, siempre que cuando Y" no es S-Syt = 0, X" se selecciona de entre un grupo maleimido, un
grupo haloacetilo o SRs7, donde Ra7 tiene la misma definicion que anteriormente;

A" es un aminoécido seleccionado de entre, alanina, leucina, valina, lisina, citrulina y glutamato o un polipéptido que
contiene entre 2 y 20 unidades de aminoacidos;

R20, R21, R22, R23, R24, R2s, R2s, y Ro7 son iguales o diferentes y son H o un alquilo lineal o ramificado que tiene de 1
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a 5 atomos de carbono;

R29y Rso son iguales o diferentes y son H o un alquilo de 1 a 5 atomos de carbono;

Rs3 es H o un alquilo, alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 12 atomos de carbono, una

unidad de polietilenglicol -(OCH2CH2)n, 0 R33 es -COR34, -CSRa4, -SOR34, 0 -SO2Ra34, donde Ra4 es H o un alquilo,
5 alquenilo o alquinilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 20 atomos de carbono o, una unidad de

polietilenglicol -(OCH2CH2)n; y

uno de R4y Ra41 es opcionalmente un grupo funcional con carga negativa o positiva y el otro es H o un alquilo,
alquenilo, alquinilo que tiene de 1 a 4 atomos de carbono.

10 10. Un compuesto seleccionado de entre el grupo que consiste en:
OHC
BnO. NO,* BnO
N
o 2
HO. N=
MeO
O
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11. Un conjugado del compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 con un
5 agente de unién celular.
12. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 11, que es de un anticuerpo y 1-10 compuestos de

acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

10 13. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 12, que es de un anticuerpo y 2-5 compuestos de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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14. El conjugado de acuerdo con la reivindicacion 11, donde el agente de union celular se une a células
diana seleccionadas de entre células tumorales, células infectadas por virus, células infectadas por
microorganismos, células infectadas por parasitos, células autoinmunitarias, células activadas, células mieloides,
linfocitos T activados, linfocitos B o melanocitos; células que expresan los antigenos CD4, CD6, CD19, CD20, CD22,
CD30, CD33, CD37, CD38, CD40, CD44, CD56, EpCAM, CanAg, CALLA o Her-2; antigenos Her-3 o células que
expresan el receptor del factor de crecimiento de la insulina, el receptor del factor de crecimiento epidérmico y el
receptor de folato; o donde el agente de unién celular es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena simple, un
fragmento de anticuerpo que se une especificamente a la célula diana, un anticuerpo recubierto, un anticuerpo
recubierto de cadena unica o un fragmento de anticuerpo recubierto, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
monoclonal de cadena simple o un fragmento de anticuerpo monoclonal que se une especificamente a una célula
diana, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humanizado de cadena simple o un fragmento de anticuerpo
humanizado, un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico que se une especificamente a la célula
diana, un anticuerpo de dominio, un fragmento de anticuerpo de dominio que se une especificamente a la célula
diana, una linfocina, una hormona, una vitamina, un factor de crecimiento, un factor estimulador de colonias o una
molécula que transporta nutrientes.

15. El conjugado de acuerdo con la reivindicacién 14, donde el anticuerpo es MY9, anti-B4 o C242; o
donde el anticuerpo es MY9 humanizado o recubierto, anti-B4 humanizado o recubierto o C242 humanizado o
recubierto.

16. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10 o el conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

17. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o el conjugado de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para su uso como un medicamento.

18. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o un conjugado de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para su uso en un procedimiento para la inhibicion del
crecimiento celular anémalo o para el tratamiento de un trastorno proliferativo, un trastorno autoinmunitario, un
trastorno 6seo destructivo, una enfermedad infecciosa, una enfermedad virica, una enfermedad fibrotica, un
trastorno neurodegenerativo, una pancreatitis o una enfermedad renal en un mamifero que comprende la
administracion a dicho mamifero de una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto o el conjugado vy,
opcionalmente, un agente quimioterapéutico.

19. El conjugado para su uso en el procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18, donde el trastorno
proliferativo es un tumor, por ejemplo donde las células tumorales se seleccionan de entre células de cancer de
mama, células de cancer de prostata, células de cancer de ovario, células de cancer colorrectal, células de cancer
gastrico, células de cancer escamoso, células de cancer microcitico de pulmén y células de cancer testicular.

20. El uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o un conjugado
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 en la fabricacion de un medicamento para su uso en
un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 18 0 19.

21. Un proceso para la preparacion de un compuesto de formula (I) que comprende las etapas de:

a) acoplar el compuesto de férmula (1) y el compuesto de férmula (2) para proporcionar el compuesto de férmula (3);

b) convertir el compuesto de férmula (3) en el aldehido de formula (4); y
c) convertir el compuesto de férmula (4) en el compuesto de formula (1),
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Wy, 2 R W,
Rs NO, Rs NO, = _z7 R
HN R r
/LG + 2 - —N R
RG W RG W 2
(1) R4 4\ Rs 3
@) @ /R
X\ Y
N—=, R OHC
/N R -
2
RS w RS W/N\QfRz
Rs Rs
) 4 Rs Rs

donde la linea doble == entre Ny C, X, Y, W, R1, Rz, R3, R4, Rs, Rs y Z son tal como se define para la formula (I) en
la reivindicacion 6;
5 LG es un grupo saliente;

W es COOR o CH20W", donde R es tal como se define en la reivindicacién 6; y
W" es un grupo protector,
o sus solvatos, sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isémeros épticos, racematos,
diasteredmeros, enantiomeros de estos compuestos,

10 siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permite la union con un agente de union celular
a través de un enlace covalente.

22. Un proceso para la preparacion de un compuesto de formula (Il) que comprende las etapas de:
15 a) acoplar el compuesto de férmula (1) y el compuesto de férmula (5) para proporcionar el compuesto de férmula (6);

b) convertir el compuesto de férmula (6) en el aldehido de formula (7); y
c) convertir el compuesto de férmula (7) en el compuesto de férmula (I1),

R5 NOZ //
_LG
R¢ W

(1) 5 Ri
X vy R R2
Nt OHC
=,
Ri:[:::[; | Rs Rs g
RG W/ R4 RG
(IT)

20
donde la linea doble == entre Ny C, X, Y, W es C=0, C=S, CH2, BH (B=Boro), SO o SO2, R1,
R2, R3, R4, Rs, Re y Z tal como se define para la férmula (ll) en la reivindicaciéon 6, siempre que el compuesto no
tenga mas de un grupo de enlace que permite la unién con un agente de unién celular a través de un enlace
covalente;

25 LG es un grupo saliente;
W es COOR o CH20W", donde R es tal como se define en la reivindicacion 6; y
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W" es un grupo protector,

0 sus solvatos, sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isémeros épticos, racematos,
diasteredmeros, enantiomeros de estos compuestos,

siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permite la unién con un agente de unién celular
5 através de un enlace covalente.

23. Un proceso para la preparacion de un compuesto de formula (IV) que comprende:

acoplar el compuesto de formula (11), el compuesto de féormula (11) y el compuesto de formula (12) para
10 proporcionar el compuesto de formula (1V),

YL X X ¥
Ry 27.\\\---"‘)@[0H LG-D-L—D'-LG  HO N---’c,rz R
. 12
R2 N~w Re (12) Rg W/N\QRz
Ry Ry (1 l N R/ R,
X X
R1’ }——___ j@[A_D L—D'—A' N —arz R1
RZ'A%;%/ R¢ W/N R
R3' R4' (IV) R4 R3
(o]
15

a) convertir el compuesto de formula (15) en el aldehido de formula (16); y
b) convertir el compuesto de formula (16) en el compuesto de férmula (1V),

Ry’ Z 02 A—D—L—D'— N02 : Ry
Ry’ J@E ;CL R»
W T) R

, GHO CHO
R Z\y Ozji):A—D L—D'—A! Noz;r Ry
R Rg w~ Rz
(16)
R3' R4' R4 R3

R1’ }-—___ j@[’A\_D L__Du__Al R1

/N R,
20
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donde la linea doble == entre Ny C, Y, W, R4, Rz, Rs, R4, R1’, R2’, R3’y R4, Z, Rs, A, A’, D, D’ y L es tal como se
define en la reivindicacion 1, siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permite la unién
con un agente de union celular a través de un enlace covalente;

LG es un grupo saliente;

W es COOR o CH20W", donde R es tal como se define en la reivindicacion 1; y

W" es un grupo protector,

o sus solvatos, sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isbmeros 6pticos, racematos,
diasteredmeros, enantiomeros de estos compuestos,

siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permite la unién con un agente de union celular
a través de un enlace covalente.

24, Un proceso para la preparacion de un compuesto de formula (V) que comprende:

la etapa de acoplar el compuesto de formula (13), el compuesto de férmula (13)’ y el compuesto de formula (12) para

proporcionar el compuesto de formula (V),
Ro' Ri'y X X vy R R,
/ N\t
Ry =N OH LG-D—L—D'-LG  HO T Rs
R, ~w Re Ré w~ R4
(13) l (13)
X\ Y R1 R2
. N-=,
Rg w N

0 que comprende las etapas de:

a) convertir el compuesto de formula (17) en el aldehido de formula (18); y
b) convertir el compuesto de formula (18) en el compuesto de férmula (V),
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R," Ry Ry Rz
W' W,
R3' OzN/\@A‘D_L'_D'_A'/\@/\NOZ “ R3
N N
Ry ~w Re a7 Rg w~ R4
Ry’ Ry’ Ry R
CHO OHC
Rs' O2N A—D—L—D'—AD/\NOZ - R
N N
R, ~w Re Rs w™ R,
(18)
RJ! Ry’ Y X j X Y Ry Ro
/ \N—J
Ry’ - A—D—L—D'—A! T R,
N N
R4’ \W RG RG W/ R4

V)

donde la linea doble == entre Ny C, Y, W, R1, Rz, R3, R4, R, R2’, R’y R4, Z, Rs, A, A’, D, D’ y L es tal como se
define en la reivindicacion 1, siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permite la unién
5 con un agente de union celular a través de un enlace covalente;

LG es un grupo saliente;

W es COOR o CH20W", donde R es tal como se define en la reivindicacién 1; y

W" es un grupo protector,

o sus solvatos, sales, hidratos o sales hidratadas farmacéuticamente aceptables, sus isbmeros 6pticos, racematos,
10 diasteredmeros, enantidmeros de estos compuestos,

siempre que el compuesto no tenga mas de un grupo de enlace que permite la unién con un agente de unién celular

a través de un enlace covalente.
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Figura 1. Esquema sintético del monémero de IBD 8
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Figura 3. Esquema sintético del dimero 15 (IGN-09)
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Figura 5. Esquema sintético del dimero 19 (IGN-02)
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Figura 6. Esquema sintético de los conectores
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Figura 7. Esquema sintético de dimeros 34, 35, 36, 39 y 40 (IGN-03~07)
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Figura 8. Esquema sintético de los ésteres de NHS 43, 44 y 46
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Figura 9. Esquema sintético del tiol 49
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Figura 11. Esquema sintético del monémero 58 modificado en el anillo B
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Figura 12. Esquema sintético de monémero de isoindolinobenzodiazepina 66
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Figura 13. Esquema sintético del compuesto 82 con un conector unido al resto de indolina
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Figura 14. Esquemas sintéticos de los dimeros 87, 88, 92, 96 y 100 que contienen un resto de (PEG)» en los

conectores lineales
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Figura 15. Esquemas sintéticos de los dimeros 105 y 110 que contienen resto de (PEG)n en los conectores

ramificados
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Figura 16. Esquemas sintéticos de los compuestos 115, 119 y 121
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Figura 17. Esquema sintético del compuesto 127 (IGN-11)
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Figura 18. Disposicion de polipirroles/polimidazoles
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Figura 19. Sintesis de analogos de IBD-polipirrol-imidazolo
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Figura 20. Sintesis de piperidinobenzodiazepina conjugada con un anticuerpo por medio de un enlace de hidrazona
OH o~Br
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Figura 21. Actividad antiproliferativa de muB38.1-IGN-03 en comparacioén con células COLO205 (Ag+), COLO205
MDR (Ag+) y Namalwa (Ag-).
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Figura 22. Actividad antiproliferativa de huN901-IGN-03 en comparacion con células RH-30 (Ag+) con y sin bloqueo

de sitios de unién al antigeno usando 1 uM de huN901.
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Figura 23. Actividad antiproliferativa de huN901-IGN-07 en comparacion con células RH-30 (Ag+). Los conjugados

se probaron en tres tasas diferentes de agente citotoxico por anticuerpo (D/A).
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Figura 24. Actividad antiproliferativa de huN901-IGN-07 (1.2-3.0 D/A) y huN901-IGN-03 (1.7 D/A) en comparacién
con células Molp-8 (Ag+).
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Figura 25. Actividad antiproliferativa de huN901-IGN-07 (1.2-3.0 D/A) y huN901-IGN-03 (1.7 D/A) en comparacién

con células Namalwa (Ag-).
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Figura 26. Actividad antiproliferativa de muB38.1-IGN-10 en comparaciéon con células COLO 205 (Ag+) y Ramos
(Ag-)
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Figura 27. Datos de regresion tumoral para una unica dosificacién iv de huN901-IGN-07 en ratones sin pelo que

presentan tumores Molp-8
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Figura 28. A) Cromatografia de par i6nico de fase inversa que muestra la formacion dependiente del tiempo de un

aducto covalente entre IGN-1 y una sonda de ADN duplex de 12 pares de bases que contiene guaninas en cadenas

opuestas. B) Espectros UV-Vis de la sonda de ADN y el aducto IGN-1-ADN
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Figura 29. La velocidad inicial de la formacién del aducto IGN1-ADN depende de la secuencia de ADN. IGN1 se une
mas rapido al ADN que contiene un motivo GATC interno que al ADN con una secuencia GTAC. La sonda de ADN
sustituida con desoxilnosina () (que no contiene ningin grupo amino C-2) en vez de guanina (G) no mostré reaccion

con IGN-1.
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Figura 30. IGN-01, IGN-02 e IGN-09 probadas para determinar la unién y la reticulacién a una sonda de ADN de

doble cadena autocomplementaria.
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Figura 31.
Tabla 1. Actividad antiproliferativa de dimeros de indolinobenzodiazepina y dimero de oxazoloidinobenzodiazepina
sobre una variedad de lineas celulares de cancer. Se muestran los valores de IC50 (pM) para cada compuesto

probado en un ensayo de exposiciéon continua de 5 dias.

IC60s (pM)
x 14
p [
Q o o T3] ]
o - ©
S 2 ald|lmly g8 & & 2|3
< £ = w < | = ' o S o g
© i <L T o = 74 0 o o o
- a X o | a|=z| E
T = o O ©
- O =z
Dimeros
IGN-01 | <0,46 | <0,46 : 1.4 44
IGN-02 | 450 67 1400 | 4700
IGN-03 | 3,2 0,64 16 14
IGN-04 1,9 | 2,7
IGN-05 0,65 1,0 3,9
IGN-06 1,6 3,7 4,2
IGN-07 1,9 5,9 4,7
IGN-08 58 22 7,0
IGN-09 <0,46 7,8 14 | 61 | 1,4 13
Figura 32.
Tabla 2. Comparacion de los IC50 para los dimeros con y sin conectores.
Dimeros IC50s (pM)
células Ramos
IGN-01 <(,46
IGN-09 <0,46
IGN-03 - 0,64
IGN-(5 0,65

146



ES 2 604 668 T3

Figura 33. Esquema sintético para dimeros de indolinobenzodiazepina (IBD)
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Figura 34. Esquema sintético de ésteres de dimeros de IBD
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Figura 35. Esquema sintético del dimero 251b (IGN-17-OMe)
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Figura 36. Esquema sintético para el dimero 252b (IGN-19-OMe)
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Figura 37. Esquema sintético para el dimero enlazable
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Figura 38. Esquema sintético de los compuestos enlazables 254d (IGN-23-NHS) y 254f (IGN-24-NHS).
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Figura 39. Esquema sintético del dimero de IBD 255C (IGN-26-OMe)
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Figura 40. Esquema sintético del compuesto 256g (IGN- 29 NHS)
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Figura 41. Esquema sintético del compuesto 257e (IGN-33-NHS)
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Figura 42. Esquema sintético de los compuestos 258h (IGN-15-SMe) y 259b (IGN-21-SMe)
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Figura 43. Esquema sintético del compuesto 260c (IGN-25-OMe)
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Figura 44. Esquema sintético de los compuestos 261e (monémero de TBD) y 262 (IGN-30-OMe)
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Figura 45. Esquema sintético del dimero 263e (IGN-13-NHS)
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Figura 46. Esquema sintético del dimero 264e (IGN-27-NHS)
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Figura 47. Esquema sintético del dimero 265g (IGN-28-NHS)
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Figura 49. Esquema sintético del dimero 267d (IGN-31-SMe)

s
~O~, Ho’ﬁ"xs'S /
MeOwmg ™0~y TBOMSCI MeO~+¢y NH MeOfo‘\*O““NE\/xs's
HO H Imidazol TBDMS TBDMS EDC, DMAP TBDMSO OTBDMS
B5%
2490 %72 % 267b

O 9\/><S S
8\/7(3'3/ 1. MsCl, EtsN Meo-o i

HEpyr  MeOwpO —_ N‘i
2.K,CO3, DMF
89% HO H Med
267¢ HO@:*’—- o
MeO >0, 5 267d

0
8
18%

Figura 50. Esquema sintético del dimero 268b (IGN-32-OtBu)
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Figura 51. Citotoxicidad in vitro de compuestos de IGN

IC50 (ni)

IGN Ramos | COLO205| RH-30 | Namalwa KB LoVo
IGN13-OMe | 0,003 0,031 0,009 0,005 0,005
IGN14-OMe | 0,005 0,079 0,025 0,017 0,020
IGN15-SMe | 0,048 3,000 0,520 0,410
IGN16-OMe | 0,003 0,009 | 0.012
IGN17-OMe | 3,000 | 3,000 0,048 3,000
IGN18-OMe | 0,037 0,890 | 0.570
IGN19-OMe | 0,047 0,350 | 0.800
IGN20-SMe 1,160
IGN21-SMe 0,146
IGN23-OMe 0,138
IGN24-OMe 0,789
IGN25-OMe
IGN26-OMe 3,800 0,200
IGN27-OMe 0,210 0,015
IGN28-OMe 1,000 0,130
IGN30-OMe 2,900 0,320 1,500
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Figura 52. Actividad antiproliferativa de chB38.1-IGN13 en comparacién con (A) células COLO 205 (Ag+) con y sin

blogueo de sitios de unién al antigeno y (B) en comparacion con células LOVO (Ag+).
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Figura 53. Actividad antiproliferativa de huMy9-6-IGN13 en comparacion con células NB-4 (Ag+) con y sin bloqueo

de sitios de unién al anticuerpo
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Figura 54. Actividad antiproliferativa de chB38.1-IGN14 en comparacion con (A) células COLO205 (Ag+) y (B)
células LOVO (Ag+) y células Namalwa (Ag-)
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Figura 55. Actividad antiproliferativa de huMY9-6-IGN14 en comparacion con células NB-4 (Ag+) usando células

Namalwa (Ag-) como referencia
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Figura 56. Actividad antiproliferativa de chB38.1-IGN23 (A) en comparacioén con células LOVO (Ag+) usando células
Namalwa (Ag-) como referencia y (B) en comparacion con células COLO205 (Ag+) con y sin bloqueo de sitios de

unién al antigeno
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Figura 57. Actividad antiproliferativa de chB38.1-IGN29 en comparacion con células COLO205 (Ag+) con y sin

bloqueo de sitios de unién al antigeno
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Figura 58. Eficacia in vivo de chB38.1-IGN14 en ratones sin pelo que presentan tumores COLO205
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Figura 59. Analisis MS del conjugado chB38.1-IGN14
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