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DESCRIPCION
Conjugados que contienen enlazantes espaciadores hidrdfilos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a composiciones y usos en la administracion dirigida de farmacos. Mas
particularmente, la invencién esta dirigida a conjugados de administracién de farmacos de unidn al receptor de la
superficie celular que contienen enlazantes espaciadores hidrofilos para uso en el tratamiento de estados de
enfermedad causados por poblaciones de células patégenas y a composiciones farmacéuticas que usan e incluyen
tales conjugados.

Antecedentes

El sistema inmune de los mamiferos proporciona un medio para el reconocimiento y la eliminacién de células
tumorales, otras células patdgenas y la invasion de patdgenos extrafios. Si bien el sistema inmune normalmente
proporciona una linea de defensa fuerte, hay muchos casos en los que las células cancerosas, ofras células
patégenas o los agentes infecciosos evaden una respuesta inmunitaria del huésped y proliferan o persisten con la
patogenicidad concomitante del huésped. Se han desarrollado agentes quimioterapéuticos y terapias de radiacion,
por ejemplo, para eliminar la replicacion de neoplasias. Sin embargo, muchos de los agentes quimioterapéuticos
actualmente disponibles y los regimenes de radioterapia tienen efectos secundarios adversos porque no solo
destruyen las células patdgenas, sino que también afectan a las células huésped normales, tales como las células
del sistema hematopoyético. Los efectos secundarios adversos de estos medicamentos contra el cancer resaltan la
necesidad de desarrollar nuevas terapias selectivas para poblaciones de células patégenas y con una toxicidad
reducida para el huésped.

Los investigadores han desarrollado protocolos terapéuticos para destruir células patégenas dirigiendo compuestos
citotoxicos a tales células. Muchos de estos protocolos utilizan toxinas conjugadas a anticuerpos que se unen a
antigenos unicos o sobreexpresados por las células patdogenas en un intento de minimizar el suministro de la toxina
a las células normales. Usando este enfoque, se han desarrollado ciertas inmunotoxinas que consisten en
anticuerpos dirigidos a antigenos especificos en células patdgenas, los anticuerpos estan vinculados a toxinas como
la ricina, la exotoxina de Pseudomonas, la toxina de la difteria y el factor de necrosis tumoral. Estas inmunotoxinas
se dirigen a las células patdgenas, como las células tumorales, que llevan los antigenos especificos reconocidos por
el anticuerpo (Olsnes, S., Immunol. Today, 10, pp. 291-295, 1989; Melby, E.L., Cancer Res., 53(8), pp. 1755-1760,
1993; Better, M.D., PCT Publication Number WO 91/07418, published May 30, 1991).

Otro enfoque para atacar poblaciones de células patdgenas, tales como células cancerosas o patdégenos extrafios,
en un huésped es potenciar la respuesta inmune del huésped contra las células patégenas para evitar la necesidad
de administracion de compuestos que también pueden exhibir toxicidad del huésped independiente. Una estrategia
informada para la inmunoterapia es unir los anticuerpos, por ejemplo, los anticuerpos multiméricos de ingenieria
genética, a la superficie de las células tumorales para mostrar la regién constante de los anticuerpos en la superficie
celular y, por lo tanto, inducir la muerte de las células tumorales mediante diversos procedimientos mediados por el
sistema inmune (Dc Vita, V.T., Biologic Therapy of Cancer, 2d cd. Philadelphia, Lippincott, 1995; Soulillou, J.P., U.S.
Patent 5,672,486). El documento US20050002942 A1 describe conjugados de administracion de farmacos de union
a receptores de vitaminas. Sin embargo, estos enfoques se han complicado por las dificultades para definir
antigenos especificos de tumores. Por consiguiente, se necesitan compuestos y procedimientos adicionales para
dirigirse selectivamente a poblaciones de células patégenas.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la invencidon es el que se expone en las reivindicaciones. Se ha descubierto que los agentes
terapéuticos, los agentes de diagndstico y los agentes de formacion de imagenes se pueden conjugar con otros
compuestos para controlar o alterar su comportamiento, biodistribucion, metabolismo y/o depuracion in vivo. En una
realizacion ilustrativa de la invencion, se describen conjugados de compuestos que incluyen un enlazante
espaciador hidrofilo. En un aspecto, se describen conjugados de compuestos que incluyen tanto un enlazante
espaciador hidréfilo como un ligando diana. En un aspecto, la invencion se refiere a compuestos de la férmula

B-L-A

en la que B es un ligando de unién al receptor que se une a un receptor de células diana, L es un enlazante que
comprende uno o mas enlazantes espaciadores hidréfilos, y A representa uno o mas agentes de diagndstico,
terapéuticos o de formacion de imagenes, en la que al menos uno de los espaciadores hidrofilos Los enlazantes
comprenden al menos tres grupos polihidroxilo.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos como anteriormente, y opcionalmente un portador, diluyente o
excipiente para los mismos, o una combinacién de los mismos.
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Un aspecto adicional de la invencion se refiere a un compuesto como el anterior o una composicion farmacéutica
que comprende el compuesto anterior, para uso en un procedimiento para tratar una enfermedad o afeccién, o una
combinacién de los mismos, en el que el tratamiento incluye dirigirse a una célula que expresa o sobreexpresa un
receptor capaz de unirse al ligando de union B al receptor.

Un aspecto adicional de la invencién se relaciona con el uso de un compuesto como el anterior o una composicion
farmacéutica que comprende el compuesto como el anterior en la preparacion de un medicamento para tratar una
enfermedad o afeccién, o una combinacion de los mismos, en el que el tratamiento incluye dirigirse una célula que
expresa o sobreexpresa un receptor capaz de unirse al ligando de unién B al receptor.

En una divulgacion, los compuestos dirigidos a la unidn que no son receptores de la siguiente formula en este
documento se describen:

L-A

en la que L es un enlazante que comprende uno o mas enlazantes espaciadores hidrofilos y A es un agente de
diagndstico, terapéutico o de formacion de imagenes. En una variacion, el enlazante L no incluye un enlazante
liberable. En otra variacion, el enlazante L incluye un enlazante liberable. En otra realizacion, al menos uno de los
enlazantes espaciadores hidréfilos se forma a partir de o incluye al menos un carbohidrato. En una variacion, el
carbohidrato forma parte de la cadena enlazante que conecta B y A. En otra variacion, el carbohidrato forma parte
de una cadena lateral unida a la cadena enlazante que conecta B y A.

Se aprecia que en cada una de las realizaciones anteriores, se puede unir mas de un ligando de union B al receptor
a los enlazantes descritos en este documento. Se aprecia ademas que se puede unir mas de un agente A los
enlazantes descritos en este documento. Tales conjugados de multiligandos y/o multifarmaco también se describen
en este documento, en los que el enlazante comprende un enlazante espaciador hidréfilo.

En otra realizacion, los compuestos en este documento se describen que tienen una absorciéon reducida por el
higado y es menos probable que sean eliminados por el higado. En un aspecto, tales compuestos se eliminan
preferencialmente mediante los procedimientos renales en comparacioén con los procedimientos hepaticos.

El agente o agentes A incluyen farmacos terapéuticos, agentes de diagndstico, agentes de formacion de imagenes y
cualquier otro compuesto que se suministre de forma deseable o ventajosa a una célula dirigiéndose a un receptor
celular. Los farmacos ilustrativos incluyen farmacos citotoxicos, agentes antiinflamatorios y similares. Los agentes de
diagndstico ilustrativos y los agentes de formacién de imagenes incluyen agentes de formacion de imagenes PET,
agentes de formacién de imagenes fluorescentes, radioligandos, agentes complejantes de radioligandos y otros.

En las realizaciones de compuestos, composiciones y procedimientos descritos en este documento, las células que
se pueden dirigir con los agentes terapéuticos, de diagnostico y/o de formacion de imagenes A incluyen una amplia
variedad, tal como, pero no se limita a, células cancerosas y células bacterianas, células tumorales, monocitos,
macrofagos activados, células progenitoras, tales como células progenitoras endoteliales, otras células inflamatorias,
placas aterosclerdticas, infecciones y otras. La orientacion de la célula se logra mediante la seleccién apropiada de
un ligando de unién B al receptor celular. Se aprecia que la orientacion selectiva o especifica de una célula in vivo se
puede lograr seleccionando un receptor que sea expresado o sobreexpresado preferencialmente por la célula diana.
De forma ilustrativa, la célula diana expresa o sobreexpresa preferencialmente un receptor de vitamina, tal como los
receptores de folato.

En otra realizacion, los conjugados descritos en este documento se incluyen en composiciones farmacéuticas en
cantidades eficaces para tratar enfermedades y estados de enfermedad asociados con poblaciones de células
patégenas.

En otra realizacién, los conjugados descritos en este documento y las composiciones farmacéuticas que los
contienen son para uso en procedimientos para tratar enfermedades y estados de enfermedad asociados con
poblaciones de células patdégenas.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra la afinidad de unién relativa de EC234, DPM para el acido félico () y EC0234 (m).

La figura 2 muestra la actividad de EC0258 contra las células KB (2h de pulso/72h caza) para EC258 (e) y
EC258 + exceso de acido félico (o).

La figura 3A muestra el efecto de EC0234 y EC0246 contra tumores M109 en ratones, controles (m) no
tratados, EC145 estandar (TIW 3umol/kg, 3 semanas) (e), EC0234 (TIW 3 umol/kg, 3 semanas) (V) y
EC0246 (TIW 3 pmol/kg, 3 semanas) (A).

La figura 3B muestra el efecto de EC0234 y EC0246 sobre el cambio porcentual del peso corporal, controles
no tratados (m), EC145 estandar (TIW 3umol/kg, 3 semanas) (¢), EC0234 (TIW 3 umol/kg, 3 semanas) (V), y
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EC0246 (TIW 3 umol/kg, 3 semanas) (A); lo que indica que no se observé una gran toxicidad durante el
tratamiento.

La figura 4A muestra el efecto sobre el volumen del tumor KB en ratones de EC0396 (V), EC145 (A) y
control (m) de PBS dosificados a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el ultimo dia
de dosificacion).

La figura 4B muestra el efecto sobre el cambio porcentual del peso corporal de EC0396 (V), EC145 (A) y
control (m) de PBS dosificados a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el dltimo dia
de dosificacion); lo que indica que no se observo una gran toxicidad durante el tratamiento.

La figura 5A muestra el efecto sobre el volumen del tumor KB de EC0400, EC145 (A) y control de PBS (m)
dosificados a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el Ultimo dia de dosificacion).

La figura 5B muestra el efecto sobre el cambio porcentual del peso corporal de EC0400 (o), EC145 (A) y
control (m) de PBS dosificados a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el ultimo dia
de dosificacion); lo que indica que no se observé una gran toxicidad durante el tratamiento.

La figura 6A muestra el efecto sobre el volumen del tumor de EC0429 (v) y EC145 (A), dosificado a 2
pmol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el ultimo dia de dosificaciéon) en comparacion
con los controles no tratados () para tumores M109 en ratones Balb/c.

La figura 6B muestra el efecto sobre el cambio porcentual del peso corporal EC0429 (V) y EC145 (A),
dosificado a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el ultimo dia de dosificacion) en
comparacion con los controles (e) no tratados; lo que indica que no se observé una gran toxicidad durante el
tratamiento.

La figura 7A muestra el efecto sobre el volumen del tumor de EC0434 (A) y EC145 (A), dosificado a 2
pmol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el ultimo dia de dosificaciéon) en comparacion
con los controles () no tratados para tumores M109 s.c. en ratones Balb/c.

La figura 7B muestra el efecto sobre el cambio porcentual del peso corporal de EC0434 (A) y EC145 (A),
dosificado a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el ultimo dia de dosificacion) en
comparacion con los controles no tratados (e); lo que indica que no se observé una gran toxicidad durante el
tratamiento.

La figura 8A muestra el efecto sobre el volumen del tumor de EC0305 (o), EC0436 (V) y el control de PBS (m)
dosificado a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el tltimo dia de dosificacién) para
tumores M109 s.c. en ratones Balb/c.

La figura 8B muestra el efecto sobre el cambio porcentual del peso corporal de EC0305 (o), EC0436 (V) y el
control (m) de PBS dosificados a 2 umol/kg de TIW durante dos semanas (la linea vertical indica el dltimo dia
de dosificacion); lo que indica que no se observé una gran toxicidad durante el tratamiento.

La figura 9 muestra el cambio porcentual del peso corporal de ratones Balb/c que tienen tumores M109 s.c.
tratados por via intravenosa tres veces en una semana durante una semana con PBS (controles no tratados)
(»), EC0436 (TIW 2 umol/kg) (A ), EC0436 (TIW 2.5 umol/kg) (¥), EC0436 (TIW 3 umol/kg) (m), EC0305 (TIW
2 pmol/kg) (A), EC0305 (TIW 2.5 umol/kg) (V), y EC0305 (TIW 3 umol/kg) (o).

La figura 10A muestra el efecto en tumores KB s.c. en ratones nu/nu por EC0565 a 3 umol/kg (qdx5 durante
dos semanas) (), en comparacion con los controles tratados con PBS (m). A partir de los datos, se puede
determinar un valor de log de destruccion de células (LCK) de 1,2 (los valores mayores de aproximadamente
0,7 son indicativos de un compuesto activo contra el cancer).

La figura 10B muestra el efecto sobre el cambio porcentual del peso corporal por EC0565 a 3 umol/kg (qdx5
durante dos semanas) (), en comparacion con los controles tratados con PBS (m); lo que indica que no se
observo una gran toxicidad durante el tratamiento.

La figura 11 muestra la excrecion biliar de DAVLBH total de diversos conjugados de DAVLBH a 2 ymol/kg i.v.
bolo en una excrecion hepatobiliar en el ensayo del conducto biliar en ratas canuladas. El porcentaje de la
dosis total en la bilis se midi6 para EC 145 = 8,7 % (), EC0409 = 7,9 % (#), EC0429 = 8,6 % (m), EC0434 =
2,8 % (V). Ademas, EC145 muestra un AUC = 1092 (s); el Ultimo punto de tiempo recolectado fue de 139
min; y EC0434 muestra un AUC = 260 (m); los puntos de tiempo de 120, 135 y 360 minutos estaban todos por
debajo del nivel de cuantificacion, esto es, <0,65 puM.
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La figura 12 muestra el efecto de los espaciadores basados en ribosa sobre la eliminacion biliar y el impacto
de la derivacion extendida. Los nimeros sobre las barras corresponden al nimero de espaciadores hidréfilos
en el enlazante.

La figura 13 muestra que EC0565 induce la inhibicion dosis-respuesta de RPS6 y p70S6K en células KB (1 h
de pulso/4 h caza) usando una exposicion de camara de 30 minutos, en la que C = Control (células no
tratadas); FAC = control de acido félico (100 uM).

La figura 14 muestra la citotoxicidad de bortezomib frente al derivado de bortezomib metiltiol (EC0501). ICso
bortezomib, 20 nM (e); EC0501, 240 nM (m).

La figura 15 muestra que los enlazantes espaciadores hidrofilos permiten la actividad especifica de los
conjugados de folato mono- y bis-tio-velcade contra células RAW264.7. Viabilidad celular después de un
pulso de 5 h, seguido de una caza de 72 h (MTT); bortezomib (m), EC0501 (o), EC0522 (A ), EC0522 mas
exceso de acido folico (V).

La figura 16 muestra la viabilidad celular (5 h de pulso/72 h caza) (XTT) después del tratamiento con EC0595
(ICs0 13 nM) ('¥), EC0595 mas exceso de acido félico (V), bortezomib (), EC0525 (46 nM IC50) (), EC0525
mas exceso de acido folico (o).

La figura 17 muestra la viabilidad celular después de una incubaciéon de 24 h (XTT) con bortezomib (m),
ECO0587 (), EC0587 mas exceso de acido félico (o).

La figura 18 muestra la inhibicion de la actividad del proteosoma estimulada por LPS en células RAW 264.7
(5 h de pulso/24 h caza), LPS 100 ng/ml, 30 m 20S de tiempo de reaccién proteosoma/sustrato por
bortezomib (V¥), EC0522 (.),EC0522 mas exceso de acido félico (V), EC0525 (s), EC0525 mas exceso de
acido fdélico (o), EC0595 (#), EC0595 mas exceso de acido fdlico (o); ICso es aproximadamente 30 nM para
EC0595 y EC0525.

La figura 19 muestra la actividad contra las células RAW (5 h de pulso/72 h caza) después del tratamiento
con a-amantina (m), EC0592 (ICs¢ 3.7 nM) (e), EC0592 mas exceso de acido félico (o).

Descripcion detallada

Los conjugados de administracion de farmacos que se describen en este documento consisten en un ligando de
union al receptor (B), un enlazante polivalente (L) que comprende uno o mas enlazantes espaciadores hidrdfilos, y
un agente de diagnostico, terapéutico o de formacion de imagenes (A) que se administra deseablemente a una
célula. El ligando de union (B) esta unido covalentemente al enlazante polivalente (L), y el agente de diagndstico,
terapéutico o de formacién de imagenes (A), o analogo o derivado de los mismos, también esta unido
covalentemente al enlazante polivalente (L). Se debe entender que el agente de diagndstico, terapéutico o de
formacion de imagenes (A) incluye analogos y derivados de los mismos que estan unidos al enlazante (L). El
enlazante polivalente (L) comprende uno o mas enlazantes espaciadores y/o enlazantes liberables, y combinaciones
de los mismos, en cualquier orden. En una variacion, los enlazantes liberables y los enlazantes espaciadores
opcionales estan unidos covalentemente entre si para formar el enlazante. En otra variacion, un enlazante liberable
se une directamente al agente (A), o analogo o derivado del mismo. En otra variacion, un enlazante liberable se une
directamente al ligando de unién. En otra variacién, ya sea uno o ambos ligandos de unién y el agente (A), o analogo
o derivado del mismo, estan unidos a un enlazante liberable a través de uno o mas enlazantes espaciadores. En otra
variacion, cada uno de los ligandos de uniéon y el agente (A), o analogo o derivado del mismo, se une a un enlazante
liberable, cada uno de los cuales puede estar directamente unido entre si, o unido covalentemente a través de uno o
mas enlazantes espaciadores.

De lo anterior, se debe apreciar que la disposicion del ligando de union, y el agente (A), o su analogo o derivado, y
los diversos enlazantes espaciadores liberables y opcionales pueden variar ampliamente. En un aspecto, el ligando
de unién y el agente (A), o analogo o derivado del mismo, y los diversos enlazantes espaciadores liberables y
opcionales estan unidos entre si a través de heteroatomos, tales como nitrégeno, oxigeno, azufre, fésforo, silicio y
similares. En variaciones, los heteroatomos, excluyendo el oxigeno, pueden estar en diversos estados de oxidacion,
tales como N(OH), S(O). S(O),, P(O), P(O)2, P(O)s y similares. En otra variacién, los heteroatomos se pueden
agrupar para formar radicales divalentes, tales como por ejemplo, hidroxilaminas, hidrazinas, hidrazonas, sulfonatos,
fosfinatos, fosfonatos y similares, incluidos los radicales de las formulas -(NHR{NHRz)-, -SO-, -(SO2)-, y -N(R®)O-, en
el que R', R? y R3 se seleccionan cada uno independientemente de hidrogeno, alquilo, arilo, arilalquilo, arilo
sustituido, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido y alcoxialquilo. En otra variaciéon, mas de un ligando
de unién esta unido al enlazante polivalente. En otra variacién, mas de un agente (A) esta unido al enlazante
polivalente. En otra variacion, mas de un ligando de union y mas de un agente (A) estan unidos al enlazante
polivalente.

En una realizacion, el ligando de union al receptor es un ligando de union al receptor de la vitamina tal como una
vitamina, o un analogo o un derivado del mismo, capaz de unirse a los receptores de la vitamina. En otra realizacion,
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el ligando de unién es una vitamina, o analogo o derivado de la misma, unido a un enlazante liberable que se une al
farmaco a través de un enlazante que se forma a partir de uno o mas enlazantes espaciadores y/o enlazantes
liberables y/o enlazantes espaciadores hidréfilos. En una variacion, tanto el farmaco como la vitamina, o analogo o
derivado del mismo, se pueden unir a los enlazantes espaciadores, en los que los enlazantes espaciadores se unen
entre si a través de uno o mas enlazantes liberables. Ademas, tanto el farmaco como la vitamina, o analogo o
derivado del mismo, se pueden unir a uno o mas enlazantes liberables, en los que los enlazantes liberables se unen
entre si o mediante un enlazante espaciador. Cada uno de estos radicales puede estar conectado a través de
heteroatomos existentes o adicionales en el ligando de unidn, el agente A, o el espaciador hidréfilo liberable, o el
enlazante espaciador adicional.

El sitio de unién para el ligando de unién (B) puede incluir receptores para cualquier ligando de unién (B), o un
derivado o analogo del mismo, capaz de unirse especificamente a un receptor en el que el receptor u otra proteina
se expresa de forma Unica, sobreexpresa o preferencialmente expresado por una poblaciéon de células patégenas.
Una proteina presente en la superficie expresada de forma Unica, sobreexpresada o expresada preferencialmente
por las células patdégenas es por lo general un receptor que no esta presente o presente en concentraciones mas
bajas en las células no patdgenas que proporcionan un medio para la eliminaciéon selectiva, el marcado o el
diagndstico de las células patdgenas. Los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién pueden
ser capaces de una union de alta afinidad a receptores en células cancerosas u otros tipos de células patégenas. La
union de alta afinidad puede ser inherente al ligando de unién o la afinidad de union se puede mejorar mediante el
uso de un ligando modificado quimicamente (por ejemplo, un analogo o un derivado de una vitamina).

Los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién descritos en este documento se pueden formar a
partir de, por ejemplo, una amplia variedad de vitaminas o analogos/derivados de vitaminas de unién a receptores,
enlazantes y farmacos. Los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién descritos en este
documento son capaces de dirigirse selectivamente a una poblacién de células patdgenas en el conducto animal
huésped a la expresion preferencial de un receptor para el ligando de unién, tal como una vitamina, accesible para la
union del ligando, en las células patégenas. Las unidades estructurales de vitaminas ilustrativas que se pueden usar
como ligando de unién (B) incluyen carnitina, inositol, acido lipoico, piridoxal, acido ascorbico, niacina, acido
pantoténico, acido félico, riboflavina, tiamina, biotina, vitamina B2, otras vitaminas solubles en agua, las vitaminas B
y las vitaminas solubles en lipidos A, D, E y K. Estas vitaminas, y sus analogos y derivados de unién al receptor,
constituyen una entidad de orientacion ilustrativa que se puede acoplar con el farmaco mediante un enlazante
bivalente (L) para formar un ligando de unién (B) farmaco conjugado de administraciéon como se describe en este
documento. El término vitamina se entiende que incluye analogos de vitaminas y/o derivados, a menos que se
indique lo contrario. llustrativamente, el acido pteroico que es un derivado del folato, los analogos de biotina tales
como la biocitina, el sulféxido de biotina, la oxibiotina y otros compuestos de unién al receptor de biotina, y similares,
se consideran que son vitaminas, analogos de vitaminas y derivados de vitaminas. Se debe apreciar que los
analogos o derivados de la vitamina como se describen en este documento se refieren a vitaminas que incorporan
un heteroatomo a través del cual el analogo o derivado de las vitaminas se une covalentemente al enlazante
bivalente (L).

Las unidades estructurales de vitaminas ilustrativas incluyen acido félico, biotina, riboflavina, tiamina, vitamina Bz, y
analogos de unidn al receptor y derivados de estas moléculas de vitamina, y otras moléculas de unién a receptor de
vitamina relacionadas.

En ofra realizacion, el receptor celular es un receptor de folato, y el ligando de orientacién B es un ligando de union
al receptor de folato. En ofra realizacion, B es un folato, tal como acido félico, o un analogo o derivado de acido folico
que se une a los receptores de acido félico. Se debe entender como se usa en este documento, que el término folato
se usa tanto individual como colectivamente para referirse al acido félico en si, y/o a tales analogos y derivados del
acido félico que son capaces de unirse a los receptores de folato. En otra realizaciéon, B es un compuesto capaz de
unirse selectiva o especificamente a un receptor de folato, tal como un anticuerpo.

Las realizaciones ilustrativas de analogos y/o derivados de folato incluyen acido folinico, acido pteropoliglutamico y
pteridinas de union al receptor de folato tales como tetrahidropterinas, dihidrofolatos, tetrahidrofolatos, y sus
analogos de deaza y dideaza. Los términos analogos de "deaza" y "dideaza" se refieren a los analogos reconocidos
en la técnica que tienen un atomo de carbono sustituido por uno o dos atomos de nitrégeno en la estructura del
acido folico natural, o andlogo o derivado de los mismos. Por ejemplo, los analogos de deaza incluyen los analogos
de 1-deaza, 3-deaza, 5-deaza, 8-deaza y 10-deaza de folato. Los analogos de dideaza incluyen, por ejemplo, 1,5-
dideaza, 5,10-dideaza, 8,10-dideaza y 5,8-dideaza analogos de folato. Otros folatos utiles como ligandos formadores
complejos incluyen los analogos de unidn al receptor de folato aminopterina, ametopterina (metotrexato), N'°-
metilfolato, 2-deamino-hidroxifolato, analogos de deaza como 1-deazametopterina o 3-deazametopterina y acido
3',5'-dicloro-4-amino-4-deoxi-N'°-metilpteroilglutdmico (diclorometotrexato). Los analogos y/o derivados de acido
félico anteriores se denominan convencionalmente folatos, lo que refleja su capacidad para unirse con receptores de
folato, y tales ligandos cuando se conjugan con moléculas exdgenas son eficaces para mejorar el transporte
transmembrana, tales como a través de la endocitosis mediada por folato como se describe en este documento.
Otros ligandos de unidn apropiados capaces de unirse a receptores de folato para iniciar el transporte endocitético
mediado por el receptor del complejo incluyen anticuerpos contra el receptor de folato. Una molécula exégena en
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complejo con un anticuerpo para un receptor de folato se utiliza para desencadenar el transporte transmembrana del
complejo.

Se describen analogos adicionales de acido folico que se unen a los receptores de acido félico en la Publicacion de
la Solicitud de la Patente de los Estados Unidos de Serie Nos. 2005/0227985 y 2004/0242582. llustrativamente,
tales analogos de folato tienen la férmula general:

HH Hr’

X R RY -
W, =
jl\)j ?%‘{31 M@T
Py pazylth
v W N7 N

en la que X e Y se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en halo, R?, OR?, SR3 y
NR*R®; U, V y W representan restos divalentes, seleccionados cada uno independientemente del grupo que consiste
en - (R®)C =, -N=, -(R%)C(R"?) -, y -N(R*)-; Q se selecciona del grupo que consiste en C y CH; T se selecciona del
grupo que consisteen S, O, Ny -C = C-;

A" y A2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en oxigeno, azufre, -C(Z) -, -C Z)O-, -
OC (Z) -, -N (R*) -, -C(Z) N(R*) -, -N(R*)C(Z) -, -OC(Z) N(R*) -, -N(R*C(2)0O-, -N(R*) C(Z) N (R%)-, -S(O) -, -
S(0)2-, -N (R*)S(0),-, -C(R®)(R™) -, -N(C=CH) -, -N(CH2C=CH) -, alquileno C+4-C12 y alquenoxi C4-C+2, donde Z es
oxigeno o azufre;

R' se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, alquilo C1-C+2 y alcoxi C1-C12; R?, R3, R4, R*, R*, R5,
R%®, R® y R se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, alquilo C+-
C12, alcoxi C4-Cy2, alcanoilo C4-Cy2, alquenilo C4-C12 alquinilo C1-Cy2, (alcoxi C4-C12) carbonilo y (alquilamino C1-C+2)
carbonilo;

R® y R” se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halo, alquilo C4-C12 y
alcoxi C4-C12; 0, R® y R’ se toman juntos para formar un grupo carbonilo; R% y R’ se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halo, alquilo C4-C+2 y alcoxi C4-C12; 0 R® y R se toman
juntos para formar un grupo carbonilo;

L es un enlazante divalente como se describe en este documento; y
n, p, r, sy t son cada uno independientemente de 0 o 1.

Como se usa en este documento, se debe entender que el término folato se refiere individualmente tanto al acido
félico usado en la formacion de un conjugado, como alternativamente a un analogo de folato o un derivado del
mismo que es capaz de unirse al folato o a los receptores de acido félico.

En un aspecto de tales analogos de folato, cuando s es 1, t es 0, y cuando s es 0, t es 1. En otro aspecto de tales
analogos de folato, tanto n como r son 1, y el enlazante L2 es un aminoacido natural unido covalentemente a A? en
su grupo alfa-amino a través de un enlace amida. Los aminoacidos ilustrativos incluyen acido aspartico, acido
glutamico, lisina, cisteina y similares.

La vitamina puede ser folato que incluye un nitrégeno, y en esta realizacion, los enlazantes espaciadores pueden ser
alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1-alquilenesuccinimid-3-ilo, 1-(carbonilalquil)
succinimid-3-ilo, en los que cada uno de estos enlazantes espaciados esta opcionalmente sustituido con un
sustituyente X', y el enlazante espaciado esta unido al nitrégeno del folato para formar una imida o una alquilamida.
En esta realizacion, los sustituyentes X' pueden ser alquilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo,
dialquilaminoalquilo, sulfihidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustitutido, carboxi,
carboxialquilo, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R5-carbonilalquilo, R®-acilamino, y R’-acilaminoalquilo, en los que R*y
R® son independientemente seleccionados de aminoacidos, derivados de aminoacidos, y péptidos, y en los que R® y
R” son independientemente seleccionados de aminoacidos, derivados de aminoécidos, y péptidos.

Las realizaciones ilustrativas de analogos y/o derivados de vitaminas también incluyen analogos y derivados de
biotina, tales como biocitina, sulféxido de biotina, oxibiotina y otros compuestos de union al receptor de biotina, y
similares. Se aprecia que los analogos y derivados de las otras vitaminas descritas en este documento también se
contemplan en este documento. En una realizacion, las vitaminas que se pueden usar como ligando de unién (B) en
los conjugados de administracion de farmacos descritos en este documento incluyen aquellos que se unen a los
receptores de vitaminas expresados especificamente en macrofagos activados, tales como el receptor de folato, que
se une al folato, o un analogo o derivado de los mismos como se describe en este documento.

Ademas de las vitaminas descritas en este documento, se aprecia que otros ligandos de union se pueden acoplar
con los farmacos y enlazantes descritos y contemplados en este documento para formar conjugados de enlazante
ligando de union-farmaco capaces de facilitar el suministro del farmaco a un objetivo deseado. Estos otros ligandos
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de unién, ademas de las vitaminas y sus analogos y derivados descritos, se pueden usar para formar conjugados de
administracion de farmacos capaces de unirse a células diana. En general, cualquier ligando de unién (B) de un
receptor de superficie celular se puede usar ventajosamente como un ligando diana al que se puede unir un
conjugado de farmaco enlazante.

Otros ligandos ilustrativos descritos en este documento incluyen ligandos peptidicos identificados a partir de cribas
de bibliotecas, péptidos especificos de células tumorales, aptameros especificos de células tumorales, carbohidratos
especificos de células tumorales, anticuerpos monoclonales o policlonales especificos de células tumorales,
fragmentos Fab o scFv (esto es, una region variable de cadena sencilla) de anticuerpos tales como, por ejemplo, un
fragmento Fab de un anticuerpo dirigido a EphA2 u otras proteinas expresadas especificamente o accesibles de
forma uUnica en células de cancer metastasico, moléculas pequefias organicas derivadas de bibliotecas
combinatorias, factores de crecimiento, tales como EGF. FGF, insulina y factores de crecimiento similares a la
insulina, y polipéptidos homadlogos, somatostatina y sus analogos, transferrina, complejos de lipoproteinas, sales
biliares, selectinas, hormonas esteroides, péptidos que contienen Arg-Gly-Asp, retinoides, diversas galectinas,
ligandos del receptor opioide &, ligandos del receptor de la colecistoquinina A, ligandos especificos para los
receptores de la angiotensina AT1 o AT2, ligandos A del receptor activo por el proliferador de peroxisoma,
antibioticos B-lactamicos tales como la penicilina, pequefias moléculas organicas que incluyen farmacos
antimicrobianos y otras moléculas que se unen especificamente a un receptor expresado de manera preferencial en
la superficie de las células tumorales o en un organismo infeccioso, antimicrobianos y otros farmacos disefiados
para encajar en el bolsillo de unién de un receptor particular basado en la estructura cristalina del receptor u otra
proteina de la superficie celular, ligandos de union de antigenos tumorales u otras moléculas preferencialmente
expresadas en la superficie de las células tumorales, o fragmentos de cualquiera de estas moléculas.

Un ejemplo de un antigeno especifico de tumor que podria funcionar como un sitio de unién para un conjugado
ligando de union-farmaco incluye epitopos extracelulares de un miembro de la familia de proteinas Ephrin, tal como
EphA2. La expresion de EphA2 esta restringida a uniones célula-célula en células normales, pero EphA2 se
distribuye por toda la superficie celular en células tumorales metastasicas. De este modo, EphA2 en células
metastasicas seria accesible para unirse a, por ejemplo, un fragmento Fab de un anticuerpo conjugado a un
farmaco, mientras que la proteina no seria accesible para unirse al fragmento Fab en células normales, dando como
resultado un conjugado ligando de union-farmaco especifico para células cancerosas metastasicas.

El enlazante L incluye uno o mas enlazantes espaciadores hidréfilos. Ademas, se pueden incluir otros enlazantes
espaciadores opcionales y/o enlazantes liberables en L. Se aprecia que se pueden incluir enlazantes espaciadores
adicionales cuando se seleccionan longitudes predeterminadas para separar el ligando de union B del agente A.
También se aprecia que en ciertas configuraciones, se pueden incluir enlazantes liberables. Por ejemplo, como se
describe en este documento en una realizacion, los conjugados de ligando dirigidos se pueden usar para administrar
farmacos para tratar el cancer u otras enfermedades que implican células patégenas. En tales realizaciones, se
aprecia que una vez administrado, el farmaco se libera deseablemente del conjugado. Por ejemplo, en la
configuracion donde el ligando diana es folato, o un analogo o derivado del mismo, el conjugado se puede unir a un
receptor de folato. Una vez unido, el conjugado a menudo experimenta el procedimiento de endocitosis, y el
conjugado se administra al interior de la célula. Los mecanismos celulares pueden degradar bioldgicamente el
conjugado para liberar la "carga util" del farmaco y liberar el compuesto de folato.

En una configuracion alternativa, el conjugado dirigido se puede usar en inmunoterapia. En esta configuracion,
generalmente no se incluye un enlazante liberable. Por ejemplo, los conjugados de folato u otros compuestos de
union al receptor de vitamina e inmundogenos, una vez administrados, se uniran al receptor apropiado y decoraran o
marcaran la célula con la carga util antigénica. En otra configuracion alternativa, el conjugado dirigido se puede usar
en una terapia de diagnédstico. En esta configuracion, un enlazante liberable puede o no estar incluido. Por ejemplo,
los conjugados que incluyen agentes de formacion de imagenes se pueden administrar a una célula diana usando el
ligando de unién al receptor celular apropiado, tal como un folato u otro compuesto de unién al receptor de vitamina.
En un aspecto, el conjugado puede permanecer en la superficie de la célula para la formacion de imagenes. En otra
configuracion, el conjugado puede sufrir endocitosis en el interior de la célula. En esta Ultima situacion, se puede
incluir un enlazante liberable.

De acuerdo con lo anterior, en otros aspectos, los conjugados B-L-A descritos en este documento también incluyen
las siguientes formulas generales:

B-Ls-Ln-A
B-Lh-Ls-A
B-Ls-Ln-Ls-A
B-Ls-Lr-Lr-A
B-Lr-Lh-Ls-A
B-Lr-Ls-Lh-Lr-A
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B-Ly-Ls-Lr-Lr-A

en las que B, L y A son como se describen en este documento, y Lr €s una seccion de enlazante liberable, Ls es una
seccion de enlazante espaciador, y Ly es una seccion de enlazante hidrofilo del enlazante L. Se debe entender que
las formulas anteriores son meramente ilustrativas, y que otras disposiciones de las secciones del enlazante
espaciador hidrdfilo, las secciones del enlazante liberables y las secciones del enlazante espaciador se deben incluir
en este documento. Ademas, se debe entender que se contemplan conjugados adicionales que incluyen una
pluralidad de enlazantes espaciadores hidrdfilos, y/o una pluralidad de enlazantes liberables, y/o una pluralidad de
enlazantes espaciadores.

De manera similar, en otras divulgaciones, los conjugados L-A descritos en este documento también incluyen las
siguientes formulas generales:

Ls-Lu-A
Lh-Ls-A
Ls-Lu-Ls-A
Lr-L1-A
Lh-Lr-A
Lr-Lh-Lr-A
Ls-Lr-Ln-A
Lr-Ln-Ls-A
Lr-Ls-Lh-Lr-A
Lr-Ls-Lh-Lr-A

en las que L y A son como se describen en este documento, y Lr es una seccion de enlazante liberable, Ls es una
seccion de enlazante espaciador, y Ly es una seccion de enlazante hidrofilo de enlazante L. Se debe entender que
las formulas anteriores son meramente ilustrativas, y que otras disposiciones de las secciones del enlazante
espaciador hidrdfilo, las secciones del enlazante liberables y las secciones del enlazante espaciador se deben incluir
en este documento. Ademas, se debe entender que se contemplan conjugados adicionales que incluyen una
pluralidad de enlazantes espaciadores hidrdéfilos, y/o una pluralidad de enlazantes liberables, y/o una pluralidad de
enlazantes espaciadores.

Se aprecia que la disposicidon y/u orientacion de los diversos enlazantes hidréfilos puede ser de manera lineal o
ramificada, o ambos. Por ejemplo, los enlazantes hidréfilos pueden formar el esqueleto del enlazante que forma el
conjugado entre el folato y el farmaco, el agente de formacién de imagenes o el agente de diagndstico.
Alternativamente, la parte hidréfila del enlazante puede estar suspendida o unida el esqueleto de la cadena de
atomos que conecta el ligando de uniéon B al agente A. En esta Ultima disposicion, la parte hidrofila puede ser
proximal o distal a la cadena del esqueleto de atomos

En otra realizacion, el enlazante es mas o menos lineal, y los grupos hidréfilos estan dispuestos en gran parte en
una serie para formar un enlazante de tipo cadena en el conjugado. Dicho de otra manera, los grupos hidrofilos
forman parte o la totalidad del esqueleto del enlazante en esta realizacion lineal.

En otra realizacion, el enlazante esta ramificado con grupos hidréfilos. En esta realizacion ramificada, los grupos
hidréfilos pueden ser proximales al esqueleto o distales al esqueleto. En cada una de estas disposiciones, el
enlazante es de forma mas esférica o cilindrica. En una variacién, el enlazante tiene la forma de un cepillo de
botella. En un aspecto, el esqueleto del enlazante esta formado por una serie lineal de amidas, y la parte hidrdfila del
enlazante esta formada por una disposicion paralela de cadenas laterales ramificadas, tal como la conexiéon de
monosacaridos, sulfonatos y similares, y derivados y analogos de los mismos.

Se entiende que el enlazante puede ser neutro o ionizable en ciertas condiciones, tales como las condiciones
fisiolégicas encontradas in vivo. Para enlazantes ionizables, bajo las condiciones seleccionadas, el enlazante se
puede desprotonar para formar un ion negativo, o alternativamente protonarse para formar un ion positivo. Se
aprecia que puede ocurrir mas de un evento de desprotonacién o protonacién. Ademas, se entiende que el mismo
enlazante se puede desprotonar y protonar para formar sales internas o compuestos zwitterionicos.

En otra realizacion, los enlazantes espaciadores hidrofilos son neutros, esto es, en condiciones fisioldgicas, los
enlazantes no protonan ni desprotonan significativamente. En otra realizacion, los enlazantes espaciadores hidréfilos
se pueden protonar para llevar una o mas cargas positivas. Se entiende que la capacidad de protonacion depende
de la condicion. En un aspecto, las condiciones son condiciones fisiolégicas, y el enlazante esta protonado in vivo.
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En ofra realizacion, los espaciadores incluyen ambas regiones que son neutras y regiones que se pueden protonar
para llevar una o mas cargas positivas. En otra realizacion, los espaciadores incluyen ambas regiones que pueden
estar desprotonadas para llevar una o mas cargas negativas y regiones que pueden estar protonadas para llevar
una o mas cargas positivas. Se entiende que en esta ultima realizacion se pueden formar zwitteriones o sales
internas.

En un aspecto, las regiones de los enlazantes que se pueden desprotonar para llevar una carga negativa incluyen
acidos carboxilicos, tales como acido aspartico, acido glutamico y grupos de acido carboxilico de cadena mas larga,
y ésteres de acido sulfurico, tales como ésteres alquilicos de acido sulfurico. En otro aspecto, las regiones de los
enlazantes que pueden estar protonadas para llevar una carga positiva incluyen grupos amino, tales como
poliaminoalquilenos que incluyen etilendiaminas, propilendiaminas, butilendiaminas y similares, y/o heterociclos que
incluyen pirolidinas, piperidinas, piperazinas y otros grupos amino, cada uno de los cuales esta opcionalmente
sustituido. En otra realizacion, las regiones de los enlazantes que son neutrales incluyen grupos polihidroxilo, tales
como azucares, carbohidratos, sacaridos, inositoles y similares, y/o grupos poliéter, tales como grupos
polioxialquileno que incluyen polioxietileno, polioxipropileno y similares.

En una realizacion, los enlazantes espaciadores hidréfilos descritos en este documento incluyen estan formados
principalmente a partir de carbono, hidrogeno y oxigeno, y tienen una proporcion carbono/oxigeno de
aproximadamente 3:1 o menos, o de aproximadamente 2:1 o menos. En un aspecto, los enlazantes hidrofilos
descritos en este documento incluyen una pluralidad de grupos funcionales éter. En otro aspecto, los enlazantes
hidréfilos descritos en este documento incluyen una pluralidad de grupos funcionales hidroxilo. Los fragmentos
ilustrativos que se pueden usar para formar tales enlazantes incluyen compuestos polihidroxilicos tales como
carbohidratos, compuestos de poliéter tales como unidades de polietilenglicol y grupos acidos tales como acidos
carboxilo y alquilsulfurico. En una variacion, los espaciadores de oligoamida y similares también se pueden incluir en
el enlazante.

Los espaciadores de carbohidratos ilustrativos incluyen sacaropéptidos como se describe en este documento que
incluyen tanto una caracteristica peptidica como una caracteristica de azucar; glucurénidos, que se pueden
incorporar a través de ciclacion Huisgen [2 + 3], también conocida como quimica de clic; Los B-alquilglicésidos, tales
como las 2-desoxihexapiranasas (2-desoxiglucosa, 2-desoxiglucuronida, y similares), y los -alquil manopiranosidos.
Los grupos de PEG ilustrativos incluyen los de un intervalo de longitud especifico desde aproximadamente 4 a
aproximadamente 20 grupos de PEG. Los ésteres de acido alquil sulfarico ilustrativos también se pueden introducir
con la quimica de clic directamente en el esqueleto. Los espaciadores de oligoamida ilustrativos incluyen
espaciadores de EDTA y DTPA, B-aminoacidos, y similares.

En otra realizacion, los enlazantes espaciadores hidrofilos descritos en este documento incluyen un poliéter, tal
como los enlazantes de las siguientes férmulas:
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en las que m es un numero entero seleccionado independientemente en cada caso desde 1 a aproximadamente 8; p
es un numero entero seleccionado de 1 a aproximadamente 10; y n es un ndmero entero seleccionado
independientemente en cada caso desde 1 a aproximadamente 3. En un aspecto, m es independientemente en cada
caso de 1 a aproximadamente 3. En otro aspecto, n es 1 en cada caso. En otro aspecto, p es independientemente
en cada caso aproximadamente 4 a aproximadamente 6. llustrativamente, los correspondientes poliéteres de
polipropileno correspondientes a lo anterior se contemplan en este documento y se pueden incluir en los conjugados
como enlazantes espaciadores hidrofilos. Ademas, se aprecia que los poliéteres mixtos de polietileno y de
polipropileno se pueden incluir en los conjugados como enlazantes espaciadores hidréfilos. Ademas, las variaciones
ciclicas de los compuestos de poliéter anteriores, tales como aquellos que incluyen tetrahidrofuranilo, 1,3-dioxanos,
1,4-dioxanos y similares, se contemplan en este documento.

En otra realizacion ilustrativa, los enlazantes espaciadores hidréfilos descritos en este documento incluyen una
pluralidad de grupos funcionales hidroxilo, tales como enlazantes que incorporan monosacaridos, oligosacaridos,
polisacaridos y similares. Se debe entender que los enlazantes espaciadores que contienen polihidroxilo
comprenden una pluralidad de grupos -(CROH)-, donde R es hidrégeno o alquilo.

En otra realizacion, los enlazantes espaciadores incluyen uno o mas de los siguientes fragmentos:

10
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en las que R es H, alquilo, cicloalquilo o arilalquilo; m es un nimero entero desde 1 a aproximadamente 3; n es un
numero entero desde 1 a aproximadamente 5, p es un numero entero desde 1 a aproximadamente 5, y r es un
numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 3. En un aspecto, el nimero entero es 3 o 4. En otro
aspecto, el nimero entero p es 3 0 4. En otro aspecto, el nUmero enteror es 1.

En otra realizacion, el enlazante espaciador incluye uno o mas de los siguientes grupos polihidroxilo ciclicos:

HO .
OH

en la que n es un numero entero desde 2 a aproximadamente 5, p es un nimero entero desde 1 a aproximadamente
5, y r es un numero entero desde 1 a aproximadamente 4. En un aspecto, el nimero entero n es 3 o 4. En otro
aspecto, el numero entero p es 3 0 4. En otro aspecto, el nimero entero r es 2 o 3. Se entiende que todas las formas
estereoquimicas de tales secciones de los enlazantes se contemplan en este documento. Por ejemplo, en la férmula
anterior, la seccion se puede derivar de ribosa, xilosa, glucosa, manosa, galactosa u otro azdcar y conservar las
disposiciones estereoquimicas de los grupos hidroxilo y alquilo colgantes presentes en esas moléculas. Ademas, se
debe entender que en las férmulas anteriores, también se contemplan diversos compuestos desoxi. llustrativamente,
se contemplan los compuestos de las siguientes férmulas:
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en las que n es igual o menor que r, tal como cuandores203,nes 102,01, 2 0 3, respectivamente.

En otra realizacion, el enlazante espaciador incluye un compuesto de polihidroxilo de la siguiente féormula:

QH
LN
{OH),

en la que ny r forman cada uno un numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 3. En un aspecto, €l
enlazante espaciador incluye uno o mas compuestos de polihidroxilo de las siguientes férmulas:

: : ’ LI
. o on ., T au e o OH o _Dln- o =
o L, fa Yool 5 | I &
BZ MM 't MM OH L B o I
oW F L O

Se entiende que todas las formas estereoquimicas de tales secciones de los enlazantes se contemplan en este
documento. Por ejemplo, en la formula anterior, la seccion se puede derivar de ribosa, xilosa, glucosa, manosa,
galactosa u otro azlcar y conservar las disposiciones estereoquimicas de los grupos hidroxilo y alquilo colgantes
presentes en esas moléculas.

En otra configuracion, los enlazantes hidrofilos L descritos en este documento incluyen grupos polihidroxilo que
estan separados del esqueleto del enlazante. En una realizacion, tales grupos carbohidrato o grupos polihidroxilo
estan conectados al esqueleto por un grupo triazol, formando enlazantes espaciadores hidréfilos unidos a triazol.
llustrativamente, tales enlazantes incluyen fragmentos de las siguientes férmulas:

HO HO) DH OH oH OH

M N
Ly L Ly
\F.'- H EE-" " \S " [g r o H |§.|
{Lﬁ,\\g/\hf' La \I\g\_,“ N\g/\hf-
Cat H “C';;E '_; Fin H

en las que n, m y r son numeros enteros y cada uno se selecciona independientemente en cada caso desde 1 a
aproximadamente 5. En un aspecto ilustrativo, m es independientemente 2 o 3 en cada caso. En otro aspecto, r es 1
en cada caso. En otro aspecto, n es 1 en cada caso. En una variacion, el grupo que conecta el grupo polihidroxilo al
esqueleto del enlazante es un grupo heteroarilo diferente, que incluye, pero no se limita a, pirrol, pirazol, 1,2,4-
triazol, furano, oxazol, isoxazol, tienilo, tiazol, isotiazol, oxadiazol, y similares. De manera similar, se contemplan
grupos heteroarilo de anillo de 6 miembros divalentes. Otras variaciones de los enlazantes espaciadores hidrofilos
ilustrativos anteriores incluyen grupos oxialquileno, tales como las siguientes formulas:

MO H OH O
o 9]
HO [[ls] HC
H O H
b

[%l
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en las que n y r son numeros enteros y cada uno se selecciona independientemente en cada caso desde 1 a
aproximadamente 5; y p es un nimero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 4.

En otra realizacion, tales grupos de carbohidratos o grupos polihidroxilo estan conectados al esqueleto por un grupo
amida, formando enlazantes espaciadores hidréfilos unidos a amida. llustrativamente, tales enlazantes incluyen
5 fragmentos de las siguientes férmulas:

HOw, HO ,—OH
4oL HO HO Rl “5‘%
Ho, L:‘ZZ % o
o .
m -~
il Lﬁ .
. HM
H .
R ~ \hﬂ

s e N, e N

,_{L)\|/~1 i N/. “ILYN‘B)\N}“ nlL\rN\g/‘-\N/‘
H 4 H
GOl COaH CO.H

en las que n es un numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 3, y m es un nimero entero
seleccionado desde 1 a aproximadamente 22. En un aspecto ilustrativo, n es 1 0 2. En otro aspecto ilustrativo, m se
selecciona desde aproximadamente 6 a aproximadamente 10, ilustrativamente 8. En una variacion, el grupo que

10 conecta el grupo polihidroxilo al esqueleto del enlazante es un grupo funcional diferente, que incluye, pero no se
limita a, ésteres, ureas, carbamatos, acilhidrazonas y similares. Del mismo modo, se contemplan variaciones
ciclicas. Otras variaciones de los enlazantes espaciadores hidrdfilos ilustrativos anteriores incluyen grupos
oxialquileno, tales como las siguientes formulas:

HO, CC' - H
{8

15 [H [HL

"~ n[__,l,,NH i, N e H ‘_,,Nn
-] T
L] 10 1
FClJT"JrN/- niﬁ,NT\h.—N al N\K-\“/.
H
Como " CogH coHo 1

15 en la que n y r son ndmeros enteros y cada uno se selecciona independientemente en cada caso desde | a
aproximadamente 5; y p es un nimero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 4.

En otra realizacion, los enlazantes espaciadores incluyen uno o mas de los siguientes fragmentos:

13
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OH

en los que R es H, alquilo, cicloalquilo o arilalquilo; m es un nimero entero seleccionado independientemente desde
1 a aproximadamente 3; n es un nimero entero desde 1 a aproximadamente 6, p es un numero entero desde 1 a
aproximadamente 5, y r es un nimero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 3. En una variacion, el
numero entero n es 3 0 4. En otra variacion, el nimero entero p es 3 o 4. En otra variacion, el nimero enteror es 1.

En otra realizacion, los enlazantes espaciadores incluyen uno o mas de los siguientes fragmentos:

W O w ool
L . (VI
H . H
H i
[ w2 | | £
[ ™ M ' o III_., LUR I
| IH i .p T iw
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T o o u:fJ Ll
| ':UEH.: L}
=] o4 La] o4
H A n @ e
v ) g - o ] .L [
moo bk . T
[ HoW CO-H : H
H ' 2 L &,
' 1 N [k - il |+ B D
| H i ] .1 |l
| I"g’-]—ln L] i
b He. ] £ Wk e
L 1 [ ,J O
[t o
S0 M |
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en los que m es un numero entero seleccionado independientemente desde 1 a aproximadamente 3; n es un

numero entero desde 1 a aproximadamente 6, p es un numero entero desde 1 a aproximadamente 5, y r es un

numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 3. En una variacién, el nUmero entero n es 3 o 4. En otra
5 variacion, el nimero entero p es 3 o 4. En otra variacién, el nimero enterores 1.

En otra realizacion, los enlazantes espaciadores incluyen uno o mas de los siguientes fragmentos:
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en los que m es un numero entero seleccionado independientemente desde 1 a aproximadamente 3; n es un
numero entero desde 1 a aproximadamente 6, p es un numero entero desde 1 a aproximadamente 5, y r es un

10 numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 3. En una variacién, el nimero entero n es 3 o 4. En otra
variacion, el nimero entero p es 3 o 4. En otra variacién, el nimero enterores 1.

En otra realizacion, el enlazante espaciador hidrofilo es una combinacion de esqueletos y motivos laterales de
ramificacion, tal como se ilustra mediante las siguientes formulas.

H H H
*/N Ho */N HO */N HO ?OZH
)o o o )o o /\m
HO ) - H # O ) MNH S[l
; S e Ye 4 VRN
HO' HO HO'

15 en las que n es un numero entero seleccionado independientemente en cada caso desde 0 a aproximadamente 3.
Se pretende que las féormulas anteriores representen 4, 5, 6 e incluso azlcares ciclicos de miembros mas grandes.
Ademas, se debe entender que la féormula anterior se puede modificar para representar azlcares desoxi, en la que
uno o mas de los grupos hidroxi presentes en las férmulas se reemplazan por hidrégeno, alquilo o amino. Ademas,
se debe entender que los compuestos carbonilicos correspondientes se contemplan en las formulas anteriores, en

20 las que uno o mas de los grupos hidroxilo se oxidan al carbonilo correspondiente. Ademas, en esta realizacion
ilustrativa, la piranosa incluye grupos funcionales tanto carboxilo como amino y (a) se puede insertar en el esqueleto
y (b) se puede proporcionar asas sintéticas para ramificar cadenas laterales en variaciones de esta realizacion.
Cualquiera de los grupos hidroxilo colgantes se puede usar para unir otros fragmentos quimicos, incluidos los

15
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azucares adicionales para preparar los oligosacaridos correspondientes. También se contemplan otras variaciones

de esta realizacion, incluida la insercion de la piranosa u otro azucar en el esqueleto en un solo carbono, esto es,

una disposicién de espiro, en un par geminal de carbonos, y disposiciones similares. Por ejemplo, uno o dos

extremos del enlazante, o el agente A, o el ligando de unién B pueden estar conectados al azucar para ser insertado
5 en el esqueleto en una disposicién 1,1: 1,2; 1,3; 1,4; 2,3, u otra.

En otra realizacién, los enlazantes espaciadores hidrofilos descritos en este documento incluyen formados
principalmente a partir de carbono, hidrégeno y nitrdgeno, y tienen una proporcion carbono/nitrégeno de
aproximadamente 3: 1 o menos, o de aproximadamente 2: 1 o menos. En un aspecto, los enlazantes hidrofilos
descritos en este documento incluyen una pluralidad de grupos funcionales amino.

10 En otra realizacion, los enlazantes espaciadores incluyen uno o mas grupos amino de las siguientes formulas:

i b
.f'h"“‘ﬂNA"l a %D: 'fh\,ﬂ.N.A‘..j o ?Ca"b
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R R R

COaH GaH | A
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) ) . . [t
'“‘n%@ﬂq’g/ “;"\'&\H%Gm!‘/ =~ '\"j\ AM'N“‘”J m/

Seionsns s s vINoRe L st o

024

en las que n es un entero seleccionado independientemente en cada caso desde 1 a aproximadamente 3. En un

aspecto, el numero entero n es independientemente 1 o0 2 en cada caso. En otro aspecto, el nUmero enteron es 1 en
cada caso.

15 En otra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo es un éster de acido sulfurico, tal como un éster de alquilo de
acido sulfurico. llustrativamente, el enlazante espaciador es de la siguiente formula:

= L
:,“.?S \ \ ‘?o \ ,po
o] U \.

’S}n 51.. In

N N N

AY \ N
O e o

iH'S :=n n ncN f; fn N

H

N - nf N -
n(L)\l/ ﬂ/ bv T’\N g rﬁ

HOLC 0 ToaD i

en la que n es un nimero entero seleccionado independientemente en cada caso desde 1 a aproximadamente 3.
llustrativamente, n es independientemente 1 o0 2 en cada caso.

20 Se entiende que en tales enlazantes polihidroxilo, poliamino, acido carboxilico, acido sulfurico y similares que
incluyen hidrégenos libres unidos a heteroatomos, uno o mas de esos atomos de hidrogeno libres se pueden
proteger con el grupo protector hidroxilo, amino, o acido apropiado, respectivamente, o alternativamente, se pueden
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bloguear como los profarmacos correspondientes, los ultimos de los cuales se seleccionan para el uso particular, tal
como profarmacos que liberan el farmaco original en condiciones fisioldgicas generales o especificas.

En cada uno de los ejemplos ilustrativos anteriores de enlazantes L, también se incluyen en algunos casos
enlazantes espaciadores adicionales Ls, y/o enlazantes liberables Lr adicionales. Los enlazantes espaciadores y los
enlazantes liberables también pueden incluir atomos de carbono asimétricos. Se debe entender ademas que las
configuraciones estereoquimicas mostradas en este documento son meramente ilustrativas, y se contemplan otras
configuraciones estereoquimicas. Por ejemplo, en una variacion, las configuraciones de aminoacidos no naturales
correspondientes se pueden incluir en el conjugado descrito en este documento de la siguiente manera:

Moo 'iE‘:H l w9 ?031 ST - ?U:H i W @ cam
noJ [ . Wb . ~oow o B w ] 7 s
| MoOTL s . ] | I MOl L ' ’ Moo L N 0 " M 1 WOtk

= H H g s H H g a |t Hoom e H
bl Nk i el
(oL, [=LTR oL, {3HL,

en las que n es un numero entero desde 2 a aproximadamente 5, p es un numero entero desde 1 a
aproximadamente 5, y r es un nimero entero desde 1 a aproximadamente 4, como se describe anteriormente.

Se debe entender adicionalmente que en las realizaciones anteriores, las posiciones abiertas, tales como (*) atomos,
son ubicaciones para la unién del ligando de unién (B) o el agente (A) que se va a administrar. Ademas, se debe
entender que dicha union de uno o ambos de B y A puede ser directa o mediante un enlazante intermedio. Los
enlazantes que intervienen incluyen otros enlazantes espaciadores y/o enlazantes liberables. Los enlazantes
espaciadores adicionales ilustrativos y los enlazantes liberables que se incluyen en el conjugado descrito en este
documento se describen en la Solicitud de Patente de los Estados Unidos No. de serie 10/765,335.

En una realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas enlazantes que contienen carbohidratos
o enlazantes que contienen un grupo polihidroxilo. En otra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende
al menos tres enlazantes que contienen carbohidratos o que contienen un grupo polihidroxilo. En otra realizacion, el
enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas enlazantes que contienen carbohidratos o enlazantes que
contienen un grupo polihidroxilo, y uno o mas acidos asparticos. En otra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo
comprende uno o0 mas enlazantes que contienen carbohidratos o enlazantes que contienen un grupo polihidroxilo, y
uno o mas acidos glutamicos. En ofra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas
enlazantes que contienen carbohidratos o un grupo polihidroxilo, uno o0 mas acidos glutamicos, uno o mas acidos
asparticos y una o mas beta amino alaninas. En una serie de variaciones, en cada una de las realizaciones
anteriores, el enlazante espaciador hidréfilo también incluye una o mas cisteinas. En otra serie de variaciones, en
cada una de las realizaciones anteriores, el enlazante espaciador hidréfilo también incluye al menos una arginina.

En otra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende una o mas 1,4-piperazinas divalentes que estan
incluidas en la cadena de atomos que conectan al menos uno de los ligandos de union (B) con al menos uno de los
agentes (A). En una variacion, el enlazante espaciador hidroéfilo incluye uno o mas enlazantes que contienen
carbohidratos o que contienen un grupo polihidroxilo. En otra variacion, el enlazante espaciador hidréfilo incluye uno
0 mas enlazantes que contienen carbohidratos o que contienen un grupo polihidroxilo y uno o mas acidos asparticos.
En otra variacion, el enlazante espaciador hidrofilo incluye uno o mas enlazantes que contienen carbohidratos o que
contienen un grupo polihidroxilo y uno o mas acidos glutamicos. En una serie de variaciones, en cada una de las
realizaciones anteriores, el enlazante espaciador hidréfilo también incluye una o mas cisteinas. En otra serie de
variaciones, en cada una de las realizaciones anteriores, el enlazante espaciador hidréfilo también incluye al menos
una arginina.

En otra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas espaciadores hidréfilos de oligoamida,
tales como, pero no se limitan a aminoetilpiperazinilacetamida.

En otra realizacién, el enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas enlazantes que contienen carbohidratos
unidos a triazol o que contienen grupos polihidroxilo. En ofra realizacion, el enlazante espaciador hidrofilo
comprende uno o mas enlazantes que contienen carbohidratos unidos a amida o que contienen grupos polihidroxilo.
En ofra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas grupos de PEG y una o mas cisteinas.
En otra realizacion, el enlazante espaciador hidréfilo comprende uno o mas derivados de EDTA.

En otra realizacion, el enlazante espaciador adicional puede ser 1-alquilensuccinimid-3-ilo, opcionalmente sustituido
con un sustituyente X', como se define a continuacién, y los enlazantes liberables pueden ser metileno, 1-
alcoxialquileno, 1-alcoxicicloalquileno, 1- alcoxialquilencarbonilo, 1-alcoxicicloalquilencarbonilo, en los que cada uno
de los enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con un sustituyente X2, como se define a continuacion, y
en el que el enlazante espaciador y el enlazante liberable estan unidos opcionalmente al enlazante espaciador para
formar un acetal o cetal succinimida-1-ilalquilo.

Los enlazantes espaciadores adicionales pueden ser carbonilo, tionocarbonilo, alquileno, cicloalquileno,
alquilencicloalquilo, alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo,1-alquilensuccinimid-3-ilo, 1-
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(carbonilalquil)succinimid-  3-ilo, alquilensulfoxilo, sulfonilalquilo, alquilensulfoxilalquilo, alquilensulfonilalquil
carboniltetrahidro-2H-piranilo, carboniltetrahidro furanilo, 1-(carboniltetrahidro-2H-piranil)succinimid-3-ilo, y 1-
(carboniltetrahidrofuranil)succinimid-3-il, en los que cada uno de los enlazantes espaciadores esta opcionalmente
sustituido con un sustituyente X', como se define a continuacion. En esta realizacién, el enlazante espaciador puede
incluir un nitrégeno adicional, y los enlazantes espaciadores pueden ser alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo,
carbonilalquilcarbonilo, 1- (carbonilalquil) succinimid-3-ilo, en los que cada uno de los enlazantes espaciadores esta
opcionalmente sustituido con un sustituyente X', como se define a continuacion, y el enlazante espaciador esta
unido al nitrégeno para formar una amida. Alternativamente, el enlazante espaciador puede incluir un azufre
adicional, y los enlazantes espaciadores pueden ser alquileno y cicloalquileno, en los que cada uno de los
enlazantes espaciadores esta opcionalmente sustituido con carboxi, y el enlazante espaciador esta unido al azufre
para formar un tiol. En otra realizacion, el enlazante espaciador puede incluir azufre, y los enlazantes espaciadores
pueden ser 1-alquilensuccinimid-3-ilo y 1- (carbonilalquil) succinimid-3-ilo, y el enlazante espaciador esta unido al
azufre para formar un succinimid 3-iltiol.

En una alternativa a las realizaciones descritas anteriormente, el enlazante espaciador adicional puede incluir
nitrégeno, y el enlazante liberable puede ser un radical divalente que comprende alquilenaziridin-1-ilo,
carbonilalquilaziridin-1-ilo, sulfoxilalquilacirididin-1-ilo, o sulfonilalquilaziridin-1-ilo, en los que cada uno de los
enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con un sustituyente X?, como se define a continuacion. En esta
realizacién alternativa, los enlazantes espaciadores pueden ser carbonilo, tionocarbonilo, alquilencarbonilo,
cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1- (carbonilalquil) succinimid-3-ilo, en los que cada uno de los
enlazantes espaciadores esta opcionalmente sustituido con un sustituyente X', como se define a continuacion, y en
los que el enlazante espaciador esta unido al enlazante liberable para formar una amida de aziridina.

Los sustituyentes X' pueden ser alquilo, alcoxi, alcoxialquilo, hidroxi, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo,
alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo, sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido,
arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, carboxi, carboxialquilo, carboxilato de alquilo,
alcanoato de alquilo, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R®-carbonilalquilo, R®-acilamino y R’-acilaminoalquilo, en los
que R* y R® se seleccionan cada uno independientemente entre aminodacidos, derivados de aminoacidos y péptidos,
y en los que R® y R” se seleccionan cada uno independientemente de aminoacidos, derivados de aminoacidos y
péptidos. En esta realizacion, el enlazante espaciador puede incluir nitrégeno, y el sustituyente X' y el enlazante
espaciador al que estan unidos para formar un heterociclo.

En otra realizacion, el enlazante liberable puede ser un radical divalente que comprende alquilenaciridin-1-ilo,
alquilencarbonilaziridin-1-ilo, carbonilalquilaziridin-1-ilo, alquilensulfoxilaziridin-1-ilo, sulfoxilalkirkiridin-1-ilo,
sulfonilalquilaziridin-1-ilo, o alquilensulfonilaziridin-1-ilo, en los que cada uno de los enlazantes liberables esta
opcionalmente sustituido con un sustituyente X2, como se define a continuacion.

Los enlazantes liberables ilustrativos adicionales incluyen metileno, 1-alcoxialquileno, 1-alcoxicicloalquileno, 1-
alcoxialquilencarbonilo,1-alcoxicicloalquilencarbonilo, carbonilarilcarbonilo,carbonil(carboxiaril)carbonilo,
carbonil(biscarboxiaril) carbonilo, haloalquilencarbonilo, alquilen(dialquilsilil), alquilen(alquilarilsilil), alquilen(diarilsilil),
(dialquilsilil) arilo, (alquilarilsilil)arilo, (diarilsilil)arilo, oxicarboniloxi, oxicarboniloxialquilo, sulfoniloxi, oxisulfonilalquilo,
iminoalquilidenil,  carbonilalquilideniminilo,  iminocicloalquilidenilo,  carbonilcicloalquilideniminilo,  alquilentio,
alquilenariltio, y carbonilalquiltio, en los que cada uno de los enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con
un sustituyente X?, como se define a continuacion.

En la realizacion anterior, el enlazante liberable puede incluir oxigeno, y los enlazantes liberables pueden ser
metileno, 1-alcoxialquileno, 1-alcoxicicloalquileno, 1-alcoxialquilencarbonilo y 1-alcoxicicloalquilencarbonilo, en los
que cada uno de los enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con un sustituyente X?, como se define a
continuacion, y el enlazante liberable se une al oxigeno para formar un acetal o cetal. Alternativamente, el enlazante
liberable puede incluir oxigeno, y el enlazante liberable puede ser metileno, en el que el metileno esta sustituido con
un arilo opcionalmente sustituido, y el enlazante liberable esta unido al oxigeno para formar un acetal o cetal.
Ademas, el enlazante liberable puede incluir oxigeno, y el enlazante liberable puede ser sulfonilalquilo, y el
enlazante liberable esta unido al oxigeno para formar un alquilsulfonato.

En ofra realizacion de la anterior realizacion del enlazante liberable, el enlazante liberable puede incluir nitrégeno, y
los enlazantes liberables pueden ser iminoalquilidenilo, carbonilalquilideniminilo, iminocicloalquilidenilo, vy
carbonilcicloalquilideniminilo, en los que cada uno de los enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con un
sustituyente X?, que se define a continuacion, y el enlazante liberable se une al nitrégeno para formar una hidrazona.
En una configuracion alternativa, la hidrazona se puede acilar con un derivado de acido carboxilico, un derivado de
ortoformiato o un derivado de carbamoilo para formar diversos enlazantes liberables de acilhidrazona.

Como alternativa, el enlazante liberable puede incluir oxigeno, y los enlaces liberables pueden ser
alquilen(dialquilsilil), alquilen(alquilarilsilil), alquilen(diarilsilil), (dialquilsilil)arilo, (alquilarilsilil)arilo, y (diarilsilil)arilo, en
los que cada uno de los enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con un sustituyente X2, como se define
a continuacion, y el enlazante liberable se une al oxigeno para formar un silanol.
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En la realizacion del enlazante liberable anterior, el farmaco puede incluir un atomo de nitrégeno, el enlazante
liberable puede incluir nitrégeno, y los enlazantes liberables pueden ser carbonilarilcarbonilo, carbonilo (carboxiaril)
carbonilo, carbonilo (biscarboxarilo) carbonilo, y el enlazante liberable pueden estar unidos al nitrégeno heteroatomo
para formar una amida, y también unirse al nitrégeno del farmaco para formar una amida.

En la realizacion del enlazante liberable anterior, el farmaco puede incluir un atomo de oxigeno, el enlazante
liberable puede incluir nitrogeno, y los enlazantes liberables pueden ser carbonilarilcarbonilo,
carbonil(carboxiaril)carbonilo, carbonil(biscarboxiaril) carbonilo, y el enlazante liberable puede formar una amida, y
también se une al oxigeno del farmaco para formar un éster. Los sustituyentes X? pueden ser alquilo, alcoxi,
alcoxialquilo, hidroxi, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo, alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, halo, haloalquilo,
sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo
sustituido, carboxi, carboxialquilo, alquil carboxilato, alquil alcanoato, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, RS-
carbonilalquilo, R®-acilamino, y R7-acilaminoalquilo, en los que R* y R® son cada uno seleccionados
independientemente de aminoacidos, derivados de aminodacidos y péptidos, y en los que R® y R” son cada uno
seleccionados independientemente de aminoacidos, derivados de aminoacidos y péptidos. En esta realizacion, el
enlazante liberable puede incluir nitrégeno, y el sustituyente X? y el enlazante liberable pueden formar un heterociclo.

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

El agente A puede incluir un atomo de nitrégeno, y el enlazante liberable puede ser haloalquilencarbonilo,
opcionalmente sustituido con un sustituyente X2, y el enlazante liberable esta unido al nitrégeno del farmaco para
formar una amida.

El agente A puede incluir un atomo de oxigeno, y el enlazante liberable puede ser haloalquilencarbonilo,
opcionalmente sustituido con un sustituyente X2, y el enlazante liberable esta unido al oxigeno del farmaco para
formar un éster.

El agente A puede incluir un atomo de nitrégeno con enlace doble, y en esta realizacion, los enlazantes liberables
pueden ser alquilencarbonilamino y 1- (alquilencarbonilamino) succinimid-3-ilo, y el enlazante liberable se puede unir
al nitrégeno del farmaco para formar una hidrazona.

El agente A puede incluir un atomo de azufre, y en esta realizacion, los enlazantes liberables pueden ser alquilentio
y carbonilalquiltio, y el enlazante liberable se puede unir al azufre del farmaco para formar un disulfuro.

El agente A puede ser una mitomicina, un derivado de mitomicina o un analogo de mitomicina y, en esta realizacion,
los enlazantes liberables pueden ser carbonilalquiltio, carboniltetrahidro-2H-piranilo, carboniltetrahidrofuranilo,1-
(carboniltetrahidro- 2H-piranil)succinimid-3-ilo, y 1-(carboniltetrahidrofuranil)succinimid-3-ilo, en los que cada uno de
los enlazantes liberables esta opcionalmente sustituido con un sustituyente X2, y en los que la aziridina de la
mitomicina esta unida al enlazante liberable para formar una acilaziridina.

El ligando de unién B puede ser folato que incluye un nitrégeno, y en esta realizacion, los enlazantes espaciadores
pueden ser alquilencarbonilo, cicloalquilencarbonilo, carbonilalquilcarbonilo, 1-alquilensuccinimid-3-ilo, 1-
(carbonilalquil)succinimid- 3-ilo, en los que cada uno de los enlazantes espaciadores esta opcionalmente sustituido
con un sustituyente X', y el enlazante espaciador esta unido al nitrégeno de folato para formar una imida o una
alquilamida. En esta realizacion, los sustituyentes X' pueden ser alquilo, hidroxialquilo, amino, aminoalquilo,
alquilaminoalquilo, dialquilaminoalquilo, sulfhidrilalquilo, alquiltioalquilo, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo
sustituido, carboxi, carboxialquilo, guanidinoalquilo, R*-carbonilo, R5-carbonilalquilo, R®-acilamino, y R’-
acilaminoalquilo, en los que R* y R® se seleccionan cada uno independientemente de aminoacidos, derivados de
aminoacidos y péptidos, y en los que R® y R’ se seleccionan independientemente de aminoacidos, derivados de
aminoacidos y péptidos.

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

El término heterociclo, como se usa en este documento, se refiere a una cadena monovalente de carbono y
heteroatomos, en la que los heteroatomos se seleccionan de nitrdgeno, oxigeno y azufre, una parte del cual,
incluyendo al menos un heteroatomo, forma un anillo, como aziridina., pirrolidina, oxazolidina, 3-metoxipirrolidina, 3-
metilpiperazina y similares.

El término arilo, como se usa en este documento, se refiere a un anillo aromatico mono o policiclico de atomos de
carbono, tal como fenilo, naftilo, y similares. Ademas, el arilo también puede incluir heteroarilo.

El término heteroarilo como se usa en este documento se refiere a un anillo aromatico mono o policiclico de atomos
de carbono y al menos un heteroatomo seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre, tal como piridinilo, pirimidinilo,
indolilo, benzoxazolilo, y similares.
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El término opcionalmente sustituido como se usa en este documento se refiere al reemplazo de uno o mas atomos
de hidrégeno, generalmente en carbono, con un nimero correspondiente de sustituyentes, tales como halo, hidroxi,
amino, alquilo o dialquilamino, alcoxi, alquilsulfonilo, ciano, nitro, y similares. Ademas, dos hidrogenos en el mismo
carbono, en los carbonos adyacentes o cercanos se pueden reemplazar con un sustituyente bivalente para formar la
estructura ciclica correspondiente.

El término iminoalquilidenilo como se usa en este documento se refiere a un radical divalente que contiene alquileno
como se define en este documento y un atomo de nitrégeno, en el que el carbono terminal del alquileno esta unido
por doble enlace al atomo de nitrégeno, tal como las formulas -(CH)=N -, -(CHz) 2(CH)=N-, -CH>C (Me) = N-, y
similares.

El término aminoacido como se usa en este documento se refiere en general a aminoalquilcarboxilato, en el que el
radical alquilo esta opcionalmente sustituido, tal como con alquilo, hidroxi alquilo, sulfhidrilalquilo, aminoalquilo,
carboxialquilo, y similares, incluyendo grupos correspondientes a los aminoacidos de origen natural., tales como
serina, cisteina, metionina, acido aspartico, acido glutamico y similares. Se debe entender que tales aminoacidos
pueden ser de una sola estereoquimica o una mezcla particular de estereoquimicas, incluyendo mezclas racémicas.
Ademas, los aminoacidos se refieren a beta, gamma y aminoacidos mas largos, tales como los aminoacidos de
férmula:

-N(R)-(CR'R")¢-C(O)-

en la que R es hidrégeno, alquilo, acilo o un grupo protector de nitrégeno apropiado, R' y R" son hidrégeno o un
sustituyente, cada uno de los cuales se selecciona independientemente en cada aparicion, y g es un numero entero
tal como 1, 2, 3, 4, o 5. llustrativamente, R' y/o R" se corresponden independientemente, pero no se limitan a,
hidrégeno o las cadenas laterales presentes en los aminoacidos de origen natural, tales como metilo, bencilo,
hidroximetilo, tiometilo, carboxilo, carboxilmetilo, guanidinopropilo, y similares, y derivados y derivados protegidos de
los mismos. La féormula descrita anteriormente incluye todas las variaciones estereoisoméricas. Por ejemplo, el
aminoacido se puede seleccionar de asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, glutamina,
arginina, serina, ornitina, treonina y similares. En otro aspecto ilustrativo del intermediario conjugado de
administracion de farmaco de unién al receptor de vitamina descrito en este documento, el farmaco, o un analogo o
un derivado del mismo, incluye un nucledfilo alquiltiol.

Se debe entender que los términos descritos anteriormente se pueden combinar para generar grupos quimicamente
relevantes, tales como alcoxialquilo que se refiere a metiloximetilo, etiloxietilo y similares, haloalcoxialquilo que se
refiere a ftrifluorometiloxietilo, 1,2-difluoro-2-cloroet-1-iloxipropilo, y similares, arilalquilo que se refiere a bencilo,
fenetilo, a-metilbencilo y similares, y otros.

El término derivado de aminoacido como se usa en este documento se refiere en general a un
aminoalquilcarboxilato opcionalmente sustituido, en el que el grupo amino y/o el grupo carboxilato estan cada uno
opcionalmente sustituidos, tal como con alquilo, carboxilalquilo, alquilamino y similares, o protegidos opcionalmente.
Ademas, el fragmento de alquilo divalente que participa opcionalmente sustituido puede incluir grupos adicionales,
tales como grupos protectores, y similares.

El término péptido, como se usa en este documento, se refiere en general a una serie de aminoacidos y/o analogos
de aminoacidos y derivados unidos covalentemente entre si por enlaces amida.

El término "enlazante liberable" como se usa en este documento se refiere a un enlazante que incluye al menos un
enlace que puede romperse en condiciones fisioldgicas (por ejemplo, un enlace de pH labil, acido Iabil,
oxidativamente labil o enzima labil). Deberia apreciarse que tales condiciones fisioldgicas que resultan en la ruptura
del enlace incluyen reacciones de hidrélisis quimica estandar que ocurren, por ejemplo, a pH fisiolégico, o como
resultado de la compartimentacién en un organulo celular tal como un endosoma que tiene un pH mas bajo que el
pH citosdlico.

El enlace o enlaces escindibles pueden estar presentes en el interior de un enlazante escindible y/o en uno o ambos
extremos de un enlazante escindible. Se aprecia que la flexibilidad del enlace escindible puede ajustarse incluyendo
grupos o fragmentos funcionales dentro del enlazante polivalente L que pueden ayudar o facilitar dicha ruptura del
enlace, también denominada asistencia anquimérica. Ademas, se aprecia que se pueden incluir grupos o fragmentos
funcionales adicionales dentro del enlazante polivalente L que pueden ayudar o facilitar la fragmentacion adicional
de los conjugados de agente ligando de unién al receptor después de la ruptura del enlace del enlazante liberable.
La labilidad del enlace escindible se puede ajustar, por ejemplo, mediante cambios sustitutivos en o cerca del enlace
escindible, tal como incluir una ramificacién alfa adyacente a un enlace disulfuro escindible, aumentando la
hidrofobicidad de los sustituyentes en silicio en una unidad estructural que tiene un enlace de silicio-oxigeno que
puede tener grupos alcoxi, hidrolizados, homologados que forman parte de un cetal o acetal que puede ser
hidrolizado, y similares.

Se entiende que un enlace escindible puede conectar dos atomos adyacentes dentro del enlazante liberable y/o
conectar otros enlazantes o V y/o D, como se describe en este documento, en uno o ambos extremos del enlazante
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liberable. En el caso de que un enlace escindible conecte dos atomos adyacentes dentro del enlazante liberable,
después de la rotura del enlace, el enlazante liberable se rompe en dos o mas fragmentos. Alternativamente, en el
caso en que un enlace escindible esté entre el enlazante liberable y otra unidad estructural, tal como un heteroatomo
adicional, un enlazante espaciador adicional, otro enlazante liberable, el agente A, o un analogo o derivado del
mismo, o el ligando de unién B, o el analogo o un derivado del mismo, después de la rotura del enlace, el enlazante
liberable se separa de la otra unidad estructural.

Se entiende que cada uno de los espaciadores adicionales y los enlazantes liberables son bivalentes. Se debe
entender ademas que la conectividad entre cada uno de los diversos espaciadores adicionales y los mismos
enlazantes liberables, y entre los diversos espaciadores adicionales y los enlazantes liberables y A y/o B, como se
definen en este documento, puede ocurrir en cualquier atomo encontrado en los diversos espaciadores adicionales o
enlazantes liberables.

En un aspecto de los diversos conjugados de administracion de farmacos de unién al receptor descritos en este
documento, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable tomados
juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloximetiloxi, cuando el metilo esta opcionalmente sustituido con alquilo o
arilo sustituido.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable
tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilo, en el que el carbonilo forma una acilaziridina con el
agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable
tomados juntos para formar 1-alcoxicicloalquilenoxi.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable
tomados juntos para formar un carboxilato de alquilenaminocarbonil(dicarboxilarileno).

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar ditioalquilcarbonilhidrazida, en el que la hidrazida forma una
hidrazona con el agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable
tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilhidrazida, en el que la hidrazida forma una hidrazona
con el agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable
tomados juntos para formar 3-tioalquilsulfonilalquilo (sililo disustituido) oxi, en el que el sililo disustituido esta
sustituido con alquilo o arilo opcionalmente sustituido.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende una pluralidad de enlazantes espaciadores adicionales
seleccionados del grupo que consiste en los aminoacidos de origen natural y los estereocisémeros de los mismos.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbonato
con el agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioilalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbonato
con el agente A, o un analogo o derivado del mismo, y el arilo esta opcionalmente sustituido.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante espaciador adicional y un enlazante liberable
tomados juntos para formar 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloxialquiloxialquilideno, en el que el alquilideno forma una
hidrazona con el agente A, o un analogo o derivado del mismo, cada alquilo se selecciona de forma independiente, y
el oxialquiloxi esta opcionalmente sustituido con alquilo o arilo opcionalmente sustituido.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquiloxicarbonilhidrazida.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilamino, en el que el amino forma una amida viniloga con
el agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilamino, en el que el amino forma una amida viniloga con
el agente A, o un analogo o derivado del mismo, y el alquilo es etilo.
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En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilaminocarbonilo, en el que el carbonilo forma un
carbamato con el agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioalquilaminocarbonilo, en el que el carbonilo forma un
carbamato con el agente A, o un analogo o derivado del mismo, y el alquilo es etilo.

En otro aspecto, el enlazante polivalente comprende un enlazante liberable, un enlazante espaciador adicional y un
enlazante liberable tomados juntos para formar 3-ditioilalquiloxicarbonilo, en el que el carbonilo forma un carbamato
0 una carbamoilaziridina con el agente A, o un analogo o derivado del mismo.

En oftra realizacion, el enlazante polivalente (L) incluye un enlazante liberable de disulfuro. En otra realizacion, el
enlazante polivalente (L) incluye al menos un enlazante liberable que no es un enlazante liberable de disulfuro.

En un aspecto, los enlazantes liberables y espaciadores se pueden disponer de tal manera que después de la
escision de un enlace en el enlazante polivalente, los grupos funcionales liberados ayuden quimicamente a la rotura
o0 escision de enlaces adicionales, también denominados escisién con asistencia anquimérica o rotura. Una
realizacion ilustrativa de dicho enlazante polivalente o parte del mismo incluye compuestos que tienen las férmulas:
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en las que X es un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno o azufre, o un grupo carbonilo; n es un nimero entero
seleccionado de 0 a 4; ilustrativamente 2; R es hidrogeno, o un sustituyente, que incluye un sustituyente capaz de
estabilizar inductivamente una carga positiva o por resonancia en el anillo arilo, tal como alcoxi y similares, incluido
el metoxi; y el simbolo (*) indica puntos de unién para un espaciador adicional, heteroatomo o enlazantes liberables
que forman el enlazante polivalente, o alternativamente para la unién del farmaco, o analogo o derivado del mismo,
o la vitamina, o analogo o derivado del mismo. En una realizacién, n es 2 y R es metoxi. Se aprecia que otros
sustituyentes pueden estar presentes en el anillo arilo, el carbono bencilico, el acido alcanoico o el puente de
metileno, incluidos, pero no se limitan a, hidroxi, alquilo, alcoxi, alquiltio, halo y similares. La escision asistida puede
incluir mecanismos que impliquen intermedios de bencilo, intermedios de bencina, ciclacién de lactona, intermedios
de oxonio, eliminacién beta y similares. Adicionalmente, se aprecia que, ademas de la fragmentacién posterior a la
escision del enlazante liberable, la escision inicial del enlazante liberable se puede facilitar mediante un mecanismo
asistido de forma anquimérica.

Los ejemplos ilustrativos de intermedios utiles en la formacion de tales enlazantes incluyen:

OMe

= OH
x J?\M’“u’@/ﬂ
W TS

en la que X® es un grupo electrofilo tal como maleimida, vinil sulfona, derivados de acido carboxilico activo, y
similares, X’ es NH, O 0 S; y m y n son cada uno nimeros enteros seleccionados independientemente de 0-4. En
una variacién, m y n son cada uno nameros enteros seleccionados independientemente de 0-2. Tales intermedios se
pueden acoplar a farmacos, ligandos de union u otros enlazantes a través del ataque nucleofilico en el grupo
electrofilico X2, y/o formando éteres o derivados de acido carboxilico. En una realizacion, el grupo hidroxilo bencilico
se convierte en el correspondiente compuesto benciloxicarbonilo activo con fosgeno o un equivalente de fosgeno.
Esta realizacion se puede acoplar a farmacos, ligandos de unién u otros enlazantes a través del ataque nucledfilo en
el grupo carbonilo activo.

Los mecanismos ilustrativos para la escision de los enlazantes bivalantes descritos en este documento incluyen los
siguientes mecanismos de fragmentacion 1,4y 1,6
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en los que X es un nucledfilo, glutation o agente biorreductor exdgeno o enddgeno, y similares, y cualquiera de Z o
Z' es la vitamina, o analogo o derivado del mismo, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o una vitamina o
unidad estructural de farmaco junto con otras partes del enlazante polivalente. Se debe entender que aunque los
mecanismos de fragmentacién anteriores se representan como mecanismos concertados, puede tener lugar
cualquier numero de etapas discretas para efectuar la fragmentacion final del enlazante polivalente a los productos
finales mostrados. Por ejemplo, se aprecia que la escision del enlace también puede producirse mediante la
eliminacion catalizada por acido de la unidad estructural de carbamato, que puede ser asistida de forma anquimérica
mediante la estabilizacion proporcionada por ya sea el grupo arilo del azufre beta o disulfuro ilustrado en los
ejemplos anteriores. En esas variaciones de esta realizacion, el enlazante liberable es la unidad estructural de
carbamato. Alternativamente, la fragmentacién se puede iniciar por un ataque nucledfilo en el grupo disulfuro,
haciendo que la escision forme un tiolato. El tiolato puede desplazar intermolecularmente un acido carbénico o una
unidad estructural acido carbamico y formar el correspondiente tiaciclopropano. En el caso de los enlazantes
polivalentes que contienen bencilo, después de una ruptura ilustrativa del enlace disulfuro, el fenilo tiolato resultante
puede fragmentarse adicionalmente para liberar una unidad estructural de acido carbdnico o acido carbamico
formando un intermedio estabilizado por resonancia. En cualquiera de estos casos, la naturaleza liberable de los
enlazantes polivalentes ilustrativos descritos en este documento puede realizarse mediante cualquier mecanismo
que pueda ser relevante para las condiciones quimicas, metabdlicas, fisiologicas o biolégicas presentes.

Otros mecanismos ilustrativos para la escision del enlace del enlazante liberable incluyen la escisiéon asistida por
0oXxonio como sigue:

o ¥
-0 — S
r( {ol “ - éfo.:&f - + OOy +  HN—Z

= A

A o

O — 0

¥ {{,}Ju - i’@ b 0O, 4+ HNe?
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=
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en los que Z es la vitamina, o analogo o derivado de la misma, o el farmaco, o analogo o derivado de la misma, o
cada uno es una unidad estructural de vitamina o farmaco junto con otras partes del enlazante polivalente, tal como
una unidad estructural de vitamina o farmaco que incluye uno o mas enlazantes espaciadores y/u otros enlazantes
liberables. Sin pretender imponer ninguna teoria, en esta realizacion, la catalisis acida, tal como en un endosoma,
puede iniciar la escision a través de la protonacion del grupo uretano. Ademas, la eliminacién del carbamato
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catalizada por acido conduce a la liberacion de CO; y la unidad estructural que contiene nitrégeno unido a Z, y la
formacion de un catién bencilo, que puede ser atrapado por el agua, o cualquier otra base de Lewis.

Otros enlazantes ilustrativos incluyen compuestos de las férmulas:

o o]
H
A5 ,J'L. M ,J'L. .
.5 \/‘\G u \{n:;f‘\.x )

R 8] H o]
’©/\0Jkﬁ'”\ﬂ/\‘dkn .
'S‘S ]

en las que X es NH, CH2 u O; R es hidrogeno, o un sustituyente, que incluye un sustituyente capaz de estabilizar
inductivamente una carga positiva o por resonancia en el anillo arilo, tal como alcoxi y similares, incluido el metoxi; y
el simbolo (*) indica puntos de unién para un espaciador, heteroatomo o enlazantes liberables adicionales que
forman el enlazante polivalente, o alternativamente para la unién del farmaco, o analogo o derivado del mismo, o la
vitamina, o analogo o derivado del mismo.

Los mecanismos ilustrativos para la escision de tales enlazantes polivalentes descritos en este documento incluyen
los siguientes mecanismos de fragmentacion 1,4 y 1,6 seguidos de la escision asistida de forma anquimérica de la Z'
acilada a través de la ciclacion por el grupo hidrazida:

en los que X es un nucledfilo, glutation o agente biorreductor exdgeno o enddgeno, y similares, y cualquiera de Z o
Z' es la vitamina, o analogo o derivado del mismo, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o una vitamina o
unidad estructural de farmaco junto con otras partes del enlazante polivalente. Se debe entender que aunque los
mecanismos de fragmentacién anteriores se representan como mecanismos concertados, puede tener lugar
cualquier numero de etapas discretas para efectuar la fragmentacion final del enlazante polivalente a los productos
finales mostrados. Por ejemplo, se aprecia que la escision del enlace también puede producirse mediante la
eliminacion catalizada por acido de la unidad estructural de carbamato, que puede ser asistida de forma anquimérica
mediante la estabilizacion proporcionada por el grupo arilo del azufre beta o disulfuro ilustrado en los ejemplos
anteriores. En esas variaciones de esta realizacion, el enlazante liberable es la unidad estructural de carbamato.
Alternativamente, la fragmentacion se puede iniciar por un ataque nucledfilo en el grupo disulfuro, haciendo que la
escision forme un tiolato. El tiolato puede desplazar intermolecularmente una unidad estructural de acido carbénico o
acido carbamico y formar el correspondiente tiaciclopropano. En el caso de los enlazantes polivalentes que
contienen bencilo, después de una ruptura ilustrativa del enlace disulfuro, el fenilo tiolato resultante se puede
fragmentar adicionalmente para liberar una unidad estructural de acido carbonico o acido carbamico formando un
intermedio estabilizado por resonancia. En cualquiera de estos casos, la naturaleza liberable de los enlazantes
polivalentes ilustrativos descritos en este documento se puede realizar mediante cualquier mecanismo que pueda
ser relevante para las condiciones quimicas, metabdlicas, fisioldégicas o biologicas presentes. Sin pretender imponer
ninguna teoria, en esta realizacion, la catalisis acida, tal como en un endosoma, también puede iniciar la escisién a
través de la protonacion del grupo uretano. Ademas, la eliminacion del carbamato catalizada por acido conduce a la
liberacion de CO; y la unidad estructural que contiene nitrdgeno unido a Z, y la formacion de un catién bencilo, que
puede ser atrapado por el agua, o cualquier otra base de Lewis, como se describe de manera similar en este
documento.
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En una realizacion, los enlazantes polivalentes descritos en este documento son compuestos de las siguientes
férmulas

qu I-"h na ql‘
Lol .5 }/\4’0 .
. 5)«_’? \n . \S . \n/c
o o]
R R R R* AP

'S, 0. N rs M 05

Y

en las que n es un numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 4; R? y R® se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo, incluyendo alquilo inferior tal como alquilo C+-C4
que estan opcionalmente ramificados; o R? y R° se toman junto con el atomo de carbono unido para formar un anillo
carbociclico; R es un grupo alquilo opcionalmente sustituido, un grupo acilo opcionalmente sustituido o un grupo
protector de nitrogeno adecuadamente seleccionado; y (*) indica puntos de union para el farmaco, vitamina, agente
de formacion de imagenes, agente de diagndstico, otros enlazantes polivalentes u otras partes del conjugado.

En otra realizacion, los enlazantes polivalentes descritos en este documento incluyen compuestos de las siguientes
férmulas

V
o, P L8] S5-
! mT .lm?
- -3
5

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

En otra realizacion, los enlazantes polivalentes descritos en este documento incluyen compuestos de las siguientes

férmulas
o o-
MY ™ “n/
i L8]
.5 7
e e
Q o’
en las que m es un numero entero seleccionado desde 1 a aproximadamente 4; R es un grupo alquilo opcionalmente
sustituido, un grupo acilo opcionalmente sustituido o un grupo protector de nitrdgeno adecuadamente seleccionado;

y (*) indica puntos de unién para el farmaco, vitamina, agente de formaciéon de imagenes, agente de diagndstico,
otros enlazantes polivalentes u otras partes del conjugado.

Otro mecanismo ilustrativo implica una disposicion de los enlazantes liberables y espaciadores de tal manera que
luego de la escision de un enlace en el enlazante polivalente, los grupos funcionales liberados ayudan quimicamente
a la ruptura o escisién de enlaces adicionales, también denominados escisidn con asistencia anquimérica o rotura.

Una realizacion ilustrativa de dicho enlazante polivalente o parte del mismo incluye compuestos que tienen la
férmula:
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en la que X es un heteroatomo, tal como nitrégeno, oxigeno o azufre, n es un numero entero seleccionado desde 0,
1, 2y 3, R es hidrogeno, o un sustituyente, que incluye un sustituyente capaz de estabilizar una carga positiva de
forma inductiva o resonancia en el anillo de arilo, tal como alcoxi, y similares, y cualquiera de Z o Z' es la vitamina, o
su analogo o derivado, o el farmaco, o analogo o derivado del mismo, o una vitamina o unidad estructural de
farmaco junto con otras partes del enlazante polivalente. Se aprecia que pueden estar presentes otros sustituyentes
en el anillo arilo, el carbono bencilico, el nitrdgeno del carbamato, el acido alcanoico o el puente de metileno,
incluyendo, pero no limitando a, hidroxi, alquilo, alcoxi, alquiltio, halo y similares. La escision asistida puede incluir
mecanismos que impliqguen intermedios de bencilo, intermedios de bencina, ciclacién de lactona, intermedios de
oxonio, eliminacion beta y similares. Se aprecia ademas que, ademas de la fragmentacion posterior a la escision del
enlazante liberable, la escision inicial del enlazante liberable puede ser facilitada por un mecanismo asistido de
forma anquimérica.

En esta realizacién, el acido hidroxialcanoico, que puede ciclarse, facilita la escision del puente de metileno,
mediante por ejemplo, un ion oxonio, y facilita la escision del enlace o la posterior fragmentacion después de la
escision del enlace del enlazante liberable. Alternativamente, la escision asistida por iones de oxonio catalizada por
acido del puente de metileno puede comenzar una cascada de fragmentacion de este ilustrativo enlazante
polivalente, o fragmento del mismo. Alternativamente, la hidrélisis del carbamato catalizada por acido puede facilitar
la eliminacion beta del acido hidroxialcanoico, que puede ciclarse, y facilitar la escisién del puente de metileno, por
ejemplo, por un ion oxonio. Se aprecia que otros mecanismos quimicos de rotura o escision de enlaces bajo las
condiciones metabdlicas, fisiolégicas o celulares descritas en este documento pueden iniciar dicha cascada de
fragmentacion. Se aprecia que otros mecanismos quimicos de rotura o escision de enlaces bajo las condiciones
metabdlicas, fisiologicas o celulares descritas en este documento pueden iniciar dicha cascada de fragmentacion.

Otra realizacion ilustrativa de los enlazantes descritos en este documento, incluye enlazantes liberables que se
escinden en las condiciones descritas en este documento por un mecanismo quimico que implica la eliminacion
beta. En un aspecto, tales enlazantes liberables incluyen acidos carboxilicos sustituidos con beta-tio, beta-hidroxi y
beta-amino y derivados de los mismos, tales como ésteres, amidas, carbonatos, carbamatos y ureas. En otro
aspecto, tales enlazantes liberables incluyen 2- y 4-tioarilésteres, carbamatos y carbonatos.

En otra realizacion, el enlazante polivalente incluye enlazantes espaciadores adicionales y enlazantes liberables
conectados para formar un grupo polivalente de 3-tiosuccinimid-1-ilalquilximetiloxi, ilustrado por la siguiente férmula

]
o

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

En otra realizacion, el enlazante polivalente incluye enlazantes espaciadores adicionales y enlazantes liberables
conectados para formar un grupo polivalente de 3-tiosuccinimid-1-ilalquilcarbonilo, ilustrado por la siguiente férmula

e
A
&}

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

En otra realizacion, el enlazante polivalente incluye enlazantes espaciadores adicionales y enlazantes liberables
conectados para formar un grupo polivalente ditioalquilcarbonilhidrazida, o un 3-tiosuccinimid-1-
ilalquilcarbonilhidrazida polivalente, ilustrado por las siguientes formulas
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en las que n es un numero entero desde 1 a 6, el grupo alquilo esta opcionalmente sustituido y la hidrazida forma
una hidrazona con (B), (D) u otra parte del enlazante polivalente (L). Los simbolos (*) indican puntos de union del
fragmento de enlazante polivalente a otras partes de los conjugados descritos en este documento.

En otra realizacion, el enlazante polivalente incluye enlazantes espaciadores adicionales y enlazantes liberables
conectados para formar un grupo polivalente de 3-tiosuccinimid-1-ilalquiloxialquiloxialquilideno, ilustrado por la
siguiente formula

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

Los enlazantes espaciadores adicionales ilustrativos adicionales incluyen alquileno - amino - alquilencarbonilo,
alquilen- tio-carbonilalquilsuccinimid-3-ilo, y similares, como se ilustra adicionalmente mediante las siguientes
férmulas:

g
' ”?CW”N)'
X ¥

R o O
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v
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en las que los niumeros enteros xeyson 1,2, 3,40 5:

En otra realizacion ilustrativa, el enlazante incluye uno o mas aminoacidos. En una variacion, el enlazante incluye un
solo aminoacido. En otra variacion, el enlazante incluye un péptido que tiene desde 2 a aproximadamente 50, 2 a
aproximadamente 30, o 2 a aproximadamente 20 aminoacidos. En otra variacion, el enlazante incluye un péptido
que tiene desde aproximadamente 4 a aproximadamente 8 aminoacidos. Tales aminoacidos se seleccionan
ilustrativamente de los aminoacidos de origen natural, o estereoisémeros de los mismos. El aminoacido también
puede ser cualquier otro aminoacido, tal como cualquier aminoacido que tenga la férmula general:

-N(R)-(CR'R")¢-C(O)-

en la que R es hidrégeno, alquilo, acilo o un grupo protector de nitrégeno apropiado, R' y R" son hidrégeno o un
sustituyente, cada uno de los cuales se selecciona independientemente en cada aparicion, y q es un numero entero
tal como 1, 2, 3, 4, o 5. llustrativamente, R' y/o R" se corresponden independientemente, pero no se limitan a,
hidrégeno o las cadenas laterales presentes en aminoacidos de origen natural, tales como metilo, bencilo,
hidroximetilo, tiometilo, carboxilo, carboxilmetilo, guanidinopropilo, y similares, y derivados y derivados protegidos de
los mismos. La féormula descrita anteriormente incluye todas las variaciones estereoisoméricas. Por ejemplo, el
aminoacido se puede seleccionar de asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, glutamina,
arginina, serina, ornitina, treonina y similares. En una variacion, el enlazante liberable incluye al menos 2
aminoacidos seleccionados de asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, glutamina, arginina,
serina, ornitina y treonina. En otra variacion, el enlazante liberable incluye entre 2 y aproximadamente 5 aminoacidos
seleccionados de asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, glutamina, arginina, serina, ornitina y
treonina. En otra variacion, el enlazante liberable incluye un tripéptido, tetrapéptido, pentapéptido o hexapéptido que
consiste en aminoacidos seleccionados desde acido aspartico, cisteina, acido glutamico, lisina, arginina y ornitina, y
combinaciones de los mismos.
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En ofro aspecto ilustrativo del intermediario conjugado de administracién de farmaco de unién al receptor de
vitamina descrito en este documento, el farmaco, o un analogo o un derivado del mismo, incluye un nucledfilo

alquiltiol.

Los enlazantes adicionales se describen en las siguientes tablas, en las que el atomo (*) es el punto de unién de los
enlazantes espaciadores adicionales o liberables, el farmaco y/o el ligando de union.

Se describen los siguientes enlazantes espaciadores ilustrativos.
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Se describen los siguientes enlazantes liberables ilustrativos.
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Se aprecia que tales enlazantes hidréfilos pueden alterar la estabilidad, el metabolismo y la distribucion tisular de los
conjugados, especialmente en comparacion con otras formas de conjugados tales como las formas basadas en
peptidicos descritas en la Patente de los Estados Unidos No. US 7,601,332. Por ejemplo, se entiende que en ciertas
situaciones, las interacciones carbohidrato-proteina son mas débiles que las interacciones péptido-proteina. De este
modo, se aprecia que en diversas realizaciones descritas en este documento, los conjugados pueden conducir a una
menor union de las proteinas séricas. Estas y otras diferencias fisicoquimicas entre los conjugados descritos en este
documento y otros ya informados pueden incluir un direccionamiento mejorado a las células diana y perfiles de
biodistribucion mejorados, esto es, mas selectivos o diferencialmente selectivos. EI aumento de la citotoxicidad
puede ser una consecuencia natural de la disminucién de la unién a proteinas séricas o la biodistribucién mejor o
diferencial (esto es, se desperdicia menos farmaco en compartimentos no especificos). Esto es especialmente cierto
para el uso de espaciadores hidréfilos pero neutros. Sin pretender imponer ninguna teoria, también se sugiere que
los enlazantes espaciadores hidréfilos descritos en este documento pueden disminuir la toxicidad que podria
deberse, al menos en parte, a interacciones de unién no especificas.

En una realizacién alternativa, el farmaco esta unido a un enlazante espaciador hidréfilo, directa o indirectamente,
para lograr el objetivo de disminuir la eliminacién hepatico. Se ha encontrado en este documento que la union de
grupos hidrofilos, ya sea liberables o no, y mas especificamente grupos neutros hidréfilos, incrementa la
administracion especifica de rifion.
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Se ha observado que la eliminacion hepatica de conjugados de folato-farmaco que poseen enlazantes disulfuro y
espaciadores peptidicos retiene perfiles de toxicidad residual y algunas veces sustanciales desfavorables.
Incluyendo los espaciadores hidrofilos descritos en este documento también se introdujeron vectores para el
suministro especifico de rifidn. Por lo tanto, se aprecia que la inclusion de dichos enlazantes en conjugados de
farmacos dirigidos puede disminuir la absorcién general del higado y, en consecuencia, disminuir la toxicidad
general. Sin pretender imponer ninguna teoria, se aprecia que la toxicidad en la MTD, tal como la de los conjugados
alcaloides de la vinca, puede deberse a una eliminacién hepatica no especifica, lo que lleva al metabolismo, a la
liberacion del farmaco libre, tal como la DAVLBH, a la bilis y luego al intestino. La toxicidad local, asi como la
toxicidad sistémica (debido a la reabsorcion) luego pueden ocurrir. Al incluir enlazantes hidrdéfilos en los conjugados
dirigidos y no dirigidos descritos en este documento, se cree que la eliminacion a través del rifidn puede ocurrir
preferencialmente, disminuyendo y/o evitando de este modo la toxicidad concomitante basada en el metabolismo
hepatico. De acuerdo con lo anterior, se puede usar la medicién de la eliminacién biliar total del componente del
farmaco, tal como DAVLBH, de una serie de conjugados de folato y farmaco, para predecir qué agente seria el
menos toxico.

Como se describié anteriormente, los conjugados descritos en este documento se pueden usar para administrar
agentes diana A las células de una manera selectiva o especifica. En un aspecto de tal administraciéon, también
pueden evitarse mecanismos de eliminacién no deseados. Se ha descubierto que los enlazantes espaciadores
hidréfilos descritos en este documento cuando se usan para formar conjugados de ligandos de union al receptor B 'y
agentes A, pueden disminuir la cantidad de eliminacién por el higado. Ademas, se ha descubierto que estos
enlazantes espaciadores hidrofilos tienden a favorecer la eliminacion a lo largo de las vias renales, tal como el rifién.
Ademas, se ha descubierto que los conjugados descritos en este documento presentan una toxicidad menor que los
agentes originales A por si mismos cuando se administran de la misma manera. Sin pretender imponer ninguna
teoria, se sugiere que la menor toxicidad se debe a la disminucidon observada en el mecanismo de eliminacion
hepatica en favor de los mecanismos de eliminacion renal.

En otra realizacion, se describen que los compuestos en este documento tienen una absorcion reducida por el
higado y es menos probable que sean eliminados por el higado. En un aspecto, tales compuestos se eliminan
preferencialmente mediante los procedimientos renales en comparaciéon con los procedimientos hepaticos. De
acuerdo con lo anterior, en otra divulgacion, los compuestos no dirigidos de la siguiente férmula se describen en este
documento:

L-A

en la que L es un espaciador hidréfilo y A es un agente de diagnostico, terapéutico o de formacion de imagenes. Se
aprecia que tales compuestos no dirigidos, aunque no se dirigen usando un ligando de unién B al receptor, pueden,
sin embargo, exhibir una toxicidad disminuida que el agente original A cuando se administran de la misma manera.
Los compuestos no dirigidos, como los conjugados dirigidos descritos anteriormente, incluyen el espaciador hidrdéfilo
L. Por lo tanto, el agente que no llega a la célula tratada de forma deseable se eliminara mediante rutas metabdlicas
y bioldgicas ordinarias. Sin embargo, se aprecia que la presencia del espaciador hidrofilo L dirigira la eliminacion a
través de vias renales en lugar de vias hepaticas.

En otra realizacion, los conjugados de multifarmaco en este documento se describen. Varias configuraciones
ilustrativas de tales conjugados de multifarmaco se contemplan en este documento, € incluyen los compuestos y
composiciones descritos en la Publicacién Internacional PCT No. WO 2007/022494. llustrativamente, los enlazantes
polivalentes pueden conectar el ligando de unién al receptor B a los dos o mas agentes A en una variedad de
configuraciones estructurales, que incluyen, pero no se limitan a, las siguientes férmulas generales ilustrativas:

B-L'-A'-L2-A2
B-L'-AT-L2-AZL %A
Al-L1-B-L2-A2
Al-L1-B-L2-A2L3A3

JAI IAI
B—L/ B—Li
\A? AZ—{ 2—p?
Al Az
B—L'—a? .ﬁ'—L'—B—L{
A7 Al
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en las que B es el ligando de union al receptor, cada uno de (L"), (L?) y (L%) es un enlazante polivalente como se
describe en este documento que comprende un enlazante espaciador hidréfilo, y opcionalmente incluye uno o mas
enlazantes liberables y/o enlazantes espaciadores adicionales, y cada uno de (A'), (A?) y (A%) es un agente A, o un
analogo o derivado del mismo. Otras variaciones, que incluyen agentes adicionales A, o analogos o derivados de los
mismos, enlazantes adicionales y configuraciones adicionales de la disposicion de cada uno de (B), (L) y (A),
también se contemplan en este documento.

En una variacion, se incluye mas de un ligando de unién B al receptor en los conjugados de administracion descritos
en este documento, incluyendo, pero no limitando a, las siguientes formulas generales ilustrativas:

e\ A2 Jemm )

/
LA — P A7 B—L'—Al—?
/ N
B B
a7 A
I'd !
Al—|'—B—L? Al—L'—B—2—a?—?
\ \
B B
IN p‘AI
B—L' B—L'
A?.....LE‘_B /Az_Lz_ﬁ:l
B—t?
Al 2
r /
B—L'—A*—L*—B Al—L'—B—L7
3 A
/
B—L"*

en las que cada B es un ligando de union al receptor, cada uno de (L"), (L?) y (L®) es un enlazante polivalente como
se describe en este documento que comprende un enlazante espaciador hidrdéfilo, y opcionalmente incluye uno o
mas enlazantes liberables y/o enlazantes espaciadores adicionales y cada uno de (A"), (A?) y (A%) es un agente A, o
un analogo o derivado del mismo. Otras variaciones, que incluyen agentes adicionales A, o analogos o derivados de
los mismos, enlazantes adicionales y configuraciones adicionales de la disposicion de cada uno de (B), (L) y (A),
también se contemplan en este documento. En una variacion, los ligandos de unién al receptor B son ligandos para
el mismo receptor, y en otra variacion, los ligandos de unién al receptor B son ligandos para diferentes receptores.

En otra realizacion ilustrativa, los farmacos se seleccionan basandose en la actividad frente a una o mas
poblaciones de células patégenas con un mecanismo de accion particular. Los mecanismos ilustrativos de accion
incluyen agentes alquilantes, inhibidores de microtubulos, incluidos los que estabilizan y/o desestabilizan la
formacion de microtubulos, incluidos agentes de beta-tubulina, inhibidores de la quinasa dependiente de la ciclina
(CDK), inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores de la sintesis de proteinas, inhibidores de la proteina quinasa,
incluidos los Ras, Raf, PKC, PI3K, e inhibidores similares, inhibidores de la transcripcion, antifolatos, bloqueadores
de proteinas de choque térmico, y similares.

Los agentes alquilantes ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, mitomicinas CBI, y similares. Los inhibidores
ilustrativos de la quinasa dependiente de ciclina (CDK) incluyen, pero no se limitan a, CYC202, seliciclib, R-
roscovitina, AGM-1470, y similares. Los inhibidores ilustrativos de la topoisomerasa incluyen, pero no se limitan a,
doxorubicina, otras antraciclinas y similares. Los inhibidores ilustrativos de la sintesis de proteinas incluyen, pero no
se limitan a, bruceantina, y similares. Los inhibidores ilustrativos de la proteina quinasa, incluidos los inhibidores de
Ras, Raf, PKC, PI3K y similares, incluyen, pero no se limitan a, L-779,450, R115777 y similares. Los inhibidores
ilustrativos de la transcripcion incluyen, pero no se limitan a, a-amanatina, actinomicina y similares. Los antifolatos
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, metotrexato y similares. Los bloqueadores de proteinas de choque térmico
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, geldanamicina y similares.

Inhibidores ilustrativos de microtubulos, incluyendo aquellos que estabilizan y/o desestabilizan la formacion de
microtubulos, incluyendo agentes de B-tubutina, venenos de microtubulos, y similares. Los venenos de microtubulos
ilustrativos que se unen a receptores seleccionados incluyen, pero no se limitan a, inhibidores que se unen al sitio de
unién de la vinca, tales como arenastatina, dolastatina, halicondrina B, maitansina, fomopsina A, rizoxina, ustiloxina,
vinblastina, vincristina y similares, estabilizantes de union al sitio de unién a taxol tal como discodermalida, epotilona,
taxol, paclitaxol y similares, inhibidores de la unién al sitio de union a colchicina tales como colchicina,
combretastatina, curacina A, podofilotoxina, esteganacina y similares, y otros que se unen a sitios no definidos tales
como criptoficina, tubulisinas y similares.
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En una realizacién, la tubulisina es una tubulisina natural. En otra realizacion, la tubulisina es una tubulisina sintética
o semisintética. La tubulisina adicional que se puede incluir en los conjugados descritos en este documento se
describe en la Publicacion Internacional PCT No. WO 2008/112873.

En una realizacion de los conjugados de administracion de farmacos descritos en este documento, al menos uno de
los farmacos es un inhibidor de microtubulos, o un analogo o derivado de los mismos. En ofra realizacién, al menos
uno de los farmacos es un agente de alquilacion de ADN. En otra realizacion, al menos uno de los farmacos es un
agente de alquilacion de ADN, y al menos otro de los farmacos es un inhibidor de microtubulos.

En otra realizacion de los conjugados de administracion de farmacos descritos en este documento, al menos uno de
los farmacos es un inhibidor de la P-glicoproteina (PGP). En otra realizacion, al menos uno de los farmacos incluidos
en los conjugados de administracion de farmacos descritos en este documento es un inhibidor de PGP, y al menos
otro de los farmacos incluidos en los conjugados de administracion de farmacos es un sustrato de PGP.
llustrativamente en esta ultima realizacion, el sustrato de PGP es un agente alquilante de ADN. Con referencia a
esta realizacion, se aprecia que el emparejamiento de un inhibidor de PGP con un sustrato de PGP, tal como un
agente alquilante de ADN que incluye, pero no se limita a, cualquiera de las mitomicinas como la mitomicina C, la
mitomicina A y similares, puede mejorar el rendimiento general del farmaco que de otro modo es un sustrato PGP.
En los conjugados liberables descritos en este documento, el farmaco inhibidor de PGP y el farmaco sustrato de
PGP se liberan en la célula después de la endocitosis. De esa manera, el farmaco inhibidor de PGP puede mejorar
la eficacia y/o la potencia global del farmaco sustrato de PGP. Ademas, el inhibidor de PGP puede reducir la
expresion de PGP, lo que a su vez disminuira el flujo de salida de uno o mas de los farmacos incluidos en los
conjugados de multifarmaco descritos en este documento de la célula patdgena. Se aprecia que las mitomicinas, o
analogos o derivados de las mismas, tales como la mitomicina C, pueden operar como un inhibidor de la PGP, o un
regulador descendente de la PGP. Se aprecia ademas que el alcaloide de la vinca, o analogo o derivado del mismo,
tal como los analogos y derivados de vinblastina, puede ser un sustrato de PGP que esta protegido del flujo de
salida de la célula patdgena por el inhibidor o regulador descendente de PGP.

En otra realizacion de los conjugados de administracion de farmacos descritos en este documento, al menos uno de
los farmacos es un alcaloide de la vinca, o un analogo o derivado del mismo. Los alcaloides de la vinca descritos en
este documento incluyen todos los miembros de la familia de alcaloides indoledihidroindol de la vinca, tales como
pero no limitados a vindesina, vinblastina, vincristina, catarantina, vindolina, leurosina, vinorelbina, imidocarb,
sibutramina, toltrazuril, acido vinblastinoico, y similares, y analogos y derivados de los mismos.

Los procedimientos para tratar enfermedades causadas o evidenciadas por poblaciones de células patdgenas se
describen en este documento. Los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de union (B) se pueden
usar para tratar estados de enfermedad caracterizados por la presencia de una poblacién de células patdgenas en el
huésped, en los que los miembros de la poblacién de células patégenas tienen un sitio de unién accesible para el
ligando de unién (B), o analogo o derivado del mismo, en el que el sitio de union se expresa de forma Unica, se
sobreexpresa o se expresa preferencialmente por las células patégenas. La eliminacion selectiva de las células
patégenas esta mediada por la unidn de la unidad estructural de ligando del conjugado de administracion de farmaco
y ligando de unién (B) a un receptor de ligando, transportador u otra proteina presente en la superficie que se une
especificamente al ligando de unién (B), o analogo o derivado del mismo, y que se expresa de forma Unica, se
sobreexpresa o se expresa preferencialmente por las células patdégenas. Una proteina presente en la superficie
expresada de forma Unica, sobreexpresada o expresada preferencialmente por las células patégenas es un receptor
no presente o presente en concentraciones mas bajas en células no patdgenas que proporciona un medio para la
eliminacion selectiva de las células patogenas.

Por ejemplo, los receptores de vitaminas expresados en la superficie, como el receptor de folato de alta afinidad, se
sobreexpresan en las células cancerosas. Se ha informado que los canceres epiteliales de ovario, glandula
mamaria, colon, pulmon, nariz, garganta y cerebro expresan niveles elevados del receptor de folato. De hecho, se
sabe que mas del 90 % de todos los tumores ovaricos humanos expresan grandes cantidades de este receptor. De
acuerdo con lo anterior, los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién (B) descritos en este
documento se pueden usar para tratar una variedad de tipos de células tumorales, asi como otros tipos de células
patégenas, tales como agentes infecciosos, que expresan preferencialmente receptores de ligandos, tales como
receptores de vitaminas, y, de este modo, tienen sitios de union accesibles a la superficie para ligandos, como
vitaminas, o analogos de vitaminas o derivados. Los procedimientos en este documento se describen para dirigirse a
los conjugados enlazante ligando de unién-farmaco para maximizar el direccionamiento de las células patégenas
para su eliminacion.

La invencion contempla ademas el uso de combinaciones de conjugados de enlazante ligando de union-farmaco
para maximizar el direccionamiento de las células patdgenas para su eliminacion.

Los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién (B) descritos en este documento se pueden usar
tanto para la medicina clinica humana como para aplicaciones veterinarias. De este modo, los animales
hospedadores que albergan la poblacion de células patdégenas y se tratan con los conjugados de administracion de
farmacos y ligandos de union (por ejemplo, una vitamina), pueden ser humanos o, en el caso de aplicaciones
veterinarias, pueden ser animales de laboratorio, de granja, domésticos o salvajes. Los procedimientos descritos en
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este documento se pueden aplicar a animales hospedadores que incluyen, pero no se limitan a, humanos, animales
de laboratorio tales como roedores (por ejemplo, ratones, ratas, hamsters, etc.), conejos, monos, chimpancés,
animales domésticos tales como perros, gatos, y conejos, animales de granja como vacas, caballos, cerdos, ovejas,
cabras y animales salvajes en cautiverio tales como osos, pandas, leones, tigres, leopardos, elefantes, cebras,
jirafas, gorilas, delfines y ballenas.

Los procedimientos son aplicables a poblaciones de células patdgenas que causan una variedad de patologias en
estos animales hospedadores. El término células patégenas se refiere, por ejemplo, a células cancerosas, agentes
infecciosos como bacterias y virus, células infectadas con bacterias o virus, macréfagos activados capaces de
causar un estado de enfermedad, y cualquier otro tipo de células patégenas que expresan de manera unica,
expresan preferencialmente, o sobreexpresan los receptores de ligando de unién, tal como los receptores de
vitaminas o los receptores que se unen a analogos o derivados de vitaminas. Las células patégenas también pueden
incluir cualquier célula que cause un estado de enfermedad para el cual el tratamiento con los conjugados de
administracion de farmacos y ligandos de unién descritos en este documento resulte en la reduccion de los sintomas
de la enfermedad. Por ejemplo, las células patdgenas pueden ser células huésped que son patdgenas en algunas
circunstancias, tales como las células del sistema inmune que son responsables de la enfermedad de injerto contra
huésped, pero no patdgenas en otras circunstancias.

De este modo, la poblacion de células patéogenas puede ser una poblacion de células cancerosas que es
tumorigénica, incluyendo tumores benignos y tumores malignos, o puede ser no tumorigénica. La poblacion de
células cancerosas puede surgir espontaneamente o por procedimientos como las mutaciones presentes en la linea
germinal del animal huésped o las mutaciones somaticas, o puede ser inducida quimicamente, viralmente o por
radiacion. Los procedimientos se pueden usar para tratar canceres tales como carcinomas, sarcomas, linfomas,
enfermedad de Hodgkin, melanomas, mesoteliomas, linfoma de Burkitt, carcinomas nasofaringeos, leucemias y
mielomas. La poblacién de células cancerosas puede incluir, pero no se limita a, canceres oral, de tiroides,
endocrino, piel, gastrico, esofagico, de laringe, pancreas, colon, vejiga, hueso, ovario, cervical, utero, mama,
testicular, prostata, recto, rifion, de higado y pulmon.

En las realizaciones en las que la poblacion de células patdgenas es una poblacion de células cancerosas, el efecto
de la administracion de conjugado es una respuesta terapéutica medida por reduccién o eliminacion de masa
tumoral o de inhibicion de la proliferacion de células tumorales. En el caso de un tumor, la eliminacién puede ser una
eliminacién de las células del tumor primario o de las células que han hecho metastasis o estan en procedimiento de
disociarse del tumor primario. Un tratamiento profilactico con el ligando de unién (B) conjugado de administracion de
farmacos (por ejemplo, una vitamina usada como ligando de unién) para prevenir el retorno de un tumor después de
su extirpacion mediante cualquier enfoque terapéutico, incluida la extirpacion quirdrgica del tumor, radioterapia,
quimioterapia o también se describe la terapia biologica. El tratamiento profilactico puede ser un tratamiento inicial
con el conjugado de administracién del farmaco y ligando de unién (B), tal como el tratamiento en un régimen diario
de dosis multiples, y/o puede ser un tratamiento adicional o una serie de tratamientos después de un intervalo de
dias o meses después del (los) tratamiento (s) inicial (es). De acuerdo con lo anterior, la eliminacién de cualquiera
de las poblaciones de células patdgenas tratadas usando los procedimientos descritos incluye la reduccién en el
numero de células patégenas, la inhibicion de la proliferacion de células patégenas, un tratamiento profilactico que
previene el retorno de células patégenas o un tratamiento de células patégenas que resulta en reduccion de los
sintomas de la enfermedad.

En los casos en los que se estan eliminando células cancerosas, los procedimientos se pueden usar en combinacion
con la extirpacion quirtirgica de un tumor, radioterapia, quimioterapia o terapias bioldgicas, tales como otras
inmunoterapias que incluyen, pero no se limitan a, la terapia con anticuerpos monoclonales, el tratamiento. con
agentes inmunomoduladores, transferencia adoptiva de células efectoras inmunes, tratamiento con factores de
crecimiento hematopoyéticos, citoquinas y vacunacion.

Los procedimientos también son aplicables a poblaciones de células patégenas que causan una variedad de
enfermedades infecciosas. Por ejemplo, los procedimientos son aplicables a poblaciones de células patégenas como
bacterias, hongos, incluyendo levaduras, virus, células infectadas por virus, micoplasma y parasitos. Los organismos
infecciosos que pueden tratarse con los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de union (B),
descritos en este documento son cualquiera de los organismos infecciosos reconocidos en la técnica que causan
patogénesis en un animal, incluidos organismos tales como bacterias que son cocos o bacilos gramnegativos o
grampositivos. Por ejemplo, especies de Proteus, especies de Klebsiella, especies de Providencia, especies de
Yersinia, especies de Erwinia, especies de Enterobacter, especies de Salmonella, especies de Serratia, especies de
Aerobacter, especies de Escherichia, especies de Pseudomonas, especies de Shigella, especies de Vibrio, especies
de Aeromonas, especies de Campylobacter, especies de Streptococcus, Especies de Staphylococcus, especies de
Lactobacillus, especies de Micrococcus, especies de Moraxella, especies de Bacillus, especies de Clostridium,
especies de Corynebacterium, especies de Eberthella, especies de Micrococcus, especies de Mycobacterium,
especies de Neisseria, especies de Hautophilus, especies de Bacteroides, especies de Listeria, especies de
Erysipelothrix, especies de Elyphophusus, especies de Listeria, especies de Equilophisus, especies de
Acinetobacter, especies de Brucella, especies de Pasteurella, especies de Vibrio, especies de Flavobacterium,
especies de Fusobacterium, especies de Streptobacillus, especies de Calymmatobacterium, especies de Legionella,
especies de Treponema, especies de Borrelia, especies de Leptospira, especies de Actinomyces, especies de
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Nocardia, especies de Rickettsia y cualquier otra especie bacteriana que cause la enfermedad en un huésped se
puede tratar con los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién descritos en este documento.

De particular interés son las bacterias que son resistentes a los antibidticos, tales como las especies de
Streptococcus resistentes a los antibidticos y las especies de Staphylococcus, o bacterias que son susceptibles a los
antibidticos, pero causan infecciones recurrentes tratadas con antibiéticos para que eventualmente se desarrollen
organismos resistentes. Las bacterias que son susceptibles a los antibioticos, pero causan infecciones recurrentes
tratadas con antibidticos para que los organismos resistentes se desarrollen eventualmente, se pueden tratar con los
conjugados de administracion del farmaco y ligando de unién (B) descritos en este documento en ausencia de
antibioticos, o en combinacién con dosis mas bajas de antibidticos de lo que normalmente se administraria a un
paciente, para evitar el desarrollo de estas cepas bacterianas resistentes a los antibioticos.

Los virus, tales como los virus de ADN y ARN, también se pueden tratar con los procedimientos descritos. Tales
virus incluyen, pero no se limitan a, virus de ADN tales como virus de papiloma, parvovirus, adenovirus, herpesvirus
y virus de vaccinia, y virus de ARN, tales como arenavirus, coronavirus, rinovirus, virus respiratorios sincitiales, virus
de la influenza, picornavirus, paramixovirus, reovirus, retrovirus, lentivirus y rabdovirus.

Los procedimientos también son aplicables a cualquier hongo, incluyendo levaduras, especies de micoplasmas,
parasitos u otros organismos infecciosos que causan enfermedades en los animales. Los ejemplos de hongos que
se puede tratar con los procedimientos y composiciones incluyen hongos que crecen como mohos 0 que son como
levaduras, incluidos, por ejemplo, hongos que causan enfermedades tales como la tifia, histoplasmosis,
blastomicosis, aspergilosis, criptococosis, esporotricosis. coccidioidomicosis, paracoccidio-idomicosis, mucormicosis,
cromoblastomicosis, dermatofitosis, prototecosis, fusariosis, pitiriasis, micetoma, paracoccidioidomicosis,
Feohifomicosis, seudalescheriasis, esporotricosis, tricosporosis, infeccion por neumocistis y candidiasis.

Los procedimientos también se pueden usar para tratar infecciones parasitarias que incluyen, pero no se limita a,
infecciones causadas por tenias, tales como Taenia, Hymenolepsis, Diphyllobothrium y especies de Echinococcus,
trematodos, tales como especies de Fasciolopsis, Heterophyes, Metagonimus, Clonorchis, Fasciola, Paragonimus, y
Schitosoma, ascaris, tales como especies de Enterobius, Trichuris, Ascaris, Ancylostoma, Necator, Strongyloides,
Trichinella, Wuchereria, Brugia, Loa Onchocerca, y Dracunculus, ameba, tales como especies de Naegleria y
Acanthamoeba, y protozoans, tales como especies de Plasmodium, Trypanosoma, Leishmania, Toxoplasma,
Entamoeba, Giardia, Isospora, Cryptosporidium, y Enterocytozoon.

Las células patégenas a las que se dirigen los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de union
descritos en este documento también pueden ser células que albergan patégenos enddgenos, tales como las células
infectadas por virus, micoplasma, parasitos o bacterias, si estas células expresan preferencialmente receptores de
ligando, tales como los receptores de vitaminas.

En una realizacion, los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién se pueden internalizar en las
células patégenas diana tras la union de la unidad estructural de ligando de unién a un receptor, transportador u otra
proteina presente en la superficie que se une especificamente al ligando y que se expresa de manera preferente en
las células patégenas. Tal internalizacion puede ocurrir, por ejemplo, a través de endocitosis mediada por receptor.
Si el conjugado de administraciéon del farmaco y ligando de unién (B) contiene un enlazante liberable, la unidad
estructural ligando de unién y el farmaco se pueden disociar intracelularmente y el farmaco puede actuar sobre su
objetivo intracelular.

En una realizacion alternativa, la unidad estructural de ligando de union del conjugado de administracion de farmaco
se puede unir a la célula patdégena colocando el farmaco en estrecha asociacién con la superficie de la célula
patégena. Luego el farmaco puede ser liberado por escision del enlazante liberable. Por ejemplo, el farmaco puede
ser liberado por una proteina disulfuro isomerasa si el enlazante liberable es un grupo disulfuro. El farmaco puede
ser absorbido por la célula patdgena a la que se une el conjugado de administracion del farmaco y ligando de unién
(B), o el farmaco puede ser captado por otra célula patégena muy cerca de él. Alternativamente, el farmaco podria
ser liberado por una proteina disulfuro isomerasa dentro de la célula en la que el enlazante liberable es un grupo
disulfuro. El farmaco también puede ser liberado por un mecanismo hidrolitico, tal como hidrdlisis catalizada por
acido, como se describié anteriormente para ciertos mecanismos de eliminacién beta, o por una escision asistida por
via anquimérica a través de un mecanismo productor de ion oxonio o lactonio. La seleccién del enlazante liberable o
los enlazantes dictara el mecanismo por el cual el farmaco se libera del conjugado. Se aprecia que tal seleccion
puede estar predefinida por las condiciones en las que se usara el conjugado de farmaco. Alternativamente, los
conjugados de administracion de farmacos se pueden internalizar en las células diana tras la unién, y el ligando de
union y el farmaco pueden permanecer asociados intracelularmente con el farmaco que muestra sus efectos sin
disociacion de la unidad estructural de vitamina.

En otra realizacion mas en la que el ligando de unién es una vitamina, el conjugado de administracion de farmaco y
vitamina puede actuar a través de un mecanismo independiente de los receptores celulares de vitamina. Por
ejemplo, los conjugados de administracion de farmacos se pueden unir a los receptores de vitaminas solubles
presentes en el suero o a las proteinas séricas, tales como la albumina, lo que da como resultado una circulacion
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prolongada de los conjugados con respecto al farmaco no conjugado, y una mayor actividad de los conjugados hacia
la poblacion de la célula patégena relativa al farmaco no conjugado.

En otra realizacién, cuando el enlazante no comprende un enlazante liberable, la unidad estructural de vitamina del
conjugado de administracion de farmaco se puede unir a la célula patdgena colocando el farmaco en la superficie de
la célula patégena para dirigir la célula patégena al ataque de otras moléculas capaces de unirse al farmaco.
Alternativamente, en esta realizacion, los conjugados de administracion de farmaco se pueden internalizar en las
células diana tras la union, y la unidad estructural de vitamina y el farmaco pueden permanecer asociados
intracelularmente con el farmaco que muestra sus efectos sin disociacion de la unidad estructural de vitamina.

En otra realizacion de esta invencion, se proporciona un conjugado de administracion de union al receptor celular de
férmula general B-LA, en la que L es como se define en este documento, y A es un farmaco tal como un
inmunogeno. El inmundgeno puede ser un hapteno, por ejemplo, fluoresceina, dinitrofenilo y similares. En esta
realizacion, el conjugado de administracion del farmaco de union al receptor de la vitamina se une a la superficie de
las células patogenas y "marca"” las células con el inmundgeno, lo que desencadena una respuesta inmune dirigida a
la poblacién de células patégenas marcadas. Los anticuerpos administrados al huésped en una inmunizacién pasiva
o anticuerpos existentes en el sistema huésped de una inmunidad innata o adquirida preexistente se unen al
inmunogeno y desencadenan respuestas inmunes enddgenas. La union del anticuerpo al conjugado de inmunégeno
y vitamina unido a la célula da lugar a citotoxicidad mediada por el complemento, citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo, opsonizacién de anticuerpos y fagocitosis, agrupacion de receptores inducida por
anticuerpos que indica la muerte celular o la inactividad, o cualquier otra respuesta inmune humoral o celular
estimulada por la union del anticuerpo a conjugados ligando e inmundgeno unidos a la célula. En los casos en que
un inmunogeno puede ser reconocido directamente por las células inmunes sin la opsonizacién previa del
anticuerpo, puede ocurrir la muerte directa de las células patdgenas. Esta realizacion se describe con mas detalle en
la Patente de los Estados Unidos No. US 7,033,594. Se aprecia que en ciertas variaciones de esta realizacion,
cuando el farmaco es un inmundégeno, el enlazante polivalente también puede incluir enlazantes liberables, como se
describié anteriormente, tal como un conjugado de administracion de farmaco de unioén al receptor de vitamina de la
férmula general B-L-A, en la que L es un enlazante que comprende uno o mas enlazantes espaciadores hidrofilos y
enlazantes liberables.

Los conjugados de administracion de farmacos y ligando de unién (B) descritos en este documento comprenden un
ligando de unién, un enlazante polivalente (L), un farmaco y, opcionalmente, enlazantes heteroatomos para unir el
ligando de unién y el farmaco al enlazante polivalente (L). El enlazante polivalente (L) puede comprender un
enlazante espaciador, un enlazante liberable (esto es, escindible) y un enlazante heteroatomo, o combinaciones de
los mismos.

El farmaco puede ser cualquier molécula capaz de modular o modificar de otro modo la funcién celular, incluidos los
compuestos farmacéuticamente activos. Las moléculas apropiadas pueden incluir, pero no se limitan a: péptidos,
oligopéptidos, oligopéptidos retroinversos, proteinas, analogos de proteinas en los que al menos un enlace no
peptidico reemplaza a un enlace peptidico, apoproteinas, glicoproteinas, enzimas, coenzimas, inhibidores de
enzimas, amino acidos y sus derivados, receptores y otras proteinas de membrana; antigenos y anticuerpos a los
mismos; haptenos y sus anticuerpos; hormonas, lipidos, fosfolipidos, liposomas; toxinas antibioticos; analgésicos;
broncodilatadores; bloqueadores beta; agentes antimicrobianos; agentes antihipertensivos; agentes
cardiovasculares que incluyen antiarritmicos, glucésidos cardiacos, antianginales y vasodilatadores; agentes del
sistema nervioso central, incluidos estimulantes, psicotropicos, antimaniacos y depresivos; agentes antivirales;
antihistaminicos; farmacos contra el cancer que incluyen agentes quimioterapéuticos; tranquilizantes antidepresivos;
antagonistas H-2; anticonvulsivos; antinauseas; prostaglandinas y analogos de prostaglandinas; relajantes
musculares; sustancias antiinflamatorias; estimulantes; descongestionantes; antieméticos; diuréticos;
antiespasmaodicos; antiasmaticos; agentes antiparkinson; expectorantes; supresores de la tos; mucoliticos; y aditivos
minerales y nutricionales.

Ademas, el farmaco puede ser cualquier farmaco conocido en la técnica que sea citotdxico, mejore la permeabilidad
del tumor, inhiba la proliferacion de células tumorales, promueva la apoptosis, disminuya la actividad antiapoptética
en células diana, se usa para tratar enfermedades causadas por agentes infecciosos, mejora una respuesta inmune
enddgena dirigida a las células patégenas, o es Util para tratar un estado de enfermedad causado por cualquier tipo
de célula patdgena. Los farmacos apropiados para su uso segun esta invencion incluyen adrenocorticoides y
corticoesteroides, agentes alquilantes, antiandrégenos, antiestrégenos, andrégenos, aclamicina y derivados de
aclamicina, estrégenos, antimetabolitos, tales como citosina arabinésido, analogos de purina, analogos de pirimidina,
y metotrexato, busulfan, carboplatino, clorambucilo, cisplatino y otros compuestos de platino, tamoxifeno, taxol,
paclitaxel, derivados de paclitaxel, Taxotere®, ciclofosfamida, daunomicina, daunorubicina, doxorubicina, rizoxina,
toxina T2, alcaloides de plantas, prednisona, hidroxiurea, tenipdsido, mitomicinas, discodermolidas, inhibidores de
microtubulos, epotilonas, tubulisina, ciclopropilbenz [e] indolona, seco-ciclopropilbenz [e] indolona, O-Ac-seco-
ciclopropilbenz [e] indolona, bleomicina y cualquier otro antibiético, mostazas nitrogenadas, nitrosureas, vincristina,
vinblastina, analogos y derivados de los mismos, tales como la monohidrazida de desacetilvinblastina y otros
alcaloides de la vinca, incluidos los descritos en la Publicaciéon Internacional PCT No. WO 2007/022493, colchicina,
derivados de la colchicina, alocolchicina, tiocolchicina, trisil cisteina, Halicondrin B, dolastatinas tal como dolastatin
10, amanitinas como a-amanitina, camptotecina, irinotecan, y otros derivados de camptotecina de la misma,
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maitansinas, derivados de geldanamicina y geldanamicina, estramustina, nocodazol, MAP4, colcemid, agentes
inflamatorios y proinflamatorios, inhibidores de la transduccién de sefales de péptidos y peptidomiméticos, y
cualquier otro farmaco o toxina reconocido en la técnica. Otros farmacos que se pueden usar segun la invencion
incluyen penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, eritromicina, clindamicina, rifampin, cloranfenicol, antibiéticos
aminoglucosidos, gentamicina, anfotericina B, aciclovir, trifluridina, ganciclovir, zidovudina, amantadina, ribavirina y
cualquier otro compuesto antimicrobiano reconocido en la técnica.

En otra realizacion, el agente (A) es un farmaco seleccionado de un alcaloide de la vinca, tal como DAVLBH.
criptoficina, bortezomib, tiobortezomib, una tubulisina, aminopterin, rapamycin, paclitaxel, docetaxel, doxorubicin,
daunorubicina, everolimus, a-amanatina, verucarin, didemnin B, geldanamicina, purvalanol A, everolimus, ispinesib,
budesonida, dasatinib, una epotilona, una maitansina y un inhibidor de la tirosina quinasa, incluidos los analogos y
derivados de los anteriores. En otra realizacion, el conjugado incluye al menos dos agentes (A) seleccionados de un
alcaloide de la vinca, tal como DAVLBH, una criptoficina, bortezomib, tiobortezomib, una tubulisina, aminopterina,
rapamicina, paclitaxel, docetaxel, doxorubicina, daunorubicina, everolimus, a-amanatina, verucarin, didemnin B,
geldanomicina, purvalanol A, everolimus, ispinesib, budesonida, dasatinib, una epotilona, una maitansina y un
inhibidor de la tirosina quinasa, incluidos los analogos y derivados de los anteriores. En una variacion, los agentes
(A) son los mismos. En ofra variacion, los agentes (A) son diferentes.

En una realizacion, los farmacos para uso en los procedimientos descritos en este documento permanecen estables
en suero durante al menos 4 horas. En otra realizacion, los farmacos tienen una ICsp en el rango nanomolar y, en
otra realizacion, los farmacos son solubles en agua. Si el farmaco no es soluble en agua, el enlazante polivalente (L)
se puede derivar para mejorar la solubilidad en agua. El término "farmaco" también significa cualquiera de los
analogos o derivados de farmacos descritos anteriormente en este documento. Se debe apreciar que, segun esta
invencion, un analogo o derivado de un farmaco puede significar un farmaco que incorpora un heteroatomo a través
del cual el analogo o derivado del farmaco se une covalentemente al enlazante polivalente (L).

Los conjugados de administracion de farmacos y ligando de unién pueden comprender un ligando de unién (B), un
enlazante bivalente (L), un farmaco y, opcionalmente, enlazantes de heteroatomo para unir la unidad estructural de
union del receptor del ligando de unién (B) y el farmaco al enlazante bivalente (L). En una realizacion ilustrativa, se
debe apreciar que un analogo o derivado de vitamina puede significar una vitamina que incorpora un heteroatomo a
través del cual el analogo o derivado de vitamina se une covalentemente al enlazante bivalente (L). De este modo,
en esta realizacion ilustrativa, la vitamina se puede unir covalentemente al enlazante bivalente (L) a través de un
enlazante heteroatomo, o un analogo o derivado de la vitamina (esto es, que incorpora un heteroatomo) se puede
unir directamente al enlazante bivalente (L). En realizaciones ilustrativas similares, un analogo o derivado de
farmaco es un farmaco, y un andlogo o derivado de farmaco puede significar un farmaco que incorpora un
heteroatomo a través del cual el analogo o derivado de farmaco se une covalentemente al enlazante bivalente (L).
De este modo, en estos aspectos ilustrativos, el farmaco se puede unir covalentemente al enlazante bivalente (L) a
través de un enlazante heteroatomo, o un farmaco analogo o derivado (esto es, que incorpora un heteroatomo) se
puede unir directamente al enlazante bivalente (L). El enlazante bivalente (L) puede comprender un enlazante
espaciador, un enlazante liberable (esto es, escindible), y un enlazante heteroatomo para unir el enlazante
espaciador al enlazante liberable en conjugados que contienen ambos tipos de enlazantes.

En general, se puede usar cualquier manera para formar un conjugado entre el enlazante bivalente (L) y el ligando
de unién (B), o su analogo o derivado del mismo, entre el enlazante bivalente (L) y el farmaco, o analogo o derivado
del mismo, incluyendo cualesquiera enlazantes heteroatomos intermedios. Ademas, se puede usar cualquier
procedimiento reconocido en la técnica para formar un conjugado entre el enlazante espaciador, el enlazante
liberable y el enlazante heteroatomo para formar el enlazante bivalente (L). El conjugado se puede formar por
conjugacion directa de cualquiera de estas moléculas, por ejemplo, a través de la formacion de complejos, o a través
de enlaces de hidrégeno, idnicos o covalentes. La union covalente puede ocurrir, por ejemplo, a través de la
formacion de enlaces amida, éster, disulfuro o imino entre los grupos acido, aldehido, hidroxi, amino, sulfhidrilo o
hidrazo.

En otra realizacion, el enlazante bivalente (L) incluye una cadena de atomos seleccionada de C, N, O, S, Siy P que
conecta covalentemente el ligando de unién (B), el enlazante hidrofilo y/o el agente (A). El enlazante puede tener
una gran variedad de longitudes, tal como en el intervalo desde aproximadamente 2 a aproximadamente 100
atomos. Los atomos usados en la formacién del enlazante pueden combinarse de todas las formas quimicamente
relevantes, tales como cadenas de atomos de carbono que forman grupos alquileno, alquenileno y alquinileno, y
similares; cadenas de atomos de carbono y oxigeno que forman éteres, grupos polioxialquileno, o cuando se
combinan con grupos carbonilo que forman ésteres y carbonatos, y similares; cadenas de atomos de carbono y
nitrégeno que forman aminas, iminas, poliaminas, hidrazinas, hidrazonas, o cuando se combinan con grupos
carbonilo que forman amidas, ureas, semicarbazidas, carbazidas y similares; cadenas de atomos de carbono,
nitrégeno y oxigeno que forman alcoxiaminas, alcoxilaminas, o cuando se combinan con grupos carbonilo que
forman uretanos, aminoacidos, aciloxilaminas, acidos hidroxamicos y similares; y muchos otros. Ademas, se debe
entender que los atomos que forman la cadena en cada una de las realizaciones ilustrativas anteriores pueden ser
ya sea saturados o insaturados, de manera que, por ejemplo, alcanos, alquenos, alquinos, iminas y similares pueden
ser radicales que se incluyen en el enlazante. Ademas, se debe entender que los atomos que forman el enlazante
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también se pueden ciclar uno sobre otro para formar estructuras ciclicas divalentes que forman el enlazante,
incluidos los cicloalcanos, éteres ciclicos, aminas ciclicas, arilenos, heteroarilenos y similares en el enlazante.

En otra realizacion, se describen composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad de un conjugado de
administracion de farmaco y ligando de unién (B) eficaz para eliminar una poblacion de células patégenas en un
animal huésped cuando se administran en una o mas dosis. El conjugado de administracion de farmacos y ligandos
de unién se administra preferiblemente al animal huésped por via parenteral, por ejemplo, por via intradérmica,
subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o intratecal. Alternativamente, el conjugado de administracion
de farmacos y ligandos de union se puede administrar al animal huésped mediante otros procedimientos
médicamente Utiles, tales como por via oral, y se puede usar cualquier dosis eficaz y forma de dosificacion
terapéutica apropiada, incluyendo formas de dosificacion de liberacion prolongada.

Los ejemplos de formas de dosificacion parenteral incluyen soluciones acuosas del agente activo, en una solucion
salina isotdnica, 5 % de glucosa u otros portadores liquidos farmacéuticamente aceptables bien conocidos tales
como alcoholes liquidos, glicoles, ésteres y amidas. La forma de dosificacion parenteral puede estar en forma de un
liofilizado reconstituible que comprende la dosis del conjugado de administracion de farmaco. En un aspecto de la
presente realizacion, se puede administrar cualquiera de una serie de formas de dosificacion de liberacion
prolongada conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo, las matrices de carbohidratos biodegradables descritas
en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,713,249; 5,266,333; y 5,417,982, o, alternativamente, se puede usar
una bomba lenta (por ejemplo, una bomba osmatica).

En un aspecto ilustrativo, al menos una composicién adicional que comprende un factor terapéutico se puede
administrar al huésped en combinacién o como un adyuvante de la metodologia detallada anteriormente, para
mejorar la eliminacion mediada por conjugado de administracion del farmaco y ligando de unién mediada de la
poblacion de células patégenas, o se puede administrar mas de un factor terapéutico adicional. El factor terapéutico
se puede seleccionar de un agente quimioterapéutico u otro factor terapéutico capaz de complementar la eficacia del
conjugado de administracion de farmaco y ligando de unién administrado.

En un aspecto ilustrativo, se pueden usar combinaciones terapéuticamente eficaces de estos factores. En una
realizacion, por ejemplo, cantidades terapéuticamente eficaces del factor terapéutico, por ejemplo, en cantidades
que van desde aproximadamente 0,1 MIU/m?/dosis/dia a aproximadamente 15 MIU/m?/dosis/dia en un régimen
diario de dosis multiples, o por ejemplo, en cantidades que van desde aproximadamente 0,1 MIU/m?dosis/dia a
aproximadamente 7,5 MIU/m?dosis/dia en un régimen diario de dosis mdltiples, se pueden usar junto con los
conjugados de administracion de farmacos y ligandos de union para eliminar, reducir o neutralizar células patégenas
en un animal huésped que alberga las células patégenas (MIU = millén de unidades internacionales; m? = area de
superficie corporal aproximada de un humano promedio).

En otra realizacion, los agentes quimioterapéuticos, que son, por ejemplo, citotéxicos por si mismos o que pueden
funcionar para mejorar la permeabilidad del tumor, también son apropiados para su uso en los procedimientos
descritos en combinacién con los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de union. Tales agentes
quimioterapéuticos incluyen adrenocorticoides y corticosteroides, agentes alquilantes, antiandrégenos,
antiestrogenos, andrégenos, aclamicina y derivados de aclamicina, estrégenos, antimetabolitos, tales como
arabinoésido citosina, analogos de purina, analogos de pirimidina y metotrexato, busulfan, carboplatino, clorambucil,
cisplatino y otros compuestos de platino, tamoxiphen, taxol, paclitaxel, derivados de paclitaxel, Taxotere®,
ciclofosfamida, daunomicina, daunorubicina, doxorubicina, rizoxina, toxina T2, alcaloides de plantas, prednisona,
hidroxiurea, tenipésido, mitomicinas, discodermdlidos, inhibidores de microtubulos, epotilonas, tubulisina,
ciclopropilbenz [e] indolona, seco-ciclopropilbenz [e] indolona, O-Ac-seco-ciclopropilbenz [e] indolona, bleomicina y
cualquier otro antibidtico, mostazas nitrogenadas, nitrosureas, vincristina, vinblastina y analogos y derivados de los
mismos, tales como la monohidrazida de deacetilvinblastina, colchicina, derivados de colchicina, alocolchicina,
tiocolchicina, trisil cisteina, Halicondrin B, dolastatinas tal como dolastatin 10, amanitinas tal como o-amanitina,
camptotecina, irinotecan y otros derivados de la camptotecina, geldanamicina y derivados de geldanamicina,
estramustina, nocodazol, MAP4, colcemid, agentes inflamatorios y proinflamatorios, inhibidores de la transduccion
de sefales de péptidos y peptidomiméticos, y cualquier otro farmaco o toxina reconocido en la técnica. Otros
farmacos que se pueden usar incluyen penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, eritromicina, clindamicina,
rifampicina, cloranfenicol, antibiéticos aminoglucésidos, gentamicina, anfotericina B, aciclovir, trifluridina, ganciclovir,
zidovudina, amantadina, ribavirina, maitansinas y analogos y derivados de los mismos, gemcitabina y cualquier otro
compuesto antimicrobiano reconocido en la técnica.

El factor terapéutico se puede administrar al animal huésped antes, después o al mismo tiempo que los conjugados
de administracién de farmacos y ligandos de unidn, y el factor terapéutico se puede administrar como parte de la
misma composicion que contiene el conjugado de administracion de farmacos y ligandos de unién o como parte de
una composicion diferente a la del conjugado de administracion de farmacos y ligandos de unién. Se puede usar
cualquier composicion terapéutica de este tipo que contenga el factor terapéutico a una dosis terapéuticamente
eficaz.

Adicionalmente, se puede usar mas de un tipo de conjugado de administracion de farmaco y ligando de union.
llustrativamente, por ejemplo, el animal huésped se puede tratar con conjugados con diferentes vitaminas, pero el
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mismo farmaco en un protocolo de dosificacion conjunta. En otras realizaciones, el animal huésped se puede tratar
con conjugados que comprenden el mismo ligando de unién unido a diferentes farmacos, o diversos ligandos de
union unidos a diversos farmacos. En otra realizacion ilustrativa, se podrian usar conjugados de administracion de
farmacos y ligandos de unién con las mismas o diferentes vitaminas, y los mismos o diferentes farmacos que
comprenden multiples vitaminas y mudltiples farmacos como parte del mismo conjugado de administracion de
farmacos.

La dosis diaria unitaria del conjugado de administracion de farmacos y ligandos de union puede variar
significativamente dependiendo de la condicidon del huésped, el estado de la enfermedad que se esta tratando, el
peso molecular del conjugado, su via de administracion y distribucion tisular, y la posibilidad de uso conjunto de
otros tratamientos terapéuticos tal como la radioterapia. La cantidad eficaz que debe administrarse a un paciente se
basa en el area de la superficie corporal, el peso del paciente y la evaluacion médica del estado del paciente. En
realizaciones ilustrativas, las dosis eficaces pueden variar, por ejemplo, desde aproximadamente 1 ng/kg a
aproximadamente 1 mg/kg, desde aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 500 pg/kg, desde
aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100 ug/kg, desde aproximadamente 1 pg/kg hasta aproximadamente
50 ug/kg, y desde aproximadamente 1 ug/kg hasta aproximadamente 10 pg/kg.

En otro aspecto ilustrativo, se puede usar cualquier régimen eficaz para administrar los conjugados de
administracion de farmacos y ligandos de unién. Por ejemplo, los conjugados de administracion de farmacos y
ligandos de union se pueden administrar como dosis Unicas, o se pueden dividir y administrar como un régimen
diario de dosis multiples. En otras realizaciones, se puede usar un régimen escalonado, por ejemplo, de uno a tres
dias por semana como alternativa al tratamiento diario, y dicho régimen diario intermitente o escalonado se
considera que es equivalente a cada tratamiento diario y dentro del alcance de los procedimientos descritos en este
documento. En una realizacion, el huésped se trata con multiples inyecciones del conjugado de administracion de
farmaco y ligando de unidn para eliminar la poblacion de células patégenas. En otra realizacion, el huésped se
inyecta varias veces (preferiblemente de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 50 veces) con el conjugado de
administracion de farmaco y ligando de union, por ejemplo, a intervalos de 12-72 horas o a intervalos de 48-72
horas. En ofras realizaciones, se pueden administrar al paciente inyecciones adicionales del conjugado de
administracion de farmacos y ligandos de unién en un intervalo de dias o0 meses después de la (s) inyeccion (es)
inicial (es) y las inyecciones adicionales previenen la recurrencia del estado de la enfermedad causada por las
células patégenas.

En una realizacion, las vitaminas, o analogos o derivados de los mismos, que se pueden usar en los conjugados de
administracion de farmacos y ligandos de union incluyen aquellos que se unen a receptores expresados
especificamente en macréfagos activados, tales como el receptor de folato que se une al folato, o un analogo o
derivado de los mismos. Los conjugados unidos a folato, por ejemplo, se pueden usar para matar o suprimir la
actividad de los macrofagos activados que causan estados de enfermedad en el huésped. Tales conjugados
dirigidos a macrofagos, cuando se administran a un paciente que padece un estado de enfermedad mediada por
macrofagos activados, trabajan para concentrar y asociar el farmaco conjugado en la poblacion de macrofagos
activados para matar los macréfagos activados o suprimir la funcion de los macréfagos. La eliminacion, reduccion o
desactivacion de la poblacion de macrofagos activados sirve para detener o reducir la patogénesis mediada por
macrofagos activada caracteristica del estado de la enfermedad que se esta tratando. Las enfermedades de ejemplo
que se sabe estan mediadas por macrofagos activados se incluyen la artritis reumatoide, la colitis ulcerosa, la
enfermedad de Crohn, la psoriasis, la osteomielitis, la esclerosis multiple, la aterosclerosis, la fibrosis pulmonar, la
sarcoidosis, la esclerosis sistémica, el rechazo de trasplantes de érganos (GVHD) y las inflamaciones crénicas. La
administracion del conjugado de administracion de farmacos generalmente se continda hasta que se reducen o
eliminan los sintomas del estado de la enfermedad

llustrativamente, los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién administrados para matar
macrofagos activados o suprimir la funcion de los macrofagos activados se pueden administrar por via parenteral al
animal o paciente que padece la enfermedad, por ejemplo, por via intradérmica, subcutanea, intramuscular,
intraperitoneal o por via intravenosa en combinacién con un portador farmacéuticamente aceptable. En otra
realizacion, los conjugados de administracion de farmacos y ligandos de unién se pueden administrar al animal o
paciente mediante otros procedimientos médicamente Utiles y se pueden administrar dosis eficaces en formas de
dosificacion de liberacion estandar o prolongada. En otro aspecto, el procedimiento terapéutico se puede usar solo o
en combinacién con otros procedimientos terapéuticos reconocidos para el tratamiento de estados de enfermedad
mediados por macroéfagos activados.

Los conjugados de administracion de farmacos descritos en este documento se pueden preparar mediante
procedimientos de sintesis reconocidos en la técnica. Los procedimientos de sintesis se eligen segun la seleccion de
los heteroatomos de adicion opcionalmente o los heteroatomos que ya estan presentes en los enlazantes
espaciadores, enlazantes liberables, el farmaco, y/o el ligando de unién. En general, las reacciones de formacion de
enlaces relevantes se describen en Richard C. Larock. "Comprehensive Organic Transformations, a guide to
functional group preparations," VCH Publishers, Inc. New York (1989), y en Theodora E. Greene & Peter G.M. Wuts,
"Protective Groups ion Organic Synthesis," 2d edition, John Wiley & Sons, Inc. New York (1991). Detalles adicionales
para la preparacion de grupos funcionales, que incluyen amidas y ésteres, cetales y acetales, succinimidas, sililoxis,
hidrazonas, acil hidrazinas, semicarbazonas, disulfuros, carbonatos, sulfonatos y similares contenidos en el
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enlazante, incluidos los enlazantes liberables se describen en la Publicacion de la Solicitud de Patente de los
Estados Unidos No. US 2005/0002942 A1.

Formacion general de folato-péptidos. El fragmento de peptidilo que contiene folato Pte-Glu- (AA),-NH (CHR2)CO2H
(3) se prepara mediante un enfoque secuencial con soporte de polimeros usando procedimientos estandar, tales
como la estrategia Fmoc en una resina Fmoc-AA-Wang sensible al acido (1), como se muestra en el Esquema 1.
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(a) 20 % de piperidina/DMF; (b) Fmoc-AA-Oll, PyBop, DIPEA, DMF; (c) Fmoc-Glu(O-t-Bu)-OH, PyBop, DIPEA, DMF;
(d) 1. N'(TFA)-Pte-OH; PyBop, DIPEA, DMSO; (e) TFAA, (CH2SH),, i-Pr3SiH; (f) NH4sOH, pH 10,3.

En esta realizacion ilustrativa de los procedimientos descritos en este documento, R' es Fmoc, R? es la cadena
lateral de aminoacido protegida adecuadamente deseada, y DIPEA es diisopropiletilamina. Los procedimientos de
acoplamiento estandar, tales como PyBOP vy otros descritos en este documento o conocidos en la técnica se usan,
cuando el agente de acoplamiento se aplica ilustrativamente como reactivo de activacion para asegurar un
acoplamiento eficiente. Los grupos protectores Fmoc se eliminan después de cada etapa de acoplamiento en
condiciones estandar, tal como en el tratamiento con piperidina, fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF), y similares. Se
usan bloques de construccion de aminoacidos adecuadamente protegidos, tales como Fmoc-Glu-OtBu, N'°-TFA-
Pte-OH, y similares, como se describe en el Esquema 1, y se representan en la etapa (b) por Fmoc-AA-OH. De este
modo, AA se refiere a cualquier material de inicio de aminoacido, que estd adecuadamente protegido. Se debe
entender que el término aminoacido, como se usa en este documento, pretende referirse a cualquier reactivo que
tenga un grupo funcional amina y un acido carboxilico separados por uno o mas carbonos, € incluye los aminoacidos
alfa y beta de origen natural, también como derivados de aminoacidos y analogos de estos aminoacidos. En
particular, los aminoacidos que tienen cadenas laterales que estan protegidas, tales como serina, treonina, cisteina,
aspartato protegidos y similares también se pueden usar en la sintesis de folato-péptido descrita en este documento.
Ademas, también pueden incluirse gamma, delta, o aminoacidos homoélogos mas largos como materiales de partida
en la sintesis de folato-péptido descrita en este documento. Ademas, los analogos de aminoacidos que tienen
cadenas laterales homoélogas o estructuras de ramificacion alternativas, tal como norleucina, isovalina, B-metil-
treonina, B-metil cisteina, B, B-dimetil cisteina y similares, también pueden incluirse como materiales de partida en la
sintesis de folato-péptidos descrita en este documento.

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

Ademas, el siguiente procedimiento ilustrativo se puede usar para preparar los compuestos descritos en este
documento, en los que es un nimero entero tal como 1 a aproximadamente 10.
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Se debe entender que aunque el procedimiento de sintesis anterior se ilustra para los compuestos seleccionados,
tales como los sacoropéptidos particulares mostrados, se pueden preparar compuestos analogos adicionales
usando el mismo procedimiento o un procedimiento similar mediante la seleccién rutinaria de los materiales de
partida y la optimizacion rutinaria de las condiciones de reaccion.

Los compuestos descritos en este documento se pueden preparar usando quimica organica de sintesis
convencional. Ademas, el siguiente procedimiento ilustrativo se puede usar para preparar los compuestos descritos
en este documento, en los que es un nimero entero tal como 1 a aproximadamente 10.
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Se debe entender que, aunque el procedimiento de sintesis anterior se ilustra para compuestos seleccionados, tales
como los sacaropéptidos particulares mostrados, se pueden preparar compuestos analogos adicionales usando el
mismo procedimiento o un procedimiento similar mediante la seleccién rutinaria de los materiales de partida y la
optimizacion rutinaria de las condiciones de reaccion.

Ademas, el siguiente procedimiento ilustrativo se puede usar para preparar los compuestos descritos en este
documento.
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Se debe entender que aunque el procedimiento de sintesis anterior se ilustra para compuestos seleccionados, se
pueden preparar compuestos analogos adicionales usando el mismo procedimiento o uno similar mediante la
seleccion rutinaria de los materiales de partida y la optimizacion rutinaria de las condiciones de reaccion.

En cada uno de los procedimientos de sintesis anteriores, los intermedios se pueden acoplar con cualquier
enlazante espaciador hidréfilo adicional, otros enlazantes espaciadores, enlazantes liberables o el agente A. En
variaciones de cada uno de los procedimientos anteriores, enlazantes espaciadores hidréfilos adicionales, se
pueden insertar otros enlazantes espaciadores, o enlazantes liberables entre el ligando de unién B y los enlazantes
espaciadores hidrdfilos indicados. Ademas, se debe entender que la disposiciéon de izquierda a derecha de los
enlazantes espaciadores hidrofilos bivalentes no es limitante y, de acuerdo con lo anterior, el agente A, el ligando de
union B, los enlazantes espaciadores hidréfilos adicionales, otros enlazantes espaciadores y/o Los enlazantes
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liberables se pueden unir a cualquiera de los extremos de los enlazantes espaciadores hidroéfilos descritos en este
documento.

Ejemplos de procedimiento

Ensayo de afinidad relativa. La afinidad por los receptores de folato (FRs) en relaciéon con el folato se determino de
acuerdo con un procedimiento descrito previamente (Westerhof, G. R., J. H. Schomagel, y otros (1995) Mol. Pharm.
48: 459-471) con una ligera modificacion. En resumen, las células KB positivas para FR se sembraron intensamente
en placas de cultivo celular de 24 pocillos y se dejaron adherir al plastico durante 18 h. El medio de incubacién
gastado se reemplazo en los pocillos designados con RPMI sin folato (FFRPMI) suplementado con acido 3H-folico
100 nM en ausencia y presencia de concentraciones crecientes de articulo de prueba o acido félico. Las células se
incubaron durante 60 min a 37 °C y luego se enjuagaron 3 veces con PBS, pH 7,4. Se afiadieron quinientos
microlitros de SDS al 1 % en PBS, pH 7,4, por pocillo. Luego se recogieron los lisados celulares y se afiadieron a
viales individuales que contenian 5 ml de céctel de centelleo y luego se contaron para determinar la radioactividad.
Los tubos de control negativo contenian solo el acido 3H-folico en FFRPMI (no competidor). Los tubos de control
positivo contenian una concentracion final de acido félico 1 mM, y los CPM medidos en estas muestras (que
representan la union no especifica del marcador) se restaron de todas las muestras. En particular, las afinidades
relativas se definieron como la relacién molar inversa del compuesto requerido para desplazar el 50 % del acido 3H-
félico unido a la FR en las células KB, y la afinidad relativa del acido folico por la FR se establecio en 1.

Inhibiciéon de la sintesis de ADN celular. Los compuestos descritos en este documento se evaluaron usando un
ensayo de citotoxicidad in vitro que predice la capacidad del farmaco para inhibir el crecimiento de las células KB
positivas para el receptor de folato. Los compuestos comprendian folato unido a un farmaco quimioterapéutico
respectivo, segun se preparé de acuerdo con los protocolos descritos en este documento. Las células KB se
expusieron durante hasta 7 horas a 37 °C a las concentraciones indicadas de conjugado de folato-farmaco en
ausencia o presencia de al menos un exceso de acido folico de 100 veces. Las células se enjuagaron una vez con
medio de cultivo fresco y se incubaron en medio de cultivo fresco durante 72 horas a 37°C. La viabilidad celular se
evaluo usando un ensayo de incorporacion de timidina 3H.

Actividad citotéxica dependiente de la concentracién in vitro. Las células se sembraron intensamente en placas
Falcon de 24 pocillos y se les permitié formar monocapas casi confluentes durante la noche. Treinta minutos antes
de la adicion del articulo de prueba, se aspiré el medio gastado de todos los pocillos y se reemplazé con RPMI sin
folato fresco (FFRPMI). Tenga en cuenta que los pocillos designados recibieron medios que contenian acido folico
100 pM; y, las células dentro de los Uultimos pocillos se utilizaron para determinar la especificidad de
direccionamiento, ya que la actividad citotoxica producida en presencia de exceso de acido félico (permite la
competicion por la union de FR) significaria la parte de la actividad total que no estaba relacionada con el suministro
especifico de FR. Después de un enjuague con 1 ml de FFRPMI fresco que contenia un 10 % de suero de ternera
fetal inactivado por calor, cada pocillo recibié 1 ml de medio que contenia concentraciones crecientes de articulo de
prueba (4 pocillos por muestra) en presencia o ausencia de acido félico libre 100 uM (un competidor de sitio
obligatorio). Las células tratadas se pulsaron durante 2 horas a 37 °C, se enjuagaron 4 veces con 0,5 ml de medio y
luego se persiguieron en 1 ml de medio fresco hasta 70 horas. Los medios gastados se aspiraron de todos los
pocillos y se reemplazaron con medios nuevos que contenian 5 uCi/ml de 3H-timidina. Después de 2 h mas de
incubacion a 37 °C, las células se lavaron 3 veces con 0,5 ml de PBS y luego se trataron con 0,5 ml de acido
tricloroacético al 5 % enfriado en hielo por pocillo. Después de 15 minutos, se aspird el acido tricloroacético y se
solubilizé el material celular mediante la adicion de 0,5 ml de hidréxido de sodio 0,25 N durante 15 minutos. Se
transfirieron cuatrocientos cincuenta pl de cada muestra solubilizada a viales de centelleo que contenian 3 ml de
coctel de centelleo Ecolume y luego se contaron en un contador de centelleo liquido. Los resultados tabulados
finales se expresaron como el porcentaje de incorporacion de timidina 3H en relacion con los controles no tratados.

Como se muestra en las figuras de este documento, la citotoxicidad dependiente de la dosis fue medible, y en la
mayoria de los casos, los valores de Clso (concentracion del conjugado de farmaco requerida para reducir la
incorporacion de timidina 3H en el ADN recién sintetizado en un 50 %) estaban en el rango nanomolar bajo. Ademas,
las citotoxicidades de estos conjugados se redujeron en presencia de exceso de acido fdlico libre, lo que indica que
la destruccion celular observada estaba mediada por la union al receptor de folato. La siguiente tabla ilustra datos
para compuestos seleccionados contra células KB y contra células RAW264.7

Numero de Farmaco (s) Células KB Células RAW?264.7
conjugado base
ICs50 Compatible con xs ICs50 Compatible con xs
(nM) folato (nM) folato
EC0234 DAVLBH 56 Si
EC0246 DAVLBH Si
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(continuacion)

Numero de Farmaco (s) base Células KB Células RAW264.7
conjugado
ICs50 Compatible con xs ICs50 Compatible con xs
(nM) folato (nM) folato
EC0262 criptoficina 4 Si
EC0263 DAVLBH 11 Si
EC0409 DAVLBH 7 Si
EC0525 Tio-bortezomib 68 Si
EC0543 Tubulisina A 1.6 Si
ECO0551 Aminopterin 1 Si
EC0552 Rapamicina 100 Si
EC0561 Paclitaxel 53 Si
EC0563 Tio-bortezomib + 387 Si
Rapamicina
EC0582 Tio-bortezomib + 51 Si
Everolimus
EC0592 a-amanatina ~3 Si 5 Si
EC0595 Bis-Tio-bortezomib 4 Si
EC0598 Verucarin 33 Si
EC0605 Bis-Verucarin 14 Si
EC0610 Didemnin B 4 Si
EC0647 Bis-Aminopterin 0,3 Si

Prueba in vitro contra diversas lineas celulares de cancer. Las células se siembran intensamente en placas Falcon
de 24 pocillos y se les permite formar monocapas casi confluentes durante la noche. Treinta minutos antes de la
adicion del compuesto de prueba, el medio gastado se aspira de todos los pocillos y se reemplaza con medio RPMI
(FFRPMI) deficiente en folato fresco. Se designa un subconjunto de pocillos para recibir medios que contienen acido
félico 100 pM. Las celdas en los pocillos designados se utilizan para determinar la especificidad de la orientacion.
Sin pretender imponer ninguna teoria, se sugiere que la actividad citotoxica producida por los compuestos de prueba
en presencia de exceso de acido folico, esto es, donde hay competencia por la unién de FR, corresponde a la parte
de la actividad total que no esta relacionada con la administracion especifica de FR. Después de un enjuague con 1
ml de FFRPMI nuevo que contiene un 10 % de suero de ternera fetal inactivado por calor, cada pocillo recibe 1 ml de
medio que contiene concentraciones crecientes de compuesto de prueba (4 pocillos por muestra) en presencia o
ausencia de acido félico libre 100 uM segun se indique. Las células tratadas se pulsan durante 2 horas a 37 °C, se
enjuagan 4 veces con 0,5 ml de medio y luego se introducen en 1 ml de medio fresco hasta 70 horas. El medio
gastado se aspira de todos los pocillos y se reemplaza con medio fresco que contiene 5 uCi/ml de 3H-timidina.
Después de 2 h mas de 37 °C de incubacion, las células se lavan 3 veces con 0,5 ml de PBS y luego se tratan con
0,5 ml de acido tricloroacético al 5 % enfriado en hielo por pocillo. Después de 15 minutos, se aspir6 el acido
tricloroacético y se solubilizé el material celular mediante la adicién de 0,5 ml de hidréxido de sodio 0,25 N durante
15 minutos. Una alicuota de 450 ul de cada muestra solubilizada se transfiere a un vial de centelleo que contiene 3
ml de céctel de centelleo Ecolume y luego se cuenta en un contador de centelleo liquido. Los resultados tabulados
finales se expresan como el porcentaje de incorporacion de 3H-timidina en relacion con los controles no tratados.
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Inhibicién del crecimiento tumoral en ratones. Se compraron ratones de cuatro a siete semanas de edad (cepas
Balb/c o nu/nu) de Harlan Sprague Dawley, Inc. (Indianapolis, IN). La comida normal para roedores contiene una alta
concentracion de acido folico (6 mg/kg de comida); por consiguiente, los ratones utilizados se mantuvieron en la
dieta sin folato (dieta Harlan No TD00434) durante 1 semana antes de la implantacién del tumor para lograr
concentraciones de folato en suero cercanas al rango del suero humano normal. Para la inoculacion de células
tumorales, se inyectaron 1 x 10® células M109 (cepa Balb/c) o 1 x 108 KB células (cepa nu/nu) en 100 pl en el
subcutis del area medial dorsal. Los tumores se midieron en dos direcciones perpendiculares cada 2-3 dias usando
un calibrador, y sus volimenes se calcularon como 0.5 x L x W2, donde L = medicion del eje mas largoen mmy W =
medicion del eje perpendicular a L en mm. Los valores de destruccion de células de registro (LCK) y control sobre
tratados (T/C) se calcularon de acuerdo con los procedimientos publicados (ver, por ejemplo, Lee et al., BMS-
247550: un nuevo analogo de epotilona con un modo de accion similar al paclitaxel pero con una eficacia antitumoral
superior "Clin Cancer Res 7: 1429-1437 (2001); Rose", quimioterapia de combinacién a base de Taxol y otros
estudios antitumorales preclinicos in vivo "J Natl Cancer Inst Monogr 47-53 (1993)). Las soluciones de dosificacion
se prepararon nuevas cada dia en PBS y se administraron a través de la vena lateral de la cola de los ratones. La
dosificacion se inici6 cuando el s.c. los tumores tenian un volumen promedio entre 50 y 100 mm? (to), tipicamente 8
dias después de la inoculacion del tumor (PTI) para los tumores KB, y 11 dias PTI para los tumores M109.

Ensayo general de tumores KB. La actividad antitumoral de los compuestos descritos en este documento, cuando se
administrd por via intravenosa (i.v.) a animales portadores de tumores, se evalu6 en ratones nu/nu que portaban
tumores KB subcutaneos. Aproximadamente 8 dias después de la inoculaciéon del tumor en el subcutaneo de la axila
derecha con 1 x 10® KB de células (volumen promedio del tumor a t,= 50-100 mm?3), en ratones (5/grupo) se
inyectaron i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas con 5 pmol/kg del conjugado de administracion del
farmaco o con un volumen de dosis equivalente de PBS (control), a menos que se indique lo contrario. El
crecimiento del tumor se midié usando calibradores a intervalos de 2 dias o 3 dias en cada grupo de tratamiento.
Los volumenes de tumores se calcularon usando la ecuaciéon V = a x b?%/2, donde "a" es la longitud del tumor y "b" es
el ancho expresado en milimetros.

Ensayo general de tumores M109. La actividad antitumoral de los compuestos descritos en este documento, cuando
se administré por via intravenosa (i.v.) a animales portadores de tumores, se evalud en ratones Balb/c portadores de
tumores M109 subcutaneos (un carcinoma de pulmoén singénico). Aproximadamente 11 dias después de la
inoculacién del tumor en el subcutaneo de la axila derecha con 1 x 108 células M109 (volumen promedio del tumor a
to= 60 mm?3), se inyectaron ratones (5/grupo) i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas con 1500 nmol/kg
del conjugado de administracion del farmaco o con un volumen de dosis equivalente de PBS (control). El crecimiento
del tumor se midi6 usando calibradores a intervalos de 2 dias o 3 dias en cada grupo de tratamiento. Los volimenes
de tumores se calcularon usando la ecuacion V = a x b%2, donde "a" es la longitud del tumor y "b" es el ancho
expresado en milimetros.

Ensayo general de tumores 4T-1. Se obtuvieron ratones de seis a siete semanas de edad (cepa Balb/c hembra) de
Harlan, Inc., Indianapolis, IN. Los ratones se mantuvieron en el alimento sin acido félico de Harlan durante un total
de tres semanas antes del inicio y durante este experimento. Se inocularon células tumorales 4T-1 con receptor de
folato negativo (1 x 108 células por animal) en el subcutaneo de la axila derecha. Aproximadamente 5 dias después
de la inoculacién del tumor cuando el volumen promedio del tumor 4T-1 fue de aproximadamente 100 mm3, se
inyectaron ratones (5/grupo) i.v. tres veces a la semana (TIW), durante 3 semanas con 3 pmol/kg de conjugado de
administracion de farmacos o con un volumen de dosis equivalente de PBS (control), a menos que se indique lo
contrario en este documento. El crecimiento del tumor se midié usando calibradores a intervalos de 2 dias o 3 dias
en cada grupo de tratamiento. Los volimenes de tumores se calcularon usando la ecuacion V = a x b%2, donde "a"
es la longitud del tumor y "b" es el ancho expresado en milimetros.

Los datos mostrados en las Figuras 3A, 4A, 5A, 6A, 7A, 8A y 10A indican que los conjugados descritos en este
documento muestran una eficacia superior en el tratamiento de tumores en comparacién con los correspondientes
compuestos no conjugados. Tratamiento de ratones Balb/c con tumores M109 s.c. con EC0396 y EC145 (Figura 4A)
llevaron a respuestas completas en todos los animales tratados (3/3 para EC0396 y 5/5 para EC145). Ademas,
después de casi 70 dias, no se observd recurrencia de la enfermedad. De manera similar, el tratamiento con
ECO0400 (Figura 5A) llevé a una respuesta completa y no a la recurrencia de la enfermedad después de casi 70 dias.
El tratamiento con los compuestos conjugados descritos en este documento que incluyen un enlazante espaciador
hidrofilo (por ejemplo, EC0436) fue superior a los conjugados de comparacion que carecen de enlazantes
espaciadores hidroéfilos (por ejemplo, EC0305) mostré una eficacia superior (Figura 8A). EC0436 mostré una
respuesta completa en 5/5 animales sin recurrencia de la enfermedad después de 90 dias.

Determinaciones de toxicidad de farmaco. La toxicidad persistente del farmaco se evalué mediante la recolecciéon de
sangre mediante puncion cardiaca y la presentacion del suero para el analisis independiente de nitrégeno ureico en
sangre (BUN), creatinina, proteina total, AST-SGOT, ALT-SGPT mas un panel de células hematoldgicas estandar en
Ani-Lytics, Inc. (Gaithersburg, MD). Ademas, los patdlogos certificados por la junta de los Laboratorios de Patologia
de Referencia Animal (ARUP; Salt Lake City, Utah) realizaron una evaluacioén histopatoldgica del corazén, pulmones,
higado, bazo, rifién, intestino, musculo esquelético y hueso fijados con formalina).
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Toxicidad medida por la pérdida de peso. El porcentaje de cambio de peso se determindé en ratones (5
ratones/grupo) en los dias seleccionados después de la inoculacion del tumor (PTI), en comparacion con los
controles, y se grafic6. Como se muestra en las Figuras 3B, 4B, 5B, 6B, 7B, 8B y 10B, los compuestos conjugados
descritos en este documento mostraron una toxicidad igual o menor en comparacion con los compuestos no
conjugados, segun lo determinado por el porcentaje de pérdida de peso.

MTDapp de dosis Unica y mdltiple en ratones. Los compuestos descritos en este documento pueden mostrar una
proporcidon positiva entre el nimero de enlazantes espaciadores hidrofilos incluidos en el conjugado y la dosis
maxima tolerada en ratones para una dosis Unica. Por ejemplo, los siguientes conjugados de vinblastina descritos en
este documento en comparacion con un conjugado de control se muestran en la siguiente tabla.

Compuesto | No. de enlazantes hidrdfilos | Dosis unica de MTDgpp (umol/kg)
EC145 0 15
EC0234 1 12*
EC0246 2 <20**
EC0263 3 >20
* dosis limitada por solubilidad; ** 1/3 ratones murié a 20 umol/kg.

EC0436 y el ejemplo comparativo EC0305 también se administraron i.v. a ratones Balb/c TIW durante 1 semana. La
MTD resultante para la dosis multiple fue EC0305 (6 mmol/kg) y EC0436 (9 mmol/kg). Los datos indican que
ECO0436 se puede dosificar a niveles 50 % mayores que EC0305.

Unién de suero. Unidn en suero de conjugados de folato-DAVLBH que contienen enlazantes espaciadores hidrdéfilos
en comparacion con el ejemplo comparativo EC 145 que carece de un enlazante espaciador hidréfilo compuesto 50
MM en suero con filtracion de 30 K de NMWL y evaluacion por HPLC-UV deteccion (n = 3).

Compuesto | Suero humano ( % unido) | SD | Suero de ratén ( % unido) | SD
EC145 54,3 1,6 67,3 2,6
EC0396 427 4,4 72,2 5,2
EC0400 61,1 1,9 75,5 1,4

Eliminacion biliar. Comparacion de la eliminacion biliar ( % ID) del farmaco no conjugado, el conjugado de farmaco
que carece de un enlazante espaciador hidrdéfilo y los conjugados descritos en este documento.

Compuesto Espaciador Eliminacion biliar ( %ID)
DAVLBH Ninguno 58,0
EC145 espaciador no hidroéfilo 8,7
EC0234 Mono-ribosilo 10,6
EC0246 Bis-ribosilo 4,7
EC0258 Tri-ribosilo 3,2
EC0434 Tetra-ribosilo 2,8
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(continuacion)

Compuesto Espaciador Eliminacion biliar ( %ID)
EC0400 Mono-glucurénido 6,3
EC0423 Bis-glucurénido 3,9
EC0409 PEG12 7,9
EC0429 Piperazina/Asp 8,6

Los resultados mostrados en las Figuras 11 y 13 indican una disminucion del 76 % en la eliminacion hepéatico de
ECO0434, que incluye los enlazantes espaciadores hidréfilos descritos en este documento, en comparacion con el
EC145 estandar. Sin pretender imponer ninguna teoria, se cree que estos resultados corresponden a una
eliminacion hepatica no especifico y, en consecuencia, se sugiere que se puedan administrar dosis
significativamente mas bajas de aquellos conjugados que incluyen el enlazante espaciador hidréfilos descrito en este
documento en comparacion con los conjugados correspondientes que no incluyen tales enlazantes. Ademas, sin
limitarse a la teoria, se sugiere que la eliminacion hepatica conduce a la dosis que limita la toxicidad relacionada con
Gl que se observa con algunos conjugados.

Analisis de transferencia Western. Los datos que se muestran en la Figura 13 indican que EC0565 (folato-aztcar-
everolimus) puede causar una reduccién dependiente de la dosis y especifica de los objetivos posteriores de mTOR
(objetivo intracelular para everolimus). Sin pretender imponer ninguna teoria, creia que el folato libera everolimus
dentro de la célula, donde everolimus inhibe el mMTOR, que es el objetivo de la rapamicina en los mamiferos y la
quinasa ser/thr. La inhibicion de los objetivos de aguas abajo de mTOR (P70 S6-quinasa y Ribosomal S6) resulta,
como se muestra en la transferencia de Western.

Ejemplos de compuestos (no todos los ejemplos son parte de la invencién como se reivindica)

Ejemplo. (3,4), (5,6) éster metilico del acido bisacetonido-D-glucénico. En un matraz de fondo redondo seco de 250
ml, bajo argén &-gluconolactona (4,14 g, 23,24 mmol) se suspendié en acetona-metanol (50 ml). A esta suspension
se le agregaron dimetoxipropano (17,15 ml, 139,44 mmol) seguido de una cantidad catalitica de acido p-
toulensulfénico (200 mg). Esta solucion se agité a temperatura ambiente durante 16 h. La TLC (50 % de EtOAc en
éter de petréleo) mostré que todo el material de partida se habia consumido y se habia formado el producto. La
acetona-metanol se elimind a presion reducida. El residuo de la reaccion se disolvié en EtOAc y se lavd con agua.
La capa organica se lavd con salmuera, se seco sobre Na;SO. y se concentré a sequedad. Este material se cargd
luego en una columna de SiO; y se sometié a cromatografia (30 % de EtOAc en éter de petroleo) para producir éster
metilico del acido puro (3,4), (5,6) -bisacetonido-D-gluconico (3,8 g, 56 %) y éster metilico del acido regio-isémero
(2,3), (5,6) -bisacetonido-D-gluconico (0,71 g, 10 %). Los datos de "H RMN estaban de acuerdo con los productos
requeridos. C13H2207; MW 290.31; Masa exacta: 290,14.

Ejemplo. (3,4), (5,6) éster metilico del acido bisacetonido-2-OTf-D-glucénico. En un matraz seco de fondo redondo
de 100 ml, bajo argdn (3,4), (5,6) se disolvid metil éster del acido bisacetonido-D-glucénico (3,9 g, 13,43 mmol) en
cloruro de metileno (40 ml) y se enfrié a -20°C a - 25°C. A esta solucién se afiadieron piridina (3,26 ml, 40,29 mmol)
seguido de anhidrido triflico (3,39 ml, 20,15 mmol). Esta solucién blanca turbia se agité a -20°C durante 1 h. La TLC
(EtOAC al 25 % en éter de petréleo) mostrd que todo el material de partida se habia consumido y se habia formado
el producto. La mezcla de reaccion se vertié en hielo triturado y se extrajo con éter dietilico. La capa organica se lavo
con agua, salmuera, se secod sobre Na;SO4 y se concentré para producir (3,4), (5,6) éster metilico del acido -
bisacetonide-2-OTf-D-glucénico (5,5 g, 97 %). Este material se us6 en la siguiente reaccion sin purificacion adicional.
C14H21F30¢S; MW 422,37; Masa exacta: 422,09.
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Ejemplo. Ester metilico del acido (3,4), (5,6) -isacetonido-2-Deoxi-2-acido-D-manénico. En un matraz seco de fondo
redondo de 100 ml, bajo argon (3,4), (5,6) se disolvié metil éster de acido metis-acetonida-2-OTf-D-gluconico (5,5 g,
13,02 mmol) en DMF (20 ml). A esta solucion se le afiadi6 NaNs (0,93 g, 14,32 mmol). Esta solucion se agité a
temperatura ambiente durante 1 h. La TLC (8 % de EtOAc en éter de petrdleo, triple ciclo) mostré6 que se habia
consumido todo el material de partida y se habia formado el producto. Se eliminé la DMF a presion reducida. La
mezcla de reaccion se diluyé con salmuera y se extrajo con EtOAc. La capa organica se lavo con agua, salmuera, se
seco sobre Na;SO4 y se concentré a sequedad. Este material crudo se cargd luego en una columna de SiO, y se
sometioé a cromatografia (20 % de EtOAc en éter de petrdleo) para producir acido puro (3,4), (5,6) -bisacetonide-2-
deoxi-2-acido-D-mandnico metilo éster (3,8 g, 93 %). Los datos de 'H RMN estaban de acuerdo con el producto.
C13H21N306; MW 315.32; Masa exacta: 315,14.
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Ejemplo. Ester metilico del 4cido (3,4), (5,6) - bisacetonido - 2 - Desoxi - 2 - amino - D - manénico. En un matraz de
hidrogenacion Parr, se disolvid éster metilico del acido (3,4), (5,6) -bisacetonido-2-deoxi-2-acido-D-manoénico (3,5 g,
11,10 mmol) en metanol (170 ml). A esta solucion se le afiadié 10 % de Pd sobre carbono (800 mg, 5 % en moles).
La hidrogenacion se llevo a cabo usando hidrogenador Parr a 25 PSI| durante 1 h. La TLC (metanol al 10 % en
cloruro de metileno) mostré que todo el material de partida se habia consumido y se habia formado el producto. La
mezcla de reaccion se filtré a través de una almohadilla de celite y se concentré a sequedad. Este material bruto se
cargo6 luego en una columna de SiO; y se sometié a cromatografia (metanol al 2 % en cloruro de metileno) para
producir &cido puro (3,4), (5,6) -bisacetonido-2-deoxi-2-amino-D-mandnico. éster (2,61 g, 81 %). Los datos de 'H
RMN estaban de acuerdo con el producto. C13H23NOsS MW 289,32; Masa exacta: 289,15.
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Ejemplo. Acido (3,4), (5,6) -bisacetonide-2-Deoxi-2-Fmoc-Amino-D-Manénico. En un matraz seco de fondo redondo
de 100 ml, se disolvié éster metilico del acido (3,4), (5,6) -bisacetonido-2-deoxi-2-amino-D-manodnico (1,24 g, 4,29
mmol) en THF/MeOH (20 ml/5 ml). A esta solucién, se agregé LiOH - H,O (215,8 mg, 5,14 mmol) en agua (5 ml).
Esta solucion de color amarillo claro se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La TLC (metanol al 10 % en
cloruro de metileno) mostré que todo el material de partida se habia consumido y se habia formado el producto. Se
eliminé el THF/MeOH a presion reducida. La fase acuosa se resuspendié en sat. NaHCO3; (10 ml). A esta
suspension se le afiadid Fmoc-OSu (1,74 g. 5,14 mmol) en 1,4-dioxano (10 ml). Esta solucidon heterogénea se agité
a temperatura ambiente durante 18 h. La TLC (metanol al 10 % en cloruro de metileno) mostré que la mayor parte
del material de partida se habia consumido y se habia formado el producto. El dioxano se elimind a presion
reducida. La capa acuosa se extrajo con éter dietilico para eliminar menos impurezas polares. Luego, la capa
acuosa se acidificd a pH 6 usando HCI 0,2 N y se volvié a extraer con EtOAc. La capa de EtOAc se lavd con
salmuera, se sec6 sobre Na,SO4 y se concentré para producir (3,4), (5,6) -bisacetonide-2-deoxi-2-Fmoc-amino-D-
manondnico (1,6 g, 76 %). Este material se usé en la siguiente reaccion sin purificacion adicional. Los datos de 'H
RMN estaban de acuerdo con el producto. C,7H310s; MW 497.54; Masa exacta: 497,20.
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Ejemplo. EC0233 se sintetizd por SPPS en tres etapas de acuerdo con el procedimiento general de sintesis de
péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de
SPPS:
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Reactivos mmol | Equivalente MW cantidad
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0,56mmol/g) 0.56 1,0g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-

mannénico 0,7 1,25 497,54 0,348g

Fmoc-Glu-OtBu 1,12 2 4255 0,477g

Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml DMSO) 0,70 1,25 408 0,2869
129,25 (d =

DIPEA 2,24 4 0,742) 0,390ml

PyBOP 1,12 2 520 0,583g

Etapas de acoplamiento. En un recipiente de sintesis de péptidos, agregue la resina, agregue la soluciéon de
aminoacidos, DIPEA y PyBOP. Burbuja de argén durante 1 h. y lavar 3X con DMF e IPA. Use 20 % de piperidina en
DMF para la desproteccion de Fmoc, 3X (10min), antes de cada acoplamiento de aminoacidos. Continuar para
completar las 3 etapas de acoplamiento. Al final, lave la resina con 2 % de hidrazina en DMF 3X (5min) para escindir
el grupo protector de TFA en acido pteroico.

Etapa de escision. Reactivo de escision: 92,5 % (50 ml) TFA, 2,5 % (1,34 ml) H20, 2,5 % (1,34 ml) triisopropilsilano,
2,5 % (1,34 ml) etanoditiol. Se afiaden 25 ml de reactivo de escision y burbuja de argdn durante 20 minutos, drene y
lave 3X con el reactivo restante. Se coloca en el rotavapor hasta que queden 5 ml y se precipita en éter etilico.
Centrifugar y secar.

Etapa de purificacion por HPLC. Columna: Waters NovaPak Cig 300x19mm; Solucion reguladora A = acetato de
amonio 10 mM, pH 5; B = ACN; Procedimiento: 1 % de B a 20 % de B en 40 minutos a 15 ml/min; rendimiento de
~202 mg, 50 %. C2gH35N9O12S; MW 721.70; Masa exacta: 721,21.
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Ejemplo. Enlazante Bis-Saccharo-Folato EC0244. EC0244 se sintetizd por SPPS en cinco etapas de acuerdo con el
procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-
clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:

Reactivos mmqg Equivalentg MwW cantidag
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0,56mmol/g) 0,56 1,09
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-

manndnico 0,7 1,25 497,54 0,348g

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 1,12 2 411,5 0,461g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,7 1,25 497,54 0,348g
Fmoc-Glu-OtBu 1,12 2 4255 0,477g
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Reactivos mmq Equivalent¢ MW cantida

Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml DMSO) 0,7 1,25 408 0,2869
DIPEA 2,24 4 129,25 (d = 0,742) 0,390m

PyBOP 1,12 2 520 0.583¢g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision, el reactivo de escision y la etapa de purificacion por HPLC fueron
idénticas a las descritas anteriormente; rendimiento de ~284 mg, 50 %. CsgHs51N11020S; MW 1013.94; Masa exacta:
1013,30.
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Ejemplo. EC0257 se sintetizé mediante SPPS en seis etapas de acuerdo con el procedimiento general de sintesis
de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos
de SPPS:

Reactivos mmol | Equivalente MW cantidad
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina 0,2 0,333g
(carga 0,56mmol/g)
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2- 0,25 1,25 497,54 0,124g
desoxi-2-Fmoc-amino-D-manndnico
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2- 0,25 1,25 497,54 0,124g
desoxi-2-Fmoc-amino-D-manndnico
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,4 2 411,5 0,165¢g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2- 0,25 1,25 497,54 0,1249g
desoxi-2-Fmoc-amino-D-manndnico
Fmoc-Glu-OtBu 0,4 2 4255 0,170g
Acido N'°TFA-Pteroico (disolver en 0,25 1,25 408 0,119¢g
10ml DMSO)
DIPEA 0,8 4 129,25 (d = 0,139ml
0,742)
PyBOP 0,4 2 520 0,208g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision, el reactivo de escision y la etapa de purificacion por HPLC fueron
idénticas a las descritas anteriormente; rendimiento ~170 mg, 71 %. CasHs2N12025S; MW 1191.09; Masa exacta:
1190,37.
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Ejemplo. EC0261 se sintetizé6 por SPPS en siete etapas de acuerdo con el procedimiento general de sintesis de
péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de
SPPS:

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina carga

0,56mmol/g) 0,2 0,333g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannonico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,4 2 411,5 0,165¢g

(Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,25 1,25 497,54 0,1249g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,4 2 411,5 0,165¢g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Glu-OtBu 0,4 2 4255 0,170g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml 0,25 1,25 408 0,119¢g

DMSO)
129,25 (d

DIPEA 0,8 4 ='0,742) 0,139ml
PyBOP 0,4 2 520 0,208g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision, el reactivo de escision y la etapa de purificacion por HPLC fueron
idénticas a las descritas anteriormente; rendimiento ~170 mg, 65 %. CasHs7N13028S; MW 1306,18; Masa exacta:
1305,39.
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Ejemplo. Enlazante Tetra-Saccharo-Tris-Asp-Folato EC0268. EC0268 se sintetizé por SPPS en nueve etapas de
acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-
metoxitritil) -2-clorotritilo-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:
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Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga

0,56mmol/g) 0.1 0,167g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannénico 0,125 1,25 497,54 0,062g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,2 2 411,5 0,082g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannénico 0,125 1,25 497,54 0,062g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,2 2 411,5 0,082g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannénico 0,125 1,25 497,54 0,062g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,2 2 411,5 0,082g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannanico 0,125 1,25 497,54 0,062g
Fmoc-Glu-OtBu 0,2 2 4255 0,085¢g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml 0,125 1,25 408 0,059¢

DMSO)
129,25 (d

DIPEA 0,4 4 ='0,742) 0,070ml
PyBOP 0,2 2 520 0.104g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision, el reactivo de escision y la etapa de purificacion por HPLC fueron
idénticas a las descritas anteriormente; rendimiento ~100 mg, 63 %. CgsH125N19037S2; MW 2177,24; Masa exacta:
2175,79.

Los siguientes ejemplos ilustrativos pueden prepararse de acuerdo con el procedimiento para EC0268:
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Ejemplo. Enlazante Tetra-Saccharo-Asp-Folato EC0463. EC0463 se sintetizd mediante SPPS en siete etapas de
acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-
metoxitritil) -2-clorotritilo-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te

H-Cys(4-metoxitritilo)-2-clorotritil-Resina (carga
0,56mmol/g) 0,1 0,167g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-

D-mannénico 0,125 1,25 497,54 0,062g

(Acido (3,4), (5,6)-bisacetorg?r?]-:r;ggi?éci)-zFmoc-amino- 0,125 125 497 54 0,062g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonli;if)r;ﬁ-:r?g;)éif-Fmoc-amino- 0,125 125 497 54 0,062g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,2 2 411,5 0,082g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonli;if)r;ﬁ-:r?g;)éif-Fmoc-amino- 0,125 125 497 54 0,062g
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(continuacion)

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te

Fmoc-Glu-Otbu 0,2 2 4255 0,085¢g

Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml 0,125 1.25 408 0,059¢
DMSO)

129,25 (d
DIPEA 0,4 4 ='0,742) 0,070ml
PyBOP 0,2 2 520 0,104g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision, el reactivo de escision y la etapa de purificacién por HPLC fueron
idénticas a las descritas anteriormente; rendimiento ~63 mg, 46 %. CsoH73N13030S; MW 1368.25; Masa exacta:
5 1367,43.

Highlog N

HN COH
9 COH H

T e
e T I

Ejemplo. Enlazante Tetra-Saccharo-Bis-a-Glu-Arg-Folato EC0480. EC0480 se sintetizd mediante SPPS en nueve
etapas de acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-
Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritilo-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:

COzH

10

Reactivos mmol | Equivalent MW Cantidad
e
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina

(carga0,56mmol/g) 0,2 0,333g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannénico 0,250 1,25 497,54 0,1249g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,4 2 4255 0,170g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannaénico 0,250 1,25 497,54 0,1249g
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 0,4 2 648,78 0,260g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannénico 0,250 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,4 2 4255 0,170g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-
D-mannénico 0,250 1,25 497,54 0,1249g
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(continuacion)

Reactivos mmol | Equivalent MW Cantidad
e

Fmoc-Glu-OtBu 0,4 2 4255 0,170g

Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml 0,250 1,25 408 0,119g
DMSO)

129,25 (d
DIPEA 0,8 4 =0,742) 0,139ml
PyBOP 0,4 2 520 0,208g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision, el reactivo de escision y la etapa de purificacion por HPLC fueron
idénticas a las descritas anteriormente; rendimiento ~100 mg, 33 %. Cs2H94N1802S; MW 1667.58; Masa exacta:
1666,59.

Ejemplo. Enlazante tetra-sacaro-bis-asp-folato EC0452:

@*Mg SO L
H H o gﬂ ©

OH

Ejemplo. Enlazante tetra-sacaro-bis-asp-folato EC0452. EC0452 se sintetiz6 mediante SPPS en nueve etapas de
acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-
metoxitritil) -2-clorotritilo-resina, y los siguientes reactivos SPPS

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0,6mmol/g) 0,15 0,250g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonide-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,188 1,25 497,54 0,094g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,3 2 411,5 0,123g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,188 1,25 497,5 0,094g
Fmoc-4-(2-aminoetil)-1-carboximetil- diclorhidrato de
piperazina 03 2 482,42 0,145g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,188 1,25 497,54 0,094g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,3 2 411,5 0,123g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D-
mannénico 0,188 1,25 497,54 0,094g
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(continuacion)

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te
Fmoc-Glu-OtBu 0,3 2 4255 0,128g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml DMSO) 0,188 1,25 408 0,077g
129,25 (d
DIPEA 0,6 4 =0,742) 0,105ml
PyBOP 0,3 2 520 0,1569g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision y el reactivo de escision fueron idénticos a los descritos
anteriormente. Paso de purificacion por HPLC. Columna: Waters NovaPak C1g 300x 19mm; Solucion reguladora A =
acetato de amonio 10 mM, pH 5; B = ACN; Procedimiento: 1 % de B a 20 % de B en 40 minutos a 25 ml/min;
rendimiento de ~98 mg, 40 %. Cs2H93N17034S; MW 1652.56; Masa exacta: 1651,58.

[Tls H

Ejemplo. Enlazante Tetra-Saccharo-bis-Asp-Folato EC0457. EC0457 se sintetizd mediante SPPS en ocho etapas de
acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-
metoxitritil) -2-clorotritilo-resina, y los siguientes reactivos SPPS

Reactivos mmol Equivalente MW Cantida
d
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0, 0,20 0,333g
6mmol/g)

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,1249
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,30 1,5 411,5 0,123g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,124g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,30 1,5 411,5 0,123g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Glu-OtBu 0,30 1,5 4255 0,128g
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(continuacion)

Reactivos mmol Equivalente MW Cantida
d
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml DMSO) 0,25 1,25 408 0,102g
DIPEA 2 eq. de 129,25(d %Lél SI
aminoacido = 0,742)
aminoécido

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision y el reactivo de escision fueron idénticos a los descritos
anteriormente. Paso de purificacion por HPLC. Columna: Waters NovaPak C1g 300x 19mm; Solucion reguladora A =
acetato de amonio 10 mM, pH 5; B = ACN; Procedimiento: 0 % B a 20 % B en 40 minutos a 25 ml/min; Rendimiento
-210 mg, 71 %. Cs4H7sN14033S; MW 1483.34; Masa exacta: 1482,46.

GogH LXJEH

@. { { L

Ejemplo. Enlazante Tetra-Saccharo-tris-Glu-Folato EC0477. EC0477 se sintetizd por SPPS en nueve etapas de
acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-
metoxitritil) -2-clorotritilo-resina. y los siguientes reactivos SPPS

Reactivos mmol Equivalen MW Cantidad
te
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga
0,6mmol/g) 0,20 0,333g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,30 1,5 4255 0,128g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,30 1,5 4255 0,128g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,1249
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,30 1,5 4255 0,128g
Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-
amino-D-manndnico 0,25 1,25 497,54 0,124g
Fmoc-Glu-OtBu 0,30 1,5 4255 0,128g
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Reactivos mmol Equivalen MW Cantidad
te
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml 0,25 1,25 408 0,102g
DMSO)
2 eq. de 129,25 (d
DIPEA aminoacid ='0,742) 87ul 0 105 pl
o}
1 eq. de 130 mg o
PyBOP aminoécid 520 156mg
o}

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision y el reactivo de escision fueron idénticos a los descritos
anteriormente. Paso de purificacion por HPLC. Columna: Waters NovaPak C1g 300x19mm; Solucién reguladora A =
acetato de amonio 10 mM, pH 5; B = ACN; Procedimiento: del 0 % de B al 20 % de B en 40 minutos a 25 ml/min;
Rendimiento -220 mg, 67 %. Ce1HgaN15036S; MW 1640.50; Masa exacta: 1639,53.

OH

OH
ol
0 COH O coHD 0 COoMD
¥ i i H i e
o A A Y PN
HN N HwOH 3i0my O
A M
HNTTNTN oM "oH
OH OH

Ejemplo. EC0453 se sintetizd mediante SPPS de acuerdo con el procedimiento de sintesis de péptidos general
descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:

Reactivos mmol | Equivalent| MW Cantidad
e

H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resin (carga 0,56mmol/g) 0,162 0,290 g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D- 0,203 1,25 497.,5 0,101 g
mannoénico 4

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,324 2 411,5 0,133 g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D- 0,203 1,25 497.,5 0,101 g
mannoénico 4

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,324 2 411,5 0,133 g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D- 0,203 1,25 497.,5 0,101 g
mannoénico 4

Fmoc-Asp(OtBu)-OH 0,324 2 411,5 0,133 g

Acido (3,4), (5,6)-bisacetonido-2-desoxi-2-Fmoc-amino-D- 0,203 1,25 497.,5 0,101 g
mannoénico 4

Fmoc-Glu-OtBu 0,324 2 4255 0,138 g

Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10ml DMSO) 0,203 1,25 408 0,083 g
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(continuacion)

Reactivos mmol | Equivalent| MW Cantidad
e
DIPEA 2 eqde 71 ulo 85 ul
AA
PyBOP 1eqde 211 mg o 253 mg
AA

Etapas de acoplamiento. En un recipiente de sintesis de péptidos, agregue la resina, agregue la soluciéon de
aminoacidos, DIPEA y PyBOP. Burbuja de argdén durante 1 h. y lavar 3X con DMF e IPA. Use 20 % de piperidina en
DMF para la desproteccion de Fmoc, 3X (10min), antes de cada acoplamiento de aminoacidos. Continuar para
completar las 9 etapas de acoplamiento. Al final, trate la resina con un 2 % de hidrazina en DMF 3X (5min) para
escindir el grupo protector de TFA en acido pteroico, lave la resina con DMF (3X), IPA (3X), MeOH (3X) y burbujee la
resina con argon durante 30 min.

Etapa de escision. Reactivo de escision: 92,5 % de TFA, 2,5 % de H0O, 2,5 % de triisopropilsilano, 2,5 % de
etanoditiol. Tratar la resina con reactivo de escision 3 veces (15 min, 5 min, 5 min) con burbujeo de argén, escurrir,
recoger y combinar la solucion. Se coloca en el rotavapor hasta que queden 5 ml y se precipita en éter dietilico (35
ml). Centrifugar, lavar con éter dietilico y secar. El sélido bruto se purifico por HPLC.

Etapa de purificacion por HPLC. Columna: Waters Xterra Prep MS C1s 10 ym 19x250 mm; Solvente A: acetato de
amonio 10 mM, pH 5; Solvente B: ACN; Procedimiento: 5 min 0 % B a 40 min 20 % B 25 ml/min; Las fracciones que
contenian el producto se recogieron y se liofilizaron para dar 60 mg de EC0453 (rendimiento del 23 %). 1H RMN y
LC/MS fueron consistentes con el producto. CsgHs3N15036S; MW 1598.43; Masa exacta: 1597.48. C, 43,58; H, 5,23;
N, 13,14; O, 36,03; S, 2,01.

O MHFmoc

Ejemplo. acido (3,4), (5,6) -bisacetonido-2-deoxi-2-Fmoc-amino-D- mandnico-diazo-cetona. En un matraz de fondo
redondo seco de 100 ml, se disolvié (THG) (3,4 g, 2,01 mmol) acido (3,4), (5,6) -bisacetonide-2-deoxi-2-Fmoc-amino-
D-manononico (1,0 g, 2,01 mmol) ml, no completamente disuelto) bajo atmdsfera de argon. La mezcla de reaccion
se enfrid a -25°C. A esta solucion, se afadieron NMM (0,23 ml, 2,11 mmol) y cloroformiato de etilo (228,98 mg, 2,11
mmol). Esta solucion se agité a -20°C durante 30 min. La suspension blanca resultante se dej6 calentar a 0°C y se
afadié una solucion de diazometano en éter hasta que persistié el color amarillo. Se continu6 la agitaciéon a medida
que la mezcla se dejaba calentar a temperatura ambiente. Se agitdé durante 2 h, se destruy6é el exceso de
diazometano mediante la adicion de unas pocas gotas de acido acético con agitacion vigorosa. La mezcla se diluy6
con éter, se lavd con una solucion sat. ag. de NaHCOs;, sat. ag. NH4Cl, salmuera, se secé sobre Na;SO, y se
concentrd a sequedad. Este material bruto se cargd luego en una columna de SiO, y se someti6 a cromatografia (30
% de EtOAc en éter de petrdleo) para producir (3,4), (5,6) -bisacetonido-2-deoxi-2-Fmoc-amino-D-mandnico. acido-
diazo-cetona (0,6 g, 57 %). Los datos de '"H RMN estaban de acuerdo con el producto. C2sH31N3O7; MW 521.56;
Masa exacta: 521,22.

0 NHFmoc

S

Ejemplo. Acido (3R, 4R, 58S, 6R) - (4,5), (6,7) - bisacetonida - 3 - Fmoc - amino - heptanoico. En un matraz seco de
fondo redondo de 25 ml, se disolvié (3,4), (5,6) -bisacetonida-2-deoxi-2-Fmoc-amino-D-mandnica acido-diazo-cetona
(0,15 g, 0,29 mmol) en THF (1,6 ml) bajo atmdsfera de argon. A esta soluciéon se le afadié en la oscuridad
trifluoroacetato de plata (6,6 mg, 0,03 mmol) en agua (0,4 ml). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 16 h. La TLC (10 % de MeOH en cloruro de metileno) mostré que se habia consumido todo el material de
partida y se habia formado el producto. El Solvente (THF) se elimind a presion reducida, el residuo se diluyd con
agua (el pH fue de 3,5-4,0) y se extrajo con EtOAc. La capa organica se lavo con salmuera, se seco sobre Na;SO, y
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se concentro a sequedad. Este material bruto se cargé luego en una columna de SiO, y se sometio a cromatografia
(elucion en gradiente de MeOH al 1 % en cloruro de metileno a MeOH al 5 % en cloruro de metileno) para dar
pureza (3R, 4R, 5S, 6R) - (4,5), (Acido 6,7) -bisacetonido-3-Fmoc-amino-heptanoico (0,10 g, 68 %). Los datos de 'H
RMN estaban de acuerdo con el producto. C2sH33NOg; MW 511.56; Masa exacta: 511,22.

god
era e

Ejemplo. Tetra-Homosaccharo-Tris-aGlu-Folato Espaciador EC0478. EC0478 se sintetiz6 por SPPS en nueve
etapas de acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-
Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:

A
iauﬂ X
=OH \J:'.'.I:H
OH

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantida

te d
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0,56mmol/g) 0,1 0,167g
Homo azucar 0,12 1,2 511,56 0,061g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,2 2 4255 0,085¢g
Homo azucar 0,12 1,2 511,56 0,061g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,2 2 4255 0,085¢g
Homo azucar 0,12 1,2 511,56 0,061g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,2 2 4255 0,085¢g
Homo azucar 0,12 1,2 511,56 0,061g
Fmoc-Glu-OtBu 0,2 2 4255 0,085¢g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10mI DMSO) 0,12 1,2 408 0,049g
DIPEA 0,4 4 129,25 (d = 0,070ml

0,742)

PyBOP 0,2 2 520 0,104g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision y el reactivo de escision fueron idénticos a los descritos
anteriormente. Paso de purificacion de HPLC: Columna: Waters NovaPak C4g 300x19mm; Solucion reguladora A =
acetato de amonio 10 mM, pH 5; B = ACN; Procedimiento: 100 % de A durante 5 min, luego de 0 % de B a 20 % de
B en 20 minutos a 26 ml/min; rendimiento ~88 mg, 52 %. CesHg7N15036S; MW 1696.61; Masa exacta: 1695,59.

NH;

O
=]
=]

Ejemplo. (3,4), (5,6) -isacetonida-D-amida glucénica. Se disolvieron 20 g del éster metilico en 100 ml de metanol, se
enfrid el recipiente de reaccion a alta presion con hielo seco/acetona, se cargdé con 100 ml de amoniaco liquido, se
calenté a temperatura ambiente y se calenté a 160°C/850 PSI durante 2 horas. El recipiente de reaccion se enfrio a
temperatura ambiente y se liberd la presion. La evaporacion del Solvente dio un jarabe pardo y se afiadié una
cantidad minima de alcohol isopropilico para obtener una solucion homogénea con reflujo. La solucién se enfrié a -
20°C vy el sdlido resultante se filtré para dar 8,3 g de solido. El liquido madre se evapord, y al residuo resultante, se
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afnadi6 éter a reflujo hasta que se logré una solucion homogénea. La soluciéon se enfrié luego a -20°C y el sélido
resultante se filtré para dar 4,0 g de producto. El solido se combind y se recristalizé en alcohol isopropilico para dar
11,2 g (59 %) del producto de amida blanca. C12H21NOg; MW 275,30; Masa exacta: 275,14.

H
NH5

[w [

Ejemplo. (3,4), (5,6) -bisacetonido-1-Deoxi-1-amino-D-Glucitol. En un matraz de fondo redondo seco de 100 ml, bajo
argon, se disolvid LiAlH4 (450 mg, 11,86 mmol) en THF (10 ml) y se enfrid a 0°C. A esta suspension (3,4), (5,6) -
bisacetonida-D-glucénica amida (1,09 g, 3,96 mmol) en THF (30 ml) se afiadié muy lentamente durante 15 minutos.
Esta mezcla se sometié a reflujo durante 5 h. La TLC (10 % de MeOH en cloruro de metileno) mostr6 que se habia
consumido todo el material de partida y se habia formado el producto. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, y luego se enfri6 a temperatura de bafio de hielo, se diluyd con éter dietilico (40 ml), se afiadieron
lentamente 0,5 ml de agua, 0,5 ml de solucién acuosa al 15 %. NaOH, y luego se afiaden 1,5 ml de agua. La mezcla
de reaccion se calenté a temperatura ambiente y se agité durante 30 min. Se afadié MgSO, y se agitd durante 15
minutos adicionales y se filtr6. La capa organica se concentré a sequedad para dar (3,4), (5,6) -bisacetonide-1-
desoxi-1-amino-D-glucitol. Los datos de 'H RMN estaban de acuerdo con el producto. C12H23NOs; MW 261,31; Masa
exacta: 261,16.

ity

Ejemplo. EC0475. Se afiadié Fmoc-Glu protegido con O-alilo (2,17 g, 1 eq), PyBOP (2,88 g, 1 eq) y DIPEA (1,83 ml,
2 eq) a una solucion de (3,4), (5,6) -bisacetonido-1-desoxi-1-amino-D-glucitol (1,4 g, 5,3 mmol) en DMF seco (6 ml) y
la mezcla se agit6 a temperatura ambiente bajo Ar durante 2 h. La solucion se diluyd con EtOAc (50 ml), se lavé con
salmuera (10 ml x 3), la capa organica se separo, se seco (MgSOQ.), se filtré y se concentré para dar un residuo, que
se purificd mediante una columna instantanea (gel de silice, 60 % de EtOAc/éter de petrdleo) para proporcionar 1.72
g (50 %) de EC0475 protegido con alilo como un sdlido. Se afiadié Pd (Phs)s (300 mg, 0,1 eq) a una solucion de
EC0475 protegido con alilo (1,72 g, 2,81 mmol) en NMM/AcOH/CHCI3 (2 ml/4 ml/74 ml). La solucion amarilla
resultante se agité a temperatura ambiente bajo Ar durante 1 h, a lo que se afiadié una segunda porcion de Pd
(Phs)s (300 mg, 0,1 eq). Después de agitar durante 1 h adicional, la mezcla se lavé con HCI 1 N (50 ml x 3) y
salmuera (50 ml), se separd la capa organica, se secd (MgSO4), se filiré y se concentré para dar un sélido
espumoso amarillo, que se sometié a cromatografia (gel de silice, MeOH/CHCIs al 1 % seguido de MeOH/CHCI3 al
3.5 %) para dar 1,3 g (81 %) de EC0475 como un material sélido. MW 612,67; Masa exacta: 612,27.

H
(&
I
S

L)
)
o Pk

K\

"

M
o LOLH

Ejemplo. Espaciador Tetra-Saccharo-glutamato-Bis-aGlu-Folato EC0491. EC0491 fue sintetizado por SPPS en ocho
etapas de acuerdo con el procedimiento general de sintesis de péptidos descrito en este documento a partir de H-
Cys (4-metoxitritil) - 2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos SPPS:
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Reactivos Mmol | Equivalen MW Cantida

te d
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0,56mmol/g) 0,1 0,167g
EC0475 0,13 1,3 612,67 0,080g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,2 2 4255 0,085¢g
ECO0475 0,13 1,3 612,67 0,080g
EC0475 0,13 1,3 612,67 0,080g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,2 2 4255 0,085¢g
ECO0475 0,13 1,3 612,67 0,080g
Fmoc-Glu-OtBu 0,2 2 4255 0,085¢g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10mI DMSO) 0,2 2 408 0,105g
DIPEA 0,4 4 129,25 (d = 0,070ml

0,742)

PyBOP 0,2 2 520 0,104g

Las etapas de acoplamiento, la etapa de escision y el reactivo de escision fueron idénticos a los descritos
anteriormente. Paso de purificacion de HPLC: Columna: Waters NovaPak C4g 300x19mm; Solucion reguladora A =
acetato de amonio 10 mM, pH 5; B = ACN; Procedimiento: 100 % de A durante 5 min, luego de 0 % de B a 20 % de
B en 20 minutos a 26 ml/min; rendimiento ~100 mg, 51 %. C7sH118N18041S; MW 1971.91; Misa exacta: 1970,74.

Ny NI

Ejemplo. EC0479 se sintetiz6 mediante SPPS de acuerdo con el procedimiento de sintesis de péptidos general
descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de SPPS:

Reactivos mmol | Equivalen MW Cantidad
te
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina (carga 0,6mmol/g) | 0,094 0,16 g
EC0475 0,13 1,4 612,67 0,082 g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,19 2,0 425,47 0,080 g
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(continuacion)

Reactivos mmol Equitvalen MW Cantidad
e
EC0475 0,13 1,4 612,67 0,082 ¢
Fmoc-Arg(Pbf)-OH 0,19 2,0 648,77 0,12g
EC0475 0,13 1,4 612,67 0,082 ¢
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,19 2,0 425,47 0,080 g
ECO0475 0,13 1,4 612,67 0,082 ¢
Fmoc-Glu-OtBu 0,19 2,0 425,47 0,080 g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10mI DMSO) 0,16 1,7 408,29 0,066 g
DIPEA 2.0 eq de 41 mlo49 ml
AA
PyBOP 1.0 eq de 122 ug o 147 ug
AA

Etapas de acoplamiento. En un recipiente de sintesis de péptidos, agregue la resina, agregue la soluciéon de
aminodacidos, DIPEA y PyBOP. Burbuja de argén durante 1 h. y lavar 3X con DMF e IPA. Use 20 % de piperidina en
DMF para la desproteccion de Fmoc, 3X (10min), antes de cada acoplamiento de aminoacidos. Continuar para
completar las 9 etapas de acoplamiento. Al final, trate la resina con un 2 % de hidrazina en DMF 3X (5min) para
escindir el grupo protector de TFA en acido pteroico, lave la resina con DMF (3X), IPA (3X), MeOH (3X) y burbujee la
resina con argon. durante 30 min.

Etapa de escision. Reactivo: 92,5 % de TFA, 2,5 % de H20, 2,5 % de triisopropilsilano, 2,5 % de etanoditiol. Tratar la
resina con reactivo de escision durante 15 minutos con burbujeo de argon, escurrir, lavar la resina una vez con
reactivo de escision y combinar la solucion. Se coloca en el rotavapor hasta que queden 5 ml y se precipita en éter
dietilico (35 ml). Centrifugar, lavar con éter dietilico y secar. El sélido bruto se purificé por HPLC.

Etapa de purificacion por HPLC. Columna: Waters Atlantis Prep T3 10 um OBD 19x250 mm; Solvente A: acetato de
amonio 10 mM, pH 5; Solvente B: ACN; Procedimiento: 5 min 0 % B a 20 min 20 % B 26 ml/min. Las fracciones que
contenian el producto se recogieron y se liofilizaron para dar ~ 70 mg EC0479 (35 % de rendimiento). '"H RMN y
LC/MS fueron consistentes con el producto. MW 2128.10; Masa exacta: 2126,84.

CO.H CO,H

H H
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EC0488. Este compuesto se preparé mediante SPPS de acuerdo con el procedimiento general de sintesis de
péptidos descrito en este documento a partir de H-Cys (4-metoxitritil) -2-clorotritil-resina, y los siguientes reactivos de
SPPS:
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Reactivos mmol Equitvalen MW cantidad
e
H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil-Resina carga 0,6mmol/g) 0,10 017 g
EC0475 0,13 1,3 612,67 | 0,082g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,19 1,9 425,47 | 0,080¢g
EC0475 0,13 1,3 612,67 | 0,082g
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 0,19 1,9 425,47 | 0,080¢g
ECO0475 0,13 1.3 612,67 | 0,082g
Fmoc-Glu-OtBu 0,19 1,9 42547 | 0,080g
Acido N10TFA-Pteroico (disolver en 10mI DMSO) 0,16 1,6 408,29 | 0,066 g
DIPEA 2,0 eq de AA|
PyBOP 1,0 eq de AA

Etapas de acoplamiento. En un recipiente de sintesis de péptidos, agregue la resina, agregue la soluciéon de
aminoacidos, DIPEA y PyBOP. Burbuja de argdn durante 1 h. y lavar 3X con DMF e IPA. Use 20 % de piperidina en
DMF para la desproteccion de Fmoc, 3X (10min), antes de cada acoplamiento de aminoacidos. Continuar para
completar las 9 etapas de acoplamiento. Al final, tratar la resina con 2 % de hidracina en DMF 3X (5min) para
escindir el grupo protector de TFA en acido pteroico, lave la resina con DMF (3X), IPA (3X), MeOH (3X) y dejar
burbujear la resina con argén durante 30 min.

Etapa de escision. Reactivo: 92,5 % de TFA, 2,5 % de H20, 2,5 % de triisopropilsilano, 2,5 % de etanoditiol. Tratar la
resina con el reactivo de escision 3X (10 min, 5 min, 5 min) con burbujeo de argén, escurrir, lavar la resina una vez
con el reactivo de escision y combinar la solucién. Se coloca en el rotavapor hasta que queden 5 ml y se precipita en
éter dietilico (35 ml). Centrifugar, lavar con éter dietilico y secar. Aproximadamente la mitad del sélido bruto (~100
mg) se purificé por HPLC.

Etapa de purificacion por HPLC. Columna: Waters Xterra Prep MS C1s 10 ym 19x250 mm; Solvente A: acetato de
amonio 10 mM, pH 5; Solvente B: ACN; Procedimiento: 5 min 0 % B a 25 min 20 % B 26 ml/min. Las fracciones que
contenian el producto se recogieron y se liofilizaron para dar 43 mg EC0488 (51 % de rendimiento). La '"H RMN y la
LC/MS (masa exacta 1678,62) fueron consistentes con el producto. MW 1679,63; Masa exacta: 1678,62.

Los siguientes ejemplos de intermedios enlazantes ligandos de union, EC0233, EC0244, EC0257 y EC0261, se
prepararon como se describe en este documento.
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FC0233: CogHaNoDy:8; MW 721,70; MasaExacta: 721,21

ECO244: CyuHg Ny 08 MW 1013,94: MasaExacta 101330

H WOy,

NeoH

ECO257: CyHe:Njp 005 MW 1191,09; MasaExacta: 1190 37

EC0261: CusllgsN:0p5: MW 1306,18; MasaExacta: 130539

Los siguientes ejemplos de intermedios ilustrativos se prepararon como se describe en este documento.

Mo ——e HO -~
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Huisgen azida para formar 1,2,3-triazol; (a) NaNs; (b) Ag.CO3, DCM, tamices moleculares; (c) LiOH, MeOH, H20.
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EC0501 Tio bortezomib

EC0536 Intermedio conjugado

HO,

HMT NN

EC0632 Intermedio conjugado. C52H72N14028S, MW 1373,27, Masa exacta: 1372,44, preparado a partir de los
correspondientes carboxilatos protegidos con tert-butilo.

COsH
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ECO0669 Intermedio conjugado. C49H71N13024S, MW 1258,23, Masa exacta: 1257,45
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Ejemplo. Sintesis del reactivo de acoplamiento EC0311. Se anadié DIPEA (0,60 ml) a una suspension de HOBt-
OCO2-CH>),-SS-2-piridina HCI (685 mg, 91 %) en DCM anhidro (5,0 ml) a 0 °C, se agité bajo argéon durante 2
minutos, y a la cual se le afiadié hidrazina anhidra (0,10 ml). La mezcla de reaccion se agité bajo argon a 0 °C,
durante 10 minutos y a temperatura ambiente durante 30 minutos adicionales, se filtré y el filtrado se purificé por
cromatografia instantanea (gel de silice, MeOH al 2 % en DCM) para proporcionar EC0311 como un aceite espeso
transparente (371 mg), solidificado al reposar.

Ejemplo. Disulfuro de vinblastina piridinilo. 2 - [(Benzotriazol-1-il- (oxicarboniloxi) -etildisulfanil] -piridina HCI (601 mg)
y 378 uL de DIPEA se afiadieron secuencialmente a una solucion de desacetil vinblastina hidrazida (668 mg) en 5 ml
de DCM a 0 °C. La reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y se agitdé durante 3 horas. La TLC (MeOH al
15 % en DCM) mostré una conversion completa. La mezcla se purificd por cromatografia en gel de silice (1: 9
MeOH/DCM). Las fracciones combinadas se evaporaron, se volvieron a disolver en DCM y se lavaron con Na,COs al
10 %, salmuera, se secaron (MgSO4) y se evaporaron a 550 mg (80 %); HPLC-RT 12,651 min., 91 % de pureza,
espectro 'H RMN consistente con la estructura asignada, y MS (ESI+): 984,3, 983,3, 9824, 4924 491,9, 141,8.
Detalles adicionales de este procedimiento se describen en la Publicacién de Solicitud de la Patente de los Estados
Unidos No. US 2005/0002942 A1.

Oy~ K
s SOy

OAc
Ejemplo. Preparacion de hidrazidas de tubulisina. llustrada mediante la preparacion del EC0347. Se afiadieron N, N-
diisopropiletilamina (DIPEA, 6,1 uL) y cloroformiato de isobutilo (3,0 uL) con una jeringa en tandem en una solucién
de tubulisina B (0,15 mg) en EtOAc anhidro (2,0 ml) a -15 °C. Después de agitar durante 45 minutos a -15°C bajo
argon, la mezcla de reaccion se enfrié a -20 °C y a esta se le afiadio hidrazina anhidra (5,0 pL). La mezcla de
reaccion se agité bajo argon a -20 °C, durante 3 horas, se inactivé con solucion reguladora de fosfato sodico 1,0 mM
(pH 7,0, 1,0 ml) y se inyectd en una HPLC preparativa para purificacion. Columna: Waters XTerra Prep MS C1s 10
pm, 19X250 mm; Fase movil A: solucion reguladora de fosfato de sodio 1,0 mM, pH 7,0; Fase movil B: acetonitrilo;
Procedimiento: 10 % B a 80 % B durante 20 minutos, velocidad de flujo = 25 ml/min. Las fracciones de 15,14-15,54
minutos se recogieron y se liofilizaron para producir EC0347 como un sélido de color blanco (2,7 mg). El
procedimiento anterior es igualmente aplicable para preparar otras hidrazidas de tubulisina mediante la seleccion

apropiada del compuesto de partida tubulisina.
‘/_%—NH fz'\.rs. /@
MN
OH

5]
A ¢ Bhc

[

Ejemplo. Preparacion de disulfuros de tubulisina (procedimiento por etapas). llustrado para EC0312. Se afadieron
DIPEA (36 pL) y cloroformiato de isobutilo (13 uL) con la ayuda de una jeringa en tandem en una solucion de
tubulisina B (82 mg) en EtOAc anhidro (2,0 ml) a -15 °C. Después de agitar durante 45 minutos a -15 °C bajo argodn,
a la mezcla de reaccion se le afiadié una solucion de EC0311 en EtOAc anhidro (1,0 ml). La solucién resultante se
agitd bajo argén a -15 °C, durante 15 minutos y a temperatura ambiente durante 45 minutos adicionales, se
concentrd y el residuo se purificéd por cromatografia instantanea (gel de silice, MeOH al 2 a 8 % en DCM) para dar
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EC0312 como un sélido de color blanco (98 mg). El procedimiento anterior es igualmente aplicable para preparar
otros derivados de tubulisina mediante la seleccién apropiada del compuesto de partida tubulisina.

.|.3. : p
g %W,JL R ,“}‘/_ )FL

Ejemplo. Sintesis general de disulfuro que contiene conjugados de tubulisina. llustrado con EC0312. Un intermedio
de enlazante ligando de union que contiene un grupo tiol se toma en agua desionizada (aproximadamente 20 mg/ml,
se burbujea con argén durante 10 minutos antes de su uso) y el pH de la suspension se ajusta con NaHCO3
saturado (se burbujea con argon durante 10 minutos minutos antes de su uso) a aproximadamente 6,9 (la
suspension puede convertirse en una solucion cuando el pH aumenta). Se afiade agua desionizada adicional
(aproximadamente 20-25 %) a la solucion segun sea necesario, y a la solucion acuosa se le afiade inmediatamente
una solucién de EC0312 en THF (aproximadamente 20 mg/ml). La mezcla de reaccion se vuelve homogénea
rapidamente. Después de agitar bajo argon, por ejemplo durante 45 minutos, la mezcla de reaccion se diluye con
solucién reguladora de fosfato sddico 2,0 mM (pH 7,0, aproximadamente 150 por ciento en volumen) y el THF se
elimina por evacuacion. La suspension resultante se filtra y el filtrado se puede purificar mediante HPLC preparativa
(como se describe en este documento). Las fracciones se liofilizan para aislar los conjugados. El procedimiento
anterior es igualmente aplicable para preparar otros conjugados de tubulisina mediante la seleccion apropiada del
compuesto de partida de tubulisina.

HaM _ M-
?
HN
H2, L Hl

“r‘fjjrjﬁ:jpvhjlkilyjii%f
W NH

Ejemplo comparativo de vinblastina. EC145 que carece de un enlazante espaciador hidréfilo. El fragmento de
peptidilo Pte- Glu-Asp-Arg-Asp-Asp-Cys-OH (Ejemplo 13) en THF se traté con ya sea la vinblastina activada con
tiosulfonato o el disulfuro de vinblastina piridinilo como una solucién de color amarillo que resulta de la disolucion en
NaHCO3 0,1 M a pH> 6.5 bajo argén. La liofilizacion y HPLC dieron un rendimiento del 70 %; 'H RMN (D20) & 8,67
(s, 1H, FA H-7), 7,50 (br s, 1H, VLB H-11’), 7,30-7,40 (br s, 1H, VLB H-14"), 7,35 (d, 2H, J = 7,8 Hz, FA H-12 & 16),
7,25 (m, 1H, VLB H-13’), 7,05 (br s, 1H, VLB H-12’), 6,51 (d, 2H, J = 8,7 Hz, FA H-13 & 15), 6,4 (s, 2H, VLB H-14 &
17), 5,7 (m, 1H, VLB olefina), 5,65 (m, 1H, VLB H-7), 5,5 (d, 1H, VLB olefina), 5,5 (m, 1H, VLB H-6), 4,15(m, 1H, VLB
H-8), 3,82 (s, 3H, VLB C18-CO2CH3), 3,69 (s, 3H, VLB C16 -OCH3), 2,8 (s, 3H, VLB N-CH3), 1,35 (br s, 1H, VLB
H-3), 1,15 (m, 1H, VLB H-2"), 0,9 (t, 3H, J = 7 Hz, VLB H-21’), 0,55 (t, 3H, J = 6,9 Hz, VLB H-21); LCMS (ESI, m+H+)
1918.

H
OJH

X A W h HO on ('N\’ oM v"“”’
Q R Tg{ E‘ Ho 'v\,/l\ »-..“,Mq
H WC,GC [ ey :-Cr N\,-\u\" {Y'J‘VS .r\_‘_,,- \rf\NJ']\/\__,- \(\j/
| Ly CoOHG
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Ejemplo. EC0234 (Conjugado Mono-Saccharo-Folato Vinblastina) que incluye un enlazante espaciador hidréfilo. En
una botella de polipropileno centrifuga, se disolvid el enlazante de folato (EC0233, 22 mg, 0,030 mmol) en 2 ml de
agua y se burbujed con argén durante 10 min. En otro matraz, una solucién de NaHCO3; 0,1N se burbujed con argén
durante 10 min. El pH de la solucién de enlazante se ajusté cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCO3
0,1N. EIl disulfuro de vinblastina piridinilo (27 mg, 0,028 mmol) en 2 ml de tetrahidrofurano (THF) se afadio
lentamente a la solucion anterior. La solucién transparente resultante se agité bajo argén durante 15 min a 1 h. El
progreso de la reaccion se controlé mediante HPLC analitica (10 mM de acetato de amonio, pH = 7,0 y acetonitrilo).
El THF se elimino a presion reducida y la solucidon acuosa se filtré y se inyect6 en una columna de HPLC preparativa
(Columna X-terra C18, 19 X 300 mM). La elucién con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como
resultado fracciones puras que contenian el producto. El conjugado de vinblastina-saccharo-folato (EC0234) se aislo
después de la liofilizacion durante 48 h (34 mg, 76 %). Los datos de 'H RMN fueron segun el conjugado de folato.
C74H93N15021S2; MW 1592,75; Masa exacta: 1591,61.
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Ejemplo. EC0246 (Conjugado de Bis-Saccharo-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno centrifuga, se
disolvié el enlazante de folato (EC0244, 30 mg, 0,030 mmol) en 5 ml de agua y se burbuje6 con argén durante 10
minutos. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la solucion
de enlazante se ajustdé cuidadosamente a 6,9 usando la solucién de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de vinblastina
piridinilo (27 mg, 0,028 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano (THF) se afadié lentamente a la solucién anterior. La
solucion transparente resultante se agité bajo argén durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccidon se controld
mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se eliminé a presion reducida y
la solucién acuosa se filtré y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna X-terra C18, 19 X 300 mM).
La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto. El conjugado de vinblastina-bis-saccharo-folato (EC0246) se aislé después de la liofilizacion durante 48 h
(34 mg, 66 %). Los datos de 1H RMN fueron segun el conjugado de folato. CgsH109N17029S2; MW 1884,99; Masa
exacta: 1883,70.
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Ejemplo. EC0258 (Conjugado Tris-Saccharo-Asp-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno centrifuga, se
disolvio el enlazante de folato (EC0257, 37 mg, 0,031 mmol) en 5 ml de agua y se burbuje6 con argén durante 10
minutos. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la solucion
de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la soluciéon de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de vinblastina
piridinilo (27,5 mg, 0,028 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadié lentamente a la solucién anterior. La
solucién transparente resultante se agité bajo argén durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccidon se controld
mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se eliminé a presion reducida y
la solucion acuosa se filtrd y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna Xterra Cqg, 19 X 300 mM).
La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto. El conjugado de vinblastina-tris-saccharo-Asp-folato (EC0258) se aisld después de la liofilizacion durante
48 h (36 mg, 62 %). Los datos de "H RMN fueron segln el conjugado de folato. CeoH120N18034S2; MW 2062,15;
Masa exacta: 2060,77.
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Ejemplo. EC0263 (Conjugado Tris-Saccharo-Bis-Asp-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno centrifuga,
se disolvio el enlazante de folato (EC0261, 37 mg, 0,029 mmol) en 5 ml de agua y se burbujed con argén durante 10
minutos. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la solucion
de enlazante se ajustdé cuidadosamente a 6,9 usando la soluciéon de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de vinblastina
piridinilo (25,5 mg, 0,026 mmol) en 5 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadié lentamente a la solucién anterior. La
solucién transparente resultante se agité bajo argén durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccidon se controld
mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se eliminé a presion reducida y
la solucion acuosa se filtrd y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna Xterra Cqg, 19 X 300 mM).
La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
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producto. El conjugado Vinblastina-tris-saccharo-bis-Asp-folato (EC0263) se aislé después de la liofilizacion durante
48 h (36 mg, 64 %). Los datos de "H RMN fueron segln el conjugado de folato. CesH125N19037S,; MW 2177,24;
Masa exacta: 2175,79.

MH,
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Ejemplo. EC0434 (Conjugado de vinblastina tetra-saccharo-tris-Asp-folato). En una botella de polipropileno
centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0268, 20 mg, 0,012 mmol) en 3 ml de agua y se burbujed con argén
durante 10 min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la
solucion de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de
vinblastina piridinilo (12 mg, 0,012 mmol) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF) se afadioé lentamente a la solucion
anterior. La solucion transparente resultante se agité bajo argén durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccion se
control6 mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se eliminé a presion
reducida y la solucidon acuosa se filtr6 y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna Xterra Cqg, 19 X
300 mM). La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que
contenian el producto. El conjugado de vinblastina-tetra-saccharo-tris-Asp-folato (EC0434) se aisldé después de la
liofilizacién durante 48 h (26 mg, 62 %). Los datos de 'H RMN fueron segin el conjugado de folato.
C104H141N2104532; MW 2469,48; Masa exacta: 2467,88.
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Ejemplo. EC0454 (Conjugado de vinblastina tetra-saccharo-bis-Asp-folato). En una botella de polipropileno
centrifuga, se disolvié el enlazante de folato (EC0452, 34 mg, 0,02 mmol) en 3 ml de agua y se burbujed con argén
durante 10 min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la
solucion de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de
vinblastina piridinilo (20 mg, 0,02 mmol) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadié lentamente a la soluciéon
anterior. La solucion transparente resultante se agitdé bajo argén durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccion se
control6 mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se eliminé a presion
reducida y la solucidon acuosa se filtr6 y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna Xterra Cqg, 19 X
300 mM). La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que
contenian el producto. El conjugado de vinblastina-tetra-saccharo-bis-Asp-folato (EC0454) se aislé después de la
liofilizacién durante 48 h (35 mg, 70 %). Los datos de 'H RMN fueron segin el conjugado de folato.
C108H151N2304332; MW 2523,62; Masa exacta: 2521 ,98.
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Ejemplo. EC0455 (Conjugado de vinblastina tetra-saccharo-bis-Asp-folato). En una botella de polipropileno
centrifuga, se disolvié el enlazante de folato (EC0457, 20 mg, 0,013 mmol) en 1.5 ml de agua y se burbujed con
argon durante 10 min. En otro matraz, una solucién de NaHCO3 0,1N se burbujeé con argén durante 10 min. El pH
de la solucidon de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCO3; 0,1N. Se afadi6
lentamente a la solucién anterior el disulfuro de vinblastina piridinilo (18 mg, 0,018 mmol) en 1,5 ml de
tetrahidrofurano (THF). La soluciéon transparente resultante se agité bajo argdn durante 30 min. El progreso de la
reaccion se controlé6 mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se elimino
a presion reducida y la solucién acuosa se filtrd y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna X-terra
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C18, 19 X 300 mM). La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones
puras que contenian el producto. El conjugado de vinblastina-tetra-saccharo-bis-Asp-folato (EC0455) se aislo
después de la liofilizacion durante 48 h (19 mg, 62 %). Los datos de 'H RMN fueron segun el conjugado de folato.
C100H135N2004232; MW 2354,39.

Ejemplo. EC0456. En una botella de polipropileno centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0453, 46 mg,
0,029 mmol) en 3 ml de agua, que se habia burbujeado con argén durante 10 min. En otro matraz, se burbujed
argon una solucion saturada de NaHCOs durante 10 min. El pH de la solucion de enlazante se ajustd
cuidadosamente, con burbujeo de argdn, a 6,9 usando la solucion de NaHCOs. El disulfuro de vinblastina piridinilo
(32 mg, 1,1 eq) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF) se afadié rapidamente a la solucion anterior. La solucion
transparente resultante se agité bajo argén. El progreso de la reaccidon se controlé mediante HPLC analitica
(solucion reguladora de fosfato 2 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). Después de 30 minutos, a la reaccion se le afiadieron
12 ml de solucién reguladora de fosfato 2 mM (pH 7), la solucidn turbia resultante se filtré y el filtrado se inyecté en
una HPLC preparativa de columna: Waters Xterra Prep MS C1g 10 um 19x250 mm; Solvente A: fosfato de sodio 2
mM, pH 7; Solvente B: ACN; Procedimiento: 5 min 1 % de B a 40 min. 80 % de B 25 ml/min. Las fracciones que
contenian EC0456 se recogieron y se liofilizaron para proporcionar 41,6 mg de un sélido de color amarillo esponjoso,
que consiste en 30 mg de EC0456 (42 % de rendimiento) y 11,6 sal de fosfato de sodio. '"H RMN y LC/MS fueron
consistentes con el producto C104H141N21045S2; MW 2469,48; Masa exacta: 2467,88. C, 50,58; H, 5,76; N, 11,91; O,
29,15; S, 2,60.

Ejemplo. EC0481. En una botella de polipropileno centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0479, 12 mg,
0,0058 mmol) en 2,5 ml de agua, que se habia burbujeado con argén durante 10 min. En otro matraz, se burbuje6
argon una solucion saturada de NaHCOs durante 10 min. El pH de la solucion de enlazante se ajustd
cuidadosamente, con burbujeo de argdn, a 6,9 usando la solucion de NaHCOs. El disulfuro de vinblastina piridinilo
(5,7 mg, 1,0 eq) en 2,5 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadid rapidamente a la solucién anterior. La solucion
transparente resultante se agité bajo argén. El progreso de la reaccion se controlé mediante HPLC analitica
(solucién reguladora de fosfato 2 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). Después de 20 min, a la reaccion se afadieron 12 ml
de solucion reguladora de fosfato 2 mM (pH 7), la solucion turbia resultante se filtré y el filirado se inyectd en una
HPLC prep.: Columna: Waters Atlantis Prep T3 10 um OBD 19x250 mm; Solvente A: fosfato de sodio 2 mM, pH 7;
Solvente B: ACN; Procedimiento: 5 min 1 % B a 25 min 50 % B 26 ml/min. Las fracciones que contenian EC0481 se
recogieron y se liofilizaron para proporcionar 15,5 mg de un sélido de color amarillo esponjoso, que consiste en 10,5
mg de EC0481 (60 % de rendimiento) y 5,0 sal de fosfato de sodio. '"H RMN y LC/MS fueron consistentes con el
producto. MW 2999,15; Masa exacta: 2997,24.
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Ejemplo. EC0484 (Conjugado de vinblastina tetra-saccharo-bis-a-Glu-Arg-folato). En una botella de polipropileno
centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0480, 15 mg, 0,009 mmol) en 3 ml de agua y se burbujed con argén
durante 10 min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la
solucion de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de
vinblastina piridinilo (8,8 mg, 0,009 mmol) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadi6 lentamente a la solucion
anterior. La solucion transparente resultante se agité bajo argdn durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccion se
control6 mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se eliminé a presion
reducida y la solucién acuosa se filtré y se inyecté en una columna de HPLC preparativa (Columna X-terra Cqg, 19 X
300 mM). La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que
contenian el producto. El conjugado de vinblastina-tetra-saccharo-bis-a-Glu-Arg-folato (EC0484) se aislé después de
la liofilizacion durante 48 h (16 mg, 70 %). Los datos de 'H RMN fueron segin el conjugado de folato.
C108H152N2404332; MW 2538,63; Masa exacta: 2536,99.

H
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Ejemplo. EC0487 (Conjugado de Tetra-Saccharo-Asp-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno centrifuga,
se disolvio el enlazante de folato (EC0463, 21 mg, 0,015 mmol) en 3 ml de agua y se burbujed con argén durante 10
min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3; 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la solucion de
enlazante se ajusté cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCO3; 0,1N. Se afiadio lentamente a la solucién
anterior el disulfuro de vinblastina piridinilo (15 mg, 0,015 mmol) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF). La solucion
transparente resultante se agité bajo argon durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccion se controlé mediante
HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). EI THF se elimind a presiéon reducida y la
solucién acuosa se filtrd y se inyecté en una columna de HPLC preparativa (Columna Atlantis, 19 x 300 mM). La
elucién con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto. El conjugado de vinblastina-tetra-saccharo-Asp-folato (EC0487) se aisld después de la liofilizacion durante
48 h (28 mg, 84 %). Los datos de 'H RMN fueron segln el conjugado de folato. CgesH131N19039S2; MW 2239,30;
Masa exacta: 2237,83.
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Ejemplo. EC0489. En una botella de polipropileno centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0488, 26 mg,
0,015 mmol) en 2.5 ml de agua, que se habia burbujeado con argén durante 10 minutos. En otro matraz, se burbujed
argéon una solucion saturada de NaHCOs durante 10 min. El pH de la solucion de enlazante se ajustd
cuidadosamente, con burbujeo de argén, a 6,9 usando la solucion de NaHCOs. El disulfuro de vinblastina piridinilo
(15 mg, 1,0 eq) en 2,5 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadi6 rapidamente a la solucion anterior. La solucion
transparente resultante se agité bajo argén. El progreso de la reaccion se controlé mediante HPLC analitica
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(solucion reguladora de fosfato 2 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). Después de 20 minutos, a la reaccion se le afiadieron
12 ml de solucién reguladora de fosfato 2 mM (pH 7), la solucién turbia resultante se filtré y el filtrado se inyecté en
una HPLC preparativa: Columna: Waters Xterra Prep MS C1g 10 pm 19x250 mm; Solvente A: fosfato de sodio 2 mM,
pH 7; Solvente B: ACN; Procedimiento: 5 min 1 % B a 25 min 50 % B 26 ml/min. Las fracciones que contenian
EC0489 se recogieron y se liofilizaron para proporcionar 35 mg de un solido de color amarillo esponjoso, que
consiste en 27,5 mg de EC0489 (rendimiento del 71 %) y 7,5 de sal de fosfato de sodio. '"H RMN y LC/MS fueron
consistentes con el producto. MW 2550,68; Masa exacta: 2549,01.

Ejemplo. EC0490 (Conjugado Tetra-HomoSaccharo-Tris-aGlu-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno
centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0478, 22 mg, 0,013 mmol) en 3 ml de agua y se burbujed con argén
durante 10 min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la
solucion de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la solucion de NaHCO; 0,1N. El disulfuro de
vinblastina piridinilo (mg, mmol) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF) se afadié lentamente a la solucion anterior. La
solucién transparente resultante se agité bajo argén durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccidon se controld
mediante HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). EI THF se eliminé a presion reducida y
la solucion acuosa se filtrd y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna Xterra Cqg, 19 X 300 mM).
La elucion con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto. Se aislé el conjugado de vinblastina-tetra-Homosaccharo-tris-Glu-folato (EC0490) después de la
congelacién y secado durante 48 h (15 mg, 45 %). Los datos de 1H RMN fueron segun el conjugado de folato.
C111H155N21045Sz; MW 2567,66; Masa exacta: 2565,99.

Ejemplo. EC0492 (Conjugado de tetra-HomoSaccharo-Tris-aGlu-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno
centrifuga, se disolvio el enlazante de folato (EC0491, 26 mg, 0,013 mmol) en 3 ml de agua y se burbujed con argén
durante 10 min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbujed con argén durante 10 min. El pH de la
solucion de enlazante se ajustd cuidadosamente a 6,9 usando la soluciéon de NaHCO3 0,1N. Se afiadio a la solucién
anterior el disulfuro de vinblastina piridinilo (13 mg, 0,013 mmol) en 3 ml de tetrahidrofurano (THF). La solucién
transparente resultante se agité bajo argon durante 15 min a 1 h. El progreso de la reaccion se controlé mediante
HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). EIl THF se elimind a presiéon reducida y la
solucion acuosa se filtrd y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna X-terra Cqg, 19 X 300 mM). La
elucién con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto. Se aisld el conjugado de vinblastina-tetra-homosaccharo-tris-Glu-folato (EC0492) después de la
liofilizacién durante 48 h (22 mg, 60 %). Los datos de 'H RMN fueron segin el conjugado de folato.
C122H175N2405082; MW 2842,97; Masa exacta: 2841 ,14.

72



10

15

20

ES 2 732 879 T3

Ejemplo. EC0493 (Conjugado Tetra-Saccharo-tris-Glu-Folato Vinblastina). En una botella de polipropileno centrifuga,
se disolvio el enlazante de folato (EC0477, 25 mg, 0,015 mmol) en 1,5 ml de agua y se burbujeé con argén durante
10 min. En otro matraz, una solucion de NaHCO3 0,1N se burbuje6 con argén durante 10 min. El pH de la solucion
de enlazante se ajustdé cuidadosamente a 6,9 usando la solucién de NaHCOs; 0,1N. El disulfuro de vinblastina
piridinilo (20 mg, 0,020 mmol) en 1,5 ml de tetrahidrofurano (THF) se afiadié lentamente a la solucién anterior. La
soluciodn transparente resultante se agité bajo argén durante 30 min. El progreso de la reaccion se controlé mediante
HPLC analitica (acetato de amonio 10 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo). El THF se elimind a presiéon reducida y la
solucion acuosa se filtrd y se inyectd en una columna de HPLC preparativa (Columna X-terra Cqg, 19 X 300 mM). La
elucién con fosfato de sodio 1 mM, pH = 7,0 y acetonitrilo dio como resultado fracciones puras que contenian el
producto. Se aislo el conjugado de vinblastina-tetra-saccharo-tris-Glu-folato (EC0493) después de la liofilizacion
durante 48 h (23 mg, 61 %). Los datos de 'H RMN fueron segin el conjugado de folato. C1o7H147N21045S2; MW
2511,56; Masa exacta: 2509,93.
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Ejemplo. EC0429. Este Ejemplo, que incluye un espaciador hidrofilo de oligoamida representado por la
aminoetilpiperazinilacetamida de Asp-Asp-Cys, se prepard usando los procedimientos descritos en este documento.

Los siguientes ejemplos ilustrativos de compuestos de glucurénido, EC0400 y EC0423, en los que el grupo basado
en sacaridos se introduce de manera ilustrativa usando la quimica de clic, también se prepararon como se describe
en este documento.
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prepararon como se describe en este documento

Los siguientes ejemplos ilustrativos de compuestos espaciadores de PEG, EC0367 y EC0409, también se
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Los siguientes ejemplos ilustrativos de compuestos de éster alquilico de acido sulfurico, EC0418 y EC0428, en los
que el fragmento de acido sulfurico se introduce ilustrativamente a través de la quimica de clic, se prepararon como
se describe en este documento.

EC0418 Conjugado de DAVLBH

N
p NN NH
S el
o I o N
N. -~ N

EC(0428 Conjugadode DAVLBH

Los siguientes ejemplos ilustrativos de compuestos espaciadores de oligoamida adicionales, en los que la
oligoamida incluye un derivado de EDTE, se prepararon como se describe en este documento.
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EC039¢ Conjugado de DAVLBH

Los siguientes ejemplos ilustrativos de B-alquil glicésidos de compuestos de 2-desoxihexapiranosa y compuestos
10 unidos a PEG se pueden preparar como se describe en este documento, usando la quimica de clic para unir los
grupos hidrdfilos al enlazante espaciador.
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Ejemplo comparativo de tubulisina. EC0305 que carece de un enlazante espaciador hidréfilo. Se tomé EC89 (86 mg)

5 en agua desionizada (4,0 ml, se burbujed con argén durante 10 minutos antes de su uso) y el pH de la suspension
se ajustdé con NaHCO3 saturado (se burbujed con argén durante 10 minutos antes de su uso) a aproximadamente

6,9 ( la suspension se convirtid en una solucion cuando el pH aumentd. Se afadié agua desionizada adicional a la
solucién para obtener un volumen total de 5,0 ml y a la solucion acuosa se afiadié inmediatamente una solucion de
EC0312 (97 mg) en THF (5,0 ml). La mezcla de reaccién se volvio homogénea rapidamente. Después de agitar bajo

10 argon durante 45 minutos, la mezcla de reaccion se diluyd con solucion reguladora de fosfato de sodio 2,0 mM (pH
7,0, 15 ml) y el THF se elimind en un Rotavapor. La suspension resultante se filiré y el filtrado se inyectdé en una
HPLC preparativa para la purificacién (Columna: Waters XTerra Prep MS C4g 10 um, 19X250 mm; Fase movil A:
solucioén reguladora de fosfato de sodio 2,0 mM, pH 7,0; Fase mévil B: acetonitrilo; Procedimiento: 5 % B a 80 % B
durante 25 minutos, velocidad de flujo = 25 ml/min). Las fracciones de 10,04-11,90 minutos se recogieron y se

15 liofilizaron para dar EC0305 en forma de un sélido esponjoso de color amarillo palido (117 mg).

76



10

15

20

ES 2 732 879 T3

COH  COH &@\ H QAT 9 ];}]((j
O COH K © ’qh [} <(H o] C"'JEH
N A N N Q}FNHQJ
s} Nj’nN‘g)\ﬂW H H H ﬁ . S"\-O'lN
N

s} o
HN
H;N’h’N O\J‘th f;'lNH O™ NH
AOH AOH OH
Ha \-OHHO,“ _.0H|_| o AOH
HOF HO
CH HO HO ls)

Ejemplo. Procedimiento general 2 para preparar conjugados que tienen un enlazante espaciador hidréfilo (un solo
recipiente). llustrado con la preparacion de EC0543. Se afadieron DIPEA (7,8 uL) y cloroformiato de isobutilo (3,1
pL) con la ayuda de una jeringa en tandem en una solucion de tubulisina A (18 mg) en EtOAc anhidro (0,50 ml) a -15
°C. Después de agitar durante 35 minutos a -15 °C bajo argén, a la mezcla de reaccion se le afiadié una solucion de
EC0311 (5,8 mg) en EtOAc anhidro (0,50 ml). El enfriamiento se retird y la mezcla de reaccién se agité bajo argon
durante 45 minutos adicionales, se concentrd, se aspird y el residuo se disolvié en THF (2,0 ml). Mientras tanto, se
disolvio EC0488 (40 mg) en agua desionizada (se burbujed con argdn durante 10 minutos antes de su uso) y el pH
de la solucién acuosa se ajusto a 6,9 con NaHCO3; saturado. Se afiadié agua desionizada adicional a la solucion de
EC0488 para obtener un volumen total de 2,0 ml y a esto se afiadi6é inmediatamente la solucién THF que contiene la
tubulisina activada. La mezcla de reaccioén, que se volvio homogénea rapidamente, se agitd bajo argén durante 50
minutos y se detuvo con una solucién reguladora de fosfato de sodio 2,0 mM (pH 7,0, 15 ml). La solucién turbia
resultante se filtiré y el filirado se inyecté en una HPLC preparativa para la purificaciéon. Columna: Waters XTerra
Prep MS C1g 10 um, 19X250 mm; Fase mavil A: solucién reguladora de fosfato de sodio 2,0 mM, pH 7,0; Fase movil
B: acetonitrilo; Procedimiento: 1 % de B durante 5 minutos, luego 1 % de B a 60 % de B durante los siguientes 30
minutos, velocidad de flujo = 26 ml/min. Las fracciones de 20,75-24,50 minutos se recogieron y se liofilizaron para
proporcionar EC0543 en forma de un sélido esponjoso de color amarillo palido (26 mg). El procedimiento anterior es
igualmente aplicable para preparar otros conjugados de tubulisina mediante la seleccién apropiada del compuesto
de partida de tubulisina.

Los siguientes ejemplos ilustrativos adicionales de conjugados de tubulisina que incluyen un enlazante espaciador
hidrofilo se prepararon usando el procedimiento y las sintesis descritas en este documento a partir de tubulisinas.
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EC0444 Conjugado de Tubulisina
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EC0330 Conjugado de Tubulisina
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EC0531 Conjugado de Tubulisina
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EC0533 Conjugado de Tubulisina

Los siguientes ejemplos también se prepararon como se describe en este documento.
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5 EC0262 Conjugado de criptoficina-carbonato-CH,CH2-SS-Cys-Saccharo-Asp-Saccharo-Asp-Saccharo-Folato.
C87H115C|2N1503832; MW 21 13.96; Masa exacta: 2111.63
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ECO0278

Ejemplos de bortezomib comparativos. Los siguientes ejemplos comparativos de conjugados de bortezomib
(Velcade) (EC0522 y EC0587) que carecen de un enlazante espaciador hidréfilo también se prepararon como se

10 describe en este documento y en la Publicacion de la Solicitud de la Patente de los Estados Unidos de Serie No.
2005/0002942.
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EC0522 C56H69BN18017S2, C, 50,15; H, 5,19; B, 0,81; N, 18,80; O, 20,28; S, 4,78, MW 1341,20, Masa exacta:
1340,46
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EC0587 C77H90B2N20023S4, MW 1813,55, Masa exacta: 1812,56

Los siguientes ejemplos de conjugados de bortezomib que incluyen un enlazante espaciador hidréfilo también se
prepararon como se describe en este documento.

EC0525 Conjugado de bortezomib (Velcade). C85H119BN20036S2, MW 2071.91, masa exacta: 2070,76. Sin
pretender imponer ninguna teoria, se aprecia que en los conjugados de velcade, el acido borénico y el enlazante
pueden formar interacciones intermoleculares con las cadenas laterales de carbohidratos. llustrativamente, el acido
borénico forma complejos de éster de boronato con uno o dos grupos hidroxilo. Dichos complejos éster pueden
formarse con hidroxilos vecinos, asi como con 1,3-hidroxilos. Se aprecia que los complejos de éster de boronato
pueden formarse al final del fragmento de carbohidrato, o en el interior del fragmento de carbohidrato. Se aprecia
ademas que, en solucion acuosa, los complejos de éster de boronato pueden estar en equilibrio con el acido
boroénico.
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EC0525 (hidratado). C85H119BN20036S2, MW 2071,91, Masa exacta: 2070,76; EC0525 (coordinado).
C85H123BN20038S2, MW 2107,94, Masa exacta: 2106,78.
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ECO0595 conjugado de bis-bortezomib. C108H145B2N25039S4, MW 2567,34, masa exacta: 2565,92
Ejemplo comparativo de a-amantina. El siguiente ejemplo comparativo de un conjugado de a-amantina que carece

de un enlazante espaciador hidréfilo también se prepard como se describe en este documento y en la Publicacién de
la Solicitud de la Patente de los Estados Unidos de Serie No. 2005/0002942.
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ECO0323 no era competitivo con el acido félico y presentaba la misma IC50 con y sin exceso de acido félico presente

Los siguientes ejemplos de un conjugado de a-amantina que incluye un enlazante espaciador hidréfilo también se
prepararon como se describe en el presente documento.
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EC0592 Conjugado de a-amanitina. C107H154N26050S3, MW 2700,71. Masa exacta: 2698,95. EC0592 muestra
una IC50 de ~3 nM, que puede competir con el exceso de acido félico, contra las células KB en el ensayo de
incorporacion de 3H-timidina.
Los siguientes ejemplos de conjugados ilustrativos se prepararon como se describe en el presente documento
10
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EC0568 Conjugado de geldanomicina. C99H146N20044S2, MW 2384,46, Masa exacta: 2382,92
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ECN539 Conjugado de analogolisina de aminopterina.

SeH CAaH

G goH oy C (TR = WO ’\/l o]
NWN‘EA” "‘:-"I‘N H‘-_-"JkNA“-’s‘ﬁ NJ\@ NIl
H o = H p £ H 2 .

e
2 H H
L PR US| LIk
H 2]
t-;N‘Je'N M o =) =Y M TN

MNH

HH

NEH

ey N

C0544 Conjugado de analogo cisteina de aminopterina. C83H116N24037S2, C, 47,33; H, 5,55; N, 15,96; O, 28.11;
5 S, 3.05, MW 2106.08, masa exacta: 2104.74
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EC0551 Conjugado de aminopterina. C86H120N24039S2, C, 47,42; H, 5,55; N, 15,43; O, 28,65; S, 2,94, MW
2178,14, Masa exacta: 2176.76

10

EC0543 Conjugado de tubulisina A. C111H167N23045S3, C, 50,50; H, 6,38; N, 12,20; O, 27,27; S, 3,64, MW
2639,84, m/z: 2639,07 (100,0 %), 2638,06 (80,8 %), 2640,07 (79,6 %)
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EC0545 Conjugado de purvalanol A. C87H125CIN22037S2; MW 2170,63, Masa exacta: 2168,77
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ECO0565 Conjugado de everolimus. C121H183N17050S2, MW 2739,96, Masa exacta: 2738,17
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Conjugadode DAVLEBH.
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SV Nl

EC0400 Conjugado de DAVLBH. Preparado por ciclacion de Huisgen del correspondiente alquino y

azidoetilcarbohidrato; 2 eq. Ascorbato de Na, 1 eq. CuS0O4.5H20, THF/agua (1: 1); 5 eq. Ascorbato de Na, 2,5 eq.

CuS04.5H20, THF/agua (9: 1); (10 mg). C81H100N18024S2, C, 54,84; H, 5,68; N, 14,21; O, 21.65; S, 3,62, MW
10 1773,90, masa exacta: 1772,66

FOI:
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Conjugado de DAVLBH. Preparado a partir de EC0419. C82H97N17021S2, MW 1720,88, Masa exacta: 1719,65 (90
mg).

OH OH U+ OH

Ay aLxx”

Conjugado EC0423 de DAVLBH. Preparado por ciclacion Huisgen; C98H123N23035S2, C, 52,38; H, 5,52; N, 14,34;
0, 24.92; S, 2,85, MW 2247,29, Masa exacta: 2245,80

10 Conjugado EC0637 de DAVLBH. C98H130N20037S2, MW 2244,32, Masa exacta: 2242,83
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EC0581 Conjugado de ispinesib. C98H133CIN20038S2, MW 2298,80, Masa exacta: 2296,82
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EC0598 Conjugado de Verucarin. C95H134N16045S2, MW 2284,29, Masa exacta: 2282,81
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EC0600 Conjugado de Budesonida. C93H134N16042S2, C, 50,49; H, 6,11; N, 10,13; O, 30.37; S, 2,90, MW
2212,27, Masa exacta: 2210,83
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EC0631 Conjugado del inhibidor de la tirosina quinasa 4-[(3-bromofenil) amino] -6 - [(2-hidroxietil-amino] -pirido [3,4-
d] pirimidina, C83H114BrN21037S2, MW 2141,95, Masa exacta: 2139,63
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ECO0640: Conjugado de 4-[(3-Bromofenil) amino] -6-hidrazino-pirido [3,4-d] pirimidina
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EC0663 Conjugado de Dasatinib. C90H126CIN23038S3, MW 2269,74, Masa exacta: 2267,75
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EC0593 Multifarmaco intermedio para dos farmacos. C68H103N17035S2, MW 1782,77, Masa exacta: 1781,62
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EC0613 Multifarmaco intermedio para tres farmacos. C90H140N22047S4, MW 2410,45, Masa exacta: 2408,81
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EC0542 Intermedio multifarmacos opcionalmente selectivo para dos farmacos. C85H118N18036S2, C, 50,24; H
5,85: N, 12,41; O, 28,34; S, 3,16, MW 2032,08, Masa exacta: 2030,74
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b

EC0559 Intermedio multifarmacos opcionalmente selectivo para dos farmacos. C90H121N19036S3, MW 2141,22,
Masa exacta: 2139,74

O

%M“‘ e

5 EC0682 Intermedio multifarmacos opcionalmente selectivo para dos farmacos. C95H132N20042S2, MW 2290,30,
Masa exacta: 2288,82
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EC0646 Conjugado de aminopterina e intermedio para conjugado multifarmaco. C106H140N26041S3, MW 2530,59,
Masa exacta: 2528,88
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EC0555 Conjugado de Bortezomib (Velcade) e intermedio para conjugado multifarmaco. C105H139BN22038S3, C,
52,02; H, 5,78; B, 0,45; N, 12,71; O, 25,08; S, 3,97, MW 2424,36, Masa exacta: 2422,89

EC0606 Conjugado de Everolimus e intermedio para conjugado multifarmaco. C141H203N19052S3, C, 54,76; H,
5 6,62; N, 8,61; O, 26,90; S, 3,11, MW 3092,42, Masa exacta: 3090,30

EC0633 Conjugado de DAVLBH e intermedio para conjugado multifarmaco. C131H176N24045S3, MW 2903,13,
Masa exacta: 2901,14

10 EC0661 Conjugado de 4-[(3-Bromofenil)amino]-6-amino-pirido [3,4-d] pirimidina e intermedio para el conjugado
multifarmaco. C145H209BrN24055S4, MW 3376,51, Masa exacta: 3373,24
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EC0679 Conjugado de 4-[(3-Bromofenil) amino] -6-hidrazino-pirido [3.4-d] pirimidina e intermedio para el conjugado
multifarmaco. C101H131BrN24038S3, MW 2465,36, Masa exacta: 2462,74
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EC0693 Conjugado de doxorubicina e intermedio para conjugado multifarmaco. C115H149N19049S3, MW 2677,71
Masa exacta: 2675,89
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EC0647 Conjugado de bis aminopterina. C110H147N33045S4, MW, 2779,80, Masa exacta: 2777,9112, m/z:
2778,91 (100,0 %), 2777,91 (74,4 %), 2779,92 (62,2 %)
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EC(3563 Conjugado de Bortezomib y Rapamicina.
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Conjugado EC0582 de Bortezomib y Everolimus. C147H214BN23054S4, C, 53,40: H, 6,52; B, 0,33; N, 9,74; O,
5 26,13; S, 3,88, MW 3306,47, Masa exacta: 3304,37
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EC0664 Conjugado de Everolimus y 4-[(3-Bromofenil) amino]-6-amino-pirido  [3,4-d]
C145H209BrN24055S54, MW 3376,51, Masa exacta: 3373,24
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EC0680 Conjugado de Everolimus y 4-[(3-Bromofenil) amino] -6-hidrazino-pirido [3,4-d] pirimidina.
C143H206BrN25054S4, MW 3347,47, Masa exacta: 3344,22
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ECO0584 Intermedio para la entrega opcional no dirigida. C61H91N9031S, MW 1478,48, Masa exacta: 1477,55
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ECO0586 Intermedio para la entrega opcional sin destino. C48H83N9030S, MW 1298,28, Masa exacta: 1297,50
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10 ECO0588 Intermedio conjugado de aminopterina para administracion opcional no dirigida. C69H105N17035S2, MW
1796,79, Masa exacta: 1795,64
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EC0591 Intermedio conjugado de rapamicina para un suministro opcional no dirigido. C102H164N10045S2, C,
52,93; H, 7,14; N, 6,05; O, 31,11; S, 2,77, MW 2314,57, Masa exacta: 2313,03
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula.
B-L-A

en la que B es un ligando de unién al receptor que se une a un receptor de células diana, L es un enlazante
polivalente que comprende uno o mas enlazantes espaciadores hidréfilos, y A representa uno o mas agentes de
diagndstico, terapéuticos o de formacion de imagenes, en la que al menos uno de los enlazantes espaciadores
hidrofilos comprende al menos tres grupos polihidroxilo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que al menos uno de los enlazantes espaciadores hidréfilos se forma
principalmente a partir de carbono, hidrogeno y oxigeno, y tiene una proporcidon carbono/oxigeno de
aproximadamente 3: 1 o menor; o en el que al menos uno de los enlazantes espaciadores hidréfilos se forma
principalmente a partir de carbono, hidrégeno y nitrdbgeno, y tiene una proporcion carbono/nitrégeno de
aproximadamente 3: 1 o menor.

3. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos uno de los enlazantes
espaciadores hidréfilos comprende uno o mas acidos asparticos, uno o mas acidos glutamicos, una o mas argininas,
uno o mas beta amino alaninas, uno o mas divalentes 1,4-piperazinas, en el que al menos una parte de las 1,4-
piperazinas estan incluidas en la cadena de atomos que conectan el ligando de unién (B) con al menos uno de los
agentes (A), uno o mas grupos polihidroxilo unidos a triazol que contienen enlazantes, uno o mas enlazantes que
contienen los grupos polihidroxilo unidos a amida, uno o mas derivados EDTA, o una combinacion de los anteriores.

4. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el enlazante L comprende ademas
un enlazante liberable de disulfuro.

5. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ligando de uniéon B es un
ligando de union al receptor de folato.

6. El compuesto de la reivindicacion 5, en el que el ligando de unién B es un folato.

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos uno de los agentes A es
un agente terapéutico para tratar un cancer.

8. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos
de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, y opcionalmente un portador, diluyente o excipiente para los
mismos, o0 una combinacion de los mismos.

9. Un procedimiento de uso del compuesto o una composicién farmacéutica que comprende el compuesto de una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la formacion de imagenes o el diagndstico de una enfermedad o
afeccion, o una combinacion de las mismas, en el que la formacién de imagenes o el diagndstico, o una combinacion
de los mismas incluye dirigir a una célula que expresa o sobreexpresa un receptor capaz de unirse al ligando de
unién B al receptor.

10. El compuesto o la composicion farmacéutica que comprende el compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 para su uso en un procedimiento para tratar una enfermedad o afeccién, o una combinacion de
las mismas, en el que el tratamiento incluye dirigir una célula que expresa o sobreexpresa un receptor capaz de
unirse al ligando de unién B al receptor.

11. Uso de un compuesto o una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8 en la preparacion de un medicamento para tratar una enfermedad o afeccién, o una
combinacién de estas, en el que el tratamiento incluye dirigir una célula que expresa o sobreexpresa un receptor
capaz de unirse al ligando de union B al receptor.
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