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DESCRIPCION
Dimeros de benzodiacepina unidos por heteroarileno, conjugados de los mismos y métodos de preparacion y uso
Campo técnico de la invencion
La presente invencion se refiere a dimeros de benzodiacepina que tienen un grupo heteroaromatico entre las dos
unidades diméricas, compuestos dimero-enlazador derivados de los mismos, conjugados de los mismos, métodos
para su preparacion y dichos dimeros, compuestos y conjugados para su uso en métodos.
Antecedentes de la técnica
Algunas citotoxinas de origen natural, tales como la tomaymicina y la antramicina, contienen un sistema de anillo de

benzodiacepina. Como reflejo de la presencia adicional de un anillo de pirrolidina condensado con el anillo de
diazepina, estos compuestos con frecuencia se denominan pirrolobenzodiacepinas o PBD.
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Las PBD poseen actividad antibiética y antitumoral, conduciendo este Ultimo rasgo a interesarse por ellos como
farmacos antineoplasicos. En cuanto al mecanismo, las PBD se unen al surco menor del ADN de forma selectiva de
secuencia y alquilan el ADN. Se ha estudiado la relaciéon estructura-actividad (REA) de diferentes sustituyentes
(Antonow et al. 2010; Thurston et al. 1999).

Estudios adicionales han demostrado que los dimeros de PBD se muestran especialmente prometedores como

agentes antineoplasicos. La estructura nucleo de un dimero de PBD tipico puede representarse por la férmula (A-1),
en la que X es un grupo de unién que conecta las dos mitades del dimero.
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Al igual que con las PBD monoméricas, los dimeros son unidores-alquilantes del surco menor del ADN. Al ser
bifuncional, la alquilacién por un dimero da como resultado ADN entrecruzado, lo que dificulta la reparacién del ADN.
(La alquilacion de ADN se produce a través del grupo imina. Las PDB que tienen uno de los grupos imina reducidos
aun pueden alquilar ADN, pero no pueden entrecruzarlo. Todavia son biolégicamente activas, aunque generalmente
menos, pero su perfil farmacocinético diferente puede ser preferible para algunas aplicaciones). Para obtener una
revision sobre la evolucion de los PBD como agentes antitumorales, desde mondmeros naturales hasta monémeros
sintéticos y dimeros sintéticos, véase Hartley 2011.

La REA de los dimeros de PBD se ha explorado a través de sustituyentes en los anillos A/A'y C/C', la insaturacion
en los anillos C/C', la estructura y la longitud del grupo de unién X y la oxidacion o reduccion de los dobles enlaces
de imina en los anillos B/B', y combinaciones de dichas caracteristicas. Véase Bose ef al. 1992, Gregson et al. 1999,
Gregson et al. 2001a y 2001b, Gregson et al. 2004, Gregson et al. 2009, Hartley ef al. 2012, Howard et al. 2007,
Howard et al. 2009a. Howard et al. 2010, Howard et al. 2013a y 2013b, Liu et al. 2007, Thurston et al. 1996,
Thurston et al. 2006 y Thurston et al. 2008. La mayoria de los dimeros de PBD se unen a través de un puente 8/8'
como se ha mostrado anteriormente, pero también se ha desvelado un puente 7/7' (Howard ef al. 2009b).

Un tipo de agente antineoplasico que esta generando un gran interés es un conjugado anticuerpo-farmaco (CAF,
también denominado inmunoconjugado). En un CAF, un agente terapéutico (también denominado farmaco, carga util
u ojiva) esta unido covalentemente a un anticuerpo cuyo antigeno es expresado por una célula cancerosa (antigeno
asociado a tumor). El anticuerpo, mediante la unién al antigeno, entrega el CAF al sitio del cancer. Alli, la escision
del enlace covalente o la degradacion del anticuerpo conduce a la liberacion del agente terapéutico. Por el contrario,
mientras el CAF circula en el sistema sanguineo, el agente terapéutico se mantiene inactivo debido a su enlace
covalente con el anticuerpo. Por tanto, el agente terapéutico utilizado en un CAF puede ser mucho mas potente (es
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decir, citotdxico) que los agentes quimioterapicos normales debido a su liberacion localizada. Para obtener una
revision sobre los CAF, véase Schrama et al. 2006.

Se han propuesto dimeros de PBD como farmaco en un CAF. La unién del enlazador que se conecta con el
anticuerpo puede realizarse a través de un grupo funcional ubicado en un anillo C/C', el grupo de unién X o por
adicion a través del grupo imina en un anillo B/B'. Véase Beau-Larvor et al. 2014, Bouchard et al. 2013, Commercon
et al. 2013ay 2013b, Flygare et al. 2013, Gauzy et al. 2012, Howard 2104a-2014e, Howard et al. 2011, Howard et al.
2013c y 2013d, Howard et al. 2014a-2014 h, Jeffrey et al. 2013, Jeffrey et al. 2014a y 2014b, y Zhao et al. 2014.

También se ha propuesto otro tipo de dimero de benzodiacepina como farmaco para su uso en CAF.
Estructuralmente, este tipo puede verse como un dimero de PBD que tiene adicionalmente un anillo de fenilo
condensado con cada uno de los anillos C/C', como se muestra en las formulas (A-2) y (A-3). Véase Chari et al.
2013, Li et al. 2013, Fishkin et al. 2014, Li et al. 2014.

-X-0

(A-2)

(A-3)

También se han desvelado compuestos de benzodiacepina que tienen otros sistemas de anillo, tales como una
tetrahidro-isoquinolino[2,1-c][1,4]benzodiacepina. Kothakonda et al. 2004.

Fishkin et al. 2012 describe compuestos de benzodiacepinas Utiles en la preparacién de conjugados.

Las citas completas de los documentos citados en el presente documento por el primer autor o inventor y el afio se
enumeran al final de la presente memoria descriptiva.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona nuevos dimeros de benzodiacepina, en los que al menos una de las unidades de
benzodiacepina tiene un sistema de anillo de tetrahidroisoquinolina (THIQ) condensado con un sistema de anillo de
benzodiacepina y tiene adicionalmente un resto heteroarileno en el puente que une las dos unidades diméricas.
Opcionalmente, el enlace de imina en el sistema de anillo de benzodiacepina puede reducirse.

Sistema de anillo
o de benzodiacepina

Ambas unidades (mitades) del dimero pueden tener un sistema de anillo de THIQ ("dimero THIQ-THIQ" u
"homodimero THIQ") o una unidad puede tener un sistema de anillo de THIQ mientras que la otra unidad tiene un
sistema de anillo de benzodiacepina diferente, tal como un sistema de anillo de PBD (generalmente, un
"heterodimero de THIQ" o, en este ejemplo particular, un "dimero THIQ-PBD"). En un dimero THIQ-THIQ, las dos
unidades pueden ser idénticas ("dimero THIQ-THIQ simétrico") o diferentes ("dimero THIQ-THIQ asimétrico").

Por tanto, la presente invencién proporciona un dimero de benzodiacepina que tiene una estructura representada
por la férmula (1):
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R' es de acuerdo con la formula (la) o la formula (Ib):

(I2) / ':Gi (Ib)

cada Gy G'es C o N, a la condicién de que no mas de dos G o dos G' sean N; cada R? es independientemente
H o alquilo C+-Cs;
cada R3®y R* es independientemente H, F, Cl, Br, OH, alquilo C4-C3, O(alquilo C+-C3), ciano, (CH2)o.sNH2 0 NO;

cada linea doble — en un sistema de anillo de diazepina representa independientemente un enlace sencillo o
un doble enlace;

cada R® es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble
—— es un doble enlace;

cada R® es H, OH, SO3Na o SOsK si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta
ausente si la linea doble — es un doble enlace;

cada R, R&, R? y R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs, C=C(CH>)1.5X2, OH, O(alquilo C+-Cs), ciano, NO,
F, Cl, Br, O(CH2CH20)1.g(alquilo C1.3), (CH2)0-5X?, O(CHz)2-5X?, cicloalquilo o heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros
sin sustituir o sustituido con (CHz)o.sX? u O(CH2)25X?, arilo o heteroarilo de 5 a 6 miembros sin sustituir o
sustituido con (CH2)o-5X2 u O(CH2)2-5X2,
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o donde un R, R® R® 0 R'% esta unido a un G o G' que es N, tal como R7, R8, R® 0 R10 esta ausente; las lineas
de puntos en el anillo C de la férmula (Ib) indican la presencia opcional de un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-
R'": R" es H, =0, =CH,, =CH(alquilo C4-Cs), CH=CH(CH3)1.5X2, C=C(CH.)1.5X?, alquilo C4-Cs, OH, O(alquilo Cs-
Cs), ciano, NO,, F, Cl, Br, O(CH;CHO)s(alquilo C1.3), (CH2)osX? arilo de 4 a 7 miembros, heteroarilo,
cicloalquilo o heterocicloalquilo sin sustituir o sustituido con (CHg)osX?, O(CHz)25X? cicloalquilo o
heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)o.5X2 u O(CH2)25X?, arilo o heteroarilo de
5 a 6 miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)o-5X? u O(CHz)25X?;

R'" esta ausente si hay presente un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-R"" y de lo contrario es H;

cada X? es independientemente H, F, Cl, Br, OH, O(alquilo C4-C3), O(alquileno C4-C3), CO2H, N3, CN, NO,,
COy(alquilo C4-C3), NH2, NH(alquilo C4-Cs), N(alquilo C+4-Cs)2, SH, CHO, N(CH>CHz):N(alquilo C4-C3), NHNH. o
C(=O)NHNH_; cada Y es independientemente CH,, C=0 o CHR'?; en la que cada R'? es independientemente F,
Cl, Br o alquilo C+-C3; e Y' e Y" son independientemente CH,, C=0 o CHR'%; en la que cada R'? es
independientemente F, CI, Br o alquilo C+4-C3, a condicién de que esté presente al menos uno de Y'e Y";

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En ofra realizacion, la presente invencién proporciona un conjugado que comprende un dimero de férmula (1) unido
covalentemente a un resto de direccionamiento que se une especificamente o preferentemente a una entidad
quimica en una célula diana, célula diana que es preferentemente una célula cancerosa. Preferentemente, el resto
de direccionamiento es un anticuerpo, mas preferentemente un anticuerpo monoclonal; incluso mas preferentemente
un anticuerpo monoclonal humano, y la entidad quimica es un antigeno asociado a tumor. El antigeno asociado a
tumor puede ser uno que se presenta en la superficie de una célula cancerosa o uno que es secretado por una
célula cancerosa en el espacio extracelular circundante. Preferentemente, el antigeno asociado a tumor es uno que
es sobreexpresado por la célula cancerosa en comparacion con las células normales o uno que es expresado por las
células cancerosas pero no por las células normales.

En otra realizacion, se proporciona un dimero de acuerdo con la férmula (I) unido covalentemente a un resto
enlazador que tiene un grupo funcional reactivo, adecuado para la conjugacién con un resto de direccionamiento.

En ofra realizacion, se proporciona un dimero de la presente invencion o un conjugado del mismo con un resto de
direccionamiento para su uso en un método para tratar un cancer en un sujeto que padece dicho cancer, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un dimero de la presente invenciéon o un
conjugado del mismo con un resto de direccionamiento. En otra realizacién, se proporciona el uso de un dimero de
la presente invencién o un conjugado del mismo con un resto de direccionamiento para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer en un sujeto que padece dicho cancer. Un dimero de la presente
invencion o un conjugado del mismo con un resto de direccionamiento también puede usarse para inhibir la
proliferacion, in vitro, ex vivo o in vivo, de células cancerosas. Especialmente, el cancer puede ser cancer de pulmoén
o gastrico.

Breve descripcion de los dibujos

Las Fig. 1, 2, 3, 4, 5, 19A, 19B y 21 muestran esquemas para la sintesis de diversos intermedios Utiles en la
preparacion de dimeros de la presente invencion.

Las Fig. 6, 8, 9, 11, 14, 16, 18 y 22 muestran esquemas para la sintesis de diversos dimeros de la presente
invencion.

Las Fig. 7A, 7B, 10, 12A, 12B, 13, 15, 17 y 20 muestran esquemas para la sintesis de diversos dimeros-
enlazadores de la presente invencion.

Descripcion de realizaciones
Definiciones

"Anticuerpo” significa anticuerpos completos y cualquier fragmento de unién a antigeno (es decir, "porcién de unién a
antigeno") o variantes monocatenarias de los mismos. Un anticuerpo completo es una proteina que comprende al
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menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena
pesada comprende una region variable de cadena pesada (Vn) y una region constante de cadena pesada que
comprende tres dominios, Chi1, Ch2 y Chz. Cada cadena ligera comprende una regioén variable de cadena ligera (VL o
Vi) y una region constante de cadena ligera que comprende un unico dominio, C.. Las regiones Vy y Vi pueden
subdividirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés), intercaladas con regiones marco (FR, por sus siglas en inglés)
mas conservadas. Cada Vy y V. comprende tres CDR y cuatro FR, dispuestas del extremo amino al extremo
carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Las regiones variables contienen un
dominio de union que interactda con un antigeno. Las regiones constantes pueden mediar la unién del anticuerpo a
los tejidos o factores del hospedador, incluyendo diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células
efectoras) y el primer componente (Clg) del sistema de complemento clasico. Se dice que un anticuerpo "se une
especificamente" a un antigeno X si el anticuerpo se une al antigeno X con una Kp de 5 x 10 M o menos, mas
preferentemente 1 x 108 M o menos, mas preferentemente 6 x 10° M o menos, mas preferentemente 3 x 10° M o
menos, incluso mas preferentemente 2 x 10° M o menos. El anticuerpo puede ser quimérico, humanizado o,
preferentemente, humano. La regién constante de la cadena pesada puede disefiarse por ingenieria genética para
que afecte al tipo o la extension de la glucosilacion, prolongue la semivida del anticuerpo, potencie o reduzca las
interacciones con las células efectoras o el sistema del complemento, o module alguna otra propiedad. La
modificacion por ingenieria industrial puede lograrse mediante el reemplazo, la adicién o la supresion de uno o mas
aminoacidos o mediante el reemplazo de un dominio con un dominio de otro tipo de inmunoglobulina o una
combinacion de los anteriores.

"Fragmento de unién a antigeno" y "porcion de unién a antigeno" de un anticuerpo (o simplemente "porcién de
anticuerpo” o "fragmento de anticuerpo”) significan uno o mas fragmentos de un anticuerpo que conservan la
capacidad de unirse especificamente a un antigeno. Se ha demostrado que la funcién de unién a antigeno de un
anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa, tal como (i) un fragmento
Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CL y Cha; (ii) un fragmento F(ab')z, un
fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos mediante un puente disulfuro en la region bisagra;
(iii) un fragmento Fab', que es esencialmente un Fab con parte de la regidn bisagra (véase, por ejemplo, Abbas et
al., Cellular and Molecular Immunology, 62 Ed., Saunders Elsevier 2007); (iv) un fragmento Fd que consiste en los
dominios V4 y Ch1; (V) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y V4 de un solo brazo de un anticuerpo, (vi)
un fragmento dAb (Ward et al. (1989) Nature 341: 544-546), que consiste en un dominio Vy; (vii) una region
determinante de la complementariedad (CDR) aislada; y (viii) un nanocuerpo, una region variable de cadena pesada
que contiene un Unico dominio variable y dos dominios constantes. Son fragmentos de unién a antigeno preferidos
los fragmentos Fab, F(ab'),, Fab', Fv y Fd. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V. y V4, estan
codificados por genes separados, pueden unirse, mediante métodos recombinantes, mediante un enlazador sintético
que les permite formarse como una sola cadena de proteina en la que las regiones V. y V4 se aparean para formar
moléculas monovalentes (conocidas como Fv monocatenario, o scFv); véase, por ejemplo, Bird et al. (1988) Science
242: 423-426; y Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Dichos anticuerpos monocatenarios
también estan incluidos en la expresion "porciéon de unidn a antigeno™ de un anticuerpo.

Un "anticuerpo aislado" significa un anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen
especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente al antigeno X
esta sustancialmente libre de anticuerpos que se unen especificamente a antigenos distintos del antigeno X). Un
anticuerpo aislado que se une especificamente al antigeno X puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con
otros antigenos, tales como moléculas X de otras especies. En determinadas realizaciones, un anticuerpo aislado se
une especificamente al antigeno X humano y no reacciona de forma cruzada con otros antigenos antigeno X (no
humanos). Por ofra parte, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o
agentes quimicos.

"Anticuerpo monoclonal" o "composicion de anticuerpo monoclonal" significa una preparacion de moléculas de
anticuerpo de composicion molecular unica, que muestra una especificidad y afinidad de unién Unica para un epitopo
particular.

"Anticuerpo humano" significa un anticuerpo que tiene regiones variables en las que tanto la region marco
conservada como la CDR (y la region constante, si esta presente) derivan de secuencias de inmunoglobulina de
estirpe germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir modificaciones posteriores, incluyendo
modificaciones naturales o sintéticas. Los anticuerpos humanos pueden incluir restos de aminoacidos no codificados
por secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por
mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vifro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, "anticuerpo
humano" no incluye anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de la estirpe germinal de otra especie
de mamifero, tal como un ratén, se han injertado en secuencias marco conservadas humanas.

"Anticuerpo monoclonal humano" significa un anticuerpo que presenta una especificidad de unién Unica, que tiene
regiones variables en las que tanto la regién marco conservada como la CDR derivan de secuencias de
inmunoglobulina de la estirpe germinal humana. En una realizacion, los anticuerpos monoclonales humanos son
producidos por un hibridoma que incluye una célula B obtenida de un animal no humano transgénico, por ejemplo,
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un ratén transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena pesada humana y un transgén de
cadena ligera fusionado a una célula inmortalizada.

"Alifatico" significa un resto hidrocarbonado no aromatico de cadena lineal o ramificada, saturado o insaturado, que
tiene el numero especificado de atomos de carbono (por ejemplo, como en "alifatico C3", "alifatico C1.5", "alifatico C4-
Cs", o "alifatico de C4 a Cs", siendo las Ultimas tres frases sindnimos de un resto alifatico que tiene de 1 a 5 atomos
de carbono) o, cuando el numero de atomos de carbono no se especifica explicitamente, de 1 a 4 atomos de
carbono (de 2 a 4 carbonos en el caso de restos alifaticos insaturados). Se aplica una comprension similar al nUmero
de carbonos en otros tipos, como en el alqueno C.4, cicloalifatico C4-C7, etc. En una vena similar, un término tal
como "(CH:)43" ha de entenderse como abreviatura para el subindice que es 1, 2 o 3, de manera que dicho término

represente CHy, CH,CH, y CH2CH,CHa.

"Alquilo” significa un resto alifatico saturado, siendo aplicable la misma convencién para designar el nimero de
atomos de carbono. A modo de ilustracion, los restos alquilo C4-C4 incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, propilo,
isopropilo, isobutilo, t-butilo, 1-butilo, 2-butilo y similares. "Alquileno" significa un homologo divalente de un grupo
alquilo, tal como CH2CH,, CH>CH,CH; y CH,CH>CH,CHa.

"Alquenilo" significa un resto alifatico que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono, siendo aplicable la
misma convencion para designar el nimero de atomos de carbono. A modo de ilustracion, los restos alquenilo C,-C4
incluyen, pero sin limitacion, etenilo (vinilo), 2-propenilo (alilo o prop-2-enilo), cis-1-propenilo, trans-1-propenilo, E- (o
Z-) 2-butenilo, 3-butenilo, 1,3-butadienilo (but-1,3-dienilo) y similares.

"Alquinilo” significa un resto alifatico que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono, siendo aplicable la misma
convencion para designar el numero de atomos de carbono. A modo de ilustracion, los grupos alquinilo Co-C4
incluyen etinilo (acetilenilo), propargilo (prop-2-inilo), 1-propinilo, but-2-inilo y similares.

"Cicloalifatico" significa un resto hidrocarbonado no aromatico saturado o insaturado, que tiene de 1 a 3 anillos,
teniendo cada anillo de 3 a 8 (preferentemente de 3 a 6) atomos de carbono. "Cicloalquilo" significa un resto
cicloalifatico en el que cada anillo esta saturado. "Cicloalquenilo" significa un resto cicloalifatico en el que al menos
un anillo tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. "Cicloalquinilo” significa un resto cicloalifatico en el que al
menos un anillo tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. A modo de ilustracion, los restos cicloalifaticos
incluyen, pero sin limitacién, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclopentenilo, ciclohexilo, ciclohexenilo,
cicloheptilo, ciclooctilo y adamantilo. Son restos cicloalifaticos preferidos los cicloalquilo, especialmente ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo. "Cicloalquileno” significa un homologo divalente de un grupo cicloalquilo.

"Heterocicloalifatico" significa un resto cicloalifatico en el que, en al menos un anillo del mismo, se han reemplazado
hasta tres (preferentemente de 1 a 2) carbonos con un heteroatomo seleccionado independientemente entre N, O o
S, donde el N y S opcionalmente pueden estar oxidado y el N opcionalmente puede estar cuaternizado. De manera
similar, "heterocicloalquilo”, "heterocicloalquenilo”, y "heterocicloalquinilo" significan un resto cicloalquilo,
cicloalquenilo o cicloalquinilo, respectivamente, en el que al menos un anillo del mismo se ha modificado de esta
manera. Los restos heterocicloalifaticos de ejemplo incluyen aziridinilo, azetidinilo, 1,3-dioxanilo, oxetanilo,
tetrahidrofurilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo, tetrahidrotiopiranil
sulfona, morfolinilo, tiomorfolinilo, sulféxido de tiomorfolinilo, tiomorfolinil sulfona, 1,3-dioxolanilo, tetrahidro-1,1-
dioxotienilo, 1,4-dioxanilo, tietanilo y similares. "Heterocicloalquileno" significa un homdlogo divalente de un grupo
heterocicloalquilo.

"Alcoxi", "ariloxi", "alquiltio", y "ariltio" significan -O(alquilo), -O(arilo), -S(alquilo) y -S(arilo), respectivamente. Son
ejemplos metoxi, fenoxi, metiltio y feniltio, respectivamente.

"Halégeno” o "halo" significa fltor, cloro, bromo o yodo.

"Arilo" significa un resto hidrocarbonado que tiene un sistema de anillo monociclico, biciclico o triciclico en el que
cada anillo tiene de 3 a 7 atomos de carbono y al menos un anillo es aromatico. Los anillos en el sistema de anillo
pueden condensarse entre si (como en el naftilo) o unirse entre si (como en el bifenilo) y pueden condensarse con o
unirse a anillos no aromaticos (como en el indanilo o el ciclohexilfenilo). A modo de ilustracion adicional, los restos
arilo incluyen, pero sin limitacion, fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, bifenilo, fenantrilo, antracenilo y acenaftilo.
"Arileno" significa un homologo divalente de un grupo arilo, por ejemplo, 1,2-fenileno, 1,3-fenileno o 1,4-fenileno.

"Heteroarilo" significa un resto que tiene un sistema de anillo monociclico, biciclico o triciclico en el que cada anillo
tiene de 3 a 7 atomos de carbono y al menos un anillo es un anillo aromatico que contiene de 1 a 4 heteroatomos
seleccionados independientemente entre N, O o S, donde el N y S opcionalmente pueden estar oxidado y el N
opcionalmente puede estar cuaternizado. Dicho anillo aromatico que contiene al menos un heteroatomo puede
condensarse con otros tipos de anillos (como en el benzofuranilo o el tetrahidroisoquinolilo) o unirse directamente a
otros tipos de anillos (como en el fenilpiridilo o el 2-ciclopentilpiridilo). A modo de ilustracién adicional, los restos
heteroarilo incluyen pirrolilo, furanilo, tiofenilo (tienilo), imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo,
isotiazolilo, triazolilo, tetrazolilo, piridilo, N-oxopiridilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, quinolinilo, isoquinolinilo,
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quinazolinilo, cinolinilo, quinozalinilo, naftiridinilo, benzofuranilo, indolilo, benzotiofenilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo,
fenotiazolilo, benzoimidazolilo, benzotriazolilo, dibenzofuranilo, carbazolilo, dibenzotiofenilo, acridinilo y similares.
"Heteroarileno" significa un homdlogo divalente de un grupo heteroarilo.

Cuando se indica que un resto puede estar sustituido, tal como mediante el uso de la frase "sin sustituir o sustituido"
u "opcionalmente sustituido" como en "alquilo C+-Cs sin sustituir o sustituido" o "heteroarilo opcionalmente
sustituido”, dicho resto puede tener uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente, preferentemente de
uno a cinco en numero, mas preferentemente uno o dos en numero. Los sustituyentes y los patrones de sustitucion
pueden ser seleccionados por un experto en la materia, teniendo en cuenta el resto al que esta unido el sustituyente,
para proporcionar compuestos que sean quimicamente estables y que puedan sintetizarse mediante técnicas
conocidas en la materia, asi como los métodos establecidos en el presente documento. Cuando se identifica un
resto como que esta "sin sustituir o sustituido" u "opcionalmente sustituido”, en una realizacién preferida dicho resto
esta sin sustituir.

"Arilalquilo”, "(heterocicloalifatico)alquilo”, "arilalquenilo”, "arilalquinilo", "biarilalquilo" y similares significan un resto
alquilo, alquenilo o alquinilo, segun el caso, sustituido con un arilo, heterocicloalifatico, biarilo, etc., resto, segun el
caso, con la valencia abierta (insatisfecha) en el resto alquilo, alquenilo o alquinilo, por ejemplo, como en bencilo,
fenetilo, N-imidazoliletilo, N-morfolinoetilo y similares. Por el contrario, "alquilarilo”, "alquenilcicloalquilo” y similares
significan un resto arilo, cicloalquilo, etc., segun el caso, sustituido con un resto alquilo, alquenilo, etc., segun el
caso, por ejemplo, como en metilfenilo (tolilo) o alilciclohexilo. "Hidroxialquilo", "haloalquilo”, "alquilarilo", "cianoarilo"
y similares significan un resto alquilo, arilo, etc., resto, segun el caso, sustituido con uno o mas del sustituyente
identificado (hidroxilo, halo, etc., segun el caso).

Por ejemplo, los sustituyentes permisibles incluyen, pero sin limitacion, alquilo (especialmente metilo o etilo),
alquenilo (especialmente alilo), alquinilo, arilo, heteroarilo, cicloalifatico, heterocicloalifatico, halo (especialmente
fluoro), haloalquilo (especialmente trifluorometilo), hidroxilo, hidroxialquilo (especialmente hidroxietilo), ciano, nitro,
alcoxi, -O(hidroxialquilo), -O(haloalquilo) (especialmente -OCF3), -O(cicloalquilo), -O(heterocicloalquilo), -O(arilo),
alquiltio, ariltio, =O, =NH, =N(alquilo), =NOH, =NO(alquilo), -C(=0)(alquilo), -C(=O)H, -CO2H, -C(=O)NHOH, -
C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(hidroxialquilo), -C(=O)NH,, -C(=O)NH(alquilo), -C(=O)N(alquilo);, -OC(=0)(alquilo), -
OC(=0)(hidroxialquilo), -OC(=0)O(alquilo), -OC(=0)O(hidroxialquilo), -OC(=O)NH,, -OC(=O)NH(alquilo), -
OC(=O)N(alquilo)z, azido, -NH», -NH(alquilo), -N(alquilo)2, -NH(arilo), -NH(hidroxialquilo), -NHC(=O)(alquilo), -
NHC(=O)H, -NHC(=O)NH,, -NHC(=O)NH(alquilo), -NHC(=O)N(alquilo);, -NHC(=NH)NH,, -OSO-(alquilo), -SH, -
S(alquilo), -S(arilo), -S(cicloalquilo), -S(=0)alquilo, -SOz(alquilo), -SO2NH;, -SO2NH(alquilo), -SO2N(alquilo), y
similares.

Cuando el resto que esta sustituido es un resto alifatico, son sustituyentes preferidos arilo, heteroarilo, cicloalifatico,
heterocicloalifatico, halo, hidroxilo, ciano, nitro, alcoxi, -O(hidroxialquilo), -O(haloalquilo), -O(cicloalquilo), -
O(heterocicloalquilo), -O(arilo), alquiltio, ariltio, =O, =NH, =N(alquilo), =NOH, =NO(alquilo), -CO2H, -C(=O)NHOH, -
C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(hidroxialquilo), -C(=O)NH,, -C(=O)NH(alquilo), -C(=O)N(alquilo);, -OC(=0)(alquilo), -
OC(=0)(hidroxialquilo), -OC(=0)O(alquilo), -OC(=0)O(hidroxialquilo), -OC(=O)NH,, -OC(=O)NH(alquilo), -
OC(=O)N(alquilo)z, azido, -NH», -NH(alquilo), -N(alquilo)2, -NH(arilo), -NH(hidroxialquilo), -NHC(=O)(alquilo), -
NHC(=O)H, -NHC(=O)NHz, -NHC(=O)NH(alquilo), -NHC(=O)N(alquilo);, -NHC(=NH)NH,, -OSOz(alquilo), -SH, -
S(alquilo), -S(arilo), -S(=0)alquilo, -S(cicloalquilo), -SO-(alquilo), -SO2NH,, -SO2NH(alquilo) y -SO2N(alquilo).. Son
sustituyentes mas preferidos halo, hidroxilo, ciano, nitro, alcoxi, -O(arilo), =O, =NOH, =NO(alquilo), -OC(=0)(alquilo),
-OC(=0)O(alquilo), -OC(=0O)NH,, -OC(=0O)NH(alquilo), -OC(=0O)N(alquilo),, azido, -NHz, -NH(alquilo), -N(alquilo),, -
NH(arilo), -NHC(=O)(alquilo), -NHC(=O)H, -NHC(=O)NH., -NHC(=O)NH(alquilo), -NHC(=O)N(alquilo)z y -
NHC(=NH)NH,. Son especialmente preferidos fenilo, ciano, halo, hidroxilo, nitro, alcoxi C1-Ca, O(alquilen C-C4)OH y
O(alquilen C2-Cs)halo.

Cuando el resto que esta sustituido es un resto cicloalifatico, heterocicloalifatico, arilo o heteroarilo, son sustituyentes
preferidos alquilo, alquenilo, alquinilo, halo, haloalquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, ciano, nitro, alcoxi, -O(hidroxialquilo),
-O(haloalquilo), -O(arilo), -O(cicloalquilo), -O(heterocicloalquilo), alquiltio, ariltio, -C(=0)(alquilo), -C(=O)H, -CO2H, -
C(=O)NHOH, -C(=0)O(alquilo), -C(=0)O(hidroxialquilo), -C(=O)NH,, -C(=O)NH(alquilo), -C(=O)N(alquilo)z, -
OC(=0)(alquilo), -OC(=0O)(hidroxialquilo), -OC(=0)O(alquilo), -OC(=0)O(hidroxialquilo), -OC(=O)NHz, -
OC(=0O)NH(alquilo), -OC(=0O)N(alquilo),, azido, -NH,, -NH(alquilo), -N(alquilo);, -NH(arilo), -NH(hidroxialquilo), -
NHC(=0)(alquilo), -NHC(=O)H, -NHC(=O)NH,, -NHC(=O)NH(alquilo), -NHC(=O)N(alquilo),, -NHC(=NH)NH, -
0SO0z(alquilo), -SH, -S(alquilo), -S(arilo), -S(cicloalquilo), -S(=0)alquilo, -SOz(alquilo), -SO2NH,, -SO2NH(alquilo) y -
SO2N(alquilo),. Son sustituyentes mas preferidos alquilo, alquenilo, halo, haloalquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, ciano,
nitro, alcoxi, -O(hidroxialquilo), -C(=O)(alquilo), -C(=O)H, -COzH, -C(=O)NHOH, -C(=0)O(alquilo), -
C(=0)O(hidroxialquilo), -C(=O)NH,, -C(=0)NH(alquilo), -C(=0O)N(alquilo),, -OC(=0)(alquilo), -OC(=0)(hidroxialquilo),
-OC(=0)O(alquilo), -OC(=0)O(hidroxialquilo), -OC(=O)NH,, -OC(=O)NH(alquilo), -OC(=O)N(alquilo),, -NH», -
NH(alquilo), -N(alquilo);, -NH(arilo), -NHC(=O)(alquilo), -NHC(=O)H, -NHC(=O)NHz, -NHC(=O)NH(alquilo), -
NHC(=O)N(alquilo), y -NHC(=NH)NH,. Se prefieren especialmente alquilo C1-Cj, ciano, nitro halo y alcoxi C4-Ca.

Cuando se establece un intervalo, como en "alquilo C4-Cs" 0 "del 5 al 10 %", dicho intervalo incluye los puntos finales
del intervalo, como en C1y Cs en el primer caso y el 5 % y el 10 % en el segundo caso.
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A menos se indiquen especificamente estereoisdbmeros particulares (por ejemplo, mediante un enlace en negrita o
discontinuo en un estereocentro pertinente en una féormula estructural, mediante la representaciéon de un doble
enlace que tenga configuracion E o Z en una férmula estructural o mediante el uso de nomenclatura de designacion
estereoquimica), todos los estereoisémeros se incluyen dentro del alcance de la invenciéon, como compuestos puros
asi como mezclas de los mismos. A menos que se indique lo contrario, la presente invencién abarca enantiomeros,
diasteredmeros, isdmeros geomeétricos individuales y combinaciones y mezclas de los mismos.

Los expertos en la materia apreciaran que los compuestos pueden tener formas tautoméricas (por ejemplo, formas
ceto y enol), formas de resonancia y formas zwitteridnicas que son equivalentes a las representadas en las férmulas
estructurales utilizadas en el presente documento y que las férmulas estructurales abarcan dichas formas
tautoméricas, de resonancia o zwitteridnicas.

"Ester farmacéuticamente aceptable" significa un éster que se hidroliza in vivo (por ejemplo, en el cuerpo humano)
para producir el compuesto parental o una sal del mismo o una tiene actividad, por si mismo, similar a la del
compuesto parental. Los ésteres adecuados incluyen ésteres de alquilo C+-Cs, de alquenilo C»-Cs o de alquinilo C»-
Cs, especialmente metilo, etilo o n-propilo.

"Sal farmacéuticamente aceptable" significa una sal de un compuesto adecuado para formulaciéon farmacéutica.
Cuando un compuesto tiene uno o mas grupos basicos, la sal puede ser una sal de adicion de acido, tal como un
sulfato, bromhidrato, tartrato, mesilato, maleato, citrato, fosfato, acetato, pamoato (embonato), yodhidrato, nitrato,
clorhidrato, lactato, metilsulfato, fumarato, benzoato, succinato, mesilato, lactobionato, suberato, tosilato y similares.
Cuando un compuesto tiene uno o mas grupos acidos, la sal puede ser una sal tal como una sal de calcio, sal de
potasio, sal de magnesio, sal de meglumina, sal de amonio, sal de cinc, sal de piperazina, sal de trometamina, sal de
litio, sal de colina, sal de dietilamina, sal de 4-fenilciclohexilamina, sal de benzatina, sal de sodio, sal de
tetrametilamonio y similares. También se incluyen las formas cristalinas polimérficas y los solvatos dentro del
alcance de la presente invencion.

En las formulas de la presente memoria descriptiva, una linea ondulada (-~} transversal a un enlace o un
asterisco (*) al final del enlace denota un sitio de union covalente. Por ejemplo, una afirmacion de que R es

en la formula

se refiere a

HoN

En las formulas de la presente memoria descriptiva, un enlace que atraviesa un anillo aromatico entre dos carbonos
del mismo significa que el grupo unido al enlace puede estar ubicado en cualquiera de las posiciones disponibles del
anillo aromatico. A modo de ilustracion, la formula

7-NH;
Me

representa
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NH, HoN
/©/ ’ /©\ ’
Me Me NH, Me

o}
DIMEROS
Una realizacion preferida de dimeros de benzodiacepina de acuerdo con la férmula (I) tiene una estructura

representada por la formula ('), donde el significado de las variables en la formula (I') es como se define en la
férmula (1):

(CHa)o.5X?
sR® R®
HE & O—CH —/\/“—CH —R!
H 2 k\N)' 2
RT Y
G N OR?
RS—G// \ Y @] R4 (I')
10
R9 R

es decir, la férmula (I') difiere de la férmula (1) en que X es

/\/(CH2)0_5X2
“Z A
e

En la formula (1) y los subgéneros de la misma, y las férmulas relacionadas para compuestos dimero-enlazador y
conjugados, se prefieren las siguientes preferencias a menos que se indique una preferencia mas especifica en el
contexto de una férmula particular:

(a) Cuando una férmula comprende dos sistemas de anillo de benzodiacepina con linea doble -—, no mas de

una linea doble — representa un enlace sencillo. Mas bien, preferentemente, ambos son dobles enlaces o,
como alternativa, uno es un enlace sencillo y el otro es un doble enlace.

(b) cada R?, cuando esta presente en una férmula, es Me y, mas preferentemente, cada R? es Me y cada R3, R?,
R’, R® y R'°, cuando esta presente en una formula, es H.

(c) Cada Y, cuando esta presente en una formula, es CHo.

(d) Cada R® cuando esta presente en una formula, es independientemente H, OH, OMe, NH,, NMe;,,
O(CH2CH20)1.8ME, OCH2CH20H o

|\NH
_ 2

(especialmente el para-isémero).

(e) Cuando esta presente en una formula, cada G'es Ce Y'e Y"sonlosdos CH, oun G'es N, Y' es CH, e Y"
esta ausente.

(f) Cuando esta presente en una formula, R es H, =CH,, CH=CHMe, =CHMe, C=CCH,NH;,

| \H
_ 2

%—< >— N N—
—/

10

(especialmente el para-isémero) o
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(h) El grupo de union

es

y mas preferentemente es

(i) El resto (CH2)o-5X2 en el grupo de union

preferentemente es H, OH, OMe, Me o CH,OH.

Un dimero de la presente invencion puede ser un dimero THIQ-THIQ; es decir, en la formula (1) R! es de acuerdo
con la férmula (la). Un dimero de este tipo puede representarse por la férmula (lla)

’ R6 $5 R3 R3
O-CH,—X—CH,—0O
OR? R?0
R*0O
(ITa)
en la que
X, R?, R3, R%, R5, R® R, R8 R% R' |alinea doble — y X2 son como se han definido con respecto a la férmula (1)

en la seccién BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento.

Los dimeros THIQ-THIQ preferidos de acuerdo con la férmula (lla) tienen una estructura representada por la formula
(lla"), donde las variables en la formula (lla) son como se han definido anteriormente con respecto a la formula (1) en
la seccion BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento:

RS |$5 R3 /\(SHz)o 1 GRS
O-CHy_ j~CHz—O
N
R?0
R*0
(I12')

Es decir, la formula (Ila") difiere de la férmula (lla) en que X es

11
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/\/(CH2)0_5X2
h
s

En ofra realizacion preferida de acuerdo con la formula (lla), los dimeros THIQ-THIQ se representan por la férmula

$PEE

(Ila")
en la que
R® es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace;
R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace;
cada R?® es independientemente H, OH, OMe, NH,, NMe,, O(CH,CH;0)s.sMe, OCH,CH,OH o

|\NH
_ 2

(especialmente el para-isébmero); y
X3 es H, OH, OMe, Me, CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me.

Los ejemplos especificos de dimeros THIQ-THIQ incluyen:

=z
o AN oA o Nay H
‘ N OMe MeO N (I1a-01)
o o
]
oA 0 Ny H
OMe MeO N (a-02)

12
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(Ia-03)

(I1a-04)

(Ia-05)

(Ia-06)

(I1a-07)
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OH
]
H _N 0 \N o N H
: (ITa-08)
N OMe MeO N
o] o
MeO Z |
\N o N H
(ITa-09)
MeO N
o
OMe
]
H _N o] \N o] N H
. (ITa-10)
N OMe MeO N
o] 0]
OH
~ ]
H _N o] \N o] N H
. (ITa-11)
N OMe MeO N
o] o
OAllyl

H _N o] X o] N H
: (I1a-12)
N OMe MeO N
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Cl
g
H _N 0] \N 0 N
. (ITa-13)
N OMe MeO N
(o) 0
COzMe
ﬂ
H _N 0] \N (0] N
: (ITa-14)
N OMe MeO N
o) 0
2
o NS | O H
N
(ITa-15)
OMe MeO N

33

T, -

En otra realizacion, un dimero de la presente invencién es un dimero THIQ-PBD; es decir, en la formula (1), R es de
acuerdo con la formula (Ib). Un dimero de este tipo puede representarse por la férmula (lIb):

L R RS RS R® RS
N O-CHy;—X—-CH,—0
OR? R20
o R* RO
(ITb)
en la que
X, R2, R3, R4 R5, R®, R7, R8, R?, R0, R", R'", |a linea doble —-, las lineas de puntos en el anillo C y X2 son como

se han definido con respecto a la férmula (1) en la seccién BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en
el presente documento.

Un dimero THIQ-PBD preferido de acuerdo con la formula (llb) tiene una estructura representada por la formula
(Ilb'), en la que las variables en la férmula (IIb') son como se han definido con respecto a la formula (1) en la seccion
BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento.
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(IIb")

Es decir, la formula (IIb") difiere de la férmula (lIb) en que X es

Otro dimero THIQ-PBD preferido de acuerdo con la férmula (lIb) se representa por la férmula (l1b"):

6R5
HE

en la que

(CH2)0-5X2

11

(IIb")

Rg es H, OH, OMe, NHz, NMez, O(CH20H20)1.8M9, OCHchon o

(especialmente el para-isémero);

R' es H, =CH,, CH=CHMe, =CHMe, C=CCH,NH,

(especialmente el para-isémero) o

\NH
_ 2

§—< >— N N—
/

R'" esta ausente si hay presente un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-R"" y de lo contrario es H;
X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;

al menos una de las lineas dobles — en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;

RS es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y

R es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y est4 ausente si la linea doble — es

un doble enlace.

Preferentemente, en la formula (Ib), (11b") y (I1b"),
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En otra realizacién, un dimero de la presente invencién comprende una unidad de benzodiacepina que tiene un
sistema de anillo de THIQ y una unidad de benzodiacepinas que tiene un sistema de anillo de azaindolina (AZI)
10  ("dimero THIQ-AZI"). Un dimero de este tipo puede representarse por la formula (lic):

es

o ReF RS R3
/N O-CHy—X—-CHy—
N
R® a-R’
,G' .-G'
9 R10
R (1) R’9 R
en la que
15
X, R2, R3, R4 R7, R8, RY, R0, |a linea doble i y X2 son como se han definido con respecto a la formula (1) en la
seccion BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento; un G' es N y los otros
son C;
al menos una de las lineas dobles — en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;
20 RS es H si la linea doble —— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y
R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace.

25 Un dimero THIQ-AZI preferido de acuerdo con la formula (lic) tiene una estructura representada por la formula (lic'),
en la que las variables son como se han definido con respecto a la formula (1) en la seccion BREVE SUMARIO DE
LA INVENCION anteriormente en el presente documento

(CHa)osX? 3 pb5
//Tl R $ H RG
R20 N
R*0 “Na-R
—GL\ 1
' R10 /GI’G\R8
IIc RO

30
es decir, la férmula (lic") difiere de la férmula (lic) en que X es

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2747 386 T3

/\/(CH2)0_5X2
“ N
iik\ )_§

N
CONJUGADOS

General

Los dimeros de la presente invencién pueden usarse como agentes terapéuticos por si mismos, pero
preferentemente se usan como conjugados con un resto de direccionamiento que se une especificamente o
preferentemente a una entidad quimica en una célula cancerosa. Preferentemente, el resto de direccionamiento es
un anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo y la entidad quimica es un antigeno asociado a tumor.

Por tanto, otra realizacién de la presente invencion es un conjugado que comprende dimero de la presente invencion
y un ligando, representado por la férmula (I1)

[D(XP)a(C)e(X?)plmZ (I

donde Z es un ligando, D es un dimero de la presente invencidn y -(XP).C(X?),- se denominan colectivamente "resto
enlazador" o "enlazador" porque enlazan Z y D. Dentro del enlazador, C es un grupo escindible disefiado para que
se escinda en o cerca del sitio de la accidon bioldgica prevista del dimero D; XP y X? se denominan restos
espaciadores (o "espaciadores") porque separan D y C y C y Z, respectivamente; los subindices a, b y ¢ son
independientemente 0 o 1 (es decir, la presencia de XP, X? y C es opcional). El subindice mes 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9
o 10 (preferentemente 1, 2, 3 0 4). D, XP, C, X? y Z se describen con mas detalle a continuacion en el presente
documento.

El ligando Z, por ejemplo, un anticuerpo, realiza una funcion de direccionamiento. Mediante la unién a un tejido o
célula diana donde se ubica su antigeno o receptor, el ligando Z se dirige al conjugado alli. (Cuando el ligando Z es
un anticuerpo, el conjugado a veces se denomina conjugado anticuerpo-farmaco (CAF) o inmunoconjugado.
Preferentemente, el tejido o célula diana es un tejido canceroso o célula cancerosa y el antigeno o receptor es un
antigeno asociado a tumor, es decir, un antigeno que se expresa exclusivamente por las células cancerosas o se
sobreexpresa por las células cancerosas, en comparacion con las células no cancerosas. La escision del grupo C en
el tejido o célula diana libera el dimero D para que ejerza su efecto citotoxico localmente. En algunos casos, €l
conjugado se internaliza en una célula diana por endocitosis y la escision se realiza dentro de la célula diana. De
esta manera, se consigue la entrega precisa del dimero D en el sitio de la accién prevista, reduciendo la dosis
necesaria. Ademas, el dimero D normalmente es biolégicamente inactivo (o significativamente menos activo) en su
estado conjugado, reduciendo de este modo la toxicidad no deseada contra el tejido o las células no diana. Como los
farmacos antineoplasicos con frecuencia son altamente toxicos para las células en general, este es un factor
importante a tener en cuenta.

Como se refleja por el subindice m, cada molécula de ligando Z puede conjugarse con mas de un dimero D,
dependiendo del nimero de sitios que el ligando Z tenga disponibles para la conjugacion y de las condiciones
experimentales que se empleen. Los expertos en la materia apreciaran que, aunque cada molécula individual de
ligando Z se conjuga con un numero entero de dimeros D, una preparacion del conjugado puede analizarse para
determinar una relacion no entera de dimeros D con respecto al ligando Z, reflejando un promedio estadistico. Esta
relaciéon se denomina la relacion de sustitucion (RS) o, de forma sindnima, la relaciéon farmaco-anticuerpo (RFA).

Ligando Z

Preferentemente, el ligando Z es un anticuerpo. Por comodidad y brevedad y no a modo de limitacion, el analisis
detallado posterior en el presente documento acerca de la conjugacion del ligando Z se escribe en el contexto de
que es un anticuerpo, pero los expertos en la materia comprenderan que pueden conjugarse otros tipos de ligando
Z, haciendo los cambios necesarios. Por ejemplo, conjugados con acido félico ya que el ligando puede dirigirse a las
células diana que tienen el receptor de folato en sus superficies (Leamon et al., Cancer Res. 2008, 68 (23), 9839).
Por la misma razén, el analisis detallado a continuacion se escribe principalmente en términos de una relacion 1:1 de
anticuerpo Z con respecto a analogo D (m = 1).

Preferentemente, el ligando Z es un anticuerpo contra un antigeno asociado a tumor, lo que permite el
direccionamiento selectivo a las células cancerosas. Los ejemplos de dichos antigenos incluyen: mesotelina,
antigeno prostatico especifico de membrana (APEM), CD19, CD22, CD30, CD70, B7H3, B7H4 (también conocido
como O8E), proteina tirosina cinasa 7 (PTK7), glipicano-3, RG1, fucosil-GM1, CTLA-4 y CD44. El anticuerpo puede
ser animal (por ejemplo, murino), quimérico, humanizado o, preferentemente, humano. El anticuerpo es
preferentemente monoclonal, especialmente un anticuerpo humano monoclonal. La preparacién de anticuerpos
monoclonales humanos contra algunos de los antigenos mencionados anteriormente se desvela en Korman et al.,
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documento US 8.609.816 B2 (2013; B7H4, también conocido como 08E; en particular los anticuerpos 2A7, 1G11y
2F9); Rao-Naik et al., documento 8.097.703 B2 (2012; CD19; en particular los anticuerpos 5G7, 13F1, 46E8, 21D4,
21D4a, 47G4, 27F3 y 3C10); King et al., documento US 8.481.683 B2 (2013; CD22; en particular los anticuerpos
12C5, 19A3, 16F7 y 23C6); Keler et al., documento US 7.387.776 B2 (2008; CD30; en particular los anticuerpos
5F11, 2H9 y 17G1); Terrett et al., documento US 8.124.738 B2 (2012; CD70; en particular los anticuerpos 2H5,
10B4, 8B5, 18E7 y 69A7); Korman et al., documento US 6.984.720 B1 (2006; CTLA-4; en particular los anticuerpos
10D1, 4B6 y 1E2); Vistica et al., documento US 8.383.118 B2 (2013, fucosil-GM1, en particular los anticuerpos 5B1,
5B1a, 7D4, 7E4, 13B8 y 18D5) Korman et al., documento US 8.008.449 B2 (2011; PD-1; en particular los
anticuerpos 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4A11, 7D3 y 5F4); Huang et al., documento US 2009/0297438 A1 (2009; PSMA,
en particular los anticuerpos 1C3, 2A10, 2F5, 2C6); Cardarelli et al., documento US 7.875.278 B2 (2011; PSMA; en
particular los anticuerpos 4A3, 7F12, 8C12, 8A11, 16F9, 2A10, 2C6, 2F5 y 1C3); Terrett et al., documento US
8.222.375 B2 (2012; PTKY; en particular los anticuerpos 3G8, 4D5, 12C6, 12C6a y 7C8); Terrett et al., documento
US 8.680.247 B2 (2014; glipicano-3; en particular los anticuerpos 4A6, 11E7 y 16D10); Harkins et al., documento US
7.335.748 B2 (2008; RG1; en particular los anticuerpos A, B, C y D); Terrett et al., documento US 8.268.970 B2
(2012; mesotelina; en particular los anticuerpos 3C10, 6A4 y 7B1); Xu et al., documento US 2010/0092484 A1 (2010;
CD44; en particular los anticuerpos 14G9.B8.B4, 2D1.A3.D12 y 1A9.A6.B9); Deshpande et al., documento US
8.258.266 B2 (2012; IP10; en particular los anticuerpos 1D4, 1E1, 2G1, 3C4, 6A5, 6A8, 7C10, 8F6, 10A12, 10A12S y
13C4); Kuhne et al., documento US 8.450.464 B2 (2013; CXCR4; en particular los anticuerpos F7, F9, D1y E2); y
Korman et al., documento US 7.943.743 B2 (2011; PD-L1; en particular los anticuerpos 3G10, 12A4, 10A5, 5F8,
10H10, 1B12, 7H1, 11E6, 12B7 y 13G4. Cada uno de los anticuerpos anteriormente mencionados puede usarse en
un CAF con un dimero de la presente invencion.

El ligando Z también puede ser un fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo o un mimético de anticuerpo, tal
como un Affibody, un anticuerpo de dominio (dAb), un nanocuerpo, un unicuerpo, una DARPIn, una anticalina, un
versacuerpo, una duocalina, una lipocalina o un avimero.

Uno cualquiera de varios grupos reactivos diferentes en el ligando Z puede ser un sitio de conjugacion, incluyendo
grupos €-amino en restos de lisina, restos de hidrato de carbono colgantes, grupos acido carboxilico, grupos
disulfuro y grupos tiol. Cada tipo de grupo reactivo representa una contraposicion, que tiene algunas ventajas y
algunas desventajas. Para obtener revisiones sobre grupos reactivos de anticuerpos adecuados para la conjugacion,
véase, por ejemplo, Garnett, Adv. Drug Delivery Rev. 53 (2001), 171-216 y Dubowchik y Walker, Pharmacology &
Therapeutics 83 (1999), 67-123.

En una realizacion, el ligando Z se conjuga a través de un grupo g-amino de lisina. La mayoria de los anticuerpos
tienen multiples grupos e-amino de lisina, que pueden conjugarse a través de enlaces amida, urea, tiourea o
carbamato usando técnicas conocidas en la materia. Sin embargo, es dificil controlar qué grupos g-amino y cuantos
reaccionan, lo que conduce a una variabilidad potencial de lote a lote en las preparaciones de conjugados. Ademas,
la conjugacion puede provocar la neutralizacion de un grupo €-amino protonado importante para mantener la
conformacioén nativa del anticuerpo o puede tener lugar en una lisina cercana o en un ligando o sitio de union a
antigeno, lo que no es deseable.

En otra realizacion, el ligando Z puede conjugarse a través de una cadena lateral de hidrato de carbono, ya que
muchos anticuerpos estan glucosilados. La cadena lateral de hidrato de carbono puede oxidarse con peryodato para
generar grupos aldehido, que a su vez pueden hacerse reaccionar con aminas para formar un grupo imina, tal como
en una semicarbazona, oxima o hidrazona. Si se desea, el grupo imina puede convertirse en un grupo amina mas
estable mediante reduccion con NaCNBHs. Para obtener divulgaciones adicionales acerca de la conjugacion a
través de cadenas laterales de hidrato de carbono, véase, por ejemplo, Rodwell et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83,
2632-2636 (1986). Al igual que con los grupos €-amino de lisina, existen preocupaciones con respecto a la
reproducibilidad de la ubicacion del sitio o sitios de conjugacion y la estequiometria.

En otra realizacion mas, el ligando Z puede conjugarse a través de un grupo acido carboxilico, tal como el carboxilo
de cadena lateral de un acido glutamico o aspartico. En una realizaciéon, un grupo acido carboxilico terminal se
funcionaliza para generar una carbohidrazida, que después se hace reaccionar con un resto de conjugacion que
lleva aldehido. Véase Fisch et al., Bioconjugate Chemistry 1992, 3, 147-153.

En ofra realizaciéon mas, el anticuerpo Z puede conjugarse a través de un grupo disulfuro que une un resto cisteina
en el anticuerpo Z y un azufre en la otra porcion del conjugado. Algunos anticuerpos carecen de grupos tiol
(sulfhidrilo) libres pero tienen grupos disulfuro, por ejemplo, en la regién bisagra. En dicho caso, pueden generarse
grupos tiol libres mediante la reduccion de grupos disulfuro nativos. Los grupos tiol generados de este modo pueden
usarse para la conjugacion. Véase, por ejemplo, Packard et al., Biochemistry 1986, 25, 3548-3552; King et al.,
Cancer Res. 54, 6176-6185 (1994); y Doronina et al., Nature Biotechnol. 21 (7), 778-784 (2003). Nuevamente,
existen preocupaciones con respecto a la ubicacion del sitio de conjugacion y la estequiometria y la posible
alteracion de la conformacién nativa del anticuerpo.

Se conocen varios métodos para introducir grupos tiol libres en anticuerpos sin romper los enlaces disulfuro nativos,
métodos que pueden ponerse en practica con un ligando Z de la presente invencion. Dependiendo del método
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empleado, puede ser posible introducir un nimero predecible de sulfhidrilos libres en ubicaciones predeterminadas.
En un enfoque, se preparan anticuerpos mutados en los que una cisteina se sustituye por otro aminoacido. Véase,
por ejemplo, Eigenbrot et al., documento US 7.521.541 B2 (2009); Chilkoti et al., Bioconjugate Chem. 1994, 5, 504-
507; Urnovitz et al., documento US 4.698.420 (1987); Stimmel et al., J. Biol. Chem., 275 (39), 30445-30450 (2000);
Bam et al., documento US 7.311.902 B2 (2007); Kuan et al., J. Biol. Chem., 269 (10), 7610-7618 (1994); Poon et al.,
J. Biol. Chem., 270 (15), 8571-8577 (1995). En otro enfoque, se afiade una cisteina adicional al extremo C terminal.
Véase, por ejemplo, Cumber et al., J. Immunol., 149, 120-126 (1992); King et al, Cancer Res., 54, 6176-6185 (1994);
Li et al., Bioconjugate Chem., 13, 985-995 (2002); Yang et al., Protein Engineering, 16, 761-770 (2003); y Olafson et
al., Protein Engineering Design & Selection, 17, 21-27 (2004). Liu et al. ensefia un método preferido para introducir
cisteinas libres, el documento 8.865.875 B2 (2014), en el que se afiade una secuencia de aminoacidos que lleva
cisteina al extremo C terminal de la cadena pesada de un anticuerpo. Este método introduce un nimero conocido de
restos de cisteina (uno por cadena pesada) en una ubicacion distante del sitio de unién a antigeno.

En otra realizacion mas, los grupos €-amino de lisina pueden modificarse con reactivos tales como 2-iminotiolano, 2-
iminotiaciclohexano o N-succinimidil-3-(2-piridilditio)-propionato (SPDP), convirtiendo un grupo €-amino en un grupo
tiol o disulfuro, creando un sustituto de cisteina, por asi decirlo. Sin embargo, este método tiene las mismas
limitaciones de ubicacion de conjugacion y de estequiometria asociadas a los grupos ge-amino propiamente dichos.

Componentes enlazadores

Como se ha indicado anteriormente, la porcion enlazadora de un conjugado de la presente invencién comprende
hasta tres elementos: un grupo escindible C y separadores opcionales XZy XP.

El grupo escindible C es un grupo escindible en condiciones fisioldgicas, seleccionado preferentemente de manera
que sea relativamente estable mientras el conjugado esté en la circulacion general en el plasma sanguineo, pero se
escinda facilmente una vez que el conjugado alcance su sitio de la accion prevista, es decir, cerca, en o dentro de la
célula diana. Preferentemente, el conjugado es internalizado por una célula diana tras la unién del anticuerpo Z a un
antigeno presentado en la superficie de la célula diana. Posteriormente, la escision del grupo C se produce en un
cuerpo vesicular de la célula diana (un endosoma temprano, un endosoma tardio o, especialmente, un lisosoma).

En una realizacion, el grupo C es un grupo sensible al pH. El pH en el plasma sanguineo esta ligeramente por
encima de neutro, mientras que el pH dentro de un lisosoma es acido, de aproximadamente 5. Por tanto, un grupo C
cuya escision es catalizada por acido se escindira a una velocidad varios 6rdenes de magnitud mas rapida dentro de
un lisosoma que la velocidad en el plasma sanguineo. Los ejemplos de grupos sensibles al acido adecuados
incluyen cis-aconitilamidas e hidrazonas, como se describe en Shen et al., documento US 4.631.190 (1986); Shen et
al., documento US 5.144.011 (1992); Shen et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 102, 1048-1054 (1981) e Yang
et al., Proc. Natl Acad. Sci (USA), 85, 1189-1193 (1988).

En otra realizacién, el grupo C es un disulfuro. Los disulfuros pueden escindirse mediante un mecanismo de
intercambio de tiol-disulfuro, a una velocidad que depende de la concentracién de tiol ambiental. Como la
concentracion intracelular de glutation y otros tioles es superior a sus concentraciones séricas, la velocidad de
escision de un disulfuro serda mayor intracelularmente. Adicionalmente, la velocidad de intercambio de tiol-disulfuro
puede modularse mediante el ajuste de las caracteristicas estéricas y electronicas del disulfuro (por ejemplo, un
alquil-aril disulfuro frente a un alquil-alquil disulfuro; sustitucion en el anillo de arilo, etc.), permitiendo el disefio de
enlaces disulfuro que tienen una estabilidad en suero potenciada o una velocidad de escisiéon particular. Para
obtener divulgaciones adicionales relacionadas con grupos disulfuro escindibles en conjugados, véase, por ejemplo,
Thorpe et al., Cancer Res. 48, 6396-6403 (1988); Santi et al., documento US 7.541.530 B2 (2009); Ng et al.,
documento US 6.989.452 B2 (2006); Ng et al., documento WO 2002/096910 A1; Boyd et al., documento US
7.691.962 B2; y Sufi et al., documento US 2010/0145 036 A1.

Un grupo escindible preferido es un péptido que es escindido selectivamente por una proteasa dentro de la célula
diana, a diferencia de una proteasa en el suero. Normalmente, un grupo peptidico escindible comprende de 1 a 20
aminoacidos, preferentemente de 1 a 6 aminoacidos, mas preferentemente de 1 a 3 aminoacidos. El aminoacido o
aminoacidos pueden ser a-aminoacidos naturales y/o no naturales. Los aminoacidos naturales son los codificados
por el codigo genético, asi como los aminoacidos derivados de los mismos, por ejemplo, hidroxiprolina, y-
carboxiglutamato, citrulina y O-fosfoserina. En este contexto, el término "aminoacido" también incluye analogos y
miméticos de aminoacidos. Los analogos son compuestos que tienen la misma estructura general HoN(R)CHCO2H
de un aminoacido natural, excepto porque el grupo R no es uno que se encuentra entre los aminoacidos naturales.
Los ejemplos de analogos incluyen homoserina, norleucina, metionina-sulféxido y metionina metil sulfonio. Un
mimético de aminoacido es un compuesto que tiene una estructura diferente de la estructura quimica general de un
a-aminoacido pero funciona de manera similar a uno. El aminoacido puede tener la estereoquimica "L" de los
aminoacidos codificados genéticamente, asi como la estereoquimica enantiomérica "D".

Preferentemente, el grupo C contiene una secuencia de aminoacidos que es una secuencia de reconocimiento de

escision para una proteasa. Se conocen en la técnica muchas secuencias de reconocimiento de escision. Véase, por
ejemplo, Matayoshi et al. Science 247: 954 (1990); Dunn et al. Meth. Enzymol. 241: 254 (1994); Seidah et al. Meth.
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Enzymol. 244: 175 (1994); Thornberry, Meth. Enzymol. 244: 615 (1994); Weber et al. Meth. Enzymol. 244: 595
(1994); Smith et al. Meth. Enzymol. 244: 412 (1994); y Bouvier et al. Meth. Enzymol. 248: 614 (1995).

Para los conjugados que no tienen por objeto ser internalizados por una célula, puede elegirse un grupo C de
manera que sea escindido por una proteasa presente en la matriz extracelular en la vecindad del tejido diana, por
ejemplo, una proteasa liberada por células proximas a morir cercanas o una proteasa asociada a tumor. Son
ejemplos de proteasas extracelulares asociadas a tumor son metaloproteasas de matriz (MMP), oligopeptidasa
thimet (TOP) y CD10.

Para los conjugados que se disefian para ser internalizados por una célula, el grupo C comprende preferentemente
una secuencia de aminoacidos seleccionada para la escision por una proteasa endosémica o lisosémica,
especialmente la ultima. Los ejemplos no limitantes de dichas proteasas incluyen catepsinas B, C, D, H, Ly S,
especialmente catepsina B. La catepsina B escinde preferentemente péptidos en una secuencia -AA2-AA’- donde
AA' es un aminoacido basico o de enlace de hidrogeno fuerte (tal como lisina, arginina o citrulina) y AA? es un
aminoacido hidréfobo (tal como fenilalanina, valina, alanina, leucina o isoleucina), por ejemplo, Val-Cit (donde Cit
denota citrulina) o Val-Lys. (En el presente documento, las secuencias de aminoacidos se escriben en la direccion
de N a C, como en HaN-AA2-AA'-CO,H, a menos que el contexto indique claramente lo contrario). Lys-Val-Ala, Asp-
Val-Ala, Val-Ala, Lys-Val-Cit y Asp-Val-Cit también son motivos peptidicos de sustrato para la catepsina B, aunque
en algunos casos la tasa de escision puede ser mas lenta. Para obtener informacion adicional acerca de los grupos
escindibles con catepsina, véase Dubowchik et al., Biorg. Med. Chem. Lett. 8, 3341-3346 (1998); Dubowchik et al.,
Bioorg. Med. Chem. Lett., 8 3347-3352 (1998); y Dubowchik et al., Bioconjugate Chem. 13, 855-869 (2002). Otra
enzima que puede utilizarse para escindir enlazadores peptidilicos es la legumaina, una cisteina proteasa lisosémica
que escinde preferentemente en Ala-Ala-Asn.

En una realizacion, el Grupo C es un péptido que comprende una secuencia de dos aminoacidos -AA%-AA'- en la
que AA' es lisina, arginina o citrulina y AA? es fenilalanina, valina, alanina, leucina o isoleucina. En otra realizacion,
C consiste en una secuencia de uno a tres aminoacidos, seleccionados entre el grupo que consiste en Val-Cit, Ala-
Val, Val-Ala-Val, Lys-Lys, Ala-Asn-Val, Val-Leu-Lys, Cit-Cit, Val-Lys, Ala-Ala-Asn, Lys, Cit, Ser y Glu.

La preparacion y el disefio de grupos escindibles C que consisten en un solo aminoacido se desvelan en Chen et al.,
documento US 8.664.407 B2 (2014).

El grupo C también puede ser fotoescindible, por ejemplo, un nitrobencil éter que se escinde tras la exposicién a la
luz.

El grupo C puede unirse directamente al anticuerpo Z o el analogo D; es decir, los espaciadores X? y XP, segtn el
caso, pueden estar ausentes. Por ejemplo, si el grupo C es un disulfuro, uno de los dos azufres puede ser un resto
cisteina o su sustituto en el anticuerpo Z. O, el grupo C puede ser una hidrazona unida a un aldehido en una cadena
lateral de hidrato de carbono del anticuerpo. O, el grupo C puede ser un enlace peptidico formado con un grupo ¢-
amino de lisina del anticuerpo Z. En una realizacion preferida, el dimero D se une directamente al grupo C a través
de un enlace peptidilo a un grupo carboxilo o amina en el dimero D.

Cuando esta presente, el espaciador XZ proporciona una separacion espacial entre el grupo C y el anticuerpo Z,
para que el primero no interfiera estéricamente con la uniéon del antigeno por este ultimo o que este ultimo no
interfiera estéricamente con la escision del primero. Adicionalmente, el espaciador X? puede usarse para conferir
una solubilidad aumentada o propiedades de agregacion disminuidas a los conjugados. Un espaciador X? puede
comprender uno o mas segmentos modulares, que pueden ensamblarse en cualquier nimero de combinaciones.
Son ejemplos de segmentos adecuados para un espaciador XZ:

o
i—“—(CHz)z_s—(NH)g—i . F(CHa)p.—C—] _ - (CHo)z—H);—|

0
C—(CHoos—(NH)—}  |(CHaCH,0)-CH,CH,]

I
F-(NH);—(CH,CH,0),-CH,CH,—C—]
H
y combinaciones de los mismos, donde el subindice g es 0 0 1y el subindice h es de 1 a 24, preferentemente de 2 a

4. Estos segmentos pueden combinarse, tal como se ilustra a continuacion:
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2 H ®H
g—(CH2)3—C—N—(CHZCHO)4—CH20H2—C—N—(CH2)2—(NH)g—i

O O
n H H
| CHs=CN=(CH-(NH | (O~ N-C—(CHy)z - (NH)y ]

El espaciador XP, si esta presente, proporciona una separacion espacial entre el grupo C y el dimero D, para que
este ultimo no interfiera estérica o electronicamente con la escision del primero. El espaciador XP también puede
servir para introducir masa molecular y funcionalidad quimica adicionales en un conjugado. Generalmente, la masa y
funcionalidad adicionales afectaran a la semivida en suero y otras propiedades del conjugado. Por tanto, a través de
una seleccion con buen criterio de grupos espaciadores, puede modularse la semivida en suero de un conjugado. El
espaciador XP también puede ensamblarse a partir de segmentos modulares, como se ha descrito anteriormente en
el contexto del espaciador XZ.

Los espaciadores XZ y/o XP, cuando estan presentes, proporcionan preferentemente una separacion lineal de 4 a 25
atomos, mas preferentemente de 4 a 20 atomos, entre Zy C o D y C, respectivamente.

El enlazador puede realizar otras funciones ademas de unir covalentemente el anticuerpo y el farmaco. Por ejemplo,
el enlazador puede contener grupos poli(etilenglicol) (PEG), que potencian la solubilidad ya sea durante la
realizacion de la quimica de conjugacion o en el producto CAF final. Cuando hay presente un grupo PEG, puede
incorporarse en el espaciador XZ de XP o en ambos. El nimero de unidades de repeticion en un grupo PEG puede
ser de 2 a 20, preferentemente de entre 4 y 10.

El espaciador X? o XP, o ambos, pueden comprender un resto autoinmolante. Un resto autoinmolante es un resto
que (1) esta unido al grupo C y ya sea el anticuerpo Z o el dimero D y (2) tiene una estructura de manera que la
escision del grupo C inicie una secuencia de reaccion que dé como resultado que el resto autoinmolante se desuna
del anticuerpo Z o el dimero D, segun el caso. En otras palabras, la reaccién en un sitio distal del anticuerpo Z o el
dimero D (escision del grupo C) provoca que el enlace X?-Z o XP-D también se rompa. La presencia de un resto
autoinmolante es deseable en el caso del espaciador XP porque, si, después de la escision del conjugado, el
espaciador XP o una porcion del mismo permaneciera unido al dimero D, la actividad bioldgica de este Ultimo podria
verse alterada. El uso de un resto autoinmolante es especialmente deseable cuando el grupo escindible C es un
polipéptido, en cuyo caso el resto autoinmolante normalmente se ubica adyacente al mismo.

A continuacién se muestran restos autoinmolantes (i)-(vii) de ejemplo unidos a un grupo hidroxilo o amino en una
molécula D companiera:

i) a b i) a b (iii) 4 b
() 1 1 () | | ) -\\ O
2 L | Y
D. . D. . . H \
Hl | 1 ' D 1 \‘
: )k/ ' N.)K/ 0 .
: ' H; :

’

(iv) a b (v) a b
| I |

D" \(CH2)2’4/7€\ o s© N
'O 70 'O
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(vi) a b

H 0 : b c
N I : ! : :
D" \/.Jj\o HN"XO! OH ! fo) !
| | OH ol N PN |

| o™ Vo o Me, N

CO,H

El resto autoinmolante es la estructura entre las lineas de puntos a y b (o las lineas de puntos b y c), con
caracteristicas estructurales adyacentes que se muestran para proporcionar contexto. Los restos autoinmolantes (i) y
(v) estan unidos a un dimero D-NH; (es decir, el dimero D se conjuga a través de un grupo amino), mientras que los
restos autoinmolantes (ii), (iii) y (iv) estan unidos a un dimero D-OH (es decir, el dimero D se conjuga a través de un
grupo hidroxilo o carboxilo). La escision del enlace de amida en la linea de puntos b (por ejemplo, por una peptidasa)
libera el nitrégeno de amida como nitrdgeno de amina, iniciando una secuencia de reaccion que da como resultado
la escisién del enlace en la linea de puntos a y la consiguiente liberacién de D-OH o D-NH, segun el caso. Como
alternativa, la escisidon que desencadena la reaccién de autoinmolacién puede ser por un tipo diferente de enzima,
por ejemplo, por una B-glucuronidasa, como en el caso de la estructura (vi). En algunos casos, los grupos
autoinmolantes pueden usarse en tandem, como se muestra en la estructura (vii). En dicho caso, la escision en la
linea de puntos c desencadena la autoinmolacion del resto entre las lineas de puntos b y ¢ mediante una reaccién de
eliminacion 1,6, seguida de la autoinmolacion del resto entre las lineas de puntos a y b mediante una reaccion de
ciclacién-eliminacion. Para obtener divulgaciones adicionales con respecto a restos autoinmolantes, véase Carl et
al., J. Med. Chem., 24 (3), 479-480 (1981); Carl et al., documento WO 81/01145 (1981); Dubowchik et al.,
Pharmacology & Therapeutics, 83, 67-123 (1999); Firestone et al., documento US 6.214.345 B1 (2001); Toki et al., J.
Org. Chem. 67, 1866-1872 (2002); Doronina et al., Nature Biotechnology 21 (7), 778-784 (2003) (fe de erratas, p.
941); Boyd et al., documento US 7.691.962 B2; Boyd et al., documento US 2008/0279868 A1; Sufi et al., documento
WO 2008/083312 A2; Feng, documento US 7.375.078 B2; Jeffrey et al., documento US 8.039.273; y Senter et al.,
documento US 2003/0096743 A1. Un grupo autoinmolante preferido es el grupo p-aminobencil oxicarbonilo (PABC),
como se muestra en la estructura (i).

En otra realizacién, un resto de direccionamiento de anticuerpo y el dimero D se unen mediante un enlazador no
escindible, es decir, el elemento C esta ausente. La degradacion del anticuerpo en Ultima instancia reduce el
enlazador a un pequefio resto adjunto que no interfiere con la actividad biolégica del dimero D.
Técnicas de conjugacion
Los conjugados de la presente invencion se preparan preferentemente preparando en primer lugar un compuesto
que comprende un analogo de la presente invencion (representado por D en las férmulas a continuacién) y un
enlazador (XP)y(C)c(X?)p (donde XP, C, X% a, b y ¢c son como se definen para la formula (Il)) para formar una
composicion analogo-enlazador representada por la formula (l11):

D-(XP)a(C)s(X?)p-R?'! (1

donde R3' es un grupo funcional adecuado para reaccionar con un grupo funcional complementario en el anticuerpo
Z para formar el conjugado. Los ejemplos de grupos R3' adecuados incluyen amino, azida, tiol, ciclooctino,

0

E_N ‘ AS/S | X ACAR:;Z ,_ég}“_NHZ
0] 6 0

N - o 1 F-N=c=0

o "'f\C’ R33

F-N=c=s ’ |-0-NH; ’ ;

donde R*? es ClI, Br, F, mesilato o tosilato y R® es Cl, Br, |, F, OH, -O-N-succinimidilo, -O-(4-nitrofenilo), -O-
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pentafluorofenilo u -O-tetrafluorofenilo. La quimica generalmente utilizable para la preparacion de restos adecuados
D-(XP),C(X?)s-R3! se desvela en Ng et al., documento US 7.087.600 B2 (2006); Ng et al., documento US 6.989.452
B2 (2006); Ng et al., documento US 7.129.261 B2 (2006); Ng et al., documento WO 02/096910 A1; Boyd et al.,
documento US 7.691.962 B2; Chen et al., documento US 7.517.903 B2 (2009); Gangwar et al., documento US
7.714.016 B2 (2010); Boyd et al., documento US 2008/0279868 A1; Gangwar et al., documento US 7.847.105 B2
(2010); Gangwar et al., documento US 7.968.586 B2 (2011); Sufi et al., documento US 2010/0145036 A1; y Chen et
al., documento US 2010/0113476 A1.

Preferentemente, el grupo funcional reactivo -R3'" es -NH,, -OH, -CO.H, -SH, maleimido, ciclooctino, azido (-Ns),
hidroxilamino (-ONH.) o N-hidroxisuccinimido. Son grupos funcionales especialmente preferidos -R3':

o 9 W),
0
%*N:N\\N@, Fc-o-N ]- N 0 Fo-NHy» /ﬁ(N Il o jnH,.
. 2o

Un grupo -OH puede esterificarse con un grupo carboxi en el anticuerpo, por ejemplo, en una cadena lateral de acido
aspartico o glutamico.

Un grupo -CO2H puede esterificarse con un grupo -OH o amidarse con un grupo amino (por ejemplo, en una cadena
lateral de lisina) en el anticuerpo.

Un grupo N-hidroxisuccinimida es funcionalmente un grupo carboxilo activado y puede amidarse convenientemente
por reaccién con un grupo amino (por ejemplo, de lisina).

Un grupo maleimida puede conjugarse con un grupo -SH en el anticuerpo (por ejemplo, de cisteina o de la
modificacion quimica del anticuerpo para introducir un grupo funcional sulfhidrilo), en una reaccién de adicion de
Michael. O, la posicidon de los dos grupos puede invertirse, modificando el anticuerpo para que tenga un grupo
maleimida unido y que el compuesto farmaco-enlazador tenga un grupo -SH.

Diversas técnicas pueden introducir un grupo -SH en un anticuerpo. En una preferida, un grupo €-amino en la
cadena lateral de un resto de lisina en el anticuerpo se hace reaccionar con 2-iminotiolano para introducir un grupo
tiol libre (-SH). El grupo tiol puede reaccionar con una maleimida u otro grupo aceptor de nucledfilos para efectuar la
conjugacion:

0
NH
|  N—[Enlazador]-[Farmaco]
S NH
SH
Lys—(CHg)y-NH, ————> Lys—(CH2)4—NJ\/\/ ° »
I 2-Imino- e H
tiolano

Anticuerpo

NH o)

T
Lys—(CH2)4—NJ\/\/ S
annelovee H

N—[Enlazador]-[Farmaco]

0]
Conjugado

Normalmente, se consigue un nivel de tiolacion de dos a tres tioles por anticuerpo. Para obtener un procedimiento
representativo, véase Cong et al. 2014. Por tanto, en una realizacién, un anticuerpo para la conjugacién con un
dimero de la presente invencion tiene uno o mas restos lisina (preferentemente dos o tres) modificados por reaccion
con iminotiolano.

También puede usarse un grupo -SH para la conjugacion donde el anticuerpo se ha modificado para introducir un
grupo maleimida al mismo, en una reaccion de adicion de Michael que es la "imagen especular" de la descrita
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anteriormente. Los anticuerpos pueden modificarse para que tengan grupos maleimida con N-succinimidil 4-
(maleimidometil)-ciclohexanocarboxilato (SMCC) o su variante sulfonada sulfo-SMCC, estando ambos reactivos
disponibles en Sigma-Aldrich.

Una técnica de conjugacion alternativa emplea una "quimica clic" sin cobre, en la que un grupo azida se afade a
través del enlace alquino tenso de un ciclooctino para formar un anillo de 1,2,3-triazol. Véase, por ejemplo, Agard et
al., J. Amer. Chem. Soc. 2004, 126, 15046; Best, Biochemistry 2009, 48, 6571. La azida puede ubicarse en el
anticuerpo y el ciclooctino en el resto farmacolégico, o viceversa. Un grupo ciclooctino preferido es
dibenzociclooctino (DIBO). Diversos reactivos que tienen un grupo DIBO estan disponibles en Invitrogen/Molecular
Probes, Eugene, Oregoén. La reaccién a continuacion ilustra la conjugacion por quimica clic para el caso en el que el
grupo DIBO esta unido al anticuerpo (Ab):

Y 5L

N Ab N
®N; + | —> N’
\N IN
[Farmaco]-[Enlazador] O [Farmaco]-[Enlazador] O
Conjugado

Otra técnica mas de conjugacidon implica la introduccién de un aminoacido no natural en un anticuerpo,
proporcionando el aminoacido no natural un grupo funcional para la conjugacion con un grupo funcional reactivo en
el resto farmacolégico. Por ejemplo, el aminoacido no natural p-acetilfenilalanina puede incorporarse en un
anticuerpo u otro polipéptido, como se ensefia en Tian et al., documento WO 2008/030612 A2 (2008). El grupo
cetona en la p-acetilfenilalanina puede ser un sitio de conjugacion a través de la formacion de una oxima con un
grupo hidroxilamino en el resto enlazador-farmaco. Como alternativa, el aminoacido no natural p-azidofenilalanina
puede incorporarse en un anticuerpo para proporcionar un grupo funcional azida para la conjugacion a través de
quimica clic, como se ha analizado anteriormente. Los aminoacidos no naturales también pueden incorporarse en un
anticuerpo u otro polipéptido usando métodos sin células, como se ensefia en Goerke et al., documento US
2010/0093024 A1 (2010) y Goerke et al., Biotechnol. Bioeng. 2009, 102 (2), 400-416. Por tanto, en una realizacion,
un anticuerpo que se usa para preparar un conjugado con un dimero de la presente invencion tiene uno o mas
aminoacidos reemplazados por un aminoacido no natural, que preferentemente es p-acetilfenilalanina o p-
azidofenilalanina, mas preferentemente p-acetilfenilalanina.

Otra técnica de conjugacion mas usa la enzima transglutaminasa (preferentemente transglutaminasa bacteriana o
BTG), segun Jeger et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 9995 ("Jeger"). BTG forma un enlace amida entre la
cadena lateral carboxamida de una glutamina (el aceptor de amina) y un grupo alquilenamino (el donador de amina),
que puede ser, por ejemplo, el grupo ge-amino de una lisina o un grupo 5-amino-n-pentilo. En una reaccion de
conjugacion habitual, el resto glutamina se ubica en el anticuerpo, mientras que el grupo alquilenamino se ubica en
el resto enlazador-farmaco, como se muestra a continuacion:

0
I i BTG
mi':‘_(CHz)z'C—NHz + H,N-[Enlazador]-[Farmaco] — =
Anticuerpo
T Q
G

1l
In—(CH,),-C—N-[Enlazador]-[Farmaco]
(CHy)2 N

Conjugado

El posicionamiento de un resto glutamina en una cadena polipeptidica tiene un gran efecto sobre su susceptibilidad a
transamidacion mediada por BTG. Ninguno de los restos glutamina en un anticuerpo es normalmente sustrato de
BTG. Sin embargo, Jeger desvela que si el anticuerpo se desglucosila (siendo el sitio de glucosilacion la asparagina
297 (N297)) la glutamina 295 (Q295) cercana se desbloguea y se vuelve reactiva a BTG. Un anticuerpo puede
desglucosilarse enzimaticamente mediante tratamiento con PNGasa F (Péptido-N-Glucosidasa F). Como alternativa,
un anticuerpo puede sintetizarse sin glucosidos mediante la introduccion de una mutacion N297A en la region
constante, para eliminar el sitio de glucosilacion N297. Jeger desvela que una sustitucion de N297Q en un
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anticuerpo no solo elimina la glucosilacién, sino que también introduce un segundo resto glutamina (en la posicion
297) que también es un aceptor de amina. Por tanto, en una realizacidon, un anticuerpo que se conjuga con un
dimero de la presente invencion se desglucosila. En otra realizacion, el anticuerpo tiene una sustitucion N297Q. Los
expertos en la materia apreciaran que la desglucosilacion por modificacion posterior a la sintesis o por la
introduccion de una mutaciéon N297A genera dos restos glutamina reactivos con BTG por anticuerpo (uno por
cadena pesada, en la posicién 295), mientras que un anticuerpo con una sustitucion N297Q tendra cuatro restos
glutamina reactivos con BTG (dos por cadena pesada, en las posiciones 295 y 297). (La numeracion de las
posiciones de aminoacidos en un anticuerpo es segun el indice EU como se establece en Kabat et al., Sequences of
proteins of immunological interest, 52 ed., Pub. N.° 91-3242, Departamento de Salud y Servicios Sociales de los
EE.UU., NIH, Bethesda, Md., 1991; en lo sucesivo en el presente documento "Kabat").

La conjugacion también puede efectuarse usando la enzima Sortasa A, como se ensefia en Levary et al., PLoS One
2011, 6 (4), e18342; Proft, Biotechnol. Lett. 2010, 32, 1-10; Ploegh et al., documento WO 2010/087994 A2 (2010); y
Mao et al., documento WO 2005/051976 A2 (2005). El motivo de reconocimiento de la Sortasa A (normalmente
LPXTG, donde X es cualquier aminoacido natural) puede estar ubicado en el ligando Z y el motivo aceptor nucledfilo
(normalmente GGG) puede ser el grupo R*' en la formula (l11) o viceversa.

Un anticuerpo también puede adaptarse para la conjugacion modificando su grupo glucosilo para introducir un grupo
ceto que sirve como sitio de conjugacion por formacién de oxima, como se ensefa por Zhu et al., mAbs 2014, 6, 1.
En otra variacion de la glucoingenieria, puede modificarse un grupo glucosilo de un anticuerpo para introducir un
grupo azida para la conjugacion mediante "quimica clic". Véase Huang et al., J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 12308 y
Wang, documento US 8.900.826 B2 (2014) y documento US 7.807.405 B2 (2010).

Otra técnica de conjugacion mas puede denominarse en general puente disulfuro: los enlaces disulfuro en un
anticuerpo se escinden, creando un par de grupos tiol (-SH). Después, el anticuerpo se trata con un compuesto
farmaco-enlazador que contiene dos sitios reactivos con tiol. La reaccion de los grupos tiol con los dos sitios produce
un nuevo puente que vuelve a crear, de una forma, el puente disulfuro original, conservando de este modo la
estructura terciaria del anticuerpo y uniendo un resto farmaco-enlazador. Véase, por ejemplo, Burt et al., documento
WO 2013/190292 A2 (2013) y Jackson et al., documento US 2013/0224228 A1 (2013).

Compuestos dimero-enlazador

Generalmente, un CAF de un dimero de la presente invencion comprende un enlazador unido a un grupo funcional
en el dimero, enlazador que esta unido al anticuerpo. Como reflejo de la diversidad de técnicas de conjugacion
disponibles, los dimeros de la presente invencion pueden elaborarse en muchos compuestos dimero-enlazador
diferentes adecuados para la conjugacién con un anticuerpo.

Generalmente, existen tres modos diferentes para la unién del enlazador a un dimero de la presente invencion,

como se ilustra en las figuras a continuacion (con variables y sustituyentes opcionales en los anillos que no se
muestran por simplicidad):

(@)

(b)\ l (b)

/
0—X—O0 NS
N
o
(©)

(a)
l (b)
0—X—0 N\l H
N
o (©)
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En compuestos dimero-enlazador de tipo (a), un grupo funcional para la union del enlazador se ubica en el puente X

entre las dos mitades del dimero. En compuestos dimero-enlazador de tipo (b), el enlazador se une como un

producto de adicién a través de un doble enlace imina. En los compuestos dimero-enlazador de los tipos (c) y (¢'), un

grupo funcional para la union del enlazador se ubica en un anillo "exterior" de una unidad dimérica de THIQ, AZI o
5 PBD.

En una realizacion, el compuesto dimero-enlazador de tipo (a) puede representarse por la férmula (llla):

(CH2)r_R31
HNTT O
(o)
b
(Ila) (fl\A"‘—[AA Ip V
u
M © s
4
R R? e /(CH2)0-5X
HLN O-CHy—~  -CH,—R!
H W
/- N
R ¥ 0
G N OR
8_ A/ \ Y' R4
R8-G o
Rg R10
10
en la que
T es un grupo autoinmolante;
tesOo 1;
15 AA? y cada AA" se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en alanina, B-alanina, acido y-

aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, acido y-carboxiglutamico, citrulina, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, norleucina, norvalina, ornitina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina;
uesOo1;pes1,2, 304

20 ges1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 o0 12 (preferentemente 2, 3, 4 u 8);

res1,2,3,405;
o o W,

ses0o01;
N®® (“)
R es N7\ - |C-0-N ]» =N 7 |-0-NHy» /ﬁ(N I o FNHg;
I 29
X*es S-S,00NH;y

R', R?, R% R% R® R R’, R& RY R', G, Yy la linea doble —— son como se han definido con respecto a la
férmula (1) en la seccion BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento.

25

30  Un compuesto dimero-enlazador de tipo (a) preferido de acuerdo con la férmula (llla) se representa por la formula
(mna'"y:
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(CHZ)r_Rs‘|
HNTT O
—[AAb O
(Ila") fl\Aa [AA"]
M o T s
5 (CHp)osX*
reR “7
N o-CH,—~  Lch,—0 N
S Wk =\ H
N
OMe MeO N
0] 0]
RS R
en la que
5 X4, T,t, AA?, AAP, p, g, r, s y R® son como se han definido con respeto a la férmula (llla);

cada R?® es independientemente H, alquilo C4-C3, O(CH2CH20)14H, (CH2CH,0)1.4(alquilo C4-C3), OH, CI, F 0 Br;
RS es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y
R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

10 un doble enlace.
Preferentemente, en las formulas (llla) y (llla'), R® es H y X* es NH.

En una realizacion, los compuestos dimero-enlazador de tipo (b) pueden representarse por la formula (l11b):

15
(CHZ)r_Rs‘|
HNT| ©
O
(1tIb) (’.*A"‘—[AAblp ¥
(T ‘o T Is
R3
HO 1
H N O_CHz_X_CHz_R
RT Y—
G N OR?2
// \ H 4
RE-G Y OR
\
G=G
R9 R10
en la que
20 T, t, AA%, AAP, u, p, g, s, ry R3' son como se han definido con respeto a la formula (llla); y

X,R", R% R% R*%, R®% R8.R7, R%. R% R, X2 Yy G son como se han definido con respecto a la férmula (1) en la
seccion BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento.

Un dimero-enlazador de tipo (b) preferido de acuerdo con la formula (lllb) se representa por la formula (I1Ib")
25
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(CHZ)r—R:;‘I
HNTT O
o)
(IITb) AN—IAAT, \))
(T O s
3 (CH2)o.5X?
HO “ 7 1
H N O_CHZ_K\ )—CHZ—R
Ry N
G N OR?
r-¢. )Y OFR
\
G=G
R9 R10

Es decir, la formula (I lIb") difiere de la férmula (llib) en que el subindiceues 1y X es

(CHy)o.5X2

A
HOH

5
Otro dimero-enlazador de tipo (b) preferido de acuerdo con la formula (llib) se representa por la férmula (I [Ib"):
(CH2)—R3!
"
(IIIb") un-T Yo
o})
q
s
X3
Lo 8¢
MeO
o)
10

en la que

T, t, AA?, AAP, p, q,r, s ¥ R¥ son como se han definido con respeto a la férmula (Illa);
cada R?® es independientemente H, alquilo C4-C3, O(CH2CH20)14H, (CH2CH,0)1.4(alquilo C4-C3), OH, CI, F o Br;
15 X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;

R® es H si la linea doble —— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y

R® es H si la linea doble —— al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —— es
un doble enlace.
20

Preferentemente, en la férmula (IlIb"), R® es Hy X3 es H

Preferentemente, en la formula (I1Ib") el resto
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(I11b-01)

(I1Ib-02)
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N
Hy N O X © N\ H (I1Ib-03)
N OMe MeO N
o 3

o ov©/o H)j/\o O)j
2
HOT N
H/
N

e
N o X (o) N H (IIb-03')
OMe MeO N
o o]
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o
OMe
L
N O SN P N H (ITIb-06)
OMe MeO N
0 g
3 o\/©/ \c[)]/\”)i\g/\/\/)j}
o
OH
HO \ij
HY O S0 NS\ H (ITb-07)
N OMe MeO N
o o

3

’

o

H
" ° Jr” i
ﬁ WJI
O
=z
IIIb-08 n=8 IIIb-08a n=6
IIIb-08bn=4 IIIb-08¢c n=2

HO
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= O
H : H
N \n/-\ N N Tr{/\/()i\/\ NH
\/©/ o " O ’ 2
=
N H

OMe MeO N

En una realizacion, los compuestos dimero-enlazador de tipo (c) pueden representarse por la formula (Ilic):

6R5 R3
(IlIc) N O-CH,—X-CH,—R'’
(CHp),—R3!
(Th
AAf=‘—[AA"].o)P(€V
5

en la que

T, t, AA%, AAP, u, p, g, s, ry R3' son como se han definido con respeto a la formula (llla); y

10 R', R?, R3 R* R% R% Y, X2y la linea doble —— son como se han definido con respecto a la férmula (1) en la
seccion BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento.

Un compuesto de tipo (c) dimero-enlazador preferido de acuerdo con la férmula (llic) se representa por la formula

(Mie'):

15
=6 R (CH2)o.5X?
' I
(IIc’) ,N 0-CHy /\ n J-CH—R!
(CH2)-R*!
(T)t
AA“‘—[AAb]p
Es decir, la formula (lllc') difiere de la formula (llic) en que el subindiceues 1y X es
/\/(CH2)0_5X2
Z
H
20 N

Otro compuesto dimero-enlazador de tipo (c) preferido de acuerdo con la formula (llic) se representa por la formula
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(Mne"y:

X3
~ /> [
O\/(\J\/O E RSH
Z
N S\ H
OMe MeO N
o)
HN (CHg),—R! RO
(-i-)t HN 0]
o (IlIc")
AAP—[AAP], V
0] q s
5 enlaque
X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;
al menos una de las lineas dobles — en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;
RS es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
10 un doble enlace;
R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y
Rg es H, O(CH20H20)1_4H, (CHzCHzO)1_4(a|qui|O C1-C3), OH, C|, F o Br.
15  Preferentemente, en la formula (llic"), R® es Hy X3 es H.
Preferentemente, en la férmula (llic"), el resto
X3
5 A 5
HE E o\/( J\/O E TH
~
N ~={ H
OMe MeO N
0] o)
RQ
20
es
]
N N N
H /=~ © N © ~\ H
N OMe MeO N
0 0]

HN
-

25  Los ejemplos de compuestos dimero-enlazador de tipo (c) incluyen:
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N Y o %\
\NZ JJ\/\/\/N
o) N
" o
X
N~ NH
H 2
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Los dimero-enlazador de tipo (c') preferentemente son de acuerdo con la formula (llic™):

\r /J\/
(CHz)r—R31 (R5°)3
’ Nl O
( AAT—[AA], %__H/é\/oy (1)
o) q s

en la que
X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;
T, t, AA%, AAP, u, p, g, s, ry R3' son como se han definido con respeto a la formula (llla); y
cada R es independientemente H, O(alquilo C+-C3), O(alquileno C,-C3), O(alquinilo C»-C3), F, CI, Br o CN.

En las formulas (llla), (llIb), (llic) y (llic™), donde los subindices t y u son los dos 0, el enlazador es del tipo no
escindible, como se ha analizado anteriormente en el presente documento.

R3'" en las férmulas (Illa), (llla"), (llla"), (lllb), (1lb"), (11", (llic), (Ilic"), (lllc") y (lllc™) es un grupo funcional reactivo
capaz de reaccionar con un grupo funcional complementario en el anticuerpo, para efectuar la conjugacion, como se
ha descrito anteriormente.

En una realizacion preferida, en las formulas (llla), (llla"), (llib), (llib"), (lIb™), (llic), (llic™), (llic') o (llic') el grupo R
es

e

o)

En otra realizacién preferida, en las formulas (llla), (llla"), (llla™), (llib), (llIb%), (llIb™), (llic), (llic') o (llic™) el grupo R3!

es
}—NH2

En las formulas (llla), (llla), (llla"), (lib), (1b"), (lb"), (llic), (lic'), (c") y (lllc™), -AA-[AAP]- representa un
polipéptido cuya longitud esta determinada por el valor de p (dipéptido si p es 1, tetrapéptido si p es 3, etc.) AA? esta
en el extremo carboxi del polipéptido y su grupo carboxilo forma un enlace peptidico (amida) con un nitrégeno de
amina del dimero (o grupo T autoinmolante, si esta presente). Por el contrario, el Gltimo AAP esta en el extremo
amino del polipéptido y su grupo a-amino forma un enlace peptidico con

HN
09/ (CHz),—R®!
0] 9 s \(§O ’
(0]

dependiendo de si s es 1 o 0, respectivamente. Son polipéptidos -AA-[AA®],- preferidos Val-Cit, Val-Lys, Lys-Val-
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Ala, Asp-Val-Ala, Val-Ala, Lys-Val-Cit, Ala-Val-Cit, Val-Gly , Val-GIn y Asp-Val-Cit, escritos en la direccion de Na C
convencional, como en H:N-Val-Cit-CO;H). Mas preferentemente, el polipéptido es Val-Cit, Val-Lys o Val-Ala.
Preferentemente, un polipéptido -AA-[AAP]- es escindible por una enzima que se encuentra dentro de la célula
diana (cancerosa), por ejemplo, una catepsina y, especialmente, la catepsina B.

Como indica el subindice t igual a 0 o 1, un grupo autoinmolante T esta opcionalmente presente en compuestos
dimero-enlazador de férmulas (llla), (ll1a"), (llla"), (llib), (11b"), (11Ib"), (llic), (llic') y (llic"). Cuando esta presente, el
grupo autoinmolante T es preferentemente un grupo p-aminobencil oxicarbonilo (PABC), cuya estructura se muestra
a continuacion, indicando un asterisco (*) el extremo del PABC unido a un nitrégeno de amina del dimero e
indicando una linea ondulada (=) e| extremo unido al polipéptido -AA3-[AA?];-.

*)J\o
U

H
Preparacién de conjugados

Este procedimiento general se basa en la introduccion de grupos tiol libres en un anticuerpo por reaccion de grupos
g-amino de lisina con 2-iminotiolano, seguida de la reaccion con un resto farmaco-enlazador que contiene maleimida,
tal como se ha descrito anteriormente. Inicialmente, al anticuerpo se le intercambia el tampdn en tampén de fosfato
0,1 M (pH 8,0) que contiene NaCl 50 mM y acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) 2 mM y se concentra a 5-
10 mg/ml. La tiolacién se consigue a través de la adicion de 2-iminotiolano al anticuerpo. La cantidad de 2-
iminotiolano que se ha de afnadir puede determinarse mediante un experimento preliminar y varia de un anticuerpo a
otro. En el experimento preliminar, se afiade una titulacion de cantidades crecientes de 2-iminotiolano al anticuerpo y
después de la incubacion con el anticuerpo durante 1 h a TA (temperatura ambiente, aproximadamente 25 °C), el
anticuerpo se desala en HEPES 50 mM, Glicina 5 mM, DTPA 2 mM, pH 5,5 usando una columna SEPHADEX™ G-
25 y el numero de grupos tiol introducidos se determina rapidamente por reaccion con ditiodipiridina (DTDP). La
reaccion de los grupos tiol con DTDP da como resultado la liberacién de tiopiridina, que puede controlarse
espectroscopicamente a 324 nm. Se usan normalmente muestras a una concentracion de proteina de 0,5-1,0 mg/ml.
La absorbancia a 280 nm puede usarse para determinar con precisiéon la concentracion de proteina en las muestras
y después se incuba una alicuota de cada muestra (0,9 ml) con 0,1 ml de DTDP (solucién madre 5 mM en etanol)
durante 10 min a TA. También se incuban muestras en blanco de tampdn solo mas DTDP. Después de 10 min, se
mide la absorbancia a 324 nm y se cuantifica el niUmero de grupos tiol usando un coeficiente de extincion para la
tiopiridina de 19.800 M.

Normalmente, es deseable un nivel de tiolacion de aproximadamente dos a tres grupos tiol por anticuerpo. Por
ejemplo, con algunos anticuerpos esto puede conseguirse mediante la adicion de un exceso molar de 15 veces de 2-
iminotiolano seguida de la incubacién a TA durante 1 h. Después, el anticuerpo se incuba con 2-iminotiolano a la
relacion molar deseada y después se desala en tampdn de conjugacion (HEPES 50 mM, glicina 5 mM, DTPA 2 mM,
pH 5,5)). El material tiolado se mantiene en hielo mientras que el nimero de tioles introducidos se cuantifica como se
ha descrito anteriormente.

Después de la verificacion del nimero de tioles introducidos, el resto farmaco (dimero)-enlazador se afiade a un
exceso molar de 2,5 veces por tiol. Se permite que la reaccién de conjugacion transcurra en un tampon de
conjugacion que contiene una concentracion final de propilenglicol al 25 % vy trehalosa al 5 %. Comunmente, la
solucion madre de farmaco-enlazador se disuelve en DMSO al 100 %. La solucién madre se afiade directamente al
anticuerpo tiolado.

La mezcla de reacciéon de conjugacion se incuba a TA durante 2 h con agitacion suave. Después se afiade un
exceso molar de 10 veces de N-etil maleimida (Solucién madre 100 mM en DMSO) a la mezcla de conjugacion y se
agitan durante una hora adicional para bloquear cualquier tiol sin reaccionar.

Después, la muestra se filtra a través de un filtro de 0,2 p. Al material se le intercambia el tampdn a través de la
membrana TFF VivaFlow 50 Sartorius 30 MWCO PES en glicina 10 mg/ml, sorbitol 20 mg/ml, acetonitrilo al 15 % pH
5,0 (volumen de intercambio de tampoén 5X TFF) para retirar cualquier farmaco sin reaccionar. La formulacion final
se realiza por TFF en sorbitol 20 mg/ml, glicina 10 mg/ml, pH 5,0.

El siguiente procedimiento puede usarse para la conjugacion mediada por transglutaminasa de compuestos dimero-
enlazador en los que el enlazador tiene un grupo amina que puede actuar como donador de amina. El anticuerpo
puede ser uno que tenga una glutamina reactiva con transglutaminasa, por ejemplo, uno con una sustitucion N297A
o N297Q. La conjugacion se realiza mediante transglutaminasa bacteriana recombinante con una relacién molar de
anticuerpo:enzima de 5:1. La conjugacion se realiza usando protocolos convencionales en tampoén Tris 50 mM, pH
8,0, incubado durante la noche a 37 °C. El conjugado resultante se purifica en una columna de proteina A,
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equilibrada previamente con Tris 50 mM, pH 8,0. El conjugado se eluye con tampoén de citrato de sodio 0,1 M, pH
3,5. Las fracciones eluidas se neutralizan con Tris 1 M pH 9,0. El conjugado puede formularse en sorbitol 20 mg/ml,
glicina 10 mg/ml, pH 5,0.

5 Los expertos en la materia comprenderan que las condiciones y metodologias descritas anteriormente son de
ejemplo y no limitantes y que se conocen en la técnica otros enfoques para la conjugacion que pueden usarse en la
presente invencion.

Conjugados
10
En una realizacion, los conjugados de la presente invencion derivan de compuestos dimero-enlazador de tipo (a) y
pueden representarse por la férmula (1Va):
(IVa)
(CHz)—R**—-Ab
HNT] O
O
(AAa—[AAb]p V
u
(Th ° T Is
¢RS R3 e /(CHz)o sX
HN 0-CH=  CH,—R'
H~ 28,
® N
R Y
P N OR?
G NV 4
RE-G Y OR
9 R10
L R —im
15
en la que
Ab es un anticuerpo;
R0 es
20
() 0 W
N * S\*
NI, ) E_N ’ \\N >
N N
W, ° W
@)
n H * 0
C—-N—= > i_O_N_ﬂ/ }_H L.
- - - >
alquilo C13
25 donde la valencia abierta de R*? que esta unida a Ab se indica con un asterisco (*) y
la valencia abierta de R*® que esta unida a (CHy): se indica con una linea ondulada (=easss=s);
mes 1,2, 304;
T, t, AAZ, AAP, u, p, g, s, ry X* son como se han definido con respecto a la férmula (llla); y
30 R', R?, R3 R* R5 RS R7, R& R% R, Y, Gy la linea doble — son como se han definido con respecto a la

férmula (1) en la seccion BREVE SUMARIO DE LA INVENCION anteriormente en el presente documento.

Un conjugado preferido de acuerdo con la formula (IVa) se representa por la formula (IVa'):
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(IVa')
(CH2)—R*°—+Ab
HNT] O
o
lI\Aa—[AAb]p V
(-:-)t 0 g s
(CHz)osX*
O-CH —/\/lCH —0 N
28 2 = H
N
OMe MeO N
o)
R R
| _Im
en la que
5 Ab, R¥, T, t, AA%, AAP, p, q, s, r y X* son como se han definido con respecto a la formula (llla);
RS es H si la linea doble —— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace;
R® es H si la linea doble —— al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y
10 R® es H, OH, OMe, NH, NMe, alquilo C+4-C3, O(CH.CH;0)1.sMe, OCH,CH,0H, F, Cl, Bro
X
| —NH;
=
(especialmente el para-isdbmero).
15
En ofra realizacion, los conjugados de la presente invencion derivan de compuestos dimero-enlazador de tipo (b) y
pueden representarse por la férmula (1Vb):
(CHR)~R¥——Ab
HNT| ©
o
<AAa—[AAb]p y
u q
(T © s
R3 IVb
H N O-CH,—X-CH,R
R7 Y~
G N OR?
RB_G// \ Y (@] R4
o=,
R9 R10
L _m
20
en la que
Ab, R*, m, T, t, AA?, AA® u, p, g, s ¥ r son como se han definido con respecto a la férmula (IVa); y
R', R% R3, R% R’, R%. R? R™, Y, Gy X son como se han definido en la seccion BREVE SUMARIO DE LA
25 INVENCION anteriormente en el presente documento con respecto a la formula (1).
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Un conjugado preferido de acuerdo con la formula (IVb) se representa por la formula (IVb'):

(CH2)—R*——Ab
HNT] O
ll\Aa—[AAb]p o
(T © M
3 (CH2)osX? '
HOUN 1 O-CH —/\/h—;:s—w o
H N 7
R Y— N
e N OR?
re-¢ )Y OR*
J s
R9 R10
L _1m

en la que

T, t, AA%, AAP, m, p, q, s, r, R* y Ab son como se han definido con respecto a la férmula (IVa) y
R', R?, R, R*, R7, R R? R Y, Gy X son como se han definido con respecto a la formula (IVa).

Es decir, el conjugado (IVb') difiere del conjugado (IVb) en que el subindiceues 1y X es
(CHz)osX?

A
-

Otro conjugado preferido de acuerdo con la férmula (IVb) tiene una estructura representada por la formula (IVb"):

(CHZ)r_R40

—Ab

ave")

en la que

T, t, AA%, AAP, m, p, q, s, r, R* y Ab son como se han definido con respecto a la formula (IVa);
X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;

R® es H si la linea doble —— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —— es
un doble enlace;

R® es H si la linea doble —— al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —— es
un doble enlace; y

R® es H, OH, OMe, NH, NMe, alquilo C4-C3, O(CH,CH;0)1.sMe, OCH,CH,0H, F, Br, Cl o
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5 Preferentemente, en la formula (IVb'), R®es Hy X3 es H.

En ofra realizacion, los conjugados de la presente invencion derivan de compuestos dimero-enlazador de tipo (c) y

pueden representarse por la formula (IVc):

—Ab

—Ab

(IVe)

(ve)

5 3
H RE R* R
H /N O-CHy;—X-CH,—
y—
OR?
/7 Ny o R
HN = (CHy),~R%
0]
(AAa—[AAb]p
ul O q
10 L
en la que
Ab, R*, m, T, t, AA?, AA® u, p, g, s ¥ r son como se han definido con respecto a la férmula (IVa); y
15 R', R% R?% R% R R°.Y, Xy la linea doble ~—— son como se han definido en la seccién BREVE SUMARIO DE
LA INVENCION anteriormente en el presente documento con respecto a la féormula (1).
Un conjugado preferido de acuerdo con la formula (IVc) se representa por la férmula (1Vc'):
R6R® (CHz)o 5X
ﬁio CHo—- & J CHy—
Fatat
(CHZ)r R40
(T)t
AAa—[AAb]p
20
en la que
Ab, R*, m, T, t, AA?, AA® p, g, s y r son como se han definido con respecto a la formula (IVa); y
25 R', R2, R3 R4 R% RO. Y, X2y la linea doble — son como se han definido en la seccion BREVE SUMARIO DE

LA INVENCION anteriormente en el presente documento con respecto a la Férmula ().

Es decir, el conjugado (1Vc') difiere del conjugado (IVc) en que el subindiceues 1y X es
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/\/(CH2)0_5X2
= |
<r

Otro conjugado preferido de acuerdo con la férmula (IVc) tiene una estructura representada por la férmula (1Vc"):

_ g —
5 DA 5
HEN ov(\/ /Jvo E R
N ~H
OMe MeO P N Ve
(o] R9
| HN (CHy),—R¥————-Ab
o]
— b
AAT—[AAY],
o] q s
m

en la que

Ab, R*, m, T, t, AA?, AA®, p, g, s y r son como se han definido con respecto a la férmula (IVa);
10 X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;

al menos una de las lineas dobles ——- en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;

R® es H si la linea doble —— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —- es

un doble enlace;

R® es H si la linea doble —— al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —— es
15 un doble enlace; y

R® es H, OH, OMe, alquilo C4-C3, O(CH.CH;0)1.sMe, F, Cl o Br.
Preferentemente, en la férmula (IVc"), R® es Hy X3 es H.

20  (IVc™): Los conjugados preferidos basados en dimero-enlazadores de tipo (c') son de acuerdo con la formula

- g _
\ =" NR)
HN (R%),
(CHy)r Ab
(T)t
(AAa_,[AAb]p (IVC'")
L _ m

en la que
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Ab, R, m, T, t, AA?, AA® p, g, s, uy r son como se han definido con respecto a la férmula (IVa);
X3 es H, OH, OMe, Me o0 CH,OH; y
cada R es independientemente H, O(alquilo C+4-C3), O(alquileno C,-C3), O(alquinilo C»-C3), F, CI, Br o CN.

Las preferencias indicadas anteriormente en el presente documento con respecto a los dimero-enlazadores de
formulas (Illa), (ll1a"), (llib), (1LY, (llb"), (lllic), (1c'), (lllc") y (Ilic™) para el polipéptido - AA3-[AA°],- v el grupo T
autoinmolante también son aplicables a conjugados de férmulas (1Va), (IVa'), (IVb), (IVb'), (IVc), (IVc') y (IVc™).

En las férmulas (IVa), (IVb), (IVc) y (IVc™), si los subindices t y u son los dos 0, entonces el enlazador es del tipo no
escindible y se basa en la degradacion del anticuerpo Ab para liberar el farmaco. EI componente de polietilenglicol
opcionalmente puede estar presente (es decir, s es 1) si su presencia es beneficiosa, por ejemplo, mediante el
aumento de la solubilidad del compuesto farmaco-enlazador durante la conjugacion y no interfiere con la actividad
bioldgica del farmaco.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
de la presente invencién o de un conjugado del mismo, formulado junto con un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Puede contener opcionalmente uno o mas principios farmacéuticamente activos
adicionales, tales como un anticuerpo u otro farmaco. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse en
una terapia de combinacién con otro agente terapéutico, especialmente otro agente antineoplasico.

La composiciéon farmacéutica puede comprender uno o mas excipientes. Los excipientes que pueden usarse
incluyen vehiculos, agentes tensioactivos, agentes espesantes o emulsionantes, aglutinantes sélidos, adyuvantes de
dispersion o suspension, solubilizantes, colorantes, agentes aromatizantes, recubrimientos, agentes disgregantes,
lubricantes, edulcorantes, conservantes, agentes isotdnicos y combinaciones de los mismos. La seleccion y uso de
excipientes adecuados se ensefia en Gennaro, ed., Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20% Ed.
(Lippincott Williams & Wilkins 2003).

Preferentemente, una composicion farmacéutica es adecuada para la administracién intravenosa, intramuscular,
subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyeccion o infusion). Dependiendo de la via de
administracion, el compuesto activo puede recubrirse con un material para protegerlo de la accién de los acidos y
otras condiciones naturales que puedan inactivarlo. La frase "administracion parenteral" se refiere a modos de
administracion distintos de la administracion enteral y topica, por lo general por inyeccion, e incluye, sin limitacion,
inyeccion e infusién, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca,
intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea,
intraespinal, epidural e intraesternal. Como alternativa, la composicién farmacéutica puede administrarse a través de
una via no parenteral, tal como una via de administracion tdpica, epidérmica o mucosa, por ejemplo, por via
intranasal, por via oral, por via vaginal, por via rectal, por via sublingual o por via tépica.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de soluciones o dispersiones acuosas estériles. También
pueden formularse en una microemulsion, liposoma u otra estructura ordenada adecuada para lograr una alta
concentracion de farmaco. Las composiciones también pueden proporcionarse en forma de liofilizados, para su
reconstitucion en agua antes de la administracion.

La cantidad de principio activo que puede combinarse con un material de vehiculo para producir una Unica forma de
dosificacion variara dependiendo del sujeto que se esté tratando y del modo particular de administracion y
generalmente sera esa cantidad de la composicion la que produce un efecto terapéutico. Generalmente, del cien por
ciento, esta cantidad variara desde aproximadamente el 0,01 por ciento a aproximadamente el noventa y nueve por
ciento de principio activo, preferentemente desde aproximadamente el 0,1 por ciento a aproximadamente el 70 por
ciento, mas preferentemente desde aproximadamente el 1 por ciento hasta aproximadamente el 30 por ciento de
principio activo en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las pautas de dosificacion se ajustan para proporcionar una respuesta terapéutica. Por ejemplo, puede
administrarse un unico bolo, pueden administrarse varias dosis divididas en el tiempo o la dosis puede reducirse o
aumentarse proporcionalmente segun lo indiquen las exigencias de la situacion. Es especialmente ventajoso
formular las composiciones parenterales en forma de dosis unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad de
la dosis. "Forma de dosificacion unitaria" se refiere a unidades fisicamente individuales adecuadas como
dosificaciones unitarias para los sujetos que se han de tratar; conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
de compuesto activo calculada para producir la respuesta terapéutica deseada, en asociacién con el vehiculo
farmacéutico requerido.

La dosis varia de aproximadamente 0,0001 a 100 mg/kg y mas por lo general de 0,01 a 5 mg/kg, del peso corporal

del hospedador. Por ejemplo, las dosis pueden ser de 0,3 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg de peso corporal,
3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-
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10 mg/kg o, como alternativa, de 0,1 a 5 mg/kg. Las pautas de tratamiento de ejemplo son la administracion una vez
por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada tres semanas, una vez cada cuatro semanas, una vez al
mes, una vez cada 3 meses 0 una vez cada tres a 6 meses. Las pautas de dosificacion preferidos incluyen 1 mg/kg
de peso corporal o 3 mg/kg de peso corporal a través de administracion intravenosa, usando uno de los siguientes
programas de dosificacion: (ii) cada cuatro semanas durante seis dosificaciones, después cada tres meses; (ii) cada
tres semanas; (iii) 3 mg/kg de peso corporal una sola vez seguido de 1 mg/kg de peso corporal cada tres semanas.
En algunos métodos, la dosis se ajusta para conseguir una concentracion plasmatica de anticuerpos de
aproximadamente 1-1000 pg/ml y, en algunos métodos, aproximadamente 25-300 pg/ml.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto de la invencién preferentemente da como resultado una
disminucion en la gravedad de los sintomas de la enfermedad, un aumento en la frecuencia y duracion de los
periodos sin sintomas de la enfermedad o una prevencién del deterioro o la discapacidad debidos a la enfermedad.
Por ejemplo, para el tratamiento de sujetos portadores de tumores, una "cantidad terapéuticamente eficaz" inhibe
preferentemente el crecimiento tumoral en al menos aproximadamente un 20 %, mas preferentemente en al menos
aproximadamente un 40 %, incluso mas preferentemente en al menos aproximadamente un 60 % y aiun mas
preferentemente en al menos aproximadamente un 80 % con respecto a sujetos sin tratar. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto terapéutico puede disminuir el tamafio tumoral o mejorar de otro modo los
sintomas en un sujeto, que normalmente es un ser humano pero puede ser otro mamifero.

La composicion farmacéutica puede ser una formulacion de liberacion controlada o sostenida, incluyendo implantes,
parches transdérmicos y sistemas de entrega microencapsulados. Pueden usarse polimeros biocompatibles y
biodegradables, tales como acetato de etileno y vinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y
acido polilactico. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed.,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

Las composiciones terapéuticas pueden administrarse a través de dispositivos médicos tales como (1) dispositivos
de inyeccion hipodérmica sin aguja (por ejemplo, documento US 5.399.163; 5.383.851; 5.312.335; 5.064.413;
4.941.880; 4.790.824; y 4.596.556); (2) bombas de microinfusién (documento US 4.487.603); (3) dispositivos
transdérmicos (documento US 4.486.194); (4) aparatos de infusion (documento US 4.447.233 y 4.447.224); y (5)
dispositivos osméticos (documento US 4.439.196 y 4.475. 196).

En determinadas realizaciones, la composicion farmacéutica puede formularse para garantizar una distribucion
adecuada in vivo. Por ejemplo, para garantizar que los compuestos terapéuticos de la invencion atraviesen la barrera
hematoencefalica, pueden formularse en liposomas, que pueden comprender adicionalmente restos de
direccionamiento para potenciar el transporte selectivo a células u érganos especificos. Véase, por ejemplo, los
documentos US 4.522.811; 5.374.548; 5.416.016; y 5.399.331; V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685;
Umezawa et al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038; Bloeman et al. (1995) FEBS Lett. 357:140; M.
Owais et al. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180; Briscoe et al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134; Schreier
et al. (1994) J. Biol. Chem. 269:9090; Keinanen y Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; y Killion y Fidler (1994)
Immunomethods 4:273.

USOS

Los compuestos de la presente invencidon o sus conjugados pueden usarse para tratar enfermedades tales como,
pero sin limitacion, enfermedades hiperproliferativas, incluyendo: canceres de cabeza y cuello que incluyen tumores
de cabeza, cuello, la cavidad nasal, senos paranasales, nasofaringe, cavidad oral, orofaringe, laringe, hipofaringe,
glandulas salivales y paragangliomas; canceres de higado y arbol biliar, en particular carcinoma hepatocelular;
canceres intestinales, en particular cancer colorrectal; cancer de ovario; cancer de pulmén microcitico y no
microcitico (CPM y CPNM); sarcomas de cancer de mama, tales como fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno,
rabdomiosarcoma embrionario, leiomisosarcoma, neurofibrosarcoma, osteosarcoma, sarcoma sinovial, liposarcoma
y sarcoma alveolar de partes blandas; leucemias tales como leucemia promielocitica aguda (LPA), leucemia
mielégena aguda (LMA), leucemia linfoblastica aguda (LLA) y leucemia mielégena crénica (LMC); neoplasias del
sistema nervioso central, en particular cancer cerebral; mieloma multiple (MM), linfomas tales como linfoma de
Hodgkin, linfoma linfoplasmocitoide, linfoma folicular, linfoma de tejido linfoide asociado a la mucosa, linfoma de
células del manto, linfoma de células grandes de linaje B, linfoma de Burkitt y linfoma de células grandes anaplasico
de linfocitos T. Clinicamente, la puesta en practica de los métodos y el uso de las composiciones que se describen
en el presente documento dara como resultado una reduccioén en el tamafio o numero del crecimiento canceroso y/o
una reduccion en los sintomas asociados (cuando corresponda). Patolégicamente, la puesta en practica del método
y el uso de las composiciones que se describen en el presente documento produciran una respuesta relevante
patolégicamente, tal como: inhibicién de la proliferacion de células cancerosas, reduccion del tamafio del cancer o
tumor, prevencion de metastasis adicionales e inhibicién de la angiogénesis tumoral. El método de tratamiento de
dichas enfermedades comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacién inventiva a
un sujeto. El método puede repetirse segun sea necesario. Especialmente, el cancer puede ser renal, pulmonar,
gastrico u ovarico.

Los compuestos de la presente invencion o sus conjugados pueden administrarse en combinacion con otros agentes
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terapéuticos, incluyendo anticuerpos, agentes alquilantes, inhibidores de la angiogénesis, antimetabolitos,
escindidores de ADN, entrecruzadores de ADN, intercaladores de ADN, aglutinantes del surco menor del ADN,
enediinas, inhibidores de la proteina de choque térmico 90, inhibidores de la histona deacetilasa,
inmunomoduladores, estabilizadores de microtubulos, analogos de nucledsidos (purina o pirimidina), inhibidores de
exportacion nuclear, inhibidores del proteasoma, inhibidores de topoisomerasas (I o Il), inhibidores de tirosina cinasa
e inhibidores de serina/treonina cinasa. Los agentes terapéuticos especificos incluyen adalimumab, ansamitocina
P3, auristatina, bendamustina, bevacizumab, bicalutamida, bleomicina, bortezomib, busulfan, calistatina A,
camptotecina, capecitabina, carboplatino, carmustina, cetuximab, cisplatino, cladribina, citarabina, criptoficinas,
dacarbazina, dasatinib, daunorrubicina, docetaxel, doxorrubicina, duocarmicina, dinemicina A, epotilonas, etopdsido,
floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, gefitinib, gemcitabina, ipilimumab, hidroxiurea, imatinib, infliximab,
interferones, interleucinas, h-lapachona, lenalidomida, irinotecan, maitansina, mecloretamina, melfalan, 6-
mercaptopurina, metotrexato, mitomicina C, nilotinib, oxaliplatino, paclitaxel, procarbazina, acido suberoilanilida
hidroxamico (SAHA), 6-tioguanidina, tiotepa, tenipdsido, topotecan, trastuzumab, tricostatina A, vinblastina,
vincristina y vindesina.

Ejemplos

La puesta en practica de la presente invencion puede comprenderse adicionalmente por referencia a los siguientes
ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion y no de limitacién. Los siguientes procedimientos generales
son ilustrativos, y los expertos en la materia comprenden que pueden usarse métodos alternativos pero
equivalentes.

Algunos espectros de RMN-'H se ejecutaron en instrumentos Bruker 600, 500 o 400 MHz y los desplazamientos
quimicos se publicaron en ppm (8) con respecto al tetrametilsilano (& = 0,0). Generalmente, las evaporaciones se
realizaron a presién reducida.

Estos dos métodos de analisis por CL/EM son ilustrativos:

Columna A: Waters BEH C18, 2,0 x 50 mm, particulas de 1,7 uym; Fase movil A: agua con TFA al 0,05 % (acido
trifluoroacético); Fase movil B: acetonitrilo con TFA al 0,05 %; [2-98 % en 1,5 min, con un tiempo de ejecucion de
3 min]; Temperatura: 40 °C; Flujo: 0,8 ml/min y un detector de UV ajustado a 220 0 254 nm.

Columna B: PhenomenexLuna, 2,0 x 30 mm, particulas de 3 um; Fase movil A: 10 % de acetonitrilo/90 % de
agua con TFA al 0,1 %; Fase movil B: 90 % de acetonitrilo/10 % de agua con TFA al 0,1 %; [0-100 % en 2 min,
con un tiempo de ejecucion de 4 min]; Temperatura: 40 °C; Flujo: 1,0 ml/min y un detector de UV ajustado a 220
0 254 nm.

Ejemplo 1 - Compuesto intermedio 6

Este ejemplo y la Fig. 1 se refieren a la sintesis del compuesto intermedio 6, que se usa para la preparacion de
dimeros de la presente invencion.

Se prepard cloruro de 4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoilo 1 a partir del éster metilico correspondiente de la
siguiente manera: A una solucion de 4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoato de metilo (Harve Chem, 15 g, 47,3 mmol)
en tetrahidrofurano (THF, 350 ml) se le afiadi6 una solucién de NaOH ac. (56,7 ml, 142 mmol, 2,5 M). La reaccion se
agité a 50 °C durante 5 h. La reaccion se enfrié a TA (TA) y después se concentrd al vacio para retirar el THF. La
capa acuosa restante se acidificé con HCl ac.(6 N) a pH 2. El precipitado de color amarillo resultante se filtrd, se lavd
con agua y se seco al vacio para proporcionar acido 4-(benciloxi)-5-metoxi-2-nitrobenzoico (14,32 g, rendimiento del
100 %). CLEM (M+H) = 304,08. RMN "H (400 MHz, METANOL-d4) & 7,60 (s, 1H), 7,53 - 7,45 (m, 2H), 7,45 - 7,31 (m,
3H), 7,29 (s, 1H), 5,23 (s, 2H), 3,98 (s, 3H).

A una solucion del acido nitrobenzoico anterior (3,5 g, 11,54 mmol) en THF (150 ml) se le afiadi6é gota a gota cloruro
de oxalilo (1,212 ml, 13,85 mmol), seguido de N,N-dimetilformamida (DMF, 50 ul). La solucién resultante se agit6 a
TA durante 2 h antes de concentrarse al vacio para proporcionar cloruro de acido 1 en forma de un sélido de color
amarillo.

El cloruro acido 1 se disolvi6 en THF (35ml) y se afadié6 gota a gota a una solucion de sal de acido p-
toluenosulfonico de 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato de (S)-bencilo 2 (Accela, 5,58 g, 12,70 mmol) y
trietilamina (4,83 ml, 34,6 mmol) en THF (80 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a TA durante 4 h antes de
que se inactivase con agua y se concentro para retirar el THF. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 veces).
Las capas organicas combinadas se lavaron con NaHCO3 sat. ac. y después salmuera y se secaron sobre Na;SO,4 y
se concentraron al vacio. La mezcla del producto en bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice ISCO
(columna de 80 g, gradiente del 0 % al 100 % de EtOAc/diclorometano (DCM) en 15 minutos) para proporcionar el
éster 3 (6,25 g, rendimiento del 98 %). CLEM (M+H) = 553. RMN-"H (400 MHz, CLOROFORMO-d) § 7,95 - 7,72 (m,
1H), 7,57 - 7,35 (m, 5H), 7,34 - 7,0 (m, 8H), 7,14 - 6,98 (m, 1H), 6,94 - 6,69 (m, 1H), 5,39 - 5,19 (m, 2H), 5,19 - 5,08
(m, 1H), 4,99 (c, d = 12,4 Hz, 1H), 4,75 (d, J = 17,4 Hz, 1H), 4,65 - 4,40 (m, 2H), 4,28 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 3,86 (s. a.,
3H), 3,71 (s, 1H), 3,50 - 3,18 (m, 1H).
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Una suspension de éster 3 (6,25 g, 11,31 mmol), cinc (4,44 g, 67,9 mmol) y NH4CI (7,26 g, 136 mmol) en MeOH
(50 ml) se calenté a 50 °C durante 16 h. La reaccion se enfrié a TA y se diluyd con MeOH. La mezcla resultante se
filtré6 a través de un lecho de CELITE™, lavando sucesivamente con EtOAc, DCM y MeOH. Los filtrados se
combinaron y se concentraron al vacio. La mezcla del producto en bruto se purificd usando cromatografia en gel de
silice ISCO (columna de 120 g, gradiente del 0 % al 100 % de EtOAc/DCM en 15 minutos) para proporcionar diona 4
(4,5 g, rendimiento del 96 %). CLEM (M+H) = 415. RMN-'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,49 - 7,40 (m, 4H),
7,32 (s. a., 6H), 6,45 (s, 1H), 5,19 (s, 2H), 5,13 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 4,47 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,21 (t, J = 6,7 Hz,
1H), 3,93 (s, 3H), 3,52 (dd, J = 15,4, 7,0 Hz, 1H), 3,02 (dd, J = 15,4, 6,4 Hz, 1H).

Una solucion de diona 4 (4,5g, 10,86 mmol) en DMF (54,3 ml) se enfri6 a 0 °C antes de que se afadiese NaH
(dispersion al 60 % en aceite mineral, 0,54 g, 13,57 mmol) por lotes. La mezcla resultante se agité durante 30 min
antes de que se afiadiera (2-(clorometoxi)etil)trimetilsilano (SEM-CI, 2,31 ml, 13,03 mmol). La reaccién se calent6 a
TA y se agité durante 1 h antes de que se interrumpiese con agua. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3
veces). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na>SO4 y se concentraron al vacio. La mezcla del
producto en bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice ISCO (columna de 80 g, gradiente del 0 % al
50 % de EtOAc/DCM en 15 min) para proporcionar SEM-diona 5 (4,60 g, rendimiento del 78 %). CLEM (M+H) = 545.
RMN-"H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,59 - 7,41 (m, 2H), 7,40 - 7,21 (m, 9H), 5,43 (d, J = 9,9 Hz, 1H), 5,21 (s,
2H), 5,14 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,50 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 4,41 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,33 - 4,16 (m, 1H), 4,13 (d, J =
7,3 Hz, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,82 - 3,46 (m, 3H), 3,06 - 2,84 (m, 1H), 1,26 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 0,97 (ddd, J = 9,9, 6,8,
2,6 Hz, 2H), 0,10 - 0,01 (m, 9H).

Una suspension de SEM-diona 5 (4,68 g, 8,59 mmol) y Pd/C (10 %, 0,457 g) en EtOH (10 ml) se agit6 con un globo
de H; a TA durante 3 h. La reaccion se filtré a través de un lecho CELITE™, se lavé con EtOH y se concentr6 al
vacio. La mezcla del producto en bruto se purificd usando cromatografia en gel de silice ISCO (columna de 120 g,
gradiente del 0 % al 100 % de EtOAc/DCM en 15 min) para proporcionar compuesto 6 (3,23 g, rendimiento del
83 %). CLEM (M+H) = 455. RMN-"H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,40 - 7,21 (m, 5H), 5,97 (s, 1H), 5,46 (d, J =
9,7 Hz, 1H), 5,18 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 4,72 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 4,58 - 4,24 (m, 2H), 3,95 (s, 3H), 3,83 - 3,44 (m, 3H),
3,14 - 2,88 (m, 1H), 0,99 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 0,14 (s, 9H).

Ejemplo 2 - Compuesto intermedio 13

Este ejemplo y la Fig. 2 se refieren a la sintesis de compuestos intermedios adicionales utiles en la preparacion de
dimeros de la presente invencion.

Se disolvio cloruro acido 1 en THF (30 ml) y se afadi6é gota a gota a una solucién de carboxilato 7 (Borzilleri et al.,
documento WO 2014/047024 A1 (2014), 1,6 g, 6,39 mmol) y NEt; (2,67 ml, 19,2 mmol) en THF (20 ml) a 0 °C. La
solucién de reaccion se calentd lentamente a TA y se agité durante 30 min. La reaccion se interrumpié con agua y se
concentro para retirar el THF. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 veces). Las capas organicas
combinadas se lavaron con NaHCOs, después salmuera y se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al vacio. La
mezcla del producto en bruto se purificd usando cromatografia en gel de silice ISCO (columna de 80 g, gradiente del
0 % al 100 % de EtOAc/Hexano en 15 min) para proporcionar el éster etilico 8 (2,66 g, rendimiento del 78 %). CLEM
(M+H) = 536,4.

Una suspension del éster etilico 8 (1,75 g, 3,55 mmol), cinc (1,394 g, 21,32 mmol) y NH4ClI (2,281 g, 42,6 mmol) en
MeOH (10 ml) se calenté a 50 °C durante la noche. La mezcla de reaccién se filtr6 a través de un lecho de
CELITE™, lavando con una cantidad copiosa de MeOH al 20 % en DCM. El filtrado se concentr6 para proporcionar
amino-diona 9 en forma de un sélido de color blanco (1,25 g, 2,90 mmol, rendimiento del 82 %). CLEM (M+H) =
430,3. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 10,26 (s. a., 1H), 7,53 - 7,31 (m, 6H), 7,24 (s, 1H), 6,92 (d, J = 7,9 Hz, 1H),
6,78 (s, 1H), 6,50 - 6,41 (m, 2H), 5,07 (d, J = 4,6 Hz, 2H), 5,00 - 4,88 (m, 2H), 4,84 (d, J = 15,0 Hz, 1H), 4,09 (d, J =
15,0 Hz, 1H), 4,01 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,12 (dd, J = 15,3, 7,6 Hz, 1H), 2,78 (dd, J = 15,2, 6,2 Hz, 1H).

A una solucién de amino-diona 9 (1,6 g, 3,73 mmol) y cloruro de tritilo (1,246 g, 4,47 mmol) en DCM (10 ml) se le
afadié NEtz (0,779 ml, 5,59 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 3 h y se concentr6. La mezcla del
producto en bruto se purific6 usando cromatografia en gel de silice ISCO (columna de 80g, 0-50% de
EtOAc/Hexano) para proporcionar tritil-diona 10 en forma de un sélido de color blanco (2,2 g, 3,27 mmol, rendimiento
del 88 %). RMN 'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 8,01 (s, 1H), 7,50 - 7,12 (m, 22H), 6,77 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,47 -
6,34 (m, 2H), 6,16 (dd, J = 8,1, 2,4 Hz, 1H), 5,02 (s. a., 1H), 4,91 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,18 - 4,09 (m, 2H), 4,05 (t, J =
6,9 Hz, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,28 (dd, J = 15,4, 7,7 Hz, 1H), 2,75 (dd, J = 15,4, 6,4 Hz, 1H).

A una solucién de tritil-diona 10 (2,2 g, 3,27 mmol) en DMF (15 ml) a 0 °C se le afiadié NaH (dispersion al 60 % en
aceite mineral, 0,236 g, 3,93 mmol). La mezcla se agité durante 30 min antes de que se ahadiese SEM-CI (0,697 ml,
3,93 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 2 h antes de que se inactivase con salmuera. La mezcla
de reaccion se extrajo con EtOAc (3 veces). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SOs y se
concentraron al vacio. La mezcla del producto en bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice ISCO
(columna de 40 g, 0-50 % de EtOAc/Hexano) para proporcionar SEM-diona 11 (2,1 g, 2,62 mmol, rendimiento del
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80 %). CLEM (M-tritilo) = 560,4. RMN-"H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,48 - 7,42 (m, 2H), 7,41 - 7,32 (m, 9H),
7,31-7,18 (m, 11H), 6,77 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,38 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 6,19 (dd, J = 8,3, 2,3 Hz, 1H), 5,45 (d, J =
9,7 Hz, 1H), 5,21 (s, 2H), 5,08 - 4,92 (m, 2H), 4,49 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 4,13 - 4,08 (m, 1H), 4,02 (d, J = 15,2 Hz, 1H),
3,93 (s, 3H), 3,71 (td, J = 9,6, 7,0 Hz, 1H), 3,61 (td, J = 9,6, 7,2 Hz, 1H), 3,36 (dd, J = 15,5, 8,3 Hz, 1H), 2,72 (dd, J =
15,5, 6,5 Hz, 1H), 1,05 - 0,92 (m, 2H), 0,06 (s, 9H).

Una suspension de SEM-diona 11 (950 mg, 1,18 mmol) y Pd/C (10 %, 200 mg) en EtOAc (20 ml) se agit6 con un
globo de H; durante 2 dias. La mezcla de reaccion se filtré a través de un lecho de CELITE™ y se lavo con EtOAc y
después con MeOH. Los filtrados combinados se concentraron y se purificaron usando cromatografia en gel de silice
ISCO (columna de 40g, 0-100 % de EtOAc/Hexano) para proporcionar compuesto 12 (510 mg, 1,08 mmol,
rendimiento del 90 %). CLEM (M+H) = 470,2. RMN 'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,33 (s, 1H), 7,27 (s, 1H),
7,09 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 6,67 - 6,54 (m, 2H), 6,02 (s, 1H), 5,47 (d, J = 9,7 Hz, 1H), 5,11 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,71 (d,
J=9,7Hz, 1H), 4,29 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,22 (dd, J = 7,7, 6,5 Hz, 1H), 3,94 (s, 3H), 3,79 - 3,60 (m, 4H), 3,47 (dd, J
=154, 7,7 Hz, 1H), 2,90 (dd, J = 15,5, 6,4 Hz, 1H), 1,09 - 0,94 (m, 2H), 0,05 (s, 9H).

A una solucién del compuesto 12 (500 mg, 1,065 mmol) en THF (3 ml) a 0°C se le afiadi6 NEt; (0,742 ml,
5,32 mmol). Se afiadié cloroformiato de alilo 12a (513 mg, 4,26 mmol) gota a gota. La solucién resultante se agit6 a
0 °C durante 2 h y se diluyd con MeOH (5 ml) y LiOH ac. (2 ml, 2 N). La mezcla resultante se agité a TA durante
16 h. La reaccion se diluyé con EtOAC y se lavo con salmuera. La capa organica se separo, se seco sobre Na;SO4 y
se concentro al vacio. El producto en bruto se purificd por cromatografia en gel de silice ISCO (columna de 24 g, 0-
10 % de MeOH/DCM) para proporcionar compuesto 13 en forma de un soélido de color blanco (440 mg, 0,795 mmol,
rendimiento del 74,6 %). CLEM (M+H) = 554,2. RMN-"'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,38 - 7,30 (m, 3H), 7,27 -
7,21 (m, 2H), 6,96 (s, 1H), 6,28 (s, 1H), 6,02 - 5,89 (m, 1H), 5,44 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 5,35 (dc, J = 17,2, 1,5 Hz, 1H),
5,26 (dc, J = 10,4, 1,3 Hz, 1H), 5,10 (d, J = 15,4 Hz, 1H), 4,70 (d, J = 9,8 Hz, 1H), 4,66 (d, J = 5,1 Hz, 2H), 4,40 (d, J
= 15,4 Hz, 1H), 4,31 - 4,23 (m, 1H), 3,91 (s, 3H), 3,79 - 3,58 (m, 2H), 3,51 (dd, J = 15,6, 7,3 Hz, 1H), 2,96 (dd, J =
15,5, 6,4 Hz, 1H), 1,07 - 0,95 (m, 2H), 0,03 (s, 9H).

Ejemplo 3 - Mas intermedios

Este ejemplo y las Fig. 3 y 4 se refieren a la preparacion de intermedios adicionales utiles en la sintesis de dimeros
de la presente invencion.

Se cargd un matraz con acido 5-metoxi-2-nitro-4-((triisopropilsilil)oxi)benzoico 14 (N.° de reg. de CAS 1430738-03-6,
9,0 g, 24,36 mmol) y hexafluorofosfato de N,N,N',N-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio (HATU, 10,19 g,
26,8 mmol) en DCM (100 ml) a 0°C. La mezcla de reaccion se agitd durante 10 min y se trat6 con N,N-
diisopropiletilamina (DIEA o DIPEA, 4,68 ml, 26,8 mmol) e isoquinolina 15 (N.° de reg. de CAS 215928-81-7, 7,43 g,
26,8 mmol). La reaccidon se mantuvo a 0 °C durante 3 h y después se agitd6 a TA durante 24 h. La mezcla de
reaccion se vertio en NH,4Cl saturado y DCM. La fase organica se recogio y se concentrd hasta obtener un residuo.
El residuo se purificd adicionalmente por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 10 % -30 %
en hexanos. El producto se recogié y se concentrd para proporcionar la amida 16 en forma de un aceite de color
castafo claro (10,15 g, rendimiento del 66 %). CLEM M+H = 629,65.

Una solucién de amida 16 (10,1 g, 16,06 mmol) se enfri6 en MeOH (200 ml) a 0 °C y se afiadieron NH4ClI (4,29 g,
80 mmol) y polvo de cinc (5,25 g, 80 mmol). La suspension de color verde resultante se agité a 0 °C durante 45 min,
después se dejo calentar a TA durante la noche. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de un lecho de CELITE™
(lavado con MeOH) y el filtrado se concentrd hasta obtener un residuo. El residuo se recogié en DCM y se cargé en
un lecho de gel de silice. Esto se lavo abundantemente con EtOAc al 50 % y hexanos para proporcionar anilina 17
(8,02 g, rendimiento del 83 %). CLEM M+H = 599,35.

Se disolvié anilina 17 (2500 mg, 4,17 mmol) en DCM (50 ml) y se afiadio piridina (0,878 ml, 10,85 mmol). La mezcla
se enfrié a -78 °C y se afiadio cloroformiato de alilo 12a (0,579 ml, 5,43 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo a
esta temperatura durante 1 h y después se dejo calentar a TA. La mezcla de reaccion se vertié en NH4Cl saturado y
DCM. La mezcla se extrajo con DCM y se purificd por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al
10 %-50 % en hexanos para proporcionar carbamato 18 (2,5 g, rendimiento del 88 %). CLEM M+H = 683,40.

El carbamato 18 (1,372 g, 2,009 mmol) se disolvié en MeOH (20 ml). Se afiadié HCI concentrado al 10 % en MeOH
(2 ml, 6,58 mmol). La mezcla se envejecié durante 20 min y se inactivd con NaHCO3 (0,591 g, 7,03 mmol) en agua.
La mezcla se diluyé con agua y se extrajo 4 veces con DCM. Las fases organicas combinadas se secaron sobre
Na,SO., se filtraron y se evaporaron. La purificacion por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con
EtOAc al 10-50 %/Hexanos proporcioné alcohol 19 (963 mg, rendimiento del 84 %). CLEM M+H = 569,25.

Se disolvio cloruro de oxalilo (2,0 M, 1,450 ml, 2,90 mmol) en DCM (30 ml) y después la mezcla se enfrié a -78 °C en
un bafio de hielo seco/acetona. A esto se le afiadi®6 DMSO (0,515 ml, 7,25 mmol, disuelto en ~2 ml de DCM para
evitar la congelacion durante la adicién) y la temperatura se mantuvo a -78 °C. Después de 20 min, se afhadi6
alcohol 19 (1,65 g, 2,90 mmol) disuelto en DCM (10 ml) a la reaccién. Esto se dejo agitar durante 30 min adicionales
y después se anadido NEtz (2,022 ml, 14,50 mmol). Después de 10 min la reacciéon se dejo calentar a TA. Esto se

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2747 386 T3

interrumpié con NH4Cl saturado y se extrajo con DCM (2 veces). Las fases organicas se combinaron, se secaron
sobre Na;SO., se filtraron y se concentraron hasta obtener un residuo. El residuo se purificd por cromatografia en
gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 30 %-100 % en hexanos. El producto se recogié y se concentr6 para
proporcionar aminal 20 en forma de un sélido de color blanco (1,51 g, rendimiento del 92 %). CLEM M+H = 567,30.
RMN 'H (400 MHz, cloroformo-d) & 7,39 - 7,24 (m, 5H), 7,22 (s, 1H), 6,67 (s, 1H), 5,75 (dd, J = 11,2, 5,6 Hz, 1H),
5,31 (dd, J = 9,5, 4,0 Hz, 1H), 5,22 - 5,07 (m, 2H), 4,84 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 4,64 - 4,49 (m, 2H), 4,44 (d, J = 5,3 Hz,
1H), 3,87 (s, 3H), 3,77 - 3,61 (m, 1H), 3,28 - 3,01 (m, 3H), 1,34 - 1,18 (m, 3H), 1,09 (dd, J = 7,4, 2,6 Hz, 18H).

Se disolvio aminal 20 (776 mg, 1,369 mmol) en DCM (12 ml) y se anadié 2,6-lutidina (0,638 ml, 5,48 mmol). La
mezcla se enfrié en un bafio de hielo y se afiadio trifluorometanosulfonato de terc-butildimetilsililo (TBSOTf, 0,943 ml,
4,11 mmol). La mezcla se envejecid durante 30 min, se diluyd con DCM, se inactivd con solucién saturada de
NaHCO3; y se extrajo 2 veces con DCM. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na;SOs, se filtraron y se
evaporaron a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al
10-30 %/hexanos para proporcionar silil éter 21 (907,6 mg, 1,333 mmol, rendimiento del 97 %). La RMN-'H mostré
que el material purificado estaba contaminado con -0,25 equivalentes de 2,6-lutidina (-4 % en peso), pero se uso sin
ninguna purificaciéon adicional. CLEM M+H = 681,25.

Se disolvio silil éter 21 (907 mg, 1,332 mmol) en DMF (5 ml) y agua (0,1 ml). Se afadié acetato de litio (88 mg,
1,332 mmol) y la mezcla se envejecié durante la noche. La mayor parte de la DMF se evaporé con una corriente de
nitrégeno. El resto se diluyé con EtOAc, se lavé 2 veces con acido citrico 0,1 M y después una vez con salmuera.
Las fases organicas se secaron sobre Na;SOs, se filtraron y se evaporaron a sequedad. El resto se purifico por
cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 30-70 %/hexanos para proporcionar fenol 22
(707,4 mg, 1,107 mmol, rendimiento del 83 %) que contenia algo de EtOAc por RMN-'H (aprox. 1,3 equiv.;
rendimiento ajustado para tener en cuenta el EtOAc). CLEM M+H = 525,10.

Volviendo ahora a la Fig. 4, se disolvi6 compuesto 17 (2,1 g, 3,51 mmol) en DCM (30 ml) y se afiadio piridina
(0,3 ml, 3,71 mmol). La mezcla se enfrié a 0 °C. Se afiadié carbonocloridato de 4-nitrofenilo 23 (0,707 g, 3,51 mmol)
y la mezcla se envejecid durante 7 min a la misma temperatura. Se afiadié una solucién de compuesto 24 (N.° de
reg de CAS 1343407-91-9, 1,323 g, 3,51 mmol) y DIEA (0,750 ml, 4,29 mmol) en DMF (3 ml). La mezcla se coloco
en un evaporador rotativo a TA para retirar el DCM. Después de 20 min, el DMF se evapord en una corriente de
nitrégeno y después el resto se purificd por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 10-100 %
en hexanos para proporcionar compuesto 25 (1,579 g, 1,575 mmol, rendimiento del 44,9 %). CLEM M+H = 1002,50.

Una solucion del compuesto 25 (1,579 g, 1,575 mmol) en MeOH (14,4 ml) se traté con HCI concentrado al 10 % en
MeOH (1,6 ml, 5,27 mmol). La mezcla se envejecié 30 min, se inactivd con NaHCO3; saturado y se extrajo con
cloroformo (3 veces). Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na>SOs, se filtraron y se evaporaron para
dejar un residuo. El residuo se combind con otro lote de la misma reaccion (comenzando con 0,816 g de compuesto
25) para la purificacion. Los residuos en bruto combinados se purificaron por cromatografia en gel de silice (Biotage)
eluyendo con EtOAc al 20-100 %/Hexanos para proporcionar el carbamato 26 (1,7412 g, 1,961 mmol, rendimiento
del 82 %). CLEM M+H = 888,30.

Una solucién de cloruro de oxalilo (2,0 M, 1,00 ml, 2,000 mmol) en 10 ml de DCM se enfri6 a -78 °C. Se afiadi6 gota
a gota una solucion de DMSO (0,348 ml, 4,90 mmol) en 5ml de DCM y la mezcla se envejecié a la misma
temperatura durante 10 min. Se afadié gota a gota una solucién de carbamato 26 (1741,2 mg, 1,961 mmol) en 5 mi
de DCM y la mezcla se envejecié nuevamente durante 15 min. Se afiadio gota a gota NEt; (1,366 ml, 9,80 mmol); la
mezcla se envejecid a la misma temperatura durante 5 min y después se retiré el bafio frio y la mezcla se dejo
calentar a TA. La mezcla se inactivo con solucion de NH4Cl y se extrajo dos veces con DCM. Las fases organicas
combinadas se lavaron con agua y salmuera, se secaron sobre Na,;SO., se filtraron y se evaporaron. El residuo se
purificd por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 50-80 %/Hexanos para proporcionar
compuesto 27 (1376,7 mg, 1,554 mmol, rendimiento del 79 %). CLEM M+H = 886,30.

El compuesto 27 (1045 mg, 1,179 mmol) se disolvio en DCM (10 ml) y se afiadié 2,6-lutidina (0,549 ml, 4,72 mmol).
La mezcla se enfrid en un bafio de hielo y se afhadié trifluorometanosulfonato de terc-butildimetilsililo (0,813 ml,
3,54 mmol). Después de 1 h, la mezcla se diluyé con DCM, se lavé con NaHCO3 saturado y salmuera, se seco sobre
NazSO., se filtré y se evapord. El residuo se purificé por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc
al 20-100 %/Hexanos. Se obtuvieron algunas fracciones mixtas, que se volvieron a purificar por cromatografia en gel
de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 50 %/Hexanos (isocratico). Las fracciones puras se combinaron para
proporcionar compuesto 28 (676,9 mg, 0,677 mmol, rendimiento del 57,4 %). CLEM M+H = 1000,30.

Una solucién del compuesto 28 (676 mg, 0,676 mmol) en DMF (5 ml) y agua (0,1 ml) se traté con LiOAc (44,6 mg,
0,676 mmol). La mezcla se envejecid durante la noche y el disolvente se evaporé en una corriente de nitrégeno. El
resto se repartid entre EtOAc y acido citrico 0,1 M. Las fases se separaron y las fases organicas se lavaron dos
veces con acido citrico 0,1 M, una vez con salmuera y después se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y se
evaporaron. El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice (Biotage) eluyendo con EtOAc al 50-
100 %/Hexanos para proporcionar compuesto 29 (543,6 mg, 0,644 mmol, rendimiento del 95 %). CLEM M+H =
844,35.
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Ejemplo 4 - Enlazador con grupo PABC
Este ejemplo y la Fig. 5 se refieren al enlazador con un grupo autoinmolante de PABC.

A una soluciéon del compuesto 30 (Firestone et al. documento US 6.124.345 B1 (2001), Ejemplo 57; 0,75 g,
1,246 mmol) en DMF (2 ml) y THF (8 ml) se le afiadi6 dietilamina (2,81 ml, 26,9 mmol). La reaccion se agité a TA
durante 1,5 h y se concentrd. El producto en bruto se trituré con DCM, se filtré y se seco al vacio para proporcionar
compuesto 31 en forma de un solido de color blanco. CLEM (M+H) = 380,2 RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & 10,06
(s, 1H), 8,15(d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,26 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,00 (t, J = 5,4 Hz, 1H), 5,43 (s,
2H), 5,13 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 4,56 - 4,33 (m, 3H), 3,07 - 2,93 (m, 3H), 2,00 - 1,55 (m, 5H), 1,49 - 1,32 (m, 2H), 0,90
(d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,80 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

A una solucién del compuesto 31 (79 mg, 0,209 mmol) en DMSO (2 ml) se le afiadié una solucion de éster de MAL-
dPEG®8-NHS 32 (QuantaBio, 120 mg, 0,174 mmol) en DMSO (1 ml), seguida de 2,6-lutidina (37,3 mg, 0,348 mmol).
La reaccion se agitdé a TA durante 3 h. Se afiadié una solucién de carbonato de bis(4-nitrofenilo) (63,5 mg,
0,209 mmol) en DMF (2 ml), seguida de 2,6-lutidina (37,3 mg, 0,348 mmol). Después, la reaccion se agitdo a TA
durante 12 h. Después se anadié DIPEA (0,061 ml, 0,348 mmol) y la reaccion se agité a TA durante 3 h. La mezcla
del producto en bruto se diluyd con DMF, se filir6 y se purifico usando HPLC de fase inversa (Columna:
Phenomenex Luna C18 20x100 mm; Fase movil A: acetonitrilo:agua 10:90 con TFA al 0,1 %; Fase moévil B:
acetonitrilo:agua 90:10 con TFA al 0,1 %; Gradiente: 0-70 % de B durante 15 minutos; Flujo: 20 mil/min; Deteccion:
UV a 220 nm) para proporcionar compuesto 33 (40 mg, 0,036 mmol, rendimiento del 20,54 %). CLEM (M+H) =
1119,5.

Ejemplo 5 - Dimeros lla-01 y lla-05
Este ejemplo y la Fig. 6 se refieren a la sintesis del dimero lla-01.

Una suspension de fenol 22 (60 mg, 0,114 mmol), 2,6-bis(bromometil)piridina 34 (15 mg, 0,057 mmol, disponible en
Sigma Aldrich) y Cs>CO3 (37 mg, 0,114 mmol) en acetona (0,4 ml) se calentdé a 40 °C durante 1 h. La mezcla se
inactivd con acido citrico 0,1 M y se extrajo tres veces con EtOAc. Las fases organicas combinadas se lavaron con
salmuera y se secaron sobre Na;SO, se filtraron y se evaporaron. La mezcla se purificé por cromatografia en gel de
silice, eluyendo con un gradiente de EtOAc al 30-80 % en hexanos para proporcionar el dimero 35 (36,2 mg,
rendimiento del 55 %). CLEM M+H = 1153,40.

Se disolvié el dimero 35 (36 mg, 0,031 mmol) en una solucion de pirrolidina en DCM (0,042 M, 1,9 ml, 0,078 mmol) y
se afadio tetraquis(trifenilfosfina)paladio (Pd(PPhs)s, 2,2 mg, 1,9 ymol). La mezcla se agitdé durante 30 minutos,
momento en el que se repartié entre DCM y NH.Cl saturado. Las fases se separaron y la fraccidon acuosa se extrajo
dos veces mas con DCM. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na,SO., se filtraron y se evaporaron
hasta obtener un residuo, que después se purifico por HPLC preparativa (columna OBD preparativa Sunfire C18
19x100 mm; Disolvente A = 95 % de agua, 5 % de Acetonitrilo + TFA al 0,1 %; Disolvente B = 5 % de agua, 95 % de
Acetonitrilo + TFA al 0,1 %; gradiente del 0-100 % durante 10 min; en lo sucesivo en el presente documento
denominado "Procedimiento A de HPLC"). La muestra se dividid en dos inyecciones iguales. Las fracciones que
contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE
500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte
del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el
dimero lla-01 en forma de un polvo de color blanco (13,4 mg, rendimiento del 56 %). CLEM M+H = 720,10. EMAR
encontrado: M+H = 720,2808, calculado: 720,2817.

Usando 2,4-bis(bromometil)piridina en su lugar como resto de unioén, se preparé de forma analoga dimero lla-05.

Una suspension de fenol 22 (170 mg, 0,414 mmol), 2,4-bis(bromometil)piridina (50 mg, 0,189 mmol) y Cs,CO3
(170 mg, 0,522 mmol) en DMF (1,0 ml) se agit6 a 25 °C durante 1 h. La mezcla se inactivdé con 20 ml de agua y se
filtrd. El precipitado se lavo con dietil éter y se sec6 al aire. El material se purificé por cromatografia en gel de silice,
eluyendo con un gradiente de acetona al 5-50 % en DCM para proporcionar compuesto Aloc-TBS analogo al dimero
35 (134 mg, rendimiento del 70 %). CLEM M+H = 1153,40.

El compuesto Aloc-TBS (36 mg, 0,031 mmol) se disolvié en una solucion de pirrolidina en DCM (0,042 M, 1,9 ml,
0,078 mmol) y se afiadié Pd(PPhs)s (2,2 mg, 1,9 ymol). La mezcla se agité durante 30 min y se repartié entre DCM y
NH4CI saturado. Las fases se separaron y la fraccion acuosa se extrajo dos veces mas con DCM. Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na,SO., se filtraron y se evaporaron hasta obtener un residuo que después
se purificd mediante el Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividié en dos inyecciones iguales. Las fracciones
que contenian el producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE
500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucién del producto como base libre. La mayor parte
del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua acuosa se retird por liofilizacién para proporcionar
el dimero lla-05 en forma de un polvo de color blanco (16,0 mg, rendimiento del 65 %). CLEM M+H = 720,10.
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Ejemplo 6 - Dimero-enlazadores llib-01 y llIb-02
Este ejemplo y las Fig. 7A y 7B en combinacion se refieren a la preparacion de dimero-enlazadores Ilib-01 y 11Ib-02.

Una suspension de fenol 22 (480 mg, 0,823 mmol), 2,6-bis(bromometil)piridina 34 (654 mg, 2,47 mmol, disponible en
Sigma Aldridge) y Cs2COs3 (500 mg, 1,54 mmol) en DMF (3,0 ml) se agit6 a TA durante 1 h. La mezcla se inactivo
con acido citrico 0,1 M y se extrajo tres veces con EtOAc. Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera
y se secaron sobre Na;SOs, se filtraron y se evaporaron. La mezcla se purificé por cromatografia en gel de silice,
eluyendo con un gradiente de EtOAc al 30-80 % en hexanos para proporcionar compuesto 36 (465 mg, rendimiento
del 80 %). CLEM M+H = 708,05.

Se disolvid silil éter 27 (431 mg, 0,486 mmol) en DMF (2,0 ml) y agua (0,04 ml) y se traté con LiOAc (32 mg,
0,486 mmol). La mezcla se calenté a 40 °C durante 2,5h y se dejo agitar a TA durante una hora adicional. El
disolvente se retiré en una corriente de N, durante 3 dias. El residuo se tratd con acido citrico 0,1 M y se extrajo tres
veces con EtOAc. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na;SO., se filtraron y se evaporaron. La
mezcla se purificd por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de MeOH al 0-10 % en DCM para
proporcionar fenol 37 (297 mg, rendimiento del 84 %). CLEM M+H = 730,40.

Se suspendieron fenol 37 (178 mg, 0,244 mmol), el compuesto 36 (190 mg, 0,268 mmol) y Cs,CO3; (79 mg,
0,244 mmol) en DMF (0,7 ml) y se calentaron a 40 °C durante 3,5 h. La mezcla se afadié a agua y se filtré para
recoger el compuesto 38 en forma de un sélido de color blanco (320 mg, rendimiento del 97 %). CLEM M+H =
1357,30.

Se disolvi6 compuesto 38 (320 mg, 0,236 mmol) en una solucién de pirrolidina en DCM (0,042 M, 14 ml,
0,589 mmol) y se afiadié Pd(PPhs)s (15 mg, 13 uymol). La mezcla se agité durante 2,5 h, momento en el que se
repartiéo entre DCM y NH4ClI saturado. Las fases se separaron y la fraccién acuosa se extrajo dos veces mas con
DCM. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y se evaporaron hasta obtener un
residuo, que después se purificd por Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividio en 10 inyecciones iguales. Las
fracciones que contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-
MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La
mayor parte del disolvente organico se retiré por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para
proporcionar la amina 39 en forma de un polvo de color blanco (145 mg, rendimiento del 58 %). CLEM M+Na =
1078,90.

Se disolvié amina 39 (145 mg, 0,137 mmol) en una solucién de DIPEA en DMF (0,05 M, 3,3 ml, 0,165 mmol) y se
afadié maleimida 40 (85 mg, 0,274 mmol, disponible en Sigma Aldridge). La mezcla se agité durante 20 h, momento
en el que se diluydé con DMF y se purificd por Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividié en 8 inyecciones
iguales. Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-
HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre.
La mayor parte del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizaciéon para
proporcionar el dimero-enlazador lllb-01 en forma de un polvo de color blanco (68 mg, rendimiento del 38 %). CLEM
M+H = 1251,10.

Se disolvié dimero-enlazador Illb-01 (20,0 mg, 0,016 mmol) en THF (1 ml) y AcOH (0,1 ml) y se afiadié una solucion
de NaCNBHs (2,0 mg, 0,032 mmol) en MeOH (1 ml). La mezcla se agité durante 1 h, momento en el que se diluyd
con acetonitrilo y después se purificé por Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividié en 2 inyecciones iguales.
Las fracciones que contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-
HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre.
La mayor parte del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizaciéon para
proporcionar el dimero-enlazador ll1b-02 en forma de un polvo de color blanco (16 mg, rendimiento del 76 %). CLEM
(M+2H)/2 = 627,10.

Ejemplo 7 - Dimero lla-02
Este ejemplo y la Fig. 8 se refieren a la preparacion de dimero lla-02.

Se disolvié aminal 20 (500 mg, 0,244 mmol) en DCM (10 ml) y se afadieron pirrolidina (0,18 ml, 2,21 mmol) y
Pd(PPhs)s (51 mg, 44 pmol). La mezcla se agité durante 45 min y se repartié entre DCM y NH.Cl saturado. Las fases
se separaron y la fraccion acuosa se extrajo dos veces mas con DCM. Las fases organicas combinadas se secaron
sobre Na,SO4, se filiraron y se evaporaron hasta obtener un residuo para proporcionar imina 41 (410 mg,
rendimiento del 100 %), que se usé sin purificacion adicional. CLEM M+H = 465,20.

Se disolvio imina 41 (410 mg, 0,882 mmol) en THF (8 ml) y acido acético (0,8 ml) y se afiadié una solucién de

NaCNBHs; (111 mg, 1,77 mmol). La mezcla se agité durante 2 h, se inactivd con NaHCO3 y se extrajo 3 veces con
EtOAc. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na,SO,, se filtraron y se evaporaron hasta obtener un
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residuo para proporcionar amina 42 (315 mg, rendimiento del 77 %), que se us6 sin purificacion adicional. CLEM
M+H = 467,30.

Se disolvié amina 42 (315 mg, 0,675 mmol) en DCM (7 ml) y se afiadio piridina (0,15 ml, 1,86 mmol) y la mezcla se
enfrié a -78 °C. Se afiadié gota a gota cloroformiato de alilo 12a (0,10 ml, 1,39 mmol) y la mezcla se agit6 a la misma
temperatura durante 30 min, momento en el que se inactivé con NH.Cl saturado y se extrajo 3 veces con DCM. Las
fases organicas combinadas se secaron sobre Na,SOy, se filtraron y se evaporaron hasta obtener un residuo que se
purifico por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de EtOAc al 20-50 % en hexanos para
proporcionar amina 43 protegida con aloc (372 mg, rendimiento del 100 %). CLEM M+H = 551,50.

Se traté amina 43 (372 mg, 0,675 mmol) de la misma manera que se us6 para la preparacion de fenol 37, excepto
porque la reaccién se mantuvo a TA durante la noche en lugar de calentar. Esto proporcion6é fenol 44 (249 mg,
rendimiento del 93 %). CLEM M+H = 395,05.

Se suspendieron fenol 44 (30 mg, 0,076 mmol), el compuesto 36 (30 mg, 0,042 mmol) y Cs,COs3 (30 mg,
0,092 mmol) en DMF (0,25 ml) y se calentaron a 40 °C durante 1 h. La mezcla se traté con acido citrico 0,1 M y se
extrajo tres veces con EtOAc. Las fases organicas combinadas se secaron sobre NaSO., se filtraron y se
evaporaron. La mezcla se purificé por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de EtOAc al 30-
100 % en hexanos para proporcionar compuesto 45 (32 mg, rendimiento del 74 %). CLEM M+H = 1022,10.

Se disolvio compuesto 45 (32 mg, 0,031 mmol) en una solucién de pirrolidina en DCM (0,042 M, 2,0 ml, 0,08 mmol) y
se afiadié Pd(PPhs)s (1,8 mg, 1,6 ymol). La mezcla se agitd durante 2,5 h, después de lo cual se evaporo, se diluyo
con DMF y después se purificd por Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividio en 3 inyecciones iguales. Las
fracciones que contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-
MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La
mayor parte del disolvente organico se retiré por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para
proporcionar el dimero lla-02 en forma de un polvo de color blanco (12 mg, rendimiento del 53 %). CLEM M+H =
722,30.

Ejemplo 8 - Dimero lla-03
Este ejemplo y la Fig. 9 se refieren a la sintesis del dimero lla-03.

En un matraz se afiadi6 compuesto 6 (1,830g, 4,03 mmol) en DMF (20 ml). A esto se le afiadio 2,6-
bis(bromometil)piridina 34 (3,2 g, 12,08 mmol) seguida de K>COs (1,669 g, 12,08 mmol). La reaccion se dejo
transcurrir, con agitacion, a temperatura ambiente durante la noche y después se interrumpi6 vertiéndola en agua.
La mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc y se lavo con NaCl saturado. La fase organica se concentré hasta
obtener un residuo y se purificé en una columna COMBIFLASH™, eluyendo con un gradiente de EtOAc al 10 %-
100 % en hexanos para producir compuesto 46 (2,3 g, rendimiento del 89 %) en forma de un sélido de color blanco.

En un matraz se combinaron compuesto 46 (1,0 g, 1,566 mmol) y compuesto 13 (1,084 g, 1,957 mmol) en DMF
(5 ml). A esto se le ahadié K,COs3 (0,649 g, 4,70 mmol). Después de 4 h, la mezcla de reaccion se vertié en agua y
se extrajo con EtOAc. La capa organica se concentrd y se purificd en una columna COMBIFLASH™, eluyendo con
un gradiente de EtOAc al 0-100 % en hexanos para obtener compuesto 47 (856 mg, rendimiento del 49,2 %) en
forma de un solido de color blanco.

A un matraz se le afiadi6 compuesto 47 (850 mg, 0,765 mmol) en DCM (10 ml). A esto se le afiadié Pd(PPhs)4
(88 mg, 0,076 mmol) y pirrolidina (0,158 ml, 1,912 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 a TA durante 1 h. La
mezcla de reaccion se vertié en agua y DCM. La fase organica se recogio y se concentré hasta obtener un residuo.
El residuo se purifico en una columna COMBIFLASH™, eluyendo con MeOH al 0 %-30 en DCM para obtener
compuesto 48 (500 mg, rendimiento del 63,6 %) en forma de un solido de color blanco.

A una solucién de compuesto 48 (26 mg, 0,025 mmol) en THF (1 ml) se le afiadi6 SUPER HYDRIDE™ (0,127 ml,
0,127 mmol) a -76 °C. La mezcla de reaccion se agitd durante 1 h. La reaccion se detuvo con agua fria (1 ml) y se
extrajo con DCM (10 ml, 3 veces). La capa organica se concentrd y se traté con DCM/EtOH/agua (1:2:1,4 ml) y gel
de silice (1 g) durante 3 dias. Esta mezcla se filtré a través de un embudo sinterizado y el gel de silice se lavé con
DCM-MeOH (8:2, 100 ml). El filtrado se concentré a alto vacio y se purificd en una columna de gel de silice de 12 g
usando 0-10 % de eluyente MeOH/DCM para proporcionar dimero lla-03 (16 mg, 0,021 mmol, rendimiento del 82 %)
en forma de un sélido de color blanco. EM (m+1) = 735,2.

Ejemplo 9 - Dimero-enlazadores llic-01, llic-03 y llic-04
Este ejemplo y la Fig. 10 se refieren a la sintesis de dimero-enlazador llic-01, llic-03 y llic-04.
A una solucién de compuesto 48 (1,15 g, 1,119 mmol), acido 49 (0,667 g; 1,343 mmol; Firestone et al., documento

US 6.214.345 B1 (2001)) y HATU (0,511 g, 1,343 mmol) en DMF (11 ml) a 0 °C se le afiadié 2,6-lutidina (0,261 ml,
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2,239 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 1 h. Después, la reaccion se diluyé con EtOAc (200 ml) y
se lavo con agua y después con salmuera. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (100 ml, 2 veces). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na;SO. y se concentraron y se recogieron en THF (20 ml). Se afadi6é
piperidina (2 ml) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 30 min. La mezcla de reaccion se concentrd y se
purific6 en un ISCO COMBIFLASH™ (columna de 40g, MeOH al 0-40 %/DCM) durante 32 minutos para
proporcionar compuesto 50 (0,997 g, rendimiento del 69,4 %) en forma de un solido de color blanco. EM (m+1) =
1284,6. RMN "H (400 MHz, CDCl3) & = 10,01 (s, 2H), 8,27 (m, 2H), 7,96 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 7,55 (m, 4H), 7,42 (dd, J
= 8,0, 1,6 Hz, 2H), 7,20-7,31 (m, 12H), 5,98 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 5,89 (sa, 1H), 5,43 (sa, 2H), 5,35 (sa, 1H), 5,25 (m,
8H), 5,10 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,09 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 4,95 (d, J = 15,6 Hz, 2H), 4,75 (sa, 1H), 4,50 (sa, 2H), 4,32
(m, 6H), 4,09 (c, J = 5,2 Hz, 4H), 3,83 (s, 3H), 3,82 (s, 3H), 3,40 (c, J = 7,6 Hz, 1H), 3,17 (d, J = 5,2 Hz, 8H), 3,00 (m,
10H), 2,68 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 2,33 (t, J = 1,6 Hz, 2H), 1,97 (m, 3H), 1,63 (m, 10H), 1,42 (m, 6H), 0,91 (d, J = 7,2 Hz,
3H), 0,84 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 0,75 (m, 4H), 0,08 (s, 18H).

A una solucién de compuesto 50 (322 mg, 0,251 mmol) en THF (10 ml) a -76 °C se le afiadi6 SUPER HYDRIDE™
(1,254 ml, 1,254 mmol) y se agitdé durante 1 h. La reaccion se interrumpié con agua fria (1 ml) y se concentré. El
residuo resultante se traté con DCM/EtOH/agua (1:2:1 = 8 ml) y gel de silice (1 g) durante 2 dias. Esta mezcla se
filtré a través de un embudo sinterizado y el gel de silice se lavd con DCM-MeOH (8:2, 100 ml). El filtrado se
concentro a alto vacio y se purificé en una columna de gel de silice de 24 g usando 0-50 % de eluyente MeOH/DCM
durante 15 min para proporcionar compuesto 51 (248 mg, rendimiento del 90 %) en forma de un solido de color
blanco. EM (m+1) = 991,4.

A una solucion de compuesto 51 (88 mg, 0,089 mmol) y compuesto 40 (54,7 mg, 0,178 mmol) en DMSO (6 ml) se le
afiadio DIPEA (0,031 ml, 0,178 mmol). La mezcla de reaccién se agité a TA durante 45 min. La mezcla de reaccion
se purific6 por R-HPLC usando una columna XBridge prep OBD C18, 5 um (150 mm, 30 veces) y gradiente de
elucion de acetonitrilo al 5-60 %/agua (acido formico al 0,05 %) durante 30 min. Una fraccion recogida a los 16,9 min
se filtré a través de una resina basica (PL-HCO3 MP - Resina 1,8 mmol/g; Pieza Agilent n.° PL3540 - n.° 603), se
lavé con acetonitrilo (5ml) y se liofilizd para proporcionar dimero-enlazador Ilic-01 (39,1 mg, 0,031 mmol,
rendimiento del 35,0 %) en forma de un solido de color blanco. EM (m+1) = 1184,3

Se prepararon de forma analoga dimero-enlazadores llic-03 y lllc-04 a partir de compuesto 51 y dimero lla-03,
respectivamente usando la N-hidroxisuccinimida protegida con Fmoc apropiada a continuaciéon, seguido de la
retirada del grupo Fmoc con piperidina.

0]
FmOC\N/(\/OJF/\WO\N CAS Reg. No. 1314378-14-7, n=4
H ol CAS Reg. No. 1334170-03-4, n =8
0]

El dimero-enlazador lllc-03 tiene un enlazador terminado con un grupo amino y, por tanto, puede ser el componente
donador de amina en una conjugacion mediada por transglutaminasa. EM (m+1) = 1414,5.

El dimero-enlazador llic-04 también tiene un enlazador terminado con un grupo amino y, por tanto, puede ser el
componente donador de amina en una conjugacion mediada por transglutaminasa. Al carecer de un grupo peptidico,
el dimero-enlazador lllc-04 es del tipo no escindible, ya que depende de la degradacion del anticuerpo al que esta
unido para liberar el dimero-farmaco. EM (m+1) = 982,53.

Ejemplo 10 - Dimero lla-04
Este ejemplo y la Fig. 11 se refieren a la sintesis del dimero lla-04.

Se combinaron 2,6-bis(bromometil)piridina 34 (4,31 g, 16,25 mmol), compuesto 13 (1,8 g, 3,25 mmol) y DMF (20 ml)
en un matraz. A esto se le afiadié K.COs3 (0,899 g, 6,50 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 2 hy se
vertié6 en agua (200 ml) y EtOAc (200 ml). La capa organica se lavd con agua (100 ml) y salmuera (50 ml) y se
concentré hasta obtener un residuo. El residuo se purificd en una columna COMBIFLASH™ de 80 g eluyendo con
EtOAc al 0-100 % en elucion por gradiente de hexanos durante 30 min para obtener el compuesto 52 (1,409 g,
1,910 mmol, rendimiento del 58,8 %) en forma de un solido de color blanco. EM (m+1) = 737,1. RMN "H (400 MHz,
CDCI3) 6 7,80 (m, 1H), 7,54 (m, 1H), 7,45 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 7,37 (s, 2H), 7,28 (m, 4H), 6,62 (s, 1H), 5,98 (m, 1H),
5,42 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 5,37 (m, 1H), 5,28 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,12 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 4,69 (d, J = 6 Hz, 1H),
4,65 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 4,61 (s, 1H), 4,42 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 4,27 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 3,95 (s, 3H), 3,65 (m, 2H),
3,51 (dd, J=15,6, 7,2 Hz, 1H), 2,97 (dd, J = 15,6, 6,4 Hz, 1H), 0,97 (m, 2H), 0,04 (s, 9H).

A una soluciéon de compuesto 6 (2 g, 4,40 mmol) en THF (20 ml) se le afadi6 SUPER HYDRIDE™ (22,00 ml,
22,00 mmol) a -76 °C. La mezcla de reaccion se agité a esa temperatura durante 1 h. La reaccién se interrumpi6 con
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agua fria (100 ml) y se extrajo con DCM (100 ml, 3 veces). El residuo resultante se traté con DCM/EtOH/agua (1:2:1
=40 ml) y gel de silice (10 g) durante 3 dias. Esta mezcla se filtr6 a través de un embudo sinterizado y el gel de
silice se lavé con DCM-MeOH (8:2, 100 ml). El filtrado se concentré a alto vacio y se purificé en una columna de gel
de silice de 40 g usando MeOH/DCM durante 15 min. La fraccion de MeOH al 10 %/DCM a los 10 min proporciond
compuesto 53 (1,35 g, 4,03 mmol, rendimiento del 92 %) en forma de un solido de color amarillo. EM (m+1) = 309,0.

A una solucién de compuesto 52 (1,265 g, 1,715 mmol) y compuesto 53 (0,582 g, 1,886 mmol) en DMSO (10 ml) se
le afadié KoCOs3 (0,474 g, 3,43 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 1 h'y se vertié en agua y EtOAc
(1:1, 300 ml). La capa organica se concentré y se purificé en una columna de gel de silice de 40 g usando elucion
con MeOH/DCM durante 15 min para proporcionar compuesto 54 (1,78 g, 1,568 mmol, rendimiento del 91 %) en
forma de un sdlido de color amarillo. EM (m+1) = 965,3.

A una solucion de compuesto 54 (1,78 g, 1,844 mmol) y Pd(PPhs)s (0,107 g, 0,092 mmol) en DCM (30 ml) se le
afiadio pirrolidina (0,305 ml, 3,69 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 30 min. La concentracion y
purificacion en una columna de gel de silice de 40 g usando elucion con MeOH/DCM durante 15 min para
proporcionar compuesto 55 (1,54 g, 1,748 mmol, rendimiento del 95 %) en forma de un solido de color blanco. EM
(m+1) = 881,2.

A una solucién de compuesto 55 (100 mg, 0,113 mmol) en THF (2ml) se le afiadié6 una gota de acido acético
seguido de NaCNBH3 (14,27 mg, 0,227 mmol) en MeOH (0,2 ml) a 0°C. La mezcla de reaccion se agitd6 a TA
durante 20 min, se diluyé con EtOAc (50 ml) y se lavé con solucion saturada de NaHCO3 (10 ml) y salmuera (10 ml).
La capa organica se concentr6 y se purificd en una columna ISCO COMBIFLASH™ de 24 g usando MeOH/DCM)
durante 15 min para proporcionar compuesto 56 (37 mg, 0,042 mmol, rendimiento del 36,9 %) en forma de un sélido
de color blanco. EM (m+1) = 883,4. RMN "H (400 MHz, CDCl3) & 7,73 (t, J =8,0 Hz, 1H), 7,45 (m, 3H), 7,35 (s, 1H),
7,28 (m, 4H), 7,20 (m, 1H), 7,04 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,61 (m, 2H), 6,13 (s, 1H), 5,44 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 5,28 (m, 4H),
5,09 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,81 (c, J = 15,6 Hz, 2H), 4,63 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,25 (d, J = 15,2 Hz, 1H), 4,18 (dd, J =
8,0, 6,8 Hz, 1H), 4,11 (m, 1H), 3,93 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 3,71 (m, 3H), 3,41 (m, 2H), 3,21 (t, J = 10,4 Hz, 1H), 3,09
(dd, J=15,2, 5,6 Hz, 1H), 2,83 (m, 2H), 0,98 (m, 2H), 0,03 (s, 9H).

A una solucién de compuesto 56 (37 mg, 0,042 mmol) en THF (2 ml) se le afiadi6 SUPER HYDRIDE™ (0,209 ml,
0,209 mmol) a -76 °C. La mezcla de reaccion se agité durante 1 h y se inactivé con agua fria (1 ml) y se extrajo con
DCM (10 ml, 3 veces). La capa organica se concentré y se tratdé con DCM/EtOH/agua (1:2:1, 4 ml) y gel de silice
(1 g) durante 3 dias. Esta mezcla se filir6 a través de un embudo sinterizado y el gel de silice se lavé con DCM-
MeOH (8:2, 50 ml). El filirado se concentrd a alto vacio y se purificé en una columna de gel de silice de 12 g usando
elucién con MeOH al 0-10 %/DCM durante 15 min para proporcionar dimero lla-04 en forma de un sélido de color
blanco (25,3 mg, rendimiento del 78 %). EM (m+1) = 737,2. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & 7,70 (t, J = 8,0 Hz, 1H),
7,55 (s, 1H), 7,43 (m, 3H), 7,28 (m, 3H), 7,23 (m, 1H), 7,12 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,92 (s, 1H), 6,62 (d, J = 7,2 Hz, 1H),
6,45 (s, 1H), 6,05 (s, 1H), 5,32 (m, 3H), 4,80 (m, 2H), 4,40 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 4,01 (s, 3H), 3,90 (s, 3H), 3,50 (s,
1H), 3,14 (m, 2H), 2,97 (m, 3H), 2,75 (dd, J = 15,2, 5,6 Hz, 2H).

Ejemplo 11 - Dimero enlazador llic-02
Este ejemplo y las Fig. 12A y 12B se refieren a la sintesis de dimero-enlazador llic-02.

Se afadié 2,6-lutidina (0,323 ml, 2,77 mmol) a una soluciéon de compuesto 55 (1,22 g, 1,385 mmol), compuesto 49
(0,825 g, 1,662 mmol) y HATU (0,632 g, 1,662 mmol) en DMF (20 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité6 a TA
durante 1 h, momento en el que el analisis por CLEM mostré la conversiéon completa en producto. La mezcla de
reaccion se vertié en un embudo separador que contenia EtOAc (300 ml) y agua (100 ml). Se afiadié salmuera
(50 ml) para separar en dos capas. La capa organica se concentré y se purific6 en una columna ISCO
COMBIFLASH™ de 120 g, elucion con MeOH al 0-30 %/DCM durante 25 min para producir compuesto 56 (1,13 g,
0,831 mmol, rendimiento del 60,0 %) en forma de un soélido de color blanco. EM (m+1) = 1359,4.

Se afiadié acido acético (0,095 ml, 1,662 mmol) a una solucion de compuesto 56 (1,13 g, 0,831 mmol) en THF
(30 ml), seguido de NaCNBH3 (0,104 g, 1,662 mmol) en MeOH (3 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA
durante 1 h, se diluyé con EtOAc (200 ml) y se lavo con solucion saturada de NaHCO3 (50 ml) y salmuera (50 ml). La
capa organica se concentré y se purifico en una columna ISCO COMBIFLASH™ de 80 g, eluyente MeOH al 0-
20 %/DCM durante 25 min para producir compuesto 57 (1 g, 0,734 mmol, rendimiento del 88 %) en forma de un
solido de color blanco. EM (m+Na) = 1384,2

Se afadié piperidina (2 ml, 20,20 mmol) a una solucién de compuesto 57 (1 g, 0,734 mmol) en THF (20 ml). La
mezcla de reaccion se agité a TA durante 1 h. La mezcla de reaccion se concentré y se purificé en una columna
ISCO CoMBIFLASH™ de 40 g, eluyente MeOH al 0-50 %/DCM durante 25 min para proporcionar compuesto 58
(0,7 g, 0,614 mmol, rendimiento del 84 %) en forma de un sélido de color blanco. EM (m+1) = 1139,4.

A una solucién de compuesto 58 (0,5 g, 0,439 mmol) en THF (10 ml) a -76 °C se le afiadi6 SUPER HYDRIDE™
(4,39 ml, 4,39 mmol). La mezcla de reaccion se agit6é durante 45 min. La reaccién se interrumpié con agua fria (1 ml)
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y se concentrd. El residuo resultante se traté con DCM/EtOH/agua (1:2:1, 8 ml) y gel de silice (2 g) durante 2 dias.
Esta mezcla se filtr6 a través de un embudo sinterizado y el gel de silice se lavé con DCM-MeOH (8:2, 200 ml). El
filtrado se concentré a alto vacio y se purificé en una columna ISCO de 80 g de gel de silice (Oro) usando
MeOH/DCM durante 40 min para proporcionar compuesto 59 (0,4 g, 0,403 mmol, rendimiento del 92 %) en forma de
un solido de color blanco. EM (m+1) = 993,4.

A una solucién de compuesto 59 (24 mg, 0,024 mmol) y compuesto 84 (14,90 mg, 0,048 mmol) en DMSO (2 ml) se
le ahadié DIPEA (8,44 ul, 0,048 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 1 h. La mezcla de reaccion se
purificd por R-HPLC usando XBridge prep OBD C18, columna de 5 pm (30x250 mm) y acetonitrilo al 5-60 %/agua
(acido férmico al 0,05 %) durante 30 min. Una fraccion recogida a los 20,3 min se filtré a través de una resina basica
(PL-HCO3 MP - Resina 1,8 mmol/g; Pieza Agilent n.° PL3540 - n.° 603) y se lavo con acetonitrilo (5 ml). La
liofilizacion proporcioné dimero-enlazador llic-02 (7,6 mg, 6,21 ymol, rendimiento del 25,7 %) en forma de un sélido
de color blanco. EM (m+1) = 1186,5.

Ejemplo 12 - Dimero-enlazadores Illb-03 y IlIb-03'
Este ejemplo y la Fig. 13 se refieren a la sintesis del dimero-enlazador llib-03.

A piridina-2,4-diildimetanol (80 mg, 0,572 mmol) en THF (2 ml) se le afiadié fenol 22 (100 mg, 0,191 mmol),
trifenilfosfina unida a polimero (200 mg, 0,629 mmol) y azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD, 0,122 ml,
0,629 mmol). La reaccion se agitd 12 h a 25 °C y la mezcla se filtr6. El disolvente se retird y el material se purifico
por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de acetona al 20-100 % en DCM para proporcionar los
compuestos 61 (70 mg, rendimiento del 56,9 %) CLEM M+H = 646,45 y 62 (50 mg, rendimiento del 40,6 %) CLEM
M+H = 646,40.

Al compuesto 61 (67 mg, 0,104 mmol) y TEA (0,036 ml, 0,259 mmol) en DCM (2 ml) se les afadié cloruro de
metanosulfonilo (MsCl, 0,019 ml, 0,239 mmol) a 0 °C. La reaccion se agit6 a 0 °C durante 1 h y se inactivo con agua.
La mezcla se extrajo con DCM, se lavé con HCI ac. frio (0,05 N), salmuera, se secd sobre Na;SO. y se concentrd
para proporcionar compuesto 63 en forma de un aceite de color naranja. El material se purificé por cromatografia en
gel de silice, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 20-100 % en hexano para proporcionar compuesto
purificado 63 (40 mg, rendimiento del 30 %) CLEM M+H = 724,10.

Al compuesto 63 (40 mg, 0,055 mmol) en DMF (0,1 ml) se le afiadieron Cs2CO3 (40 mg, 0,123 mmol) y compuesto
37 (40,3 mg, 0,055 mmol). La reaccion se agité 4 h a 25 °C y el material se purificd por Procedimiento A de HPLC.
La muestra se dividié en dos inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico de producto se combinaron y
se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para
proporcionar una solucién del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se retird por
evaporacion rotativa y el agua se retiré por liofilizaciéon para proporcionar compuesto 64 en forma de un polvo de
color blanco (16,0 mg, rendimiento del 65 %). CLEM M+H = 1357,65.

Se disolvi6 compuesto 64 (15mg, 0,011 mmol) en una solucién de pirrolidina en DCM (0,042 M, 0,658 mli,
0,028 mmol) y se afiadié Pd(PPhs)s (0,766 mg, 0,663 pmol). La mezcla se agité durante 2,5 h a TA y el disolvente de
reaccion se retir6 en Nz. El material restante se diluyé con 1,5 ml de DMF y se purificé por Procedimiento A de
HPLC. La muestra se dividié en 2 inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico de producto se
combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo
para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se retird por
evaporacion rotativa y el agua se retir6 por liofilizacion para proporcionar la amina 65 en forma de un polvo de color
blanco (11,5 mg, rendimiento del 98 %). CLEM M+Na = 1080.

Se disolvié amina 65 (11,5 mg, 10,88 pymol) en una solucion de DIPEA en DMF (0,261 ml, 0,013 mmol) y se afiadio
compuesto 40 (6,71 mg, 0,022 mmol). La mezcla se agité durante 20 h, se diluyé con DMF y se purificé por HPLC
preparativa como se ha descrito en el parrafo anterior. La muestra se dividié en 2 inyecciones iguales. Las fracciones
que contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE
500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte
del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el
dimero-enlazador 1lIb-03 en forma de un polvo de color blanco (3 mg, 2,231 ymol, rendimiento del 20,51 %). CLEM
M+H = 1250,60.

Puede prepararse dimero-enlazador lllb-03' de manera analoga a partir de compuesto 62.

Ejemplo 13 - Dimero lla-06

Este ejemplo y la Fig. 14 se refieren a la preparacion de dimero l1a-06.

A piridina-3,5-diildimetanol 66 (26,5 mg, 0,191 mmol) en THF (2 ml) se le afadié fenol 22 (100 mg, 0,191 mmol),
trifenilfosfina unida a polimero (200 mg, 0,629 mmol) y DIAD (0,122 ml, 0,629 mmol). La reaccién se agité 12h a
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25 °C y la mezcla se filtr6. El disolvente se retird y el material se purificé por cromatografia en gel de silice, eluyendo
con un gradiente de acetona al 20-100 % en DCM para proporcionar dimero 67 (55 mg, rendimiento del 15,02 %)
CLEM M+Na = 1174,65 y compuesto 68 (38 mg, rendimiento del 31 %) CLEM M+H = 646,30.

Se disolvio dimero 67 (15 mg, 0,013 mmol) en una solucion de pirrolidina en DCM (0,775 ml, 0,033 mmol) y se
afadié Pd(PPhs)s (1 mg, 0,865 pmol). La mezcla se agité durante 30 min y se repartié entre DCM y NH4Cl saturado.
Las fases se separaron y la fraccion acuosa se extrajo dos veces mas con DCM. Las fases organicas combinadas se
secaron sobre Na;SO., se filtraron y se evaporaron hasta obtener un residuo, que se purificé por Procedimiento A de
HPLC. La muestra se dividié6 en dos inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico de producto se
combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo
para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se retird por
evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el dimero lla-06 en forma de un polvo de
color blanco (2 mg, rendimiento del 20,28 %). CLEM M+H = 721,30.

Ejemplo 14 - Dimero-enlazador llib-04
Este ejemplo y la Fig. 15 se refieren a la sintesis del dimero-enlazador llib-04.

Una suspension de fenol 22 (200 mg, 0,381 mmol), clorhidrato de 3,5-bis(clorometil)piridina (250 mg, 1,176 mmol) y
Cs2CO03 (800 mg, 2,455 mmol) en DMF (1,0 ml) se agité a 25 °C durante 16 h. El disolvente se retir6 en nitrégeno. El
residuo se cargo en seco sobre CELITE™ y se purificd por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente
de MeOH al 2-10 % en DCM para proporcionar dimero 69 (120 mg, rendimiento del 47 %). CLEM M+Na = 687,05.

Al compuesto 37 (150 mg, 0,206 mmol) en DMF (1,0 ml) se le afiadieron Cs,CO3 (100 mg, 0,307 mmol) y dimero 69
(150 mg, 0,206 mmol). La reaccioén se agitdé 12 h a 25 °C y el material se purificé por Procedimiento A de HPLC. La
muestra se dividié en dos inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico de producto se combinaron y se
hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar
una solucioén del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se retiré por evaporacion rotativa
y el agua se retird por liofilizaciéon para proporcionar compuesto 70 en forma de un polvo de color blanco (42 mg,
rendimiento del 15,65 %). CLEM M+H = 1357,65.

Se disolvié compuesto 70 (40 mg, 0,029 mmol) en una solucién de pirrolidina en DCM (0,042 M, 1,8 ml, 0,074 mmol)
y se afadio Pd(PPhs)s (2,0 mg, 1,768 pmol). La mezcla se agitdé durante 2,5h a TA y el disolvente de reaccion se
retird6 en N,. El material se diluyd con 1,5 ml de DMF y se purificé por Procedimiento A de HPLC. La muestra se
dividié en 2 inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar
a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion
del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se
retird por liofilizaciéon para proporcionar la amina 71 en forma de un polvo de color blanco (15 mg, rendimiento del
43 %). CLEM M+Na = 1080.

Se disolvié amina 71 (15 mg, 10,88 pymol) en una solucion de DIPEA en DMF (0,615 ml, 0,031 mmol) y se afadio
compuesto 40 (25 mg, 0,024 mmol). La mezcla se agitd6 durante 20 h, se diluyé con DMF y se purificd por
Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividid en 2 inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico de
producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con
acetonitrilo para proporcionar una solucién del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se
retird por evaporacion rotativa y el agua se retiré por liofilizacion para proporcionar el dimero-enlazador 1llb-04 en
forma de un polvo de color blanco (10 mg, rendimiento del 30 %). CLEM M+H = 1250,60.

Ejemplo 15 - Dimero ll1a-08
Este ejemplo y la Fig. 16 se refieren a la preparacion de dimero 11a-08.

A 4-(hidroximetil)piridin-2,6-dicarboxilato de dimetilo 72 (200 mg, 0,888 mmol) en DMF (0,888 ml) se le afiadieron
imidazol (100 mg, 1,469 mmol) y cloruro de t-butildimetilsililo (TBS-CI, 4 ml, 1,149 mmol). La reaccion se agit6 a
25 °C durante la noche. El disolvente se retiré en nitrogeno y el material se purificd por cromatografia en gel de
silice, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 0-50 % en hexano para proporcionar compuesto 73 (290 mg,
rendimiento del 91 %). CLEM M+H = 340,50.

Al compuesto 73 (14 g, 0,412 mmol) en etanol (2 ml) se le afiadié LiBH4 (0,054 g, 2,475 mmol). La reaccién se agitd
durante 5h a 25°C. La reaccion se interrumpié con acido acético (0,189 ml, 3,30 mmol) y se agitd6 10 min. El
disolvente se retir6 y el material se cargdé en seco sobre CELITE™. El material se purificd por cromatografia en gel
de silice, eluyendo con un gradiente de metanol al 2-10 % en DCM para proporcionar compuesto 74 (120 mg,
rendimiento del 98 %). CLEM M+H = 284,50.

A una suspension de compuesto 74 (100 mg, 0,353 mmol), TEA (0,123 ml, 0,882 mmol) en DCM (2 ml) se le afiadid
MsCI (0,063 ml, 0,811 mmol) a 0 °C. La reaccion se agité a 0 °C durante 1 h. Después, la reaccién se interrumpio
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con agua, se extrajo con DCM, se lavé con HCI ac. frio (0,05 N), salmuera, y se seco sobre Na;SO.. El disolvente se
retird para proporcionar el mesilato 75 en forma de un aceite de color naranja. El material se purific6 por
cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 20-100 % en hexano para
proporcionar mesilato 75 (155 mg, rendimiento del 98 %). CLEM M+H = 440,30.

Al mesilato 75 (25 mg, 0,057 mmol) en DMF (0,3 ml) se le afiadieron Cs,CO3 (85 mg, 0,261 mmol) y fenol 22 (90 mg,
0,171 mmol). La reaccion se agité a 25 °C durante 1 h. El material se purificé por cromatografia en gel de silice,
eluyendo con un gradiente de acetona al 30-100 % en DCM para proporcionar dimero 76 (70 mg, rendimiento del
93 %). CLEM M+H = 1296,65.

Al dimero 76 (40 mg, 0,031 mmol) en THF (0,3 ml) se le afiadié fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF, 0,037 ml,
0,037 mmol). La reaccion se completd en 30 min y se interrumpid con (NH4).SO4 saturado. La mezcla se extrajo con
acetato de etilo y se secd sobre Na,SO.. El disolvente se retird, se diluyd con DMF y se purificé por Procedimiento A
de HPLC. Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-
HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucién del producto como base libre.
La mayor parte del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizaciéon para
proporcionar el dimero 77 en forma de un polvo de color blanco (14 mg, rendimiento del 47 %). CLEM M+H =
954,35.

Se disolvio el dimero 77 (14 mg, 0,012 mmol) en una solucién de pirrolidina en DCM (0,042 M, 0,705 ml,
0,030 mmol) y se afiadié Pd(PPhs)s (1,0 mg, 0,9 pmol). La mezcla se agité durante 1 h y se repartié entre DCM y
NH4CI saturado. Las fases se separaron y la fraccion acuosa se extrajo dos veces mas con DCM. Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na»SOs, se filtraron y se evaporaron hasta obtener un residuo, que se
purificé por Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividi6 en dos inyecciones iguales. Las fracciones que
contenian el pico de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE
500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte
del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el
dimero lla-08 en forma de un polvo de color blanco (5,0 mg, rendimiento del 54 %). CLEM M+H = 750,30.

Ejemplo 16 - Dimero-enlazador llib-05
Este ejemplo y la Fig. 17 se refieren a la preparacion del dimero-enlazador Ilib-05.

Al compuesto 75 (113 mg, 0,257 mmol) en DMF (0,2 ml) se le afiadieron fenol 22 (45 mg, 0,086 mmol) y Cs,COs3
(60 mg, 0,184 mmol). La reaccion se agité a 25 °C durante 1 h. El material se purificé por cromatografia en gel de
silice, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 30-100 % en DCM para proporcionar dimero 78 (40 mg,
rendimiento del 30,6 %). CLEM M+H = 868,60.

Al dimero 78 (39 mg, 0,045 mmol) en DMF (0,2 ml) se le afiadieron Cs,CO3 (40 mg, 0,123 mmol) y compuesto 37
(40 mg, 0,055 mmol). La reaccion se agitd 4 h a 25 °C y el material se purificé por Procedimiento A de HPLC. La
muestra se dividié en dos inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se hicieron
pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una
solucion del producto como base libre.

La mayor parte del disolvente organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacién para
proporcionar compuesto 79 en forma de un polvo de color blanco (60,0 mg, rendimiento del 89 %). CLEM M+H =
1501,85.

Al dimero 79 (60 mg, 0,040 mmol) en THF (0,4 ml) se le afadi6 TBAF (0,04 ml, 0,040 mmol). La reaccion se
completd en 30 min y se interrumpié con NH4Cl saturado. La mezcla se extrajo con acetato de etilo y se secé sobre
Na,SO.. El disolvente se retird, se diluyd con DMF y se purificd por Procedimiento A de HPLC. Las fracciones que
contenian el producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml,
eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte del disolvente
organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el dimero 80 en
forma de un polvo de color blanco (13 mg, rendimiento del 20 %). CLEM M+H = 1273,55.

Se disolvi6 compuesto 80 (13 mg, 10,21 umol) en una solucion de pirrolidina en DCM (0,042 M, 0,608 ml,
0,026 mmol) y se afadié Pd(PPhs)s (0,708 mg, 0,613 pmol). La mezcla se agité durante 2,5 h a TA. El disolvente de
reaccion se retiré en No. El material se diluyd con 1,5 ml de DMF y se purificé por Procedimiento A de HPLC. La
muestra se dividié en 2 inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el producto se combinaron y se hicieron
pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una
solucion del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se retiré por evaporacion rotativa y el
agua se retir6 por liofilizacion para proporcionar la amina 81 en forma de un polvo de color blanco (11 mg,
rendimiento del 90 %). CLEM M+H = 1087,50.

Se disolvié amina 81 (11 mg, 10,12 pymol) en una solucién de DIPEA en DMF (0,243 ml, 0,012 mmol) y se afadio
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compuesto 40 (6,24 mg, 0,020 mmol). La mezcla se agité durante 20 h y se diluyé con DMF y se purificé por
Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividid en 2 inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el producto
se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo con
acetonitrilo para proporcionar una solucion del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico se
retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el dimero-enlazador 1llb-04 en
forma de un polvo de color blanco (6 mg, rendimiento del 42 %). CLEM M+H = 1281,60.

Ejemplo 17 - Dimeros lla-07 y lla-09
Este ejemplo y la Fig. 18 se refieren a la preparacion de dimeros 11a-07 y 11a-09

A una suspension de (3-metoxipiridina-2,6-diil)dimetanol 82 (90 mg, 0,532 mmol), NEt3 (0,185 ml, 1,330 mmol) en
DCM (3 ml) se le afiadié MsCI (0,095 ml, 1,224 mmol) a 0 °C. La reaccion se agit6 a 0 °C durante 1 h. La reaccion se
interrumpidé con agua, se extrajo con DCM, se lavd con HCI ac. frio (0,05 N), salmuera, se secé sobre Na>,SO4 y se
concentrd para proporcionar el mesilato en bruto en forma de un aceite de color naranja. El material se purificé por
cromatografia, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 20-100 % en hexano para proporcionar compuesto
83 (87 mg, rendimiento del 45 %). CLEM M+Na = 347,75.

Una suspension de fenol 22 (97 mg, 0,184 mmol), compuesto 83 (20 mg, 0,061 mmol) y Cs,COs (60 mg,
0,184 mmol) en DMF (0,3 ml) se agité a 25 °C durante 3 h. El disolvente se retird en nitrégeno. El material se purifico
por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de metanol al 2-10 % en DCM para proporcionar
dimero 84 (67 mg, rendimiento del 77 %). CLEM M+H = 1183,02.

Se disolvié el dimero 84 (20 mg, 0,017 mmol) en una solucion de pirrolidina en DCM (0,042 M, 1,0 ml, 0,042 mmol) y
se afadié Pd(PPhs)s (1,0 mg, 1,0 pmol). La mezcla se agitd6 durante 30 min y se repartio entre DCM y NH4CI
saturado. Las fases se separaron y la fraccion acuosa se extrajo dos veces mas con DCM. Las fases organicas
combinadas se secaron sobre Na;SO., se filtraron y se evaporaron hasta obtener un residuo que se purificd
mediante el Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividid en dos inyecciones iguales. Las fracciones que
contenian el producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml,
eluyendo con acetonitrilo para proporcionar una solucién del producto como base libre. La mayor parte del disolvente
organico se retird por evaporacion rotativa y el agua se retiré por liofilizaciéon para proporcionar el dimero 11a-09 en
forma de un polvo de color blanco (3,0 mg, rendimiento del 22 %). CLEM M+H = 750,30.

A una suspension de quinolina-2,4-diildimetanol 85 (100 mg, 0,529 mmol), NEt; (0,185 ml, 1,330 mmol) en DCM
(3 ml) se le afadid6 MsCI (0,095 ml, 1,224 mmol) a 0 °C. La reaccién se agitdé a 0 °C durante 1 h. La reaccion se
interrumpidé con agua, se extrajo con DCM, se lavd con HCI ac. frio (0,05 N), salmuera, se secé sobre Na>,SO4 y se
concentrd para proporcionar el mesilato en bruto en forma de un aceite de color naranja. El material se purificé por
cromatografia, eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 20-100 % en hexano para proporcionar compuesto
86 (80 mg, rendimiento del 44 %). CLEM M+Na = 345,80.

Una suspension de fenol 22 (182 mg, 0,347 mmol), compuesto 86 (40 mg, 0,116 mmol) y Cs,CO3 (113 mg,
0,347 mmol) en DMF (0,3 ml) se agité a 25 °C durante 3 h. El disolvente se retird en nitrégeno. El material se purifico
por cromatografia en gel de silice, eluyendo con un gradiente de acetona al 30-100 % en DCM para proporcionar
dimero 87 (95 mg, rendimiento del 68 %). CLEM M+H = 1202,60.

Se disolvié el dimero 87 (20 mg, 0,017 mmol) en una solucion de pirrolidina en DCM (0,042 M, 0,4 ml, 0,017 mmol) y
se afnadié Pd(PPhs)s (1,0 mg, 1,0 umol). La mezcla se agitd6 durante 30 min y se repartio entre DCM y NH4CI
saturado. Las fases se separaron y la fraccion acuosa se extrajo dos veces mas con DCM. Las fases organicas
combinadas se secaron sobre Na,SOg, se filtraron y se evaporaron hasta obtener un residuo, que se purificé por
Procedimiento A de HPLC. La muestra se dividié en dos inyecciones iguales. Las fracciones que contenian el pico
de producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo
con acetonitrilo para proporcionar una solucién del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico
se retird por evaporacion rotativa y el agua se retiré por liofilizacion para proporcionar el dimero lla-07 en forma de
un polvo de color blanco (8,0 mg, rendimiento del 59 %). CLEM M+H = 770,30.

Ejemplo 18 - Intermedios adicionales

Se sintetizaron dibromuros 91a-d, Utiles para la sintesis de dimeros de la presente invencién, de acuerdo con el
esquema de la Fig. 19A. Los materiales de partida 88a y 88b se prepararon como se describe en Synth. Commun.
1999, 3719. El material de partida 88c se obtuvo en Arkpharma. El material de partida 89d se preparé como se
describe en el documento WO 2012/153253.

El siguiente procedimiento para la preparacion del intermedio 88a es representativo.

Se suspendié metil éter 88a (0,45 g, 2,0 mmol) en etanol (20 ml) y se afiadié borohidruro de litio. La mezcla se agitd

a temperatura ambiente durante 5 h y después se inactivd mediante la adicion de acido acético. La mezcla se
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evaporo y se purificé por cromatografia en gel de silice con un gradiente de metanol al 0-20 % en DCM para
proporcionar el diol 89a (210 mg, rendimiento del 62 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) & 6,87 (s, 2H), 5,33 (ta, J =
5,5 Hz, 2H), 4,47 (d a, J = 4,9 Hz, 4H), 3,84 (s, 3H).

Se suspendieron diol 89a (0,21 g, 1,24 mmol y trietilamina (0,52 ml, 3,72 mmol) en DCM (6,2 ml) y se enfriaron en un
bafio de hielo/agua. A esta mezcla se le afiadio MsCl (0,22 ml, 2,85 mmol). La mezcla de reaccion se dejo transcurrir
durante 2 h a la misma temperatura, después se inactivd mediante la adicién de agua y se extrajo con DCM. Las
fases organicas se lavaron con HCI 0,1 N, seguido de salmuera y después se secaron sobre sulfato de sodio.
Después de la filtracion, el disolvente se evapord a presion reducida para proporcionar el mesilato 90a en bruto
(0,4 g, se supone un rendimiento del 100 %) que se uso en la etapa posterior sin purificacion adicional. CLEM M+H =
325,85.

Se disolvié mesilato 90a (0,44 g, 1,35 mmol) en DMF (2,7 ml) y se afiadié bromuro de sodio (696 mg, 6,76 mmol). La
mezcla se agitd durante 3 h, momento en el que se diluyd con agua y los sdlidos resultantes se recogieron por
filtracion y se secaron al vacio para proporcionar dibromuro 91a (0,155 g, rendimiento del 39 %). RMN 'H (400 MHz,
CLOROFORMO-d) 6 6,92 (s, 2H), 4,51 (s, 4H), 3,91 (s, 3H). CLEM M+H = 293,70.

Se sintetizaron dibromuros 91b-d de forma analoga:

91b: CLEM M+H = 319,70.
91c: RMN 'H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,42 (s, 2H), 4,51 (s, 4H).
91d: RMN "H (400 MHz, CLOROFORMO-d) & 7,95 (s, 2H), 4,61 (s, 4H), 4,06 - 3,94 (m, 3H).

Ejemplo 19 - Dimeros lla-10, lla-11, lla-12, lla-13 y lla-14.

El compuesto 20 se convirtié en el compuesto 92 por tratamiento con LIOAc como se muestra en la Fig. 19B. El
compuesto 92 se acopld con dibromuros 91a-d para proporcionar dimeros protegidos, que después se
desprotegieron con Pd(PPhs)s para producir los dimeros lla-10 a lla-14, siguiendo de manera andloga los
procedimientos del Ejemplo 5 y el esquema de la Fig. 6.

(lla-10): CLEM M+H = 750,05.

(lla-11): CLEM M+H = 736 (obtenido por pérdida del grupo alilo en la etapa de desproteccion que conduce al
dimero lla-12).

(la-12): CLEM M+H = 776,05.

(la-13): CLEM M+H = 754,00.

(lla-14): CLEM M+H = 778,05.

Los dimeros (lla-10) a (lla-14) difieren en la naturaleza del resto de unién, como se resume a continuacion:

OMe OH OAllyl cl CO,Me
S N N N A
> » > L. »
N N N N N
lla-10 lla-11 lla-12 lla-13 lla-14

Ejemplo 20 - Dimero-enlazadores Ilib-06 y llib-07

Se prepararon dimero-enlazadores Illb-06 y IlIb-07 a partir de compuesto 22 y dibromuros 91a y 91b,
respectivamente, siguiendo de manera analoga los procedimientos del Ejemplo 14 y el esquema de la Fig. 15.

(l1b-06): CLEM M+Na = 1302,05.
(IlIb-07): CLEM M+H = 1267.
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Ejemplo 21 - Dimero-enlazadores Ilib-08, 1lIb-08a, IlIb-08b y 1lIb-08c

5 Este ejemplo se refiere a la preparacion de dimeros-enlazadores que tienen un resto de poli(etilenglicol) (PEG) en el
enlazador. La presencia del resto PEG puede mejorar la solubilidad del dimero-enlazador durante la conjugacion en

un medio acuoso.
o) o o)
SO
N\ n o
o o

32 n=8 32b n=4

32a n=6 32c n=2
10
Los compuestos de maleimida 32 y 32a-b (todos disponibles en Quanta Biodesign) se acoplaron a la amina 39
(Ejemplo 6 y Fig. 7B) para preparar los dimeros-enlazadores lllb-08, 11ib-08a, 11ib-08b, y IlIb-08c, respectivamente:

llIb-08: CLEM (M+2H)/2 = 816,55.
15 llIb-08a: CLEM (M+2H)/2 = 772,50.

llIb-08b: CLEM (M+2H)/2 = 728,40.

llIb-08c: CLEM M+Na = 1390,05.

2,
oé---
>—2Z:Io
<

IIIb-08 n=8 IIIb-08a n=6
IIIb-08bn=4 1IIb-08c n=2

20
Ejemplo 22 - Dimero lla-15
Este ejemplo se refiere a la preparacion de dimero lla-15, en el que se han reducido ambos grupos imina en los
anillos de diazepina.

25

De forma analoga, siguiendo los procedimientos del Ejemplo 5 y el esquema de la Fig. 5, se acoplé dibromuro 34 a
compuesto 44 para producir un compuesto de bis-aloc. La desproteccion de este ultimo con Pd(PPhs)s produjo
dimero lla-15. CLEM M+H = 724 45.
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ZT

(Ia-15)

Ejemplo 23 - Dimero-enlazador llib-09

Este ejemplo y la Fig. 20 se refieren a la preparacion de dimero-enlazador MIb-09, en el que el enlazador tiene un
grupo amino como grupo funcional reactivo. El grupo amino puede participar en la conjugacion actuando como un
donador de amina en la conjugacion mediada por transglutaminasa, como se ha analizado anteriormente en el
presente documento.

Se usaron compuesto Aloc 44, dibromuro 34 y compuesto 37 para preparar compuesto 93, siguiendo en general los
procedimientos de los Ejemplos 6 y 14, y los esquemas de las Fig. 7A-7B y 15 asociadas respectivamente.

Se acoplé compuesto 94 (0,079 g, 0,086 mmol, Quanta Biodesign) con compuesto 93 (0,091 g, 0,095 mmol) de
forma analoga siguiendo los procedimientos del Ejemplo 6 y la Fig. 7B para producir compuesto 95 (40 mg,
rendimiento del 27 %). CLEM (M+2H)/2 = 853,45. Se disolvié compuesto 95 (40 mg, 0,023 mmol) en DMF (1,0 ml) y
se afiadid dietilamina (0,1 ml, 0,957 mmol). La mezcla se envejecié durante 1 h, se diluyé con DMF y se purificé por
columna Biotage C18, Disolvente A = 95 % de agua, 5 % de acetonitrilo + 0,05 % de acido férmico; Disolvente B =
5 % de agua, 95 % de acetonitrilo + 0,05 % de acido férmico; gradiente del 20-100 %. Las fracciones que contenian
el producto se combinaron y se hicieron pasar a través de un cartucho PL-HCO3-MP SPE 500 mg/6 ml, eluyendo
con acetonitrilo para proporcionar una solucién del producto como base libre. La mayor parte del disolvente organico
se retird por evaporacion rotativa y el agua se retird por liofilizacion para proporcionar el dimero-enlazador 1lib-09 en
forma de un polvo de color blanco (18,5 mg, rendimiento del 51 %). CLEM (M+2H)/2 = 742,35.

Ejemplo 24 - Intermedios adicionales

Este ejemplo y la Fig. 21 se refieren a la sintesis de intermedios adecuados para la sintesis de dimeros THIQ-THIQ
que tienen un nitrégeno adicional en un anillo aromatico.

Se disolvio hidruro de sodio (60 %, 2,72 g, 56,8 mmol) en DMF (50 ml) y se enfrié en un bafio de hielo. Se afiadi6 en
porciones acetamidomalonato de dietilo 97 (6,17 g, 28,4 mmol) durante aproximadamente 3 min y se hizo reaccionar
10 min adicionales hasta que disminuyd la formacién de burbujas. Se afiadio piridina 96 (5 g, 28,4 mmol, preparada
segun el documento WO 2002/036555) en el transcurso de aproximadamente 1 min. La mezcla de reaccion se
diluyé con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé con NaCl acuoso saturado, se seco sobre
NazSO, y se concentrd al vacio. Se formaron dos regioisomeros 98a/b y se usaron como una mezcla sin purificacion
adicional en la siguiente etapa (7,2 g, rendimiento del 79 %). CLEM M+H = 321,10 (2 picos con la misma masa).

Una mezcla de compuestos 98a/b (7,2 g, 22,48 mmol) se traté con HCI 6 N (50 ml, 1646 mmol). La mezcla
resultante se calentd a reflujo durante 3 h. Después de haberse enfriado a TA, la mezcla de reaccion se concentro al
vacio. El solido de color marrén que se formé se concentrd junto con dioxano y se trituré con metanol. Se recogieron
dos cultivos de una mezcla de compuestos 99al/b, el primero fue 2,4 g de un sdlido de color castafio y un segundo
cultivo de 1,0 g de un sélido de color marrén oscuro. Estos se usaron sin purificacion adicional.

Se afiadieron sucesivamente MeOH (20 ml) y cloruro de tionilo (1,578 ml, 21,62 mmol) a temperatura ambiente a
una mezcla de compuestos 99a/b (1810 mg, 7,21 mmol) y después la mezcla resultante se calentd a reflujo durante
20 h. La mezcla de reaccion se concentré completamente. El sélido formado se volvié a concentrar con dioxano para
retirar el exceso de cloruro de tionilo para obtener un sélido de color marrén. La mezcla se trituré6 con MeOH para
proporcionar un solido que se repartié entre Na,CO3; y DCM y se extrajo 2 veces mas. Las fases organicas
combinadas se secaron sobre Na,SO, y el disolvente se evapord para proporcionar una mezcla de compuestos
100a/b (1,2 g, 6,24 mmol, rendimiento del 87 %).

Una mezcla de compuestos 100a/b (1,2 g, 6,24 mmol) se disolvié en MeOH (50 ml) y se traté con LiBH4 (0,136 g,
6,24 mmol). La mezcla se calenté a reflujo durante 2 h, se evapord y se formd un azeétropo con etanol y tolueno
para proporcionar una mezcla de compuestos 101a/b (1 g, rendimiento del 98 %).

Una mezcla de compuestos 101a/b (1,0 g, 6,09 mmol) se disolvié en DMF (1 ml) y acetonitrilo (5,8 ml) y se traté con
TBS-CI (3,15 ml, 2,9 M, 9,13 mmol) e imidazol (0,62 g, 9,13 mmol). La mezcla se dejé reposar durante 20 min y la
mayor parte del disolvente se evaporo. El residuo se repartio entre agua y EtOAc. La fase acuosa se extrajo 3 veces
con EtOAc. Las fases organicas combinadas se lavaron con agua y se secaron sobre Na>SQO4. La mezcla se filtré
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para retirar los soélidos y el disolvente se evapord. El residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida con MeOH al 0-
10 %/DCM en una columna de gel de silice de 24 g. En estas condiciones, los 2 componentes se resolvieron en su
mayor parte, pero se recombinaron como una mezcla de compuestos 102a/b para transformaciones adicionales
(967 mg, rendimiento del 57 %).

Una mezcla de compuestos 102a/b (917 mg, 3,29 mmol) se llevo a una mezcla de compuestos 106a/b siguiendo los
procedimientos del Ejemplo 3, haciendo los cambios necesarios:

103a/b: (1,39 g, rendimiento del 67 %). CLEM M+H = 630,20 (2 picos con la misma masa).

104a/b: (0,52 g, rendimiento del 62 %). CLEM M+H = 600,20 (2 picos con la misma masa).

105a/b: (0,50 g, rendimiento del 84 %). CLEM M+H = 684,75 (2 picos con la misma masa).

106a: (158 mg, rendimiento del 38 %) CLEM M+H = 570,25 (después de la separacion de 106b mediante
cromatografia en gel de silice, gradiente de EtOAc al 50-100 %/hexanos).

106b: (179 mg, rendimiento del 43 %) CLEM M+H = 570,30 (después de la separacion).

Ejemplo 25 - Dimero lla-16

Este ejemplo y la Fig. 22 se refieren a la preparacion del dimero lla-16, que tiene nitrégeno en uno de los anillos de
benceno externos, es decir, un G o G' en la formula (l) es N.

Se convirti6 compuesto 106b en una mezcla de enantiomeros 108a y 108b siguiendo los procedimientos del Ejemplo
3, haciendo los cambios necesarios, que se separaron mediante cromatografia CET quiral en una columna
CHIRALPAK® IE eluyendo con MeOH al 20 % en CO,. 108a: CLEM M+H = 411,95; 25 mg, rendimiento del 23 %).
108b: CLEM M+H = 411,95; 22 mg, rendimiento del 20 %.

El enantidmero 108b se acopld con el compuesto 36 de forma analoga siguiendo el procedimiento del Ejemplo 6
para proporcionar compuesto de bis-Aloc 109, que después se traté con Pd(PPhs)s para producir el dimero lla-16
(4,3 mg, rendimiento del 45 %). CLEM M+H = 721,30.

De forma analoga, se convirtié enantiomero 108a en dimero 110, que tiene la estereoquimica antinatural en una de
las unidades diméricas:

También de forma analoga, se convirti6 compuesto 106a en los enantiomeros 111a (CLEM M+H = 411,95; 18,6 mg,
rendimiento del 18 %) y 111b (CLEM M+H = 411,95; 19 mg, rendimiento del 18 %). Estos enantidmeros pueden
usarse para preparar dimeros segun los procedimientos anteriores, haciendo los cambios necesarios.

Alloc
1 OH
HO HO N H
MeO MeO N
3 7\
111a 111b N=

Ejemplo 26 - Actividad bioldgica de los dimeros

La actividad citotoxica de los dimeros de la presente invencion puede someterse a ensayo frente a diversas estirpes
celulares de cancer, tales como estirpes celulares de cancer de pulmén H226, cancer de pulmén DMS 79, cancer de
pulmén H187, cancer gastrico N87, cancer renal 786-O y/o cancer de ovario OVCAR3. La capacidad de los dimeros
para inhibir la proliferacion celular puede medirse mediante un ensayo de luminiscencia ATP o un ensayo de
proliferacién celular MTS. Generalmente, estos dos métodos producen resultados comparables.

Este es un procedimiento general para un ensayo de luminiscencia ATP: Se siembran células a 1 x 103
células/pocillo en placas de 96 pocillos durante 3 h para ensayos ATP CellTiterGlo™, respectivamente. Se afiaden
diluciones en serie (1:3) de compuestos a los pocillos. Las placas se dejan incubar durante 72 h. Se usa un kit de
viabilidad celular CellTiterGlo™ de Promega para medir el contenido de ATP de las células tratadas con compuestos
de ensayo siguiendo las instrucciones del fabricante. Una disminucién en el contenido de ATP es una medida de
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disminucién en la viabilidad celular. El valor de CEsp, la concentracion a la que un agente reduce la viabilidad celular
en un 50 % del efecto maximo, puede calcularse usando el software PRISM™, version 5.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EE.UU.).

El ensayo de proliferacion celular MTS se realiz6 de la siguiente manera: Se usa el kit de proliferacion celular acuoso
no radiactivo CellTiter 96 de Promega (Madison, WI) para determinar el numero de células viables en el ensayo de
proliferacion celular. Las células tumorales se siembran en placas a determinadas densidades de siembra en placas
Matrix de fondo transparente de color negro estériles de 384 pocillos a 40 pl por pocillo y se incuban durante la
noche a 37 °C en CO; al 5 % antes del ensayo. Al dia siguiente, se usa un conjunto de placas celulares (10 placas)
para determinar la densidad celular a tiempo cero y se afade 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio a 4 pl/pocillo en 10 placas seguido de incubacion a 37 °C en CO- al 5 % durante tres horas.
Este reactivo de tetrazolio es biorreducido por las células hepaticas para formar un producto de formazan que es
soluble en solucidn acuosa. La absorbancia a 490 nm se mide en un lector Envision (Perkin Elmer, Boston, MA). El
mismo dia, se afiaden los compuestos a las placas celulares restantes (placas T72) y se incuban a 37 °C en CO; al
5 %. Después de 72 horas, se afaden 4 pl de reactivos MTS en esas placas celulares. Las placas se incuban
adicionalmente a 37 °C en CO; al 5 % durante tres horas y los valores de absorbancia a A490 se midieron en un
lector Envision.

Los resultados se presentan en la Tabla I:

Tabla I: Actividad biolégica de los dimeros
. Estirpe celular de cancer: Clso (M)

Dimero "5yvis 79 | H187 | N87
lla-01 0,001 0,001 0,02
lla-02 - - 0,03
[la-03 0,002 0,002 0,03
lla-04 - - 0,04
[la-05 - - 0,1

Ila-06 - - 0,14
lla-07 - - 0,25
[la-08 - - 2,71
[1a-09 - - 4,7

lla-10 - - 0,07
lla-11 - - 4,92
lla-12 - - 0,11
lla-13 - - 0,03
lla-14 - - 0,05
lla-15 - - 2,88
lla-16 - - 0,08

100 - - 0,1

Ejemplo 27 - Actividad bioldgica de los conjugados

Los compuestos dimero-enlazador se conjugaron con un anticuerpo anti-fucosil GM1 siguiendo el procedimiento
general descrito anteriormente en el presente documento. Se realizaron ensayos frente a estirpes celulares de
cancer gastrico N87, cancer de pulmon microcitico DMS 79 y/o H187, expresando la primera mesotelina y
expresando las dos ultimas fucos87il GM1 en sus superficies celulares. La actividad se midié usando un ensayo de
3H timidina (Cong et al. 2014). Los resultados se presentan en la Tabla II.

Tabla Il - Actividad biolégica de los conjugados
Conjugado Estirpe celular cancerosa -
C|5o (nM)
Anticuerpo Dimero- DAR | DM79  H187  N87
enlazador
Anti-fucosil GM1 [11b-01 ~2 0,3 0,5
Anti-fucosil GM1 [11b-02 ~2 2,1 1,8
Anti-fucosil GM1 I1lc-01 ~2 0,4 0,4
Anti-mesotelina 111b-01 - - - 0,01
Anti-mesotelina I11b-02 - - - 0,12
Anti-mesotelina I1lc-01 - - - 0,01
Anti-mesotelina I1lc-02 - - - 0,03
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En una realizacion preferida, en un conjugado de la presente invencion, el anticuerpo es un anticuerpo anti-fucosil
GM1 o un anticuerpo anti-mesotelina.

La descripcion detallada anterior de la invencion incluye pasajes que se refieren principalmente o exclusivamente a
partes o aspectos particulares de la invencion. Ha de comprenderse que esto es por claridad y conveniencia, que
una caracteristica particular puede ser pertinente en mas pasajes que en el que se describe y que la divulgacion del
presente documento incluye todas las combinaciones apropiadas de informaciéon encontradas en los diferentes
pasajes. De manera similar, aunque las diversas figuras y descripciones en el presente documento se refieren a
realizaciones especificas de la invencion, ha de comprenderse que cuando se desvela una caracteristica especifica
en el contexto de una figura o realizacién particular, dicha caracteristica también puede usarse, en la medida
adecuada, en el contexto de otra figura o realizaciéon, en combinacién con ofra caracteristica, o en la invencion en
general.

Adicionalmente, aunque la presente invencidon se ha descrito en particular en términos de determinadas
realizaciones preferidas, la invencién no se limita a dichas realizaciones preferidas. Mas bien, el alcance de la
invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

Referencias

A continuacion se proporcionan citas completas de las siguientes referencias citadas de manera abreviada por el
primer autor (o inventor) y la fecha anteriormente en la presente memoria descriptiva.

Antonow et al., J. Med. Chem. 2010, 53, 2927.

Beau-Larvor et al., documento WO 2014/174111 A1 (2014).
Bose et al., J. Am. Chem. Soc. 1992, 114 (12), 4939.

Bouchard et al., documento US 8.404.678 B2 (2013).

Chari et al., documento WO 2013/177481 A1 (2013).
Commercon et al., documento US 8.481.042 B2 (2013) [2013a].
Commercon et al., documento US 2013/0137659 A1 (2013) [2013b].
Fishkin et al., documento WO 2012/112687 A1 (2012).

Fishkin et al., documento US 8.765.740 B2 (2014).

Flygare et al., documento US 2013/0266595 A1 (2013).

Gauzy et al., documento US 8.163.736 B2 (2012).

Gregson et al., Chem. Commi. 1999 (9), 797.

Gregson et al., Bioorg. Med. Chemi. Lett. 2001, 11,2859 [2001a].
Gregson et al., J. Med. Chem. 2001, 44, 737 [2001b].

Gregson et al., J. Med. Chem. 2004, 47, 1161.

Gregson et al., documento US 7.612.062 B2 (2009).

Hartley, Exp. Opinion Investigational Drugs 2011, 20 (6), 733.
Hartley et al., Investigational New Drugs 2012, 30, 950.
Howard, documento US 2014/0120118 A1 (2014) [2014a].
Howard, documento US 2014/0127239 A1 (2014) [2014b].
Howard, documento WO 2014/096365 A1 (2014) [2014c].
Howard, documento WO 2014/096368 A1 (2014) [2014d].
Howard, documento WO 2014/140174 A1 (2014) [2014e].
Howard et al., documento US 2007/0191349 A1 (2007).
Howard et al., documento US 7.528.126 B2 (2009) [2009a].
Howard et al., documento US 7.557.099 B2 (2009) [2009b].
Howard et al., documento US 7.741.319 B2 (2010).

Howard et al., documento US 2011/0256157 A1 (2011).
Howard et al., documento US 8.501.934 B2 (2013) [2013a].
Howard et al., documento US 8.592.576 B2 (2013) [2013b].
Howard et al., documento US 2013/0028919 A1 (2013) [2013c].
Howard et al., documento WO 2013/041606 A1 (2013) [2013¢].
Howard et al., documento US 8.697.688 B2 (2014) [2014a].
Howard et al., documento US 2014/0120118 A1 (2014).
Howard et al. documento US 2014/0234346 A1 (2014) [2014b].
Howard et al., documento US 2014/0274907 A1 (2014) [2014c].
Howard et al., documento US 2014/0294868 A1 (2014).
Howard et al., documento WO 2014/096368 A1 (2014).

Howard et al., documento WO 2014/140174 A1 (2014).

Howard et al., documento WO 2014/140862 A2 (2014) [2014d].
Jeffrey et al., Bioconj. Chem. 2013, 24, 1256.

Jeffrey et al., documento US 2014/0286970 A1 (2014) [2014a].
Jeffrey et al., documento US 2014/0302066 A1 (2014) [2014b].

63



10

ES 2747 386 T3

Kothakonda et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2004, 14, 4371.
Li et al., documento US 8.426.402 B2 (2013).

Li et al., documento WO 2014/031566 A1 (2014).

Liu et al., documento US 7.244.724 B2 (2007).
Schrama et al., Nature Rev. Drug Disc. 2006, 5, 147.
Senter et al., documento US 7.659.241 B2 (2010).
Thurston et al., J. Org. Chem. 1996, 61 (23), 8141.
Thurston et al., J. Med. Chem. 1999, 42, 1951.
Thurston et al., documento US 7.049.311 B1 (2006).
Thurston et al., documento US 7.407.951 B1 (2008).
Zhao et al., documento WO 2014/080251 A1 (2014).

64



10

15

20

25

30

ES 2747 386 T3

REIVINDICACIONES

1. Un dimero de benzodiacepina que tiene una estructura representada por la formula (1)

R6 R® RS

H ' 1
o =N O—CH,—X-CH,—R

R” Y -

S N OR?
rRe-g’ )Y OR* @
\GZG
/ ‘=10
R9 R

en la que

X se selecciona entre el grupo que consiste en

(CHp)o.5X? (CHa)o.5X2 (CHo)o.5X?
) ~a ) A (&/\
(CHosX? || | (CH2)sX® [ 7] (CHpsX? NI\)\(CHZ)MXZ

“ % A 0 2
H RH S R O

» » »

(CHy)p.sX2

s
H\KJJCH»WQG

i

R' es de acuerdo con la formula (1a) o la formula (Ib):

R RS
;—0 rll T R°® 3
=~ R
Y0or R §_O
R*0 N 4
R4 Y\ll / G\\ 2
o l 01 /G'—Rs R“O
G':Gl R4
(Ia) Ri0 o (Ib) o _

o

cada Gy G' es C o N, con la condicion de que no mas de dos G o dos G' sean N; cada R? es
independientemente H o alquilo C+-Cs;
cada R3®y R* es independientemente H, F, Cl, Br, OH, alquilo C4-C3, O(alquilo C+-C3), ciano, (CH2)o.sNH2 0 NO;

cada linea doble — en un sistema de anillo de diazepina representa independientemente un enlace sencillo o
un doble enlace;

cada R es H sila linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble
—— es un doble enlace;

cada R® es H, OH, SO3Na o SOsK si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta
ausente si la linea doble — es un doble enlace;

cada R7, R8, R? y R es independientemente H, alquilo C1-Cs, C=C(CH>)1.5X2, OH, O(alquilo C+-Cs), ciano, NO»,
F, Cl, Br, O(CH2CH20)1.g(alquilo C1.3), (CH2)0-5X?, O(CHz)2-5X?, cicloalquilo o heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros
sin sustituir o sustituido con (CHz)o.sX? u O(CH2)25X?, arilo o heteroarilo de 5 a 6 miembros sin sustituir o
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sustituido con (CHz)e-5X2 u O(CHa)2-5X?,

i i )y
_ (alquenilo Co-C
"&”J\(CHz)mNHZ f\” (alquilo C+-Cs) A~ N“ o (alauenilo C>-Cs)

] ’ )

F-0—(CHy)5—C~NH,

2

o donde un R, R8, R? 0 R'® estan unidos a un G o G' que es N, tal como R7, R8, R o R'? esta ausente;

las lineas de puntos en el anillo C de la férmula (Ib) indican la presencia opcional de un doble enlace C1-C2, C2-
C3 o C2-R"; R' es H, =0, =CH,, =CH(alquilo C4-Cs), CH=CH(CH2)1.sX?, CEC(CHy>)1.sX?, alquilo C4-Cs, OH,
O(alquilo C+-Cs), ciano, NO,, F, Cl, Br, O(CH2CH;O)1.s(alquilo Ci3), (CH2)osX?, arilo de 4 a 7 miembros,
heteroarilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo sin sustituir o sustituido con (CHz)osX?, O(CH2)25X?, cicloalquilo o
heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)o.5X? u O(CH2)25X?, arilo o heteroarilo de
5 a 6 miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)o-5X? u O(CHz)25X?;

R'" esta ausente si hay presente un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-R"" y de lo contrario es H;

cada X? es independientemente H, F, Cl, Br, OH, O(alquilo C4-C3), O(alquileno C4-C3), CO2H, N3, CN, NO,,
COy(alquilo C4-C3), NH2, NH(alquilo C+-Cs), N(alquilo C+4-Cs)2, SH, CHO, N(CH>CHz):N(alquilo C4-C3), NHNH. o
C(=O)NHNH_; cada Y es independientemente CH,, C=0 o CHR'?; en la que cada R'? es independientemente F,
Cl, Br o alquilo C+4-C3; y

Y' e Y "son independientemente CH,, C=0 o CHR'? en la que cada R'? es independientemente F, Cl, Br o
alquilo C+-Cs3, a condicion de que esté presente al menos unode Y' e Y";

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un dimero de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacién 1, que tiene una estructura representada por la
férmula (l1a")

X3
VS 5
ovf Jvo E LR
o
N ~(H

OMe MeO N
o)
R? (I1a") R?
en la que
RS es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace;
R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace;
cada R?® es independientemente H, OH, OMe, NH,, NMe,, O(CH,CH;0)s.sMe, OCH,CH,OH o

|\NH
_ 2

y
X3 es H, OH, OMe, Me, CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

3. Un dimero de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacion 2, seleccionado entre el grupo que consiste en
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OAllyl

: p: Kjg’ (ITa-12)
MeO N

Cl
]
H AN NP o) N h
- (I1a-13)
N OMe MeO N
0] o)
N
(ITa-14)
N
o)
4
o N | o) H
N H
(I1a-15)
OMe MeO N
o)

J\/j\/oﬁgr H
(Lla-16)
MeO N
/3

4. Un dimero de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene una estructura representada por la
férmula (11b)

et

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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RE R® R® R3
H |
N O-CH,—X—CH,—O

OR? R20
o R* R*O

(Ib)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5 5. Un dimero de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacién 4, que tiene una estructura representada por la
férmula (11b")

(Ib")

10 enlaque

R9 es H, OH, OMe, NHz, NMez, O(CH20H20)1.8M9, OCHchon o

X
| —FNH,
S .
bl
15
R es H, =CH,, CH=CHMe, =CHMe, C=CCH,NH,,
AN / N\
| —NH; N N—
= \ / .
O bl
20 R'" esta ausente si hay presente un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-R"" y de lo contrario es H;
X3 es H, OH, OMe, Me, CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me;
al menos una de las lineas dobles — en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;
RS es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace; y
25 R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

30 6. Un compuesto dimero-enlazador de benzodiacepina que tiene una estructura representada por las formulas (ll1a),
(b), (Mlc) o (lic™):
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(CH2)—R?’
HN] O
0
(IlIa) <,?A‘=‘—[AA*’]p
(T o T s
5 3 (CH2)o.sX*
HR6$ R /\/j 205X
l_L/N OCHZK)CHZ R!
7 Y—
o N oR?
RS_G// \ Y O R4
Rg R1O
(CHZ)r—R31
HN] O
o}
(I1Ib) (/l*Aa—[AAblp V
(Th ‘o d
R3
H
HO N O-CHy—X-CH,—R!'
RT Y~
S N OR?
- )Y OR
6=C,
R9 R10
6R5 R3
(IlIc) N O-CH,—X—-CH,—R!
(CH,),—R3!
(T)t HN o]
<AAa—[AAb]p ©
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X3
\/f/\
H /N 0} N/J\/O N\ H
OMe MeO N
o g 7\
X 50 (CHz)—R®! ‘\(Rso)a
| (R )3 — —
T
(‘)t un-1 o
(AAa-—[AAb] )— Oy (IIc™)
Pl
L © g 1S
en las que
5 T es un grupo autoinmolante; tes 0 0 1;

AA? y cada AAP se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en alanina, B-alanina, acido y-
aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, acido y-carboxiglutamico, citrulina, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, norleucina, norvalina, ornitina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina;

10 ues0o01;
pes1,2,304;
qges1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 (preferentemente 2, 3, 4 u 8);
res1,2,3,405;

ses0o01;
15
o9 W,
N@@ 9
31 s —0— ) > — » :
R"es -N"*N"» |-C-O-N N > Fo-NH, /S(N Il o FNH,;
S LS
X% es S-S, O o NH;
R' es de acuerdo con la formula (la) o la férmula (Ib):
20

R?0 N /
4 W7 R?0
R'O (Y0 R
G':Gu
R R o (Ib) :

X se selecciona entre el grupo que consiste en
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(CHy)o.sX2 (CHy)o.5X2 (CH2)o.5X2
) A ) A (b/\
(CH2)0-5X | (CH2)0-5X | (CH2)0_5X2 NI \;\/(CHz)o_st
=

A A /.
KA R RCH RCH

’ 2 2

(CH2)o.5X?

~N

S
M}CHm-sxz

e

cada Gy G' es C o N, con la condicion de que no mas de dos G o dos G' sean N; cada R? es
independientemente H o alquilo C4-Cs;
cada R3®y R* es independientemente H, F, Cl, Br, OH, alquilo C4-C3, O(alquilo C+-C3), ciano, (CH2)o.sNH2 0 NO;

2

cada linea doble — en un sistema de anillo de diazepina representa independientemente un enlace sencillo o
un doble enlace;

cada RS es H sila linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble
—— es un doble enlace;

cada R® es H, OH, SO3Na o SOsK si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta
ausente si la linea doble — es un doble enlace;

cada R7, R8¢, R? y R'® es independientemente H, alquilo C1-Cs, C=C(CH>)1.5X2, OH, O(alquilo C+-Cs), ciano, NO,
F, Cl, Br, O(CH2CH;0)+-g(alquilo C1.3), (CH2)o-5X?, O(CH2)2-5X?, cicloalquilo o heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros
sin sustituir o sustituido con (CHz)o.sX? u O(CH2)25X?, arilo o heteroarilo de 5 a 6 miembros sin sustituir o
sustituido con (CHz)o-5X2 u O(CHz)2-5X?,

o O O

,f{N)l\ "'{NJ\O’ (alquenilo C»-Cs)
H H

(CH2)1-3NH; ’ff\” (alquilo C1-Cs)

11
I-0—(CHy)15—C-NH,

2

o donde un R7, R8, R? 0 R'® esta unido a un G o G' que es N, tal como R7, R R® o R0 esta ausente;

las lineas de puntos en el anillo C de la férmula (Ib) indican la presencia opcional de un doble enlace C1-C2, C2-
C3 0 C2-R™:

R' es H, =0, =CH,, =CH(alquilo C4-Cs), CH=CH(CHz)1.sX?, C=C(CH_)1.sX?, alquilo C4-Cs, OH, O(alquilo C4-Cs),
ciano, NOy, F, Cl, Br, O(CH2CH;0)+.s(alquilo C+.3), (CH2)osX?, arilo de 4 a 7 miembros, heteroarilo, cicloalquilo o
heterocicloalquilo sin sustituir o sustituido con (CHz)osX?, O(CHz)2.sX?, cicloalquilo o heterocicloalquilo de 3 a 7
miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)osX? u O(CH,)2.5X?, arilo o heteroarilo de 5 a 6 miembros sin sustituir
o sustituido con (CH2)o0-5X2 u O(CH2)2.5X?;

R'" esta ausente si hay presente un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-R"" y de lo contrario es H;

cada X? es independientemente H, F, Cl, Br, OH, O(alquilo C4-C3), O(alquileno C4-C3), CO2H, N3, CN, NO,,
COy(alquilo C4-C3), NH2, NH(alquilo C4-Cs), N(alquilo C+4-Cs)2, SH, CHO, N(CH>CHz):N(alquilo C4-C3), NHNH. o
C(=O)NHNH_; X2 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;

cada R es independientemente H, O(alquilo C+-C3), O(alquileno C,-C3), O(alquinilo C»-C3), F, Cl, Br o CN;

cada Y es independientemente CH,, C=0 o CHR'?; en la que cada R'? es independientemente F, Cl, Br o alquilo
Ci-Cs;y

Y' e Y "son independientemente CH,, C=0 o CHR'? en la que cada R'? es independientemente F, Cl, Br o
alquilo C+-Cs3, a condicion de que esté presente al menos unode Y' e Y";

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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7. Un compuesto dimero-enlazador de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacion 6, que tiene una estructura
representada por la férmula (llla")

(CH,)~R¥!
a._ b
(T)t
5 (CH2)o. 5X
HRED ~7 i
N
OMe MeO N
0] 0]
R R®
5
en la que
cada R?® es independientemente H, alquilo C4-C3, O(CH2CH20)14H, (CH2CH,0)1.4(alquilo C4-C3), OH, CI, F o Br;
RS es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
10 un doble enlace; y
R® es H si la linea doble —— al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
15
8. Un compuesto dimero-enlazador de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacion 6, que tiene una estructura
representada por la férmula (l1Ib")
(CHz)—R3!
(I1Ib")
20

en la que

cada R?® es independientemente H, alquilo C4-C3, O(CH2CH20)14H, (CH2CH,0)1.4(alquilo C4-C3), OH, CI, F o Br;
X3 es H, OH, OMe, Me, CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me;

25 R® es H si la linea doble —— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —— es
un doble enlace; y

R® es H si la linea doble —— al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —— es
un doble enlace;

30 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

9. Un dimero-enlazador de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacion 8, seleccionado entre el grupo que

74



ES 2747 386 T3

consiste en

- QWI s

p j@gﬁ (ITIb-01)

HO ig@: ﬁgﬁ% (I11b-02)
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T N o)
HO \Q\/
N O N0 Nsy (IITb-04)
OMe MeO N
0] O

Q@ Kj@j@

H
N 2 N
(@)
OH
\f)\/
N O SN0 N H (ITb-07)
OMe MeO N
@) (@)

HO
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o=
By s Canan

IIIb-08 n=8 IIIb-08a n=6
IIb-08bn=4 IIIb-08c n=2

(IIb-09)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10  10. Un compuesto dimero-enlazador de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacion 6, que tiene una estructura
representada por formula (Illc")

X3
HE Es ovf /j\/o Es o
N S\ H
OMe MeO N
o O
(CHp)—R®" 9
HNTT O )
AAa—[AAb]p o) (Ic™)
o q s
15 enlaque
X3 es H, OH, OMe, Me, CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me;
al menos una de las lineas dobles -— en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;
R® es H si la linea doble —_— al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble —_— es

20 un doble enlace;
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R® es H si la linea doble ~ "~ al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble ~~ es

un doble enlace; y
R® es H, O(CH2CH,0)14H, (CH2CH20)14(alquilo C4-C3), OH, CI, F o Br; o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

11. Un compuesto dimero-enlazador de benzodiacepina de acuerdo con la reivindicacién 10, seleccionado entre el

grupo que consiste en
\fl/
NS
4 N O A A

N H
N OMe MeO N
o o

HN y \:/ o O A
N A A~ ~N (Illc-01)
o N
O o
X
N” “NH
H 2 ,

N
| H
N OMe MeO N
o ¢

5 HWA?NJ\/\/\/N (IlIc-02)

H -
N A NH, (IlIc-03)
o NJ\MO
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N OMe MeO N

HN

O)(\/\O);\/ NH, (ILc-04)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5 12. Un conjugado de un dimero de benzodiacepina y un anticuerpo, que tiene una estructura representada por la
férmula (1Va), (IVb), (IVc) o (IVe ™):

(IVa)
(CH2)-R*—4Ab
HNT| ©
o)
b
<AAa—[AA ]pu V
(Tx © T s
sR5 RS /(CHz)o sX*
HEN T g N
H 7~ 2N T2
R" Y— N
G N OR?
rR-d DY OR
9 R10
- R —JI'm
(CH2)~R*——Ab
HNT| O
el -0
(T ‘O s
o R (IVb)
o N O-CH,—X—CH,R!
7 Y =
R\G N OR?
rR-@ )-Y O R
o=
R9 R10
| ] m
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Ab es un anticuerpo;
R40 es

{2 : {2
N * S\* N
N\/ . ’ E_N , . \N
N N
2o SRR AR o S
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R3

O-CH,—X—-CH,—R!

(CHy),—R*0

o)

(IVc)

—Ab

H

7\

=/ NR)s

F 3

%—o—N=<

80

alquilo C13

Ab

ave™)

~



10

15

20

25

30

35

ES 2747 386 T3

i—“—(lc?l—* s

donde la valencia abierta de R*? que esta unida al Ab se indica con un asterisco (*) y la valencia abierta de R*°
que esta unida a (CHy): se indica con una linea ondulada (=);

mes 1,2, 304;

T es un grupo autoinmolante;

tesOo 1;

AA? y cada AAP se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en alanina, B-alanina, acido y-
aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, acido y-carboxiglutamico, citrulina, cisteina, acido glutamico,
glutamina, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, norleucina, norvalina, ornitina, fenilalanina,
prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina;

ues0o01;

pes1,2,304;

qges1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 (preferentemente 2, 3, 4 u 8);

res1,2,3,405;

ses0o01;

X3 es H, OH, OMe, Me o CH,OH;

X% es S-S, O o NH;

R' es de acuerdo con la formula (la) o la férmula (Ib):

RB R
| H e
o N/
Y'10-1 R7 }—0
R*0 N /
4 ) 74 ¢
R o) [Y" " \G' R8 RZO
(Ia) =G
R10 R? (Ib)
o L)

X se selecciona entre el grupo que consiste en

(CHy)o5X? (CHp)o.5X? (CHz)o.5X
) ~a ) A K%/\
(CH2)0_5X | (CH2)0-5X | (CH2)0_5X2 NI\)\ (CH2)0_5X2

/\/h = /h = /I yZ /I
i_k\N)_% , i_k\N) i_NJ'_i ]_\j

(CHa)o.5X?

S
“L/L(CHZ)MXZ

e

cada Gy G'es Co N, con la condicidon de que no mas de dos G o dos G' sean N;
cada R? es independientemente H o alquilo C4-Cs;
cada R3®y R* es independientemente H, F, Cl, Br, OH, alquilo C4-C3, O(alquilo C+-C3), ciano, (CH2)o.sNH2 0 NO;

2

cada linea doble — en un sistema de anillo de diazepina representa independientemente un enlace sencillo o
un doble enlace;
cada R® es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble

~— es un doble enlace;
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cada R® es H, OH, SO3Na o SOsK si la linea doble = al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta

ausente si la linea doble — es un doble enlace;

cada R7, R8, R y R' es independientemente H, alquilo C1-Cs, C=C(CH>)1.5X2, OH, O(alquilo C+-Cs), ciano, NO,
F, Cl, Br, O(CH2CH20)1.g(alquilo C1.3), (CH2)0-5X?, O(CHz)2-5X?, cicloalquilo o heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros
sin sustituir o sustituido con (CHz)o.sX? u O(CH2)2sX?, arilo o heteroarilo de 5 a 6 miembros sin sustituir o
sustituido con (CH2)0-5X2 u O(CH2)2.5X2,

o O O

KNJ\ *"!\NJJ\O/ (alguenilo C2-Cs)
H H

(CH2)1.3NH> ’f\” (alquilo C1-Cs)

i
[-0—(CHo)1.s—C-NH;

2

o donde un R7, R8, R? 0 R'? esta unido a un G o G' que es N, tal como R7, R R® o R0 esta ausente;

las lineas de puntos en el anillo C de la férmula (Ib) indican la presencia opcional de un doble enlace C1-C2, C2-
C3 o C2-R"; R' es H, =0, =CH,, =CH(alquilo C4-Cs), CH=CH(CH)1.sX?, CEC(CHy>)+.sX?, alquilo C4-Cs, OH,
O(alquilo C4-Cs), ciano, NO,, F, Cl, Br, O(CH2CH;O)1.s(alquilo Ci3), (CH2)osX?, arilo de 4 a 7 miembros,
heteroarilo, cicloalquilo o heterocicloalquilo sin sustituir o sustituido con (CHz)osX?, O(CH2)25X?, cicloalquilo o
heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)o.5X? u O(CH2)25X?, arilo o heteroarilo de
5 a 6 miembros sin sustituir o sustituido con (CH2)o-5X? u O(CHy)25X?;

R'" esta ausente si hay presente un doble enlace C1-C2, C2-C3 o C2-R"" y de lo contrario es H;

cada R es independientemente H, O(alquilo C+-C3), O(alquileno C,-C3), O(alquinilo C»-C3), F, Cl, Br o CN;

cada X? es independientemente H, F, Cl, Br, OH, O(alquilo C4-C3), O(alquileno C4-C3z), CO2H, N3, CN, NO,,
COy(alquilo C4-C3), NH2, NH(alquilo C4-Cs), N(alquilo C+4-Cs)2, SH, CHO, N(CH>CHz):N(alquilo C4-C3), NHNH. o
C(=O)NHNHj;

cada Y es independientemente CH,, C=0 o CHR'?; en la que cada R'? es independientemente F, Cl, Br o alquilo
Ci-Cs;y

Y' e Y "son independientemente CH,, C=0 o CHR'? en la que cada R'? es independientemente F, Cl, Br o
alquilo C+-Cs3, a condicion de que esté presente al menos unode Y' e Y";

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

13. Un conjugado de un dimero de benzodiacepina y un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 12, que tiene
una estructura representada por la formula (IVa')

(Iva)
(CH2)~R*0+Ab
HNT| O
/lea_[AAb]p OV
q)t o T s
(CHg)o.sX*
O-CH —/\/n—CH -0 N
N =\ H
OMe MeO N
o
R® R®
L ] m

en la que
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R® es H si la linea doble = al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace;

R® es H si la linea doble = al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble

un doble enlace; y

tes

R® es H, OH, OMe, NH, NMe, alquilo C+4-C3, O(CH.CH;0)1.sMe, OCH,CH,0H, F, CI, Bro

| N
_ 2

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

14. Un conjugado de un dimero de benzodiacepina y un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 12, que tiene

una estructura representada por la formula (IVb")

(CHo)—R*0 —Ab
HNT O
o)
AA2—[AA"], V
(Th © s
NG
o 4o L "
~
H N O N O
N OMe MeO
0]
R® m
en la que
X3 es H, OH, OMe, Me CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me;
R® es H si la linea doble — al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace;
R® es H si la linea doble = al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace; y

R® es H, OH, OMe, NH, NMe, alquilo C4-C3, O(CH.CH;0)1.sMe, OCH,CH,0H, F, Br, Cl o

|\NH
P 2

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15. Un conjugado de un dimero de benzodiacepina y un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 12, que tiene

una estructura representada por la formula (IVc")
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_ y _
~ A 5
BEPUN
O N/ O ~VH
OMe MeO N (IVe")
o}
H'}l o) R9
(-i-)t HN (CH,), R40 Ab
AAa—[AAb]p 09)
o} q s
L ] m

en la que

X3 es H, OH, OMe, Me, CH,OH, O(alilo), Cl o CO;Me;
al menos una de las lineas dobles — en un sistema de anillo de diazepina es un doble enlace;

R® es H si la linea doble = al N al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es
un doble enlace;
R® es H si la linea doble — al C al que esta unida es un enlace sencillo y esta ausente si la linea doble — es

un doble enlace; y
R® es H, OH, OMe, alquilo C4-C3, O(CH,CH;0)1.sMe, F, Cl 0 Br;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

16. Una formulacién farmacéutica que comprende un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 15, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

17. Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en un método de tratamiento de un cancer.

18. El conjugado o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 17,
en donde el cancer es cancer de pulmon o gastrico.
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Fig. 3
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Fig. 7A
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Fig. 7B
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Fig. 8
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Fig. 12A
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Fig. 13
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18
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Fig. 19A
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Fig. 21
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