ES 2 759 905 T3

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 759 905
Eint. a1

A61K 47/60 (2007.01) CO8G 65/329 (2006.01)
A61K 31/4745 (200601 CO8G 65/333 (2006.01)
A61K 9/00 (2006.01)
A61K 47/10 (2007.01)
A61K 47/20 (2006.01)
CO07D 457/00 (2006.01)
C08G 83/00 (2006.01)
AG61P 35/00 (2006.01)
CO07D 491/22 (2006.01)
CO7D 519/00  (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 03.10.2014  PCT/US2014/059146
Fecha y numero de publicacion internacional: 09.04.2015 WO15051307

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  03.10.2014  E 14796322 (7)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 20.11.2019  EP 3052101

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

T3

T|’tu|o: Conjugados de liberacion lenta de SN-38

Prioridad: @ Titular/es:

04.10.2013 US 201361887111 P PROLYNX LLC (100.0%)
455 Mission Bay Blvd. South, Suite 145

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la San Francisco, CA 94158, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

12.05.2020 ASHLEY, GARY y
SCHNEIDER, ERIC L.

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2759905 T3

DESCRIPCION
Conjugados de liberacion lenta de SN-38
Campo técnico de la invencion
La invencion se refiere a sistemas de liberacion lenta para un farmaco anticancerigeno, SN-38.
Estado de la técnica
El analogo de camptotecina SN-38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina) es un metabolito activo del farmaco antitumoral

irinotecano. Es ~1000 veces mas activo que el irinotecano, pero no ha sido terapéuticamente util debido a la solubilidad
acuosa extremadamente pobre (17 uM) y a la rapida eliminacion.

SN-38

El propio irinotecano se usa clinicamente y ha mostrado actividad en leucemia, linfoma, canceres colorrectal,
pulmonar, de ovario, cervical, pancreatico, de estdmago y de mama. Varios estudios han indicado que las
camptotecinas en general deben sus efectos antitumorales a la inhibicion de la topoisomerasa |, y que la eficacia esta
relacionada con el mantenimiento de la inhibicion de esta enzima durante periodos prolongados ("tiempo sobre el
objetivo"). Para mantener niveles eficaces de camptotecinas durante un tiempo suficiente, normalmente se requiere
que se administren dosis bastante altas de farmaco para contrarrestar la tasa de eliminacion relativamente rapida del
farmaco del sistema. Esto da como resultado altas concentraciones maximas de farmaco (Cmsx) €n los primeros
momentos después de la administracion, lo que se cree que produce toxicidades tales como la diarrea potencialmente
mortal que es la toxicidad limitante de la dosis de irinotecano. Dada la alta potencia de SN-38, seria deseable
proporcionar el farmaco como una infusién prolongada a una concentracion en estado estacionario suficiente para la
inhibicion de la topoisomerasa | pero inferior a la concentracion téxica. Los ensayos clinicos que utilizan la infusion
prolongada de irinotecano a través de bombas han corroborado esta hipotesis, sin embargo, esta no es una estrategia
terapéutica factible para SN-38 debido a la escasa solubilidad en las formulaciones de dosificacion.

El irinotecano se convierte en SN-38 por la carboxiesterasa hepatica, y luego se metaboliza mediante UGT1A hepatico
a su 10-glucurénido, SN-38G. La glucuronidacion facilita la excrecion biliar y la glucuronidasa bacteriana intestinal
causa la reconversion de SN-38G a SN-38. A menos que UGT1A intestinal vuelva a convertir el farmaco en SN-38G
inerte, el SN-38 puede causar efectos toxicos en el intestino. Por lo tanto, SN-38G puede actuar tanto como la fuente
de SN-38 tdxica como una proteccion contra la diarrea severa causada por SN-38. En general, los altos niveles de
SN-38 provocan un aumento de la glucuronidacion a SN-38G, una mayor excrecion de SN-38G en el intestino y una
desglucuronidacion bacteriana que produce toxicidad gastrointestinal.

La liberacion lenta de SN-38 de un conjugado circulante soluble y de larga vida en lugar de un profarmaco como
irinotecano parece proporcionar una solucion a estos problemas, y se han aplicado diversas estrategias de conjugacion
a SN-38. La conjugacion con poli(etilenglicol)(PEG) a través de un éster de glicinato de oxigeno-20 (patente de Estados
Unidos No. 8.299.089)proporciona un conjugado relativamente soluble en agua que libera SN-38 libre relativamente
rapido (t12 = 12 h) debido a la hidrdlisis del éster. Se ha descrito otra quimica de unién de éster a un polimero de poliol
con liberacién rapida de SN-38 (publicacion de la patente de Estados Unidos No. 2010/0305149 A1). La conjugacion
a un copolimero de bloques de poliglutamato-PEG a través de enlaces éster con oxigeno-10 proporciona un conjugado
micelar que libera nuevamente SN-38 libre por hidrolisis de éster (publicacion PCT W02004/039869). Debido a la
inestabilidad de los ésteres en medios acuosos, posiblemente acelerada por esterasas en plasma, tales estrategias
de conjugacion basadas en éster para SN-38 no son apropiadas para soportar la exposicién a SN-38 a bajas dosis a
largo plazo y los niveles de SN-38 tipicamente caen por debajo del nivel eficaz entre dosificaciones. Los conjugados
se administran tipicamente a altos niveles, produciendo altas concentraciones maximas de SN-38 y dando como
resultado la formacion de altos niveles de SN-38G.

Los conjugados de PEG-SN-38 que tienen velocidades de liberacion mas controladas se han divulgado en la
publicacion PCT W02011/140393. Estos conjugados liberan SN-38 a través de un mecanismo de eliminacion beta,
con velocidades controlables en un amplio intervalo mediante la seleccién del enlazador apropiado. El acoplamiento
de una macromolécula a este farmaco se realiz6 mediante un producto de condensacién de azida con un alquino
ciclico que dio como resultado un conjugado relativamente insoluble. El subgénero reivindicado en el presente
documento tiene una solubilidad mejorada debido a la presencia de un enlace amida simple, y es estable in vitro en
tampodn a temperatura ambiente. Ahora se ha encontrado inesperadamente que a través de la seleccion apropiada de
la velocidad de liberacién, la formacién in vivo de SN-38G puede reducirse mientras que simultaneamente se
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proporciona una exposicion a largo plazo al SN-38 activo. La presente invencién proporciona conjugados que estan
disefiados para liberar SN-38 libre a través de un mecanismo de eliminacién beta no enzimatico a velocidades que
permiten regimenes de exposicion a dosis bajas a largo plazo para SN-38 y que reducen aun mas la cantidad de SN-
38G formado durante la administracion.

Divulgacion de la invencion

La invencion esta definida por las reivindicaciones. Cualquier tema que quede fuera del alcance de las reivindicaciones
se proporciona solo con fines informativos.

La presente invencion proporciona conjugados que estan disefiados para liberar SN-38 libre a través de un mecanismo
de eliminacion beta no enzimatico a velocidades lentas que permiten regimenes de exposicion a dosis bajas a largo
plazo para SN-38 y que reducen aun mas la cantidad de SN-38G formado durante la administracion. También se
proporcionan métodos para producir los conjugados y su uso en un método para el tratamiento de enfermedades y
afecciones caracterizadas por hiperproliferacion celular.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion proporciona conjugados que tienen la formula (l)

rI
PEG— X-C—N— L—
) (I

o
]

en la que PEG es un polietilenglicol de peso molecular promedio entre 20.000 y 60.000 Da que es lineal o ramificado
y cuando q es 2-8, de multiples brazos;

q=1-8

X es O, NH, (CH2)m, OC(=0)(CH2)m, 0 NHC(=O)(CH2)m en la que m = 1-6;

R" es CN 0 SO2NR?; en la que cada R? es independientemente alquilo, arilo, heteroarilo, alquilalquenilo, alquilarilo o
alquilheteroarilo, cada uno opcionalmente sustituido o tomados juntos pueden formar un anillo;

Y = COR3 0 SO2R3 enla que R® = OH, alcoxi o NR*;, en la que cada R* es independientemente alquilo, alquilo sustituido
o tomados juntos pueden formar un anillo; y

L es (CH2): o (CH2CH20),(CH2), enla quer=1-10y p = 1-10.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona métodos para la preparacion de conjugados de férmula (1), asi como
productos intermedios de los mismos, que comprenden las etapas de:

(a) reducir un azida-enlazador-SN-38 de la siguiente férmula (VII)

Y

r!

para producir un amino-enlazador-SN-38;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2759905 T3

(b) poner en contacto el amino-enlazador-SN-38 con un PEG activado para producir un conjugado de formula 1; y
(c) opcionalmente aislar el conjugado.

Se describen ademas métodos para la liberacion lenta de SN-38 usando conjugados de férmula (1).

Ademas, se describen métodos para minimizar la cantidad de glucurénido de SN-38 formado tras la administracion de
SN-38 mediante el control de la velocidad de liberacion de SN-38 de un conjugado.

Ademas, se describe una formulacién que solubiliza SN-38 que comprende PEG y DMSO vy su uso.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra la liberacion de SN-38 libre de los conjugados de la invencion.

La Figura 2 ilustra un método para la preparacion de productos intermedios azida-enlazador-SN-38 (VII) de la
invencion.

La Figura 3 ilustra un método para la reduccion de azida-enlazador-SN-38 (VII) hasta amina-enlazador-SN-38 (VIII)
usando trimetilfosfina y acido acético en THF/agua.

La Figura 4 ilustra un método para la preparacion de conjugados (1) de la invencion, en el que R' es CN, Y es CONEt,,
q =4, Xes CHy, L es (CHz)s y PEG es un poli(etilenglicol) de 4 brazos que tiene un nucleo de pentaeritritol.

La Figura 5 muestra la estructura detallada de un conjugado de férmula (I) en la que R" es CN, Y es CONEt,, q = 4, X
es CHy, L es (CH)s y PEG es un poli(etilenglicol) de 4 brazos de peso molecular promedio 40.000 (n ~ 225).

La Figura 6 muestra la cinética de liberacion in vitro de SN-38 del conjugado de la invencion en el que R' es CN, Y es
CONEty, g = 4, X es CHaz, L es (CHz)s y PEG es un poli(etilenglicol) de 4 brazos de peso molecular promedio 40.000.
SN-38 tiene un pKs ~ 8,6 debido a la ionizacién del 10-OH; tras la formacion del fenolato, la absorbancia maxima de
UV/Vis de SN-38 cambia a 414 nm. Cuando se conjuga a través del 10-OH, SN-38 no muestra absorbancia a 414 nm.
Por lo tanto, el aumento de la absorbancia a 414 nm es una medida de la formaciéon de SN-38 libre a partir del
conjugado. La curva indicada se ajusto a los datos experimentales utilizando una constante de velocidad de primer
orden de 0,00257 min™" a pH 9,4. Esto se traduce en un ty» para la liberacién de 450 horas a pH 7,4.

La Figura 7 muestra niveles in vivo de conjugado (cuadrados) y SN-38 libre (circulos) liberados del conjugado de
formula (1) en la que R' es CN, Y es CON(Et)2, q =4, X es CHa, L es (CH>)s, y PEG es un poli(etilenglicol) de 4 brazos
de peso molecular promedio 40.000, después de administracion ivde 200 mg/kg de conjugado (7 mg/kg de SN-38) a
ratas (promedio de n = 3). Las curvas se generaron como se describe en el Ejemplo 5 usando una liberacion in vivo
t1/2 =400 h.

La Figura 8 muestra los niveles in vivo de SN-38 libre (circulos) y glucurénido de SN-38 (cuadrados) formados a partir
del conjugado de formula (1) en la que R" es CN, Y es CON(Et);, q =4, X es CHy, L es (CHz)s y PEG es un
poli(etilenglicol) de 4 brazos de peso molecular promedio de 40.000, después de administracion iv de 200 mg/kg de
conjugado (7 mg/kg de SN-38) a ratas (promedio de n = 3).

Modos de llevar a cabo la invencién

En un aspecto, la invencién proporciona conjugados que tienen la formula (1)

I?
o #h
L
07N

YN I L ™
PEG—+X-C-N— L=CH ™~g _ |
| | e e = o (I
A I S T
| T N
=1 L
—4,
r oM O

 — —d

en la que el PEG es un polietilenglicol lineal o ramificado y, cuando q es 2-8, de multiples brazos, de peso molecular
promedio entre 20.000 y 60.000 Da;

q=1-8

X es O, NH, (CH2)m, OC(=0)(CHz2)m, 0 NHC(=O)(CH2)m en las que m = 1-6;

R" es CN o0 SO2NR?% en la que cada R? es independientemente alquilo, arilo, heteroarilo, alquilalquenilo, alquilarilo o
alquilheteroarilo, cada uno opcionalmente sustituido o tomados en conjunto pueden formar un anillo;

Y = COR3 0 SO2R3® y R® = OH, alcoxi o NR*;, en la que cada R* es independientemente alquilo, alquilo sustituido, o
tomados juntos pueden formar un anillo; y

L es (CH2): o (CH2CH20),(CHz);, en las quer=1-10y p = 1-10.
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El término "alquilo" se define como un grupo hidrocarbonado saturado lineal, ramificado o ciclico de 1-8 carbonos, o
en algunas realizaciones 1-6 o 1-4 atomos de carbono.

El término "alquenilo" se define como un hidrocarburo insaturado lineal, ramificado o ciclico no aromatico de 1-6 o 1-
4 C con uno o mas dobles enlaces carbono-carbono.

El término "alquinilo" se define como un hidrocarburo insaturado lineal, ramificado o ciclico no aromatico de 1-6 o 1-4
C con uno o mas triples enlaces carbono-carbono.

El término "alcoxi" se define como un grupo alquilo unido al oxigeno, que incluye metoxi, etoxi, isopropoxi, ciclopropoxi,
ciclobutoxi y similares.

El término "arilo" se define como un grupo hidrocarbonado aromatico de 6-18 carbonos, preferiblemente 6-10
carbonos, que incluye grupos tales como fenilo, naftilo y antracenilo. El término "heteroarilo" se define como anillos
aromaticos que comprenden 3-15 carbonos que contienen al menos un atomo de N, O o S, preferiblemente 3-7
carbonos que contienen al menos un atomo de N, O o S, incluidos grupos tales como pirrolilo, piridilo, pirimidinilo,
imidazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, quinolilo, indolilo, indenilo y similares.

El término "halégeno” incluye bromo, fluor, cloro y yodo.

Cuando los grupos estan "opcionalmente sustituidos", los sustituyentes incluyen 1-3 sustituyentes que son iguales o
diferentes y pueden incluir halégeno, amino, hidroxilo y sulfhidrilo, asi como sustituyentes que contienen grupos
carboxilo como ésteres, amidas o como grupos carboxilo libres. Esta lista no pretende ser exhaustiva, y cualquier
sustituyente que no interfiera puede incluirse entre los que estan opcionalmente presentes.

Como se usa en el presente documento, "un”, "uno, una", etc., pretenden significar uno o mas de uno a menos que se
indique lo contrario. Ademas, cuando se proporcionan intervalos de nimeros enteros, se entiende que todos los
numeros enteros intermedios estan incluidos como si se los mencionara especificamente.

El PEG puede ser un poli(etilenglicol) lineal, ramificado o de multiples brazos de peso molecular promedio entre 20.000
y 60.000 (es decir, que comprende de aproximadamente 400 a aproximadamente 1500 unidades de 6xido de etileno)
0 30.000-50.000, en el que al menos un extremo del polimero puede terminarse con una funcién carboxilato. Estos
PEG estan disponibles comercialmente, por ejemplo a través de NOF y Jenkem Technologies, como derivados en los
que el grupo C=0 se activa por reaccion con aminas como N-hidroxisuccinimida o ésteres de nitrofenilo o carbonatos
de N-hidroxisuccinimidilo o nitrofenilo. Estos PEG de alto peso molecular estan compuestos por una distribucion
gaussiana de pesos moleculares (es decir, son polidispersos) y, por lo tanto, comprenden una distribuciéon del nimero
de unidades de 6xido de etileno; se describen por un peso molecular promedio que en este documento pretende
abarcar la distribucién de pesos moleculares y unidades de 6xido de etileno comunmente encontradas en materiales
suministrados industrialmente que tienen el peso molecular promedio descrito. Los indices de polidispersidad (PDI)
tipicos para PEG de 4 brazos son menores o iguales a 1,1, y se calculan como PDI = My/Mm, en la que M,, = masa
molar promedio en peso calculada como IM?N/EMN; y My, = masa molar promedio en numero calculada como
>MiN/ZN;, en la que M es el peso molecular de la especie i y N es el nUmero de especies i en la muestra. PDI puede
medirse mediante técnicas conocidas en el arte, tales como cromatografia de permeacion en gel, HPLC o
espectrometria de masas (véase, por ejemplo, la publicacion de la patente de Estados Unidos No. 2010/0126866 A1).
Los PEG de multiples brazos pueden formarse a partir de una variedad de unidades centrales, que incluyen
pentaeritritol, hexaglicerol y tripentaeritritol,

:
i
f
A Q—C—C—C—Ownr 5 5 § §
' 79 T i
c
[ c—C—C—0—C—C—C—0—C—C—C—0
‘g :
pentaeritritol, hexaglicerol,
§ : :
? 7 7
R S
~wo—C—(l:—c—o—c—clz—c—o—c—?—c—OMv
S ?
o} 0o 0
§ § {
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tripentaeritritol
para proporcionar una variedad de configuraciones y numero total de brazos. Al menos un brazo del PEG termina con
una funcién carboxilato a través de la conexion del grupo X para permitir la unién del enlazador-SN-38. X sirve para
unir la funcién carboxilato al PEG vy, por lo tanto, puede ser cualquiera de los grupos conectores tipicos, incluidos O,
NH, (CHz2)m, OC(=0)(CH2)m 0 NHC(=O)(CH2)n en las que m = 1-6. En ciertas realizaciones de la invencion, X es O,
NH, (CH2)m, 0 NHC(=O)(CHz)n. En una realizacion de la invencion, X es (CH2)m.

En ciertas realizaciones especificas de la invencion, el PEG tiene un peso molecular promedio de 40.000 = 4.000 Da
(es decir, que comprende de aproximadamente 800-1000 unidades totales de 6xido de etileno). En una realizacion, el
PEG es un polimero de 4 brazos que tiene un nucleo de pentaeritritol y un peso molecular promedio de 40.000 + 4.000
Da, en el que cada brazo comprende por lo tanto, 225 + 25 unidades de 6xido de etileno en promedio y termina en un
grupo carboxilato, y que tiene La formula (ll1).

o
[CH,CH,0],(CHo)
C=0 0]
ClH OCH,CH 0 (0] (D
(CHo)ml 2CHal, N [CHoCHoO1 (CHa)rn
|
:
(CHR),[OCHLCHal,

|
c=0

en la que n = 200-250 y m = 1-6. Si bien los conjugados relacionados se han descrito previamente en la publicacién
PCT W02011/140393, inesperadamente se ha encontrado que la conexién del PEG al enlazador-SN-38 a través de
un enlace amida mas hidrofilo proporciona conjugados con propiedades de solubilidad y viscosidad mejoradas sobre
los conjugados descritos anteriormente en los que el PEG se conectd a través de una cicloadicion 1,3-dipolar entre
una azida y un dibenzoazaciclooctino (DBCO o DIBOC).

L es un grupo de conexion que tiene la formula (CHz), o (CH2CH20),(CH2),, enlaquer=1-10y p = 1-10.

R" es CN 0 SO2NR?, en el que cada R? es independientemente alquilo, arilo, heteroarilo, alquilalquenilo, alquilarilo o
alquilheteroarilo, cada uno opcionalmente sustituido o tomados en conjunto pueden formar un anillo. En algunas
realizaciones, cada R? es independientemente alquilo. R controla la velocidad de liberacion de SN-38 del conjugado,
como se describe en la publicacion PCT W02011/140393 y la solicitud PCT PCT/US12/54293. Para soportar
regimenes de exposicion a dosis bajas a largo plazo, la tasa de liberacion de SN-38 de los conjugados debe ser tal
que la vida media in vivo de la liberacién sea entre aproximadamente 100 y aproximadamente 1.000 horas,
preferiblemente entre aproximadamente 300 y aproximadamente 800 horas, y lo mas preferiblemente
aproximadamente de 400 a 500 horas. Se observa que las velocidades de liberacion in vivo pueden ser hasta
aproximadamente 3 veces mas rapidas que las velocidades de liberacion in vitro correspondientes medidas a pH 7,4,
37 °C. En ciertas realizaciones, R' es CN. En esta realizacion, la vida media de liberacion in vitro e in vivo (rata) se ha
medido como 400 horas. En ciertas otras realizaciones, R' es SO:NR?,. En ciertas realizaciones especificas, R' es
SO2NR?; en la que cada R? es independientemente metilo, etilo, alilo, bencilo, 2-metoxietilo o 3-metoxipropilo, o NR?,
forma morfolino, 2,3-dihidroindolilo o 1,2,3,4-tetrahidroquinolilo.

Y es un sustituyente que retira electrones que estabiliza el conjugado contra la liberacion prematura. En ciertas
realizaciones, Y es COR3 0 SO2R3, en la que R® = OH, OR* 0 NR*;, en la que cada R* es independientemente alquilo,
alquilo sustituido o ambos R* tomados juntos pueden formar un anillo. En algunas realizaciones, Y esta en la posicion
para. Y sirve para estabilizar el enlace de N-CH,-O a SN-38, minimizando asi la tasa de escisién espontanea del
farmaco del conjugado. En ciertas realizaciones, Y es CONR*,, y en ciertas realizaciones especificas Y es CON
(CH2CHs)2, CON(CH2CH2)20 o SO;N(CH2CH2),0 en la que (CH2CH;).O combinada con N es morfolino. Los p-
aminobenzoatos y las p-aminosulfonamidas resultantes de la eliminacion beta y la liberacion de SN-38 generalmente
se consideran de baja toxicidad.

En una realizacion especifica de la invencion, se proporciona un conjugado de férmula (1) que tiene la estructura (Il)
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en laque m=1-6 y n=100-375 (es decir, un PEG de peso molecular promedio entre 20.000y 60.000 Da, o 30.000-
50.000 Da). En una realizacion mas especifica de la invencion, se proporciona un conjugado que tiene la formula (II)
en la que m = 1-3. En una realizacién aun mas especifica de la invenciéon, m = 1 y n = 200-250 o ~225 de modo que
el peso molecular promedio de PEG es de aproximadamente 40.000.

En otro aspecto de la invencion, se proporcionan métodos para la preparacion de los conjugados de formula (1). En la
Figura 2 se ilustra un método para la preparacién del producto intermedio azida-enlazador-SN-38, previamente
descrito en la publicacion PCT W0O2011/140393. Por lo tanto, un alcohol azida (IV) se convierte en carbamato (V), por
ejemplo, mediante conversion del producto intermedio al cloroformiato utilizando fosgeno o un equivalente de fosgeno
como el trifosgeno en presencia de una base suave como la piridina, seguido por reaccién con la anilina NH2-CgHs-Y.
Alternativamente, (V) puede formarse directamente por tratamiento de (IV) con el isocianato OCN-CgHs-Y. El
carbamato (V) se N-clorometila luego utilizando una modificacion del método descrito por Majumdar ("profarmacos N-
alquil-N-alquiloxicarbonilaminometilo (NANAOCAM) de farmacos que contienen acido carboxilico", Bioorg Med Chem
Letts (2007) 17: 1447-1450), en los que el carbamato (V) y el paraformaldehido se ponen en contacto en una mezcla
de clorotrimetilsilano y un disolvente inerte tal como tetrahidrofurano, 1,2-dicloroetano, dioxano o tolueno. En una
realizacion preferida, el disolvente inerte es tolueno. El catalizador clorotrimetilsilano esta presente en un exceso molar
de 1 a 10 veces sobre (V), preferiblemente en un exceso molar de 4 veces. La reaccion puede realizarse a
temperaturas entre 20 y 100 °C, preferiblemente entre 40y 60 °C, y lo mas preferiblemente a 50 °C, bajo atmdsfera
inerte, y el progreso de la reaccion puede controlarse mediante la conversion del N-(clorometil)carbamato (V1) reactivo
en una especie estable, por ejemplo, por dilucidon de una parte alicuota de la mezcla de reaccion en etanol que contiene
suficiente base de trialquilamina para neutralizar el clorotrimetilsilano seguido de analisis por HPLC del N-(etoximetil)-
carbamato resultante.

El SN-38 se alquila en el OH fenodlico mediante N-(clorometil)carbamato (VI) para producir el azida-enlazador-SN-38
(VII), ilustrado en la Figura 2. Se puede usar una variedad de bases para desprotonar el fenol y, por lo tanto, efectuar
la alquilacion, incluyendo alcéxidos tales como terc-butoxido de potasio (KO'Bu), amidas metalicas tales como bis
(trimetilsililamida) de litio (LIHMDS), hidruros metalicos tales como NaH, amidinas tales como 1,8-diazabiciclo[5.4.0]
undec-7-eno (DBU), y bases de fosfazeno. En realizaciones preferidas, la base es KO'Bu. SN-38 en un disolvente
apropiado se pone en contacto primero con la base a una temperatura entre -20 y 25 °C, preferiblemente entre -20 y
5 °C, y lo mas preferiblemente a 4 °C, para producir la sal de fenolato. Luego se pone en contacto el fenolato con N-
(clorometil)-carbamato (VI) a una temperatura entre -20 y 25 °C, preferiblemente entre -20 y 5 °C, y lo mas
preferiblemente a 4 °C, para producir una solucion del azida-enlazador-SN-38 (VII). Los disolventes apropiados
incluyen THF, DMF y mezclas de los mismos.

Como se ilustra en la Figura 3, el azida-enlazador-SN-38 (VIl) se convierte en el amino-enlazador-SN-38 (VIII) por
reduccion de la azida. Esta reduccion puede lograrse por varios medios, que incluyen la hidrogendlisis catalitica en
presencia de un catalizador metalico tal como paladio o platino; reduccién de Staudinger usando una fosfina tal como
una trialquilfosfina o triarilfosfina; o reduccion de indio en presencia de un silano. Cuando se usan trialquilfosfinas
significativamente basicas como la trimetilfosfina, se agrega suficiente acido para moderar la basicidad de la reaccion
y asi prevenir la escisién prematura del enlazador de eliminacion beta. En una realizacion preferida, se usa acido
trimetilfosfina-acético en THF/agua para convertir (VII) en (VIII).

La amina-enlazador-SN-38 (VIII) se conecta a un PEG activado para proporcionar el conjugado (I) como se ilustra en
la Figura 4. Los PEG activados adecuadamente tienen cadenas poliméricas terminadas con un grupo funcional
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reactivo amina, tal como un éster de N-hidroxisuccinimida (NHS), un éster de pentahalofenilo o un éster de nitrofenilo
para producir conjugados de féormula (I) en la que X esta ausente y un carbonato de N-hidroxisuccinimidilo, carbonato
de pentahalofenilo o carbonato de nitrofenilo para producir conjugados de formula (I) en la que X es O.
Alternativamente, un PEG en el que las cadenas de polimero estan terminadas con un acido carboxilico puede usarse
en presencia de un agente de acoplamiento peptidico tal como una carbodiimida tipo DCC o EDCI o un reactivo de
fosfonio tal como BOP o PyBOP, o un reactivo de uronio tal como HATU o HBTU. El acoplamiento se realiza en
condiciones acuosas o anhidras, preferiblemente anhidras en un disolvente adecuado tal como acetonitrilo, THF, DMF
o diclorometano. En una realizacién preferida, se usa un PEG activado que tiene las cadenas de polimero terminadas
con un éster de NHS en disolvente THF a temperaturas entre 0 y 25 °C.

Los conjugados resultantes pueden purificarse usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el conjugado
puede precipitarse de la mezcla de reaccion mediante la adiciéon de un disolvente etéreo tal como éter etilico o metil
terc-butil éter (MTBE). El conjugado también puede purificarse por dialisis o por cromatografia de exclusion por
tamafio.

Se describen ademas métodos para la liberacion lenta de SN-38 usando conjugados de férmula (). En un aspecto, la
vida media para la liberacion de SN-38 del conjugado es entre 100 y 1000 horas, preferiblemente entre 300 y 500
horas, y mas preferiblemente aproximadamente 400 horas.

En ofra realizacion de la invencion, se proporciona un conjugado de la invenciéon para usar en un método para
proporcionar exposicion a SN-38 continua a bajas dosis a un paciente que requiera de dicha exposicion que
comprende la administracion al paciente. En una realizacion mas especifica, se proporciona el conjugado de la
invencion para usar en este método en el que la concentracion de SN-38 libre se mantiene entre 15 y 5 nM entre
administraciones una vez a la semana.

Se describe un método para controlar la relacion Cmnsx/Cmin de SN-38 observada entre administraciones de un
conjugado. La relacion Cnax/Crmin resultante es menor o igual a 10 entre administraciones una vez a la semana, mas
preferiblemente menor o igual a 5, y mas preferiblemente aproximadamente 2,5.

Como se muestra en la Figura 6, el conjugado de férmula (1) en el que PEG es un polietilenglicol de 4 brazos (nucleo
de pentaeritritol) de peso molecular promedio 40.000 [es decir, formula (1) en la que g = 4; X es CHp; R'es CN; Y =
CONEt,, PEG es un poli(etilenglicol) de 4 brazos de peso molecular promedio 40.000; y L es (CH>)s] cuando se coloca
en tampon de pH 9,4 a 37 °C libera SN-38 libre en un proceso de primer orden que tiene una vida media de 4,5 horas.
Se ha demostrado que los enlazadores de eliminacién beta usados en este documento muestran una dependencia
del pH de velocidad de liberacion de primer orden, de modo que la vida media correspondiente para la liberacién a pH
fisiolégico (7,4) puede calcularse en 450 horas.

Como se muestra en la Figura 7, cuando se administré el mismo conjugado a ratas mediante inyeccion iv se liberod
SN-38 libre y siguié un perfil de concentracion versus tiempo paralelo al del conjugado con una vida media terminal
de aproximadamente 51 horas. Esto se compara con la administracion iv directa de SN-38, que muestra una vida
media terminal de entre 7 y 34 minutos en ratas (Atsumi, et al., "Pharmacokinetics of SN-38 [(+)-(4S)-4,11-diethyl-4,9-
dihydroxy-1Hpyrano[3’,4’:6,7]-indolizino[1,2-b]quinoline-3,14(4H,12H)-dione], an active metabolite of irinotecan, after
a single intravenous dosing of 14C-SN-38 to rats". Biol. Pharm. Bull. (1995) 18:1114-1119; Kato, et al., "Panipenem
Does Not Alter the Pharmacokinetics of the Active Metabolite of Irinotecan SN-38 and Inactive Metabolite SN-38
Glucuronide (SN-38G) in Rats", Anticancer Res. (2011) 31:2915-2922). Por lo tanto, los conjugados de la invencion
extienden significativamente la vida media in vivo de SN-38.

Los niveles y la semivida terminal observada de un farmaco liberado de un conjugado son el resultado de la
combinacioén de los parametros farmacocinéticos del conjugado y el farmaco, siendo la semivida terminal la suma de
la eliminacion del conjugado y las velocidades de liberacion del farmaco en un modelo simple de compartimento (Santi,
et al., "Predictable and Tunable Half-life Extension of Therapeutic Agents by Controlled Chemical Release from
Macromolecular Conjugates”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (2012) 109:6211-6216). Para determinar estos parametros,
los datos se analizaron usando un modelo farmacocinético en el que el conjugado se distribuye entre dos
compartimentos y se puede liberar SN-38 libre antes de eliminarse. Para establecer la velocidad de eliminacién del
conjugado mismo (ke)), se administré el conjugado estable analogo (formula (Il) en la que CH2CN esta ausente) en
forma iv a ratas y los parametros farmacocinéticos se obtuvieron utilizando un modelo de dos compartimentos.

Como se muestra en la Figura 7, los datos de concentracion versus tiempo son consistentes con el conjugado (Il) que
libera SN-38 libre in vivo con una vida media de aproximadamente 400 horas. Después de una inyeccion Unica de
conjugado (ll) en ratas a 200 mg/kg (que comprende 7 mg/kg de SN-38), se observé que los niveles en plasma de SN-
38 abarcan 210-20 nM durante 7 dias (es decir, Cnax/Cmin = 10). La vida media terminal del conjugado y, en
correspondientemente la del SN-38 libre esta limitada por la velocidad de eliminacion relativamente rapida del
conjugado en la rata. La tasa de eliminacién de un conjugado de PEG depende de la especie debido a las tasas
diferenciales de filtracién renal, con una vida media terminal de un PEG de 40.000 Da, de aproximadamente 12 horas
en ratdn, 24-48 horas en ratas y 72-120 horas en humanos. Ademas, suele darse el caso de que las tasas de
eliminacion de farmacos son mas lentas en pacientes humanos que en ratas (véase, por ejemplo, Caldwell, et al.,
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"Allometric scaling of pharmacokinetic parameters in drug discovery: can human CL, Vss and t1» be predicted from in-
vivo rat data?", Eur J Drug Metab Pharmacokinet. (2004) 29:133-143). Por lo tanto, se espera que la vida media
terminal de SN-38 liberado de un conjugado de formula (l) sea sustancialmente mas larga en humanos que en
roedores, a pesar de que se espera que la tasa de liberacién del farmaco del conjugado sea relativamente
independiente de la especie debido a la consistencia de los valores de pH en sangre. Si bien se desconocen los
parametros farmacocinéticos reales para los conjugados de la invencion y de SN-38 libre en pacientes humanos, la
estimacion de estos valores mediante escalamiento alométrico proporciona una estimacion de Cmax/Cmin ~ 2,5 en
pacientes humanos como se describe a continuacion en el Ejemplo 5. La infusién prolongada del profarmaco SN-38
irinotecano en pacientes humanos ha indicado que se puede obtener la maxima eficacia si los niveles en plasma de
SN-38 se mantienen entre aproximadamente 5y 15 nM durante periodos prolongados. Los datos farmacocinéticos de
ratas predicen por lo tanto que los conjugados de la invencion permiten la liberacion de niveles continuos bajos y
eficaces de SN-38.

Sorprendentemente, los niveles de SN-38G observados al tratar ratas con el conjugado de férmula (ll) fueron
extremadamente bajos, con SN-36G/SN-38 < 0,1 a Cnax. Esto contrasta con el tratamiento con conjugados de
irinotecano unidos a éster (SN-38G/SN-38 ~ 15 a Cnax; Eldon, et al., "Population Pharmacokinetics of NKTR-102, a
Topoisomerase Inhibitor-Polymer Conjugate in Patients With Advanced Solid Tumors", American Society of Clinical
Oncology Poster 8E (2011)), o con conjugados de SN-38 unidos a éster (SN-38G/SN-38 ~ 1 a Cnax; Patnaik, et al.,
"EZN-2208, a novel anticancer agent, in patients with advanced malignancies: a Phase 1 dose-escalation study",
American Association for Cancer Research Poster C221 (2009)). Por lo tanto, parece que SN-38 se glucuronida con
menos eficacia cuando se libera muy lentamente. De acuerdo con esta hipotesis, cuando se examind un conjugado
que tenia R1 = PhSO; en ratas, se observé una liberacién mas rapida de SN-38 (t2 = 10 h) como se esperaba,
concomitante con niveles iniciales mas altos de SN-38 libre y un mayor SN-38G/SN-38 = 0,2 a Cnax

Se describen métodos para minimizar la cantidad de glucurénido de SN-38 formado tras la administracion de SN-38
mediante el control de la velocidad de liberacion de SN-38 de un conjugado. Se describe un método para minimizar la
cantidad de glucurénido de SN-38 formado tras la administracion de SN-38 en el que se proporciona un conjugado
caracterizado por una vida media para la liberaciéon de SN-38 de mas de 100 horas. En un aspecto mas especifico, la
vida media para la liberacion de SN-38 es de entre 100 y 1.000 horas. En un aspecto preferido, la vida media para la
liberacion de SN-38 es de entre 300 y 500 horas. En un aspecto ain mas preferido, la vida media para la liberacion
de SN-38 es de aproximadamente 400 horas.

Los conjugados de la invencion pueden formularse usando una variedad de excipientes farmacéuticamente aceptables
conocidos en la técnica, y se formulan convenientemente en tampon acuoso que tiene un pH 6ptimo para la estabilidad
del conjugado. En una realizacion de la invencion, los conjugados se formulan en tampén acuoso a un valor de pH
entre 4 y 6. Se ha encontrado inesperadamente que los conjugados de férmula (1) son significativamente mas solubles
en tampdn acuoso que los conjugados relacionados descritos en el documento W0O2011/140393 (véase el ejemplo 2
a continuacion), lo que permite un mayor intervalo de dosificacion a pacientes que necesitan terapia con estos
compuestos.

Se espera que los conjugados de la invencion encuentren utilidad en cualquier situacion en la que SN-38 o un
profarmaco de SN-38, por ejemplo irinotecano, tengan utilidad. En la actualidad, el irinotecano se usa en el tratamiento
de varios tipos de cancer, incluyendo leucemia, linfoma, cancer colorrectal, de pulmén, de ovario, cervical, pancreatico,
de estdmago y de mama, por lo que se anticipa que los conjugados de la invencion pueden usarse de manera similar.

En una realizacion alternativa ilustrada en el Ejemplo 6, una formulacion de SN-38 proporciona una forma solubilizada
cuando los excipientes incluyen PEG y DMSO. Esto es particularmente util para la infusion continua, por ejemplo. La
relacion de PEG a DMSO varia de 90:10 a 10:90, pero también puede ser 75:25, 25:75 o 50:50 o valores intermedios
de los mismos. Los componentes Uutiles de PEG varian de aproximadamente PEG100 (100)-PEG (600).

Ejemplos

General: la HPLC se realizdé usando un sistema de HPLC Shimadzu con deteccion de matriz de diodos. La fase inversa
utilizé una columna Phenomenex® Jupiter 5 pm 300A 4,6x150 mm termostatada a 40 °C, con un gradiente de
acetonitrilo 20-100% en agua que contenia 0,1% de TFA a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min. La HPLC de exclusion
por tamario usé una columna Phenomenex® BioSepMR S-2000 operando con 50:50 de acetonitrilo/agua/0,1% de TFA
a 40 °C. Las soluciones que contenian SN-38 se cuantificaron por absorbancia UV a 363 nm en acetonitrilo usando e
= 22.500 M-'cm". SN-38 se adquiri¢ a través de Haorui (China).

Preparacion A

6-azida-1-hexanol
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cl NaN3
SN N0H > Na o~
H,0, 80 °C OH
Férmula quimica: CgH13CIO Férmula quimica: CsH13N30
Peso molecular: 136,62 Peso molecular: 143,19

Una mezcla de 6-cloro-1-hexanol (50,0 g, 366 mmol) y azida de sodio (65,0 g, 1000 mmol) en 400 mL de agua se
calent6 a reflujo suave durante 19 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se extrajo con 3 veces
con 200 mL de EtOAc. El extracto se lavd 1 vez con 100 mL de agua, 1 vez con 100 mL de una solucién acuosa
saturada de NaCl, luego se secé sobre MgSOQsa, se filtrd y se evaporo para producir 44,9 g (86%) de un aceite incoloro.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3): & 3,66 (2H, br t, J = 6 Hz), 3,27 (2H, t, J = 7,2 Hz), 1,55-1,66 (m, 4H), 1,38-1,44 (m,
2H).

Preparacion B

6-azidahexanal

cl

Os_N__O

T

c” Y el H

° M
Ns ™~ "0H Ng o
TEMPO CHCl;
Férmula quimica: CgH13N3O 0°C ->TA Férmula quimica: CsH11N3O
Peso molecular: 143,19 Peso molecular: 141,17

Se afiadio acido tricloroisocianurico (12,2 g, 52,5 mmol) a una solucién agitada vigorosamente de 6-azida-1-hexanol
(7,2 g, 50,0 mmol) en 100 mL de diclorometano enfriado sobre hielo. Se afiadié gota a gota una solucién de TEMPO
(0,080 g, 0,51 mmol) en 2 mL de diclorometano a la suspension resultante. Después de 10 minutos a 4°C, la
suspension se dejoé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 30 minutos adicionales. El analisis por TLC
(30% de EtOAc/hexano) indicé reaccion completa. La suspension se filtré a través de una almohadilla de Celite de 1
cm usando diclorometano. El filtrado se lavé 2 veces con 100 mL de Na;COs3 1 M, 1 vez con 100 mL de agua, 1 vez
con 100 mL de HCI 1 Ny 1 vez con 100 mL de una solucion acuosa saturada de NaCl, luego se seco sobre MgSQsu,
se filtr6 y se evapord para producir 9,8 g de un aceite anaranjado. Este se disolvi6 en un volumen pequefio de
diclorometano y se cromatografié en SiO2 (80 g) usando un gradiente de 0-20% de EtOAc/hexanos para proporcionar
6,67 g (47,3 mmol; 95%) del aldehido como un aceite incoloro. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 8 9,78 (1H,t, J = 1,6
Hz), 3,29 (2H, t, J = 6,8 Hz), 2,47 (2H, dt, J = 1,6, 7,6 Hz), 1,59-1,71 (m, 4H), 1,38-1,46 (m, 2H).

Preparacion C

7-azida-1-ciano-2-heptanol

H "BuLi/CH3CN OH
\/M - Ns\/\/\)\
N3
0 THF, -78°C -> 0 °C CN
Férmula quimica: CeH11N3O Férmula quimica: CgH14N4O
Peso molecular: 141,17 Peso molecular: 182,22

Se afiadio una solucion 1,6 M de n-butillitio en hexano (35 mL, 49 mmol) a 100 mL de THF anhidro bajo N, a -78 °C.
Se afiadié acetonitrilo (3,14 mL, 60 mmol) en una corriente rapida con agitacion vigorosa, dando como resultado la
formacién de una suspension blanca. Después de 15 min, la suspensién se dejé calentar a -20 °C durante mas de 1
hora. Después de enfriar nuevamente a -78 °C, se afadio 6-azidahexanal (6,67 g, 47 mmol) dando como resultado
una soluciéon amarilla. Esta se agité durante 15 minutos adicionales, luego se dejo calentar a -20 °C y se inactivo
mediante la adicién de 20 mL de solucion acuosa saturada de NH4Cl. Después de la dilucién con EtOAc, la mezcla se
lavé secuencialmente con agua, HCI 1 N, agua y solucién acuosa saturada de NaCl, luego se seco sobre MgSOs, se
filtrd y se evapord para producir 8,0 g de un aceite amarillo. Este se disolvié en un pequefio volumen de diclorometano
y se cromatografié sobre SiO, (80 g) usando un gradiente de 0-40% de EtOAc/hexanos de para proporcionar 6,0 g
(21,6 mmol; 84%) del producto como un aceite incoloro. RMN de 'H (400 MHz, ds-DMSO): & 5,18 (1H, d, J = 5 Hz),
3,69 (1H, m), 3,32 (2H, t, J = 6 Hz), 2,60 (1H, dd, J = 4,8, 16,4 Hz), 2,51 (1H, dd, J = 6,4, 16,4 Hz), 1,55 (2H, m), 1,42
(2H, m), 1,30 (4H, m).

Preparacion D

4-Nitrobenzamida de N,N-dietilo
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o}

Et;NH
o — joph
O,N NaOH/H,0/CH5CN O,N )
Férmula quimica: C7H4CINO3 Férmula quimica: C11H14N203
Peso molecular: 185,56 Peso molecular: 222,24

Se afiadi6 gota a gota una solucién de cloruro de 4-nitrobenzoilo (18,6 g, 100 mmol) en 100 mL de acetonitrilo durante
30 minutos a una solucién agitada de dietilamina enfriada sobre hielo (15,5 mL, 150 mmol) e hidréxido de sodio (6,0
g, 150 mmol) en 150 mL de agua. Después de completar la adicion, la mezcla se dejé calentar a temperatura ambiente
y se agitd durante 1 hora adicional. La mezcla se extrajo 3 veces con 100 mL de CH;Cly, y el extracto combinado se
lavé 1 vez con 100 mL de agua, 1 vez con 100 mL de HCI 1 N y salmuera. Después de secar sobre MgSQa, la mezcla
se filtré y se evapord a sequedad para producir una masa cristalina. La recristalizacion en hexano/acetato de etilo
80/20 proporcioné 20,0 g de producto en forma de cristales de color amarillo palido (90%). RMN de 'H (400 MHz,
CDCls): & 8,27 (2H, m), 7,54 (2H, m), 3,57 (2H, br q, J = 6,8 Hz), 3,21 (2H, br q, J = 6,8 Hz), 1,27 (3H, brt, J = 6,8 Hz),
1,12 (3H, br t, J = 6,8 Hz).

Preparacion E

4-(N,N-dietilcarboxamido)anilina

0 Pd/C o
/@)LN/\ NH,HCO /©)LN ~
O.N ) MeOH HoN )
Férmula quimica: C11H14N203 Férmula quimica: C11H1sN20
Peso molecular: 222,24 Peso molecular: 192,26

Se afadio formiato de amonio (20,0 g, 317 mmol) a una mezcla agitada vigorosamente de N,N-dietil-4-nitrobenzamida
(20,0 g, 90 mmol) y 1,0 g de 10% de paladio/carbon en 400 mL de metanol enfriado sobre hielo. La reaccion se calienta
con una fuerte evolucion de gas. Después de 1 hora, la TLC (hexano/EtOAc 60/40) indico la conversion completa del
material de partida. La mezcla se filtré a través de una almohadilla de Celite y se evaporé hasta un sélido cristalino.
Este se suspendi6 en agua y se recogid por filtracion al vacio. El producto se recristalizé en agua y se secé para
proporcionar 14,14 g (83%) de cristales blancos. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 7,22 (2H, m), 6,65 (2H, m), 3,81
(2H, brs), 3,42 (4H, brs), 1,17 (6H, t, J = 6,8 Hz).

Preparacion F

4-(N,N-dietilcarboxamido)fenilcarbamato de 1-ciano-7-azida-2-heptilo

0 NS
OH 1. (Cl,C0),CO o ,LLN k
NSM _— NEM H
pir./THF, 0 °C

CN CN
Férmula quimica: CgH14N,O 2. CONEt, Férmula quimica: CaoHzgNg0s
Peso molecular: 182,22 Peso molecular: 400.47
HaN
EtsN, CH,Clp

Se afiadio piridina (4,0 mL, 50 mmol) gota a gota bajo atmdsfera inerte a una solucién agitada de 1-ciano-7-azida-2-
heptanol (4,60 g, 25 mmol) y trifosgeno (12,5 g, 42 mmol) en 200 mL de THF anhidro enfriado sobre hielo. La
suspension blanca se agité durante 15 minutos sobre hielo, luego se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité
durante 30 minutos adicionales. El analisis por TLC (hexano/acetato de etilo 60:40) indico la conversién completa del
material de partida en un producto con alto R;. La suspension se filtré y se evaporo, y el residuo se recogié en 100 mL
de éter seco, se filtré y se evapord para producir el cloroformiato sin procesar (4,54 g, 74%) como un aceite marron.
Se afadid trietilamina (3,5 mL, 25 mmol) a una solucion de cloroformiato (18,6 mmol) y 4-(N,N-
dietilcarboxamido)anilina (3,85 g, 20 mmol) en 100 mL de CH2Cl, seco. Después de agitar durante 1 hora, la mezcla
se lavo 2 veces con HCI 1 N, 2 veces con agua y 1 vez con salmuera, luego se seco sobre MgSOs, se filtrd y se
evaporé hasta un aceite que cristalizé al reposar. La masa cristalina se lavé con hexano/acetato de etilo 60/40. Los
lavados se concentraron y se cromatografio sobre silice usando un gradiente de 0-80% de acetato de etilo/hexano.
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Las fracciones del producto se concentraron y se combinaron con el material cristalino inicial. El producto combinado
se recristalizé en acetato de etilo/hexano 1:1 para producir el carbamato como un solido cristalino blanco (4,4 g, 44%
para 2 etapas). RMN de 'H (CDCls, 400 MHz): & 7,45-7,35 (4H, m), 6,888 (1H, br s), 5,000 (1H, m), 3,52 (4H, br),
3,288 (2H, t, J = 6,8 Hz), 2,841 (1H, dd, J = 5,2, 17 Hz), 2,327 (1H, dd, J = 4,4, 17 Hz), 1,88 (1H, m), 1,75 (1H, m),
1,63 (2H, m), 1,45 (4H, m), 1,18 (6H, br).

Preparacion G

N-(clorometil)carbamato

o]
DJLN,Q/L oo 4 o

N H ?
SM MesSiCl NHM L“CI

CN tolueno, 50 °C CN

Formula quimica: CagHpeNgO3
Peso molecular: 400.47

Férmula quimica: CpqHpgCINgO4
Peso molecular: 448.95

Una suspension de N-(clorometil)-4-(N,N-dietilcarboxamido)-fenilcarbamato de 7-azida-1-ciano-2-hexilo (2,00 g, 5,0
mmol), paraformaldehido (225 mg, 5,5 mmol, 1,5 Eq.), clorotrimetilsilano (2,5 mL, 20,0 mmol, 4,0 Eq.), y 25 mL de
tolueno anhidro se colocé bajo atmdsfera de N2 en un RBF de 50 mL equipado con una barra de agitacion magnética
y se cerr6 con una tapa con tabique de goma. El matraz sellado se calenté en un bafio de aceite a 50 °C durante 24
horas, momento en el que se obtuvo una solucién amarilla transparente. La solucién se enfrié a temperatura ambiente
y se evaporo. El residuo se redisolvié en 10 mL de tolueno seco, se filtré y se evapord para proporcionar el N-
(clorometil)-carbamato sin procesar como un aceite amarillo inestable que contenia tolueno residual (2,68 g, 119% de
lo esperado). Este material se disolvio en 10 mL de THF anhidro y se almacend bajo N». La formacion de N-
(clorometil)carbamato se confirmé mediante la adicion de 5 pyL a 1,0 mL de N,N-diisopropiletilamina 4 mM en etanol,
seguido de un analisis por HPLC de fase inversa (Phenomenex Jupiter 300A 4,6x150 mm Cyg; 1,0 mL/min; gradiente
de 20-100% CH3CN/H20/0,1% de TFA durante 10 min). El carbamato de partida eluye a 8,42 min y muestra Anax 243
nm; el producto N-(etoximetil)-carbamato eluye a 8,52 min y muestra Amsx 231 nm; una impureza desconocida eluye a
8,04 min y muestra Amax 245 nm. La integracion del pico a 240 nm indicé aproximadamente 89% de N-(etoximetil)-
carbamato. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 8 7,39 (4H, m), 5,54 (1H, d, J = 12 Hz), 5,48 (1H, d, J = 12 Hz), 4,99 (1H,
m), 3,51 (4H, br), 3,26 (2H, t, J = 6,8 Hz), 2,79 (1H, m), 2,63 (1H, m), 1,85 (1H, m), 1,73 (1H, m), 1,60 (2H, m), 1,43(4H,
m), 1,16 (6H, br).

Preparacion H

Azida-enlazador-SN-38
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1. KO'Bu, THF/DMF, 0 °C

Formula quimica:: CpaHagNo0O5 NSM L‘CI
Peso molecular: 392.40

Formula guimica: CqH4aNgOg
Peso molecular: 804.89

Se suspendié SN-38 (1,00 g, 2,55 mmol; Haorui) en 10 mL de piridina anhidra, y luego se concentr6 a sequedad al
vacio (temperatura del bafio 50 °C). Esto se repitiéd con 10 mL de THF anhidro. El sélido amarillo palido resultante se
disolvié en 50 mL de THF anhidro y 50 mL de DMF anhidro en atmdsfera de No, y luego se enfrié en hielo. Se afadié
una solucion 1,0 M de terc-butdxido de potasio en THF (2,55 mL, 2,55 mmol) formando un color verde oscuro inicial
que cambid a una suspension naranja espesa. Después de 15 minutos, se afadid una solucion en THF del N-
(clorometil)-carbamato (7,5 mL, 2,8 mmol). Después de 15 minutos a 4 °C, la mezcla naranja clara se dejo calentar a
temperatura ambiente. Después de 1 hora, el analisis por HPLC (5 pL de muestra + 1 mL de acetonitrilo/TFA al 0,1%)
indicé producto/SN-38 86/14. La mezcla amarilla palida se diluyé con 200 mL de acetato de etilo, se lavd 2 veces con
100 mL de agua, 100 mL de solucién acuosa saturada de NaCl, se secé sobre MgSO., se filtrd y se evaporo. El exceso
de DMF se elimind por trituracion del residuo aceitoso con agua, y el residuo se disolvié en 50 mL de acetonitrilo, se
filtr6 y se evapor6 para producir 2,96 g de vidrio amarillo. El residuo se cromatografié en SiO» (80 g) usando un
gradiente escalonado de 200 mL cada vez de hexano, 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de acetona en hexano,
proporcionando el azida-enlazador-SN-38 purificado (1,66 g, 81%). Este material se disolvié en 50 mL de acetona y
se afiadieron gota a gota 45 mL de acido acético al 0,1% en agua con agitacion hasta que la mezcla se volvi6 turbia.
Al agitar, se separ6 un material sélido. Luego se agregaron 5 mL adicionales de acido acético al 0,1% en agua para
completar la precipitacion. Después de agitar durante 2 horas, el sélido se recogié por filtracion al vacio, se lavd con
agua y se seco para proporcionar 1,44 g (70%) de polvo amarillo palido. RMN de 'H (400 MHz, CDCls): 8 8,15 (1H, d,
J=9,2Hz), 7,60 (1H, s), 7,48 (1H, dd, J = 2,9 Hz), 7,40 (4H, m), 7,25 (1H, d, J = 2), 5,75 (2H, br), 5,73 (1H, d, J = 16
Hz), 5,28 (1H, d, J = 16 Hz), 5,22 (2H, s), 4,99 (1H, m), 3,84 (1H, s), 3,53 (2H, br), 3,53 (2H, br), 3,17 (2H, t, J = 7 Hz),
3,12 (2H, q, J =7 Hz), 2,74 (1H, dd, J = 1, 17 Hz), 2,54 (1H, dd, J = 5, 17), 1,86 (2H, m), 1,6 (1H, m), 1,46 (1H, m),
1,37 (3H,t, J =7 Hz), 1,25 (6 H, m), 1,12 (4 H, m), 1,02 (3H, t, J = 7,3 Hz). LC-MS: [M+H]" = 805,3 (calculado para
C44H51N808 = 805,3).

Ejemplo 1

Sal de acetato de amino-enlazador-SN-38
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MegP, HOAc, THF, H,0

Férmula quimica Ca3H4sNgOs
Peso molecular: 804,89

Férmula quimica CssHs4NeO10
Peso molecular: 838,94

Se afiadié una solucién 1 M de trimetilfosfina en THF (2,9 mL, 2,9 mmol) a una solucién de azida-enlazador-SN-38
(1,13 g, 1,4 mmol) y acido acético (0,19 mL, 3,3 mmol) en 10 mL de THF. El gas evolucion6 lentamente. Después de
agitar durante 2 horas, se afiadié agua (1,0 mL) y la mezcla se agit6é durante 1 hora adicional. El residuo se repartid
entre éter y agua. La fase acuosa se lavé una vez con acetato de etilo, y la fase acuosa amarilla clara resultante se
evapor6 para proporcionar 800 mg de espuma amarilla. Esta se disolvié en THF, se filir6 y se cuantific6 mediante
absorbancia UV para proporcionar una solucién que contenia 1,2 pmol (86%) de producto. La HPLC C4g mostré un
pico unico, y la LC-MS mostro [M + H]* = 779,3 (esperado 779,4).

Ejemplo 2
SN-38 conjugado con el compuesto (Ill) en el quem=1yn~ 225

Una mezcla de tetra-(succinimidil-carboximetil)-PEG de 4 brazos de 40 kDa (tecnologia JenKem; 10,0 g, 1,0 mmol de
HSE), la sal de acetato de amino-enlazador-SN-38 del Ejemplo 1 (1,2 mmol), y N,N-diisopropiletilamina (0,21 mL, 1,2
mmol) en 75 mL de THF se mantuvo a temperatura ambiente. El progreso del acoplamiento se controlé por HPLC,
que indicé la finalizacion de la reaccion en 90 minutos. Después de un total de 2 horas, la mezcla se filtré en 500 mL
de MTBE agitado. El precipitado se recogid por filtracion al vacio, se lavé con MTBE y se seco al vacio para
proporcionar el conjugado como un sélido de color amarillo palido ceroso (10,1 g, 95%). El analisis espectrofotométrico
de una muestra de 2,0 mg en 1,0 mL de agua indicé SN-38 0,17 mM; con base en el SN-38 0,175 mM calculado
esperado en peso, esto indica una carga conjugada del 96%. El analisis por HPLC C1g indic6 un Unico pico principal
(98% del area de pico total a 363 nm; 97% a 256 nm), con 0,6% en moles de SN-38 libre.

Este conjugado era soluble a 1,9 mM (85 mg/mL) en tampdn de acetato de sodio 10 mM, pH 5,0. Por el contrario, el
conjugado correspondiente en el que el azida-enlazador-SN-38 de la preparacion H se habia conectado a PEGag «p-
(DBCO)4 a través de un enlace triazol (documento W0O2011/140393) era soluble a solo 0,7 mM (32 mg/mL). La
solubilidad del conjugado del ejemplo 2 también se probé a pH 4 y pH 5 en tampdn de acetato 0,2 NyapH6,pH 7y
pH 8 en tampodn de fosfato 0,2 N. Se encontré que la solubilidad era mayor que 300 mg/mL a todos estos pH. Sin
embargo, el pH se altero ligeramente cuando se disolvié el conjugado y generalmente aumenté sobre el valor original.
Por lo tanto, cuando se disolvieron 300 mg/mL del conjugado en tampdn de pH 4, el pH se convirtié en 4,5; en tampon
de pH 5, el pH se convirtié en 5,4; en tampén de pH 6, el pH se convirtié en 6,2; en el tampdn de pH 7, el pH se
convirtio en 7,2 y en el tampdén de pH 8, el pH se convirtié en 7,7.

La estabilidad también se prob6 cuando se disolvieron 10 mg/mL del conjugado a temperatura ambiente con tampones
de pH 4,7 - pH 8 y en agua y se mantuvo a temperatura ambiente durante siete dias. La HPLC determind la pureza
del conjugado en los diversos tampones.

Normalmente, la pureza en el dia 0 se midié en algo menos del 100%, tipicamente alrededor del 97%. Hubo poco o
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ningun cambio en la pureza medida durante siete dias a cualquier pH probado en agua.
Ejemplo 3
Cinética de liberacion in vitro

Una solucion del conjugado del Ejemplo 2 en borato de sodio 0,1 M, pH 9,4, se mantuvo en una cubeta UV sellada a
37 °C. El aumento de la absorbancia a 414 nm debido a la formacién de fenéxido de SN-38 libre se controlé con el
tiempo. El ajuste de los datos a una Unica Amax(1 - €') exponencial proporciond la constante de velocidad para la
liberacion de SN-38, k, del conjugado a pH 9,4, donde Ansx €s la absorbancia en la reaccion completa. Como se
muestra en la Figura 6, la formacion de SN-38 libre siguié una cinética de primer orden con k = 0,00257 min™ (t12 =
270 min) a pH 9,4. Como se sabe que la velocidad de liberacion de estos enlazadores es de primer orden en hidroxido,
la velocidad de liberacion a otros valores de pH se puede calcular como k(pH) = kg4 * 10CH-24)_ Por lo tanto, la tasa
de SN-38 a pH 7,4 se calcula que es 2,57 x 10 min™', o t1» = 450 horas a pH 7,4, 37 °C.

Ejemplo 4
Farmacocinética in vivo

Una solucion de 45 mg/mL del conjugado del Ejemplo 2 en tampdn de acetato de sodio 10 mM, pH 5,0, se filtro en
forma estéril y se inyecté en ratas Sprague-Dawley hembra con canulas (n = 3) a razén de 200 mg/kg, y se recogieron
muestras de sangre (0,3 mL) periddicamente y se afiadieron inmediatamente a 30 pyL de una solucion de citrato 1
M/Pluronic® F68 al 0,1%, pH 4,5 para reducir el pH de la muestra, coagular y estabilizar el conjugado intacto restante.
Las muestras se centrifugaron a aproximadamente 1.500 x g (fuerza) durante 10 minutos a una temperatura de 2 a 8
°C para eliminar los glébulos rojos y obtener ~ 150 pL de plasma. El plasma se dividio en 2 alicuotas y se transfirié a
viales criogénicos y se almacend en un congelador a -80 °C antes del analisis.

Para el analisis, las muestras se descongelaron en hielo y se mezclaron con 2 voliumenes de acetonitrilo/acido acético
al 0,5% que contenia 8 ng/mL de camptotecina como patron interno. La proteina precipitada se elimind por
centrifugacion a 16.000 xg durante 10 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes de la muestra (20 L) se analizaron utilizando
una columna de HPLC Jheniter Phenomenex® 300A 5 pm 150 x 4,6 mm Cis termostatada a 40 °C utilizando un
gradiente de fosfato de sodio 100 mM, sulfato de heptano 3 mM, pH 4,0 (Tampon A) y 75 % de acetonitrilo en agua
(tampodn B) a razén de 1,0 mL/min. El gradiente consistié en 5% de B isocratico durante 3 min, 20% de B isocratico
durante 3 min, gradiente lineal de 20-40% B durante 5 min, gradiente lineal de 40-100% de B durante 2 min, 100% de
B isocratico durante 3 min, 5% de B isocratico durante 3 min. La elucion de la muestra fue seguida con un detector de
matriz de diodos y un detector de fluorescencia con excitacion establecida a 370 nm y la emision establecida a 470
nm durante los primeros 9 min seguido de emisiéon a 534 nm durante los 10 min finales. Las concentraciones se
calcularon comparando las areas de los picos con las curvas estandar del conjugado (absorbancia 380 nm) y SN-38
(fluorescencia Excitacion: 370 nm; Emisién: 534 nm). Se observaron los siguientes tiempos de retenciéon: SN-38, 12,7
min; camptotecina, 13,2 min; y conjugado, 14,5 min. Se determind que los limites inferiores de cuantificacion eran de
SN-38 a una altura maxima de 10 veces la relacién sefal/ruido mediante deteccion por fluorescencia: 0,07 pmoles en
20 yL de inyeccion de plasma tratado con acetonitrilo (3,3 nM en plasma tratado con acetonitrilo, 10 nM en una muestra
de plasma original). Conjugado: 2,1 pmoles de conjugado (8,4 pmoles de SN-38) en 20 pL de plasma tratado con
inyeccion de acetonitrilo (conjugado 100 nM; SN-38 400 nM) en plasma tratado con acetonitrilo, 300 nM (SN-38 1200
nM) en muestra de plasma original.

Para obtener informacion sobre la eliminacion del conjugado intacto del plasma, se realizé un experimento similar
usando el conjugado estable analogo (féormula (Il) en la que CH2CN esta ausente) a 22 mg/kg.

Los niveles de glucurénido de SN-38 se determinaron de acuerdo con el método de Pouijol, et al., "Sensitive HPLC-
Fluorescence Method for Irinotecan and Four Major Metabolites in Human Plasma and Saliva: Application to
Pharmacokinetic Studies", Clinical Chemistry (2003) 49:1900-1908.

Ejemplo 5
Modelado farmacocinético

Los datos de concentracion en plasma frente al tiempo para el conjugado se analizaron usando un modelo de dos
fases en el C(t) = A-exp(-at) + B+exp(-pt) en la que A + B = dosis/Vd. Los datos se ajustaron mediante analisis de
regresion no lineal (pendiente simplex de Nelder-Mead), luego los parametros se desconvolucionaron de acuerdo con
los procedimientos establecidos para proporcionar estimaciones de las tasas de transferencia entre compartimentos
(k12 y k21) y la tasa de eliminacion del conjugado del compartimento central (Ke). El andlisis de los datos para el
conjugado del Ejemplo 2 y el correspondiente conjugado estable (en el que CH2CN se reemplaza por H) produjo los
datos en la Tabla 1.
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Tabla 1
Liberable Estable
Crax (UM) 622 59
a 12 () 3,8 1,2
B ti2 (h) 49 56
k12 (h) 0,09 0,35
ka1 (h) 0,07 0,21
kel t12 (h) 18 20
Vy (L/kg) 0,10 0,12

Usando estos parametros, los datos de concentracion de SN-38 libre se ajustaron luego con base en un modelo en el
que el conjugado libera SN-38 libre con constante de velocidad ki y se equilibra con un segundo compartimento con
Kaist = Vo/Ve. Las curvas modelo se generaron mediante integracion numeérica utilizando las siguientes ecuaciones
diferenciales:

A [Cc] = (k1[Cc] - k12[Cc] — kel[Ce] + k21[Cy]) At
A[C,] = (ke2[Cd] - k21[Cp]) At
A[Dc] = (k1[Ce] - kal[De])/(1 + Kaist) At
Kaist = Va/Ve

Cuando [C] y [Cy] son las concentraciones de SN-38 conjugado en los compartimentos central y periférico,
respectivamente, [D¢] es la concentracion de SN-38 libre en el compartimento central, y las constantes de velocidad
son como describié anteriormente; kg es la constante de velocidad para la eliminacion de SN-38 libre del plasma, y se
permitié que variara dentro del intervalo informado para este parametro (1,4 — 3,5 h'"). La integracién numérica se
realizé en 1000 etapas durante un lapso de tiempo de 120 horas (At = 0,12 h) con condiciones iniciales [C¢] = Cmax,
[Cp] = 0y [Dc] = 0. El volumen de distribucion Vy para SN-38 se establecio en el valor informado de 0,18 L/kg, mientras
que V. se establecié como V4 para el conjugado.

Usando este método, los datos de concentracion versus tiempo para SN-38 conjugado y SN-38 libre liberado del
conjugado se ajustaron como se muestra en la Figura 7. Se obtuvo un buen acuerdo con los datos experimentales
cuando kg = 2,77 h™' (t12 = 0,25 horas)para la eliminacion de SN-38 libre del plasma, dentro del intervalo informado, y
cuando ks se establecié en 0,00173 h™', el valor medido in vitro (t12 = 400 horas para la escision de SN-38 del
conjugado).

Usando este modelo, el comportamiento del conjugado en otras especies puede predecirse dados los valores de kel y
ke en esas especies. En humanos, los valores para la eliminacion de PEG (ke) y SN-38 (kq), asi como el volumen de
distribucién, no se han informado, pero pueden estimarse usando una escala alométrica para ser aproximadamente
kel = 0,0087 h-1 (t12 80 horas) y kg = 0,7 h™' (t12 1 hora), y Vss = 0,15 L/kg (Caldwell et al., "Allometric scaling of
pharmacokinetic parameters in drug discovery: can human CL, Vss and t1/2 be predicted from in-vivo rat data?", Eur
J Drug Metab Pharmacokinet. (2004) 29:133-143.) El uso de estos valores en el modelo farmacocinético proporciona
intervalos de concentracion estimados de SN-38 libre produciendo un Cnax/Cmin ~ 2,5.

Ejemplo 6
Formulacion de SN-38 para infusion continua

La administracion terapéutica de SN-38 ha sido limitada por la escasa solubilidad acuosa de este farmaco (7 mg/L en
agua, 18 yM). Se desarrollé una formulacion para superar esta limitacion. Para determinar la solubilidad de SN-38 en
diversas formulaciones, se diluyd una soluciéon 115 mM de SN-38 en dimetilsulféxido (DMSO) para producir
concentraciones objetivo de 15, 10, 5 y 2 mM en diversas formulaciones (Tabla 2). Después de reposar durante 16
horas a temperatura ambiente, el SN-38 precipitado se retiré por centrifugacion a 14.000 rpm durante 30 min. El
sobrenadante se diluyé 1:200 en borato 100 mM, pH 10,0, y la concentracion de SN-38 se determind
espectrofotométricamente a 414 nm usando €414 = 22.500 M-'em-". Los resultados se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2
Porcentaje de excipientes en volumen en las formulaciones

A B C D E F
PBS, pH 7,4 75 50 35 20 - -
DMSO 25 50 50 50 50 10
Etanol - - 15 30 - -
PEG300 - - - - 50 90
Solubilidad (uM) 210 570 760 2600 >9300 > 4600
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El SN-38 en las formulaciones E y F permanecié completamente soluble a las concentraciones mas altas probadas.
Se espera que los polietilenglicoles que no sean PEG300 puedan usarse con una ventaja similar. Se espera ademas
que estas formulaciones farmacéuticas puedan usarse para mantener una exposicion continua a SN-38 para un
paciente que necesite dicha exposicion, administrando la formulaciéon farmacéutica por infusiéon continua. Dichas
infusiones continuas pueden llevarse a cabo por cualquiera de los métodos conocidos en las técnicas médicas, por
ejemplo, mediante el uso de una bomba de infusion o por goteo iv.
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REIVINDICACIONES
1. Un conjugado de formula (I)
b
Q g,y\.r"\l l
o ?J\Tf&‘x}, ~ :
(N ; | |
PEG—+X-C-N— L=—CH ~q . | i
| N R R, o |
CH; I ] N-¢ { @
| e AW
n\ \13‘ F \
{ »
4 |
[ oo

en la que

PEG es lineal o ramificado y, cuando q es 2-8, de multiples brazos, polietilenglicol;

X es O, NH, (CH2)m, OC(=0)(CH2)m, 0 NHC(=O)(CH2)m en la que m = 1-6;

L es (CH2): o (CH2CH20),(CH2),, enlaquer=1-10y p = 1-10;

R" es CN o SO2NR?,, en el que cada R? es independientemente alquilo, arilo, heteroarilo, alquilalquenilo, alquilarilo o
alquilheteroarilo, cada uno opcionalmente sustituido, o dos R? tomados juntos pueden formar un anillo;

Y es COR?® 0 SO2R3, en la que R® = OH, alcoxi o0 NR*,, en la que cada R* es independientemente alquilo, alquilo
sustituido o dos R* tomados juntos puede formar un anillo; y

qes 1-8.

2. El conjugado de la reivindicacion 1 en el que X es (CH2)m.

3. El conjugado de la reivindicacion 1, en la que el PEG es un polietilenglicol de peso molecular promedio 30.000 -
50.000 Da.

4. El conjugado de la reivindicacion 1 en el que q = 4.
5. El conjugado de la reivindicacion 1 en el que R' = CN.

6. El conjugado de la reivindicacion 1, en la que el PEG es polietilenglicol de multiples brazos de peso molecular
promedio 30.000 - 50.000 Da; X es CHy; L es (CHy)s; R' es CN; Y es CONEty; y q = 4.

7. El conjugado de la reivindicacion 1 que tiene la féormula

o /©/CONEt2
o)J\Nk
EtNOC M o N 0
R SRR ves
N" O ¢=0 N" A\ /
)
o y O) M [CH2CH201,(CH)m

N TC CN Hlil ‘ OH O
N/ N c=0 o)
0, I
CHy)[OCHZCH;],—0 o
d on (CHa)n[OCHCHy N [CH,CH,O(CHolm . CONE,
0 N i)
| 6= N
Et,NOC. o (CHR)R[OCH,CHl, HNM L
Jj\ | o X o}
NSO ¢=0 CN TN
y MNH N \_/
Q = 0 o)
N CN
N )N OH O
9
0 OH

en la que m = 1-6 y n es 200-250.

8. El conjugado de la reivindicacion 7 en el que m es 1 y n es aproximadamente 225.
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9. Una formulacién farmacéutica que comprende un conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 junto con un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

10. La formulacién de la reivindicacion 9, en la que el pH de la formulacion esta entre 4,0 y 6,0.

11. Un método para preparar un conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, comprendiendo dicho método
las etapas de:

(a) reducir una azida-enlazador-SN-38 de la siguiente formula (VII)

para producir un amino-enlazador-SN-38;

(b) poner en contacto el amino-enlazador-SN-38 con un PEG activado para producir un conjugado de la reivindicacion
1y

(c) opcionalmente aislar el conjugado.

12. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para uso en un método para proporcionar exposicion a SN-
38 continua de baja dosis a un paciente que necesite dicha exposicion, comprendiendo dicho método administrar al
paciente dicho conjugado.

13. El conjugado para uso de la reivindicacion 12, en el que en dicho método la concentracion de SN-38 libre se
mantiene entre 15 y 5 nM entre administraciones una vez a la semana.

14. El conjugado para uso de la reivindicacion 12 en el que la Crmax/Cmin Observada entre administraciones es menor o
igual a 10 entre administraciones una vez a la semana o en la que la Cna/Cmin Observada entre administraciones es
menor o igual a 5 entre administraciones una vez a la semana .

15. El conjugado de cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en un método para controlar el nivel de

glucurénido de SN-38 en el plasma de un paciente que requiere tratamiento con SN-38, comprendiendo dicho método
administrar dicho conjugado a dicho paciente, en el que la relaciéon SN-38G/SN-38 resultante es inferior a 0,2.
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