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DESCRIPCION
Enlace covalente reversible de moléculas funcionales
Introduccién

Es bien sabido que puede ser deseable unir dos o mas moléculas entre si que posean cada una propiedades
funcionales especificas. De esta manera, es posible generar nuevas moléculas, conocidas como conjugados, que
tienen las caracteristicas combinadas de sus componentes. Esta técnica proporciona un medio atractivo para
modificar las propiedades existentes de moléculas funcionalmente Utiles, o para afadir aspectos funcionales
completamente nuevos a tales moléculas, de una manera controlada y de aplicacién amplia.

La posibilidad de conjugar entre si dos 0 mas compuestos funcionales ha suscitado un interés particularmente alto
en el campo de la biotecnologia. La conjugacion de biomoléculas tales como proteinas o moléculas biolégicamente
activas, tales como farmacos, a un compuesto funcional secundario ha sido utilizada en una extensa variedad de
aplicaciones, incluyendo técnicas de deteccioén, estudios de protedmica, métodos de purificacion y en el diagnéstico
y tratamiento de una enfermedad. Es tal la ubiquidad de estas metodologias que actualmente existen libros de texto
convencionales dedicados por completo a este tema. Un libro de texto de este tipo es “Bioconjugate Techniques”
(Greg T. Hermanson, Academic Press Inc., 1996), cuyo contenido se incorpora a la presente memoria a modo de
referencia en su totalidad.

Los métodos para unir entre si diversos compuestos funcionales se centran generalmente en el uso de moléculas
reticulantes pequefias. Un reactivo de unidon de este tipo contiene al menos dos grupos funcionales. Cada uno de
estos grupos funcionales es capaz de reaccionar con una molécula funcional para generar una molécula conjugada
reticulada final.

Una amplia variedad de grupos funcionales para reactivos reticulantes han sido desarrollados para reaccionar con
grupos funcionales diana especificos presentes en las moléculas funcionales que van a ser unidas entre si. Por
ejemplo, reticulantes que contienen grupos éster activados tales como los ésteres de N-hidroxisuccinimida han sido
utilizados durante mucho tiempo para reaccionar con fracciones funcionales que contienen grupos amina reactivos,
tales como proteinas. Los reticulantes que contienen hidrazida (por ejemplo, dihidrazida de acido adipico), han sido
utilizados para funcionalizar moléculas funcionales que contienen carboxilo tales como glicoproteinas.

La reticulacion de una molécula funcional con otra puede ademas conseguirse estableciendo como diana un grupo
tiol reactivo en una molécula funcional. Este enfoque puede ser particularmente atractivo cuando la molécula
funcional en cuestion es un péptido o una proteina. Una de las razones se basa en que los restos de cisteina que
contienen tiol habitualmente tienen una baja presencia natural en las proteinas, abriendo, por tanto, la posibilidad a
procedimientos de modificacion altamente selectivos. Las técnicas estandar de mutagénesis dirigida también
permiten la facil insercidon de un resto de cisteina en una localizacién especifica en una proteina, generando asi un
grupo tiol reactivo, que puede entonces ser modificado por una fraccion funcional mediante un reticulante adecuado.

Diversos compuestos han sido utilizados como reactivos de unién capaces de reaccionar con un grupo tiol. Estos
reactivos incluyen derivados de eteno 1,2-dicarbonilico, compuestos a-halo carbonilo y tiosulfonatos. De estos, los
derivados de eteno 1,2-dicarbonilico, tales como las maleimidas, son conocidos por ser los reactivos mas selectivos
para la reaccion con un tiol, en particular con una fraccién de cisteina. El grupo tiol en una molécula funcional que
contiene tiol (“R-SH”) reacciona con la maleimida para producir un enlace tioéter tal como se indica a continuacion:

O
RS

RsH + [ NH - NH

La fraccion de amida reactiva en la maleimida esta disponible para reaccionar con un compuesto funcional adicional,
para producir un conjugado en el que la molécula funcional que contiene tiol se une a una fraccion funcional
adicional. Los reactivos de maleimida son por lo tanto Utiles para conjugar proteinas que contienen cisteina con
varias moléculas secundarias (por ejemplo, un fluoréforo, biotina, un polietilenglicol o un carbohidrato). Estas
moléculas secundarias estan a menudo unidas al anillo de maleimida mediante una especie quimicamente inerte de
enlazador.

Desgraciadamente, sin embargo, este enfoque a la generaciéon de conjugados presenta varias desventajas. Por
ejemplo, habitualmente la manipulacién quimica del producto de reacciéon unicamente es posible en la fraccion de
amida. Esto significa que puede ser dificil afiadir mas de un grupo funcional adicional al compuesto que contiene tiol
con un unico enlazador de maleimida. Ademas, el enlace tioéter formado entre la molécula funcional que contiene
tiol y el reticulante de maleimida es irreversible. Por consiguiente, la derivatizacion efectuada mediante el reticulante
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es permanente y no es posible regenerar el reactivo nativo que contiene tiol.

La irreversibilidad de la reaccion de derivatizacion conocida entre un reactivo que contiene tiol y un reticulante puede
presentar serias limitaciones en lo referente a su utilidad practica en areas tales como purificacion de proteinas,
analisis protedmico cuantitativo, en la hibridaciéon de sitios de unidn, en posibilitar estudios estructurales y en la
administracion de farmacos. Por ejemplo, en un método de purificacién que implique la generacion de un conjugado
entre una proteina que contenga tiol y una etiqueta de afinidad (tal como la biotina), no seria posible regenerar la
proteina nativa después de la purificacidon eliminando la maleimida. La incapacidad para regenerar los reactivos que
contienen tiol puede ser también un problema grave cuando se llevan a cabo procedimientos que implican proteinas
que son dificiles de expresar, tales como muchos GPCR (receptores acoplados a proteinas G). La irreversibilidad del
proceso de reticulacion también impide la explotacion de la metodologia de bioconjugados en areas donde la
labilidad del enlace entre el reticulante y la proteina es importante (por ejemplo, donde la entidad de reticulacion se
disefia para bloquear la actividad de una enzima durante Unicamente un periodo limitado y preferiblemente
controlable).

La presente invencion se basa en el sorprendente hallazgo de que es ventajoso incorporar un grupo saliente
electrofilo al enlace doble C=C de un conocido reactivo reticulante eteno 1,2-dicarbonilico. Esa modificacién quimica
permite que una fraccion funcional que contenga tiol, tal como un péptido o una proteina, se una al reactivo
reticulante a la vez que conserva el enlace doble C=C. Esto presenta las siguientes ventajas:

— La reaccion entre el reticulante y el compuesto tiol puede ser realizada a menudo rapidamente y con un elevado
rendimiento, utilizando unicamente una cantidad sustancialmente estequiométrica del reticulante.

— El enlace tioéter entre el reticulante y la molécula que contiene tiol es facilmente reversible, y en particular puede
escindirse de forma controlada en un momento elegido por el experto en la materia.

— El mantenimiento del enlace doble en el compuesto obtenido después de enlazar la fraccidon que contiene tiol al
reticulante, constituye un sitio de reaccion para enlazar compuestos funcionales adicionales. Puede por lo tanto
resultar mas sencillo afadir fracciones funcionales al conjugado.

La nueva metodologia de reticulacion se puede aplicar facilmente a través de todo el espectro completo de métodos
conocidos que implican la conjugacion de fracciones funcionales, lo que actualmente se esta realizando de forma
rutinaria en la técnica.

La patente US-4.680.272 describe el uso de maleimidas halogenadas y derivados de las mismas como una “tincion”
fluorescente para detectar proteinas que tienen grupos amina o tiol. La patente US-4.680.272 no divulga, sin
embargo, el uso de reactivos de reticulacion de eteno 1,2-dicarbonilico que tengan un grupo saliente electréfilo en el
enlace doble C=C para construir moléculas conjugadas, ni que el enlace formado entre un compuesto tiol y un
reticulante de ese tipo sea facilmente reversible y puede a menudo realizarse a un elevado rendimiento utilizando
una cantidad sustancialmente estequiométrica del reticulante.

Smith et al. (J. Am, Chem. Soc., 2010, 132, pp 1960-1965) describe la modificacién de proteinas, la bioconjugacion y
el puente disulfuro utilizando bromomaleimidas.

En Hong et al. (J. Am. Chem. Soc., 2009, 131 (29), pags. 9986-9994) se describe una nueva clase de sondas
fluorogénicas para tioles basada en una estructura 7-oxanorbomadieno. En un experimento especifico descrito en
este articulo, un reactivo 7-oxanorbomadieno que lleva una fraccion fluorogénica de dansilo se hizo reaccionar con
albumina de suero bovino. El producto resultante se sometié a una reaccién retro-Diels-Alder para generar un
producto que comprende una fracciéon de reticulacion de maleimida que lleva la albumina de suero bovino en un
atomo de carbono del enlace doble C=C y un atomo de hidrégeno del enlace doble C=C. En Hong et al. no se
describe, sin embargo, el uso de etenos 1,2-dicarbonilicos que llevan un grupo saliente electrofilo como reactivos
para construir una molécula conjugada.

En la patente US-7.504.430 B2 y en Kar et al. (Mol. Cancer Ther 2006;5(6) Junio de 2006 pags. 1511- 1519) se
describe un proceso para producir compuestos farmacéuticos que contienen maleimida en los que un derivado de
3,4-dibromomaleimida se hace reaccionar con compuestos mercapto-alquilicos pequefios, opcionalmente
sustituidos. Estos documentos no describen, sin embargo, procesos para construir moléculas conjugadas que
comprenden al menos dos fracciones funcionales segun se definen en la presente memoria, ni que el enlace
formado entre un compuesto tiol y un reticulante de acuerdo a la presente invencién, sea facilmente reversible y
pueda a menudo ser realizado con un elevado rendimiento utilizando una cantidad esencialmente estequiométrica
del reticulante.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona (1) el uso de un compuesto de férmula (la) como un reactivo para unir un
compuesto de férmula Ri-H que comprende una primera fraccion funcional de férmula F1 a una segunda fraccion
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funcional de formula F2

en la que:

X'y X' representan cada uno oxigeno;

Y es un grupo saliente electrofilo;

Rs y Rs' juntos forman un grupo de formula -N(Rs3)-N(Rss') -, en la que cada Rss es igual o diferente y representa
un atomo de hidrégeno o un grupo de formula Y, Nu, -L(Z), 0 IG;

R1 es un grupo de formula -F1 0 -S-L-F1 y R1-H comprende al menos un primer grupo SH;

R2 representa un atomo de hidrégeno o un grupo de formula Y, Nu, -L (Z), 0 IG;

cada grupo de formula Y es igual o diferente y representa un grupo saliente electrofilo;

cada grupo de formula Nu es igual o diferente y representa un nucledfilo seleccionado de -OH, -SH, -NHz y -
NH(alquilo C1-6);

cada grupo de férmula L es igual o diferente y representa un grupo enlazador;

cada grupo de formula Z es igual o diferente y representa un grupo reactivo unido a un grupo de férmula L que es
capaz de reaccionar con un compuesto que contiene una segunda fraccion funcional de férmula F2 de manera
que dicha segunda fraccién funcional se une a dicho grupo de férmula L;

nes1,203;y

cada grupo de féormula IG es igual o diferente y representa una fraccion que es un grupo alquilo C1.-20, un grupo
alquenilo Cz20 0 un grupo alquinilo C2-20, que esté sin sustituir o esta sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados de atomos de halégeno y grupos de acido sulfénico, y en el cual (a) 0, 1 o 2 atomos de carbono se
reemplazan por grupos seleccionados de arileno Ce-10, heteroarileno de 5 a 10 miembros, carbociclileno Cs7 y
grupos heterociclileno de 5 a 10 miembros, y (b) 0, 1 0 2 grupos -CH2- se reemplazan por grupos seleccionados
entre grupos -O-, -S-, -S-S-, -C(0)- y -N(alquilo C1)-, en la que:

(i) dichos grupos arileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno estan sin sustituir o estan sustituidos
con uno o mas sustituyentes seleccionados de atomos de halégeno y alquilo C1.6, alcoxi C1-6, alquiltiol C1-s, -
N(alquilo C1-s)(alquilo C1-6), grupos nitro y acido sulfénico; y

(i) 0, 1 o 2 atomos de carbono en dichos grupos carbociclileno y heterociclileno estan reemplazados por
grupos -C(O) -; y

— una de la primera fraccion funcional y la segunda fraccion funcional es una proteina que es un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que es capaz de unirse a un antigeno especifico a través de un epitopo en el
antigeno, y la otra de la primera fraccion funcional y la segunda fraccién funcional es un farmaco o

— una de la primera fraccién funcional y la segunda fraccion funcional es una fraccion polimérica seleccionada
de péptidos, proteinas, polisacaridos, poliéteres, poliaminoacidos, poli(alcoholes vinilicos),
polivinilpirrolidonas, poli(acido(met)acrilico, poliuretanos y polifosfazenos, y la otra de la primera fraccion
funcional y la segunda fraccién funcional es un farmaco; o

— una de la primera fraccion funcional y la segunda fraccién funcional es una proteina que es un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que es capaz de unirse a un antigeno especifico a través de un epitopo en el
antigeno, y la otra de la primera fraccion funcional y la segunda fracciéon funcional es una fraccion
detectable seleccionada del grupo que consiste en fracciones cromogénicas, fracciones fluorescentes,
fracciones radiactivas y fracciones electroquimicamente activas;

en la que el grupo R1 se une al compuesto de formula (la) mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el
compuesto de férmula Ri-H en la posicion 2 del compuesto de férmula (Ia), de manera que el grupo Y en la posicion
2 se reemplaza por el grupo R1.

La presente invencién también proporciona (2) un proceso para producir un conjugado, proceso que comprende

(i) hacer reaccionar un compuesto que contiene una fraccion de férmula (la) con un compuesto de féormula R1-H,
produciendo asi un compuesto que contiene una fraccion de férmula (I1)
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(Ia) (I
(ii) unir posteriormente una fracciéon de féormula F2 a dicha fraccion de férmula (11);

en la que la etapa (i) implica unir el grupo R1 mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el
compuesto de férmula R1-H en la posicién 2 de la fraccion de férmula (la), de manera que el grupo Y en la
posicion 2 se reemplaza por el grupo R1,

y enlaque X, X',Y, R1, Rz, R3, Rs y F2 son todos como se ha definido en el punto (1) anterior.

La presente invencion proporciona ademas (3) un proceso para producir un conjugado, proceso que comprende
hacer reaccionar un compuesto de férmula R1-H con un compuesto de férmula (l1a)

Raa Raa'

(ITa)

en la que:

Rsa y Rsa juntos forman un grupo de férmula -N(Rssa)-N(Rssa)-, en la que cada Rssa es igual o diferente y
representa un grupo de férmula Rsz o un grupo de férmula F2 0 -L(F2)m(Z)n-m;

Rza representa un grupo de férmula Rz o un grupo de formula F2 0 -L(F2)m(Z)n-m;

m es un numero entero que tiene un valor de cero a n;

el compuesto de féormula (lla) comprende al menos un grupo de formula Fz;

F2 es como se define en el punto (1) anterior;

X, X', Rs, R3', Rs3, Rz, L, Z 'y n son todos como se ha definido en el punto (1) anterior;

R1 es como se define en el punto (1) anterior; y

el proceso implica unir el grupo R1 mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el compuesto de férmula
Ri1-H en la posicion 2 del compuesto de férmula (lla), de modo que el grupo Y en la posicion 2 se reemplaza por
el grupo R1.

Aun mas, la presente invencion proporciona (4) un proceso que comprende

(i) proporcionar un compuesto de formula (Ill) o (llla); y
(i) escindir el enlace entre el grupo R+ y el atomo de carbono en la posicion 2 del compuesto de formula (lll) o
(Ina)

Raa Ray
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(IMa)

en la que:

Rsa y Rsa juntos forman un grupo de férmula -N(Rssa)-N(Rssa')-, en la que cada Rssa es igual o diferente y
representa un grupo de formula Rs3 0 un grupo de formula F2 o -L(F2)m(Z)n-m;

R2a representa un grupo de férmula Rz o un grupo de férmula F2 o -L(F2)m(Z)n-m;

m es un numero entero que tiene un valor de cero a n;

R1 es como se define en el punto (1) anterior;

F2 es como se define en el punto (1) anterior;

X, X', Rs, R3', Rs3, Rz, L, Z'y n son todos como se ha definido en el punto (1) anterior.

y en la que cuando el proceso implica el compuesto de férmula (llla):

R+ del compuesto de formula (Illa) comprende al menos un primer grupo tiol y un segundo grupo tiol, estando
dicho primer grupo tiol unido a la posicion 2 en el compuesto de férmula (llla) y estando un segundo grupo tiol
unido a la posicion 3 en el compuesto de férmula (ll1a); y

la etapa (ii) implica ademas escindir el enlace entre el grupo R+ y el atomo de carbono en la posicion 3 de la
fraccion de formula (Illa).

La presente invencion proporciona ademas (5) un compuesto, compuesto que es:

(A) un compuesto de formula (lla) como se define en el punto (3) anterior; o
(B) un compuesto de formula (Ill) como se define en el punto (4) anterior, que comprende al menos un grupo de
férmula F2 y en la que R2a no es un atomo de hidrégeno.

La presente invencion también proporciona (6) un compuesto de féormula (Illa) como se define en el punto (4)
anterior.

Aun mas, la presente invencion proporciona (7) un proceso que es:

(A) un proceso para detectar si una sustancia esta presente en una muestra, proceso que comprende:

proporcionar un compuesto como se define en (B) del punto (5) anterior, del punto (6) anterior que
comprende al menos un grupo de férmula F2, en la que una de dicha primera fracciéon funcional y dicha
segunda fraccion funcional es una fraccidn funcional que es capaz de generar una sefial detectable y la otra
de dicha primera fraccion funcional y dicha segunda fraccién funcional es una fraccién funcional que es capaz
de interactuar con dicha sustancia;

incubar dicha muestra con dicho compuesto; y

rastrear una sefial en condiciones que permitan la generacidon de una sefial detectable de dicha fraccion
funcional que sea capaz de generar una sefial detectable; o

(B) un proceso para identificar si una sustancia interactia con una fraccion funcional de formula R+, proceso que
comprende:

producir un conjugado que comprende (a) dicha fraccion funcional de féormula R1 y (b) una fraccion detectable
que es capaz de producir una sefial que puede ser modificada por dicha sustancia, llevando a cabo un
proceso de acuerdo con uno de los puntos (2) y (3) anteriores;

incubar dicho conjugado con dicha sustancia;

obtener una sefial de dicha fraccion detectable; y

comparar dicha sefial con una sefial de control obtenible cuando dicho conjugado no ha sido puesto en
contacto con la sustancia, determinando asi si la sustancia interactta con el conjugado.

Descripcion detallada de la invencién

Tal como se utiliza en la presente memoria la expresién “fraccion funcional” significa una fraccion que forma parte de
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un conjugado y que es una de entre una fraccion detectable, una fraccion enzimaticamente activa, una etiqueta de
afinidad, un hapteno, un vehiculo inmunogénico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un antigeno, un ligando,
una fraccioén biolégicamente activa, un liposoma, una fraccién polimérica, un aminodcido, un péptido, una proteina,
una célula, un carbohidrato, un ADN y un ARN.

Como entenderan facilmente los expertos en la materia, una fraccion funcional comprendida en un compuesto (por
ejemplo, en una molécula conjugada) se puede obtener uniendo un correspondiente “compuesto funcional” a la
misma. Cuando un compuesto funcional se une a un compuesto secundario, es necesario que un enlace en algun
lugar de ese compuesto funcional se rompa, de manera que pueda formarse un nuevo enlace con el compuesto
secundario. Ejemplos de tales procesos incluyen la pérdida de un grupo saliente del compuesto funcional cuando se
convierte en una fracciéon funcional unida a la molécula secundaria, la pérdida de un protdn cuando el compuesto
funcional reacciona a través de un grupo nucledfilo que contiene un atomo de hidrégeno, tal como un grupo OH o
SH, o la conversion de un enlace doble en el compuesto funcional en un enlace sencillo cuando el compuesto
funcional reacciona con el compuesto secundario a través de una reaccién adicional electréfila o nucledfila. Los
expertos en la materia entenderian, por tanto, que una fraccion funcional que es, por ejemplo, una “proteina”
significa una fraccion que se forma por la incorporaciéon de un compuesto proteico a una molécula secundaria, con
pérdida concomitante de un enlace interno en comparacion con el correspondiente compuesto proteico (por ejemplo,
pérdida de un proton de una fraccion -OH, -SH o -NH2 cuando tal fraccién forma el enlace con la molécula
secundaria).

Una fraccion funcional es habitualmente una fraccién que tiene una significacion biolégica discreta en su forma
nativa (es decir, cuando no es parte de un bioconjugado). Preferiblemente, cualquier fraccion funcional utilizada en la
presente invencién tiene un peso molecular relativo de al menos 200, mas preferiblemente al menos 500, lo méas
preferiblemente al menos 1.000. Preferiblemente, una fraccion funcional segin se describe en la presente memoria
es una biomolécula.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “fraccion detectable” significa una fraccion que es capaz de
generar sefiales detectables en una muestra de ensayo. Claramente, puede entenderse que la fraccion detectable
es una fraccién que se obtiene de un correspondiente “compuesto detectable” y que conserva su capacidad para
generar una sefial detectable cuando esta unida a otra fraccion funcional a través de un reticulante en un conjugado
de la presente invencion. Las fracciones detectables son también comiunmente conocidas en la técnica como
“etiquetas”, “sondas” y “marcadores”. Ejemplos de fracciones detectables incluyen fracciones cromogénicas,
fracciones fluorescentes, fracciones radiactivas y fracciones electroquimicamente activas. En la presente invencion,
las fracciones detectables preferidas son fracciones cromogénicas y fracciones fluorescentes. Las fracciones
fluorescentes son las mas preferidas.

Una fraccidon cromogénica es una fraccidon que esta coloreada, que se colorea cuando se incorpora a un conjugado,
0 que se colorea cuando se incorpora a un conjugado y el conjugado posteriormente interactia con una especie
diana secundaria (por ejemplo, cuando el conjugado comprende una proteina que interactia después con otra
molécula diana).

Generalmente, la expresion “fraccion cromogénica” hace referencia a un grupo de atomos asociados que pueden
existir en al menos dos estados de energia, un estado fundamental de energia relativamente baja y un estado
excitado al que puede elevarse mediante la absorcién de energia luminosa de una regién especifica del espectro de
radiacion. Con frecuencia, el grupo de atomos asociados contiene electrones deslocalizados. Las fracciones
cromogénicas adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen fracciones de conjugados que contienen
sistemas 1 y complejos metalicos. Ejemplos incluyen porfirinas, polienos, poliinos y poliarilos. Las fracciones
cromogeénicas preferidas son

HO O OH O O OH
Una fraccion fluorescente es una fracciéon que comprende un fluoréforo, que es una fraccion quimica fluorescente.
Ejemplos de compuestos fluorescentes que se incorporan comunmente como fracciones fluorescentes a moléculas

secundarias tales como conjugados incluyen:

— la familia de colorantes Alexa Fluor®, disponible en Invitrogen;
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— cianina y merocianina;

— la familia de colorantes BODIPY (boro-dipirrometeno), disponible en Invitrogen;

— la familia de colorantes ATTO fabricada por ATTO-TEC GmbH;

— fluoresceina y sus derivados;

— rodamina y sus derivados;

— derivados del naftaleno tales como sus derivados dansilo y prodan;

— piridiloxazol, nitrobenzoxadiazol y derivados del benzoxadiazol;

— cumarina y sus derivados;

— derivados de pireno; y

— Verde Oregon, eosina, rojo Texas, azul cascada y rojo Nilo, disponible en Invitrogen.

Las fracciones fluorescentes preferidas para uso en la presente invencién incluyen fluoresceina, rodamina,
cumarina, cloruro acido de sulforodamina 101 (rojo Texas) y dansilo. La fluoresceina y el dansilo son especialmente
preferidos.

Una fraccion radiactiva es una fraccion que comprende un radionucleido. Ejemplos de radionucleidos incluyen yodo-
131, yodo-125, bismuto-212, itrio-90, itrio-88, tecnecio-99m, cobre-67, renio-188, renio-186, galio-66, galio-67, indio-
111, indio-114m, indio-114, boro-10, tritio (hidrégeno-3), carbono-14, azufre-35, flior-18 y carbono-11. El flior-18 y
el carbono-11, por ejemplo, se utilizan con frecuencia en la tomografia por emisién de positrones.

En una realizacion, la fraccién radiactiva puede consistir tan solo en el radionucleido. En otra realizacion, el
radionucleido puede incorporarse en una fraccidon radiactiva mayor, por ejemplo, mediante un enlace covalente
directo con un grupo enlazador (tal como un enlazador que contiene un grupo tiol), o formando un complejo de
coordinacion con un agente quelante. Agentes quelantes adecuados conocidos la técnica incluyen DTPA (anhidrido
dietilentriamina pentaacético), NOTA (acido 1,4,7-triazaciclononano-N,N',N"-triacético), DOTA (acido 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-N,N',N",N"-tetraacético), TETA (acido 1,4,8,11-tetraazaciclotetra-decano-N,N',N",N"'-
tetraacético), DTTA (acido N'-(p-isotiocianatobencil)-dietilentriamina-N*,N2 N3-tetraacético) y DFA (N'-[5-[[5-[[5-
acetilhidroxiamino)pentillJamino]-1,4-dioxobutillhidroxiamino]pentil]-N-(5-aminopentil)-N-hidroxibutanodiamida).

Una fraccién electroquimicamente activa es una fraccién que comprende una fraccién que es capaz de generar una
sefial electroquimica en un método electroquimico tal como un método amperométrico o voltamétrico.
Generalmente, una fraccion electroquimicamente activa es capaz de existir en al menos dos estados redox distintos.

Un experto en la materia, por supuesto, seria facilmente capaz de seleccionar un compuesto detectable que seria
adecuado para su uso de acuerdo con la presente invencion de la amplia gama de compuestos detectables que
estan disponibles de forma rutinaria. La metodologia de la presente invencién puede, por lo tanto, usarse para
producir un conjugado que comprende una fraccion detectable, conjugado que puede usarse posteriormente en
cualquier técnica bioquimica de rutina que implique la deteccidon de tales especies.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “fraccion enzimaticamente activa” significa una enzima, un
sustrato para una enzima o un cofactor para una enzima. Preferiblemente, la fraccién enzimaticamente activa es una
enzima.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “etiqueta de afinidad” significa una fraccidon quimica que es
capaz de interactuar con un “compafiero de afinidad”, que es una segunda fraccion quimica, cuando tanto la etiqueta
de afinidad como el compariero de afinidad estan presentes en una Unica muestra. Generalmente, la etiqueta de
afinidad es capaz de formar una interaccion de unién especifica con el compafiero de afinidad. Una interaccion de
union especifica es una interaccion de union que es mas fuerte que cualquier interaccion de unién que puede ocurrir
entre el compafero de afinidad y cualquiera otra sustancia quimica presente en una muestra. Una interacciéon de
union especifica puede ocurrir, por ejemplo, entre una enzima y su sustrato.

Las etiquetas de afinidad pueden ser Utiles en aplicaciones tales como la deteccién o purificacién de biomoléculas
tales como proteinas. En tales aplicaciones, un conjugado que comprende la biomolécula y la etiqueta de afinidad
puede ser detectado o purificado explotando la interaccion de union especifica entre la etiqueta de afinidad y su
comparniero de afinidad.

Un par etiqueta de afinidad/compafiero de afinidad que se utiliza de manera particularmente amplia en bioquimica,
es el par biotina/(estrept)avidina. La avidina y la estreptavidina son proteinas que pueden utilizarse como
comparnieros de afinidad para unirse con alta afinidad y especificidad a una etiqueta de afinidad obtenida a partir de
biotina (acido 5-[(3aS,4S,6aR)-2-oxohexahidro-1H-tieno[3,4-d]imidazol-4-iljpentanoico). Otros pares etiqueta de
afinidad/comparfiero de afinidad utilizados comunmente en la técnica incluyen la proteina de unién a
amilasa/maltosa, glutation/glutation-S-transferasa y metal (por ejemplo, niquel o cobalto)/poli(His). Como apreciaria
un experto en la materia, cualquier miembro del par podria funcionar como la “etiqueta de afinidad”, con el otro
miembro del par que funciona como el “compafiero de afinidad”. Las expresiones “etiqueta de afinidad” y
“compafiero de afinidad” son por tanto intercambiables.
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Un experto en la materia seria consciente del uso rutinario de las interacciones de la etiqueta de afinidad/compafiero
de afinidad en bioquimica, y en particular en el contexto de la tecnologia de bioconjugados.

Etiquetas de afinidad preferidas son biotina, amilasa, glutation y poli(His). Una etiqueta de afinidad particularmente
preferida es la biotina.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “hapteno” significa una fraccién que comprende un epitopo,
que no es capaz de estimular una respuesta inmunitaria in vivo en su forma nativa, sino que es capaz de estimular
una respuesta inmunitaria in vivo cuando esta unido a una molécula vehiculo inmunogénica. Generalmente, un
hapteno es una fraccidon no proteica de peso molecular relativamente bajo (por ejemplo, un peso molecular de
menos de 1000). Un epitopo es la parte de una molécula o fraccidon que es reconocida por el sistema inmunitario y
estimula una respuesta inmunitaria.

Tal como se utilizan en la presente memoria, la expresion “soporte inmunogénico” significa un antigeno que es
capaz de facilitar una respuesta inmunitaria cuando se administra in vivo y que es capaz de acoplarse a una
hapteno. Ejemplos de vehiculos inmunogénicos incluyen proteinas, liposomas, fracciones poliméricas naturales o
sintéticas (tales como fracciones de dextrano, agarosa, polilisina y acido poliglutamico) y fracciones organicas
disefiadas por sintesis. Vehiculos inmunogénicos proteicos utilizados comunmente incluyen hemocianina de la lapa
californiana, albumina sérica bovina, albumina sérica bovina aminoetilada o cationizada, tiroglobulina, ovoalbumina y
diversas proteinas toxoides como el toxoide tetanico y el toxoide diftérico. Vehiculos de moléculas organicas
disefiadas mediante sintesis bien conocidos incluyen el péptido antigénico mdltiple (MAP).

Como un experto en la materia de la bioquimica sabra, los conjugados de vehiculos inmunogénicos-hapteno se
utilizan ampliamente en, por ejemplo, inmunologia y proteémica.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “anticuerpo o fragmento de anticuerpo” significa una
proteina que es capaz de unirse a un antigeno especifico a través de un eptitopo en el antigeno, o un fragmento de
una proteina de ese tipo. Entre los anticuerpos se incluyen anticuerpos monoclonales y anticuerpos policlonales. Se
prefieren anticuerpos monoclonales.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “antigeno” significa una sustancia que es capaz de promover
una respuesta inmunitaria cuando se administra in vivo y que es capaz de unirse a un anticuerpo producido durante
dicha respuesta inmunitaria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “ligando” significa una fracciéon que es capaz de interactuar
con una biomolécula (por ejemplo, una proteina) de tal manera que modifica las propiedades funcionales de la
biomolécula. Generalmente, el ligando es una fraccidon que se une a un sitio en una proteina diana. La interaccion
entre el ligando y la biomolécula es habitualmente no covalente. Por ejemplo, la interaccién puede ser a través de
enlace i6nico, enlace de hidrégeno o interacciones de van der Waals. Sin embargo, es también posible que algunos
ligandos formen enlaces covalentes con biomoléculas. Generalmente, un ligando es capaz de modificar la
conformacién quimica de la biomolécula cuando interactua con ella.

Ejemplos de ligandos capaces de interactuar con una proteina incluyen sustratos (sobre los que actua la enzima al
unirse, por ejemplo participando en una reacciéon quimica catalizada por la enzima), inhibidores (que inhiben la
actividad proteica sobre la unién), activadores (que aumentan la actividad proteica sobre la union) y
neurotransmisores.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “fraccion biolégicamente activa” significa una fraccion que
es capaz de inducir una respuesta bioquimica cuando se administra in vivo.

La fraccion bioldgicamente activa puede ser un farmaco. Entre los farmacos se incluyen agentes citotoxicos tales
como doxorrubicina, metotrexato y derivados del mismo, precursores de la citotoxina que son capaces de
metabolizaciéon in vivo para producir un agente citotoxico, agentes antineoplasicos, antihipertensivos, agentes
cardioprotectores, antiarritmicos, inhibidores de la ECA, antiinflamatorios, diuréticos, relajantes musculares,
anestésicos locales, hormonas, farmacos reductores del colesterol, anticoagulantes, antidepresivos, tranquilizantes,
neurolépticos, analgésicos tales como analgésicos narcéticos o anti-piréticos, antivirales, antibacterianos,
antifungicos, bacteriostaticos, agentes activos del SNC, anticonvulsionantes, ansioliticos, antiacidos, narcoticos,
antibidticos, agentes respiratorios, antihistaminicos, inmunosupresores, agentes inmunoactivadores, aditivos
nutricionales, antitusivos, agentes de diagndstico, eméticos y antieméticos, carbohidratos, glucosaminoglucanos,
glicoproteinas y polisacaridos, lipidos, por ejemplo fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y derivados de los mismos,
esfingosina, esteroides, vitaminas, antibidticos, incluyendo antibidticos, agentes bacteriostaticos y bactericidas,
antifungicos, antihelminticos y otros agentes efectivos contra agentes infecciosos que incluyen patdégenos
unicelulares, moléculas efectoras pequefias tales como noradrenalina, ligandos de receptores alfa-adrenérgicos,
ligandos de los receptores de dopamina, ligandos de los receptores de histamina, ligandos de los receptores
GABA/benzodiacepina, ligandos de los receptores de serotonina, leucotrienos y triyodotironina, y derivados de los
mismos.
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La fraccion biolégicamente activa puede ser también una fraccién obtenida a partir de un compuesto que es capaz
de atravesar facilmente membranas biolégicas y que, cuando forman una molécula conjugada con una fraccién
funcional secundaria, es capaz de aumentar la capacidad de la fraccion funcional secundaria para atravesar la
membrana bioldgica. Por ejemplo, una fraccién biolégicamente activa puede ser un “dominio de transduccion de
proteinas” (PTD) o un vehiculo de molécula pequefia (“SMC” o “etiqueta molecular”) tal como las descritas en el
documento WO 2009/027679.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la fraccion bioldgicamente activa es un farmaco.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “liposoma” significa una estructura compuesta de bicapas de
fosfolipidos que tienen propiedades anfifilicas. Los liposomas incluyen vesiculas unilamelares y vesiculas
multilamelares.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “fraccion polimérica” significa una cadena polimérica Unica
(ramificada o no ramificada), que se obtiene a partir de una molécula polimérica Unica correspondiente. Las
fracciones poliméricas pueden ser polimeros naturales o polimeros sintéticos. Generalmente, sin embargo, las
moléculas poliméricas no son polinucledtidos.

Tal como se conoce bien en el campo de la bioquimica, la creacién de conjugados que comprenden una fraccidn
polimérica es util el muchas aplicaciones in vivo e in vitro. Por ejemplo, diversas propiedades de una macromolécula
tal como una proteina pueden ser modificadas uniendo una fraccion polimérica a la misma, incluyendo propiedades
de solubilidad, caracteristicas de la superficie y estabilidad en la solucién o durante la congelacion. Otra aplicacion
comun implica conjugar una fraccidn polimérica con un compuesto biolégicamente activo tal como un farmaco, con
el objetivo de aumentar la biocompatibilidad, reducir o eliminar la respuesta inmunitaria tras la administracion y/o
aumentar la estabilidad in vivo.

Un experto en la materia reconoceria, por lo tanto, que la metodologia de la presente invencién puede ser utilizada
para preparar un conjugado que comprenda una fraccion polimérica. Un experto en la materia podria seleccionar
facilmente fracciones poliméricas adecuadas para su uso de acuerdo con la presente invencion, basandose en que
esas fracciones poliméricas se utilizan de forma rutinaria en la técnica.

La naturaleza de la fraccion polimérica dependera, por lo tanto, del uso que se desea de la molécula conjugada.
Ejemplos de fracciones poliméricas para su uso de acuerdo con la presente invencion incluyen polisacaridos,
poliéteres, poliaminoacidos (tales como la polilisina), poli(alcoholes vinilicos), polivinilpirrolidonas, acido
poli(met)acrilico y derivados del mismo, poliuretanos y polifosfacenos. Generalmente, tales polimeros contienen al
menos diez unidades monoméricas. Por tanto, por ejemplo, un polisacarido comprende generalmente al menos diez
unidades de monosacaridos.

Dos moléculas poliméricas particularmente preferidas son el dextrano y el polietilenglicol (“PEG”), asi como
derivados de estas moléculas (tales como monometoxipolietilenglicol, “mPEG”). Preferiblemente, el PEG o un
derivado del mismo tiene un peso molecular de menos de 20.000. Preferiblemente, el dextrano o derivado del mismo
tiene un peso molecular de 10.000 a 500.000. En una realizacion preferida, los compuestos de la presente invencion
comprenden un farmaco y un PEG o derivado del mismo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “aminoacido” significa una fraccién que contiene tanto un
grupo funcional amina como un grupo funcional carboxilo. Sin embargo, preferiblemente el aminoacido es un a-
aminoacido. Preferiblemente, el aminoacido es un aminoacido proteinogénico, es decir un aminoacido seleccionado
de entre alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, fenilalanina, pirrolisina, selenocisteina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina y valina. Sin embargo, el aminoacido también puede ser un aminoacido no proteinogénico. Ejemplos de
aminoacidos no proteinogénicos incluyen lantionina, acido 2-aminoisobutirico, dehidroalanina, acido gamma-
aminobutirico, ornitina, citrulina, canavanina y mimosina. Un aminoacido particularmente preferido es la cisteina.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “péptido” y “proteina” significan una fraccién polimérica
compuesta de restos de aminoacidos. Como sabra un experto en la materia, el término “péptido” se utiliza
habitualmente en la técnica para designar un polimero de una longitud relativamente corta, y el término proteina se
utiliza habitualmente en la técnica para designar un polimero de longitud relativamente grande. Tal como se utiliza
en la presente memoria, la convencion es que un péptido comprende hasta 50 restos de aminoacidos, mientras que
una proteina comprende mas de 50 aminoacidos. Sin embargo, podra apreciarse que esta distincion no es de vital
importancia ya que las fracciones funcionales identificadas en la presente solicitud pueden representar de forma
habitual o bien un péptido o una proteina.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “polipéptido” se utiliza de forma intercambiable con “proteina”.
Tal como se utiliza en la presente memoria, un péptido o una proteina pueden comprender cualquier aminoacido

natural o no natural. Por ejemplo, un péptido o una proteina puede contener solamente restos de a-aminoacidos, por
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ejemplo correspondientes a a-aminoacidos naturales. De manera alternativa, el péptido o proteina puede contener
adicionalmente una o mas modificaciones quimicas. Por ejemplo, la modificaciéon quimica puede corresponder a una
modificacién post-traduccional, que es una modificacién que se produce en una proteina in vivo después de su
traduccion, tal como una acilacién (por ejemplo, una acetilacion), una alquilacién (por ejemplo, una metilacion), una
amidacion, una biotinilacién, una formilacién, una glicosilacién, una glicacién, una hidroxilacién, una yodacioén, una
oxidacion, una sulfatacion o una fosforilacion. Un experto en la materia por supuesto reconoceria que tales péptidos
o proteinas modificados de forma post-traduccional aun constituyen un “péptido” o una “proteina” dentro del
significado de la presente invencion. Por ejemplo, esta bien establecido en la técnica que una glicoproteina (una
proteina que lleva una o mas cadenas laterales de oligosacaridos) es un tipo de proteina.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “célula” significa una célula individual de un organismo vivo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “carbohidrato” incluye monosacaridos y oligosacaridos.
Generalmente, un oligosacarido contiene de dos a nueve unidades de monosacaridos. Por tanto, tal como se utiliza
en la presente memoria, un polisacarido se clasifica como una “fraccion polimérica” mas que como un carbohidrato.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “ADN” significa un acido desoxirribonucleico compuesto de
uno o mas nucleotidos. EI ADN puede ser de cadena unica o de doble cadena. Preferiblemente, el ADN comprende
mas de un nucleotido.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “ARN” significa un acido ribonucleico que comprende uno o
mas nucledtidos. Preferiblemente, el ARN comprende mas de un nucleétido.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “conjugado” significa una molécula que comprende una primera fraccion
funcional y una segunda fraccion funcional. La primera fraccion funcional y la segunda fraccién funcional estan
unidas de forma covalente entre si a través de una fraccion reticulante, tal como se describe en la presente
memoria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “grupo” y “fraccion” se utilizan de forma intercambiable.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un “grupo reactivo” significa un grupo funcional en una primera molécula
que es capaz de participar en una reaccion quimica con un grupo funcional en una segunda molécula de tal manera
que se forma un enlace covalente entre la primera molécula y la segunda molécula. Los grupos reactivos incluyen
grupos salientes, grupos nucledfilos, y otros grupos reactivos tal como se describe en la presente memoria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “grupo saliente electroéfilo” significa un sustituyente unido a
un atomo de carbono saturado o insaturado que puede ser reemplazado por un nucledfilo tras un ataque nucledfilo
en ese atomo de carbono. Los expertos en la materia pueden seleccionar de forma rutinaria grupos salientes
electrofilos que serian adecuados para localizar en un compuesto en particular y para hacer reaccionar con un
nucledfilo en particular.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “nucledfilo” significa un grupo o compuesto funcional que es
capaz de formar un enlace quimico donando un par de electrones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “grupo enlazador” significa un grupo que es capaz de unir
una fraccién quimica con otra. La naturaleza de los grupos enlazadores utilizados de acuerdo con la presente
invencion no es importante. Un experto en la materia reconoceria que los grupos enlazadores se utilizan de forma
rutinaria en la construccion de moléculas conjugadas. Generalmente, un grupo enlazador para su uso en la presente
invencion es un grupo organico. Generalmente, un grupo enlazador de ese tipo tiene un peso molecular de 50 a
1.000, preferiblemente 100 a 500. Ejemplos de grupos enlazadores apropiados para su uso de acuerdo con la
presente invencidon son de conocimiento general en la técnica y estan descritos en publicaciones de referencia
estandar, tales como “Bioconjugate Techniques” (Greg T. Hermanson, Academic Press Inc., 1996), cuyo contenido
se incorpora a la presente memoria a modo de referencia en su totalidad.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “alquilo” incluye grupos alquilo saturados tanto de cadena
lineal como ramificada. Preferiblemente, un grupo alquilo es un grupo alquilo C1.20, mas preferiblemente un grupo
alquilo C1-15, mas preferiblemente aun un grupo alquilo Ci-12, mas preferiblemente aun un grupo alquilo C1-6, y lo mas
preferiblemente un grupo alquilo C14. Los grupos alquilo particularmente preferidos incluyen, por ejemplo, metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, terc-butilo, pentilo y hexilo. El término “alquileno” ha de ser interpretado
consecuentemente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “alquenilo” hace referencia a un grupo que contiene uno o
mas enlaces dobles carbono-carbono, que pueden ser ramificados o no ramificados. Preferiblemente, el grupo
alquenilo es un grupo alquenilo C2-20, mas preferiblemente un grupo alquenilo Cz-15, mas preferiblemente aun un
grupo alquenilo C2-12 o preferiblemente un grupo alquenilo Cz, y lo mas preferiblemente un grupo alquenilo C24. El
término “alquenileno” debe ser interpretado consecuentemente.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “alquinilo” hace referencia a una cadena de carbono que
contiene uno o mas enlaces triples, que pueden ser ramificados o no ramificados. Preferiblemente, el grupo alquinilo
es un grupo alquinilo C2-20, mas preferiblemente un grupo alquinilo C2-15, mas preferiblemente aun un grupo alquinilo
C2.12, o preferiblemente un grupo alquinilo C26 y lo mas preferiblemente un grupo alquinilo Cz4. El término
“alquinileno” debe interpretarse consecuentemente.

A menos que se especifique de otro modo, un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo es habitualmente no sustituido. Sin
embargo, cuando se indica que un grupo de este tipo es no sustituido o sustituido, uno o0 mas atomos de hidrégeno
se reemplazan de manera opcional por atomos de halégeno o grupos de acido sulfonico. Preferiblemente, un grupo
alquilo, alquenilo o alquinilo sustituido tiene de 1 a 10 sustituyentes, mas preferiblemente 1 a 5 sustituyentes, mas
preferiblemente aun 1, 2 o 3 sustituyentes y lo mas preferiblemente 1 o 2 sustituyentes, por ejemplo 1 sustituyente.
Preferiblemente, un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo sustituido lleva mas de 2 sustituyentes de acido sulfénico. Los
atomos de halégeno son sustituyentes preferidos. Preferiblemente, sin embargo, un grupo alquilo, alquenilo o
alquinilo es no sustituido.

En la fraccion que es un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo o un grupo alquileno, alquenileno o alquinileno, en el cual
(a) 0, 1 o 2 atomos de carbono pueden ser reemplazados por grupos seleccionados de grupos arileno Ce-1o,
heteroarileno de 5 a 10 miembros, carbociclileno Cs.7 y heterociclileno de 5 a 10 miembros, y (b) 0, 1 0 2 grupos -
CHz2- pueden ser reemplazados por grupos seleccionados de grupos -O-, -S-, -S-S-, -C(O)- y -N(alquilo C1)-, un
total de 0, 1 o 2 de dichos atomos de carbono y grupos -CH2- son preferiblemente reemplazados, mas
preferiblemente un total de 0 o 1. Lo mas preferiblemente, ninguno de los atomos de carbono o grupos -CHz- esta
reemplazado.

Grupos preferidos para reemplazar un grupo -CHz- son grupos -O-, -S- y -C(O)-. Grupos preferidos para reemplazar
un atomo de carbono son grupos fenileno, heteroarileno de 5 a 6 miembros, carbociclileno Cs.s y heterociclileno de 5
a 6 miembros. Tal como se utiliza en la presente memoria, la referencia a “0, 1 o 2 atomos de carbono” significa
cualquier atomo de carbono terminal o no terminal en la cadena de alquilo, alquenilo o alquinilo, incluyendo cualquier
atomo de hidrégeno unido a ese atomo de carbono. Tal como se utiliza en la presente memoria, la referencia a “0, 1
0 2 grupos -CHz-" hace referencia a un grupo que no corresponde a un atomo de carbono terminal en la cadena de
alquilo, alquenilo o alquinilo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un grupo arilo Cs-10 €s un sistema de anillos de hidrocarburo aromatico
de 6 a 10 miembros monociclico o policiclico que tiene de 6 a 10 atomos de carbono. El fenilo es el preferido. El
término “arileno” debe ser interpretado consecuentemente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un grupo heteroarilo de 5 a 10 miembros es un sistema de anillos
aromatico de 5 a 10 miembros monociclico o policiclico, tal como un anillo de 5 o 6 miembros, que contiene al
menos un heteroatomo, por ejemplo 1, 2, 3 o 4 heteroatomos, seleccionados de O, S y N. Cuando el anillo contiene
4 heteroatomos estos son preferiblemente todos atomos de nitroégeno. El término “heteroarileno” debe interpretarse
consecuentemente. Ejemplos de grupos heteroarilo monociclico incluyen grupos tienilo, furilo, pirrolilo, imidazolilo,
tiazolilo, isotiazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, triazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, piridinilo, piridazinilo,
pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo y tetrazolilo.

Ejemplos de grupos heteroarilo policiclicos incluyen grupos benzotienilo, benzofurilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo,
bencisotiazolilo, benzoxazolilo, bencisoxazolilo, benztriazolilo, indolilo, isoindolilo e indazolilo. Grupos policiclicos
preferidos incluyen grupos indolilo, isoindolilo, bencimidazolilo, indazolilo, benzofurilo, benzotienilo, benzoxazolilo,
bencisoxazolilo, benzotiazolilo y bencisotiazolilo, mas preferiblemente bencimidazolilo, benzoxazolilo y
benzotiazolilo, lo mas preferiblemente benzotiazolilo. Sin embargo, se prefieren grupos heteroarilo monociclicos.

Preferiblemente, el grupo heteroarilo es un grupo heteroarilo de 5 a 6 miembros. Los grupos heteroarilo
particularmente preferidos son grupos tienilo, pirrolilo, imidazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, pirazolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, triazolilo, piridinilo, piridazinilo, pirimidinilo y pirazinilo. Los grupos mas preferidos son tienilo, piridinilo,
piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, pirrolilo y triazinilo, lo mas preferiblemente piridinilo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un grupo heterociclilo de 5 a 10 miembros es un sistema de anillos
carbociclico Cs-10 no aroméatico, saturado o insaturado, monociclico o policiclico en el que uno o mas, por ejemplo 1,
2, 3 0 4, de los 4tomos de carbono se reemplazan con una fraccion seleccionada de N, O, S, S(O) y S(O)2.
Preferiblemente, el grupo heterocicliio de 5 a 10 miembros es un anillo de 5 a 6 miembros. El término
“heterociclileno” debe interpretarse consecuentemente.

Ejemplos de grupos heterociclilo incluyen grupos y fracciones azetidinilo, oxetanilo, tietanilo, pirrolidinilo,
imidazolidinilo, oxazolidinilo, isoxazolidinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotienilo,
tetrahidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo, ditiolanilo, dioxolanilo, pirazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo,
hexahidropirimidinilo, metilendioxifenilo, etilendioxifenilo, tiomorfolinilo, S-oxo-tiomorfolinilo, S,S-dioxo-tiomorfolinilo,
morfolinilo, 1,3-dioxolanilo, 1,4-dioxolanilo, trioxolanilo, tritianilo, imidazolinilo, piranilo, pirazolinilo, tioxolanilo,
tioxotiazolidinilo, 1H-pirazol-5-(4H)-onilo, 1,3,4-tiadiazol-2(3H)-tionilo, oxopirrolidinilo, oxotiazolidinilo,
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oxopirazolidinilo, succinimido y maleimido. Grupos heterociclilo preferido son grupos y fracciones pirrolidinilo,
imidazolidinilo, oxazolidinilo, isoxazolidinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotienilo,
tetrahidropiranilo,  tetrahidrotiopiranilo,  ditiolanilo,  dioxolanilo,  pirazolidinilo,  piperidinilo,  piperazinilo,
hexahidropirimidinilo, tiomorfolinilo y morfolinilo. Grupos heterociclilo mas preferidos son grupos tetrahidropiranilo,
tetrahidrotiopiranilo, tiomorfolinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotienilo, piperidinilo, morfolinilo y pirrolidinilo.

Para evitar cualquier duda, aunque las anteriores definiciones de grupos heteroarilos y heterociclilo hacen referencia
a una fraccion “N” que puede estar presente en el anillo, como sera evidente para un quimico experto, el atomo N
sera protonado (o llevara un sustituyente tal como se define mas adelante) si esta unido a cada uno de los atomos
del anillo adyacente a través de un enlace unico.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un grupo carbociclilo Cs.7 es un anillo de hidrocarburo no aromatico
saturado o insaturado que tiene de 3 a 7 atomos de carbono. Preferiblemente, es un anillo de hidrocarburo saturado
o0 mono-insaturado (es decir, una fraccion cicloalquilo o una fraccién cicloalquenilo) que tiene de 3 a 7 atomos de
carbono, mas preferiblemente que tiene de 5 a 6 atomos de carbono. Ejemplos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo y ciclohexilo y sus variantes mono-insaturadas. Grupos carbociclicos particularmente preferidos son
ciclopentilo y ciclohexilo. El término “carbociclileno” debe interpretarse consecuentemente.

Cuando se especifique, 0, 1 o 2 atomos de carbono en un grupo carbocicliio o heterociclilo pueden ser
reemplazados por grupos -C(O)-. Tal como se utiliza en la presente memoria, se entiende que los “atomos de
carbono” que se reemplazan incluyen los atomos de hidrogeno a los que estan unidos. Cuando 1 o 2 atomos de
carbono son reemplazados, preferiblemente dos de tales atomos de carbonos se reemplazan. Grupos carbociclilo de
este tipo preferidos incluyen un grupo benzoquinona y grupos heterociclilo de este tipo preferidos incluyen grupos
succinimido y maleimido.

A menos que se especifique de otro modo, un grupo arilo, heteroarilo, carbociclilo o heterociclilo es habitualmente no
sustituido. Sin embargo, cuando se indica que un grupo de este tipo es no sustituido o sustituido, uno o mas atomos
de hidrégeno son reemplazados opcionalmente por atomos de halégeno o grupos alquilo C1.6, alcoxi C1.s, alquiltiol
C1.6, -N(alquilo C1.6)(alquilo C1-6), nitro o acido sulfénico. Preferiblemente, un grupo arilo, heteroarilo, carbociclilo o
heterociclilo sustituido tiene de 1 a 4 sustituyentes, mas preferiblemente de 1 a 2 sustituyentes y lo mas
preferiblemente 1 sustituyente. Preferiblemente, un grupo arilo, heteroarilo, carbociclilo o heterociclilo sustituido lleva
no mas de 2 sustituyentes nitro y no mas de 2 sustituyentes de acido sulfénico. Sustituyentes preferidos son atomos
de halégeno y grupos alquilo C1.4 y alcoxi C1.4. Sustituyentes particularmente preferidos son atomos de halégeno.
Preferiblemente, sin embargo, un grupo arilo, heteroarilo, carbociclilo o heterociclilo es no sustituido.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los atomos de halégeno son generalmente atomos de F, Cl, Br o I, mas
preferiblemente atomos de Br.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un grupo alcoxi C1-6 €s un grupo alquilo C1-s (por ejemplo, un alquilo C1-4)
que esta unido a un atomo de oxigeno.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un grupo alquiltiol C1.6 es un grupo alquilo C1.6 (por ejemplo, un alquilo
C14) que esta unido a un atomo de azufre.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un heterocicliltiol de 5 a 10 miembros es un grupo heterociclilo de 5 a 10
miembros que esta unido a un atomo de azufre.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un ariltiol Ce-10 €s un grupo arilo Ce-10 (por ejemplo, un fenilo) que esta
unido a un 4tomo de azufre.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un carbocicliltiol Cs-7 es un grupo carbociclilo Cs.7 (por ejemplo, un
carbociclilo Cs-s) que esta unido a un atomo de azufre.

En la presente invencion el compuesto de formula (la) constituye una fraccion reactiva de reticulacion que es capaz
de enlazar entre si una primera fraccién funcional y una segunda fraccion funcional que contienen tiol.

Y es preferiblemente un atomo de halégeno o un grupo triflato, tosilato, mesilato, N-hidroxisuccinimidilo, N-
hidroxisulfosuccinimidilo, alquiltiol C1.s, heterocicliltiol de 5 a 10 miembros, ariltiol Ce-10, carbocicliltiol Cs.7, -
OC(O)CHs,-OC(O)CFs3, feniloxi, -NRxRyRz* 0 -PRxRyRz*. Mas preferiblemente, Y es un atomo de halégeno o un
triflato, tosilato, mesilato, N-hidroxisuccinimidilo, N-hidroxisulfosuccinimidilo, alquiltiol C1.6, heterocicliltiol de 5 a 10
miembros, ariltiol Cs-10 0 carbocicliltiol C3.7. Mas preferiblemente aun, Y es un atomo de halégeno o un grupo alquiltiol
C1-6, heterocicliltiol de 5 a 10 miembros, ariltiol Cs-10 0 carbocicliltiol C3.7. Mas preferiblemente, Y es un atomo de
halégeno, en particular un atomo de bromo.

Rx, Ry y Rz se seleccionan cada uno preferiblemente de &tomos de hidrégeno y grupos alquilo Cis. Més
preferiblemente, Rx, Ry y Rz se seleccionan cada uno preferiblemente de atomos de hidrégeno y grupos metilo y
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etilo. Preferiblemente, en un grupo particular -NRxRyRz* 0 -PRxRyRz", Rx, Ry ¥ Rz son los mismos.

El compuesto de formula Ri-H comprende al menos un primer grupo tiol, SH. En la presente invencion, el primer
grupo tiol es capaz de reaccionar con el compuesto de férmula (la) por ataque nucledfilo en la posiciéon 2. El
resultado de hacer reaccionar el compuesto de férmula R1-H con el compuesto de férmula (la) es un compuesto en
el que un grupo saliente electréfilo de férmula Y en la posicion 2 en el compuesto de férmula (la) es reemplazado por
el grupo de formula R1. Mas especificamente, el grupo de férmula R1 se une en la posicién 2-a través de un enlace
tiol de férmula -S- que se obtiene del primer grupo SH en el compuesto correspondiente de formula R1-H. Quedara
claro, por lo tanto, que el atomo de hidrégeno en el primer grupo tiol SH de R+-H constituye el atomo de hidrogeno
unido al grupo de férmula R+. Por lo tanto, cuando R+ se une al reticulante, el atomo de hidrogeno en este primer
grupo tiol se pierde para formar el enlace -S- entre R1 y el reticulante.

R1 puede ser un grupo de férmula -S-L-F1, en cuyo caso el atomo de azufre del primer grupo tiol se une al grupo
enlazador de férmula L. En esta realizacién, por lo tanto, resultara claro que el enlazador puede ser utilizado para
proporcionar un grupo tiol capaz de reaccionar con el compuesto de férmula (la), grupo enlazador que a
continuacion se une a una primera fraccion funcional que no contiene un grupo tiol de ese tipo. Sin embargo,
preferiblemente R1 es un grupo de formula F1, y mas particularmente una primera fraccién funcional que, junto con el
atomo H- al que esta unido en el compuesto de formula R1-H, contiene un primer grupo SH.

Las combinaciones de la primera fraccion funcional/segunda fraccién funcional de acuerdo con la presente invencion
se exponen en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1: Combinaciones de la primera fraccién funcional/segunda fraccién funcional

Primera o segunda fraccién funcional

Segunda o primera fraccién funcional

Anticuerpo o fragmento de anticuerpo que es capaz de
unirse a un antigeno especifico a través de un epitopo
en el antigeno

Fraccién detectable seleccionada del grupo que
consiste en fracciones cromogénicas, fracciones
fluorescentes, fracciones radiactivas y fracciones
electroquimicamente activas

Anticuerpo o fragmento de anticuerpo que es capaz de
unirse a un antigeno especifico a través de un epitopo
en el antigeno

Un grupo biolégicamente activo que es un farmaco, por
ejemplo, un agente citotdxico o un precursor de citoxina.

Una fraccion biolégicamente activa que es un farmaco.

Fraccioén polimérica seleccionada de péptidos,

proteinas, polisacaridos, poliéteres, poliaminoacidos,
poli(alcoholes vinilicos), polivinilpirrolidonas,
poli(acido(met) acrilico, poliuretanos y polifosfazenos.

En una realizacién particularmente preferida, R1 es un grupo de formula F1, y F1 es un péptido o proteina que
comprende al menos un primer resto de cisteina. Para evitar cualquier duda, un resto de cisteina en un péptido o
proteina es un resto de férmula

wannn

", %0,

N
H
Q

en la que, en el compuesto de férmula R1-H el péptido o proteina se une al &tomo de hidrégeno a través del atomo
de azufre del resto de cisteina. En esta realizacién, se entendera que el “primer resto de cisteina” significa un resto
de cisteina que esta situado en una posicion de ese tipo en el péptido o proteina, de tal manera que puede
reaccionar con el compuesto de féormula (la). Mas especificamente, el grupo R1 se une al compuesto de férmula (la)
mediante el ataque nucledfilo del grupo tiol del primer resto de cisteina en la posicién 2 del compuesto de formula
(Ia), de tal manera que el grupo Y es reemplazado por el grupo tiol en el primer resto de cisteina en el grupo Ru.

En una realizacién particularmente preferida de la invencion en la que R1 es un grupo de formula F1 y F1 es un
péptido o proteina que comprende al menos un primer resto de cisteina, R1 ademas comprende al menos un
segundo resto de cisteina. Para evitar cualquier duda, el segundo resto de cisteina se sitla en una posicion de ese
tipo en el péptido o proteina, de tal manera que también puede reaccionar con el compuesto de formula (la).
Ademas, en esta realizacién el compuesto de féormula (la) es un compuesto en la que el grupo R2 es un grupo
saliente electrofilo de férmula Y. El grupo R1 entonces se une adicionalmente al compuesto de formula (la) a través
de ataque nucledfilo del grupo tiol del segundo resto de cisteina en la posicién 3 de la fraccion de férmula (la), de tal
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manera que el grupo Rz es reemplazado por el grupo tiol en el segundo resto de cisteina en el grupo R1. Esta
realizacién de la invencién es particularmente util cuando la primera fraccion funcional es un péptido o proteina que
contiene un puente de disulfuro, ya que permite que el agente reticulante sea afiadido a través del puente de
disulfuro. Preferiblemente, cuando un péptido o proteina que contiene un puente de disulfuro se va a hacer
reaccionar con el compuesto de formula (la), el puente de disulfuro se reduce primero utilizando técnicas conocidas
la técnica. Por ejemplo, la reduccion puede realizarse utilizando reactivos de fosfina estandar, tales como (tris(2-
carboxietil)fosfina) o realizando una reaccion de intercambio tiol-disulfuro.

La reduccién de un grupo disulfuro puede realizarse mediante reacciéon con un agente reductor tal como una fosfina,
tiol o un agente hidruro. Agentes reductores preferidos son tris(2-carboxietil)fosfina, glutation, 2-mercaptoetanol y
ditiotreitol. Un grupo preferido de reactivos es 1,2-etanoditiol, 2-mercaptoetanol, ditiotreitol, glutation y tris(2-
carboxietil)fosfina.

Quedara claro que el compuesto de formula (la) representa la fraccion reactiva clave que de acuerdo con la presente
invencién permite que una fraccion funcional que contiene tiol sea conjugada con una fraccion funcional secundaria.
Por consiguiente, un compuesto de féormula (la) puede ser utilizado como un reactivo para enlazar una primera
fraccion funcional con una segunda fraccién funcional.

Como seria bien conocido para los expertos en la materia, se disefian de forma rutinaria reactivos de reticulacion
que llevan grupos funcionales adaptados para reaccionar con fracciones funcionales que tienen grupos reactivos
particulares que estan separados por grupos enlazadores (que habitualmente no tienen una funcién significativa en
las reacciones). Un experto en la materia entenderia inmediatamente que el compuesto de férmula (la) podria
facilmente ser incorporado en reactivos de reticulacion habituales, por ejemplo, reemplazando fracciones
convencionales disefiadas para reaccionar con grupos tiol (por ejemplo, grupos maleimida). Informacion detallada
sobre el disefio de reactivos de reticulacion adecuados para su adaptacion de esta manera puede encontrarse, por
ejemplo, en “Bioconjugate Techniques” (Greg T. Hermanson, Academic Press Inc., 1996), el contenido del cual se
incorpora a la presente patente a modo de referencia en su totalidad.

El compuesto de férmula (la) es capaz de unir entre si al menos una primera fraccién funcional y una segunda
fraccion funcional. La primera fraccion funcional puede reaccionar en la posicién 2 reemplazando el grupo saliente Y,
y la segunda fraccion funcional puede entonces afadirse por adicion electréfila a través del enlace doble de
carbono-carbono entre las posiciones 2 y 3. De forma alternativa, el reactivo reticulante puede comprender uno o
mas grupos reactivos capaces de reaccionar con fracciones funcionales adicionales.

En una realizacién adicional, la segunda fraccion funcional puede ser una fraccidn que contiene una fraccion
alqueno y que puede unirse al compuesto de férmula (la) acoplandose en una cicloadicion [2+2] fotocatalitica con el
enlace doble de carbono-carbono entre las posiciones 2 y 3 del compuesto de férmula (la). Este procedimiento da
como resultado una fraccion de anillo de ciclobutano que contiene los atomos de carbono 2 y 3 del compuesto de
férmula (Ia) y en el que el enlace doble de carbono-carbono ha sido saturado.

Grupos Y preferidos en la férmula (la) son tal como se define anteriormente.

Rs3 preferiblemente representa un atomo de hidrégeno o un grupo de férmula -L(Z)» o IG. Grupos Ras3
particularmente preferidos son atomos de hidrégeno y grupos de féormula IG. Lo mas preferiblemente, R3z es un
atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C1.6.

R2 es preferiblemente un atomo de hidréogeno o un grupo de férmula Y, -L(Z)n o IG. Mas preferiblemente, Rz es
preferiblemente un atomo de hidrégeno o un grupo de formula Y o IG. Lo mas preferiblemente, Rz es un atomo de
hidrégeno o halégeno o un grupo alquilo C1-s.

E es preferiblemente un atomo de halégeno o un grupo alcoxi C1.s, tiol, alquiltiol C1.6, -N(alquilo C1.6)(alquilo Ca- 6),
triflato, tosilato, mesilato, N-hidroxisuccinimidilo, N-hidroxisulfosuccinimidilo, imidazolilo, feniloxi o nitrofeniloxi. Los
grupos de férmula E mas preferidos son atomos de halégeno y grupos triflato, tosilato y mesilato.

Nu es preferiblemente un grupo de férmula -OH o -SH. En otro modo de realizacién, Nu es preferiblemente un grupo
de férmula -OH, -NH2 o -SH, mas preferiblemente -NH2 o -SH.

La fraccion enlazadora L enlaza entre si otras dos fracciones en los compuestos de la presente invencion (es decir,
es al menos una fraccién divalente). Sin embargo, en algunas realizaciones ciertas fracciones enlazadoras L pueden
enlazar entre si mas de otras dos fracciones (por ejemplo, cuando Rz, R3, R3' o Rs3 representa -L(Z), en la que n es
2 0 3), en cuyo caso se ha de entender que la otra tercera fraccion y cualquier otra fraccién, cada una reemplaza un
atomo de hidrégeno en la correspondiente fraccion enlazadora L divalente.

L representa preferiblemente una fraccion que es un grupo alquileno C1-20, un grupo alquenileno Cz-20 0 un grupo

alquinileno C2-20, que no estd sustituido o estd sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de atomos de
halégeno y grupos acido sulfénico, y en la que (a) 0, 1 o 2 atomos de carbono estan reemplazados por grupos
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seleccionados de grupos arileno Ce-10, heteroarileno de 5 a 10 miembros, carbociclileno Cs-7 y heterociclileno de 5 a
10 miembros, y (b) 0, 1 0 2 grupos -CH2- estan reemplazados por grupos seleccionados de los grupos -O-, -S-, - S-
S-, -C(0O)- y -N(alquilo C1)-, en la que:

(i) dichos grupos arileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno no estan sustituidos o estan sustituidos
por uno o mas sustituyentes seleccionados de atomos de halégeno y grupos alquilo C1-s, alcoxi C1-s, alquiltiol C1 -
6, -N(alquilo C1-s)(alquilo C1 ), nitro y &cido sulfonico; y

(ii) 0, 1 0 2 atomos de carbono en dichos grupos carbociclileno y heterociclileno estan reemplazados por grupos -
C(O)-.

Mas preferiblemente, L representa una fraccion que es un grupo alquileno C1.6 no sustituido, un grupo alquenileno
C2-6 0 un grupo alquinileno C2-6, en el que (a) 0 o 1 atomo de carbono es reemplazado por un grupo seleccionado de
grupos fenileno, heteroarileno de 5 a 6- miembros, carbociclileno Cs.s y heterociclileno de 5 a 6 miembros, en la que
dichos grupos fenileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno no estan sustituidos o estan sustituidos por uno
o dos sustituyentes seleccionados de atomos de halégeno y grupos alquilo C14 y alcoxi C14, y (b) 0,1 0 2 grupos -
CH2- estén reemplazados por grupos seleccionados de grupos -O-, -S-y -C(O)-.

Lo mas preferiblemente, L es una fraccion que es un grupo alquileno C14 no sustituido, en el que 0 o 1 atomo de
carbono es reemplazado por un grupo fenileno no sustituido.

Z representa un grupo reactivo unido a un grupo de formula L que es capaz de reaccionar con una fraccién
funcional, de tal manera que la fraccion funcional se enlaza al grupo de férmula L. Como entenderian los expertos en
la materia, la naturaleza del propio grupo reactivo no es importante. En la actualidad se utiliza una amplia gama de
grupos reactivos de forma rutinaria en la técnica para conectar una fraccion funcional a un reactivo reticulante. Tales
grupos reactivos pueden ser capaces de, por ejemplo, unir un compuesto amina, un compuesto tiol, un compuesto
carboxilo, un compuesto hidroxilo, un compuesto carbonilo, o un compuesto que contiene un hidrégeno reactivo a un
reticulante. Los expertos en la materia reconocerian, por supuesto, inmediatamente que cualquier grupo reactivo de
ese tipo seria adecuado para su uso de acuerdo con la presente invencion. Los expertos en la materia podrian
seleccionar un grupo reactivo apropiado a partir del conocimiento de la practica habitual, en referencia a manuales
estandar tales como “Bioconjugate Techniques” (Greg T. Hermanson, Academic Press Inc., 1996), el contenido del
cual se incorpora a la presente memoria a modo de referencia en su totalidad.

Z es preferiblemente:

a) un grupo de féormula -LG, -C(O)-LG, -C(S)-LG o -C(NH)-LG en la que LG es un grupo saliente electrofilo;
b) un nucledfilo Nu' seleccionado de grupos -OH, -SH, -NHz, -NH(alquilo C1-s) y grupos -C(O)NHNHz;

(c) una fraccion ciclica Cyc, que es capaz de una reaccion electrofila por apertura del anillo con un nucledfilo;
(d) un grupo de formula -S(O2)(Hal) en la que Hal es un atomo de halégeno;

(e) un grupo de férmula -N=C=0 o -N=C=S;

(f) un grupo de férmula -S-S(IG") en la que IG' representa un grupo de formula |G segun se define en la presente
memoria;

(9) un grupo AH, que es un grupo arilo Ce-10 que esta sustituido por uno o mas atomos de halégeno;

(h) un grupo fotorreactivo que es capaz de activarse por la exposicion a la luz ultravioleta;

(i) un grupo de férmula -C(O)H o -C(O)(alquilo C1-s);

(j) un grupo maleimido;

(k) un grupo de férmula -C(O)CHCHz;

(1) un grupo de férmula -C(O)C(N2)H o -PhN?*, donde Ph representa un grupo fenilo; o

(m) un grupo epoxido.

Lo mas preferiblemente, Z se selecciona de:

(a) grupos de formula -LG, -C(O)-LG y -C(S)-LG, en la que LG se selecciona de atomos de halégeno y grupos -
O(alquilo C1s), -SH, -S(alquilo C1s), ftriflato, tosilato, mesilato, N-hidroxisuccinimidilo y N-
hidroxisulfosuccinimidilo;

(b) grupos de férmula -OH, -SH y -NH2;

(c) un grupo de formula

0] O
_QO _E:N
O o O

y
(d) un grupo maleimido.

LG se selecciona preferentemente de atomos de halégeno y -O(IG'"), -SH, -S(IG'), -NH2, NH(IG"), -N(IG")(IG"), -N3,
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triflato, tosilato, mesilato, N-hidroxisuccinimidilo, N-hidroxisulfosuccinimidilo, imidazolilo y grupos azido, en la que IG'
e IG" son los mismos o diferentes y cada uno representa un grupo de férmula IG.

Nu' se selecciona preferiblemente de grupos -OH, -SH y -NHa.

Cyc se selecciona preferiblemente de los grupos
8] O
J::o _QN
o Y 0.
Hal es preferiblemente un atomo de cloro.
AH es preferiblemente un grupo fenilo que esta sustituido por al menos un atomo de fluor.

El grupo fotorreactivo se selecciona preferiblemente de:

(a) un grupo arilo Ce-10 que esta sustituido por al menos un grupo de formula -Ns y que opcionalmente esta
sustituido adicionalmente por uno o més atomos de halégeno;

(b) un grupo benzofenona;

(c) un grupo de féormula -C(O)C(N2)CF3; y

(d) un grupo de formula -PhC(N2)CFs3, en la que Ph representa un grupo fenilo.

n es preferiblemente 1 0 2, y lo mas preferiblemente 1.

IG representa preferiblemente una fraccion que es un grupo alquilo C1.6, un grupo alquenilo C2.6 0 un grupo alquinilo
C2.6 no sustituido, en el que (a) 0 o 1 atomo de carbono es reemplazado por un grupo seleccionado de grupos
fenileno, heteroarileno de 5 a 6 miembros, carbociclileno Cs.s y heterociclilieno de 5 a 6 miembros, en la que dichos
grupos fenileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno no estan sustituidos o estan sustituidos por uno o dos
sustituyentes seleccionados de atomos de halégeno y grupos alquilo C1.4 y alcoxi C14, y (b) 0, 1 0 2 grupos -CH2-
estan reemplazados por grupos seleccionados de grupos -O-, -S- y-C(O)-

Mas preferiblemente, |G representa una fraccion que es un grupo alquilo C1.6 no sustituido, en el que (a) 0 o 1 atomo
de carbono esta reemplazado por un grupo seleccionado de grupos fenileno, heteroarileno de 5 a 6 miembros,
carbociclileno Cs.6 y heterociclileno de 5 a 6 miembros no sustituidos.

Lo mas preferiblemente, |G representa un grupo alquilo C1.6 no sustituido.

La realizaciéon (1) de la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de formula (la), como se definio
anteriormente, como un reactivo para la union del compuesto de formula R1-H que comprende una primera fraccion
funcional de férmula F1 a una segunda fraccién funcional de férmula F2. Generalmente, este uso implica llevar a
cabo un proceso de la presente invencion, como se define en la realizacion (2) o la realizacion (3) descritas a
continuacién.

La realizacién (2) de la presente invencién se refiere a un proceso para producir un conjugado. En una etapa (i) de
este proceso, un compuesto de férmula (la) se hace reaccionar con un compuesto de formula R1-y para producir un
compuesto de formula (I1):

Ry Ry Ry Ry

(Ia) (I)

Esta etapa (i) implica unir el grupo R1 mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el compuesto de féormula
R1-H en la posicién 2 del compuesto de férmula (la), de manera que el grupo Y en la posicion 2 se reemplaza por el
grupo R1.

En una etapa (ii) del proceso de la realizacion (2), una fraccidon de férmula F2 esta unida al compuesto de féormula (Il),

produciendo asi el conjugado. Se pueden utilizar varios procedimientos para llevar a cabo la etapa (ii), por ejemplo,
las descritas en los siguientes parrafos (a), (b) y (c):
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(a) El proceso puede comprender unir F2 al compuesto de férmula (Il) mediante una reaccién de adicion
electrofila de F2 a través del doble enlace carbono-carbono entre la posicion 2 y la posicién 3 de formula (11).

(b) donde Rs3 representa un atomo de hidréogeno o un grupo de férmula Y, Nu o -L(Z)n, el proceso puede
comprender unir F2 al compuesto de férmula (Il) a través de una reaccion entre F2 y (i) el atomo de nitrégeno de
la fraccion de férmula -N(Rsz) o (i) dicho grupo de formula Y, Nu o -L (Z)n.

(c) donde Rz representa un grupo de formula Y, Nu o -L(Z)n, el proceso puede comprender unir F2 al compuesto
de férmula (1) a través de una reaccion entre F2 y dicho grupo de formula Y, Nu 0 -L(Z)n.

En una realizacion adicional, la fraccion de formula F2 se une al compuesto de férmula (I) mediante una reaccion de
cicloadicion fotocatalitica [2+2] entre un grupo alqueno en la fraccion de formula F2 y el doble enlace carbono-
carbono entre la posicién 2 y la posicién 3 de formula (Il). Este procedimiento da como resultado una fraccion de
anillo de ciclobutano que contiene los atomos de carbono 2 y 3 del compuesto de férmula (1) y en el que el doble
enlace carbono-carbono es saturado.

La realizacion (3) de la presente invencion proporciona un proceso alternativo para producir un conjugado. En este
proceso, un compuesto de formula R1-H se hace reaccionar con un compuesto de férmula (Ila). El proceso implica
unir el grupo R1 mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el compuesto de formula R1-H en la posicién 2
del compuesto de férmula (lla), de modo que el grupo Y en la posicion 2 se reemplaza por el grupo Ri.

Como quedara claro para los expertos en la materia, el compuesto de formula (lla) esta relacionado con el
compuesto de férmula (Il) como se describe anteriormente. Sin embargo, el compuesto de formula (lla) comprende
al menos una fraccién funcional F2. Por consiguiente, el compuesto de féormula (lla) puede prepararse faciimente
uniendo una fraccion funcional F2 a su correspondiente compuesto de férmula (II) usando métodos conocidos
rutinariamente en la técnica.

Preferiblemente, el compuesto de formula (lla) comprende a lo sumo tres grupos de férmula F2, mas preferiblemente
uno o dos grupos de férmula Fz, y lo mas preferiblemente un grupo de férmula Fa.

Claramente, después de llevar a cabo el proceso de la realizacion (2) o (3) de la presente invencién, uno o mas
grupos reactivos adicionales pueden permanecer en el producto conjugado (incluido un doble enlace carbono-
carbono situado en una posicién correspondiente a las posiciones 2 y 3 del reactivo reticulante, asi como otros
grupos nucledfilos, grupos electréfilos y grupos reactivos de formula Z). Por consiguiente, en aspectos adicionales,
los procesos de las realizaciones (2) y (3) de la presente invencién comprenden ademas la unién de una o mas
fracciones funcionales adicionales a dicho conjugado, en el que cada fraccién funcional adicional es igual o diferente
y se selecciona de una fraccion detectable, una fraccion enzimaticamente activa, una etiqueta de afinidad, un
hapteno, un vehiculo inmunogénico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un antigeno, un ligando, una fraccion
biolégicamente activa, un liposoma, una fraccién polimérica, un aminoacido, un péptido, una proteina, una célula, un
carbohidrato, un ADN y un ARN.

Las reacciones quimicas que tienen lugar en los procesos de las realizaciones (2) y (3) pueden llevarse a cabo
utilizando técnicas de rutina conocidas en la técnica para unir reactivos de reticulantes a fracciones funcionales,
como las descritas en “Bioconjugate Techniques” (Greg T. Hermanson, Academic Press Inc., 1996), cuyo contenido
se incorpora aqui como referencia en su totalidad. Otros ejemplos de condiciones adecuadas para llevar a cabo
tales reacciones se pueden encontrar en la seccién de Ejemplos de la presente memoria descriptiva.

Como entenderan los expertos en la materia, cuando un reactivo (por ejemplo, un compuesto que lleva una fraccion
funcional o un reactivo reticulante) lleva méas de un grupo reactivo, puede ser deseable realizar la protecciéon quimica
de los grupos reactivos que no estan destinados a participar en la reaccion. Por ejemplo, puede ser necesario
proteger grupos como los grupos hidroxilo, amino y carboxi, cuando se desean en el producto final, para evitar su
participacion no deseada en las reacciones (ver, por ejemplo, Greene, T.W., “Protecting Groups in Organic
Synthesis”, John Wiley and Sons, 1999). Los grupos protectores convencionales pueden usarse junto con la practica
estandar. En algunos casos, la desproteccion se puede usar en una etapa intermedia o final, y por lo tanto, se
entiende que los procesos de las realizaciones (2) y (3) de acuerdo con la invencion descrita en la presente memoria
se extienden a la adicion y eliminacion de tales grupos protectores.

En la realizacion (4), la presente invencion se refiere a un proceso para escindir el enlace entre una fraccion
funcional que contiene tiol y la fraccion de reticulante (que puede unirse adicionalmente a una o mas fracciones
funcionales adicionales).

En una realizacion preferida del proceso de la realizacion (4), la primera fraccion funcional de férmula F1 es un
farmaco ya que aqui la metodologia puede ser aprovechada, por ejemplo, en métodos de administracion de
farmacos.

En una primera realizaciéon preferida del proceso de la realizacion (4), el compuesto es un compuesto de formula
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(1. En una segunda realizacion preferida del proceso de la realizacion (4), el compuesto es un compuesto de
férmula (llla). De acuerdo con esto, esta segunda realizacion preferida proporciona un proceso para escindir una
fraccion reticulante de una fraccion funcional que contiene al menos dos grupos tiol. Un ejemplo de tal fraccion
funcional es una fraccién que contiene un grupo disulfuro, tal como una proteina que contiene dos restos de cisteina
que estan unidos entre si a través de un puente disulfuro.

Preferiblemente, en el proceso de la realizacién (4), el compuesto también comprende al menos una fraccion
funcional de formula F2.

En el proceso de la realizacion (4), la etapa (ii) de escision del enlace o enlaces del grupo de formula R1 se puede
llevar a cabo utilizando métodos de rutina para escindir un enlace tiol en un centro de carbono insaturado, por
ejemplo, utilizando métodos de rutina para escindir un tiol unido a un alqueno deficiente en electrones.

Preferiblemente, la etapa (ii) del proceso de la realizacién (4) se efectua incubando el compuesto con un reactivo
que es capaz de actuar como un nucledfilo en una reaccion de Michael. Los ejemplos de reactivos que son
conocidos por ser capaces de actuar como nucledfilos en una reaccién de Michael incluyen compuestos de fosfina,
compuestos de fosfito, tioles, selenoles, aminas y compuestos nucledfilos de carbono blando. Los compuestos de
fosfina y los compuestos de fosfito contienen un atomo de fosforo trivalente. En una fosfina, el atomo de fosforo esta
unido a atomos de hidrégeno o carbono, mientras que en un fosfito, el atomo de fésforo esta unido a atomos de
oxigeno (entendiéndose que los atomos de carbono y los atomos de oxigeno estan unidos a otros grupos en los
compuestos respectivos). Los tioles son compuestos organicos que contienen un grupo tiol -SH. Los selenoles son
compuestos organicos que contienen un grupo -SeH. Las aminas son compuestos que contienen un grupo funcional
amina. Los nucledfilos de carbono blando son compuestos que contienen un centro de carbono nucledfilo blando.
Ejemplos de nucledfilos de carbono blando se describen en la patente US-5.414.074. Los expertos en la materia, por
supuesto, podrian seleccionar reactivos apropiados que sean capaces de actuar como nucledfilos en una reaccion
de Michael como una cuestion de rutina, por ejemplo, seleccionando rutinariamente un reactivo adecuado de entre la
lista ilustrada de clases de reactivos descritas en la presente memoria.

Los reactivos actualmente preferidos son compuestos de fosfina y tioles. Una fosfina particularmente preferida es tris
(2-carboxietil)fosfina, que se conoce comunmente como “TCEP” y se usa cominmente en la técnica para reducir los
enlaces disulfuro en compuestos, por ejemplo, en proteinas. La tris(2-carboxietil)fosfina también se puede
suministrar en forma de sal, como su sal clorhidrato. Un tiol particularmente preferido es el glutation. Otros tioles
preferidos son 1,2-etanoditiol, 2-mercaptoetanol y ditiotreitol (es decir, HSCH2CH(OH)CH(OH)CH2SH, cominmente
conocido como TDT). Un grupo preferido de reactivos es 1,2-etanoditiol, 2-mercaptoetanol, ditiotreitol, glutation y
tris(2-carboxietil)fosfina.

Para evitar dudas, como se usa en la presente memoria, el término “reactivo que es capaz de actuar como nucledfilo
en una reaccion de Michael” significa un reactivo que es capaz de reaccionar con una fraccién a, B-insaturada en un
compuesto, y en particular una fraccion de formula (V)

V)

en la que X es como se define en la presente memoria. Tales reactivos se conocen a veces como “reactivos que son
capaces de actuar como un nucledfilo en una reaccién de adiciéon de conjugado”. Claramente, los reactivos no se
limitan a reactivos que reaccionan a través de un centro de carbono nucledfilo (por ejemplo, nucledéfilos de carbono
blando), sino que también incluyen reactivos que reaccionan a través de un centro nucledfilo sin carbono, como los
reactivos ilustrativos que se describen en la presente memoria.

Se puede llevar a cabo un proceso que comprende:

(i) llevar a cabo un proceso para producir un conjugado como se define en la realizacion (2) o (3); y
(i) posteriormente se regenera el compuesto de férmula R1-H de dicho conjugado.

Generalmente, en este proceso, la etapa (ii) se efectia incubando el compuesto con un reactivo que puede actuar
como un nucledfilo en una reaccién de Michael, por ejemplo, un reactivo como se define en relacién con la
realizacion (4).

La metodologia de la presente invencion también da lugar a una serie de nuevos compuestos.
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La realizacion (5A) de la presente invencion se refiere a un compuesto de formula (lla). Este compuesto se puede
usar para funcionalizar un compuesto funcional que contiene tiol (denominado aqui el compuesto Ri-H) con una
fraccion de formula F2, especificamente usandolo como un reactivo en la realizacion del proceso de realizacion (3).

La realizacion (5B) de la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula (l11), que comprende al menos un
grupo de férmula F2 y en la que R2a no es un atomo de hidrégeno. Por lo tanto, claramente, este compuesto
constituye un conjugado obtenible segun el uso y los procesos de la presente invencion, que comprende tanto la
primera fraccion funcional como la segunda fraccion funcional reticulados a través de la fraccion de reticulacion de la
presente invencion. EI compuesto de férmula (lll) de acuerdo con la realizacion (5B) se puede usar, por ejemplo,
para efectuar funcionalizaciones adicionales (donde R2a es un grupo saliente electrdfilo, un grupo nucledfilo o un
grupo enlazador que lleva un grupo reactivo). Como alternativa, la propia segunda fraccion funcional F2 puede estar
localizada en esta posicion del sustituyente (ya sea estando unida directamente a la posicién 3 o estando unida o
través de un grupo enlazador). Aun mas, el grupo de formula Rz2a puede constituir un grupo inerte de formula IG, por
ejemplo, un sustituyente voluminoso, quimicamente no reactivo, que impide que se produzcan reacciones
adicionales en la molécula conjugada.

La realizacion (6) de la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula (llla). En particular, este compuesto
comprende una primera fraccion funcional que tiene al menos un primer y un segundo grupo tiol que estan unidos al
reactivo reticulante. EI compuesto opcionalmente comprende ademas al menos una fracciéon funcional adicional.
Preferiblemente, el compuesto de formula (llla) comprende al menos una fracciéon funcional de férmula Fo.
Preferiblemente, el grupo de formula R1 es un péptido o proteina que comprende al menos dos restos de cisteina,
por ejemplo, dos restos de cisteina que en el péptido o proteina no unidos generalmente forman un puente disulfuro
interno en el péptido o proteina.

La presente invencion se puede usar para preparar un compuesto de formula (IVa) o (IVb)

R3a Rga' R3a R3a'

(IVa) (IVb)
en la que

— R1 es como se define en el punto (1) anterior;

— X, X', R2a, R3a ¥ R3sa son como se definen en el punto (4) anterior;

— R4 es un atomo de halégeno, un hidroxilo, alcoxi C1-s, tiol, alquiltio C1.6 0 un grupo alquilcarboniloxi C1.6 0 un
grupo de férmula F2;

— al menos uno de los grupos Rza y R4 comprende un grupo de formula Fz; y

— F2es como se define en el punto (1) anterior.

Se apreciara que estos compuestos constituyen una molécula conjugada ya que comprenden tanto una primera
fraccion funcional como una segunda fraccion funcional y, ademas, comprenden un enlace carbono-carbono
sencillo, en lugar de doble, entre la posicién 2 y la 3 posicion.

Los compuestos de férmula (IVa) y (IVb) se pueden preparar usando métodos sencillos. En uno de estos métodos,
la molécula de conjugado se prepara llevando a cabo el proceso de la realizacién (2) de la presente invencion, en el
que la etapa (ii) implica una reaccion de adicion electréfila de F2 a través del doble enlace carbono-carbono entre la
posicion 2 y la posicion 3 de férmula (Il). En otro método, primero se prepara un conjugado que todavia contiene el
doble enlace carbono-carbono entre la posicién 2 y la posicién 3 y luego se lleva a cabo una reaccién de adicion
electréfila para saturar el doble enlace. Esta reaccién de adicion electréfila puede implicar la adicién de una fraccion
funcional adicional (por ejemplo, una fraccién funcional adicional que contiene tiol). Como alternativa, puede implicar
cualquier otro reactivo usado rutinariamente para llevar a cabo reacciones de adicion electréfilas en centros de
carbono-carbono insaturados. Por ejemplo, el reactivo puede ser un haluro de hidrogeno, un dihalégeno, acido
sulfdrico, agua, un alcohol, H2S, un mercaptano o un acido carboxilico.

Un proceso para producir un compuesto de formula (IVa) o (IVb) es un proceso que comprende (i) proporcionar un
compuesto de formula (lll); y (ii) hacer reaccionar el compuesto de férmula (lll) con un compuesto de férmula Rs-H.
Se apreciara que la posicion en la que el grupo R4 del compuesto de féormula Rs-H se afiade el compuesto de
férmula (Ill) dependera de la estructura precisa del compuesto de férmula (lll), la naturaleza del reactivo Rs-H y las
condiciones de reaccion bajo las cuales se lleva a cabo la reaccion. Normalmente, el grupo de férmula R4 se afiadira
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al atomo de carbono que es capaz de formar el intermedio catidnico mas estable tras la adicion de un proton al
compuesto de férmula (Ill) (es decir, de acuerdo con la regla de Markovnikov). Un experto en la materia apreciaria
que si se desea una localizacién especifica para la adicion del grupo de féormula R4, la seleccién rutinaria de las
condiciones de reaccion y la identidad de los otros grupos en el compuesto de formula (lll) puede ser capaz de
lograr dicha regioselectividad.

Como quedara claro para los expertos en la materia, la metodologia de la presente invencidon es ampliamente
aplicable a procesos y métodos conocidos que implican la conjugacion de fracciones funcionales. Generalmente, los
procesos y métodos convencionales de este tipo pueden modificarse directamente reemplazando un grupo reactivo
con tiol conocido convencionalmente en una molécula de reticulacidon que une dos moléculas funcionales (como un
grupo maleimida) por el compuesto de féormula (la).

Los ejemplos de procesos de rutina incluyen procesos para detectar una sustancia, particularmente una sustancia
de interés bioldgico, como un antigeno o un ADN, y procesos de ensayo para identificar si una sustancia interactia
con dicho compuesto. Por consiguiente, la presente invencion también proporciona las realizaciones (7).

En un aspecto, la realizacion (7) se refiere a un proceso para detectar si una sustancia esta presente en una
muestra. Normalmente, la sustancia es una sustancia de interés bioldgico, por ejemplo, un antigeno. Un compuesto
de la presente invencion se incuba con la muestra. Este compuesto es un conjugado que comprende al menos dos
fracciones funcionales: en primer lugar, una fraccion funcional que es capaz de generar una sefial detectable y, en
segundo lugar, una fraccién funcional que es capaz de interactuar con la sustancia a ensayar. La fraccion funcional
que es capaz de generar una sefial detectable es una fraccidon detectable. La fraccién funcional que es capaz de
interactuar con la sustancia a ensayar es generalmente un anticuerpo.

Preferiblemente, la etapa de incubacion va seguida de una etapa de eliminacion de cualquier cantidad de conjugado
que no haya interactuado con (es decir, unido a) la sustancia a ensayar, por ejemplo, una etapa de lavado. Esto se
puede lograr, por ejemplo, empleando un ensayo en el que la sustancia esta unida a un sustrato sélido (por ejemplo,
mediante una interaccion entre la sustancia y una fraccion funcional adicional que es (a) capaz de interactuar con la
sustancia y (b) que se une al sustrato). En ese caso, el conjugado que no interactia puede eliminarse facilmente
lavando a la vez que se retiene el conjugado que esta unido a la sustancia a ensayar.

El proceso también comprende una etapa de control de una sefial en condiciones que permiten la generacién de una
sefial detectable a partir de dicha fraccion funcional que es capaz de generar una sefial detectable.

En otro aspecto, la realizacion (7) se refiere a un proceso para identificar si una sustancia interactia con una
fraccion funcional de formula R1. El proceso implica las siguientes etapas:

— producir un conjugado que comprende (a) dicha fraccion funcional de formula R+ y (b) una fraccién detectable
que es capaz de producir una sefial que puede ser modificada por dicha sustancia, llevando a cabo un proceso
de la realizacion (2) o (3);

— incubar el conjugado con la sustancia;

— obtener una sefal de la fraccion detectable; y

— comparar la sefial con una sefal de control obtenible cuando el conjugado no ha entrado en contacto con la
sustancia, determinando asi si la sustancia interactta con el conjugado.

Los ensayos de transferencia de energia de resonancia de Forster, o “FRET”, son un ejemplo de realizacién de este
aspecto del proceso de realizacién (7). En un ensayo FRET, la fraccion detectable unida a la fracciéon funcional de
formula R+ es un cromoéforo donante y la sustancia estd marcada con un cromoéforo aceptor. Los pares de cromdéforo
donante/ cromdéforo aceptor son bien conocidos en la técnica. Un ejemplo es el par de proteina fluorescente cian
(CFP)/proteina fluorescente amarilla (YFP). Los ensayos de FRET se pueden usar, por ejemplo, para estudiar
interacciones proteina-proteina, interacciones proteina-ADN y cambios conformacionales de proteina.

Algunos conjugados de la presente invencion pueden ser adecuados para su uso en métodos de tratamiento médico
o diagnéstico. En la presente memoria se divulga el uso de dicho compuesto en un método de tratamiento del
cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia o un método de diagnéstico practicado en el cuerpo humano o
animal. Esta divulgacion también se refiere a un método de tratamiento del cuerpo humano o animal o un método de
diagnéstico practicado en el cuerpo humano o animal que comprende administrar al cuerpo humano o animal un
compuesto de este tipo.

Como reconoceran inmediatamente los expertos en la materia, los conjugados adecuados para tal uso son
generalmente aquellos que comprenden al menos una fraccion biolégicamente activa (especificamente un farmaco).
En un aspecto preferido, la primera fraccion funcional es un farmaco y la segunda fraccién funcional es una fraccion
polimérica (por ejemplo, una fraccion capaz de mejorar la biodisponibilidad y/o la estabilidad in vivo, tal como una
fraccion de polietilenglicol) o un anticuerpo (por ejemplo, para formar un conjugado de inmunotoxina para su uso en
dirigirse a antigenos especificos, como en el tratamiento de canceres).
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Se entendera que el nivel de dosis especifico para cualquier paciente en particular dependera de una variedad de
factores que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el
sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la via de administracion, la tasa de excrecién, la combinaciéon de
farmacos y la gravedad de la enfermedad en particular que se esta tratando. Los niveles de dosis 6ptimos y la
frecuencia de la dosificacion se determinaran mediante un ensayo clinico, pero un ejemplo de dosis seria de 0,1 a
1.000 mg por dia. Los compuestos farmacéuticos pueden prepararse para la administracion por cualquier via
compatible con sus propiedades farmacocinéticas. Las composiciones administrables por via oral pueden estar en
forma de comprimidos, capsulas, polvos, granulos, pastillas, liquidos o preparaciones de gel, tales como soluciones
0 suspensiones parenterales orales, topicas o estériles. Los comprimidos y capsulas para administracion oral
pueden estar en forma de presentacion de dosis unitaria, y pueden contener excipientes convencionales tales como
agentes aglutinantes, por ejemplo jarabe, goma arabiga, gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinilpirrolidona; cargas,
por ejemplo lactosa, azucar, almidon de maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina; lubricante para la fabricacion de
comprimidos, por ejemplo estearato de magnesio, talco, polietilenglicol o silice; disgregantes, por ejemplo, almidén
de patata, o agentes humectantes aceptables como el lauril sulfato de sodio. Los comprimidos pueden recubrirse de
acuerdo con métodos bien conocidos en la practica farmacéutica normal. Las preparaciones orales liquidas pueden
estar en forma de, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes o elixires, o
pueden presentarse como un producto seco para reconstituir con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso.
Dichas preparaciones liquidas pueden contener aditivos convencionales tales como agentes de suspension, por
ejemplo sorbitol, jarabe, metilcelulosa, jarabe de glucosa, grasas comestibles hidrogenadas con gelatina; agentes
emulsionantes, por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitan o acacia; vehiculos no acuosos (que pueden incluir
aceites comestibles), por ejemplo, aceite de almendra, aceite de coco fraccionado, ésteres oleosos tales como
glicerina, propilenglicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de metilo o propilo o acido
soérbico, y si se desea, agentes aromatizantes o colorantes convencionales.

Para la aplicacion topica en la piel, los compuestos farmacéuticos pueden prepararse en forma de crema, locién o
pomada. Las formulaciones de crema o pomada que pueden usarse para el farmaco son formulaciones
convencionales bien conocidas en la técnica, por ejemplo, como se describe en los libros de texto estandar de
productos farmacéuticos tales como la Farmacopea Britanica.

Para la aplicacién topica por inhalacién, los compuestos farmacéuticos pueden formularse para la administracion por
aerosol, por ejemplo, mediante atomizadores a presion o atomizadores ultrasénicos, o preferiblemente mediante
aerosoles medidos impulsados por propelente o por administracién de polvos micronizados sin propelente, por
ejemplo, capsulas de inhalacién u otros sistemas de administracion de “polvo seco”. Los excipientes, tales como, por
ejemplo, propelentes (por ejemplo, Frigen en el caso de aerosoles medidos), sustancias tensioactivas,
emulsionantes, estabilizantes, conservantes, saborizantes y cargas (por ejemplo, lactosa en el caso de inhaladores
de polvo) pueden estar presentes en tales formulaciones inhaladas. Para propdsitos de inhalacion, hay una gran
cantidad de aparatos disponibles con los cuales se pueden generar y administrar aerosoles de tamafo de particula
optimo, utilizando una técnica de inhalacion que es apropiada para el paciente. Ademas del uso de adaptadores
(espaciadores, expansores) y recipientes en forma de pera (por ejemplo, Nebulator®, Volumatic®), y dispositivos
automaticos que emiten una pulverizacién para inhalacion (Autohaler®), para aerosoles medidos, en particular en el
caso de inhaladores de polvo, existen varias soluciones técnicas (por ejemplo, Diskhaler®, Rotadisk®, Turbohaler®
o los inhaladores, por ejemplo, como se describe en la Solicitud de Patente Europea EP 0 505 321).

Para la aplicacion topica en el ojo, los compuestos farmacéuticos pueden prepararse en una soluciéon o suspension
en un vehiculo acuoso o no acuoso estéril adecuado. Aditivos, por ejemplo, tampones tales como metabisulfito de
sodio o edetato disédico; conservantes que incluyen agentes bactericidas y fungicidas, como acetato o nitrato fenil
mercurico, cloruro de benzalconio o clorhexidina, y agentes espesantes como la hipromelosa.

El principio activo también puede administrarse parenteralmente en un medio estéril. Dependiendo del vehiculo y la
concentracion utilizada, el medicamento puede suspenderse o disolverse en el vehiculo. Ventajosamente, los
adyuvantes tales como un anestésico local, agentes conservantes y tampones pueden disolverse en el vehiculo.

Los compuestos farmacéuticos pueden usarse junto con una serie de sustancias farmacéuticamente activas
conocidas.

Ejemplos
Los siguientes Ejemplos ilustran los principios cientificos subyacentes a la presente invencion.
Abreviaturas

DMF Dimetilformamida
TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina)
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Procedimientos generales

Los espectros de RMN de 'H y '3C se registraron a temperatura ambiente en un instrumento Bruker Avance 500 que
funciona a una frecuencia de 500 MHz para 'H y 125 MHz para '®C. Los espectros de RMN de 'H fueron
referenciados a la sefial de CDCls (7,26 ppm). Los espectros de RMN de '3C fueron referenciados a la sefial de
CDCls (77,67 ppm). Los espectros de infrarrojos se registraron en un espectrometro PerkinElmer Spectrum 100 FT-
IR que funciona en modo ATR con frecuencias en centimetros reciprocos (cm'). Los espectros de masas y los datos
de masas de alta resolucion para moléculas pequefias se registraron en un espectrometro de masas VG70-SE
(modo El 'y modo ClI). Los puntos de fusién se tomaron en un bloque térmico Gallenkamp y estan sin corregir. La 3,4-
dibromomaleimida, la somatostatina liofiizada y la TCEP se adquirieron de Sigma-Aldrich y se usaron sin
purificacion adicional.

Espectrometria de masas de proteinas y péptidos

La LC-MS se realizé en muestras de proteinas utilizando un Waters Acquity uPLC conectado a un to Waters Acquity
Single Quad Detector (SQD). Columna: Acquity uPLC BEH C18 1,7 um 2,1 x 50 mm. Longitud de onda: 254 nm.
Fase movil: 95: Agua (0,1 % de acido férmico): MeCN (0,1 % de acido férmico). Gradiente durante 4 min (a 5:95
Agua (0,1 % de acido formico):MeCN (0,1 % de acido férmico). Caudal: 0,6 mil/min. Modo MS: ES+. Rango de
exploracion: m/z = 85-2000. Tiempo de exploracién: 0,25 seg. Datos obtenidos en modo continuo. La fuente de
electronebulizacion de la MS se operé con un voltaje capilar de 3,5 kV y un voltaje de cono de 50 V. Se uso
nitrégeno como nebulizador y gas de desolvatacién a un caudal total de 600 I/h. Los espectros de masas totales se
reconstruyeron a partir de la serie de iones utilizando el algoritmo MaxEnt 1 preinstalado en el software MassLynx. El
analisis MALDI-TOF fue realizado en un MALDI micro MX (Micromass). Los datos se obtuvieron en modo de ion
positivo reflectrén con una fuente de voltaje de 12 kV y una tension de reflectron de 5 kV a una longitud de onda del
laser de 337 nm. Las muestras se prepararon como se describe a continuacion y las que contienen péptido se
dializaron durante 24 h en H20 desionizada. El péptido y sus derivados (0,1-0,3 mg/ml) se mancharon en una placa
MALDI en 2 pl de acido sinapinico (10 mg/ml) después de la deteccién previa de acido trifluoroacético (10 mg/ml).
Se us6 ACTH (10 ng/ml) para la calibracién de masas.

Ejemplo de referencia 1: Preparacion de 4-bromo-1,2-dietil-1,2-dihidro-piridazina-3,6-diona (BrDDPD)

Una mezcla de anhidrido monobromomaleico (177 mg, 1,0 mmol) y N,N'- dietilhidrazina (88 mg, 1,0 mmol) se
calenté en AcOH glacial (3 ml) a 130 °C durante 16 h. El disolvente fue eliminado en vacio y el residuo crudo
purificado por cromatografia en columna (CH2Cl2-5% MeOH/CH2Clz puro) para dar 4-bromo-1,2-dietil-1,2-dihidro-
piridazina-3,6-diona como un solido amarillo (159 mg, 0,64 mmol, 64 %): RMN de 'H (600 MHz, CDClz) & 7,31 (s,
1H), 4,14 (c, J = 7,0 Hz, 2H), 4,07 (c, J = 7,0 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,22 (t, J = 7,0 Hz, 3H); RMN de '3C
(150 MHz, CDCls) 6 156,2 (s), 154,3 (s), 136,0 (d), 133,7 (s), 41,9 (t), 40,7 (t), 13.3 (c), 13.3 (c); IR (solido) 3058,
2979, 2938, 1631, 1595 cm™'; LRMS (Cl) 249 (100, [M8'Br+H]*), 247 (100, [M7®Br+H]*); HRMS (Cl) calc. para
CsH12BrN202 [M+H]* 249.0082, observado 249.0086.

Ejemplo de referencia 2: Preparacion de 4,5-dibromo-1,2-dietil-1,2-dihidro-piridazina-3,6-diona (DiBrDDPD)

O
Br N/\\
N
Br ~

Una mezcla de anhidrido dibromomaleico (256 mg, 1,0 mmol) y N,N'-dietilhidrazina (88 mg, 1,0 mmol) se calent6 en
AcOH glacial (3 ml) a 130 °C durante 16 h. El disolvente fue eliminado en vacio y el residuo crudo purificado por
cromatografia en columna (CH2Cl2-5% MeOH/CH2Cl2 puro) para dar 4,5-dibromo-1,2-dietil-1,2-dihidro-piridazina-3,6-
diona como un sélido amarillo (202 mg, 0,62 mmol, 62 %): RMN de "H (600 MHz, CDClz) & 4,17 (c, J = 7,0 Hz, 4H),
1,28 (t, J = 7,0 Hz, 6H); RMN de 3C (150 MHz, CDCI3) & 153,3 (s), 136,1 (s), 42,4 (t), 13,2 (c); IR (solido) 2979,
2937, 1630, 1574 cm'; LRMS (El) 328 (50, [M8'Bré'Br]*), 326 (100, [M&'Br"®Br]*"), 324 (50, [M7°Br’°Br]*"); HRMS (El)
calc. para CgH10BraN202 [M7°Br7°Br]* 323,9104, observado 323,9097.
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Ejemplo de referencia 3: clonacién y expresiéon del mutante Grb2-SH2 L111C

:

Secuencia de Grb2-SH2 L111C (restos 53-163): MGIEMKPHPWFFGKIP
RAKAEEMLSKQRHDGAFLIRESESAPGDFSLSVKFGND VQHFKVCRDGAGKYFLWVVKFNSLNELVDYHRSTSVS
RNQQIFLRDIEQVPQQPTYVQAGSRSHHHHHH Stop. Masa calculada = 14171

La construccion de ADN para el dominio Grb2 SH2 contenia la secuencia de aminoacidos primaria 53-163 y se clono
en el plasmido QE-60 (Qiagen). El mutante Grb2 SH2 L111C se construyé mediante mutagénesis dirigida al sitio
(Stratagene Kit) utilizando oligonucledtidos que codifican el resto mutado. Ambas construcciones se expresaron en
Escherichia coli (M15 [pREP4], Qiagen) utilizando un promotor T5 y una etiqueta 6-His C-terminal se incorporé para
la purificacion. Los cultivos (1 1) se cultivaron a 37 °C en T.B. de una sola colonia, y la expresion se indujo con IPTG
1,0 mM cuando se alcanzé una DO 00 de 0,9. Los cultivos se dejaron expresar la proteina durante
aproximadamente 3 h antes de que las células se sedimentaran. Los sedimentos se lisaron en fosfato de sodio 0,1
M, NaCl 300 mM, imidazol 50 mM, pH 7,2 que contenia un cdctel inhibidor de proteasa (Roche). El lisado se
centrifugd y el sobrenadante se aplicd a una columna de Ni-NTA (Qiagen). Grb2-SH2 L111C se eluyd de la columna
de Ni-NTA con fosfato de sodio 0,1 M, NaCl 300 mM, imidazol 200 mM a pH 7,2. El Grb2 SH2 L111C recogido tenia
una pureza de aproximadamente el 95 % segun se visualizé mediante SDS-PAGE tefiida con Coomassie. La
dimerizacién del dominio Grb2 SH2 a través del intercambio de dominios ha sido observada previamente. Grb2-SH2
dimérico y monomérico se separaron en una columna de Sephacryl S-100 (320 ml) que se habia preequilibrado con
fosfato de sodio 0,1 M y NaCl 150 mM a pH 8,0. Se eluyeron dos picos, correspondientes a los pesos moleculares
del mondémero (~14 kDa) y el dimero (~28 kDa) Grb2-SH2. Casi el 60 % del dominio Grb2-SH2 L111C se eluy6 de
la columna como mondémero. Se encontré que el mondmero y el dimero separados son sorprendentemente
cinéticamente estables, ya que se observd muy poca interconversion durante un ciclo de meses a 4 °C. El
monomero se concentrd utilizando unidades de filtro centrifugo Amicon® Ultra-4 (Millipore) y la concentracion final
de la proteina se determiné mediante absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de extinciéon obtenido por
McNemar y colaboradores (15,600M-"). La proteina se congeld a una concentracion de 2 mg/ml en alicuotas de 100
ml que se descongelaron segun lo requerido para los experimentos. La masa de la proteina monomérica (masa
14170) se obtuvo usando ESI-MS.

A una solucién de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) a
0 °C se afadi6 reactivo de Eliman (5 pl, solucion 282 mM en H20) a 0 °C. La mezcla se agité en vortex durante 1 sy
se mantuvo a 0 °C durante 10 minutos, después de lo cual la mezcla se analizé mediante LC-MS. El analisis mostré
que se habia producido una unica reacciéon que daba un solo producto con una masa de 14370 que mostraba que
C111 estaba disponible para la funcionalizacion.

Ejemplo de referencia 4: Preparacion del aducto dominio GrB2-SH2 L111C / BrDDPD

A una solucién de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) se
afadio BrDDPD (5 pl, solucion 282 mM en DMF) a 0 °C. La mezcla se agitd en voértex durante 1 s, luego se mantuvo
a 37 °C durante 1 h. El andlisis utilizando LC-MS mostré que el producto deseado se habia formado con un
rendimiento cuantitativo (masa 14348).

Ejemplo de referencia 5: Escision mediada por B-mercaptoetanol del aducto dominio GrB2-SH2 L111C /
BrDDPD

A una solucion de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) se
afadié BrDDPD (5 ul, soluciéon 282 mM en DMF) a 0 °C. La mezcla se agitd en vortex durante 1 s, luego se mantuvo
a 37 °C durante 1 h. El anadlisis usando LC-MS mostré que el aducto proteina/BrDDPD se habia formado con un
rendimiento cuantitativo (masa 14348).

La mezcla se dializé durante 40 horas a 4 °C (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) y se traté con (-
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mercaptoetanol (5 pl, solucién 2,82 M en H20) a 37 °C. La mezcla se agit6é en vortex durante 1 s y se mantuvo a 37
°C durante 2 h, después de lo cual la mezcla se analizé mediante LC-MS. El analisis mostré que se habia formado el
producto deseado (masa = 14180) en conversion cuantitativa.

Ejemplo de referencia 6: Preparacion del aducto dominio GrB2-SH2 L111C / DiBrDDPD

A una solucién de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) a
0 °C se anadié DiBrDDPD (5 pl, solucion 282 mM en DMF). La mezcla se agité en vortex durante 1 s, luego se
mantuvo a 37 °C durante 1 h. El analisis utilizando LC-MS mostré que el producto deseado se habia formado con un
rendimiento cuantitativo (masa 14427).

Ejemplo de referencia 7: Escision mediada por B-mercaptoetanol del aducto dominio GrB2-SH2 L111C /
DiBrDDPD

A una solucion de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) a
0 °C se afadié DiBrDDPD (5 pl, solucion 282 mM en DMF). La mezcla se agité en vortex durante 1 s, luego se
mantuvo a 37 °C durante 1 h. El analisis con LC-MS mostré que el aducto proteina/DiBrDDPD se habia formado en
rendimiento cuantitativo (masa 14427).

La mezcla se dializé durante 40 horas a 4 °C (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0), luego se traté con -
mercaptoetanol (5 pl, solucién 2,82 M en H20) a 37 °C. La mezcla se agit6 en vortex durante 1 s y se mantuvo a 37
°C durante 2 h, después de lo cual la mezcla se analizé mediante LC-MS. El analisis mostré que se habia formado el
producto deseado (masa = 14180) en conversion cuantitativa.

Ejemplo 1: Preparacion del aducto dominio GrB2-SH2 L111C / DiBrDDPD/ -1-tioglucosa

A una solucion de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) a
0 °C se afadié DiBrDDPD (5 pl, solucion 282 mM en DMF). La mezcla se agité en vortex durante 1 s, luego se
mantuvo a 37 °C durante 1 h. El analisis con LC-MS mostré que el aducto proteina / DiBrDDPD se habia formado en
rendimiento cuantitativo (masa 14427).

La mezcla se dializé durante 40 ha 4 °C (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0), luego se traté con (3-1-
tioglucosa (5 pl, solucion 28,2 mM en H20) a 0 °C. La mezcla se agité6 en vortex durante 1 s y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 1 h, después de lo cual la mezcla se analizé6 mediante LC-MS. EIl analisis mostré que
el aducto proteina / DiBrDDPD / 3-1-tioglucosa era la Unica especie de proteina presente (masa = 14543).

Ejemplo 2: Escision mediada por B-mercaptoetanol del aducto dominio GrB2-SH2 L111C / DiBrDDPD/ B-1-
tioglucosa

A una solucion de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) a
0 °C se afadié DiBrDDPD (5 pl, solucion 282 mM en DMF). La mezcla se agité en vortex durante 1 s, luego se
mantuvo a 37 °C durante 1 h. El andlisis con LC-MS mostr6 que el aducto proteina / DiBrDDPD se habia formado en
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rendimiento cuantitativo (masa 14427).

La mezcla se dializé durante 40 h a 4 °C (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0), luego se traté con B-1-
tioglucosa (5 pl, solucién 28,2 mM en H20) a 0 °C. La mezcla se agité en vértex durante 1 s y se mantuvo a
temperatura ambiente durante 1 h, después de lo cual la mezcla se analizé mediante LC-MS. EIl analisis mostré que
el aducto proteina / DiBrDDPD / 3-1-tioglucosa era la Unica especie de proteina presente (masa = 14543).

La mezcla se traté con B-mercaptoetanol (5 pl, solucién 2,82 M en H20) a temperatura ambiente. La mezcla se agitod
en vortex durante 1 s y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos, después de lo cual la mezcla se
analizé mediante LC-MS. El analisis mostré que el producto deseado se habia formado (masa = 14180) en
conversion cuantitativa.

Ejemplo 3: Preparacion del aducto dominio GrB2-SH2 L111C / BrDDPD / B-1-tioglucosa

A una solucién de proteina modelo (100 pl, [Proteina] 2,0 mg/ml, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0) se
afadié BrDDPD (5 pl, solucion 282 mM en DMF) a 0 °C. La mezcla se agitd en vortex durante 1 s, luego se mantuvo
a 37 °C durante 1 h. El analisis usando LC-MS mostré que el aducto proteina / BrDDPD se habia formado en
rendimiento cuantitativo (masa 14348).

La mezcla se dializé durante 40 h a 4 °C (fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 8,0), luego se trat6 con (-1-
tioglucosa (5 pl, solucion 28,2 mM en H20 a 0 °C. La mezcla se agit6é en vortex durante 1 s y se mantuvo a 37 °C
durante 1 h, después de lo cual la mezcla se analizé6 mediante LC-MS. El analisis mostré que el aducto proteina /
BrDDPD / B-1-tioglucosa se formé en una conversion del 17 % (masa = 14543).

Ejemplo de referencia 8: Modificacion y regeneracion de la somatostatina
Preparacion de somatostatina reducida

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe

SH Trp

SH Lys
HO-Cys-Ser-Thr-Phe-Thr
La somatostatina liofilizada (masa = 1638) se solubilizé en un tampon (fosfato de sodio 50 mM, pH 6,2, MeCN 40 %,
DMF 2,5 %) para obtener una concentracion de 152,6 uM (0,25 mg/ml) y se redujo con 1,1 equivalentes de TCEP
durante 1 h a temperatura ambiente. La finalizacién de la reduccién se confirmé mediante la adicion de 4
equivalentes de dibromomaleimida a una parte alicuota de la muestra y el analisis por LC-MS.

Modificacién de la somatostatina con DiBrDDPD

H-Ala-Gly-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe

~SN S Trp

|

|
HO-Cys-Ser-Thr-Phe-Thr

Se solubilizé la somatostatina liofilizada (masa = 1638) en tampodn (fosfato de sodio 50 mM, pH 6,2, MeCN 40 %,
DMF 2,5 %) para obtener una concentracion de 152,6 uM (0,25 mg/ml) y se redujo con 1,1 equivalentes de TCEP
durante 1 h a 21 °C. La finalizaciéon de la reduccion se confirmé por LCMS (masa = 1640). Se afiadié DiBrDDPD
(100 moles eq) y la reaccion se mantuvo a 21 °C durante 10 minutos. Se observé que el aducto de somatostatina /
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DiBrDDPD forma una conversion cuantitativa (masa = 1803).
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> UCL Business PLC

<120> ENLACE COVALENTE REVERSIBLE DE MOLECULAS FUNCIONALES
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<130> N.108262B

<140> 10742867.4
<141> 09-08-2010

<150> PCT/GB10/001499
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<150> GB 0914321.5
<151> 14-08-2009

<150> GB 0913965.0
<151> 10-08-2009

<150> GB 0913967.6
<151> 10-08-2009

<160>5

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 123

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Mutante Grb2-SH2 L111C

<400> 1

27



10

15

20

25

30

<210> 2
<211> 14

Met

Arg

Phe

Val

Ala

65

Leu

Phe

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

<210>3
<211> 14

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Somatostatina modificada

<220>

Gly

Ala

Leu

Lys

50

Gly

Val

Ile

Lys

Ile

35

Phe

Lys

Asp

Arg

Glu

Ala

20

Arg

Gly

Tyr

Tyr

Asgp
100

Met

Glu

Glu

Azn

Phe

His

85

Ile

ES 2699312713

Lys

Glu

Ser

Asp

Leu

Arg

Glu

Pro

Met

Glu

Val
55

Trp

Ser

Gln

His

Ser

40

Gln

Val

Thr

Val

Pro

Ser

25

Ala

His

Val

Ser

Pro
105

Trp

10

Lys

Pro

Phe

Lys

Val

20

Gln

Phe

Gln

Gly

Lys

Phe

75

Ser

Gln

Phe

Arg

Asp

Val

60

Azn

Arg

Pro

Gly

His

Phe

45

Cys

Ser

Asn

Thr

Lys

Asgp

30

Ser

Arg

Leu

Gln

Tyr
110

Ala Gly Ser Arg Ser His His His His His His
115

120

Ile

15

Gly

Leu

Asp

Azn

Gln

95

Val

Ala Gly Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys

1

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)
<223> Cisteina modificada con bromomaleimida

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)
<223> Cisteina modificada con bromomaleimida

<400> 3

5

28
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Ala Gly Xaa Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Xaa

1 5

<210>4

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Somatostatina modificada con anhidrido dibromomaleico

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Cisteina modificada con anhidrido dibromomaleico

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)

<223> Cisteina modificada con anhidrido dibromomaleico

<400> 4

Ala Gly Xaa Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Xaa

1 5

<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Somatostatina modificada con DiBrDDPD

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(3)

<223> Cisteina modificada con DiBrDDPD

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> Cisteina modificada con DiBrDDPD

<400> 5

Ala Gly Xaa Lyg Asn Phe Phe Trp Lyg Thr Phe Thr Ser Xaa

1 5

29
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10
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto de férmula (la) como un reactivo para unir un compuesto de férmula R1-H que comprende
una primera fraccion funcional de férmula F1 a una segunda fraccion funcional de férmula F2

Rs Rs'

en la que:

— Xy X' representan cada uno oxigeno;

— Y es un grupo saliente electrdfilo;

— Rs y Rs' juntos forman un grupo de féormula -N(Rs3)-N(Rs3) -, en la que cada Rss es igual o diferente y
representa un atomo de hidrégeno o un grupo de férmula Y, Nu, -L(Z)» 0 IG;

— R1 es un grupo de formula -F1 0 -S-L-F1 y R1-H comprende al menos un primer grupo SH;

— Rz representa un atomo de hidrégeno o un grupo de férmula Y, Nu, -L (Z)x 0 IG;

— cada grupo de formula Y es igual o diferente y representa un grupo saliente electroéfilo;

— cada grupo de formula Nu es igual o diferente y representa un nucledfilo seleccionado de -OH, -SH, -NHz y -
NH(alquilo C1-6);

— cada grupo de formula L es igual o diferente y representa un grupo enlazador;

— cada grupo de férmula Z es igual o diferente y representa un grupo reactivo unido a un grupo de formula L
que es capaz de reaccionar con un compuesto que contiene una segunda fraccién funcional de férmula F2 de
manera que dicha segunda fraccion funcional se une a dicho grupo de féormula L;

- nes1,203;y

— cada grupo de formula IG es igual o diferente y representa una fraccion que es un grupo alquilo Ci-20, un
grupo alquenilo C2-20 0 un grupo alquinilo Cz20, que esta sin sustituir o estd sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados de atomos de haldégeno y grupos de acido sulfénico, y en el cual (a) 0, 1 0 2
atomos de carbono se reemplazan por grupos seleccionados de arileno Ce-10, heteroarileno de 5 a 10
miembros, carbociclileno Cs.7 y grupos heterociclileno de 5 a 10 miembros, y (b) 0, 1 o 2 grupos -CH2- se
reemplazan por grupos seleccionados entre grupos -O-, -S-, -S-S-, -C(O)- y -N(alquilo C1-s)-, en la que:

(i) dichos grupos arileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno estan sin sustituir o estan
sustituidos con uno o mas sustituyentes seleccionados de atomos de halégeno y grupos alquilo C1.,
alcoxi C1.6, alquiltiol C1.6, -N(alquilo C1-6)(alquilo C1.-6), grupos nitro y acido sulfénico; y

(ii) 0, 1 o 2 atomos de carbono en dichos grupos carbociclileno y heterociclileno estan reemplazados por
grupos -C(0) -; ¥

—una de la primera fraccion funcional y la segunda fraccién funcional es una proteina que es un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que es capaz de unirse a un antigeno especifico a través de un epitopo en el
antigeno, y la otra de la primera fraccion funcional y la segunda fraccion funcional es un farmaco o

—una de la primera fraccién funcional y la segunda fraccion funcional es una fraccion polimérica seleccionada
de péptidos, proteinas, polisacaridos, poliéteres, poliaminoacidos, poli(alcoholes vinilicos),
polivinilpirrolidonas, poli(acido(met)acrilico, poliuretanos y polifosfazenos, y la otra de la primera fraccién
funcional y la segunda fraccién funcional es un farmaco; o

—una de la primera fraccion funcional y la segunda fraccién funcional es una proteina que es un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo que es capaz de unirse a un antigeno especifico a través de un epitopo en el
antigeno, y la otra de la primera fraccion funcional y la segunda fraccion funcional es una fraccion
detectable seleccionada del grupo que consiste en fracciones cromogénicas, fracciones fluorescentes,
fracciones radiactivas y fracciones electroquimicamente activas;

en la que el grupo R1 se une al compuesto de formula (la) mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el
compuesto de férmula Ri-H en la posicion 2 del compuesto de férmula (Ia), de manera que el grupo Y en la posicion
2 se reemplaza por el grupo Ri.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:
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(A):

Y es un atomo de halégeno o un grupo ftriflato, tosilato, mesilato, N-hidroxisuccinimidilo, N-
hidroxisulfosuccinimidilo, alquiltiol C1.s, heterocicliltiol de 5 a 10 miembros, ariltiol Cs.10, carbocicliltiol Cs.7, -
OC(0O)CHs,-OC(O)CFs3, feniloxi, -NRxRyRz* o el grupo -PRxRyR:*, en el cual Rx, Ry y Rz son iguales o diferentes y
se seleccionan de atomos de hidrégeno y grupos alquilo C1.6 y fenilo; y/o

(B):

L representa una fraccion que es un grupo alquileno C1-20, un grupo alquenileno C2-20 0 un grupo alquinileno
C2-20, que no esta sustituido o estad sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de atomos de
halégeno y grupos acido sulfénico, y en la que (a) 0, 1 o 2 atomos de carbono estan reemplazados por
grupos seleccionados de grupos arileno Ce.10, heteroarileno de 5 a 10 miembros, carbociclileno Cs.7 y
heterociclileno de 5 a 10 miembros, y (b) 0, 1 0 2 grupos -CHz- estan reemplazados por grupos seleccionados
de los grupos -O-, -S-, - S- S-, -C(0)- y -N(alquilo C16)-, en la que:

(i) dichos grupos arileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno no estan sustituidos o estan sustituidos
por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de atomos de halégeno y alquilo C1.6, alcoxi C1.6, alquiltiol C1 -6, -
N(alquilo C1s)(alquilo C16), grupos nitro y acido sulfénico; y

(i) 0, 1 o 2 atomos de carbono en dichos grupos carbociclileno y heterociclileno estan reemplazados por
grupos -C(0)-; y/o

(C)
Z representa:

(a) un grupo de férmula -LG, -C(O)-LG, -C(S)-LG 0 -C(NH)-LG en la que LG es un grupo saliente electrofilo;
(b) un nucledfilo Nu' seleccionado de grupos -OH, -SH, -NH2, -NH(alquilo C1.6) y grupos -C(O)NHNHz;

(c) una fraccién ciclica Cyc, que es capaz de una reaccion electréfila por apertura del anillo con un nucledfilo;
(d) un grupo de férmula -S(Oz2)(Hal) en la que Hal es un atomo de haldgeno;

(e) un grupo de férmula -N=C=0 o -N=C=S;

(f) un grupo de férmula -S-S(IG') en la que IG' representa un grupo de férmula IG segun se define en la
reivindicacion 2;

(9) un grupo AH, que es un grupo arilo Ce-10 que esta sustituido por uno o mas dtomos de halégeno;

(h) un grupo fotorreactivo que es capaz de activarse por la exposicion a la luz ultravioleta;

(i) un grupo de formula -C(O)H o -C(O)(alquilo C1-6);

(j) un grupo maleimido;

(k) un grupo de féormula -C(O)CHCHz;

(1) un grupo de férmula -C(O)C(N2)H o -PhN?*, donde Ph representa un grupo fenilo; o

(m) un grupo epodxido; y/o

(D)

IG representa una fraccion que es un grupo alquilo C1.6, un grupo alquenilo C2.6 0 un grupo alquinilo Cz2.6 no
sustituido, en el que (a) 0 o 1 atomo de carbono es reemplazado por un grupo seleccionado de grupos fenileno,
heteroarileno de 5 a 6 miembros, carbociclileno Cs-s y heterociclileno de 5 a 6 miembros, en la que dichos grupos
fenileno, heteroarileno, carbociclileno y heterociclileno no estan sustituidos o estan sustituidos por uno o dos
sustituyentes seleccionados de atomos de haldégeno y grupos alquilo C14y alcoxi C14, y (b) 0, 1 0 2 grupos -CHz-
estan reemplazados por grupos seleccionados de grupos -O-, -S- y-C(O)-; y/o

(E):

nes 1;ylo

(F):

dicho farmaco es un agente citotéxico.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que:

— R1esungrupo de formula -F1;

— F1es un péptido o proteina que comprende al menos un primer resto de cisteina; y

— el grupo R1 se une al compuesto de formula (la) mediante el ataque nucledfilo del grupo tiol de dicho primer
resto de cisteina en la posicién 2 del compuesto de férmula (la), de tal manera que el grupo Y es
reemplazado por el grupo tiol en el primer resto de cisteina en el grupo Ry;

y en la que opcionalmente:

— Rzesun grupo de formula Y;

— R1 comprende ademas al menos un segundo resto de cisteina y

— el grupo R1 se une ademés al compuesto de formula (la) mediante el ataque nucledfilo del grupo tiol de
dicho segundo resto de cisteina en la posiciéon 3 de la fraccion de formula (la), de tal manera que el grupo
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R2 es reemplazado por el grupo tiol en el segundo resto de cisteina en el grupo Ry;
4. Un proceso para producir un conjugado, proceso que comprende

(i) hacer reaccionar un compuesto de férmula (la) con un compuesto de férmula R1-H, produciendo asi un
compuesto de formula (1)

R; Rg Ry Rs

R4 Ro
(ITa) (IT)

(ii) unir posteriormente una fraccion de formula F2 a dicho compuesto de férmula (l1);

en la que la etapa (i) implica unir el grupo R1 mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el compuesto
de férmula R4-H en la posicion 2 de la fraccion de férmula (la), de manera que el grupo Y en la posicion 2 se
reemplaza por el grupo Ry,

y en la que X, X', Y, R4, Rz, R3, Ra y F2 son todos como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones
1a3.

5. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que:

(A):

el proceso comprende unir F2 al compuesto de formula (l) mediante una reaccion de adicion electrofila de F2 en
el doble enlace carbono-carbono entre la posicién 2 y la posicion 3 de la férmula (11); o

(B):

R2 representa un grupo de formula Y, Nu o -L(Z)~ y el proceso comprende unir F2 al compuesto de férmula (I1)
mediante una reaccion entre F2 y dicho grupo de formula Y, Nu 0 -L(Z)n.

6. Un proceso para producir un conjugado, proceso que comprende hacer reaccionar un compuesto de formula R+-H
con un compuesto de formula (lla)

Raa Raa'

(ITa)
en la que:

— Rsa y Rsa juntos forman un grupo de férmula -N(Rssa')-N(Rssa)-, en la que cada Rssza es igual o diferente y
representa un grupo de formula Rss' 0 un grupo de formula F2 0 -L(F2)m(Z)n-m;

— Rearepresenta un grupo de férmula Rz o un grupo de férmula Fz o -L(F2)m(Z)n-m;

— m es un numero entero que tiene un valor de cero a n;

— el compuesto de férmula (lla) comprende al menos un grupo de férmula Fz;

— F2 es como se define en la reivindicacion 1;

- X, X', Rs, R3', Raz, Rz, L, Z'y n son todos como se ha definido en la reivindicacion 1 o 2;

— R1 es como se define en la reivindicacion 1 0 3; y

— el proceso implica unir el grupo R1 mediante el ataque nucledfilo del primer grupo SH en el compuesto de formula
R1-H en la posicion 2 del compuesto de férmula (lla), de modo que el grupo Y en la posicion 2 se reemplaza por
el grupo R1.

7. Un proceso que comprende
(i) proporcionar un compuesto de formula (Ill) o (llla); y

(i) escindir el enlace entre el grupo R+ y el atomo de carbono en la posicion 2 del compuesto de formula (lll) o

(Illa)
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(I0a)

en la que:

— Rsa y Rsa juntos forman un grupo de férmula -N(Rssa')-N(Rssa)-, en la que cada Rssa es igual o diferente y
representa un grupo de férmula Rz o un grupo de férmula F2 0 -L(F2)m(Z)n-m;

— Rearepresenta un grupo de férmula Rz o un grupo de férmula Fz o -L(F2)m(Z)n-m;

— m es un numero entero que tiene un valor de cero a n;

— R4 es como se define en la reivindicaciéon 1 o 3;

— F2 es como se define en la reivindicacion 1;

- X, X', Rs, R3', Raz, Rz, L, Zy n son todos como se ha definido en la reivindicacion 1 o 2.

y en la que cuando el proceso implica el compuesto de férmula (llla):

— R1 del compuesto de férmula (llla) comprende al menos un primer grupo tiol y un segundo grupo tiol, estando
dicho primer grupo tiol unido a la posicién 2 en el compuesto de férmula (llla) y estando un segundo grupo tiol
unido a la posicién 3 en el compuesto de féormula (llla); y

— la etapa (ii) implica ademas escindir el enlace entre el grupo R1 y el atomo de carbono en la posicién 3 de la
fraccion de férmula (ll1a).

8. Un compuesto, compuesto que es:

(A) un compuesto de formula (lla) como se define en la reivindicacién 6; o

(B) un compuesto de férmula (Ill) como se define en la reivindicacion 7, que comprende al menos un grupo de

férmula F2 y en la que R2a no es un atomo de hidrégeno.

9. Un compuesto de férmula (llla) como se define en la reivindicacion 7.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende al menos un grupo de féormula Fo.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 9 o 10, en el que R+ es un péptido o proteina que comprende al
menos dos restos de cisteina, restos de cisteina que preferiblemente forman un puente disulfuro interno en el
péptido o proteina cuando dicho péptido o proteina no esta unido en el compuesto de férmula (ll1a).

12. Un proceso que es:

(A) un proceso para detectar si una sustancia esta presente en una muestra, proceso que comprende:

— proporcionar un compuesto como se define en (B) de la reivindicacion 8 o la reivindicacion 10, en el que una
de dicha primera fraccion funcional y dicha segunda fraccién funcional es una fraccién funcional que es capaz
de generar una sefial detectable y la otra de dicha primera fraccién funcional y dicha segunda fraccion
funcional es una fraccién funcional que es capaz de interactuar con dicha sustancia;

— incubar dicha muestra con dicho compuesto; y

— rastrear una sefial en condiciones que permitan la generacion de una sefial detectable de dicha fraccion

funcional que es capaz de generar una sefial detectable; o

(B) un proceso para identificar si una sustancia interactia con una fracciéon funcional de férmula R1, proceso que

33



10

15

ES 2699312713

comprende:

— producir un conjugado que comprende (a) dicha fraccién funcional de férmula R1 y (b) una fraccion detectable
que es capaz de producir una sefial que puede ser modificada por dicha sustancia, llevando a cabo un
proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6;

— incubar dicho conjugado con dicha sustancia;

— obtener una sefal de dicha fraccion detectable; y

— comparar dicha sefial con una sefial de control obtenible cuando dicho conjugado no ha sido puesto en
contacto con la sustancia, determinando asi si la sustancia interactia con el conjugado.

13. Un proceso como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el proceso comprende
ademas unir una o mas fracciones funcionales adicionales al conjugado, en el que cada fraccién funcional adicional
es igual o diferente y se selecciona de una fraccion detectable, una fraccién enzimaticamente activa, una etiqueta de
afinidad, un hapteno, un vehiculo inmunogénico, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo, un antigeno, un ligando,
una fraccion biolégicamente activa, un liposoma, una fraccion polimérica, un aminoacido, un péptido, una proteina,
una célula, un carbohidrato, un ADN y un ARN.
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