ES 2735348 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 735 348
Eint. a1

A61K 47/65 (2007.01)
A61K 47/55 (2007.01)
A61K 47/54 (2007.02)
A61K 51/08 (2006.01)
A61P 35/00 (2006.01)
C07B 59/00 (2006.01)
CO07K 5/083 (2006.01)
A61K 31/433 (2006.01)
A61K 31/535 (2006.01)
A61K 38/05 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 03.02.2015  PCT/EP2015/052214
Fecha y numero de publicacion internacional: 06.08.2015 WO15114171

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  03.02.2015 E 15702001 (7)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 17.04.2019  EP 3102241

T|’tu|o: Conjugados de farmaco de molécula pequefia

Prioridad: @ Titular/es:
03.02.2014 GB 201401819 EIDGENOSSICHE TECHNISCHE HOCHSCHULE
29.04.2014 GB 201407530 ZURICH (100.0%)
10.11.2014 GB 201419994 Wolfgang-Pauli-Str. 10
8093 Zurich, CH
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: .
18.12.2019 KRALL, NIKOLAUS,.
DECURTINS, WILLY;
NERI, DARIO;
SCHEUERMANN, JORG y
WICHERT, MORENO
Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2735348 T3

DESCRIPCION
Conjugados de farmaco de molécula pequena
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un ligando de bajo peso molecular para la unién a anhidrasa carbénica IX (CAIX)
tal como se define en las reivindicaciones.

Antecedentes

El uso de agentes citotdxicos es la base del tratamiento de cancer y otros estados patolégicos. De manera ideal, los
agentes citotoxicos deben acumularse en el sitio de enfermedad, evitando tejidos normales. En realidad, esto no
ocurre. Muchos farmacos anticancerosos no se acumulan preferiblemente en tumores sélidos. De hecho, se ha
demostrado en ratones que tienen tumores que solamente una minima parte del farmaco inyectado alcanza la masa
neoplasica en comparacion con la cantidad de agente citotoxico que alcanza 6rganos saludables.

La administracion dirigida de agentes citotoxicos muy potentes a tejidos enfermos es, por tanto, deseable para el
tratamiento de cancer y otros estados graves. Al unir un efector terapéutico a través de un ligador escindible a un
ligando especifico de un marcador de enfermedad, el efector se acumula y actua preferiblemente en el sitio previsto
de accién, aumentando por tanto la dosis aplicada de manera eficaz mientras se reducen los efectos secundarios.
Hasta la fecha, se han considerado anticuerpos monoclonales como ligandos de eleccion y, de hecho, la investigacion
en el campo de conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC) ha conducido a la aprobacion reciente de dos ADC para
aplicaciones en oncologia: brentuximab vedotina y trastuzumab emtansina.

Sin embargo, los anticuerpos son macromoléculas grandes y, por tanto, tienen a menudo dificultadas para penetrar
en profundidad en los tumores sélidos. Ademas, pueden ser inmunogénicos y normalmente tiempos de circulacion
largos pueden conducir a liberacion de farmaco prematura y efectos secundarios no deseados. Ademas, la produccion
de ADC es costosa, lo que refleja la necesidad de una fabricacion de anticuerpos, farmacos y los conjugados
resultantes de calidad clinica.

El uso de ligandos mas pequefios como vehiculos de administracion tales como péptidos o moléculas similares a
farmacos pequefos podria superar posiblemente algunos de los problemas mencionados anteriormente. Su tamafio
reducido deberia ayudar a la penetracion de tejido, no deberian ser inmunogénicos y ser susceptibles a la sintesis
organica clasica, reduciendo asi los costes de fabricacion. Se han demostrado las propiedades favorables de los
conjugados de farmacos que utilizan acido félico o ligandos contra el antigeno de membrana especifico de la prostata
(PSMA) como vehiculos de administracion y un conjugado de folato ha ingresado recientemente en estudios clinicos
de fase lll. Sin embargo, solo unos pocos conjugados de este tipo han sido identificados con éxito.

El documento W02006137092 describe el uso de inhibidores de la anhidrasa carbénica IX marcados con fluoréforos
para el tratamiento de canceres al inhibir la actividad de CAIX y, por de ese modo, revertir la acidificacion del entorno
extracelular del tumor. No hay ninguna sugerencia de usar los inhibidores de CAIX para seleccionar como diana los
agentes citotdxicos. Otros inhibidores de CAIX para el tratamiento del cancer se describen en los documentos
W0O2011098610 y WO2004048544.

Nikolaus Krall et al. en Angewandte Chemie International Edition, vol. 52, n.° 5, paginas 1384-1402 (2013) revisan
desarrollos recientes en el campo de agentes citotoxicos dirigidos basados en ligandos pequefios, en particular el uso
de bibliotecas quimicas codificadas por ADN para el examen de grandes colecciones de compuestos.

Los presentes inventores han encontrado un ligando que selecciona como diana tumores que expresan anhidrasa
carbonica IX (CAIX).

Sumario de la invenciéon

Segun el primer aspecto de la invencion, por tanto, se proporciona un ligando especifico para CAIX que tiene la
férmula:
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En una realizacion, el ligando de la invenciéon esta radiomarcado con tecnecio 99m.
Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra estructuras quimicas de conjugados de ligando-ligador-colorante sintetizados para estudios de
union in vitro y de seleccién de diana in vivo;

la figura 2 muestra estructuras y sintesis de conjugados de farmaco de molécula pequefia de referencia;

la figura 3 muestra mediciones de fluorescencia de la captacion de 6rgano de conjugado de ligando-ligador-colorante
usando un ligando de referencia, en comparacion con la captacion en los mismos 6rganos de un conjugado no
seleccionado como diana;

la figura 4 muestra mediciones de fluorescencia de la captacion de 6rgano de conjugado de ligando-ligador-colorante
usando un ligando de referencia a 1 hora, 2 horas y 4 horas tras la administracion del conjugado;

la figura 5 muestra graficos de pérdida de peso frente a tiempo para animales de prueba tratados con tres regimenes
de dosificacion diferentes de un conjugado de ligando-ligador-farmaco de referencia;

la figura 6 muestra graficos de (a) volumen de tumor frente a tiempo para el crecimiento de xenoinjertos SKRC52 en
ratones balb/c nu/nu tratados 5x en 5 dias consecutivos con dos conjugados de referencia diferentes 7a y 8a y con
dos conjugados de farmaco no seleccionados como diana correspondientes, y (b) cambio de peso corporal medido
asociado con el tratamiento;

la figura 7 muestra graficos de (a) volumen de tumor frente a tiempo para el crecimiento de xenoinjertos SKRC52 en
ratones balb/c nu/nu tratados 5x en 5 dias consecutivos con un conjugado de referencia adicional 9a y con conjugados
de farmaco no seleccionados como diana correspondientes y con dos farmacos antitumorales convencionales, y (b)
cambio de peso corporal medido asociado con los tratamientos;

la figura 8 muestra estabilidad hidrolitica de conjugados de farmaco 7a, 8a y 9a en PBS a pH 7,4 y 37°C tal como se
determina mediante cromatografia de liquidos-espectrometria de masas/espectrometria de masas (7a y 8a) y
cromatografia de liquidos de alta resolucién (9a);

la figura 9 muestra estructuras de un ligando monovalente para CAIX y un conjugado de colorante del mismo;
la figura 10 muestra estructuras de un ligando bivalente para CAIX y un conjugado de colorante del mismo;

la figura 11 muestra las estructuras de un conjugado de farmaco bivalente seleccionado como diana de referencia B7
y un control no seleccionado como diana BS;

la figura 12 muestra curvas de crecimiento tumoral de animales inyectados con 8 x 35 nmol de ligando no conjugado
B2, conjugado de farmaco bivalente B7, conjugado de control B8 o vehiculo como control. Los datos representan
promedios * errores estandar;

la figura 13 muestra una representacion esquematica de un miembro de la biblioteca quimica de autoensamblaje
codificada por ADN (ESAC) que se une a su proteina diana CAIX. La biblioteca presenta dos farmacoféros Ay By se
forma por hibridacién de dos sub-bibliotecas de cadenas sencillas sintetizadas individualmente A y B, lo que da como
resultado una biblioteca combinatoria de A x B = 111.100 miembros;

la figura 14 muestra un diagrama de los resultados de resultados de secuenciacion de ADN masivo (HTDS) de
reacciones contra CAIX para la biblioteca ESAC. El plano x/y representa los cédigos de barras de los miembros de la
biblioteca de la sub-biblioteca A y sub-biblioteca B, y el eje z muestra los recuentos de secuencia normalizados a 100,
nivel de corte 1000. Las condiciones de seleccion fueron recubrimiento de proteina de alta densidad (1,0 um de CAIX)
y cinco etapas de lavado;
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la figura 15 muestra la estructura quimica de conjugado IRDye 750 no seleccionado como diana C6 usado para analisis
de citometria de flujo y experimentos de obtencién de imagenes in vivo;

la figura 16 muestra estructuras quimicas y constantes de disociacion medidas “fuera de ADN” por FP y SPR de
conjugados monovalentes y bivalentes sintetizados con diferentes longitudes de ligador;

la figura 17 muestra la estructura quimica de conjugados IRDye 750 monovalentes y bivalentes seleccionados como
diana C1c y C5c usados para analisis de citometria de flujo y experimentos de obtencidon de imagenes in vivo;

la figura 18 muestra analisis de citometria de flujo de conjugados de IR-colorantes que se unen a células SKRC52 que
expresan CAIX: (a) células no tratadas, (b) conjugado no seleccionado como diana C6, (c) conjugado monovalente
seleccionado como diana C1c, (d) conjugado bivalente seleccionado como diana C5c;

la figura 19 muestra datos de captacion comparativos para diferentes 6rganos en un ratén que tiene carcinoma renal
de un ligando seleccionado como diana anti-CAIX radiomarcado segun la presente invencion frente a un ligando no
seleccionado como diana radiomarcado;

la figura 20 muestra un esquema de reaccion para la sintesis de un conjugado de farmaco citotdxico seleccionado
como diana de referencia que tiene el farmaco auristatina unido a un resto de unién de molécula pequefia a través de
un ligador peptidico que contiene valina-citrulina que puede escindirse mediante catepsina B; y

la figura 21 muestra datos observados para tamafio tumoral de raton frente a tiempo para tres regimenes de
dosificacion del conjugado de farmaco de la figura 20.

Descripcion detallada de la invenciéon

A menos que se define lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entienden comunmente los expertos habituales en la técnica, tal como en las técnicas de
quimica de péptidos, cultivo celular, quimica de acido nucleico y bioquimica. Se usan técnicas convencionales para
métodos de biologia molecular, genética y bioquimicos (véase Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 32 ed., 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel et al., Short Protocols
in Biologia molecular (1999) 42 ed., John Wiley & Sons, Inc.).

A menos que se declare lo contrario, las siguientes definiciones se aplican a términos quimicos usados en conexion
de compuestos de la invenciéon y composiciones que contienen tales compuestos.

Alquilo se refiere a un radical hidrocarbilo saturado ramificado o no ramificado. De manera adecuada, el grupo alquilo
comprende desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 30 atomos de carbono, por ejemplo desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 25 atomos de carbono.

Alquenilo se refiere a un radical hidrocarbilo ramificado o no ramificado que contiene uno o mas dobles enlaces
carbono-carbono. De manera adecuada, el grupo alquenilo comprende desde aproximadamente 3 hasta
aproximadamente 30 atomos de carbono, por ejemplo desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 25 atomos
de carbono.

Alquinilo se refiere a un radical hidrocarbilo ramificado o no ramificado que contiene uno o mas triples enlaces carbono-
carbono. De manera adecuada, el grupo alquinilo comprende desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 30
atomos de carbono, por ejemplo desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 25 atomos de carbono.

Haldégeno se refiere a fldor, cloro, bromo o yodo, preferiblemente fltor o cloro.

Cicloalquilo se refiere a un resto aliciclico, que tiene de manera adecuada 3, 4, 5, 6, 7 u 8 atomos de carbono. El grupo
puede ser un sistema de anillo en puente o policiclico. Mas a menudo, los grupos cicloalquilo son monociclicos. Este
término incluye referencia a grupos tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, norbornilo,
biciclo[2.2.2]octilo y similares.

Arilo se refiere a un sistema de anillo aromatico que comprende 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16 atomos de anillo
de carbono. Arilo puede ser un sistema de anillo policiclico, que tiene dos o mas anillos, al menos uno de los cuales
es aromatico. Este término incluye referencia a grupos tales como fenilo, naftilo, fluorenilo, azulenilo, indenilo, antrilo
y similares.

El prefijo (hetero) en el presente documento significa que uno o mas de los atomos de carbono del grupo pueden
sustituirse por nitrégeno, oxigeno, fosforo, silicio o azufre. Los grupos heteroalquilo incluyen por ejemplo, grupos
alquiloxilo y grupos alquitio. Los grupos heterocicloalquilo o heteroarilo en el presente documento pueden tener desde
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15 6 16 atomos de anillo, al menos uno de los cuales se selecciona de nitrégeno,
oxigeno, fosforo, silicio y azufre. En particular, un sistema de anillo o anillo de 3 a 10 miembros y mas particularmente
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un anillo de 5 6 6 miembros, que puede ser saturado o insaturado. Por ejemplo, seleccionado de oxiranilo, azirinilo,
1,2-oxatiolanilo, imidazolilo, tienilo, furilo, tetrahidrofurilo, piranilo, tiopiranilo, tiantrenilo, isobenzofuranilo,
benzofuranilo, cromenilo, 2H-pirrolilo, pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, imidazolilo, imidazolidinilo, bencimidazolilo,
pirazolilo, pirazinilo, pirazolidinilo, tiazolilo, isotiazolilo, ditiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo,
piperidilo, piperazinilo, piridazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, especialmente tiomorfolino, indolizinilo, 1,3-dioxo-1,3-
dihidro-isoindolilo, 3H-indolilo, indolilo, bencimidazolilo, cumarilo, indazolilo, triazolilo, tetrazolilo, purinilo, 4H-
quinolizinilo, isoquinolilo, quinolilo, tetrahidroquinolilo, tetrahidroisoquinolilo, decahidroquinolilo, octahidroisoquinolilo,
benzofuranilo, dibenzofuranilo, benzotiofenilo, dibenzotiofenilo, ftalazinilo, naftiridinilo, quinoxalilo, quinazolinilo,
quinazolinilo, cinnolinilo, pteridinilo, carbazolilo, [beta]-carbolinilo, fenantridinilo, acridinilo, perimidinilo, fenantrolinilo,
furazanilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo, cromenilo, isocromanilo, cromanilo, 3,4-dihidro-2H-isoquinolin-1-ona,
3,4-dihidro-2H-isoquinolinilo, y similares.

Cuando un sustituyente en el presente documento es un péptido, el péptido comprende de manera adecuada desde
1 hasta 100 residuos de aminoacido, por ejemplo, desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 30 residuos de
aminoacido.

Cuando un sustituyente en el presente documento es un oligosacarido, el oligosacarido comprende de manera
adecuada desde 1 hasta 100 residuos de sacarido, por ejemplo desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente
30 residuos de sacarido.

“Sustituido” significa que uno o mas, especialmente hasta 5, mas especialmente 1, 2 6 3, de los atomos de hidrégeno
en dicho resto se reemplazan independientemente entre si por el nUmero correspondiente de sustituyentes. El término
“opcionalmente sustituido” tal como se usa en el presente documento incluye sustituido o no sustituido. Por supuesto,
se entendera que los sustituyentes estan sélo en posiciones en las que son quimicamente posibles, siendo el experto
en la técnica capaz de decidir (o bien experimentalmente o bien tedricamente) sin esfuerzo inapropiado si es posible
una sustitucion particular. Por ejemplo, grupos amino o hidroxilo con hidrégeno libre pueden ser inestables si se unen
a atomos de carbono con enlaces insaturados (por ejemplo, olefinicos). Ademas, se entendera por supuesto que los
sustituyentes descritos en el presente documento pueden sustituirse por si mismos por cualquier sustituyente, sujeto
a la restricciéon mencionada anteriormente a sustituciones apropiadas tal como reconoce el experto.

Los sustituyentes pueden incluir de manera adecuada atomos de halégeno y grupos halometilo tales como CF3 y CCls;
grupos que contienen oxigeno tales como oxo, hidroxilo, carboxilo, carboxialquilo, alcoxilo, alcoilo, alcoiloxilo, ariloxilo,
ariloilo y ariloiloxilo; grupos que contienen nitrégeno tales como amino, alquilamino, dialquilamino, ciano, azida y nitro;
grupos que contienen azufre tales como tiol, alquiltiol, sulfonilo y sulféxido; grupos heterociclicos que pueden
sustituirse por si mismos; grupos alquilo, que pueden sustituirse por si mismos; y grupos arilo, que pueden sustituirse
por si mismos, tales como fenilo y fenilo sustituido. Alquilo incluye bencilo sustituido y no sustituido.

Cuando se describen dos o mas restos como que se seleccionan “cada uno independientemente” de una lista de
atomos o grupos, esto significa que los restos pueden ser iguales o diferentes. La identidad de cada resto es por tanto
independiente de las identidades del uno o mas de otros restos.

Derivado. Un derivado incluye la modificacion quimica de un compuesto. Los ejemplos de tales modificaciones
incluyen sin limitacion el reemplazo de un hidrégeno por un grupo halo, un grupo alquilo, un grupo acilo o un grupo
amino y similares. Los derivados incluyen ademas ésteres y similares que pueden experimentar hidrdlisis para liberar
el compuesto. Los derivados incluyen ademas sales del compuesto. La modificacion puede aumentar o disminuir una
0 mas interacciones de union a hidrégeno, interacciones de carga, interacciones hidréfobas, interacciones de van der
Waals y/o interacciones de dipolo.

Andlogo. Este término abarca cualquier enantimero, racemato y estereoisomero, asi como todas las sales
farmacéuticamente aceptables e hidratos de tales compuestos.

Diana

La presente invencion selecciona como diana anhidrasa carbonica, en particular proteinas de anhidrasa carbénica IX
(CAIX) que se expresan en tumores. CAIX se sobreexpresa en muchas formas diferentes de cancer tales como
glioblastoma, cancer colorrectal y de mama como un marcador de hipoxia, mientras que es casi indetectable en tejidos
adultos normales, representando por tanto una diana antitumoral muy atractiva. En carcinoma de células renales se
expresa a menudo de manera constitutiva y esta entre los marcadores de superficie celular mejor caracterizados de
esta enfermedad.

Ligando

Segun el primer aspecto de la invencion, por tanto, se proporciona un ligando especifico para CAIX que tiene la
férmula:
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Pueden encontrarse nuevos ligandos para unirse selectivamente a proteinas diana de interés, mediante métodos de
examen usando tecnologias de quimica médica moderna, por ejemplo tecnologias de biblioteca quimica codificada
por ADN tal como se describe en el documento WO2009077173 y por R.E. Kleiner et al. en Chemical Society Reviews
40 5707-5717 (2011), L. Mannocci et al. en Chemical Communications 47, 12747-12753 (2011) y S. Brenner et al. en
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 89 5381-5383 (1992). Un ejemplo de un método de
examen usado para identificar el mejor resto de unién para CAIX de una biblioteca de 111.100 moléculas organicas
pequefas se describe en mas detalle a continuacion.

Se piensa que las anhidrasas carbénicas tienen un mecanismo catalitico que se basa en un sitio activo que contiene
un i6n de zinc coordinado. Se piensa que los inhibidores de la anhidrasa carbodnica tales como acetazolamida y
metazolamida que tienen grupos sulfonamido terminales actian formando un aducto entre el ién de zinc y el nitrégeno
terminal de la sulfonamida.

Sustituyentes

Los compuestos quimicos descritos en el presente documento pueden comprender sustituyentes. En particular, los
compuestos pueden contener uno o mas sustituyentes hidroxilo, alquilo especialmente alquilo inferior (C4-Cg), por
ejemplo metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo y otros isémeros de pentilo, y n-
hexilo y otros isémeros de hexilo, alcoxilo especialmente alcoxilo inferior (C4-Cs), por ejemplo metoxilo, etoxilo,
propoxilo etc., alquinilo, por ejemplo etinilo, o halégeno (por ejemplo fluoro).

Sintesis quimica
Los compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse mediante técnicas de sintesis quimica.

Sera evidente para los expertos en la técnica que puede ser necesario proteger y desproteger grupos funcionales
sensibles durante la sintesis de un compuesto. Esto puede lograrse mediante técnicas convencionales, por ejemplo
tal como se describe en “Protective Groups in Organic Synthesis” de T W Greene y P G M Wuts, John Wiley & Sons
Inc. (1991), y de P.J.Kocienski, en “Protecting Groups”, Georg Thieme Verlag (1994).

Es posible durante algunas de las reacciones que cualquier estereocentro presente, en determinadas condiciones,
pudiera epimerizarse, por ejemplo si se usa una base en una reaccién con un sustrato que tiene un centro éptico que
comprende un grupo sensible a bases. Debe ser posible para eludir posibles problemas tales como este mediante
eleccion de secuencia de reaccion, condiciones, reactivos, regimenes de proteccion/desproteccion, etc. tal como se
conoce bien en la técnica.

Los compuestos y sales de la invencion pueden separarse y purificarse mediante métodos convencionales.

Técnicas generales

La practica de la presente invencién emplea, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de quimica,
bioquimica, biologia molecular, biologia celular, genética, inmunologia y farmacologia, conocidos para los expertos en
la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Gennaro, A. R., ed. (1990)
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing Co.; Hardman, J. G., Limbird, L. E., y Gilman, A. G.,
eds. (2001) The Pharmacological Basis of Therapeutics, 102 ed., McGraw-Hill Co.; Colowick, S. et al., eds., Methods
in Enzymology, Academic Press, Inc.; Weir, D. M., y Blackwell, C. C., eds. (1986) Handbook of Experimental
Immunology, vol. I-IV, Blackwell Scientific Publications; Maniatis, T. et al., eds. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 edicion, vol. I-1ll, Cold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al., eds. (1999) Short Protocols
en Molecular Biology, 4?2 edicion, John Wiley & Sons; Ream et al., eds. (1998) Molecular Biology Techniques: An
Intensive Laboratory Course, Academic Press; Newton, C. R., y Graham, A., eds. (1997) PCR (Introduction to
Biotechniques Series), 22 ed., Springer Verlag.

La invencion se describira ahora adicionalmente mediante los ejemplos y ejemplos de referencia, que se pretende que
sirvan para ayudar a un experto habitual en la técnica a llevar a cabo la invencion.
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Ejemplos

(A) Restos de unién monovalente

Se prepararon compuestos de referencia que tienen las féormulas 1a-6¢c mostradas en la figura 1 para estudios de
union mediante conjugados de ligando-ligador-colorante a CAIX in vitro e in vivo. Se prepararon conjugados de
referencia que tienen las férmulas 7a, 8a y 9a tal como se muestra en la figura 2 segun el esquema en la figura 2 y se
estudiaron in vitro e in vivo tal como se describe a continuacion. También se prepararon conjugados de referencia 7b,
8b y 9b tal como se muestra en la figura 2 que tienen el farmaco y restos de ligador pero sin resto de unién segun el
esquema mostrado en la figura 2 para estudios comparativos.

Procedimientos quimicos generales

Se registraron espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de protones ('H) en un espectrometro Bruker AV400
(400 MHz) o Bruker AVIII500 (500 MHz). Se registraron espectros de RMN de carbono ('*C) en un espectrometro
Bruker AV400 (100 MHz) o en un espectrometro Bruker AVIII500 (125 MHz). Se proporcionan desplazamientos
quimicos en ppm usando disolvente residual como patrén interno. Se notifican constantes de acoplamiento (J) en Hz
con las siguientes abreviaturas usadas para indicar division: s = singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, m =
multiplete. Se registraron espectros de espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) en un espectrémetro de
masas Bruker Daltronics maXis ESI-QTOF. Se notifican valores de m/z calculados y exactos en Daltons. Se realizaron
cromatografia de liquidos de alta presion de fase inversa preparativa y analitica (RP-HPLC) en un instrumento Waters
Alliance HT RP-HPLC con detector PDA UV, usando una columna Synergi 4 um, Polar-RP 150 x 10 mm a una
velocidad de flujo de 4 ml min™' con gradientes lineales de disolventes A y B (A = agua Millipore con acido
trifluoroacético al 0,1% [TFA], B = MeCN).

Se adquirieron disolventes anhidros para reacciones de Acros o Fluka. Se adquirié dimetilformamida de calidad
peptidica (DMF) para la sintesis en fase solida de ABCR. Todos los demas disolventes se usaron tal como se
proporcionan por Fisher Chemicals, Merck o Aldrich en calidad analitica o HPLC. Se adquirié éster de N-
hidroxisuccinimidilo IRDye750 (NHS) de Licor, éster de NHS Alexa546 de Invitrogen, (S)-1-clorometil-6-hidroxi-1,2-
dihidrobeno[e]indol protegido con N-Boc (seco CBI) de Anthem Bioscience. Se adquiri6 DM1 de Concortis Biosystems.
Todos los demas reactivos se adquirieron de Aldrich, Acros, ABCR o TCl y se usaron tal como se proporcionan. Todas
las reacciones que usan condiciones anhidras se realizaron usando cristaleria secada en horno bajo una atmdsfera
de argdn. Salmuera se refiere a una disolucion saturada de cloruro de sodio. Se adquirié silice para cromatografia en
columna ultrarrapida de Sigma.

Preparacion de compuestos previamente descritos

Se prepararon los compuestos 6¢c y 11 - 17 segin métodos descritos previamente tal como se resumen en la siguiente
tabla.

Estructura Numero Referencia

[6]

‘0,8 SOy

15 [7]

DM1-SMe
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NO,

16 8]

Ng_Sean OO
U Y
~ 0

Cl. O

NaprSsg~N 17 [9]
@]
HO 0)
/
O>—(N\,©:O\LN/ 18 [10]
H [

BooHN" O g~ NH, 19 [11]
HOOG._ _Nj
J’\ 20 [12]
Cl
H2N028\©\ NJ\IN 21 [13]
NJ\\N*CI
H
E\? OH 22 [14]
Y
HzN\«s»,SOZNHg 23 [15]
N-N
HO. N
701/\/\’ ’ 24 [16]

Sintesis quimica de nuevos compuestos

Conjugado de N1-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-N4-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)succinamida y fluoresceina - 1a

(compuesto de referencia)
(\o/\/o\/\N)J\k'(
Y />—SOZNH2

HN
(\O/\/O\/\NJ\H( FITC. DIPEA, DMF O ‘
e Y

/>_ SO-NH, HOOC ‘

OH

Se disolvieron 25 (7,0 mg, 17 umol) e isotiocianato de fluoresceina (FITC, 6,7 mg, 17 umol) en dimetilformamida (DMF,
1 ml) y se le afiadi6 diisopropiletilamina (DIPEA, 8 pul, 48 mmol). Se agit6 la reaccién durante 2 h a temperatura
ambiente, se diluydé con MeOH (1 ml) y se purifico sobre HPLC de fase inversa (el 80% de A / el 20% de B con respecto
al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante
espectrometria de masas (EM) y se liofilizaron para dar el producto como un polvo amarillo (12 mg, 16 pmol, 95%).

"H-RMN (400 MHz, MeOD-d,) & [ppm] = 8,31 (s, 1H), 7,91 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,25 (d, J= 7,5 Hz, 1H), 7,02 (d, J = 8,5
Hz, 2H), 6,92 (s, 2H), 6,79 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 3,85 (a, 2H), 3,75 (t, J = 4,8 Hz, 2H), 3,72-3,65 (m, 4H), 3,58 (t, J = 5,4
Hz, 2H), 3,38 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,85 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 2,66 (t, J = 6,8 Hz, 2H); '*C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) §
[ppm] = 180,8, 172,3 172,2, 171,3, 171,2, 169,0, 164,6, 161,4, 159,9, 152,4, 147,6, 141,8, 129,5, 127,0, 124,5, 116,7,
113,0, 110,3, 102,7, 70,1, 69,6, 68,9, 44,1, 39,0, 30,7, 29,8, se prevé que las sehales del ligador PEG se solapen;
HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para C33H34N7011S3, 800,1473; encontrado 800,1470.

Conjugado de N1-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-N4-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)succinamida y Alexa546 - 1b
(compuesto de referencia)
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DIPEA, DMF
Ester de NHS Alexa546

) o
¢

o
N

Q_ H 5 \'[Ir )—SO,NH,
NH, N

A 25 (212 pg, 517 nmol) en DMF (2,1 ul) se le afadi6 éster de NHS Alexa546 (100 ug, 86 nmol). Se afiadieron DIPEA
5 (2 ul, 12 ymol) y DMF (50 pl) y se agitd la mezcla durante 2 h a temperatura ambiente. Se diluyé la reaccién con MeOH
(50 wl) y se purifico sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a
lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto tal como se identifica a través de su espectro
de UV/VIS caracteristico (Amax = 550 nm), se liofilizaron y de disolvieron en 100 yl de PBS pH 7,4 para dar una
disolucién morado oscuro. Se determinaron su concentracion y el rendimiento de reaccién midiendo la absorbancia a

10 556 nm (ess6 = 112,000 M- cm-') de muestras de reserva diluidas 1:100 en PBS pH 7,4 (443 uM, 44 nmol, 51%).

HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para Cs2HgsClsNgO17Ss, 1352,2162; encontrado 1352,2157.

Conjugado de N1-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-N4-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)succinamida e IRDye750 - 1c
15 (compuesto de referencia)

H,NO,S
g N

\;,:.-'-N

HN
o

NH

0
g DIPEA, DMF
d Ester de NHS IRDye750 “p+*

o]
&NHZ 038 SOy

A 25 (131 pg, 320 nmol) en DMSO (13 pl) se le anadio éster de NHS IRDye750 (194 pg, 163 nnmol) en DMSO (25 pnl)

20 seguido por DMF (100 pl) y DIPEA (10 pl, 60 umol). Se agité la disolucién durante 6 h a temperatura ambiente y luego
se purificd directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 40% de A / el 60% de
B a lo largo de 30 min). Se identificaron fracciones que contenian conjugado de colorante a través de su espectro de
UV/VIS caracteristico (Amax = 750 nm), se agruparon, se liofilizaron y se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO, 100 pl)
para dar una disolucion de reserva verde oscuro. Su concentracion y el rendimiento de reaccion se determinaron

25 midiendo la absorbancia a 750 nm (g750 = 260.000 M-' cm™") de muestras de reserva diluidas 1:200 en PBS pH 7,4
(1,02 mM, 102 nmol, 63%).
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HRMS: (m/z) [M + Na]? calculado para Cs1H77NsNaQ19Se, 720,1769; encontrado 720,1760.

Conjugado de (S)-N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-3-metil-2-(4-(4-sulfamoilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanamida y
fluoresceina - 2a (compuesto de referencia)

H

O] /\
T
H2NOZS\©\(/\N r J/
O N N
j/ ~TN0T 1.DCM, TFA

0 > S?NH
H2N025\©\fl,\l ( J/ 2. FITC, DIPEA, DMF
N=N BocHN O
HOOC
X
o o OH

Se disolvio 26 (20 mg, 36 umol) en una mezcla de diclorometano (DCM, 0,5 ml) y TFA (0,5 ml) y se agité durante 1 h
a temperatura ambiente. Se eliminaron los disolventes a presion reducida y se disolvié el residuo en DMF (0,5 ml).
DIPEA (31 ul, 187 umol) se afiadio seguido por FITC (14 mg, 36 umol). Se agito la reaccion durante 2 h a temperatura
ambiente, se diluydé con MeOH (0,5 ml) y se purificé sobre HPLC de fase inversa (el 80% de A / el 20% de B con
respecto al 20% de A / el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto mediante
EM y se liofilizaron para dar el producto como un polvo amarillo brillante (18 mg, 23 umol, 64%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 10,07 (s a, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,75 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 8,28 (s, 1H), 8,18 (s,
1H), 8,10 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 7,39 (d, J =6,7 Hz, 2H), 7,74 (d, J =7,9 Hz, 1H), 7,18 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,66-6,54 (m,
6H), 5,07 (d, J= 10,3 Hz, 1H), 3,68 (s a, 2H), 3,60-3,56 (m, 6H), 3,48 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,41-3,19 (m, 2H), 2,49-2,45
(m, 1H), 1,01 (d, J = 6,6 Hz, 3H), 0,73 (d, J = 6,6 Hz, 3H); "*C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) § [ppm] = 181,1, 169,0,
167,9, 160,2, 159,1, 158,8, 152,5, 147,3, 145,7, 143,6, 141,8, 134,3, 129,5, 126,8, 125,8, 124,6, 121,9, 117,0, 114,5,
113,2, 110,3, 102,7, 70,1, 70, 69,6, 69,2, 68,9, 44,2, 31,6, 19,2, 19,1; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para
C40H42N7010S5, 844,2429; encontrado 844,2430.

Conjugado de (S)-N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-3-metil-2-(4-(4-sulfamoilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanamida e
IRDye750 - 2¢ (compuesto de referencia)

SO,NH,
1. DCM, TFA H o) Hih}‘@\
- 0. _N 0 N.# SO.NH
2. DIPEA, DMF ~ToT “/\H)i e
N Ester de NHS IRDye750
W _N U
é KNH 058 SOy
D
02 = =
{S)
BocHN 0s8 SO

Se afiadié 26 (178 ug, 321 nmol) en DMSO (34 pl) a una mezcla de TFA (100 ul) y DCM (100 pl). Se agito la reaccion
durante 1 h a temperatura ambiente y se elimind el disolvente a presion reducida. A la disolucion residual se le ahadioé
éster de NHS IRDye750 (194 ng, 163 nnmol) en DMSO (25 pl) seguido por DMF (100 wl) y DIPEA (10 pl, 60 umol).
Se agitd la disolucién durante 6 h a temperatura ambiente y luego se purificd directamente sobre HPLC de fase inversa
(el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 40% de A/ el 60% de B a lo largo de 30 min). Se identificaron fracciones
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que contenian conjugado de colorante a través de su espectro de UV/VIS caracteristico (Amax = 750 nm), se agruparon,
se liofilizaron y se disolvieron en DMSO (100 pl) para dar una disolucién de reserva verde oscuro. Se determin6 su
concentracién y el rendimiento de reaccion midiendo la absorbancia a 750 nm (e750 = 260.000 M-' cm™') de muestras
de reserva diluidas 1:200 en PBS pH 7,4 (662 uM, 66 nmol, 40%).

HRMS: (m/z) [M + Na]? calculado para CssHssNsNaQ15Ss, 742,2247; encontrado 742,2233.

Conjugado de 4-((4-((2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)amino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)bencenosulfonamida y
fluoresceina - 3a (compuesto de referencia)

\©\N BocHN 1. DCM, TFA NH

H H OH
NN - L (ra
Y o 2 FITC, DIPEA, DMF N| =N 0 |
Cl)l\N/ N/\/O\) Cl)\N/ ”/\/O\) HOOC ‘ 0
H

0

Se disolvié 28 (7,5 mg, 14 umol) en una mezcla de DCM (1 ml) y TFA (1 ml) y se agitdé durante 30 min a temperatura
ambiente. Se elimino el disolvente a presion reducida y se disolvié el residuo en DMF (1 ml). Se afiadié FITC (5,4 mg,
14 umol) seguido por DIPEA (23 pl, 139 umol) y se agito la reaccion durante 3 h a temperatura ambiente. Se afiadié
MeOH (1 ml) y se purificd la mezcla de reaccion en bruto sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con
respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado
mediante EM y se liofilizaron para dar el compuesto del titulo como un polvo amairillo brillante (8,1 mg, 11 umol, 76%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds, dos rotameros) & [ppm] = 10,31 (s a, 1H), 10,23 (s a, 1H), 9,96 (s a, 2H), 8,21 (s a, 2H),
8,02 (s a, 1H), 7,86-7,77 (m, 2H), 7,69-7,64 (m, 3H), 7,16 (m, 2H), 7,10 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,61-6,48 (m, 6H), 3,61-
3,38 (m, 12H); "3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds, dos rotameros, se prevé que las sefiales del ligador PEG se solapen)
5 [ppm] = 181,1, 169,0, 168,5, 166,0, 160,2, 159,3, 159,0, 157,3, 152,4, 142,5, 141,9, 141,0, 139,6, 138,3, 129,5,
127,2,127,0, 126,9, 124,5, 122,61, 120,0, 113,1, 110,5, 102,7, 70,1, 70,0, 69,1, 68,5, 68,9, 49,1, 44,1; HRMS: (m/z)
[M + HJ* calculado para C3sH34CINgO9S>, 821,1573; encontrado 821,8567.

Conjugado de 4-((4-((2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)amino)-6-cloro-1,3,5-triazin-2-il)amino)bencenosulfonamida e
IRDye750 - 3c (compuesto de referencia)

SO,NH,
Cl N. _NH

N

Ns N ‘058

e 1. DCM, TFA

HN -

\L 2. DIPEA. DMF
o Ester de NHS IRDye750
O

1

Se afiadié 28 (174 ng, 328 nmol) en DMSO (19 pl) a una mezcla de TFA (100 ul) y DCM (100 pl). Se agito la reaccion
durante 1 h a temperatura ambiente y se eliminaron los disolventes volatiles a presion reducida. A la disolucion
residual, se le ahadio éster de NHS IRDye750 (194 pg, 163 nnmol) en DMSO (25 pl) seguido por DMF (100 pl) y
DIPEA (10 pl, 60 umol). Se agito la disoluciéon durante 6 h a temperatura ambiente y luego se purificd directamente
sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 40% de A/ el 60% de B a lo largo de 30 min).

NHBoc ‘0,8 lory

11
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Se identificaron fracciones que contenian conjugado de colorante a través de su espectro de UV/VIS caracteristico
(Amax = 750 nm), se agruparon, se liofilizaron y se disolvieron en DMSO (100 pl) para dar una disolucion de reserva
verde oscuro. Se determind su concentracion y el rendimiento de reaccion midiendo la absorbancia a 750 nm (g750 =
260.000 M-'cm-") de muestras de reserva diluidas 1:100 en PBS pH 7,4 (510 uM, 51 nmol, 31%).

5
HRMS: (m/z) [M]* calculado para CesH77CINgO17Ss, 479,4582; encontrado 479,4569.
Conjugado de (E)-N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-3-((4-((4-sulfamoilfenil)diazenil )fenil)Jamino)propanamida e
IRDye750 - 4c (compuesto de referencia)
10
SO;NH,
NH
N.“
N 1.DCM, TFA
2. DIPEA, DMF
éster de NHS IRDye750 N"N
HN

NHBoc
o
HN \I\ /I/O SOzNH;
o 0,8 SOy

Se afiadié 29 (188 ng, 320 nmol) en DMSO (20 pl) a una mezcla de TFA (100 ul) y DCM (100 pl). Se agito la reaccion
durante 1 h a temperatura ambiente y se eliminaron los disolventes volatiles a presion reducida. Al residuo, se le

15 afnadi6 éster de NHS IRDye750 (194 ug, 163 nnmol) en DMSO (25 pl) seguido por DMF (100 pl) y DIPEA (10 pl, 60
pmol). Se agité la disolucion durante 6 h a temperatura ambiente y luego se purificé directamente sobre HPLC de fase
inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 40% de A / el 60% de B a lo largo de 30 min). Se identificaron
fracciones que contenian conjugado de colorante a través de su espectro de UV/VIS caracteristico (Amax = 750 nm),
se agruparon, se liofilizaron y se disolvieron en DMSO (100 pl) para dar una disolucion de reserva verde oscuro. Se

20 determinaron su concentracion y el rendimiento de reaccion midiendo la absorbancia a 750 nm (&750 = 260.000 M- cm-
') de muestras de reserva diluidas 1:100 en PBS pH 7,4 (390 uM, 39 nmol, 24%).

HRMS: (m/z) [M + Na]? calculado para C7oHssNsNaQ15Ss, 754,2247; encontrado 754,2248.

25 Conjugado de N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-4-sulfamoilbenzamida y fluoresceina - 5a (compuesto de referencia)

SO,NH, SO,NH, H H
1. DCM, TFA N\n/N OH
2. FITC, DIPEA, DMF [O S ‘
|
o H/\/O\/\o/\/NHBOC o H/\/O\) HOOC ‘ e)

O

Se disolvio 31 (5,0 mg, 12 umol) en una mezcla de DCM (0,5 ml) y TFA (0,5 ml) y se agité durante 1 h a temperatura
30 ambiente. Se eliminaron los disolventes a presion reducida y se disolvio el residuo en DMF (0,5 ml). Se afiadio DIPEA
(31 wl, 187 umol) seguido por FITC (4,5 mg, 12 umol). Se agitd la reaccion durante 2 h a temperatura ambiente, se
diluy6 con MeOH (0,5 ml) y se purificé sobre HPLC de fase inversa (el 80% de A/ el 20% de B con respecto al 20%
de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto mediante EM y se
liofilizaron para dar el producto como un polvo amarillo brillante (6,3 mg, 10 umol, 83%).
35
"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds, s6lo SO2NH; pero no NH y OH visible) § [ppm] = 8,74 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 8,27 (s, 1H),
8,18 (s, 1H), 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,90 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,65-
6,54 (m, 6H), 3,68 (s a, 2H), 3,61-3,56 (m, 8H), 3,47-3,42 (m, 2H); '*C-RMN (125 MHz, DMSO-ds, se prevé que las
sefiales del ligador PEG se solapen) & [ppm] = 181,05, 169,0, 165,8, 160,0, 159,1, 158,8, 152,3, 152,4, 147,5, 146,7,
40 141,8, 137,8, 129,5, 128,3, 127,0, 126,1, 124,6, 116,9, 113,1, 110,2, 102,7, 70,1, 70,0, 69,3, 68,9, 44,2; HRMS: (m/z)
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[M + HJ* calculado para C34H33N4010S2, 721,1633; encontrado 720,1620.

Conjugado de N-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-4-sulfamoilbenzamida e IRDye750 - 5¢ (compuesto de referencia)

0
H
H
SO,NH,
SO,NH, 1.DCM, TFA 038 SOy

2. DIPEA,
éster de NHS IRDye750

o NA\JO\,—AONNHBOC
H

0,8 SOy

Se afiadié 31 (138 pg, 320 nmol) en DMSO (29 pl) a una mezcla de TFA (100 ul) y DCM (100 pl). Se agito la reaccion
durante 1 h a temperatura ambiente y se eliminaron los disolventes volatiles a presion reducida. A la disolucion
residual, se le ahadio éster de NHS IRDye750 (194 pg, 163 nnmol) en DMSO (25 pl) seguido por DMF (100 pl) y
DIPEA (10 pl, 60 umol). Se agit6 la disoluciéon durante 6 h a temperatura ambiente y luego se purificd directamente
sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 40% de A/ el 60% de B a lo largo de 30 min).
Se identificaron fracciones que contenian conjugado de colorante a través de su espectro de UV/VIS caracteristico
(Amax = 750 nm), se agruparon, se liofilizaron y se disolvieron en DMSO (100 pl) para dar una disolucion de reserva
verde oscuro. Se determinaron su concentracion y el rendimiento de reaccion midiendo la absorbancia a 750 nm (g750
= 260.000 M-' cm") de muestras de reserva diluidas 1:200 en PBS pH 7,4 (1,23 mM, 123 nmol, 75%).

HRMS: (m/z) [M + 2H]?* calculado para Ce2H7sN5018Ss, 1340,3951; encontrado 1340,3932.

Conjugado de (2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)carbamato de terc-butilo y fluoresceina - 6a (compuesto de referencia)

H
[N\H/H
oS ‘ |
- BocHN/\/o\) HOOG ‘

OH
@)

O NHBoc
HNTN "0 FITC, DIPEA, DMF

o)

Se disolvieron 19 (10 mg, 40 umol) y FITC (16 mg, 41 umol) en DMF (1 ml) y se afiadié DIPEA (10 pl, 48 umol). Se
agito la reaccion durante 2 h a temperatura ambiente, se diluyé con MeOH (1 ml) y se purificé sobre HPLC de fase
inversa (el 80% de A / el 20% de B con respecto al 20% de A / el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon
fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y se liofilizaron para dar el producto como un polvo
amarillo (18 mg, 29 umol, 72%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8,45 (a, 1H), 7,76 (a, 1H), 7,18 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,71-6-69 (m, 2H), 6,37-
6,56 (m, 4H), 3,63-3,53 (m, 8H), 3,39 (t, J = 6,0, 2H), 3,07 (a, 2H), 1,35 (s, 9H); "*C-RMN (125 MHz, DMSQd6) & [ppm]
=180,9, 169,0, 159,9, 156,0, 152,4, 147,4, 141,8, 129,5, 129,7, 127,0, 124,5, 116,7, 113,0, 110,3, 110,2, 102,7, 78,1,
70,1, 70,0, 69,7, 68,9, 67,02, 44,0, 28,6; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para Cs»H3sN30¢S, 638,2167; encontrado
638,2160.

Conjugado de (2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)carbamato de terc-butilo y Alexa546 - 6b (compuesto de referencia)
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A 19 (233 pg, 943 nmol) en DMSO (6 ul) se le afadié éster de NHS Alexa546 (100 ug, 86 nmol). Se afiadieron DIPEA
(2 ul, 12 umol) y DMF (50 pl) y se agitd la mezcla durante 2 h a temperatura ambiente. Se diluyé la reaccién con MeOH
(50 wl) y se purifico sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a
lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto tal como se identifica a través de su espectro
de UV/VIS caracteristico (Amax = 550 nm), se liofilizaron y se disolvieron en 100 pyl de PBS pH 7,4 para dar una
disolucién morado oscuro. Se determinaron su concentracion y el rendimiento de reaccion midiendo la absorbancia a
556 nm (ess6 = 112,000 M-' cm") de muestras de reserva diluidas 1:100 en PBS pH 7,4 (555 uM, 56 nmol, 65%).

HRMS: (m/z) [M + 2H]* calculado para Cs1Hs7ClsNsO15S3, 1190,2856; encontrado 1190,2859.

Carbonato de CBI seleccionado como diana AAZ - 7a (compuesto de referencia)

N

N

cl—s, HN NH, N
11a Ny SO,NH
12, MeOH o Db
s
NH
HOOC o =N
/
0 0\/\3 Y \n/\/\/

O HOOC HOOC

Se disolvieron ligador cargado seleccionado como diana AAZ 11a (7,8 mg, 8,6 umol) y 12 (5,1 mg, 7,2 umol) en MeOH
desgasificado (0,5 ml) y se agitaron durante 6 h a temperatura ambiente. Se purificé la mezcla de reaccion
directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 20% de A / el 80% de B a lo largo
de 20 min), se agruparon fracciones que contenian el producto mediante EM y se liofilizaron para dar el compuesto
del titulo como un polvo blanco (5,5 mg, 3,7 umol, 47%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 11,57 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 8,31 (s a, 3H), 8,20 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,06 (d, J
= 8,5 Hz, 1H), 8,03 (s a, 2H), 7,89 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,85 (s, 1H), 7,63 (t, J = 8,0, 1H), 7,53 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,31
(s, 1H), 7,21 (s a, 4H), 7,13 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,02 (s, 1H), 4,87 (t, J= 10,0 Hz, 1H), 4,63-4,52 (m, 5H), 4,45-4,40 (m,
1H), 4,29-4,26 (m, 6H), 4,10 (dd, J = 11,2, 3,1 Hz, 1H), 4,00 (dd, J = 11,2, 6,9 Hz, 1H), 3,84 (s, 3H), 3,51-3,49 (m, 2H),
3,25-3,21 (m, 1H), 3,14-3,11 (m, 2H), 3,07-3,02 (m, 3H), 2,90 (s, 6H), 2,73-2,57 (m, 6H), 2,55-2,45 (m, 2H), 2,13 (t, J
= 7,1 Hz, 2H), 1,96-1,90 (m, 2H), 1,81-1,73 (m, 3H), 1,55-1,40 (m, 5H); HRMS: (m/z) [M + 2H]?** calculado para
C50H78C|N1701QS4, 751 ,71 10; encontrado 751 ,7109.

Carbonato de CBI no seleccionado como diana - 7b (compuesto de referencia)
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Se disolvieron carbonato activado 12 (5,0 mg, 7,1 umol) y ligador cargado no seleccionado como diana 11b (10 mg,
14 umol) en MeOH desgasificado (0,5 ml) y se agitaron durante 6 h a temperatura ambiente. Se purificé la mezcla de
reaccion directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B
a lo largo de 20 min), fracciones que contenian el producto mediante EM se agruparon y se liofilizaron para dar el
compuesto del titulo como un polvo blanco (4,1 mg, 3,1 umol, 43%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 11,57 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 8,21 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 8,17 (s a, 2H), 8,06 (d, J
= 8,5 Hz, 1H), 7,96 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,89 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,64 (t, J=7,5 Hz, 1H), 7,53 (t, J = 8,0
Hz, 1H), 7,40-6,77 (a, 4H), 7,31 (s, 1H), 7,13 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,03 (s, 1H), 4,86 (t, J = 10,1 Hz, 1H), 4,63-4,41 (m,
7H), 4,30-4,21 (m, 5H), 4,10 (dd, J = 11,1, 2,8 Hz, 1H), 4,00 (dd, J = 11,2, 7,0 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H), 3,54-3,52 (m, 2H),
3,22-2,98 (m, 6H), 2,92 (s, 6H), 2,75-2,66 (m, 2H), 2,59 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,54-2,47 (m, 2H), 2,24 (t, J = 7,4 Hz, 2H),
2,13 (t, J=7,2 Hz, 2H), 1,82-1,70 (m, 5H), 1,53-1,41 (m, 5H); HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para CsgH75CIN1301sS,
1340,4477; encontrado 1340,4466.

Carbamato de CBI seleccionado como diana AAZ - 8a (compuesto de referencia)

\N/
Cl—=, HN_NH,
11a Y Ng_SO,NH
13, MeOH NH o NE =
NH
HOOCHZ o o | N=N
N - N N/
N N
O H)‘j) N \[O]/\/\/
HooC HOOC

Se disolvieron ligador cargado seleccionado como diana AAZ 11a (7,6 mg, 8,3 umol) y carbamato activado 13 (2,7 mg,
3,8 umol) en MeOH desgasificado (0,5 ml) y se agitaron durante 6 h a temperatura ambiente. Se purifico la mezcla de
reaccion directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B
a lo largo de 20 min), se agruparon fracciones que contenian el producto mediante EM y se liofilizaron para dar el
compuesto del titulo como un polvo blanco (2,0 mg, 1,3 umol, 35%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds, mezcla de 2 rotameros) § [ppm] = 13,00 (s a, 1H), 12,39 (s a, 1H), 11,54 (s, 1H), 9,72
(s a, 1H), 8,32 (s, 2H), 8,24-8,18 (m, 3H), 8,14-8,10 (m, 1H), 8,03-7,97 (m, 2H), 7,92-7,86 (m, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,62-
7,58 (m, 1H), 7,51-7,44 (m, 2H), 7,32-7,01 (m, 7H), 4,85 (t, J = 10,6 Hz, 1H), 4,61-4,47 (m, 4H), 4,43-4,38 (m, 1H),
4,30-4,19 (m, 5H), 4,11-4,08 (m, 1H), 3,99-3,89 (m, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,63-3,53 (m, 4H), 3,25-2,96 (m, 8H), 2,93 (s,
6H), 2,75-2,57 (m, 6H), 2,53-2,47 (m, 2H), 2,13 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 1,96-1,90 (m, 2H), 1,78-1,68 (m, 3H), 1,54-1,40 (m,
5H); HRMS: (m/z) [M + 2H]?* calculado para Cg1Hg1CIN1015S4, 758,2268; encontrado 758,2267.

Carbamato de CBI no seleccionado como diana - 8b (compuesto de referencia)
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Se disolvieron carbamato activado 13 (5,0 mg, 6,9 umol) y ligador cargado no seleccionado como diana 11b (10 mg,
14 umol) en MeOH desgasificado (0,5 ml) y se agitaron durante 6 h a temperatura ambiente. Se purifico la mezcla de
reaccion directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B
a lo largo de 20 min), fracciones que contenian el producto mediante EM se agruparon y se liofilizaron para dar el
compuesto del titulo como un polvo blanco (5,1 mg, 3,7 umol, 54%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds, mezcla de 2 rotameros) & [ppm] = 12,4 (s a, 3H) 11,54 (s, 1H), 8,24-8,14 (m, 4H), 8,03-
7,87 (m, 3H), 7,82 (s, 1H), 7,63-7,47 (m, 3H), 7,32-6,82 (m, 7H), 4,85 (t, J= 10,0 Hz, 1H), 4,62-4,53 (m, 3H), 4,50-4,44
(am, 1H), 4,43-4,37 (a m, 1H), 4,30-4,20 (m, 5H), 4,11-4,07 (m, 1H), 3,99-3,87 (m, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,64-3,50 (m,
4H), 3,25-2,95 (m, 8H), 2,93 (s, 6H), 2,75-2,58 (m, 4H), 2,53-2,46 (m, 2H), 2,25 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,12 (t, J= 7,3 Hz,
2H), 1,84-1,68 (m, 5H), 1,56-1,38 (m, 5H); HRMS: (m/z) [M + 2H]?** calculado para CsgH79CIN14017S,, 677,2433;
encontrado 677,2430.

Conjugado de DM1 seleccionado como diana - 9a (compuesto de referencia)

HNYNHZ N
- SO,NH
NH o N\ \7/ 2NM2
S
N NH
N N N/
o
N
N \[o]/\/\/
HOOC

Se disolvio CysAspArgAsp-ligador-AAZ 11a (40 mg, 40 umol) en MeOH desgasificado (5 ml) y se afadio 2,2’-
dipiridildisulfuro (13,2 mg, 60 umol). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 12 h y se afiadié gota a gota
a dietil éter helado (40 ml). Se recogid el precipitado mediante centrifugacion, se volvié a disolver en MeOH y se
precipité de nuevo con dietil éter helado (40 ml) y se secd a vacio para dar el disulfuro activado como un residuo
blanco (20 mg, 20 umol, 49%). Se disolvié una alicuota del disulfuro activado (8 mg, 7,8 umol) en DMF (500 pl) y se
afadié tiol libre de DM1 (5,5 mg, 7,4 umol). Se dejé la reaccion en reposo a temperatura ambiente durante 48 h tras
lo cual se recupero el producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/
el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y se
liofilizaron para dar el compuesto del titulo como un polvo blanquecino (9,0 mg, 5,5 pmol, 74%).

HRMS: (m/z) [M + 2H]?* calculado para CesHgaCIN17023S4 821,7634; encontrado 821,7633.

Conjugado de DM1 no seleccionado como diana - 9b (compuesto de referencia)
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Se disolvié CysAspArgAsp-ligador-COOH 11b (21 mg, 28 umol) en MeOH desgasificado (5 ml) y se redujo con
TCEP-HCI (16 mg, 56 umol) durante 2 h a temperatura ambiente. Se afiadié 2,2’-dipiridildisulfuro (25 mg, 114 umol) y
se agitd la mezcla durante 12 h a temperatura ambiente. Se precipitd la reacciéon en dietil éter helado (40 ml), se
recogio el producto mediante centrifugacion, se volvié a disolver en MeOH (5 ml) y se precipité de nuevo con dietil éter
helado (40 ml). Se secé el precipitado a vacio para dar el disulfuro activado como un residuo blanco (20 mg, 23 ymol,
83%). Se disolvié una alicuota del disulfuro activado (10 mg, 12 pmol) en DMF (500 ul) y se afiadio tiol libre de DM1
(8,6 mg, 12 umol). Se dejo la reaccion en reposo a temperatura ambiente durante 48 h tras lo cual se recupero el
producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo
de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM vy se liofilizaron para dar el
compuesto del titulo como un polvo blanquecino (7,0 mg, 4,7 umol, 40%).

HRMS: (m/z) [M + 2H]?* calculado para Ce3Hg2CIN13022S2, 740,7799; encontrado 740,7792.

N-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)hex-5-inamida - 10 (compuesto de referencia)

o N-N
SN = S~ A Pms0a:
HO N~ S

1. Cloruro de oxalilo, DCM
2. 23, DMAP, TEA, DMF

Se enfrié una disolucién de acido 5-hexinoico (1,4 ml, 12,9 mmol) y DMF (50 ul) en DCM (50 ml) en hielo y se afiadio
cloruro de oxalilo (1 ml, 11,7 mmol) gota a gota a lo largo de 15 min. Se dej6 calentar la reaccion hasta temperatura
ambiente, se agitd hasta que ceso la evanescencia y luego se concentrdé a presion reducida. Se afiadid el liquido
amarillo gota a gota a una disolucion de 23 (2,3 g, 12,9 mmol) y piridina (943 pl, 25,8 mmol) en DMF (15 ml) y se agité
la reaccion durante 3 h a temperatura ambiente. Se eliminé el disolvente a presion reducida y se purificd el residuo
mediante cromatografia ultrarrapida en columna (EtOAc) para dar el producto como un sélido blanquecino (2,8 g,
79%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 2,81 (t, J = 2,6 Hz, 1H), 2,65 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,24 (id, J=7,1, 2,6 Hz, 2H),
1,84-1,77 (m, 2H); '*C-RMN (100 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 171,5, 164,2, 160,9, 83,6, 71,8, 33,6, 23,1, 17,2; HRMS:
(m/z) [M + H]* calculado para CgH11N4O3Ss, 275,0267; encontrado 275,0268.

CysAspArgAsp-ligador-acetazolamida - 11a (compuesto de referencia)

HNYNHZ \
Ny~ SO,NH
N \7/ 22
NH
@) )\—S
NH
HOOCH, O o 4 N=N
“ Y,
HS\)\HJﬁ,N ) N~
HOOC © Hooc ©

Se hinché Fmoc-Cys(Trt) precargado comercialmente disponible en resina Tentagel (500 mg, 0,415 mmol, RAPP
Polymere) en DMF (3 x 5 min x 5 ml), se elimino el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x5 mly 2 x
10 min x 5 ml) y se lavé la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml). Se extendi6 el péptido con Fmoc- Asp(tBu)-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH y Fmoc-Asp({Bu)-OH en el orden indicado y luego se tapé con 5-azido-valerato. Con este fin, se
disolvieron el acido azido o aminoacido protegido con Fmoc (3,0 eq), HBTU (3,0 eq), HOBt (3,0 eq) y DIPEA (6,0 eq)
en DMF (5 ml), se dejé reposar la mezcla durante 1 min a temperatura ambiente y luego se hizo reaccionar con la
resina durante 1 h con agitacién suave. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 5 ml) se eliminé el grupo Fmoc con piperidina
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al 20% en DMF (1 x 1 min x 5 min y 2 x 10 min x 5 ml) y se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml) antes de que se
iniciara la siguiente etapa de acoplamiento. Tras el acoplamiento de 5-azido-valerato, se prepar6 una disolucion de
Cul (0,3 eq), TBTA (0,3 eq) y alquino 10 (6 eq) en una mezcla de DMF (2,5 ml) y THF (2,5 ml) y se hizo reaccionar
con la resina durante 2 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml), disolucién de EDTA ac. 50
mM (3 x 1 min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindié el compuesto agitando la resina
con una mezcla de TFA (4,5 ml), TIS (250 pl) y H20 (250 pl) durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavo la resina
con TFA (1 x 5 min x 5 ml) y se afiadieron las disoluciones de lavado y escisién combinadas gota a gota a dietil éter
helado (100 ml). Se recogio el precipitado mediante centrifugacion y se purificd el producto mediante HPLC de fase
inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A / el 80% de B a lo largo de 20 min). Tras la liofilizacion,
se recogio el compuesto del titulo como un polvo blanco (135 mg, 0,14 mmol, 33%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13,00 (s, 1H), 8,31 (s, 2H), 8,23-8,20 (m, 2H), 7,98 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,93
(d, J=7,8 Hz, 1H), 7,82 (a m, 1H), 7,53 (a m, 1H), 7,27-7,06 (a m, 4H), 4,59-4,51 (m, 2H), 4,40-4,36 (m, 1H), 4,27 (t,
J =6,7 Hz, 2H), 4,21-4,20 (m, 1H), 3,06-3,04 (a m, 2H), 2,87-2,47 (m, 9H), 2,38 (t, J = 8,6 Hz, 1H), 2,14 (t, J = 7,0 Hz,
2H), 1,95-1,90 (m, 2H), 1,77-1,69 (m, 3H), 1,54-1,39 (m, 5H); "3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 172,7, 172,5,
172,3,172,1, 171,7, 171,6, 171,5, 170,9, 164,7, 161,5, 157,2, 146,5, 122,3, 54,9, 52,7, 50,1, 49,9, 49,3, 40,9, 36,3,
36,2, 34,7, 29,6, 29,4, 35,9, 25,2, 24,8, 24,6, 22,5; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para CzoH47N14013S3, 995,1966;
encontrado 995,1964.

CysAspArgAsp-ligador-COOH - 11b (compuesto de referencia)
HN.__NH,

NH 0
OH
HOOCH, O j‘))/ o 4 N=N
HS A N N N/
N N
H)ﬁ, N \(r)(\/\/
HOOC HOOC

Se hinché Fmoc-Cys(Trt) precargado comercialmente disponible en resina Tentagel (500 mg, 0,415 mmol, RAPP
polymere) en DMF (3 x 5 min x 5 ml), se elimind el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x5 mly 2 x
10 min x 5 ml) y se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml). Se extendio el péptido con Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH y Fmpc-Asp(OtBu)-OH en el orden indicado y luego se tapé con 5-azido-valerato. Con este fin, se
disolvieron el acido azido o aminoacido protegido con Fmoc (3,0 eq), HBTU (3,0 eq), HOBt (3,0 eq) y DIPEA (6,0 eq)
en DMF (5 ml), se dejé reposar la mezcla durante 1 min a temperatura ambiente y luego se hizo reaccionar con la
resina durante 1 h con agitacion suave. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 5 ml) se eliminé el grupo Fmoc con piperidina
al 20% en DMF (1 x 1 min x 5 min y 2 x 10 min x 5 ml) y se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml) antes de que se
iniciara la siguiente etapa de acoplamiento. Tras el acoplamiento de 5-azido-valerato, se preparé una disolucion de
Cul (0,3 eq), TBTA (0,3 eq) y acido 5-hexinoico (6 eq) en una mezcla de DMF (2,5 ml) y THF (2,5 ml) y se hizo
reaccionar con la resina durante 2 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml), disolucién de
EDTA ac. 50 mM (3 x 1 min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x 5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindié el compuesto
agitando la resina con una mezcla de TFA (4,4 ml), fenol (250 pl), agua (250 pl) y TIPS (100 wl) durante 2 h a
temperatura ambiente. Se lavo la resina con TFA (1 x 5 min x 5 ml) y se afiadieron las disoluciones de lavado y escision
combinadas gota a gota a dietil éter helado (100 ml). Se recogio el precipitado mediante centrifugacion y se purificé el
producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo
de 20 min). Tras la liofilizacion, se recogi6 el compuesto del titulo como un polvo blanco (116 mg, 0,16 mmol, 43%).

"H-RMN (500 MHz, MeOH-d4) & [ppm] = 7,81 (s, 1H), 4,58-4,51 (m, 2H), 4,30-4,23 (m, 4H), 3,09 (t, J = 6,9 Hz, 2H),
2,91-2,60 (m, 8H), 2,25 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,18 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,90-1,77 (m, 5H), 1,65-1,48 (m, 5H); '*C-RMN
(125 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 174,6, 173,6, 172,7,172,2,172,0, 171,6, 171,4, 170,7, 1571, 146,7, 122,3, 54,8, 52,7,
49,9, 49,8, 49,3, 40,8, 36,2, 34,7, 33,4, 33,1, 29,6, 25,8, 25,1, 24,8, 24,7, 22,5; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para
CosHasN10012S, 745,2934; encontrado 745,2931.

Carbonato-disulfuro de piridilo de farmaco de CBI sec - 12 (compuesto de referencia)
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Se disolvieron farmaco de CBI sec 14 (10 mg, 20 umol, 1 eq), carbonato activado 16 (7,2 mg, 20 umol, 1 eq) y N,N-
dimetilaminopiridina (DMAP, 2,4 mg, 50 umol, 2,5 eq) en DMF (2 ml) y se agitaron durante 5 h a temperatura ambiente.
Se diluyé la mezcla de reacciéon con MeOH (2 ml) y se purifico sobre HPLC (el 95% de A / el 5% de B con respecto al

20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante
EM y se liofilizaron para dar el compuesto del titulo como un polvo blanquecino (10,1 mg, 14,3 umol, 72%).

S0

"H-RMN (400 MHz, MeOD-d,) & [ppm] = 8,45 (s a, 1H) 8,34 (s, 1H), 7,94-7,81 (m, 4H), 7,66 (dt, J = 6,9, 1,1 Hz, 1H),
7,59 (dt, J= 6,9, 1,0 Hz, 1H), 7,33 (s, 1H), 7,26 (m, 1H), 7,06 (s, 1H), 6,99 (s, 1H), 4,70-4,61 (m, 2H), 4,58 (t, J = 6,0
Hz, 2H), 4,33 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 4,24-4,20 (m, 1H), 4,00 (dd, J = 11,4, 3,3 Hz, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,71 (dd, J= 11,3, 8,2
Hz, 1H), 3,60 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,25 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,06 (s, 6H); '*C-RMN (125 MHz, MeOD-d4) § [ppm] = 160,3,
159,3, 153,8, 150,0, 149,2, 146,9, 143,4, 141,2, 137,9, 132,9, 129,7, 128,7, 127,5, 125,1, 123,8, 122,9, 122,7, 121,6,
121,4, 120,6, 120,0, 110,6, 107,8, 106,7, 93,8, 66,3, 64,5, 56,6, 54,8, 46,3, 42,5, 42,0, 37,0; HRMS: (m/z) [M + H]*
calculado para C3sH3sCIN4O6S,, 707,1759; encontrado 707,1761.

Carbamato- disulfuro de piridilo de farmaco de CBI sec - 13 (compuesto de referencia)

[
o
SN cI” N7 c.

N
L — Y
OO s DMAP, DMF |
O N N
g O s S s
\ o

|
OH

e

=

Se disolvieron farmaco de CBI sec 14 (10 mg, 20 umol, 1,0 eq), carbamato activado 17 (12 mg, 92 umol, 4,6 eq) y
DMAP (10 mg, 100 umol, 5,0 eq) en DMF (2 ml) y se agitaron durante 12 h a temperatura ambiente. Se diluyo la
mezcla de reaccion con MeOH (2 ml) y se purificé sobre HPLC (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/
el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y se
liofilizaron para dar el compuesto del titulo como un polvo blanquecino (9,5 mg, 13 umol, 65%).

"H-RMN (400 MHz, MeOD-d4, mezcla de dos rotameros) & [ppm] = 8,42-8,23 (a m, 2H), 7,96-7,73 (m, 4H), 7,60-7,37
(m, 2H), 7,32 (s, 1H), 7,35-7,24 (m, 1H), 7,16-7,14 (m, 1H), 7,04-7,03 (2s, 1H), 4,74-4,65 (m, 2H), 4,31 (t, J = 4,7 Hz,
2H), 4,30-4,21 (m, 1H), 4,07-4,00 (m, 2H), 3,84-3,82 (2s, 3H), 3,87-3,62 (m, 2H), 3,60 (t, J = 4,9 Hz, 2H), 3,36-3,11 (m,
5H), 3,05 (s, 6H); "*C-RMN (125 MHz, MeOD-d4) & [ppm] = 161,8, 161,7, 161,1, 160,8, 157,0 156,6, 151,5, 150,6,
149,1, 144,9, 142,9, 142,8, 139,1, 134,6, 131,3, 128,8, 126,3, 124,1, 123,8, 123,7, 123,6, 122,6, 122,2, 121,5, 121,5,
112,9, 112,6, 109,5, 108,0, 107,9, 95,5, 98,4, 66,2, 58,1, 56,4, 56,3, 47,8, 44,0, 43,6, 37,5, 37,4, 35,8, 35,7; HRMS:
(m/z) [M + H]* calculado para CssH39CINsOsS2, 720,2076; encontrado 720,2074.

Farmaco de CBI sec - 14 (compuesto de referencia)
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Se disolvié CBI sec protegido en N-Boc (50 mg, 150 umol, 1,0 eq) en HCI 4 M en EtOAc seco (5 ml) y se agitaron
durante 6 h a temperatura ambiente. Se eliminé el disolvente a presion reducida y se disolvié el residuo en 3 ml de
DMF y se enfrié en hielo. Se afiadi6 EDC-HCI (86 mg, 450 umol, 3,0 eq) seguido por indol 18 (61 mg, 220 umol,
1,3 eq), se calenté la mezcla hasta temperatura ambiente y se dej6 agitar durante 12 h. Se afiadié MeOH (3 ml) y se
purificé la mezcla de reaccion en bruto sobre HPLC (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de
B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y se liofilizaron
para dar el compuesto del titulo como un polvo amarillento (44,1 mg, 89,5 umol, 60%).

Y
O

"H-RMN (400 MHz, MeOD-d4) & [ppm] = 8,10 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,61 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,37 (id, J =
6,8, 1,2 Hz, 1H), 7,23 (td, J = 6,8, 1,0 Hz, 1H), 7,15 (s, 1H), 6,91 (s, 1H), 6,87 (s, 1H), 4,49-4,38 (m, 2H), 4,13 (t, J =
4,8 Hz, 2H), 3,96-3,92 (m, 1H), 3,80 (dd, J = 11,2, 3,2 Hz, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,44-3,39 (m, 3H), 2,91 (s, 6H); '*C-RMN
(100 MHz, MeOD-ds4) & [ppm] = 173,0, 162,4, 155,8, 151,6, 144,9, 143,4, 134,6, 131,6, 130,9, 128,6, 124,6, 124,5,
123,5, 122,2, 117,0, 109,5, 107,9, 101,5, 95,5, 66,0, 58,1, 56,8, 56,3, 47,5, 43,9, 43,6; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado
para Cu7H29CIN3O4, 494,1841; encontrado 494,1843.

N1-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etil)-N4-(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-il)succinamida - 25 (compuesto de referencia)

1. HATU, DIPEA, 0
H \)NHZ AAZSuce, DMF  HiN A~ O~y
e . H
N _~a~O H N. .S
0 2. TFA, TIS, HyO \ﬁ '\/?,sozNHg
o —_

Se hinché O-Bis-(aminoetil)etilenglicol precargado comercialmente disponible en resina de tritilo (500 mg, 0,3 mmol,
Merck Millipore) en DMF (3 x 5 min x 5 ml). Se disolvieron &acido 4-oxo-4-((5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-
illamino)butanoico (AAZSucc, 166 mg, 0,59 mmol) y HATU (228 mg, 0,60 mmol) en DMF (5 ml) y se afadié DIPEA
(200 pl, 1,2 mmol). Se hizo reaccionar la disoluciéon inmediatamente con la resina durante 30 min a temperatura
ambiente. Se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml), DCM (3 x 1 min x 5 ml) y se escindié con el 95% de TFA / el
2,5% de H;O / el 2,5% de triisopropilsilano (TIS, 5 ml de volumen total) durante 1 h a temperatura ambiente y se lavo
con TFA (1 x 1 min x 5 ml). Se vertieron disoluciones de lavado y escisién combinadas en Et;0 frio (40 ml), se recogi6
el precipitado mediante centrifugacion y se purificd sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto
al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante
EM y se liofilizaron para dar el producto como un polvo blanco (48 mg, 0,12 mmol, 39%).

"H-RMN (400 MHz, MeOD-d4) § [ppm] = 3,60 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 3,55 (m, 4H), 3,45 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,27 (t, /= 5,6
Hz, 2H), 3,02 (t, J = 5,0 Hz, 2H), 2,75 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,54 (t, J = 6,2 Hz, 2H); '3C-RMN (100 MHz, MeOD-d) §
[ppm] = 174,3, 173,0, 166,4, 163,1, 71,4, 71,3, 70,7, 67,9, 40,7, 40,3, 31,5, 30,9; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para
C12H23N606S>, 411,1115; encontrado 411,1116.

(2-(2-(2-(3-Metil-2-(4-(4-sulfamoilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)butanamido) etoxi)etoxi)etil)carbamato de (S)-terc-butilo -
26 (compuesto de referencia)
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"N 1. EDG-HCI, NHS, DMF =N

N
2.19, DIPEA, DMF

A una disolucion de 27 (64 mg, 0,20 mmol) en DMF (2 ml) se le afiadio NHS (25 mg, 0,22 mmol) y EDC-HCI (42 mg,
0,22 mmol) y se agité la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. Se afiadié una disoluciéon de 19 (54 mg,
0,22 mmol) y DIPEA (110 pl, 0,67 mmol) en DMF (1 ml) y se agit6 la reaccion durante 1 h a temperatura ambiente. Se
elimino el disolvente a presion reducida, se disolvié el residuo en DCM (5 ml) y se lavé la disolucién con H2O (1 x 5
ml), salmuera (1 x 5 ml), se secé sobre Na;SO. y se elimind el disolvente a presién reducida. La purificacion mediante
cromatografia ultrarrapida en columna sobre silice (EtOAc) dio el producto como un sélido blanco (63 mg, 0,11 mmol,
57%).

H-RMN (400 MHz, MeOD-d.) & [ppm] = 8,75 (a m, 1H), 8,69 (s, 1H), 8,05 (d, J =6,6 Hz, 2H), 7,98 (d, J =6,6 Hz, 2H),
3,61-3,56 (m, 6H), 3,53-3,37 (m, 4H), 3,22 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,65-2,56 (m, 1H), 1,44 (s, 9H), 1,12 (d, J = 6,7 Hz, 3H),
0,84 (d, J = 6,6 Hz, 3H); *C-RMN (100 MHz, MeOD-ds) & [ppm] = 170,0, 158,5, 1475, 144,5, 135,5, 128,0, 127,0,
122,3, 80,1, 71,7, 71,6, 71,3, 71,1, 70,3, 41,2, 40,7, 33,0, 28,8, 19,6, 19,2; HRMS: (m/z) [M + HJ* calculado para
Ca4H2sNeNaO;S, 577,2415; med. 577,2415.

Acido (S)-3-metil-2-(4-(4-sulfamoilfenil)-1H-1,2,3-triazol-1-ilbutanoico - 27 (compuesto de referencia)

SO,NH,
COOH

+ I - > \r(N A
CU2$O4, TBTA, |{|‘ SO2NH2
“N

| | Ascorbato, H,0,
BuOH

Se disolvieron etinilo-bencenosulfonamida (54 mg, 0,3 mmol), azido valina 20 (42 mg, 0,3 mmol) vy tris-
(benciltriazolilmetil)amina (TBTA, 0,3 mg, cat.) en una mezcla de {BuOH (3,7 ml), una disolucién de CuSO, 0,04 M en
PBS pH 7,4 (2,0 ml) y una disolucién de ascorbato de sodio 0,1 M en PBS pH 7,4 (1,7 ml) y se agitaron durante 12 h
a temperatura ambiente. Todos los disolventes se habian desgasificado previamente y purgado con Ar. Se vertié la
reaccion sobre 25 ml de H>O acidificada hasta pH 2,0 y se extrajo la mezcla con EtOAc (4 x 20 ml), se lavaron las
fases organicas agrupadas con salmuera y se secaron sobre MgSO,. Se eliminé el disolvente a vacio y se purifico el
residuo sobre silice (el 20% de MeOH en DCM con el 0,1% de EtsN) para dar el producto como un sdlido blanco
(70 mg, 72%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8,86 (s, 1H), 8,10 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,90 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,39 (s, 1H),
5,24 (d, J=8,0 Hz, 1H), 2,64-2,55 (m, 1H), 1,00 (d, J = 6,7 Hz, 3H), 0,88 (d, J = 6,7 Hz); "3C-RMN (100 MHz, DMSOd6)
S [ppm] = 169,6, 145,0, 143,2, 133,7, 126,3, 125,4, 122,6, 68,3, 30,4, 19,0, 18,3; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para
C13H15N4Nax04S, 369,0604; encontrado 369,0609.

(2-(2-(2-((4-Cloro-6-((4-sulfamoilfenil)amino)-1,3,5-triazin-2-il)Jamino)etoxi)etoxi)etil)carbamato de ferc-butilo - 28
(compuesto de referencia)

H,NO,S
i L
NH
NJ\N

H2NO2S\©\ /]\
| B
HJ\\NJ\CI 19, DIPEA, DMF N N

|
Cl)\N/)\H/\/o\/\O/\/NHBoc

Se disolvieron 21 (160 mg, 0,64 mmol), 14 (204 mg, 0,64 mmol) y DIPEA (105 pl, 0,64 mmol) en DMF (5 ml) y se
agitaron durante 3 h a temperatura ambiente. Se diluyo la mezcla de reacciéon con H,O (15 ml) y se extrajo con EtOAc
(3 x 10 ml). Se lavaron las fracciones organicas combinadas con disolucion de LiCl ac. al 10% p/v (1 x 10 ml), salmuera
(1 x 10 ml) y se secaron sobre Na;SO.. Se elimind el disolvente a presién reducida y se purifico el residuo sobre silice
(EtOAC) para dar el producto como un sélido blanco (239 mg, 66%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds, mezcla de dos rotameros) § [ppm] = 10,39-10,30 (m, 1H), 8,27 (s a, 1H), 7,93 (d, J =
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8,1 Hz, 1H), 7,85 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,74 (m, 2H), 7,25 (s, 1H), 7,23 (s, 1H), 6,74-6,73 (m, 1H), 3,57-3,32 (m, 10H),
3,05 (m, 2H), 1,37 (s, 9H); "*C-RMN (125 MHz, DMSO-ds, mezcla de dos rotameros, se solapan varias sefiales) §
[ppm] = 169,0, 168,5, 166,0, 165,9, 164,2, 163,7, 156,0, 142,6, 142,5, 138,3, 138,2, 127,1, 126,8, 120,0, 119,8, 78,1,
70,1, 70,0, 69,9, 69,6, 69,1, 68,8, 67,1, 39,0, 28,7; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para CxoH30CIN7NaOeS, 554,1559;
encontrado 554,1555.

(E)-(2-(2-(2-(3-((4-((4-Sulfamoailfenil )diazenil)fenil)Jamino)propanamido)etoxi)etoxi)etil)carbamato de terc-butilo - 29

(compuesto de referencia)
/©/802NH2

0
SO,NH HN N‘"N
N > H N
HO)H\ /O/ N 1. EDC.HCI, HOBt, DMF o H
N 2. 19, DIPEA, DMF ~"0
H BocHN\)

A 30 (20 mg, 57 umol) disuelto en DMF (1 ml) se le afadié HOBt (8,7 mg, 57 umol) seguido por EDC-HCI (12,2 mg,
64 pumol). Tras agitar la reacciéon durante 1 h a temperatura ambiente se afiadié una disolucion de 19 (15,8 mg,
64 mmol) y DIPEA (20 pl, 122 pmol) en DMF (0,5 ml). Se agité la mezcla durante 1 h a temperatura ambiente, se
diluyé con MeOH (1,5 ml) y se purificé sobre HPLC de fase inversa (el 80% de A/ el 20% de B con respecto al 20%
de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y
se liofilizaron para dar el producto como un polvo naranja (26 mg, 45 mmol, 79%).

"H-RMN (400 MHz, MeOD-d4) & [ppm] = 8,02 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,91 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,83 (d, J = 9,0 Hz, 2H),
7,76 (d, J =9 Hz, 2H), 3,60 (s, 4H), 3,58-3,49 (m, 6H), 3,40 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,23-3,20 (m, 2H), 2,56 (t, J = 6,7 Hz,
2H), 1,45 (s, 9H); 3C-RMN (125 MHz, MeOD-d4) § [ppm] = 170,8, 156,1, 154,7, 153,2, 144,3, 143,3, 127 4, 126,3,
122,4, 112,2, 78,1, 70,0, 69,9, 69,6, 69,5, 39,1, 35,4, 28,7; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para CzsH3sNeNaO7S,
601,2415; encontrado 601,2416.

Acido (E)-3-((4-((4-sulfamoilfenil)diazenil fenil)Jamino)propanoico - 30 (compuesto de referencia)

SOZNHZ O OSO2NH2
HO Ny
1. NaNO,, HCI, H,0
2.22, NaOH, H,0 N

NH, N

Y

Se disolvié sulfanilamida (85 mg, 0,49 mmol) en HCI ac. al 40% (1,3 ml) y se enfrié hasta 0°C. Se afiadié una disolucion
de NaNO; en agua (300 pl) gota a gota a lo largo de 5 min y se agité la reaccién en hielo durante 15 min. Se afadié
lentamente la disoluciéon amarillenta a una suspension de 22 (129 mg, 0,37 mmol) en NaOH ac. 10 M (1 ml) y DMF (1
ml) y se agité durante 2 h a temperatura ambiente. Se acidificé la disolucion rojo oscuro con HCI 6 N, se extrajo con
EtOAc (6 x 10 ml), se secd sobre Na,SO, y se elimino el disolvente a presion reducida. La recristalizacion del residuo
rojo oscuro dio el producto como un sdélido rojo (32 mg, 25%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7,95 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,88 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,77 (d, J = 8,9 Hz, 2H),
7,44 (s, 2H),9,94 (s a, 1H), 6,74 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,40 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,56 (t, J = 6,4 Hz, 2H); "*C-RMN (100 MHz,
DMSO-ds) 6 [ppm] = 172,9, 154,1, 152,6, 143,8, 142,9, 126,8, 125,8, 121,9, 111,7, 38,4, 33,4; HRMS: (m/z) [M + H]*
calculado para C15H17N4O4S, 349,0965; encontrado 349,0967.

(2-(2-(2-(4-Sulfamoilbenzamido)etoxi)etoxi)etil)carbamato de terc-butilo - 31 (compuesto de referencia)

SO.NH, SO.NH;

1. EDC'HCI, NHS, DMF

2.19, DIPEA, DMF

H

A una disolucion de 4-carboxibencenosulfonamida (46 mg, 0,23 mmol) en MeCN (2 ml) se le afadié NHS (29 mg, 0,25
mmol) seguido por EDC-HCI (48 mg, 0,25 mmol). Tras agitar durante 4 h a temperatura ambiente se afiadid mas
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EDC-HCI (24 mg, 0,13 mmol) y se agit6 la reaccion durante 1 h adicional a temperatura ambiente. Se afiadio una
disolucion de 19 (52 mg, 0,21 mmol) y DIPEA (140 pl, 0,85 mmol) en DMF (1 ml). Tras agitar durante 10 h a temperatura
ambiente, se filtrd la reaccion a través de un lecho de silice que eluye con EtOAc, se eliminé el disolvente a presion
reducida y se purificé el residuo sobre silice (EtOAc hasta el 10% de MeOH en EtOAc) para dar el producto como un
solido blanco (61 mg, 0,14 mmol, 67%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) § [ppm] = 8,71 (a m, 1H), 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,90 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,46 (s a,
2H), 6,76 (a m, 1H), 3,55-3,33 (m, 10H), 3,06-3,05 (m, 2H), 1,37 (s, 9H); "*C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) § [ppm] =
165,8, 156,1, 146,7, 137,7, 128,3, 126,1, 78,1, 70,0, 69,9, 69,6, 69,2, 67,1, 39,1, 28,7; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado
para C1gH29N3NaO+S, 454,1618; encontrado 454,1623.

Propagacioén de errores

Durante el andlisis de datos se propagaron desviaciones estandar segun la férmula (1) tal como recomienda el National
Institute of Standards and Technology.

o= (Sirn(Za) ()

Donde f = f(x1, X2, ... Xn), or €s la desviacion estandar de la funcion f y o; es la desviacion estandar de x.

Determinacién de Kp de ligando mediante medicion de polarizacion de fluorescencia

Se disolvieron ligandos marcados fluorescentemente (2 mg) en DMSO (100 pl) y se diluyeron 1:2000 en PBS pH 7,4
para determinar la concentracion de reserva mediante medicion de absorbancia a 495 nm (g495 = 72.000 M"cm™'). Se
expres6 CAIX recombinante tal como se describio previamentel®], se dializo contra tampon de ensayo
(tris(hidroximetil)aminometano 50 mM [TIRS] pH 7,4 que contiene ZnSO, 1 mM) a 4°C durante la noche y se determino
la concentracion de proteinas determinada mediante medicion de absorbancia a 280 nm (g2s0 = 35.075 M' cm™).

En un placa negra de 384 pocillos en tampo6n de ensayo (30 pl) se incubaron ligandos marcados fluorescentemente
(5 nM de reservas de DMSO diluidas de manera apropiada, contenido de DMSO final ajustado al 0,001%) con
concentraciones crecientes de anhidrasa carbonica recombinante IX (de 4,6 uM a 140 pM en etapas de 1:2) durante
1 h a temperatura ambiente. Se midi6 la polarizacion de fluorescencia (FP) en un lector de placas de modo multiple
Spectra Max Paradigm (Molecular Devices). Se realizaron experimentos por triplicado, se dividieron valores de FP
medios entre la sefal de superior-meseta y el valor de FP fraccional ajustado a la ecuacion (2) usando KaleidaGraph
4.0 (Synergy Software).

FP =[Py + [Llo + Kp) = ([Plo + [Lo + Kp)2 = 4[PLo[L]y ()

Donde FP es la polarizacion de fluorescencia fraccional, [P]o la concentracion de proteinas total, [L]o la concentracion
total del ligando marcado fluorescentemente y Ko la constante de disociacion en nM.

Los valores medidos de Kp para complejos de fluoréforo-ligador-ligando fueron: 1a 12,+ 61,0 nM; 2a 18,1 £ 1,3 nM; 3a
46,8 + 1,2 nM; 5a 218 + 9 nM. 4a no pudo determinarse debido a sus propiedades de extincion oscuras. El ejemplo
de referencia 6a no se uni6 a CAIX. Por tanto, el ligando de acetazolamida (AAZ) de 1a parece ser el mas prometedor.

Medicién de polarizacion de fluorescencia competitiva de Kp

En un placa negra de 384 pocillos en tampén de ensayo (véase lo anterior, 40 pl) se incubaron sonda marcada
fluorescentemente 1a (5 nM de reservas de DMSO diluidas de manera apropiada) y anhidrasa carbénica recombinante
IX (25 nM) con concentraciones crecientes de ligando no marcado (de 2,5 uM a 76 pM en etapas de 1:2) durante 1 h
a temperatura ambiente. Se midi6 el FP en un lector de placas de modo multiple Spectra Max Paradigm (Molecular
Devices). Se realizaron experimentos por triplicado y se analizaron los datos tal como se describe por Wang y
colaboradores.™

Se us6 este método para determinar Kp para los conjugados de farmaco-ligador-ligando sin marcar preparados tal
como se muestra en la figura 2. Los valores de Kp se proporcionan en un ajuste de grupos * errores estandar. Se
determinaron los siguientes valores de Kp: 7a 7,3 + 0,5 nM; 8a 40,3 + 2,6 nM; 9a 26,5 + 2,5 nM. El Kp para 7b fue > 1
pM. Por tanto, los conjugados seleccionados como diana 7a, 8a y 9a conservan la afinidad de unién para CAIX
recombinante in vifro mientras que los controles no seleccionados como diana 7b, 8b y 9b no presentan una union
fuerte.

Cultivo celular
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Se mantuvieron células SKRC52 y HEK en medio RPMI (Invitrogen) complementado con suero bovino fetal al 10%
(FCS, Invitrogen) y antibidtico-antimicotico (AA, Invitrogen) a 37°C y el 5% de CO». Se mantuvieron células A549 en
medio F-12K (Invitrogen) complementado con FCS al 10% (Invitrogen) y AA (Invitrogen) a 37°C y el 5% de CO,. Para
el pase, se separaron células usando tripsina con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,05% (Invitrogen) cuando
se alcanza el 90% de confluencia y vuelven a sembrarse a una dilucion de 1:10.

Se analizé la expresion en la superficie celular de CAIX en diferentes lineas celulares usadas en este estudio mediante
citometria de flujo usando aCAIX (un anticuerpo de conejo anti-CAIX humana policlonal de Santa Cruz Biotechnology).
Se us6 un anticuerpo anti-lgG de conejo marcado de manera adecuada para deteccion. Se encontré que las células
SKRC52 expresan de manera constitutiva altos niveles de CAIX. En cambio, las células A549 expresan soélo niveles
muy bajos de CAIX en condiciones normoxicas. Puesto que mantienen fuertes uniones a placas de cultivo, se usaron
estas células como controles negativos en experimentos que requieren multiples etapas de lavado de células unidas.
Se encontré que las células HEK no expresan niveles detectables de CAIX en condiciones de cultivo normdxicas.
Pueden separarse facilimente de placas de cultivo con EDTA y se usaron, por tanto, como controles negativos en la
mayoria experimentos de citometria de flujo.

Ensayo de citotoxicidad in vitro

Se sembraron células SKRC52 o A549 en placas de 96 pocillos en su medio de cultivo apropiado (100 pl) a una
densidad de 5000 células por pocillo y se dejo que crecieran durante 24 h. Se reemplazé el medio con medio que
contenia diferentes concentraciones de sustancia de prueba (100 pl, 300 nM - 15 pM en 1:3 etapas de dilucién) y las
placas o bien:

(a) se incubaron durante 72 horas en presencia de la sustancia toxica, o bien

(b) se incubaron durante 1 h en condiciones de cultivo convencionales, seguido por eliminacion del medio que contiene
la sustancia tdxica, lavando suavemente el medio recién preparado de células una vez y afiadiendo medio nuevo (100
ul) e incubando durante 72 h en condiciones de cultivo.

Se afiadio colorante de viabilidad celular MTS (20 pl, Promega), se incubaron las placas durante 1 h en condiciones
de cultivo y se midié la absorbancia a 490 nm en un lector de placas de modo multiple Spectra Max Paradigm
(Molecular Devices). Se realizaron experimentos por triplicado y se calculd la viabilidad celular promedio como
absorbancia corregida con fondo medido dividida entre la absorbancia de pocillos de control sin tratar. Se determinaron
valores de CEso ajustando datos a la ecuacion logistica de cuatro parametros.

Los valores de CEso encontrados para diversos conjugados y compuestos citotdxicos contra células SKRC52 que
expresan CAIX fueron tal como sigue:

Condicién (a): 14 55 +5 pM; 7a 21 £+ 7 pM; 7b 96 + 33 pM; DM1 4,3 + 0,5 pM; DM1SMe 0,5 + 0,0 pM; 9a 41 + 9 pM;
9b 31 £ 6 pM.

Condicién (b): 14 1,0 £ 0,1 nM; 72 0,7 + 0,1 nM; 7b 1,4 + 0,3 nM; DM1 45 + 10 nM; DM1SMe 5,8 + 1,1 nM; 9a *; 9b *.

Estos resultados muestran que los conjugados 7a y 9a liberan el resto de farmaco citotdxico en cantidades eficaces a
lo largo de 72 horas en la condicion (a). Sin embargo, los conjugados de DM1 9a y 9b no presentaron suficiente
citotoxicidad para medicion de valores de CEso en el plazo de 1 hora de la condicion (b) a concentraciones de hasta
300 nM,, lo que refleja la relativamente larga semivida de estos conjugados tal como se comenta adicionalmente a
continuacion.

Analisis de unién a ligando mediante citometria de flujo

Se separaron células de placas de cultivo usando una disolucion de EDTA 50 mM en solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) pH 7,4, se contaron y se suspendieron hasta una concentracion final de 1,5 x 10° células mI"! en una
disolucion al 1% v/v de FCS en PBS pH 7,4. Se centrifugaron alicuotas de 3 x 10° células (200 ul) y se resuspendieron
en disoluciones de ligandos marcados con IRDye750 (Licor) (30 nM) en una disolucién al 1% v/v de FCS en PBS pH
7,4 (200 pl) y se incubaron en hielo durante 1 h. Se lavaron las células una vez con 200 pl de disolucion al 1% v/v de
FCS en PBS pH 7,4 (200 pl), se centrifugaron, se resuspendieron en disolucion al 1% v/v de FCS en PBS pH 7,4 (300
ul) y se analizaron en un citdmetro de flujo FACS Canto (BD Bioscience). Se usé FlowJo version 8.7 (Treestar) para
el analisis de datos y visualizacion. Los resultados fueron los siguientes:

(1) analisis de citometria de flujo de la unién de conjugados de ligando-IRDye750 1c-6¢ (figura 1) a células SKRC52
que expresan CAIX.

Se separaron células con EDTA, se trataron con conjugado de colorante 30 nM durante 1 h a 0°C, se lavaron y se
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analizaron. Sélo 1c se une con la fuerza suficiente para dar como resultado un desplazamiento de fluorescencia fuerte
tras el lavado de las células. Dada su mayor Kbp, los conjugados 2c-5c se disocian probablemente demasiado rapido
como para detectarse. El conjugado 6c, que carece de un ligando para CAIX, sélo muestra algo de unién residual.

(2) Analisis de citometria de flujo de la unién de conjugados de ligando-IRDye750 1c-6¢ (figura 1) a células HEK
negativas para CAIX.

Se separaron células con EDTA, se trataron con conjugado de colorante 30 nM durante 1 h a 0°C, se lavaron y se
analizaron. En ausencia de una interaccion de union especifica, existe poca diferencia entre células tratadas con
conjugados de CAIX ligando-colorante y células no tratadas.

(3) Analisis de citometria de flujo de la union de conjugados de ligando-Alexa546 1b y 6b a (a) células SKRC52 que
expresan CAIX y (b) células HEK que carecen de CAIX en su superficie celular.

Se separaron células con EDTA, se trataron con conjugado de colorante 30 nM durante 1 h a 0°C, se lavaron y se
analizaron. (a) Solo el conjugado que porta un ligando para CAIX puede lograr un aumento en la intensidad de
fluorescencia. El conjugado que carece del ligando no da lugar a un desplazamiento relativo a células no tratadas. (b)
Tal como se espera en ausencia de un receptor de la superficie celular ninguno de los conjugados puede lograr un
desplazamiento en la intensidad de fluorescencia hacia la derecha.

Analisis de internalizacion de ligando mediante citometria de flujo

Se sembraron células SKRC52 o A549 en placas de 6 pocillos en su medio de cultivo apropiado (2 ml) a una densidad
de 1,5 x 105 células por pocillo y se dejo que crecieran durante 24 h en condiciones de cultivo. Se reemplazo el medio
con medio que contenia sondas marcadas con IRDye750 (Licor) 1c o 6¢ (2 ml, 30 nM) y se incubaron las placas
durante 1, 2 6 4 h en condiciones de cultivo convencionales. Tras lavar con PBS pH 7,4 (2 x 2 ml), se afiadio tripsina-
EDTA al 0,05% (500 pl, Invitrogen) y se incubaron las placas en condiciones de cultivo convencionales durante 15
min. Se afiadié medio (500 pl), se sedimentaron células y se resuspendieron en PBS pH 7,4 que contenia FCS al 1%
v/v (150 pl). Tras incubar durante 15 min en hielo, se marcaron las células durante 30 min en hielo con IgG de conejo
anti-CAIX humana (1:100, Santa Cruz) en PBS pH 7,4 que contenia FCS al 1% (150 ul), se lavaron con PBS pH 7,4
que contenia FCS al 1% (2 x 150 ul) y se marcaron durante 30 min en hielo con conjugado de cabra anti-IgG de conejo
con Alexa488 (1:100, Invitrogen) en PBS pH 7,4 que contenia FCS al 1% (150 ul). Tras lavar con PBS pH 7,4 que
contenia FCS al 1% (2 x 150 pl), se sedimentaron las células y se resuspendieron en PBS pH 7,4 que contenia FCS
al 1% v/v y yoduro de propidio (300 ul, 1 ug ml*, Invitrogen) y analizaron en un citémetro de flujo FACS Canto (BD
Bioscience). Se usé FlowJo version 8.7 (Treestar) para el analisis de datos y visualizacion. Para inhibir los mecanismos
de captacion, se preincubaron células con medio que contiene NaN3 al 0,2% durante 1 hy se mantuvo la concentracion
de NaNj3 en la totalidad del experimento. Alternativamente, todas las etapas se realizaron a 0°C o se afiadié un exceso
de AAZ (100 uM) al medio de cultivo.

Se incubaron células SKRC52 positivas para CAIX unidas a placas de cultivo con medio que contenia 1c 30 nM
durante 1 h a 37°C. La separacion con tripsina dio como resultado células con mayor intensidad de fluorescencia que
las células tratadas con conjugado no de union 6¢ o células no tratadas. b) Se tifieron alicuotas de las mismas células
que se habian tratado con 1c y se separaron con tripsina con un anticuerpo anti CAIX (aCAIX AB) seguido por un
anticuerpo secundario marcado con Alexa488 (2° AB) a 0°C tras lo cual el analisis de citometria de flujo dio un
histograma superimponible a células tratadas con anticuerpo secundario Unicamente. Se concluy6 que el tratamiento
con ftripsina habia eliminado toda la CAIX unida a la superficie y el desplazamiento de fluorescencia de células
marcadas con 1c en a) debe proceder del conjugado internalizado. Las células separadas del soporte sdélido usando
EDTA y tefiidas como antes dieron lugar a un desplazamiento 10x en la intensidad de fluorescencia hacia la derecha
en comparacion con el inicial, dando seguridad de que la deteccion de CAIX mediante FCAS funcion6 en efecto.

Para respaldar adicionalmente la reivindicacion de que se observaban procesos de captacién activos, se decidié repetir
el experimento en condiciones que inhibian la captacién. Se trataron previamente células SKRC52 con medio que
contenia NaNs3 al 0,2% p/v durante 1 h antes de la incubacion con 1c 30 nM y NaN3 al 0,2% p/v a 37°C durante 1 h.
Se sabe que NaNj3 es un inhibidor de procesos de captacion activos!'ly efectivamente la sefial fluorescente se desplazo
al nivel inicial. Se logré el mismo efecto cuando se incubaba con 1c en presencia de AAZ en exceso como un ligando
competitivo o cuando se incubaba a 0°C, lo cual también inhibe los procesos de captacion activos.

Al ampliar el tiempo de incubacion con 1c 30 nM a 37°C desde 1 h hasta 2 h y 4 h no se observd una sefal
notablemente aumentada. Por tanto, se concluyé que aunque tiene lugar algo de internalizacion, es ineficiente a lo
largo del tiempo.

Finalmente, se sometid a prueba la captacion activa del conjugado 1c de unién a CAIX 1c en células A549 negativas
para CAIX como antes. Puesto que no se observé desplazamiento en la intensidad de fluorescencia con respecto al
nivel inicial, se concluyd que 1c no se llevo a células A549. Esto se espera en ausencia de un receptor de la superficie
celular para 1c.
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Analisis de internalizacion de ligando mediante microscopia confocal

Se sembraron células SKRC52 en placas de camara de cubreobjetos de 4 pocillos (Sarstedt) a una densidad de 10*
células por pocillo en medio RPMI (1 ml, Invitrogen) complementado con FCS al 10%, AA y acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico (HEPES, 10 mM) se dej6 que crecieran durante 24 h en condiciones de cultivo
convencionales. Se reemplazé el medio con medio que contenia 1b o 6b (30 nM), tras 1 h se afiadié colorante nuclear
Hoechst 33342 (Invitrogen) y se obtuvieron imagenes de colonias seleccionadas al azar en un microscopio confocal
Axiovert 200M (Zeiss).

Determinacioén de la estabilidad mediante espectrometria de masas

Se disolvioé carbamato o carbonato seleccionado como diana 7a o 8a (30 ug) en PBS pH 7,4 (1,5 ml) y se incubaron a
37°C con agitacion suave. Se retiraron alicuotas (100 pl) a diferentes puntos de tiempo y se diluyeron 1:1 con un patrén
interno de etodolac (TCI Chemicals) en MeOH (20 ug ml"). Se separaron moléculas pequefias de sales usando una
columna de preparacion de muestras en linea Oasis WAX (Waters) en un moédulo de separacion Alliance HT
(inyecciones de 50 pl, 0,3 ml min' HCOOH ac. al 0,1% durante 3 min seguido por 0,3 ml min"' de MeCN durante 7
min, Waters) y se analizaron mediante espectrometria de masas/espectrometria de masas (EM/EM) en un
espectrometro Quattro API (Waters) que monitoriza transiciones de monitorizacion de reaccion multiple (MRM)
apropiadas para 8a, 8b y etodolac como patrén. Se realizaron mediciones por triplicado, se integraron los picos y se
calculé la fraccién de compuestos de prueba intactos como fraccién de sefal en el tiempo t dividida entre la sefial en
el tiempo cero. Puesto que las sefiales debidas a etodolac fueron constantes a lo largo del tiempo, se omitié una
correccion adicional usando el patrén interno como referencia. Para mediciones de estabilidad en suero de ratén, se
disolvieron compuestos en plasma de raton recién descongelado (Invitrogen), se tomaron alicuotas a diferentes puntos
de tiempo y se diluyeron con un volumen igual de MeCN. Tras agitar con vortex de manera vigorosa durante 1 min, se
centrifugd el precipitado de proteina y se analiz el sobrenadante como antes.

Las semividas de 7a y 8a en plasma de ratéon a 37°C tal como se determina mediante espectrometria de masas
(EM/EM) fueron de 43 minutos y 61 minutos, respectivamente. Los errores fueron < 1 min.

Determinacioén de la estabilidad mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC)

Se disolvié conjugado de DM1 seleccionado como diana 9a (230 pg, 140 nmol) en PBS pH 7,4 (1 ml) y se incub6 a
37°C con agitacion suave. Se retiraron alicuotas (100 pl) a diferentes puntos de tiempo y se diluyeron 1:1 con una
disolucion de patron interno de etodolac (TCI Chemicals) en MeCN (20 pg ml'). Se afadi6 agua (600 pl) y se
analizaron alicuotas de esta mezcla (50 pl) sobre una columna Syngergi RP Polar (150 x 4,6 mm, 4 um, Phenomenex)
en un modulo de separacion Alliance HT (1 ml min™' del 5% de MeCN en TFA acuoso al 0,1% al 100% MeCN a lo
largo de 20 min, Waters). Se detectaron analitos usando un detector de UV/VIS de matriz fotografica Waters 2996
(Waters). Se realizaron las mediciones por triplicado, se integraron los picos y se calculd la fraccion de compuestos
de prueba intactos como fraccién de seial en el tiempo t dividida entre la sefial en el tiempo cero. Puesto que las
sefiales debidas a etodolac fueron constantes a lo largo del tiempo se omitié una correccion adicional usando el patréon
interno como referencia. Para mediciones de estabilidad en suero de ratén, se disolvieron compuestos en plasma de
raton recién descongelado (Invitrogen), se tomaron alicuotas a diferentes puntos de tiempo y se diluyeron con un
volumen igual de MeCN. Tras agitar con vértex de manera vigorosa durante 1 min, se centrifugé precipitado de proteina
y se analizé el sobrenadante como antes.

Tal como se esperaba, el carbonato 7a (t12 = 15 h) fue menos estable en PBS a 37°C que el carbamato 8a (12> 24 h).
No se observd descomposicion para el conjugado de DM1 9a en las mismas condiciones (figura 8). Se redujo la
estabilidad de 7a y 8a en suero de ratén in vitro (t12 = 43 y 61 min respectivamente), pero se produjo en un intervalo
de tiempo compatible con la acumulacion preferencial de los conjugados de AAZ en el sitio de tumor. El conjugado de
DM1 9a fue significativamente mas estable en suero de ratén (12 = 20 h).

Estudios con animales

Todos los experimentos con animales se llevaron a cabo segun las leyes y regulaciones de bienestar animal suizas
con el numero de licencia 42/2012 concedido por Veterinaeramt des Kanton Zurich.

Implantacién de tumores SKRC52 subcutaneos

Se hicieron crecer células SKRC52 hasta el 80% de confluencia y se separaron con tripsina-EDTA al 0,05%
(Invitrogen). Se lavaron las células con PBS pH 7,4 una vez, se contaron y se resuspendieron en PBS hasta una
concentracion final de 6,7 x 107 células ml!. Se anestesiaron ratones balb/c nu/nu atimicos, de 8-10 semanas de edad
(Charles River) con isofluorano y se inyectaron alicuotas de 1 x 107 células (150 pl de suspension) por via subcutanea
en la regién lumbar.
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Obtencioén de imagenes de IVIS

Se inyecto a ratones que tenian tumores SKRC52 subcutaneos (de 200 - 300 mm?® de tamaiio) por via intravenosa
ligando de CAIX marcados con IRDye750 (Licor) 1c-6¢ (hasta 10 nmol) disueltos en DMSO al 5% v/v en PBS pH 7,4
(150 wl). Se anestesiaron los ratones con isoflurano y se adquirieron imagenes de fluorescencia in vivo en un sistema
de obtencion de imagenes IVIS Spectrum (Xenogen, exposicion 1 s, factor de agrupamiento 8, excitacion a 745 nm,
filtro de emision a 800 nm, f nimero 2, campo de vision 13,1). Se tomaron imagenes tras 1 h,2h,4h,8hy12hy 24
h. Se administré alimento y agua a voluntad durante ese periodo.

Se obtuvieron imagenes en el infrarrojo cercano de SKRC52 de ratones que tienen xenoinjerto 1-12 h tras la inyeccion
intravenosa de 3 nmol de conjugados de ligando-IRDye750 1c-5¢ y conjugado no seleccionado como diana 6¢ como
control negativo (véase la figura 1 para la estructuras). Sélo el conjugado de AAZ 1c dio un buen contraste entre el
tumor y el fondo y por tanto, se seleccioné como base para desarrollo adicional de un conjugado seleccionado como
diana.

Ya 1 h después de la inyeccion intravenosa de 1 nmol de 1c el tumor podia verse claramente contra el fondo. La
inyeccion de 3 nmol da una sefial mas fuerte y mas duradera con buen contraste entre el tumor y el fondo en puntos
de tiempo tempranos y, por tanto, se us6 para estudios de obtencién de imagenes adicionales. Una dosis de 10 nmol
satura el detector de fluorescencia con los parametros usados en puntos de tiempo tempranos pero conduce a una
sefial incluso mas duradera.

Tras la administracion de 2c el tumor era apenas visible; los demas conjugados no alcanzaron el tumor en niveles por
encima de la fluorescencia de fondo. El conjugado no seleccionado como diana 6¢ tampoco alcance el tumor y también
se elimina mas rapido del animal que los conjugados de ligando-IRDye750.

Posteriormente los ratones se sacrificaron mediante luxacion cervical. Se extrajeron el corazén, pulman, rifion, higado,
bazo, una seccion del intestino (100 - 150 mg), musculo esquelético (100 - 150 mg) y el tumor y se obtuvieron imagenes
individualmente usando los parametros anteriores. De manera cualitativa, pudo observarse una disminucion en el
rendimiento de seleccion como diana de 1c a 5¢c y muy poca acumulaciéon de tumor u érgano del conjugado no
seleccionado como diana 6c¢. Esto confirma que la afinidad de unién del ligando de seleccién como diana para CAIX
es un determinante importante para la acumulaciéon dentro del tumor y obtencién de perfil in vitro de conjugados de
colorante mediante FP y citometria de flujo tiene un valor predictivo para el rendimiento de seleccion como diana in
vivo.

Analisis de biodistribucién

Se inyect6 a ratones (grupos de 3 por punto de tiempo y compuesto) que tenian tumores SKRC52 subcutaneos (de
200 - 300 mm?3 de tamafio) por via intravenosa sondas marcadas con IRDye750 (Licor) 1c o 6¢ (3 nmol) disueltas en
DMSO al 5% v/v en PBS pH 7,4 (150 pl). Tras 1 h, 2 h 0 4 h se sacrificaron los animales, se extrajeron los érganos
como antes, se cortaron en pequefios trozos, se pesaron y se suspendieron en tampon de homogeneizacion de érgano
1:1 p/v que contenia EDTA (40 mM), proteinasa K (6 mg/ml), Triton X-100 (1,6 pl/ml) y cantidades traza de ADNasa 1
en PBS pH 7,4 (100 ul por 100 mg de tejido). Se homogeneizé la suspension en un homogeneizador de érganos
TissueLyser (Quiagen, 25 Hz, 10 min), se incub6 durante 2 h a temperatura ambiente y se transfirieron 100 pl del
homogeneizado a una placa de 96 pocillos. Se punteé una serie de dilucion estandar de 1c en tampoén de
homogeneizacion (750 nM - 47 nM, 25 - 1,5 % de ID g en etapas de 1:2) a lo largo de las muestras de 6rgano por
triplicado. Se registraron imagenes fluorescentes de las placas en un sistema de obtencion de imagenes VIS Spectrum
(Xenogen, parametros como antes) y se analizaron usando software Living Image version 4.3.1 (Caliper Life Science)
usando las herramientas integradas en la region de interés (ROI). Se dedujeron las concentraciones de colorante en
muestras de 6rgano en % de dosis inyectada por gramo de tejido (% de ID g') a partir de las intensidades de
fluorescencia que se originan del pocillo correspondiente mediante comparacion con las series de dilucion estandar.

Los resultados se muestran graficamente en las figuras 3 y 4. La figura 3 muestra acumulaciones en érganos que se
notifican en unidades de porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido (% de ID g'). a) 1 h después de la
administracion intravenosa de 3 nmol de 1c (azul) y 6¢ (rojo) b) 2 h después de la administracion intravenosa de 3 nmol
de 1c (azul) y 6¢ (rojo) c) 4 h después de la administracion intravenosa de 3 nmol de 1c (azul) y 6¢ (rojo) d) curva de
calibracion (promedio de triplicados) para la conversién de intensidad de fluorescencia en % de ID g™'. Las barras de
error indican desviaciones estandar. Todos los puntos de datos son promedios de tres ratones.

La acumulacion de 1c en el tumor fue rapida y eficaz con el 13,4 + 3,0% de dosis inyectada por gramo de tejido (% de
ID g'') después de solo 1 h (figura 2b, figuras de apoyo 10 y 11). Este resultado se compara de manera favorable con
trabajo previo en la selecciéon como diana basada en anticuerpos de tumores que expresan CAIX, en donde sélo
pudieron detectarse valores de captacién de tumor notablemente inferiores (un maximo del 2,4 + 0,2% de ID g™).?7
En este caso, el conjugado de colorante 1c, sin embargo, se disocié progresivamente del tumor (¢1,2 de residencia = 1
h), lo que sugiere que una mejora de la afinidad de unién a CAIX puede contribuir ademas a un rendimiento de
seleccion como diana de tumores eficaz.
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Se observé una razén de tumor con respecto a sangre de 13,8:1 1 h después de la inyeccion intravenosa de 1c y
mejoré adicionalmente hasta 79,2:1 después de 4 h. Las razones de tumor con respecto a érgano para 6rganos
excretores oscild entre 0,2:1 para el higado y 1,4:1 para los rifiones después de 1 h pero se observé un alto nivel de
selectividad para otros érganos (por ejemplo, 27,6:1 para tumor con respecto a corazon después de 1 h). Puesto que
AAZ es un ligando de CA con amplia selectividad de isoforma, los patrones de captacion diferencial observados estan
influidos probablemente de manera fuerte por niveles de expresion de CA relativos en diferentes tejidos y la
accesibilidad del antigeno (por ejemplo, puede esperarse que CAIl intracelular sea inaccesible a las moléculas
cargadas). De manera importante, la selecciéon como diana de tumores fue claramente dependiente del resto de unidn
a CAIX, tal como se revelo por la acumulacion de tumor 22 veces mayor a 1 h del conjugado de colorante seleccionado
como diana basado en AAZ 1c en comparacion con el colorante no seleccionado como diana 6¢. Suponiendo que 6¢
es un buen modelo para la distribucién de tejido de agentes anticancerigenos “desnudos” (es decir, no seleccionados
como diana), esta comparacion resalta el posible impacto de la administracion de farmacos basada en ligandos de
dosis terapéuticamente relevantes de farmacos en masas neoplasicas.

La figura 4 muestra el analisis de biodistribucion de 1c en ratones balb/c nu/nu que tienen tumores SKRC52
subcutaneos incluyendo valores de estdmago y sangre 1, 2 y 4 h después de administrar 3 nmol del conjugado de
colorante por via intravenosa. Se notifican las acumulaciones en érganos en unidades de % de ID g™'. Las barras de
error indican desviaciones estandar. Los datos mostrados son promedios de tres ratones.

Analisis de la penetracion de tumor

Se inyecto a ratones que tenian tumores SKRC52 subcutaneos (de 200 - 300 mm?® de tamaiio) por via intravenosa
sondas marcadas con Alexa546 (Invitrogen) 1b o 6b (50 nmol) disueltas en PBS pH 7,4 (150 wl). Tras 1 h,2ho4ha
los animales se les inyect6 una disolucion de Hoechst 33342 (Invitrogen, 5,4 mM) en solucion salina (150 pl) y se
sacrificaron después de 5 min. Se extrajeron los drganos como antes y se ultracongelaron en medio criogénico Neg-
50 (Thermo Scientific) usando nitrégeno liquido. Tras calentar hasta -20°C, se cortaron muestras en secciones de
10 um de ancho y se obtuvieron imagenes directamente en un microscopio de fluorescencia Axioskop 2 (Zeiss).

Se encontrd que, aunque el conjugado ya ha empezado a penetrar en el tumor después de 30 min, la tinciéon del tumor
con 1b es inicialmente la mas alta en zonas bien perfundidas. A continuacion, la tincién se vuelve mas homogénea.
Después de 2 h, la tincion se vuelve mas débil a medida que el conjugado empieza a eliminarse del tumor. No puede
detectarse fluorescencia debido a 6b dentro del tumor, lo cual es segun la carencia de acumulaciéon macroscépica
observada con 6c¢.

El analisis microscopico de érganos mostré una fuerte fluorescencia debido a 1b dentro del tumor y el intestino. Lo
ultimo se debe probablemente a excrecion hepatobiliar del conjugado de colorante. Una capa observada de
fluorescencia en el estdmago se corresponde mas probablemente a células epiteliales de la mucosa gastrica, que
expresan CAIX en condiciones normales. El rifion y el higado también mostraron algo de fluorescencia como resultado
de la secrecion del conjugado a través de estos organos.

Dosificacion

La estimacion de la dosis de terapia recomendada de a) 7a y b) 8a en ratones desnudos se realiz6 estudiando
diferentes dosificaciones usando un esquema de cinco inyecciones en cinco dias consecutivos en comparacion con
vehiculo (DMSO al 5% en PBS pH 7,4). Los regimenes de dosificacion fueron de 0,4 nmol/dia, 1,3 nmol/dia,
4,0 nmol/dia y 13,3 nmol/dia. Se us6 un ratén para cada régimen. Cuando el animal no perdié mas del 5% de su peso
corporal inicial a lo largo de 15 dias después de la inyeccion inicial, se supuso que la dosis se toleraba bien.

El estudio mostré que 7a se toleraba hasta 4,0 nmol/dia, pero se toleraba escasamente a 13,3 nmol/dia. El estudio
mostré ademas que 8a se toleraba bien hasta e incluyendo 13,3 nmol/dia.

La estimacion de la dosis de terapia recomendada y esquema de conjugado de DM1 9a se estudio en ratones
desnudos que tenian tumores SKRC52. Se usd un raton para someter a prueba cada pauta posoldgica. Se
administraron inyecciones cada dia empezando el dia 0 en DMSO al 5% en PBS pH 7,4 (150 pl). Los resultados se
muestran en la figura 5. Se toleraron seis dosis de 60 nmol de 9a con sélo minima pérdida de peso. Puesto que los
animales en este estudio pesaron en promedio un 18% menos que los usados en el estudio de terapia, se us6 una
dosis de 70 nmol por inyeccion para el experimento de terapia. El nimero de inyecciones también aumenté desde 6
hasta 7 en 7 dias consecutivos.

Experimentos de terapia

Se implantaron tumores de xenoinjerto SKRC52 en ratones balb/c nu/nu (Charles River) tal como se describe
anteriormente. Después de 14 dias, los ratones se asignaron aleatoriamente en grupos de terapia de 5 ¢ 6 animales
y empez0 el tratamiento. Se administraron 5 dosis de 4 nmol de 7a,b, 8a,b o 7 dosis de 70 nmol de 9a,b cada una en
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PBS pH 7,4 (150 pl) que contiene DMSO al 5% en 5 6 7 dias consecutivos y se traté un grupo con vehiculo (DMSO al
5% en PBS pH 7,4). En el caso de 7-9b se afiadié una cantidad equimolar de AAZ a la disolucién de inyeccion para
controlar una posible actividad antitumoral de inhibidores de CAIX. Se administraron sorafenib y sunitnib a una dosis
convencional de 30 mg/kg tal como se describié previamente.®®! Se pesaron los animales y se midieron los tamarios
de tumor cada dia y se calculd el volumen de tumor segun la férmula (lado largo) x (lado corto)? x 0,5. Se sacrificaron
los animales cuando el peso corporal disminuy6 en mas del 15% en relacion con el primer dia de terapia o cuando los
tumores alcanzaron un volumen de >2000 mm3. Se us6 Prism 6 (GraphPad Software) para el analisis de datos
(ANOVA de dos factores regular con la prueba de Bonferroni).

Se muestran los resultados en las figuras 6 y 7. Las barras de error dan errores estandar. Los resultados terapéuticos
obtenidos con los conjugados de duocarmicina-AAZ sélo indicaron un modesto efecto de inhibicidon del crecimiento
tumoral (figura 6a). No obstante, el carbonato seleccionado como diana 7a dio lugar a un retardo del crecimiento
tumoral estadisticamente significativo en comparacion con ratones que sdlo recibieron vehiculo (p < 0,0001) y ratones
que recibieron conjugado no seleccionado como diana 7b mas cantidades equimolares de AAZ (p < 0,05). Los
constructos basados en carbamato 8a y 8b no condujeron a ningun retardo en el crecimiento tumoral. Parece razonable
que la baja afinidad de 8a hacia el antigeno (Kp = 40,3 + 2,6 nM frente a Ko = 7,3 + 0,5 nM para 7a) y activacion
extracelular ineficaz pueden haber sido parcialmente responsables de este efecto. El tratamiento pudo realizarse con
una pérdida de peso menor del 15% de peso corporal (figura 6b).

Para el conjugado de DM1 9a, se observé un potente efecto antitumoral a dosis, que dieron sélo toxicidad minima (es
decir, sin pérdida de peso corporal detectable dando 7 x 70 nmol de conjugado de DM1 9a en 7 dias consecutivos).
Durante el periodo de tratamiento, los tumores se encogieron y continuaron reduciéndose en volumen durante 7 dias
adicionales. Sélo 20 dias después del inicio del tratamiento, los tumores empezaron a volver a crecer, como
consecuencia de que los ratones no habian recibido ningun tratamiento farmacolégico adicional. De manera
importante, ni sorafenib ni sunitinib, que representan los agentes quimioterapicos mas comunmente usados para el
tratamiento de cancer de rifién, presentaron ningun efecto antitumoral detectable, en linea con informes previos en
diferentes modelos de cancer de rifién. Estos hallazgos sugieren que la administracion dirigida de potentes agentes
citotoxicos puede proporcionar una ventaja terapéutica en comparacion con las normas asistenciales habituales. DM1
puede ser una carga util particularmente adecuada para el desarrollo de citotoxicos seleccionados como diana, puesto
que la presencia de por ejemplo, un resto éster en su estructura puede facilitar su detoxificacion en organos
relacionados con el aclaramiento, evitando por tanto tejidos sanos.

(B) Restos de union bivalentes

Se realizé un estudio comparativo del rendimiento de selecciéon como diana de tumores de ligandos monovalentes y
bivalentes a anhidrasa carbonica IX (CAIX) en carcinoma de células renales tal como sigue.

Sintesis de ligandos de seleccion como diana marcados mediante fluorescencia

Se sintetizaron derivado de acetazolamida monovalente (AAZ) B1 y derivado de AAZ bivalente B2 que tienen las
estructuras mostradas en las figuras 9 y 10 usando quimica de péptidos en fase solida de Fmoc convencional. Estos
restos de unidon se marcaron mediante fluorescencia con IRDye 750 para proporcionar ligandos monovalentes y
bivalentes marcados mediante fluorescencia B3 y B4. Los métodos de sintesis fueron tal como sigue.

Sintesis de AAZTL - B1 (compuesto de referencia)

Se hinché resina de carbonato de p-nitrofenilo Wang y poliestireno comercialmente disponible (250 mg, 0,15 mmol)
en DMF (5 ml durante 5 min) y se hizo reaccionar con una disolucién de 2,2’-(etano-1,2-diilbis(oxi))dietanoamina
(250 wl), DIPEA (500 pl) y DMAP (2,5 mg) en DMF (4,5 ml) durante 12 h a temperatura ambiente con agitacion. Se
lavé la resina con DMF (3 x 5 ml durante 1 min), MeOH (3 x 5 ml durante 1 min) y de nuevo DMF (3 x 5 ml durante
1 min). Se preparé una disolucién de acido 5-azido valérico (65 mg, 0,45 mmol), HATU (171 mg, 0,45 mmol) y DIPEA
(148 pl, 0,9 mmol) y se hizo reaccionar inmediatamente con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion.
Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 5 ml) se preparé una disolucion de Cul (2,9 mg, 0,015 mmol), TBTA (8 mg, 0,015
mmol) y alquino 10 (123 mg, 0,45 mmol) en una mezcla de DMF (1 ml) y THF (1 ml) y se hizo reaccionar con la resina
durante 24 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml), se escindi6 disolucién de EDTA ac. 50
mM (3 x 1 min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x 5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), el compuesto agitando la resina con una
mezcla de TFA (2,2 ml), TIS (50 w), H2O (50 pl), m-cresol (100 pl) y tioanisol (100 wl) durante 2 h a temperatura
ambiente. Se lavo la resina con TFA (1 x 5 min x 2,5 ml) y se afiadieron las disoluciones de lavado y escision
combinadas gota a gota a dietil éter helado (100 ml). Se recogio el precipitado mediante centrifugacion y se purifico el
producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo
de 20 min). Tras la liofilizacion, se recogi6 el compuesto del titulo como un polvo blanco (78 mg, 0,14 mmol, 95%).

H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13,01 (s, 1H), 8,32 (s, 2H), 7,89-7,82 (m, 5H), 4,28 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,58-

3,50 (m, 6H), 3,38 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 3,18 (m, 2H), 3,00 (m, 2H), 2,65 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,59 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,09
(t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,94 (m, 2H), 1,75 (m, 2H), 1,42 (m, 2H); 3C-RMN (125 MHz, DMSO-de) & [ppm] = 172,5, 172,4,
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164,8, 161,5, 146,4, 122,4, 70,1, 69,8, 69,6, 67,1, 49,4, 39,1, 38,8, 35,0, 35,7, 29,8, 24,8, 24,6, 22,6; HRMS: (m/z) [M
+ H]* calculado para C19H34N9OeS2 548,2068; encontrado 548,2071.

Sintesis de B2 (compuesto de referencia)

Se hincho resina de carbonato de p-nitrofenilo Wang y poliestireno comercialmente disponible (500 mg, 0,3 mmol) en
DMF (5 ml durante 5 min) y se hizo reaccionar con una disolucion de 2,2’-(etano-1,2-diilbis(oxi))dietanoamina (500 pl),
DIPEA (500 pl) y DMAP (5 mg) en DMF (4 ml) durante 12 h a temperatura ambiente con agitacion. Se lavé la resina
con DMF (3 x 5 ml durante 1 min), MeOH (3 x 5 ml durante 1 min) y de nuevo DMF (3 x 5 ml durante 1 min). Se preparé
una disolucion de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (532 mg, 0,9 mmol), HBTU (341 mg, 0,9 mmol), HOBt (138 mg, 0,9 mmol) y
DIPEA (298 ul, 1,8 mmol) y se hizo reaccionar inmediatamente con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con
agitacion. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 5 ml) se elimin6 el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x
5 miny 2 x 10 min x 5 ml) y se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml) antes de que se iniciara la siguiente etapa de
acoplamiento. En lo siguiente, se extendio el péptido con Fmoc-Asp(OtBu)-OH dos veces seguido por 5-azido-valerato.
Con este fin, se preparé una disolucion de acido (1,2 mmol), HATU (465 mg, 1,2 mmol) y DIPEA (397 pl, 2,4 mmol)
en DMF (5 ml) y se hizo reaccionar con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion suave. Se siguid
cada acoplamiento por una etapa de lavado con DMF (6 x 1 min x 5 ml) y desproteccion con Fmoc tal como se describid
anteriormente. Tras el acoplamiento de la azida, se prepard una disolucion de Cul (76 mg, 0,12 mmol), TBTA (21 mg,
0,12 mmol) y alquino 10 (329 mg, 1,2 mmol) en una mezcla de DMF (2,5 ml) y THF (2,5 ml) y se hizo reaccionar con
la resina durante 48 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml), disolucién de EDTA ac. 50 mM
(83 x 1 min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindio el compuesto agitando la resina con
una mezcla de TFA (4,4 ml), TIS (100 pl), H20 (100 wl), m-cresol (200 pl) y tioanisol (200 wl) durante 2 h a temperatura
ambiente. Se lavo la resina con TFA (1 x 5 min x 5 ml) y se afadieron las disoluciones de lavado y escision combinadas
gota a gota a dietil éter helado (100 ml). Se recogid el precipitado mediante centrifugacion, se disolvié en MeCN ac. y
se liofilizo para dar el compuesto del titulo como un polvo blanquecino (468 mg, 0,3 mmol, cuant.).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13,09 (s, 2H), 8,37 (s, 4H), 8,29-8,26 (m, 3H), 8,14 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,91
(s, 2H), 7,80-7,78 (m, 3H), 7,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,65 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,60-4,48 (m, se solapa con el pico de H,O
amplio), 4,33 (t, J = 7,0 Hz, se solapa con el pico de H,O amplio), 4,19-4,13 (m, se solapa con el pico de H;O amplio),
3,64-3,59 (m, 6H), 3,44 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 3,27-3,23 (m, 2H), 3,05-3,00 (m, 4H), 2,77-2,48 (m, se solapa con el pico
del disolvente), 2,20 (t, J = 7,2 Hz, 4H), 2,04-1,96 (m, 4H), 1,86-1,78 (m, 4H), 1,74-1,63 (a m, 1H), 1,61-1,16 (a m, 9H);
HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para CssHg3N22023S4 1535,4879; encontrado 1535,4868.

Sintesis de B3 (compuesto de referencia)

A éster de NHS IRDye750 (100 ng, 84 nmol) en DMSO (10 ul) y DMF (100 pl) se le afiadio derivado de acetazolamida
B1 (200 pg, 366 nmol) en DMSO (20 pl) y DIPEA (2 pl, 12 umol). Se dejé reposar la mezcla a temperatura ambiente
durante 2 h y luego se puirificé directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al
40% de A/ el 60% de B a lo largo de 30 min). Se identificaron fracciones que contenian conjugado de colorante a
través de su espectro de UV/VIS caracteristico (Amax = 750 nm), se agruparon, se liofilizaron y se disolvieron en DMSO
(50 pl) para dar una disolucion de reserva verde oscuro. Se determinaron su concentracion y el rendimiento de reaccion
midiendo la absorbancia a 750 nm (g750 = 260.000 M-' cm™") de muestras de reserva diluidas 1:200 en PBS pH 7,4
(640 uM, 32 nmol, 38%).

HRMS: (m/z) [M + 4H]* calculado para CssHg2N11019Ss 1558,4890; encontrado 1558,4844.

Sintesis de B4 (compuesto de referencia)

A éster de NHS IRDye750 (100 ng, 84 nmol) en DMSO (10 wl) y DMF (100 pl) se le afiadié B2 (200 pg, 130 nmol) en
DMSO (20 pl) y DIPEA (2 ul, 12 umol). Se dej6 reposar la mezcla a temperatura ambiente durante 2 h y luego se
purificé directamente sobre HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con respecto al 40% de A / el 60% de B
a lo largo de 30 min). Se identificaron fracciones que contenian conjugado de colorante a través de su espectro de
UVIVIS caracteristico (Amax = 750 nm), se agruparon, se liofilizaron y se disolvieron en DMSO (50 pl) para dar una
disolucién de reserva verde oscuro. Se determinaron su concentracion y el rendimiento de reaccion midiendo la
absorbancia a 750 nm (g7s0 = 260.000 M-' cm-') de muestras de reserva diluidas 1:200 en PBS pH 7,4 (287 uM,
14 nmol, 17%).

HRMS: (m/z) [M + 4H]* calculado para C103H141N24036Sg 2545,7700; encontrado 2545,7703.

Rendimiento de unién mediante resonancia de plasmoén superficial

Los experimentos de unién de derivados de AAZ monovalentes y bivalentes a CAIX usando resonancia de plasmon
superficial indicaron una rapida asociacion para ambos compuestos (ka = 1,48x10% M's™ y kar = 1,28x10% M-'s™, ka2
= 1,36x108% RU"! respectivamente). Aunque el ligando monovalente B1 se disocid completamente de la superficie
recubierta con CAIX en el plazo de segundos (ks = 0,015 s, K4 = 10,5 nM), el compuesto bivalente B2 no presento
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disociacion aparente y solo podia eliminarse con tratamiento con acido fuerte (figura 1b).

Rendimiento de unién mediante citometria de flujo

Se realiz6 citometria de flujo tal como se describié anteriormente con conjugados de colorante en el infrarrojo cercano
monovalentes y bivalentes B3 y B4 y conjugados de control negativo que carecen del ligando en células SKRC52
positivas para CAIX y células HEK negativas para CAIX5. Los resultados indicaron una union clara dependiente del
ligando y el receptor a células. El desplazamiento en la intensidad de fluorescencia para el conjugado bivalente B4 era
mas pronunciado que el observado para B3 monovalente, que es coherente con los resultados obtenidos de SPR.

Investigacion in vivo del rendimiento de seleccién como diana

Estudios adicionales sometieron a prueba la capacidad de conjugados de colorante en el infrarrojo cercano B3 y B4
de localizar xenoinjertos de SKRC52 que expresan CAIX in vivo. Ambos conjugados de colorante se acumularon
fuertemente en el tumor, tal como se revelé mediante obtencion de imagenes de fluorescencia en el infrarrojo cercano
de animales completos y mediante analisis de los 6rganos extraidos. Aunque el perfil de aclaramiento inicial fue
comparable para ambas moléculas seleccionadas como diana, el conjugado bivalente B4 presentd una residencia
significativamente mas larga en el tumor. Veinticuatro horas después de la inyeccion, la sefal de fluorescencia
integrada en el tumor del conjugado bivalente B4 era del 40%, mientras que el conjugado monovalente B3 habia
disminuido hasta el 14% de su valor inicial (p = 0,002; prueba de la t de dos caras no apareada; figura complementaria
4).

Para obtener un mejor entendimiento de la captacion tumoral absoluta de conjugado de colorante monovalente B3 en
comparacion con B4 bivalente y selectividad de tumor frente a érgano, se extrajeron los érganos, se homogeneizaron
los tejidos y se midi6 la intensidad de fluorescencia por gramo. La comparacion con una serie de dilucion estandar de
IRDye750 en 6rgano homogeneizado permitié la medicion de niveles de captacion absolutos en érganos, como
porcentaje de dosis inyectada por gramo (% de ID g'). El conjugado de colorante bivalente B4 presentd una
acumulacioén absoluta mayor >3 veces en tumores en comparacion con B3 monovalente a las 24 h (5,3 + 0,6 frente a
1,4 £ 0,6% de ID g'). Por tanto, el compuesto B4 se compara muy favorablemente con los anticuerpos monoclonales
recientemente descritos contra CAIX. Aunque la captacion en el corazén, bazo, musculo y circulaciéon en sangre con
relacion al tumor era baja (tumor: drgano > 30), se observaron razones de tumor con respecto a érgano ligeramente
inferiores para los rifiones y el estbmago para ambos conjugados. De manera interesante, las razones de tumor:higado
y tumor:intestino fueron menores para B3 monovalente que para B4 bivalente mientras que B4 present6 una razén de
tumor:pulmén mayor que B3.

Sintesis de conjugados de farmaco

Se prepararon conjugados de farmaco seleccionados y no seleccionados como diana B7 y B8 que tenian las
estructuras mostradas en la figura 10 tal como sigue. El compuesto B7 es un ejemplo de referencia de conjugado
bivalente y tiene el mismo grupo funcional de seleccion como diana bivalente que B2 y B4. B8 es un ejemplo de
referencia que tiene un grupo funcional similar pero sin ligandos de seleccién como diana de AAZ.

Sintesis de B7 (compuesto de referencia)

Se disolvieron ligador seleccionado como diana bivalente B11 (20 mg, 13 umol), TCEP.HCI (7,6 mg, 27 umol) y DIPEA
(2 pl) en DMF desgasificada (500 pl). Tras 1 h, se ahadié 2,2-dipiridildisulfuro (11,7 mg, 53 umol). Se agitd la mezcla
a temperatura ambiente durante 12 h, se diluyd con NMP (500 pl) y se afiadi6 gota a gota a dietil éter helado (40 ml).
Se recogio el precipitado mediante centrifugacion, se volvié a disolver en DMF (200 pl) y NMP (200 pl) y se precipitd
de nuevo con dietil éter helado (40 ml) y se secé a vacio para dar el disulfuro activado como un residuo blanco (18
mg, 11 umol, 85%). Se disolvid una alicuota del disulfuro activado (15 mg, 9 umol) en DMF (400 pl) y se afiadio tiol
libre de DM1 (7 mg, 9 umol). Se dejo6 la reaccidon en reposo a temperatura ambiente durante 48 h tras lo cual se
recuperd el producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de
B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y se liofilizaron
para dar el compuesto del titulo como un polvo blanquecino (9,5 mg, 4 umol, 47%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 12,98 (s, 2H), 8,31 (s, 4H), 8,22-8,15 (m, 4H), 8,07 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7,85
(s, 2H), 7,69-7,59 (m, 2H), 7,12 (s, 1H), 6,89 (s, 1H), 6,61-6,52 (m, 3H), 5,92 (s a, 1H), 5,57-5,52 (m, 1H), 5,30-5,29
(m, 1H), 4,52-4,43 (m, 5H), 4,39-4,34 (m, 1H), 4,27 (t, J= 6,9 Hz, 4H), 4,19-4,16 (m, 1H), 4,08-4,03 (m, 1H), 3,92-3,90
(m, 3H), 3,53-2,41 (m, se solapa con el pico del disolvente), 2,13-2,12 (m, 4H), 2,04-2,01 (m, 1H), 1,97-1,91 (m, 4H),
1,79-1,73 (m, 4H), 1,67-1,54 (m, 4H), 1,51-1,10 (m, 21H), 0,77 (s, 3H);

HRMS: (m/z) [M + 2H]?* calculado para CgsH119CIN24033S6 1122,3270; encontrado 1122,3279.

Sintesis de B8 (compuesto de referencia)
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Se disolvieron ligador no seleccionado como diana bivalente B12 (20 mg, 17 umol), TCEP.HCI (19 mg, 68 pmol) y
DIPEA (10 ul) en DMF desgasificada (1 ml). Tras 1 h, se afadio 2,2’-dipiridildisulfuro (22 mg, 100 umol). Se agit6 la
mezcla a temperatura ambiente durante 12 h, se diluyd con NMP (500 pl) y se afiadié gota a gota a dietil éter helado
(40 ml). Se recogio el precipitado mediante centrifugacion, se volvié a disolver en DMF (200 pl) y NMP (200 pl) y se
precipité de nuevo con dietil éter helado (40 ml) y se seco a vacio para dar el disulfuro activado como un residuo
blanco (45 mg, producto + productos secundarios). Se disolvi6 una alicuota del residuo (15 mg) en DMF (400 pl) y se
afiadio tiol libre de DM1 (7 mg, 9 umol). Se dejo la reaccion en reposo a temperatura ambiente durante 48 h tras lo
cual se recupero el producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el
80% de B a lo largo de 20 min). Se agruparon fracciones que contenian el producto deseado mediante EM y se
liofilizaron para dar el compuesto del titulo como un polvo blanquecino (7,4 mg, 3,9 umol, 42%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8,22-8,09 (m, 5H), 7,83 (s, 2H), 7,64-7,58 (m, 2H), 7,12 (s, 1H), 6,89 (s, 1H),
6,61-6,52 (m, 3H), 5,93 (s, 1H), 5,55 (dd, J = 9,1, 14,8 Hz, 1H), 5,32-5,28 (m, 1H), 4,56-4,43 (m, 6H), 4,27 (t, J = 6,85
Hz, 4H), 4,20-4,17 (m, 1H), 4,05 (t, J = 12,2 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,49-2,41 (m, se solapa con el pico del disolvente),
2,25 (t, J = 7,4 Hz, 4H), 2,15 (m, 4H), 2,04-2,02 (a m, 1H), 1,80-1,73 (m, 8H), 1,62-1,10 m, 24H), 0,77 (s, 3H); HRMS:
(m/z) [M + H]* calculado para CszH116CIN16031S2 1919,7117; encontrado 1919,7098.

Sintesis de B9 (compuesto de referencia)
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Se hinché resina de carbonato de p-nitrofenilo Wang y poliestireno comercialmente disponible (250 mg, 0,15 mmol)
se hinchd en DMF (5 ml durante 5 min) y se hizo reaccionar con una disolucién de 2,2’-(etano-1,2-
diilbis(oxi))dietanoamina (250 pl), DIPEA (500 pl) y DMAP (2,5 mg) en DMF (4,5 ml) durante 12 h a temperatura
ambiente con agitacion. Se lavé la resina con DMF (3 x 5 ml durante 1 min), MeOH (3 x 5 ml durante 1 min) y de nuevo
DMF (3 x 5 ml durante 1 min). Se preparé una disolucion de acido 5-azido valérico (65 mg, 0,45 mmol), HATU (171
mg, 0,45 mmol) y DIPEA (148 ul, 0,9 mmol) y se hizo reaccionar inmediatamente con la resina durante 1 h a
temperatura ambiente con agitacion. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 5 ml) se prepar6 una disolucién de Cul (2,9 mg,
0,015 mmol), TBTA (8 mg, 0,015 mmol) y acido 5-hexinoico (51 mg, 50 pl, 0,45 mmol) en una mezcla de DMF (1 ml)
y THF (1 ml) y se hizo reaccionar con la resina durante 24 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min
x 5 ml), disolucion de EDTA ac. 50 mM (3 x 1 min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x 5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindi6é
el compuesto agitando la resina con una mezcla de TFA (2,2 ml), TIS (50 wl), H20 (50 pl), m-cresol (100 wl) y tioanisol
(100 pl) durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavo la resina con TFA (1 x 5 min x 2,5 ml) y se afadieron las
disoluciones de lavado y escisiébn combinadas gota a gota a dietil éter helado (100 ml). Se recogi6 el precipitado
mediante centrifugacion y se purifico el producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con
respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Tras la liofilizacion, se recogio el compuesto del titulo como
un polvo blanco (21 mg, 54 umol, 36%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 7,90-7,86 (m, 5H), 4,29 (t, J = 7,0 Hz, 2H), 3,60-3,51 (m, 6H), 3,40 (t, J = 6,1
Hz, 2H), 3,20 (q, J = 5,8 Hz, 2H), 3,00-2,96 (m, 2H), 2,62 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,26 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 2,10 (t, J=7,4
Hz, 2H), 1,85-1,74 (m, 4H), 1,46-1,42 (m, 2H); "3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 174,8, 172,4, 146,7, 122,3,
70,1, 69,8, 69,5, 67,2, 49,4, 39,0, 38,9, 35,0, 33,6, 29,8, 24,9, 24,8, 22,7; HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para
C17H32N505 386,2398; encontrado 386,2403.

Sintesis de B10 (compuesto de referencia)

NH,
s
O
HQOC _-COgH
s j\m A A/j Jn,
7 Tﬁ 7N
n=N N=y
HO HOOC COOH OH
o} o

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2735348 T3

Se hincho resina de carbonato de p-nitrofenilo Wang y poliestireno comercialmente disponible (500 mg, 0,3 mmol) se
hinché en DMF (5 ml durante 5 min) y se hizo reaccionar con una disolucién de 2,2’-(etano-1,2-diilbis(oxi))dietanoamina
(500 pl), DIPEA (500 pl) y DMAP (5 mg) en DMF (4 ml) durante 12 h a temperatura ambiente con agitacion. Se lavo
la resina con DMF (3 x 5 ml durante 1 min), MeOH (3 x 5 ml durante 1 min) y de nuevo DMF (3 x 5 ml durante 1 min).
Se preparé una disolucion de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (532 mg, 0,9 mmol), HBTU (341 mg, 0,9 mmol), HOBt (138 mg,
0,9 mmol) y DIPEA (298 pl, 1,8 mmol) y se hizo reaccionar inmediatamente con la resina durante 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 5 ml) se elimind el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF
(1 x1min x5 miny 2 x 10 min x 5 ml) y se lavé la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml) antes de que se iniciara la
siguiente etapa de acoplamiento. En lo siguiente, se extendi6 el péptido con Fmoc-Asp(OtBu)-OH dos veces seguido
por 5-azido-valerato. Con este fin, se preparé una disolucién de acido (1,2 mmol), HATU (465 mg, 1,2 mmol) y DIPEA
(397 wl, 2,4 mmol) en DMF (5 ml) y se hizo reaccionar con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion
suave. Se sigui6 cada acoplamiento por una etapa de lavado con DMF (6 x 1 min x 5 ml) y desproteccién con Fmoc
tal como se describio anteriormente. Tras el acoplamiento de la azida, se prepard una disolucion de Cul (76 mg, 0,12
mmol), TBTA (21 mg, 0,12 mmol) y acido 5-hexionico (440 pl, 1,2 mmol) en una mezcla de DMF (2,5 ml) y THF (2,5
ml) y se hizo reaccionar con la resina durante 48 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml),
disolucién de EDTA ac. 50 mM (3 x 1 min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x 5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindio el
compuesto agitando la resina con una mezcla de TFA (4,4 ml), TIS (100 pl), H2O (100 pl), m-cresol (200 wl) y tioanisol
(200 pl) durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavé la resina con TFA (1 x 5 min x 5 ml) y se afadieron las
disoluciones de lavado y escisiébn combinadas gota a gota a dietil éter helado (100 ml). Se recogi6 el precipitado
mediante centrifugacion y se purificd el producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A/ el 5% de B con
respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Tras la liofilizacion, se recogio el compuesto del titulo como
un polvo blanco (64 mg, 53 umol 17%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 8,25-8,22 (m, 3H), 8,09 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,85 (s, 2H), 7,78-7,73 (a m, 3H),
7,66 (d, J=7,9 Hz, 1H), 7,59 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 4,55-4,44 (m, 4H), 4,29 (t, J = 7,0 Hz, 4H), 4,14-4,09 (m, 2H), 3,60-
3,55 (m, 6H), 3,40 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,22-3,19 (m, 2H), 3,01-2,92 (m, 4H), 2,73-2,44 (m, se solapa con el pico del
disolvente), 2,26 (t, J = 7,4 Hz, 4H), 2,15 (t, J = 7,2 Hz, 4H), 1,85-1,74 (m, 7H), 1,70-1,60 (a m, 1H), 1,55-1,14 (a m,
9H); HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para CsoH79N14021 1211,5539; encontrado 1211,5515.

Sintesis de B11 (compuesto de referencia)
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Se hinché Fmoc-Cys(Trt) precargado comercialmente disponible en resina Tentagel (500 mg, 0,415 mmol, RAPP
polymere) en DMF (3 x 5 min x 5 ml), se eliminé el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x5 mly 2 x
10 min x 5 ml) y se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml). Se preparé una disolucién de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (736
mg, 1,25 mmol), HBTU (472 mg, 1,25 mmol), HOBt (191 mg, 1,25 mmol) y DIPEA (412 pl, 2,5 mmol) y se hizo
reaccionar inmediatamente con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacion. Tras lavar con DMF (6 x
1 min x 5 ml) se eliminé el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x5 miny 2 x 10 min x 5 ml) y se lavo
la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml) antes de que se iniciara la siguiente etapa de acoplamiento. En lo siguiente, se
extendid el péptido con Fmoc-Asp(OtBu)-OH dos veces seguido por 5-azido-valerato. Con este fin, se preparé una
disolucién de acido (1,7 mmol), HATU (643 mg, 1,7 mmol) y DIPEA (549 ul, 3,3 mmol) en DMF (5 ml) y se hizo
reaccionar con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién suave. Se sigui6é cada acoplamiento por
una etapa de lavado con DMF (6 x 1 min x 5 ml) y desproteccién con Fmoc tal como se describié anteriormente. Tras
el acoplamiento de la azida, se preparé una disolucion de Cul (106 mg, 0,17 mmol), TBTA (29 mg, 0,17 mmol) y
alquino 10 (455 mg, 1,7 mmol) en una mezcla de DMF (2,5 ml) y THF (2,5 ml) y se hizo reaccionar con la resina
durante 48 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml), disolucion de EDTA ac. 50 mM (3 x 1
min x 5 ml), DMF (3 x 1 min x 5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindié el compuesto agitando la resina con una
mezcla de TFA (4,4 ml), TIS (100 wl), H2O (100 pl), m-cresol (200 pl) y tioanisol (200 ul) durante 2 h a temperatura
ambiente. Se lavo la resina con TFA (1 x 5 min x 5 ml) y se afiadieron las disoluciones de lavado y escisién combinadas
gota a gota a dietil éter helado (100 ml). Se recogio el precipitado mediante centrifugacion y se purificd el producto
mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A / el 80% de B a lo largo de 20
min). Tras la liofilizacién, se recogio el compuesto del titulo como un polvo blanco (68 mg, 45 umol, 10%).

"H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & [ppm] = 13,01 (s, 2H), 8,32 (s, 4H), 8,21 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 8,09 (d, J = 8,1 Hz, 1H),
8,05(d, J=7,9 Hz, 1H), 7,87 (s, 2H), 7,74 (d, J = 7,84 Hz, 1H), 7,61 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 4,55-4,45 (m, se solapa con el
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pico de agua amplio), 4,40-4,34 (m, se solapa con el pico de agua amplio), 4,29 (t, J = 7,0 Hz, se solapa con el pico
de agua amplio), 4,24-4,22 (m, se solapa con el pico de agua amplio), 3,07-2,94 (a m, 2H), 2,90-2,41 (m, se solapa
con el pico del disolvente), 2,15 (t, J= 7,1 Hz, 4H), 1,99-1,92 (m, 4H), 1,82-1,74 (m, 4H), 1,71-1,24 (a m, 10H); HRMS:
(m/z) [M + H]* calculado para Cs1H74N21023Ss 1508,3864; encontrado 1508,3861.

Sintesis de B12 (compuesto de referencia)

SH
COOH

HQOC. O, NH _-COOH
o] H o] o} H H o]
/\/\)]\ N N \)J\ N N N : N J]\/\/\
é H i H H H N
N= Q =
HO COOH

=N

z-Z

o)
Hooc” 00

o o]

OH

Se hinché Fmoc-Cys(Trt) precargado comercialmente disponible en resina Tentagel (500 mg, 0,415 mmol, RAPP
polymere) en DMF (3 x 5 min x 5 ml), se eliminé el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x5 mly 2 x
10 min x 5 ml) y se lavé la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml). Se prepar6 una disolucién de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH (736
mg, 1,25 mmol), HBTU (472 mg, 1,25 mmol), HOBt (191 mg, 1,25 mmol) y DIPEA (412 pl, 2,5 mmol) y se hizo
reaccionar inmediatamente con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién. Tras lavar con DMF (6 x
1 min x 5 ml) se eliminé el grupo Fmoc con piperidina al 20% en DMF (1 x 1 min x5 miny 2 x 10 min x 5 ml) y se lavo
la resina con DMF (6 x 1 min x 5 ml) antes de que se iniciara la siguiente etapa de acoplamiento. En lo siguiente, se
extendi6 el péptido con Fmoc-Asp(OtBu)-OH dos veces seguido por 5-azido-valerato. Con este fin, se preparé una
disolucién de acido (1,7 mmol), HATU (643 mg, 1,7 mmol) y DIPEA (549 pl, 3,3 mmol) en DMF (5 ml) y se hizo
reaccionar con la resina durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién suave. Se sigui6é cada acoplamiento por
una etapa de lavado con DMF (6 x 1 min x 5 ml) y desproteccién con Fmoc tal como se describié anteriormente. Tras
el acoplamiento de la azida, se prepar6 una disolucion de Cul (106 mg, 0,17 mmol), TBTA (29 mg, 0,17 mmol y acido
5-hexionico (609 pl, 1,7 mmol) en una mezcla de DMF (2,5 ml) y THF (2,5 ml) y se hizo reaccionar con la resina durante
48 h a temperatura ambiente. Tras lavar con DMF (3 x 1 min x 5 ml), disoluciéon de EDTA ac. 50 mM (3 x 1 min x 5 ml),
DMF (3 x 1 min x 5 ml) y DCM (3 x 1 min x 5 ml), se escindié el compuesto agitando la resina con una mezcla de TFA
(4,4 ml), TIS (100 pl), H2O (100 pl), m-cresol (200 pl) y tioanisol (200 pl) durante 2 h a temperatura ambiente. Se lavo
la resina con TFA (1 x 5 min x 5 ml) y se afiadieron las disoluciones de lavado y escisidn combinadas gota a gota a
dietil éter helado (100 ml). Se recogio el precipitado mediante centrifugacion y se purificd el producto mediante HPLC
de fase inversa (el 95% de A / el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 20 min). Tras la
liofilizacion, se recogio el compuesto del titulo como un polvo blanco (147 mg, 0,12 mmol, 30%).

"H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & [ppm] = 8,22-8,19 (m, 3H), 8,08 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 8,02 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,83 (s,
2H), 7,72 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,59-7,56 (m, 1H), 4,56-4,43 (m, 3H), 4,37-4,34 (m, 1H), 4,27-4,20 (m, 4H), 3,03-2,92
(m, 2H), 2,87-2,39 (m, se solapa con el pico del disolvente), 2,25 (t, J = 7,35 Hz, 4H), 2,13 (, J = 7,0 Hz, 4H), 1,83-
1,21 (a m, 16H); HRMS: (m/z) [M + H]* calculado para C47H70N13021S 1184,4524; encontrado 1184,4508.

Propiedades de conjugados de farmaco

Tanto el farmaco seleccionado como diana B7 como no seleccionado como diana B8 fueron igualmente toxicos in
vitro. Si se internalizaran conjugados de manera dependiente del receptor y se activaran a nivel intracelular, se
esperaria que el conjugado seleccionado como diana B7 se acumulase en células que expresan CAIX y fuera mas
téxico que el farmaco no seleccionado como diana B8. Este no parece ser el caso. Por tanto, los presentes han
planteado la hipétesis de que el conjugado se acumularia en el sitio tumoral, donde los agentes reductores (por
ejemplo, glutation liberado de células moribundas) escindirian el enlace disulfuro en el espacio extracelular y
conducirian a liberacion de farmaco. Entonces DM1 se difundiria en células adyacentes para actuar sobre su diana
intracelular. Se llevé a cabo un estudio de hallazgo con dosis preliminares con el conjugado B7. Incluso una dosis tan
baja como 6 nmol en 8 dias consecutivos condujo a una reduccién del volumen tumoral sustancial. Cinco dosis de 48
nmol en el plazo de seis dias erradicaron completamente el tumor pero mostraron algo de toxicidad. Finalmente, se
uso un programa terapéutico de 35 nmol en 8 dias consecutivos, que era bien tolerado en ratones que tenian un tumor
SKRC52 (figura 11). El 12° dia tras el inicio del tratamiento, dos ratones carecian de tumores y el volumen tumoral
promedio para todos los ratones habia descendido desde un volumen tumoral inicial de 200 mm?3 hasta por debajo de
50 mm3. Los dos ratones con regresion completa y uno del estudio de aumento de la dosis carecian de tumores 90
dias después del inicio de la terapia y, por tanto, se consideraron curados. Los tumores restantes volvieron a crecer.
De manera importante, los conjugados de control que carecen del ligando de selecciéon como diana, o grupo funcional
bivalente B2 sin la carga util no tuvieron un efecto antitumoral estadisticamente significativo.

(C) Restos de unién mediante examen de una biblioteca codificada por ADN

Las tecnologias quimicas para el descubrimiento de aglutinantes proteicos de alta afinidad proporcionan técnicas para
ir mas alla de los ligandos que se producen de manera natural para aplicaciones que seleccionan enfermedades como
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diana. Pueden construirse y examinarse bibliotecas quimicas combinatorias de tamafio sin precedentes etiquetando
moléculas organicas con fragmentos de ADN, que sirven como cédigos de barras de identificacién amplificables [grupo
Liu; grupo Neri]. Pueden sintetizarse bibliotecas quimicas codificadas por ADN, postuladas en primer lugar por Lerner
y Brenner [REF], con uno o dos conjuntos de moléculas presentadas en las extremidades de hebras de ADN
complementarias, produciendo bibliotecas quimicas de uno o dos farmacoéforos, respectivamente.

Los presentes inventores han estudiado una biblioteca quimica de autoensamblaje codificada por ADN (ESAC)
novedosa, que contiene 111.100 moléculas pequefias con el fin de identificar un nuevo resto de unién bivalente para
CAIX.

Sintesis de biblioteca quimica de autoensamblaje codificada por ADN (ESAC)

Se sintetizé una biblioteca ESAC de dos farmacoforos de 111.100 compuestos usando una estrategia quimica
novedosa que permite la identificacion basada en secuencias y cuantificacion de miembros de biblioteca. Se construyo
la biblioteca quimica de autoensamblaje codificada (ESAC) hibridando dos sub-bibliotecas de cadenas sencillas
purificadas y sintetizadas individualmente A y B. Los compuestos quimicos que portan un acido carboxilico, anhidrido,
éster de N-hidroxisuccinimida o grupos isotiocianato se acoplaron al grupo amino primario en el extremo 5 (sub-
biblioteca A) o extremo 3’ (sub-biblioteca B) de oligonucledtidos modificados para producir la biblioteca tal como se
muestra en la figura 13.

Sintesis de la sub-biblioteca A.

La sintesis de la sub-biblioteca codificada por ADN A de 550 compuestos la ha descrito Dumelin, C.E., Scheuermann,
J., Melkko, S. & Neri, D. en Bioconjugate chemistry 17, 366-370 (2006). En resumen, se hicieron reaccionar
oligonucleotidos de 48 meros (IBA GmbH) que portan un grupo amino libre en el extremo 5’ (o-diéster de fosfato de
aminohexilo) con elementos estructurales que contienen isotiocianato, cloruro de sulfonilo o acido carboxilico activado
para dar los correspondientes conjugados de amina, sulfonamida y tiourea. Las secuencias de oligonucleétido
siguieron el patron 5-GGA GCT TCT GAA TTC TGT GTG CTG XXX XXX CGA GTC CCA TGG CGC AGC-3, en
donde XXX XXX representa la secuencia codificante (6 nucleétidos) que identifica inequivocamente cada miembro de
biblioteca individual.

Sintesis de la sub-biblioteca B.

Se construyo la sub-biblioteca B usando oligonucleétidos modificados en 3’-amino de 41 meros, que se acoplaron
elementos estructurales de cloruro de sulfonilo, anhidrido de acido carboxilico, acido carboxilico y aminoacido
protegido con Fmoc activado para dar los correspondientes conjugados de amida o sulfonamida. Todos los
compuestos de biblioteca se acoplaron inicialmente al mismo oligonucleétido de la secuencia 5-CAT GGG ACT CG
ddd ddd CAG CAC ACA GAA TTC AGA AGC TCC-3’ (IBA GmbH), que se disefid para ser complementaria a los
oligonucleodtidos de la sub-biblioteca A y contenia una region espaciadora abasica de 6 nucledtidos (d, desoxiabasica),
que permite formacion de duplex prolifica con la region codificante de la sub-biblioteca.

Conjugacion de acidos carboxilicos y aminoacidos protegidos con Fmoc con oligonucledtido de la sub-biblioteca B con
-amino modificado:

Se afiadieron acidos carboxilicos o0 aminoacidos protegidos con Fmoc en dimetilsulféxido (DMSO, 12,5 ul, 100 mM),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) en DMSO (12 ul, 100 mM), N-hidroxisulfosuccinimida (S-NHS) en
DMSO/ H20 2:1, (10 wl, 333 mM) a DMSO (215 pl) y se dejaron en reposo a 30°C durante 30 min. Posteriormente, se
afnadié una mezcla de oligonucleétido de la sub-biblioteca B con amino modificado en H2O (5 pl, 5 nmol) y clorhidrato
de trietilamina en H,O (TEA = HCI, 50 yl 500 mM, pH 10,0) y se mantuvo la reaccion a 30°C durante 12 h. Se
extinguieron reacciones de conjugacion de acido carboxilico con clorhidrato de tris(hidroxilmetillaminometano en H,O
(Tris = HCI, 20 pl, 500 mM, pH 8,1) a 30°C durante 1 h. Se extinguieron reacciones de conjugacion de aminoacidos
protegidos con Fmoc y se desprotegieron con Tris en H2O (5 pl, 1 M) y TEA (5 wl) a 30°C durante 1 h. Tras la extincion
y desproteccion, se precipitd el conjugado del compuesto de ADN con EtOH antes de la purificacion mediante HPLC.
Se secaron a vacio durante la noche los conjugados de oligonucleétido-compuesto separados y recogidos, se
volvieron a disolver en H,O (100 pl), y se analizaron mediante ESI-CL-EM31.

Conjugacion de cloruros de sulfonilo con oligonucledtido de la sub-biblioteca B con 3’-amino modificado:

Se mezclaron cloruros de sulfonilo en acetonitrilo (MeCN, 25 pl, 100 mM) con hidrogenocarbonato de sodio en H,O
(25 pl, 1 M, pH 9,0), MeCN (100 ul), H20 (95 pl) y se hicieron reaccionar posteriormente con oligonucleétido de la sub-
biblioteca B con amino modificado en H2O (5 pl, 5 nmol) a 30°C durante 12 h. Se extinguio la reaccion con Tris = HCI
(20 pl, 500 mM, pH 8,1) a 30°C durante 1 h. Tras la extincién, se precipitd el conjugado del compuesto de ADN con
EtOH antes de la purificacion mediante HPLC. Se secaron a vacio durante la noche los conjugados de oligonucleétido-
compuesto separados y recogidos, se volvieron a disolver en H,O (100 pl), y se analizaron mediante ESI-CL-EM. Se
secaron a vacio los conjugados de oligonucleétido-compuesto separados y recogidos durante la noche, se volvieron
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a disolver en H20 (100 pl), y se analizaron mediante ESI-CL-EM.
Conjugacion de anhidridos de acido carboxilico con oligonucledtido de la sub-biblioteca B con 3’-amino modificado:

Se mezclaron anhidridos de acido carboxilico en DMSO (25 pl, 100 mM) con hidrogenofosfato de sodio en H,O (25 pl,
500 mM, pH 7,1), DMSO (195 pl), H20 (35 ul) y se hicieron reaccionar posteriormente con oligonucleétido de la sub-
biblioteca B con amino modificado en H2O (5 ul, 5 nmol) durante la noche a 30°C. Se extinguio la reaccion con Tris =
HCI (20 pl, 500 mM, pH 8,1) a 30°C durante 1 h. Tras la extincion, se precipitd el conjugado del compuesto de ADN
con EtOH antes de la purificacion mediante HPLC31. Se secaron a vacio durante la noche los conjugados de
oligonucleétido-compuesto separados y recogidos, se volvieron a disolver en H>O (100 pl), y se analizaron mediante
ESI-CL-EM.

Para marcar inequivocamente miembros de biblioteca en la sub-biblioteca B, se extendieron conjugados de
oligonucledtido-compuesto individuales con una secuencia identificadora uUnica. Con este fin, se usaron 202
oligonucleodtidos de codigo de 39 meros de secuencia 5-CCT GCA TCG AAT GGA TCC GTG XXX XXX XX GCA GCT
GCG C-3’ (IBA GmbH), donde XXX XXX XX denota una region de cédigo de 8 digitos. Se ligaron los 202 conjugados
de oligonucleotido-compuesto purificados por HPLC con estos oligonucledtidos codificantes con la ayuda de un
oligonucledtido adaptador quimérico (ADN/ARN) (5-CGA GTC CCA TGG CGC AGC TGC-3’, en negrita: porciones
de ARN), que es complementario a ambos, los conjugados de oligonucledtido-compuesto de la sub-biblioteca B y los
oligonucledtidos de codigo de la sub-biblioteca B. Finalmente, se eliminé el oligonucledtido adaptador mediante
tratamiento con ARNasa H (New England Biolabs).

Protocolo de ligacion: se mezclaron conjugado de oligonucledtido-compuesto de la sub-biblioteca B en H,O (50 pl,
2 uM), oligonucleodtido de codigo de la sub-biblioteca B en H2O (10 pl, 15 uM), oligonucleétido adaptador de ARN/AND
quimérico de la sub-biblioteca B en H>O (10 ul, 30 uM), tampdn de reaccién de ligacion 10x (10 ul, New England
Biolabs) y H>O (19,5 pul) y se calentaron hasta 90°C durante 2 min antes de que se dejara enfriar la mezcla hasta 22°C.
Se afadio ligasa de ADN T4 (0,5 ul, New England Biolabs) y se realiz6 ligacion a 16°C durante 10 horas antes de
inactivar la ligasa a 70°C durante 15 min.

Hibridacién de biblioteca y transferencia de cédigo a la hebra de la sub-biblioteca A.

Para obtener la biblioteca final, se hibridaron en primer lugar las sub-bibliotecas A y B, dando como resultado una
coleccion de duplex combinatoria, en donde cada miembro de la sub-biblioteca A podia emparejarse con cada
miembro de la sub-biblioteca B. Para la identificacion inequivoca de cualquier combinaciéon de farmacéforo dual
mediante secuenciacion de alto rendimiento, la informacion de codificacion para A y B ha de proporcionarse en la
misma hebra de ADN. Esto se logré mediante una extension de la hebra de la sub-biblioteca A asistida por polimerasa
Klenow de los heteroduplex A/B, que transfirié la informacién de codificacion de la hebra de la sub-biblioteca B a la
hebra de la sub-biblioteca A. Protocolo de hibridacion y codificacion de Klenow: se mezclaron la sub-biblioteca A en
H20 (115 ul, mezcla equimolar de todos los miembros de biblioteca, concentracion total 864 nM), y sub-biblioteca B
en H>O (100 pl, mezcla equimolar de todos los miembros de biblioteca, concentracion total 1 uM), tampdn de reaccion
NEB> 10x (100 pl, New England Biolabs) y H2O (685 pl) y se calentaron hasta 90°C durante 2 min, luego se enfriaron
hasta 22°C. Se purifico la biblioteca hibridada con columnas de eliminacién de nucleétidos (Qiagen, elucion con 6 x
140 pl de tampodn EB de Qiagen en seis columnas separadas). Para la codificacién de Klenow, se mezclaron biblioteca
ESAC hibridada y purificada en tampoén EB (800 pl), tampdn de reaccion NEB, 10x (100 ul, New England Biolabs),
mezcla de disolucion de desoxinucleotidos (ANTP) (100 pl, 500 uM, concentracion final 50 uM, New England Biolabs)
y fragmento Klenow (10 pl, New England Biolabs) y se incubaron a 37°C durante 30 min.

Clonacion, expresion y biotinilacién de CAIX.

Se cloné CAIX humana etiquetada con His6 recombinante y se expresé tal como se describe por J.K. Ahlskog et al.
en British Journal of Cancer 101, 645-657 (2009). La proteina se biotinilé quimicamente con NHS-biotina EZ-Link
(Thermo Scientific) para examen de afinidad segun instrucciones del proveedor.

Examen de afinidad de la biblioteca ESAC frente a CAIX.

Se realizaron selecciones de afinidad usando un procesador de particulas magnéticas KingFisher (Thermo Scientific).
Se resuspendieron perlas magnéticas recubiertas con estreptavidina (0,1 mg) en PBS (100 pul, NaPi 50 mM, NaCl 100
mM, pH 7,4) y se incubaron posteriormente con CAIX biotinilada (100 pl, concentraciéon de 0,1 uM o 1,0 uM) durante
30 min con mezclado suave continuo. Se lavaron perlas recubiertas con CAIX tres veces con PBST (200 pl, NaPi 50
mM, NaCl 100 mM, Tween 20 al 0,05% v/v, pH 7,4) que se complemento con biotina (100 uM) con el fin de bloquear
sitios de unidn restantes en estreptavidina, y se incubaron posteriormente con la biblioteca ESAC (100 pl,
concentracion total de 100 nM, en PBST) durante 1 h con mezclado suave continuo. Tras retirar miembros de biblioteca
no unidos lavando cinco veces con PBST (200 pl), se resuspendieron perlas que portan miembros de biblioteca unidos
en tampon EB (100 pl, kit de purificacion mediante PCR QlAquick, Qiagen) y se separaron los conjugados de ADN-
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compuesto de las perlas mediante desnaturalizacion térmica de estreptavidina y CAIX (95°C durante 5 min). Se
amplifico el ADN de los miembros de biblioteca eluidos mediante PCR, introduciendo al mismo tiempo cédigos de
barras de ADN especificos de la seleccion adicionales, y se sometié a secuenciacion de ADN de alto rendimiento
lllumina®.

En multiples experimentos de seleccion, se encontrd que el par de farmacoféros A-493/B-202 estaba muy enriquecido
(figura 14), en comparacion con la biblioteca no seleccionada y con los demas miembros de biblioteca tras seleccion
de CAIX (enriquecimiento de >200 veces):

Estudios de unién in vitro

Se conjugaron en primer lugar A-493 y B-202 con acidos nucleicos bloqueados con amino modificado complementarios
de 8 meros marcados fluorescentemente (LNA™), se dejé que formaran una estructura de heteroduplex y se
sometieron a mediciones de afinidad de polarizacion de fluorescencia frente a CAIX. Se realizaron mediciones de
polarizacion de fluorescencia (FP) incubando sonda marcada fluorescentemente 5 nM y anhidrasa carbénica humana
recombinante 1X con concentraciones crecientes durante 1 h a 22°C. Se midié la FP en un lector de placas de modo
multiple Spectra Max Paradigm (Molecular Devices). En LNA™, la combinacion A-493/B-202 revel6 una constante de
disociacion de 14,6 + 0,7 nM, mientras que B-202 (acetazolamida) solo tuvo una Ky de 34,9 + 0,9 nM.

Sintesis de ligandos de CAIX de referencia con v sin fluoréforos

A continuacion, se sintetizaron compuestos quimicos unidos que tenian restos de unidn con vy sin fluoréforos que
tenian las estructuras mostradas en la figura 16 usando procedimientos de acoplamiento en fase sélida convencionales
usando diversos espaciadores, que contienen un sitio de modificacion para una conjugacién de fluoréforo opcional.
Se realizaron sintesis representativas (compuestos C5a y C5c) tal como sigue.

N-[4.4-bis(4-hidroxifenil)pentanoil]-B-aspartil- B-aspartil-N-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etil}-6-(4-{4-oxo0-4-[(5-sulfamoil-
1,3,4-tiadiazol-2-il)amino]butil}-1H-1,2,3-triazol-1-il)-L-norleucinamida (C5a)

En primer lugar se hinchd O-bis-(aminoetil)etilenglicol precargado comercialmente disponible en resina de ftritilo
(200 mg, 0,12 mmol) en DCM (3 x 5 min x 2 ml) y luego en DMF (3 x 5 min x 2 ml). Se disolvieron azidolisina protegida
con Fmoc (142 mg, 0,36 mmol), HBTU (137 mg, 0,36 mmol), HOBt-H,O (55 mg, 0,36 mmol) y DIPEA (119 ul, 0,72
mmol) en DMF (2 ml), se dejo reposar la mezcla a 22°C durante 15 min y luego se hicieron reaccionar con la resina
durante 1 h con agitacion suave. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 2 ml) se elimin6 el grupo Fmoc con piperidina al 20%
en DMF (1 x2minx 2 mly 2 x 10 min x 2 ml) y se lavo la resina con DMF (6 x 1 min x 2 ml) antes de que se extendiera
el péptido 2x con éster a-terc-butilico de acido N-a-Fmoc-L-aspartico (148 mg, 0,36 mmol) y acido 4,4-bis(4-
hidroxifenil)valérico (103 mg, 0,36 mmol) en el orden indicado usando las mismas condiciones de acoplamiento
(HBTU/HOBt-H2O/DIPEA) y desproteccion de Fmoc (el 20% de piperidina en DMF) mencionadas anteriormente.
Después de la ultima etapa de acoplamiento de péptidos, se preparé una disolucién de Cul (2,3 mg, 0,01 mmol), TBTA
(6,4 mg, 0,01 mmol) y alquino 10 (99 mg, 0,36 mmol) en una mezcla de DMF (1 ml) y THF (1 ml) y se hizo reaccionar
con la resina a 22°C durante 2 h. Tras lavar con DMF (6 x 1 min x 2 ml), se escindi6 el compuesto agitando la resina
con una mezcla de TFA (4,5 ml), TIPS (250 pl) y H2O (250 pl) a 22°C durante 2 h. Se lavé la resina con TFA (1 x 5min
x 2 ml) y se afiadieron las disoluciones de lavado y escisién combinadas gota a gota a dietil éter helado (50 ml). Se
recogi6 el precipitado mediante centrifugacion y se purifico el producto mediante HPLC de fase inversa (el 95% de A
/ el 5% de B con respecto al 20% de A/ el 80% de B a lo largo de 30 min). Tras la liofilizacion, se recogié el compuesto
del titulo como un polvo blanco (49 mg, 46 umol, el 38% de rendimiento).

H-RMN (500 MHz, DMSO-de): 5 13,01 (s, 1H), 9,19 (a. s, 2H), 8,33 (s, 2H), 8,19 (d, J = 8,0, 1H), 8,09 (d, J = 7,9, 1H)
7,91 (d, J=8,1, 1H), 7,88 (t, J = 6,0, 1H), 7,84 (s, 1H), 7,79 (a. s, 3H), 6,92 (d, J = 8,4, 4H), 6,64 (d, J = 8,4, 4H), 4,54
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-4,44 (m, 2H), 4,24 (t, J=7,2, 2H), 4,17 (td, J = 8,3, 5,5, 1H), 3,58 (t, J = 5,3, 2H), 3,56 - 3,50 (m,4H), 3,38 (t, J = 6,1,
2H), 3,24 - 3,15 (m, 2H), 2,97 (sext, J = 5,6, 2H), 2,65 (t, J = 7,5, 2H), 2,64 - 2,55 (m, 4H), 2,51 - 2,41 (m, 2H), 2,17 (t,
J =8,2, 2H) 1,94 (quin, J = 7,5, 2H), 1,88 - 1,82 (m, 2H), 1,75 (quin, J = 7,5, 2H), 1,66 - 1,60 (m, 1H), 1,53 - 1,46 (m,
1H), 1,45 (s, 3H), 1,28 - 1,17 (m, 2H). "C-RMN (125 MHz, DMSO-ds): § 172,84, 172,79, 172,30, 172,04, 171,62,
169,19, 169,09, 164,33, 161,09, 154,96, 146,06, 139,65, 139,58, 127,81, 121,84, 114,68, 69,68, 69,46, 68,85, 66,70,
52,34, 49,08, 48,70, 43,86, 38,70, 38,53, 37,14, 36,95, 36,75, 34,27, 31,36, 31,27, 29,44, 27,39, 24,42, 24,23, 22,28.
HRMS (ESI): m/z calculado para CusHe3sN12015S2 [M + H]*: 1075,3972; encontrado: 1075,3966.

N-[4,4-bis(4-hidroxifenil)pentanoil]-B-aspartil-B-aspartil-N-[2-(2-{2-[ (5-{4-[(6 E)-6-{(2E)-2-[3,3-dimetil-5-sulfo-1-(4-
sulfobutil)-1,3-dihidro-2H-indol-2-iliden]etiloideno}-2-{( E)-2-[3,3-dimetil-5-sulfo-1-(4-sulfobutil)-3H-indolio-2-
illetenil}ciclohex-1-en-1-illfenil}pentanoil)amino]etoxi}etoxi)etil]-6-(4-{4-oxo0-4-[(5-sulfamoil-1,3,4-tiadiazol-2-
illamino]butil}-1H-1,2,3-triazol-1-il)-L-norleucinamida (C5c)

A Cb5a (161 ug, 150 nmol) en DMSO (16,1 ul) se le afadio éster de NHS IRDye® 750 (99 ng, 83 nmol) en DMSO
(10 pl) seguido por DMF (100 pl) y DIPEA (2 pl, 12 umol). Se agito la disolucion a 22°C durante 2 h'y luego se extinguio
con hidrogenocarbonato de sodio (100 pl, 100 mM, pH 8,0) antes de purificar sobre HPLC de fase inversa (el 95% de
A/ el 5% de B con respecto al 40% de A/ el 60% de B a lo largo de 30 min). Se identificaron fracciones que contenian
conjugado de colorante a través de su espectro de UV/VIS caracteristico (Amax = 756 nm), se agruparon, se liofilizaron
y se disolvieron en DMSO (50 pl) para dar una disolucién de reserva verde oscuro. Se determind su concentracion y
el rendimiento de reaccion midiendo la absorbancia a 756 nm (e7s6 = 260’000 M- cm-') de muestras de reserva diluidas
1:200 en PBS (pH 7,4): 1,00 mM, 50 nmol, 60% de rendimiento. HRMS (MALDI/ESI dual): m/z calculado para
CasH121N14028Ss [M+]: 2085,6793; encontrado: 2085,6793.

Las afinidades de unién de los compuestos de sintesis de la figura 16 se caracterizaron entonces mediante polarizacion
de fluorescencia y mediante resonancia de plasmon superficial, tal como sigue.

Determinacion de afinidad de ligandos de CAIX mediante mediciones de polarizacién de fluorescencia (FP).

Se incubaron ligandos marcados con fluoresceina (5 nM diluido con PBS de reservas de DMSO, contenido de DMSO
final ajustado al 0,001%) a 22°C durante 1 h en una placa negra de 384 pocillos (Greiner, sin unién) en PBS (pH 7,4)
con concentraciones crecientes de CAIX hasta un volumen final de 60 pl. Se midio la anisotropia de fluorescencia en
un lector de placas de modo muiltiple Spectra Max Paradigm (Molecular Devices). Se realizaron experimentos por
triplicado y se ajustaron los valores de anisotropia medios a la siguiente ecuacién usando KaleidaGraph 4.1.3 (Synergy
Software),

A=l +in k)= fi2n + L0+ K, Y -4t |

e

en donde A es la anisotropia, [P]o la concentracion de proteinas total, [L]o la concentracion total del ligando marcado
fluorescentemente y Kp la constante de disociacion.

Determinacion de afinidad de ligandos de CAIX mediante mediciones de resonancia de plasmoén superficial (SPR).

Se llevaron a cabo experimentos de resonancia de plasmoén superficial a temperatura ambiente (25°C) usando un
instrumento Biacore™ T200 y chips CM5 (GE Healthcare). Para todas las mediciones, se us6 un tampoén PBS (pH
7,4) que contenia DMSO (5% v/v) y tensioactivo P20 (0,05% v/v, GE Healthcare). Se inmovilizé la proteina CAIX sobre
el chip a aproximadamente 3.000 unidades de respuesta usando EDC « HCI y NHS tal como describe el fabricante del
instrumento. Se usaron diluciones en serie de compuestos no marcados (de 0,08 nM a 620 nM en etapas de 1/2) como
analitos. Después de cada ciclo, se regenero la superficie del sensor mediante un tratamiento corto con DMSO (50%
v/v) en H20O. Los sensorgramas se corrigieron con disolvente y se analizé la cinética de unién con el software de
evaluacion Biacore™ T200 (version 2.0) usando un modo de unién Langmuir 1:1.

Los mejores aglutinantes presentaron un resto de Asp-Asp en el ligador (C5a y C5b) y un valor de Ky de 0,2 + 0,1 nM
mediante polarizacién de fluorescencia en disolucién. Las mediciones de SPR dieron constantes de disociacion
ligeramente mayores. El mejor aglutinante parecia ser uno con el ligador mas largo.

Las propiedades de unidn del mejor conjugado de A-493/B-202 se estudiaron ademas en células de cancer de rifion
humano SK-RC-52 mediante clasificacion celular activada por fluorescencia. Con estos fines, se reemplazo el resto
de fluoresceina con un colorante fluorescente en el infrarrojo cercano (IRDye® 750). Se usaron compuestos que
carecian del resto B o ambos restos A/B como controles en el experimento.

Cultivo celular.

Se mantuvieron células SK-RC-52 y HEK en medio RPMI (Invitrogen) complementado con suero bovino fetal (10%
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vlv, FCS, Life Technologies) y antibiético-antimicotico (AA, Life Technologies) a 37°C y el 5% de CO.. Para el pase,
se separaron células usando tripsina-EDTA al 0,05 % (Life Technologies) cuando se alcanza el 90% de confluencia y
se volvieron a sembrar a una dilucion de 1:10.

Analisis de union a ligando mediante citometria de flujo.

Se separaron células de placas de cultivo usando disolucion de EDTA (50 mM) en PBS (pH 7,4), se contaron y se
suspendieron hasta una concentracion final de 1,5 x 108 células ml' en una disolucién de FCS (1% v/v) / PBS (pH
7,4). Se centrifugaron alicuotas de 3 x 10° células (200 pl) y se resuspendieron en disoluciones de ligandos marcados
con IRDye® 750 (Licor) (30 nM) en FCS (1% v/v) en PBS (200 pl, pH 7,4) y se incubaron a 4°C durante 1 h. Se lavaron
las células una vez con 200 ul de FCS (1% v/v)/ PBS (pH 7,4), se centrifugaron, se resuspendieron en una disolucién
de yoduro de propidio (30 uM, Sigma-Aldrich) en FCS (1% v/v) / PBS (300 pl, pH 7,4) y se analizaron en un citbmetro
de flujo FACS Canto (BD Bioscience). Se us6 FlowJo version 8.7 (Treestar) para analisis de datos y visualizacion.

Estos experimentos mostraron que el compuesto marcado con IRDye 750 C5c (figura 17) tifié células con mas fuerza
que el correspondiente control de acetazolamida marcado con IRDye 750 C1a (figura 17). Estos resultados se
muestran en la figura 18.

Estudios de unién in vivo

Para experimentos de obtencion de imagenes VIS, a ratones que tenian tumores SK-RC-52 subcutaneos se les
inyecto por via intravenosa 3 nmol de ligandos de CAIX marcados con IRDye® 750 C1c, C5c y C6 (figuras 15,17)
disueltos en DMSO al 5% v/v en PBS pH 7,4 (150 pl). Se anestesiaron los ratones con isoflurano y se adquirieron
imagenes de fluorescencia en un sistema de obtencién de imagenes IVIS Spectrum (Xenogen, exposicion 1 s, factor
de agrupamiento 8, excitacion a 745 nm, filiro de emisién a 800 nm, f nimero 2, campo de visién 13,1). Se administrd
alimento y agua a voluntad entre mediciones. Posteriormente los ratones se sacrificaron mediante luxacion cervical.
Se extrajeron el corazon, pulmén, rifidn, higado, bazo, una seccion del intestino, misculo esquelético y el tumor y se
obtuvieron imagenes individualmente usando los parametros anteriores.

El colorante no seleccionado como diana C6 no se ubicé preferiblemente en el tumor en ningin momento, en total
analogia con agentes quimioterapicos convencionales. El derivado de acetazolamida C1c presentd una rapida
acumulacion preferencial en el tumor, pero se disocié gradualmente de la masa neoplasica a lo largo del tiempo. En
cambio, el ligando A-493/B-202 bidentado de alta afinidad C5c presenté una seleccion como diana de tumores
duradera y selectiva. La eficacia de la seleccién como diana de tumores de C5c y C1c (el 18% y el 3,7% de dosis
inyectada por gramo de a las 24 h, respectivamente) se comparé favorablemente con los datos de biodistribucion
obtenidos en el mismo modelo animal usando dos anticuerpos monoclonales humanos de alta afinidad en formato de
IgG.

Preparacién de un ligando radiomarcado que tiene propiedad de unién a CAIX

Un ligando anti-CAIX segun la presente invencién que tiene la siguiente estructura quimica:

M
L
HNOLE - -
Y
M
S o g ‘QH ) f’”‘ﬁH v}
Lo~ la IR J\ w M
Pt ot T R g T T T
£ NH2 0 £

se radiomarco con tecnecio 99m tal como sigue. Se mezclaron 50 pl de ligando (1,2 mM) en PBS desgasificado pH
7,4 con 50 pl de disolucion recién preparada de SnCl; (4 mg/ml) en agua MQ desgasificada, 100 ul de glucoheptonato
de Na (200 mg/ml) recién preparado en agua MQ desgasificada, y 600 ul de TBS pH 7,4. Se desgasifico la disolucion
durante al menos 5 min haciendo burbujear nitrogeno. Se afiadieron 200 ul de eluato generador *°mTc
(aproximadamente 200 MBq) a la disolucion, que luego se calentd hasta 90°C durante 20 min y se dejo enfriar hasta
temperatura ambiente.

Evaluacioén de la biodistribucion de ligando anti-CAIX radiomarcado

Se evalud el rendimiento de la biodistribucion del ligando marcado con tecnecio 99m en ratones tal como sigue. A
ratones balb/c nu/nu se les inyecto por via subcutanea 107 células de carcinoma de células renales SKRC52. Se dejo
que los tumores SKRC52 establecidos crecieran hasta un tamafio promedio de 500 mm? antes de recibir inyecciones
intravenosas del ligando radiomarcado. También se radiomarcé un ligando no seleccionado como diana / irrelevante
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con tecnecio 99m y se us6 como control negativo.

Seis horas después de la inyeccion, se sacrificaron los ratones, se extirparon érganos individuales y se analizaron
para determinar la captacion de ligando radiomarcado.

Los resultados expresados como dosis inyectada por gramo de tejido se muestran en la figura 19. Puede observarse
que el ligando de CAIX se ubicaba fuertemente en el tumor en comparacién con el ligando no seleccionado como
diana.

Sintesis de un farmaco de auristatina conjugado con un resto de unién a CAIX de molécula pequefia que tiene un
ligador peptidico que puede escindirse mediante catepsina B (compuesto de referencia)

Se muestran el esquema de reaccion y la estructura del conjugado de farmaco de este ejemplo de referencia en la
figura 20.

Se preparo el péptido AAZ-triazol-AspArgAspCys-COOH (1) tal como se describio previamente (Krall et. al., Angew.
Chem. Int. Ed. 2014, 53, 4231). Se afadi6é una disolucién de 1 (4,5 mg, 5 pmol) en PBS desgasificado pH 7,4 (1 ml) a
maleimidocaproilo — valina citrulina - para-amino carbamato de bencilo de monometil auristatina E comercialmente
disponible (MC-VC-PAB-MMAE (2), 6,5 mg, 4,9 umol) y se dej6 en reposo a temperatura ambiente durante 5 min.
MMAE es el resto toxico. MC-VC-PAB es el ligador que puede escindirse.

Se puirificd la mezcla sobre HPLC (Synergi RP Polar, MeCN al 5% en TFA ac. al 0,1% hasta el 80% a lo largo de
20 min) y se identificaron fracciones que contenian el producto mediante espectrometria de masas de baja resolucion.
Tras la liofilizacién, se recogié el producto como un polvo blanco (7,5 mg, 3,4 umol, 68%). HRMS: (m/z) [M + 2H"]
C98H153N2502833, 11 12,0234; encontrado 11 12,0237.

Evaluacién de la actividad antitumoral del conjugado de auristatina con resto de unién a CAIX y ligador peptidico que
puede escindirse de catepsina B.

Se evalud la actividad antitumoral del conjugado de farmaco tal como se muestra en la figura 19 tal como sigue. Los
resultados se muestran graficamente en la figura 20.

A ratones balb/c nu/nu se les inyect6 por via subcutanea 107 células de carcinoma de células renales SKRC52. Se
permitié que los tumores SKRC52 establecidos crecieran hasta un tamarfio promedio de 700 mm?3 antes de recibir
inyecciones intravenosas del SMDC a las siguientes dosis y esquemas: 50 nm en el dia 1 Unicamente; 25 nm cada
uno en el dia 1y dia 2; y 10 nm cada uno en los dias 1, 2, 3, 4 y 5. Se registraron los volumenes tumorales cada dia
con la ayuda de un calibrador digital. Se observé una actividad antitumoral significativa incluso a la dosis mas baja de
10 nmoles.

La figura 20 muestra que se observé una fuerte actividad antitumoral del SMDC en el modelo de carcinoma de células
renales SKRC52 establecido en ratones desnudos. Se observo la regresion de tumores con el tamario de 700 mm?3
con diferentes dosis y regimenes de tratamiento.
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REIVINDICACIONES

Ligando especifico para CAIX que tiene la formula:

NN HH
Wy B
K .
o “\gi__ﬂ ﬁ o
L A, .
] 0O ¢ M 0 ¢ OH O
PSS PPe Ny P
R "B .;grm g ™, I,.r M o, Wp %‘."ﬂz ﬂH
Moo n, 0 RSH

Ligando segun la reivindicacion 1, en el que el ligando esta radiomarcado con tecnecio 99m.
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