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DESCRIPCION
Enlazadores sensibles al pH para suministrar un agente terapéutico
Campo de la invencion

La invencién se refiere a un enlazador que puede unirse con un agente y una nanoparticula. En particular, el
enlazador de la invencién es sensible al pH y puede unirse simultaneamente a nanoparticulas y a agentes de
especies iguales o diferentes.

Antecedentes de la invencion

El suministro especifico y eficiente de compuestos terapéuticos y diagndsticos a células, especialmente al citosol, es
un objetivo principal de muchas companfias farmacéuticas. Se ha usado una serie de diferentes enfoques para
aumentar la especificidad y la captacion. Por ejemplo, se ha usado ampliamente la nanotecnologia en el desarrollo
de nuevas estrategias para el suministro de farmacos y terapias contra el cancer. Se han desarrollado nanosistemas
sensibles al pH en los que la liberacion del farmaco se provoca especificamente por el ambiente acido del tumor y
dichos sistemas pueden mejorar la eficacia del tratamiento contra el cancer. Feng Wnang et al. han desarrollado un
sistema de suministro de farmaco mediante el anclaje de doxorrubicina a la superficie de AUNP con un espacio de
poli(etilenglicol) por medio de un enlace labil a acidos (American Chemical Society, 2011, Vol. 5, n.° 5, pags. 3679-
3692). Tian-Meng Sun et al., divulgan una terapia conta células madre de cancer que usa doxorrubicina conjugada a
nanoparticulas de oro por medio de enlaces hidrazona (Biomaterials 35, 2014, pags. 836-845). El documento US
2013/0331764 se refiere a un método para suministrar un farmaco anticancer a células cancerosas mediante la
union del farmaco anticancer a nanoparticulas de metal sensibles al pH para que se separen en las células
cancerosas. El documento WO 2013/139942 proporciona una nanoparticula que comprende una nanoparticula de
metal y al menos un enlazador.

Hyejin Park et al, Biomaterials, 35, 10, 2014, 3480-3487 describe la formacién de un sistema de suministro de
farmaco usando nanoesferas de oro junto con cuatro péptidos penetrantes en células a-helicoidales y evalia sus
actividades de penetracion en células y de muerte celular.

Sin embargo, sigue habiendo necesidad de desarrollar un sistema de suministro sensible al pH que tenga una mejor
eficacia.

Sumario de la invencién
Se proporciona un enlazador sensible al pH que tiene la siguiente formula (1),

N
\Lr NH,

X —(CH)n—p—Q

(D
en donde

Xes

-SH, -NH2, Boc-NH-, Fmoc-NH-, -COOH,;

nesde1a6;

P es -C(O)NH- 0 -C(0O)0O-;

Q es -R(CH2CH20)m-, R(-C(O)NH-)z o -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]Y;
R es un enlace, -alquilo C1-12 0 alcoxi C1-10;

mesde1a12;

zesde1a4;y

Yesde1a12.

En algunas realizaciones, el enlazador tiene la siguiente férmula:
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H\j\ of i o o\ _N
Pp - o~ WE’ SN NG T % “NH,
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(ppNH-C;-enlazador-I1V-C(0)0-),

en donde pp es Boc o Fmoc.

La invencién también proporciona un complejo de nanoparticula metalica, que comprende una nanoparticula
metalica complejada con uno o més enlazadores de la invencion, opcionalmente complejada con uno o mas PEG.
En una realizacion, la nanoparticula metalica es una nanoparticula de Au, Pd, Pt o Ag. En una realizacion, el
enlazador es igual o diferente. Mas preferentemente, el complejo de nanoparticula metalica comprende varios
enlazadores con diferentes longitudes moleculares.

La invenciéon también proporciona una composicion que comprende uno o mas complejos de nanoparticulas
metalicas que unen uno o mas agentes terapéuticos o de diagndstico iguales o diferentes y un portador
farmacéuticamente aceptable.

La invenciéon también proporciona un sistema de suministro de farmaco, que comprende uno o mas complejos de
nanoparticula metalica que enlazan uno o mas agentes terapéuticos o de diagnéstico iguales o diferentes.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1 (A) a (C) muestran que el anticuerpo p24 anti-VIH-1 (mAb3) conjugado sobre nanoparticulas de oro
(Au/IKI-1/mAb-p24) siguié mostrando afinidad de union. (A) El espectro de absorcion del complejo Au/IKI-1/mAb-
p24 y de Au. El complejo Au/IKI-1/mAb-p24 muestra un desplazamiento al rojo de 2 nm en el pico de plasmon.
(B) Los complejos Au/IKI-1/mAb-p24 mostraron fluorescencia detectada con anticuerpos secundarios con Alexa
Fluor 568. (C) Se us6 el ensayo ELISA para demostrar la formacion del complejo Au/IKI-1/mAb-p24 y la actividad
de union del antigeno p24 para compararla con la de mAb-p24.

Las figuras 2 (A) a (B) muestran el espectro de absorcién de anticuerpos dirigidos contra EGFR (receptor de
factor de crecimiento epidérmico) conjugados con nanoparticulas de oro (Au/IKI-1/Ab-EGFR y Au/IKI-5/Ab-EGFR)
y Au. (A) El complejo Au/IKI-1/Ab-EGFR muestra un desplazamiento al rojo de 1 nm en el pico de plasmoén. (B) El
complejo Au/IKI-5/Ab-EGFR muestra un desplazamiento al rojo de 1 nm en el pico de plasmén.

La figura 3 muestra el espectro de absorcion de anticuerpos Trastuzumab (Tras) conjugados sobre
nanoparticulas de oro (Au/IKI-1/Tras) y Au. ElI complejo Au/IKI-1/Tras muestra un desplazamiento al rojo de 8 nm
en el pico de plasmon.

La figura 4 (A) a (C) muestran que Etanecept (ETA) conjugado sobre nanoparticulas de oro (Au/IKI-1/ETA)
siguen mostrando la afinidad de unién. (A) El espectro de absorcién del complejo Au/IKI-1/ETA y de Au. El
complejo Au/IKI-1/ETA muestra un desplazamiento al rojo de 2 nm en el pico de plasmén. (B) EI complejo Au/IKI-
1/ETA mostro fluorescencia detectada con anticuerpos secundarios con Alexa Fluor 568. (C) Imagenes de TEM
del complejo Au/IKI-1/ETA, se observé unién de anticuerpos anti-lgG humana secundarios marcados con oro de
1-5 nm a EDTA ubicado sobre la superficie de Au.

La figura 5 muestra el espectro de absorcion del complejo de Au/IKI-1/Dox y Au. Los datos de UV/vis, la longitud
de onda, muestra un desplazamiento al rojo de 3 nm en el complejo Au/IKI-1/Dox.

La figura 6 (A) a (D) muestra el tratamiento de tumores de mama MDA-MB-231. (A) Cambio de peso neto del
animal (g) durante el tratamiento. A partir de los datos, la doxorrubicina y Au/IKI-1/Dox causaron una pérdida de
peso de mas del 20 % y del 3 % en ratones desnudos (N=3), respectivamente. Esto significa que el complejo
Au/IKI-1/Dox en comparacion con doxorrubicina tuvo mucha menos toxicidad en ratones desnudos. (B) La
inhibicion del crecimiento de tumores de mama de MDA-MD-231 (N=3): Dox> Au/IKI-1/Dox >Au/PEG=PBS. (C)
Imagenes de TEM de células de tumor mamario MDA-MB-231 tratadas con complejo de Au/IKI-1/Dox; se
determind facilmente el complejo de Au/IKI-1/Dox en el tumor en el modelo de xenoinjerto. (D)
Inmunohistoquimica de especimenes de tumor. Se tomaron especimenes de tumor mamario de los ratones, se
incluyeron en parafina y se tifieron con hematoxilina-eosina. Se observa mas necrosis en los tumores de ratones
tratados con doxorrubicina que en tumores de ratones tratados con complejo Au/IKI-1/Dox.

Descripcion detallada de la invencién
La invencidon se basa al menos en el descubrimiento de un enlazador sensible al pH que puede unirse

simultdneamente a nanoparticulas metalicas y a uno o mas agentes con diversos tamafios moleculares. El
enlazador de la invencion puede suministrar los agentes a células implicadas en procesos patoldgicos o cerca de las
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células, de tal forma que los agentes pueden dirigirse y afectar selectivamente a las células. El suministro dirigido
proporcionado por el enlazador de la invencion puede usarse, por ejemplo, para deteccion de enfermedades,
formacion de imagenes, suministro de farmacos y terapia.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado entendido por un experto en la materia. Todas las patentes, solicitudes, solicitudes
publicadas y otras publicaciones citadas en el presente documento se incorporan por referencia en su totalidad a
menos que se indique otra cosa. En caso de que haya varias definiciones para un término del presente documento,
a menos que se indique lo contrario, prevalecen las indicadas en esta seccion.

El término "anticuerpo" se usa en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos monoclonales (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales de longitud completa o intactos), anticuerpos policlonales, monovalentes, anticuerpos
multivalentes, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos en tanto que muestren la
actividad bioldgica deseada) y también pueden incluir ciertos fragmentos de anticuerpo (como se describe en mas
detalle en el presente documento). Un anticuerpo puede ser quimérico, humano, humanizado y/o madurado por
afinidad.

El término "tumor”, como se usa en el presente documento, se refiere a un crecimiento y proliferacion de células
neoplasicas, ya sean malignas o benignas y a todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos. Los términos
"cancer", "canceroso", "trastorno proliferativo celular’, "trastorno proliferativo" y "tumor" no son mutuamente
excluyentes, como se cita en el presente documento.

El término "cancer", como se usa en el presente documento, se refiere a la afeccion fisioldgica en mamiferos que
normalmente se caracteriza por el crecimiento/proliferacion celular no regulada. Los ejemplos de cancer incluyen,
pero sin limitacién, carcinoma, linfoma (por ejemplo, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin), blastoma, sarcoma y
leucemia, cancer de células escamosas, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmoén no microcitico,
adenocarcinoma de pulmén, carcinoma escamoso del pulmoén, cancer de peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrointestinal, cdncer de pancreas, glioblastoma, cancer de cuello de utero, cancer de ovario, cancer de higado,
cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carcinoma de endometrio o
uterino, carcinoma de las glandulas salivales, cancer de rifidén, cancer de higado, cancer de prostata, cancer de
vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, leucemia y otros trastornos linfoproliferativos y diversos tipos de
cancer de cabeza y cuello.

Como se usan en el presente documento, los términos "tratar", "tratamiento”, "terapéutico” o "terapia" no significan
necesariamente la curacion total o la supresién de la enfermedad o afeccién. Cualquier alivio de cualquier sefial o
sintoma no deseado de una enfermedad o afeccion, en cualquier medida, se puede considerar tratamiento y/o
terapia. Ademas, el tratamiento puede incluir acciones que pueden empeorar la sensacién general de bienestar o la
apariencia del paciente.

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para
lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una sustancia/molécula de la invencion puede variar dependiendo de
factores tales como la patologia, la edad, el sexo y el peso del individuo y de la capacidad de la sustancia/molécula,
para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es una en la
que los efectos toxicos o perjudiciales de la sustancia/molécula se ven superados por los efectos terapéuticamente
beneficiosos. Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, a las dosis y durante los
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Generalmente, pero no
necesariamente, dado que se usa una dosis profilactica en sujetos antes de o en una etapa mas temprana de la
enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz puede ser menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal de un compuesto que no provoca irritacion
significativa a un organismo al que se administra y no suprime la actividad bioldgica y propiedades del compuesto.

En un aspecto, La invencion proporciona un enlazador sensible al pH que tiene la siguiente férmula (1),

.
\([)r NH,

X —(CH)n—p—Q

()

en donde

Xes
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(T

5-8

-SH, -NH2, Boc-NH-, Fmoc-NH-, -COOH,;
5 nesde1a6;

P es -C(O)NH- o -C(O)0O-;
Q es -R(CH2CH20)m-, R(-C(O)NH-)z o -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]Y;
R es un enlace, -alquilo C1-12 0 alcoxi C1-10;
mesde1a12;

10 zesde1ad4;y
Yesde1a12.

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente férmula:

%
by

O
o~ «"u\ ,{:"- {}‘1 o ?\% __
(/‘\\ g""f\" S N RN r’:” ?“H}:

AL H -
g8 a (Enlazador [-amida),
15
endonde mesde 1a12.
El enlazador I-amida tiene la formula (I) en donde X es
\s- &
20

nes 4, P es C(O)NH, R es un enlace y Q es -R(CH2CH20)m-. Preferentemente, m es un nimero entero de 1 a 6.
Mas preferentemente, m es un nimero entero de 2.

25 Los enlazadores del enlazador I-amida de la presente invencién puede prepararse usando métodos conocidos por
los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la
invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

3 3
EDC, NHS, BUN i S oo s ot SO

-8 CH:Cl> seco, ta B

cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN

s

CHClz seco !
¥ Sl T
NH2-NH; ) i . 8
& '\\\ P '\N » -*-\\_\__.\i L =- B
CH:Clz, ta B “‘! I.: 5

30
En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:
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{ X!
. -~ . i
& il oSN N,
] 2
B O

(Enlazador I-C(O)O; Enlazador III)

endonde mesde 1a12.

El enlazador I-C(O)O (enlazador Ill) tiene la formula (I) en donde X es

\

i ol

5-S

nes 4, P es -C(O)O-, R es un enlace, Q es -R(CH2CH20)m- y m es de 1 a 12. Mas preferentemente, m es un nimero
entero de 2.

Los enlazadores del enlazador I-C(O)O (enlazador lll) de la presente invencion puede prepararse usando métodos

conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores
preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

o &

g ; DCC, DMAP, EtsN - UK T i S
e M K s TR RPN N
8O P e 3 O X ‘“
o S CH2Cl seco, ta Ko
loroformiato d itrofenilo, EtsN i
clorotormiato ae p-nitrotentio, ez . P
e > - \\;J AR T ‘E‘Q R ‘\J\q',.-i} Ny
CH:Clz seco By & U 4
NG
£ =
NH2-NH i a \g
" N, s PR e .-"‘-\"x L S . e
£ T NG I T e e N
CH:zCl;, ta «‘;i\ ;;,

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencidn tiene la siguiente férmula:

3 .
T g j‘ 3 i :

HE SN N ,{ ‘-\.\'\‘f,g.!‘? H" N
e 3

i

oo

NHy

(SH-Cz-enlazador I);

endonde mesde 1a12.
El enlazador SH-Cz-enlazador-l tiene la formula (I) en donde X es -SH, n es 2, P es -C(O)NH-, R es un enlace, Q es -
R(CH2CH20)m- y m es de 1 a 12. Mas preferentemente, m es un niumero entero de 2.

Los enlazadores de SH-Cz-enlazador-l de la presente invencién pueden prepararse usando métodos conocidos por
los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la
invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.
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O O

EDC, NHS, Et:N O O
)J\S/\)LOH + HOC~\u, —» /U\S/\)kN/\/OH
H

CH2Cl2 seco, ta

O O
cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN | | o. 0O
/LI\S/\/]\N*’\/ T
CH:Cl> seco H o
NO,
hidrazina 5 H
HS/\/]':\N/\_/O N‘NH
CHaCls, 0°C H Y 2
O
En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:
: ) £ 1 -
H$J\w“"—. \\_‘_.‘-“’“"\W" ™ ﬁﬁ{: \\_\.«“ O;; o gbé" Mﬁﬁ
i Q (SH-Cs-enlazador-I-amida);

endonde mesde 1a12.

El enlazador SH-Cs-enlazador-l-amida tiene la férmula (I) en donde X es -SH, n es 5, P es -C(O)NH-, R es un enlace,
10 Qes-R(CH2CHz20)m-y m es de 1 a 12. M&s preferentemente, m es un nimero entero de 2.

Los enlazadores de SH-Cs-enlazador-l-amida de la presente invencion pueden prepararse usando métodos
conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores
preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

15

O
EDC, NHS, EtsN

o
)Ls/\/\/\E(OH + HC}-\/\NH2 - )l\sf\/\/\(ﬁ\/\o;_i
o

O CH:Clz seco, ta

NO,
cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN Q H j\
)'\ S/\/\/\H/ N \/\0 o
O

CHzCl> seco

; : H
hidrazina

CHzClz, 0°C D NH,

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:
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I

~ > a
N§'§-‘s

O N
el
b S

en donde mes de 1a12.

H-Cs-enlazador-1-C(O)O-;HS-Cs-enlazador-II1);

5 SH-Cs-enlazador-I-C(O)O-(SH-Cs-enlazador-lll) tiene la férmula (I) en donde X es -SH, n es 5, P es -C(O)O-, R es un
enlace, Q es -R(CH2CH20)m- y m es de 1 a 12. Preferentemente, m es un numero entero de 1 a 6. Mas

preferentemente, m es un nimero entero de 2.

Los enlazadores de SH-Cs-enlazador-I-C(O)O-(SH-Cs-enlazador-lll) de la presente invencion pueden prepararse
10 usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los
enlazadores preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

L[]_) DCC,DMAP,EtsN g
i OH ™ HOT™ CH:zCl2 seco, ta o
0
_ _ _ 0O
cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN o B u_o g A o VSt o P S
CH:Cl: seco g t;') “ ~|
- NO>
NH2-NH2 il) H
Hs, o M 0 . ’.O-\!_ NNH:

CH2Cl; seco, ta !

15  En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente férmula:

H
N \)I\N{f\,onhrwaHﬂ

=

(ppNH-C,-enlazador-I-amida),

en donde pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc; y mes de 1 a 12.
20

___",1.'__ .".‘__OH

NH2-C1-enlazador-lI-amida tiene la férmula (1) en donde X es pp-NH-; pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc, n
es 1, P es -C(O)NH-, R es un enlace, Q es -R(CH2CH20)m- y m es de 1 a 12. Preferentemente, m es un numero

entero de 1 a 6. Mas preferentemente, m es un nimero entero de 2.

25 Los enlazadores de NH2:-Ci-enlazador-l-amida de la presente invencidon pueden prepararse usando métodos
conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores

preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

10
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O O
— H
I A ~__NH,  EDC, NHS, Et:N N OH
Boc” \)I\OH HO™ ™~ = Boc \)J\N’\/
CH:Cl; seco, ta H
loroformiato de p-nitrofenilo, EtsN Ho
clorotormiato ae p-nitroteniio, 3 N (o) O
- Boc” \)-LN/\“‘“/ \n’ N
CH2Cl2 seco H o) |
—
NO->
NHz-NH; H 9 H
= N‘\)J\ a0 AN
CH.Cl, seco, ta Boc H \[T NH2
O

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:

i o) K
PP~ o[(\’ “NH,

(ppNH-C-enlazador-1-C(0)O-; NH;-C-enlazador-I11-C(0)0O-),

5
en donde
pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc; y

10 mesde1a12.

ppNH-C1-enlazador-I-C(O)O-(ppNH-C+-enlazador-lII-C(O)O-) tiene la formula () en donde X es pp-NH- (pp es un

grupo protector que es Boc o Fmoc), n es 1, P es -C(O)O-, R es un enlace, Q es -R(CH2CH20)m-y mes de 1 a 12.

Preferentemente, m es un nimero entero de 1 a 6. Mas preferentemente, m es un nimero entero de 2.
15

Los enlazadores de ppNH-C1-enlazador-I-C(O)O-(ppNH-C1-enlazador-lII-C(O)O-) de la presente invencién pueden

prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por

ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

iy B DCC, DMAP, EtsN o
o, O - H | .
SGC"'N“"JL'OH + HO - CH:Cl2 seco, ta Bgcf'N‘\_r’h‘-{)’“‘\.--'OH
cloroformiato de p-nitrofenilo, EtaN H 2
- ,.-N‘-.\__._r-"“‘-\ ~ \“-.,,_/0'-‘\ /‘O'\ AT
CH:Cl2 seco Bac O I T| 1
- NG
: Q
NHz-NH; ||
\N‘ I e .»O-\ —’N\
Boc” 7 Q7 I NHz
CHzCl; seco, ta O

20

11
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En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente férmula:

I

=
H* H

(Lo

O3 £
H,
LA N )
( “;/\\,-f‘ﬁ\\«) ‘-N“{ \"/N*/’\“D-ﬂ\f,{NH:
S8
(Enlazador II-amida),

5 endondezesde1a4d.

El enlazador ll-amida tiene la formula (I) en donde X es

P
e
.
10 ‘

nes 4, P es -C(O)NH-, R es un enlace, Q es R(-CH2C(O)NH-)z y z es de 1 a 4. Mas preferentemente, z es un
namero entero de 3.

Los enlazadores de enlazador ll-amida de la presente invencion pueden prepararse usando métodos conocidos por
15 los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la
invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

- L]
T 2 EDC, NHS, EtsN i S S I
s i i - BEE SETC T NP ] N I
5~S CH>Cl, seco, ta FE ot
HO 1, £ "
EDC, NHS, EtsN j\,,all&{‘“ N oy cloroformiato de p-nitrofenilo, Et:N
CH2Cl, seco, ta 58 = CH:Cl; seco
= o gt - NOz NH2-NH2
S S
Y S S . S T T
&y - ﬁ n ~ o o N CH2Cl: seco, ta
oS =
<lj.* tl:f
P g Ny - N
\\ " ,g; = ¢ H

20 En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:

.d-‘
L

O
; H
~ { N H.
{m\r/ ~ /\\./JL* G*{T»\”N;:E/ \{},JLN,N.%__

g9 D H
(Enlazador 11-C(0)0O-),

endonde zesde 1a4.
25
El enlazador II-C(O)O- tiene la formula (I) en donde X es

12
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nes 4, Pes-C(O)O-, Res un enlace, Q es R(-CH2C(O)NH-)z y z es de 1 a 4. Mas preferentemente, z es un numero
entero de 3.

Los enlazadores de enlazador [I-C(O)O- de la presente invencidon pueden prepararse usando métodos conocidos por
los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la
invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

'i-f O DCC, DMAP, EtsN
cortspeiss e K Tl e e Al o
- 3 CHCl; seco, ta 55 O

e NH‘

EDC, NHS, EtsN ‘/‘-. ‘,, o R N e o cloroformiato de p-nitrofenilo, Et:N
CH:Cl; seco, ta I P

CHCl; seco

o3 o DI NH2-NH2

F

/
=

Fa

ZX
\r-:/
—

TN e e e CH.Cl, seco, ta

10

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:

>

{
& ‘,hﬁé
.

*

7

Fld
ok

P

“':‘.

"

(SH-Cs-enlazador-1I-amida),

15
endonde zes de 1 a4.

SH-Cs-enlazador-ll-amida tiene la férmula (1) en donde X es -SH, n es 5, P es-C(O)NH-, R es un enlace, Q es R(-
CH2C(O)NH-)z y z es de 1 a 4. Mas preferentemente, z es un niumero entero de 3.

20
En otra realizaciéon, n es 2. Los enlazadores de SH-C2s-enlazador-ll-amida de la presente invencion pueden
prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por
ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

13
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{41 T3 O
E1 o
B ; i Mia EDC, NHS, EtsN & i
\_\a_l,. B o™ g ™ o Es H{_}_,.U\\«_“_ Npta ‘W S B, N'JM"'F"‘G“
- i{ 8 i
0 & &
Hv‘\"”\ﬂ\ N*‘t: 03
=
EDC, NHS, EtsN . !*__,3\-\\““,...\\_“’,_._\ .-l}\_.&\ A b i s cloroformiato de p-nitrofenilo, Et:N
eLizeeco, 2 > . 8 H \}I CH,Cl seco
pe T LR i T i VO W W
i b N \5 I CHzClz seco, ta
b
O R
HE g~ \ﬁ_,ﬂ.h g N
C I T M
En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:
& §§ o
" - $ ”
HE e ‘,‘-'\\v).\}{\{:}g—-\-\\ﬁ_‘_ \5\""“."\\{}‘.}2\'&: t\}?‘ég
X (i} S 4 i"’i
- (SH-Cs-enlazador-11-C(0)0-),

endondezesde 1a4.

SH-Cs-enlazador-1I-C(O)O- tiene la férmula (1) en donde X es CH3C(O)S-, n es 5, P es -C(O)O-, R es un enlace, Q es
10 R(-CH2C(O)NH-)zy z es de 1 a 4. Mas preferentemente, z es un nimero entero de 3.

En otra realizaciéon, n es 2. Los enlazadores de SH-Caz.s-enlazador-lI-C(O)O- de la presente invencién pueden
prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por
ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

15
. iy 4 DCC.DMAPEGN g
SN oo T- xn,..s\,_.mv..nv _Ox\\[rOH
o CH:Cl; seco, ta S o
HO_~ i, .
EDC,NHS,EtN . g o ,ll\ o n . cloroformiato de p-nitrofenilo, Et:N
T N N T " oH
CH:Clz seco, ta 0 o CH:Clz seco
o NO:
0 H 0 f T NHz-NH;
/S__\__/a \_/.z\\/,.u\ o~ Nv —~ . “‘ e Ve
b oY = CH.Cl; seco, ta
o o
O H O
HS. _~_~ I N~ AL NH

14
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En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente férmula:

SIS
PP’N\)LN{\”’N‘)“/\O N NH:
HY L 7z B

(ppNH-C,-enlazador-l11-amida),

en donde pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc; y
zesde1a4.

ppNH-C1-enlazador-ll-amida tiene la férmula (l) en donde X es pp-NH-; pp es un grupo protector (tal como Boc o
Fmoc), n es 1, P es -C(O)NH-, R es un enlace, Q es R(-C(O)NH-)z y z es de 1 a 4. Mas preferentemente, z es un
numero entero de 3.

Los enlazadores de ppNH-Ci-enlazador-ll-amida de la presente invencién pueden prepararse usando métodos
conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacién. Por ejemplo, los enlazadores
preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

(@] O 0
H EDC, NHS, EtsN H
_N NH-» - N OH
Boc \)J\OH + HO)K/ * CH2Clz seco, ta Boc” \‘)-LN/\H/
H
0]
HO
\«""“‘r\,”_i2 H O H
EDC, NHS, EtsN Boc” N \,J\ N /\ﬂ/ N \//\“OH cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN
CHaClz seco, ta H O CH:Cl2 seco
NO,
H OL H JOI\ L NH2-NH
N N "
Boc” > N“n’ ~"o0" o -
H o CH2Cl2 seco, ta
O 0O
H H
_N N .NH-»
Boc vlL N/\rf \/\OJJ\N
H o H

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:

\/U\ )L\ 2
-~ N ,"r N .‘;\‘/\ - NH
- (ppNH-C,-enlazador-11-C(0)0),

en donde pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc; y

15
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zesde 1a4.

ppNH-C+-enlazador-II-C(O)O- tiene la formula (I) en donde X es pp-NH-; pp es un grupo protector que es Boc o
Fmoc, n es 1, P es -C(O)O-, R es un enlace, Q es R(-C(O)NH-)z y z es de 1 a 4. Méas preferentemente, z es un
numero entero de 3.

Los enlazadores de ppNH-Ci-enlazador-II-C(O)O- de la presente invencidén pueden prepararse usando métodos
conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores
preferidos de la invencién pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

oo T DCC, DMAP, Et:N y 9
ae v N g AR - LA O
o e e CH,Cl, seco, ta Boc” T O Y
O

HOL__~ »

M M e B e cloroformiato de p-nitrofenilo, EtaN
EDC, NHS, EtN Boc e o N o P ‘3

- O

CH-CI- seco, ta CH2CI, seco

{ ~ o NO»
> g z -
I i I NH2-NH;
Boc” T o7 Yy YT To” o7
s CHzClz seco, ta
O c £
N N P
oo - (% ‘n’ i O N
O 8

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:

a , o "
¥ :
/\:?/..—"’\\_r‘.r'\‘/-ll\‘, g,.-.»‘\..\fg{_}{qrth/l‘l\_ NH\\;—" o""\_/{.."‘g}-/\\x"e}‘"’ h .\ij:
o =3 C

H LS
YO

-
{

1

i
B
e T

(Enlazador IV-amida),

endonde Yesde1a12.

El enlazador IV-amida tiene la férmula (I) en donde X es

n es 4, P es -C(O)NH-, R es-CH2CH20-, Q es -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]y, mes 3 e Y es de 1 a 12.
Preferentemente, mes 2 e Y es 2.

En otra realizacién, m es 1-12. Los enlazadores de enlazador IV-amida de la presente invencion pueden prepararse
usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los

16
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enlazadores preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

~
.{f '\}./‘""'M ‘‘‘‘‘‘ o it Pty - L .?‘ 3
R CH2Cl; seco, ta _oS
L T ;L-JI-\ =

i e e i b s i i

i e Ty PR T e o e e S

s , "\?,.- o IR \__,.-ux,!\i..‘ h‘/-{_\‘*.\n_,. o L\-’.}H

e 5 o EDC, NHS, EtsN

DCC, DMAP, EtsN

CHCI; seco, ta CH:Cl: seco, ta

o o cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN
,x\,?,,»n L ﬂmNm \,_.,\53.\] B O T N T e~ -
13
Sews B & i CH:Cl; seco
o o
NH2-NH2
P \(,.v“‘\_‘__/"\_,__..»IL\, _q.,-«\.‘_,,e- ,—-"‘ﬁ.__‘,,-u-q - S i 9'“w“"‘*c-y""*\—"f-‘}‘\ ,’13.\\[__..—-:‘\‘_]
Seod 4 S b |
R & B NNy, CHClseco, ta
o3 TH s
N S ~___._a:s\\n,,ﬁh__,JL. e T |
Lood = = & v
- - ﬂ St

5 En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente férmula:

Q Q o
{f\ o f\v»ux G'AVDHT'NVJL'NA“”DVA G/\‘/Q;”” N, NH
.}' % H ; -
S- S O YO

(Enlazador IV-C(0)0O-),

endonde Yesde1a12.

10
El enlazador IV-C(O)O- tiene la férmula (I) en donde X es

(/ T~
S !
g-S

]

15 nes4, Pes-C(O)O-, R es-CH2CH20-, Q es -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]y, mes 3 e Y es de 1 a 12. Mas
preferentemente, Y es un nimero entero de 2.

En otra realizacion, m es 1-12. Los enlazadores de enlazador IV-C(O)O- de la presente invencion pueden prepararse
usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion. Por ejemplo, los
20 enlazadores preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente esquema.

17
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)
& EDC, NHS, Et:N il
- 3 A ! NG S
‘.“"”\}(f'\\_,.»"“"‘wfjl‘\,--H -+ o '\.\_.;QH ~ 'L }.f N P
i o = CHCI: seco, ta -8
&=5
Lo
2 ‘f"“-\_/u“r_‘;_:
T G & S o RNt .
I;«a- i | i T -
N TN N ‘V’M\ITM"W" oy
S % Fee
DCC, DMAP, EtaN .. £ EDC, NHS, EtsN
CH:Cl: seco, ta CH.CI; seco, ta
o o cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN
A*““‘--.r"x/‘\.@u\-g»"‘w“ﬁﬂ T R.wMJ,G\/--\. i o - — -
: ¥ = :
E_,‘n = ;I:r 8 CH:ClI; seco
& o)
i I} o Il : NHz-NHz
.:_,-* \“f\\‘_‘;‘\-v, x, S,xx,\‘,.\_\--.\n,,--\.‘”___.- \3\"/\" {LDw,_«'\,\CS,.--\“,D.\‘ r_{)\[,,-;_.%
Seg & H o I ﬁl CHaCl: seco, ta
N ND
£ &
,-:"\(-\;.«4‘"‘"‘\-.--"-‘n\—w"ﬂ"Q‘x\'\-w"Q“‘n""’\-‘*n’}u’\' ?Q\r"\-\,‘-'ox,.af'f\\{}“/"\'\w"g'm\-‘w -\-h‘-H:
$~3 & % o
En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:
B ot g o R O e o OV N
N s N N i i}g M Q':\_.‘ i N ?::3 \.@-‘ ;\]Tr‘ Nﬁ;
H o) Y&

(SH-Cs-enlazador-1V-amida),

endonde Yesde 1a12.

SH-Cs-enlazador-1V-amida tiene la férmula (I) en donde X es CH3sC(O)S-, n es 5, P es-C(O)NH-, R es -CH2CH20-, Q
10 es -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]vy, mes 3 e Y es de 1 a 12. Mas preferentemente, Y es un nimero entero

de 2.

En otras realizaciones, n es 2 0 5y m es 1-12. Los enlazadores de enlazador SH-C2.s-enlazador-IV-amida de la
presente invencién pueden prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la
15  presente divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencidén pueden prepararse como se muestra

en el siguiente esquema.

18
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. EDC, NHS, Et:N i
pa : -"‘5;.\‘\5\u gt S >

2 CHzCI: seco, ta =

T
"8 Nt

3

33
T TN N

! e

] 54 -
}—i EPREC. L« e
%

R
DCC, DMAP, EtsN 2 EDC, NHS, Etz:N
CHCl; seco, ta CHCl; seco, ta

I - P - cloroformiato de p-nitrofenilo, Et3§

CH:Cl; seco

NHz-NH:

7
%

-

7
»
7
7
#
;
¥

7

b
P
4

& . & 5 ¥ E\»\\::‘.‘_:S O CH2Cl: seco, ta

: L

HS R R !\é.w“\\ ‘\_,-.-'\-\-‘-.\’_{.\-"‘ NVt Ve .u-“\,_‘\_‘.-\‘-&\\w.\-“‘ \;t\.v“\ i ™ g
i3 E X ¥ Tr i
S $

3 4
L

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente formula:

T3
¥ EE\\ y ff # ."“\
;ﬁg\“\‘,\f‘\\\wr‘ﬂ\-\»‘_ﬂ) {:\s.e"‘h\,\‘_“\:}-h .__.-"\«,\,.*‘ '\.i\;‘/\\\",e*. \’_r‘“\.{,;—"'\ﬁ"_‘_‘-‘}{ ; "

‘\H H ~ 5 i
Q Y0

(SH-Cs-enlazador-1V-C(0)0),

endonde Yesde 1a12.

SH-Cs-enlazador-1V-C(O)O- tiene la férmula (1) en donde X es CH3C(O)S-, n es 5, P es -C(0O)O-, R es -CH2CH20-, Q
es -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]y, mes 3 e Y es de 1 a 12. Preferentemente, Y es un nimero entero de 1
a 6. Mas preferentemente, Y es un niumero entero de 2.

En otras realizaciones, n es 2 0 5 y m es 1-12. Los enlazadores de HS-Cz.s-enlazador-IV-C(O)O- de la presente
invencion pueden prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente
divulgacion. Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el
siguiente esquema.
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{; DCC, DMAP, EtsN _ il
H‘{‘-'\\ Ny L '\(:.‘\“ B . !-N‘K"'”h o SR L0 . o A TR ‘\ﬁ R Ny R \-_!.}w"“-\\_“»f-”"
2o CH:Cl: seco, ta S
B e, oo ‘
£t < o ~ 5 s .
fg\‘-‘\! g e Ny _,‘-‘{-\““ N i ey ,‘-3\ s e B N s
,H e e A o S’ gz A s oy
DCC, DMAP, EtsN L & EDC, NHS, EtzN
CH2Cl2 seco, ta CHaCl» seco, ta
o & . . .
o A b \\}\ e g R at o i cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN
e e e A B
¥ - CH2Cl: seco
L ¥ L] NH2—NH2
& W R SIS FORE IR RN . T
S T ™ e e " o g e e S N e Ry O -
\31 \2\ & }i §1\ .,‘_\}\ CH2CI; seco, ta
o Py

;

. S -~ . o s ~ ry ey v - 5 2
3—% e R e O e o L e e 8
S R LW N o 2% i \ﬁ s % ) i "y LW

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencion tiene la siguiente férmula:

H\)?\ 0 i O 0 H
PP ~ H/\\/ {H/\)\NA\/ \/\0/\\/ }Tr ‘NH__—_\
O

H vO
(ppNH-C-enlazador-1V-amida),

en donde pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc; e Y esde 1 a 12.

ppNH-C1-enlazador-IV-amida tiene la formula (1) en donde X es pp-NH-; pp es un grupo protector que es Boc o
Fmoc, nes 1, P es -C(O)NH-, R es -CH2CH20-, Q es -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]y, mes 3 e Yesde 1 a
12. Mas preferentemente, Y es un nimero entero de 2.

En otras realizaciones, m es 1-12. Los enlazadores de ppNH-Ci-enlazador-IV-amida de la presente invencion
pueden prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion.
Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente
esquema.

20
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o] EDC, NHS, EtsN H 9

H OH
’N‘\/J.L‘OH + HZN/‘H‘\/ an B ,N-._)L-N/‘\__.JDH
CHCI: seco, ta G H

Boc

HaM /H/Ox/""“\oﬂ/o""

o
ONOH
OH

DCC, DMAP, EtsN

O (8]
EO‘:'H\/[L“Q"H‘M/O‘TI/*\-\)L‘DH
o

EDC, NHS, EtsN

CHzCI; seco, ta CH:Cl; seco, ta
0 O . . .
H I cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN
BOC’N'“‘-/ N/WO NMDV%O/WoH o
H o H CHaCl, seco
H j ﬁ NHz-NH.
Boc N~ \NA._H,O‘“/NH_ .N.nk/ok,nxo,ﬂ/o\n,ox e
L o b o |l CHCl2 seco, ta
NO=
H 5 < i
Boc_.N\/Jltmfvﬂkn/-,x)l\ﬁﬂ/okuﬂofwokrN_NHz
O O

En algunas realizaciones, el enlazador de la invencidn tiene la siguiente férmula:

0 e}
B / -

O YO
(ppNH-C;-enlazador-IV-C(0O)0O-),

en donde pp es un grupo protector que es Boc o Fmoc; e Y esde 1 a 12.

ppNH-C+-enlazador-IV-C(O)O- tiene la férmula (I) en donde X es pp-NH-; pp es un grupo protector (tal como Boc o
Fmoc), nes 1, P es -C(O)O-, R es -CH2CH20-, Q es -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]y, mes 3eYesde 1 a
12. Mas preferentemente, Y es un nimero entero de 2.

En otras realizaciones, m es 1-12. Los enlazadores de ppNH-Ci-enlazador-IV-C(O)O- de la presente invencion
pueden prepararse usando métodos conocidos por los expertos en la materia a la vista de la presente divulgacion.
Por ejemplo, los enlazadores preferidos de la invencion pueden prepararse como se muestra en el siguiente
esquema.
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I a0
H _ <. w1 DCC, DMAP, EtsN = ”
d ? + Y u i i i
Esm:“'?“‘*'--"”"‘{:sa HO : &m,h..\_,‘ﬂh_g_. S
CH2Clz seco, ta
O
o T &
MG, To o ’ T T
DCC,DMAP, EtN  —o¢ 7 & e e es EDC, NHS, Et:N
CH2Cl; seco, ta x CH-Cl: seco, ta
j ” P - «“n P cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN
B‘:}f: N ‘C:- e "— g ti N e 23- e .
o ' CH2Cl; seco
w2 &
TR © T NPT TR W . TUrOI . N : e NHz-NH;
Boc Fo 38 o J[ "_\; - i X - ”» “ % I
o o S RS CH2Cl; seco, ta
L3 £ 8]
\‘a't LI . £ e -L ER o, - [ TJ:
T i Vg ._\.\n____ ”J TR = sy "n""N'NH-s
Pe 2 o

En otro aspecto, la invencién proporciona un complejo de nanoparticula metalica, que comprende una nanoparticula
metalica complejada con uno o mas enlazadores de la invencion, opcionalmente complejada con uno o mas PEG.

En una realizacién, la nanoparticula metélica es una nanoparticula de Au, Pd, Pt o Ag.

En una realizacion, el enlazador es igual o diferente. Mas preferentemente, el complejo de nanoparticula metalica
comprende varios enlazadores con diferentes longitudes moleculares. Los enlazadores con diferente longitud
molecular pueden unirse a un agente terapéutico o de diagnéstico diferente dependiendo de la necesidad de una
célula o enfermedad que se vaya a tratar o diagnosticar. El enlazador se une a la nanoparticula metalica a través de
los atomos de azufre del grupo 1,2-ditiolano o del grupo -SH en el enlazador.

En una realizacién, el peso molecular del PEG usado en la invencién varia de 2000 a 20.000 Da; preferentemente,
de 2000 a 5000. También puede usarse PEGilacién, en algunos casos, para reducir la interaccion de carga entre un
enlazador o una nanoparticula y un resto biolégico, por ejemplo, creando una capa hidréfila en la superficie del
enlazador o la nanoparticula, que puede proteger al polimero frente a la interaccion con el resto biolégico. En
algunos casos, la adicion de unidades repetidas de poli(etilenglicol) puede aumentar la semivida en plasma del
conjugado polimérico, por ejemplo, reduciendo la captacion del conjugado polimérico por el sistema fagocitico a la
vez que reduce la eficiencia de transfeccidon/captacion por las células. Los expertos habituales en la materia
conoceran métodos y técnicas para la PEGilacion de un polimero, por ejemplo, usando EDC (clorhidrato de 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) y NHS (N-hidroxisuccinimida) para hacer reaccionar un polimero con un grupo
PEG que termina en una amina, como se analiza en los ejemplos mas adelante, mediante técnicas de
polimerizacion de apertura de anillo (ROMP) o similares.

En otra realizacion, la nanoparticula metalica tiene un tamafio menor de 100 nm, preferentemente, menor de 80 nm.

En alguna realizacion, el complejo de nanoparticula metalica enlaza ademas uno o mas agentes terapéuticos o de
diagndstico iguales o diferentes. Preferentemente, el agente terapéutico es un farmaco antitumoral o un anticuerpo.
Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo dirigido a un antigeno con expresion especifica en la superficie de
células, tales como células tumorales; mas preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo que se dirige, reconoce
y actua contra células tumorales.

En algunas realizaciones, el farmaco antitumoral es un farmaco contra el cancer o un anticuerpo contra el cancer util
en el tratamiento del cancer. Los ejemplos de farmaco contra el cancer incluyen agentes alquilantes, tales como
tiotepa y ciclofosfamida; alquilsulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas, tales como
benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilmelaminas incluyendo altretamina,
trietilenmelamina, trietilenfosforamida, ftrietilentiofosforamida y trimetilolmelamina; acetogeninas (especialmente
bulatacina y bulatacinona); delta-9-tetrahidrocannabinol (dronabinol); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido
betulinico; una camptotecina (incluyendo el analogo sintético de topotecan, CPT-11 (irinotecén), acetilcamptotecina,
escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus andlogos sintéticos,
adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas (en particular,
criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1);
eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrégeno, tales como clorambucilo,
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clornafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de mecloretamina,
melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas, tales como
carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos, tales como los antibiéticos
de enediina (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina gamma Il y calicheamicina omega Il (véase,
por ejemplo, Agnew, Chem. Inti. Ed. Engl.,, 33:183-186(1994)); dinemicina, incluyendo dinemicina A; una
esperamicina; asi como cromdéforo de neocarcinostatina y cromoforos de antibidticos de enediina relacionados con
cromoproteina), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
caminomicina, carcinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina (incluyendo morfolinodoxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina 'y
desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, tales como mitomicina C,
acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorrubicina,
estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; antimetabolitos, tales como
metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico, tales como denopterina, metotrexato, pteropterina,
trimetrexato; analogos de purina, tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina, tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina; andrégenos, tales como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol,
mepitiostano, testolactona; agentes antisuprarrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedor
del acido félico, tal como acido frolinico; aceglatona; glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo;
amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elformitina; acetato de
eliptinio; una epotilona; etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidainina; maitansinoides, tales como
maitansina y ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet;
pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidracida; procarbazina; complejo polisacaridico (JHS Natural Products, Eugene,
Oreg.); razoxano; rizoxina; sizofurano; espirogermanio; acido tenuazonico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina;
tricotecenos (especialmente toxina T-2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabinésido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por ejemplo,
paclitaxel (Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N.J.), formulacién de paclitaxel en nanoparticulas disefiada en
albumina libre de Cremophor (American Pharmaceutical Partners, Schaumberg, 1ll.) y docetaxel (Rhone-Poulenc
Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino
tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopésido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina;
oxaliplatino; leucovorina; vinorelbina; novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inhibidor de
la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides, tales como acido retinoico; capecitabina; sales
farmacéuticamente aceptables, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos
0 mas de los anteriores tales como CHOP, una abreviatura de una terapia combinada de ciclofosfamida,
doxorrubicina, vincristina y prednisolona y FOLFOX, una abreviatura para un régimen de tratamiento con oxaliplatino
combinado con 5-FU y leucovorina.

La cantidad de un farmaco anticancer presente en la nanoparticula puede variar dentro de un amplio intervalo. En
algunas realizaciones, la nanoparticula puede incluir una cantidad del farmaco anticancer en el intervalo del 1 % al
50 % (peso/peso) basandose en la relacion en masa del farmaco anticancer a la nanoparticula. En otras
realizaciones, la nanoparticula puede incluir una cantidad del farmaco anticancer en el intervalo del 5 % al 40 %
(peso/peso) basandose en la relacion en masa del farmaco anticancer a la nanoparticula. En otras realizaciones
mas, la nanoparticula puede incluir una cantidad del farmaco anticancer en el intervalo del 10 % al 30 %
(peso/peso). En otras realizaciones mas, la nanoparticula puede incluir una cantidad del farmaco anticancer en el
intervalo del 1 % al 10 % (peso/peso), del 1 % al 5 % (peso/peso), del 5 % al 10 % (peso/peso), del 10 % al 20 %
(peso/peso), del 15 % al 35 % (peso/peso), del 30 % al 40 % (peso/peso) y similares, basandose en la relacion en
masa del farmaco anticancer a la nanoparticula. En algunas realizaciones, la nanoparticula puede incluir una
cantidad del farmaco anticancer del 20 % (peso/peso) basandose en la relacién en masa del farmaco anticancer a la
nanoparticula. En otras realizaciones, la nanoparticula puede incluir una cantidad del farmaco anticancer del 5 %
(peso/peso), 10 % (peso/peso), 15 % (peso/peso), 25 % (peso/peso), 30 % (peso/peso) y similares basandose en la
relacion en masa del farmaco anticancer a la nanoparticula.

Algunas realizaciones descritas en el presente documento se refieren a una composicién que puede comprender
uno o mas complejos de nanoparticula metdlica que enlazan uno o mas agentes terapéuticos o de diagndstico
iguales o diferentes y un portador farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica facilita la
administracion de un complejo de nanoparticula metalica que enlaza uno o mas agentes terapéuticos o de
diagnostico iguales o diferentes a un organismo. En la técnica existen multiples técnicas de administracion de un
compuesto que incluyen, pero sin limitacion, administracion oral, por inyeccion, en aerosol, parenteral y topica.

Algunas realizaciones descritas en el presente documento se refieren a un sistema de suministro de farmaco, que
comprende uno o mas complejos de nanoparticula metalica que enlazan uno o mas agentes terapéuticos o de
diagndstico iguales o diferentes.

Existen en la técnica multiples técnicas de administracion de un complejo de nanoparticulas metélicas que enlaza
uno o mas agentes terapéuticos o de diagndstico iguales o diferentes que incluyen, pero sin limitacion,
administracion oral, rectal, tépica, en aerosol, en inyeccién y parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares,
subcutaneas, intravenosas, intramedulares, e inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intraperitoneales,
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intranasales e intraoculares.
Ejemplo

Ejemplo 1 Preparacién de enlazador l-amida

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) y el acido lipoico (4,13 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afiadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30 g, 1,0 eq) y trietilamina (6,4 ml,
2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue seguida de
TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento: 4,04 g; 81,0 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivo la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecto en el matraz de reaccidon con una
jeringa y después se anadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 3 veces con DCM. La capa organica se
recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiréd el DCM. El extracto se
purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 51,6 %.

Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadid
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 19,5 %.
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HO NH EDC, NHS, Et:N 0
(\I/VJ\DH - g T ————— N“"™""""0H
CH:Cl: seco, ta H
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0 0 NG
cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN ,JL /@
N~
CH2Cl; seco H
[~

hidrazina 0 i
—oh OAAJ\” A\,ﬂo‘v"ﬁ\o ”-NH:
CH2Clz, 0°C H H
55
Enlazador I-1

Enlazador 1-1 (Enlazador I-amida, m=2). 'H (400 MHz) & 1,23-1,31 (2H, m), 1,40-1,51 (3H, m), 1,57-1,64 (1H, m),
1,78-1,86 (1H, m), 2,05 (2H, t), 2,32-2,39 (1H, m), 3,01-3,18 (4H, m), 3,39 (2H, t), 3,52-3,57 (3H, m), 4,03-4,19 (4H,
m), 7,94 (1H, s), 8,14 (1H, s). 13C (100 MHz) & 25,9, 29,0, 34,8, 36,1, 38,9, 39,5, 40,9, 57,2, 64,7, 69,3, 69,6, 159,5,
174,9 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 374,1171
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CH:Clz, 0°C H “
-5 0]
Enlazador |-2

Enlazador 1-2 (Enlazador l-amida, m=1). "H (300 MHz) & 1,30-1,38 (2H, m), 1,45-1,57 (3H, m), 1,60-1,72 (1 H, m),
1,80-1,92 (1 H, m), 2,06 (2H, s), 2,36-2,46 (1H, m), 3,07-3,24 (4H, m), 3,56-3,65 (1H, m), 3,95 (2H, t), 4,02 (2H, s),

5 7,88 (1H, t), 8,11 (1H, s). 13C (100 MHz) 5 25,6, 28,8, 34,6, 35,9, 38,8, 39,4, 40,7, 56,9, 63,7, 163,8, 174,3 ppm.
Masa de H (m/z): (M+Na) = 330,0894.
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Enlazador I-3

10  Enlazador I-3 (Enlazador I-amida, m=3). "H (300 MHz) & 1,30-1,37 (2H, m), 1,45-1,57 (3H, m), 1,60-1,72 (1H, m),
1,80-1,91 (1H, m), 2,06 (2H, t), 2,35-2,46 (1H, m), 3,07-3,23 (4H, m), 3,39 (2H, t), 3,47-3,65 (7H, m), 4,02 (2H, s),
4,05-4,08 (2H, m), 7,84 (1H, t), 8,18 (1H, s). 13C (100 MHz) & 25,7, 28,9, 34,7, 35,9, 38,8, 39,4, 40,7, 60,0, 64,4,
69,4, 69,6, 70,1, 70,3, 159,2, 174,2 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 418,1466.
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Enlazador I-4

Enlazador 1-4 (Enlazador l-amida, m=4). 'H (300 MHz) & 1,30-1,38 (2H, m), 1,45-1,57 (3H, m), 1,60-1,72 (1H, m),
1,80-1,91 (1H, m), 2,06 (2H, t), 2,36-2,46 (1H, m), 3,07-3,23 (4H, m), 3,39 (2H, t), 3,49-3,65 (11H, m), 4,02 (2H, s),

5 4,05-4,08 (2H, m), 7,83 (1H, t), 8,18 (1H, s). '3C (100 MHz) & 25,7, 28,9, 34,7, 35,9, 38,8, 39,4, 40,7, 56,9, 64,4,
69,4, 69,6, 70,2, 70,3, 70,4, 159,2, 174,1 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 440,1875.
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Enlazador |-5

10  Enlazador 1-5 (Enlazador l-amida, m=5). 'H (300 MHz) & 1,30-1,38 (2H, m), 1,45-1,57 (3H, m), 1,60-1,69 (1H, m),
1,80-1,91 (1H, m), 2,06 (2H, t), 2,36-2,46 (1H, m), 3,07-3,23 (4H, m), 3,39 (2H, t), 3,51-3,62 (19H, m), 4,02 (2H, s),
4,05-4,08 (2H, m), 4,83 (1H, t), 8,18 (1H, s). 13C (100 MHz) & 25,9, 29,0, 34,8, 36,1, 39,0, 39,4, 40,9, 57,2, 64,8,
69,5, 69,7, 70,3, 70,4, 70,5, 159,5, 174,8 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 550,2234

15 Ejemplo 2 Preparacion de enlazador I-C(O)O

Etapa 1. Se disolvieron etilenglicol (1,30 g, 1,05 eq) y acido lipoico (4,13 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afnadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)
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(0,24 g, 0,1 eq) y trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al
menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo
2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4
y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MOH = 9,8:0,2. El producto fue
un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 4,00 g; 80,5 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivo la valvula de tres vias al dispositivo de nitrogeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccidon con una
jeringa y después se anadidé lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddHz20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
pélido. Rendimiento después de la purificacion: 50,6 %.

Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadid
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 18,5 %.

Ejemplo 3 Preparacién de HS-Cz-enlazador-l-amida

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) y el acido 3-(acetiltio)propidnico (2,96 g, 1,0 eq) en 80 mli
de DCM y se afadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30 g, 1,0 eq) y
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 4,10 g; 70,0 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afiadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiréd el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 48,6 %.

Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucién viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivd afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 19,0 %.

Ejemplo 4 Preparacion de HS-Cs-enlazador-l-amida

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) y el acido 6-acetiltiohexanoico (3,81 g, 1,0 eq) en 80 ml
de DCM y se afiadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30 g, 1,0 eq) y
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificéd con la columna usando DCM:MOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 3,85 g; 78,0 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecto en el matraz de reaccidn con una
jeringa y después se afadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivd anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retird el DCM. El extracto
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se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 48,6 %.
Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afiadié
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
5 aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
10 Rendimiento después de la purificacion: 17,0 %.
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2,05 (2H, 1), 2,22 (1H, t), 2,43-2,48 (2H, m), 3,16-3,20 (3H, m), 3,39 (2H, t), 3,48-3,50 (7H, m), 3,56 (2H, m), 4,03-
4,08 (4H, m), 7,84 (1H, m), 8,20 (1H, s); 13C (100 MHz) & 23,7, 24,8, 27,4, 33,1, 35,2, 38,5, 63,4, 68,9, 69,2, 69,6,
69,8, 158,3, 172,2. Masa de H (m/z): (M+Na) = 404,1843

Ejemplo 5 Preparacién de SH-Cs-enlazador-I-C(O)O-

Etapa 1. Se disolvieron etilenglicol (1,30 g, 1,05 eq) y acido 6-acetiltiohexanoico (3,81 g, 1,0 eq) en 80 ml de
DCM vy se afadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) y trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtrd
con MgSOs4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 3,88 g; 79,8 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivo la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecto en el matraz de reaccidon con una
jeringa y después se anadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddHz20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EA:Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 51,6 %.

Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadid
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 19,4 %.

Ejemplo 6 Preparacion de NHz2-C1-enlazador-l-amida

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) y Boc-glicina (3,50 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afnadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30 g, 1,0 eq) y trietilamina (6,4 ml,
2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue seguida de
TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento: 4,10 g; 81,5 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afiadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purifico con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,6 %.

Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucién viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 17,9 %.

Ejemplo 7 Preparacion de NHz2-C1-enlazador-1-C(0)O-

Etapa 1. Se disolvieron el etilenglicol (1,30 g, 1,05 eq) y Boc-glicina (3,50 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
anadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)
(0,24 g, 0,1 eq) y trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al
menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo
2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4
y después se retird el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue
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un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 3,60 g; 78,0 %.

Etapa 2. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecto en el matraz de reaccidn con una
jeringa y después se afnadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivd anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EA: Hex:MeOH = 1:1:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 49,7 %.

Etapa 3. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadié
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivd afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 20,0 %.

Ejemplo 8 Preparacion de enlazador ll-amida

Etapa 1. Se disolvieron la glicina (2,36 g, 1,05 eq) y el acido lipoico (6,19 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afiadieron lentamente EDCHCI (7,47 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (3,45 g, 1,0 eq) y trietilamina (9,6 ml,
2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue seguida de
TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento: 70,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (5,26 g, 1,0 eq) y etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM y se anadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30g, 1,0 eq) vy
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 81,0 %.

Etapa 3. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecto en el matraz de reaccidn con una
jeringa y después se afadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,6 %.

Etapa 4. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadié
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 30,0 %.
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Enlazador II-1

Enlazador 11-1 (Enlazador ll-amida, z=1). "H (400 MHz) & 1,32-1,39 (2H, m), 1,46-1,57 (2H, m), 1,63-1,69 (1H, m),
1,83-1,91 (1H, m), 2,08 (1H, s), 2,13 (2H, t), 2,36-2,46 (1H, m), 3,07-3,19 (2H, m), 3,22-3,28 (2H, m), 3,62-3,65 (3H,
m), 3,95 (3H, t), 7,01 (1H, s), 7,91 (1H, t), 8,01 (1H, t), 8,14 (1H, s). 13C (100 MHz) & 25,2, 28,8, 34,6, 35,4, 38,6,
38,7, 39,5, 42,4, 56,60, 62,85, 135,63, 169,72, 172,83 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 387,1102
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Enlazador lI-2

Enlazador 11-2 (Enlazador ll-amida, z=2). 'H (300 MHz) 5 1,32-1,39 (2H, m), 1,47-1,57 (3H, m), 1,61-1,73 (1H, m),
1,81-1,92 (1 H, m), 2,14 (2H, 1), 2,35-2,46 (2H, m), 3,09-3,21 (3H, m), 3,23-3,31 (3H, m), 3,65-3,71 (4H, m), 3,97 (2H,
t), 7,78 (1H, t), 7,89 (1H, t), 8,12 (2H, ). 13C (100 MHz) 5 25,3, 28,8, 34,6, 35,4, 38,6, 38,7, 39,5, 42,4, 42,6, 56,6,
60,2, 62,8, 169,4, 169,9, 173,1 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 444,1345

32



ES 2797923 T3

0 0
EDC, NHS, Et:N OH

0
HDJLVNHE‘ EDC, NHS, Et,N

0 H 0
N
- H"“\lc.}r- “*/“\DH

DMF, ta
S.d
o 0] 0
HDJK/NHQ. EDC, NHS, EtsN H\)L H
N N"YO
DMF, ta (\(\/\)L HAI Ho &
S.-
A0 \H,, EDC, NHS, EtN ] H\j\ ¥
——— N N ~"™OH
e SRR
5-S 0 0
NQ,
. . . 0 0 0 “
;Iorofor.mlatc_r de p-nitrofenilo, Et:iN H \/lk H .Jl-. ,I:jl,
DMF q/\/\)‘m”\rr N 070
H H
S- D O
LD YN I |
NHo-NH, N o~ N NH2
= = B - ry
DMF, ta (Y\/\)L N Ny ol
5{5 0 0

Enlazador II-3

Enlazador II-3 (Enlazador ll-amida, z=3). 'H (300 MHz) 5 1,23 (1H, s), 1,32-1,40 (2H, m), 1,46-1,57 (4H, m), 1,63-
1,70 (1H, m), 1,80-1,92 (2H, t), 1,96 (1H, s), 2,04 (1H, s), 2,14 (3H, t), 3,07-3,19 (3H, m), 3,58-3,66 (3H, m), 3,72 (3H,
t), 3,96 (1H, t), 4,05 (1H, s), 7,86 (1H, s), 8,10 (3H, s). 13C (100 MHz) 5 25,3, 28,8, 34,6, 35,4, 38,6, 39,5, 39,7, 40,5,
42,4, 42,6, 56,6, 60,2, 62,8, 169,4, 169,6, 170,1, 173,1 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 501,1606



10

15

20

25

ES 2797923 T3

0

0
EDC, NHS, Et;N OH
+ NH, —— N
O+ e SV & QWL Y
Sf
i 0 0
Ho MMz EDC, NHS, EtoN i
NS OH
DMF, ta . Hog

0
M NHz Epc NS, EtN o o9
HO (EDC, NHS, Et; i oH
DMF, ta - WH’Y \”JLL‘I’\]’
5- 0 0
0
HOJJ\,f”Hz, EDC, NHS, Et;N o n\j H\,?L
DMF, ta - Q/\A)Lﬁ/\g’ H”‘g}r OH
S-‘u
O~ NH,, EDC, NHS, Et:N 0 HVJDL HjL
— _ , L~ _OH
DMF. ta (Y\/\)Ll.l/\n’ T N
[ 0 0

cloroformiato de p-nitrofenilo, EtsN 0 H 0 H 0
N - N 0
CEEREC S B AR AE e 8 5
Sr

SIS E PN

NHz-NH; N N ~ O N,

S 'S e B Sl g G
SJ

Enlazador Il-4

NO,

Enlazador Il-4 (Enlazador ll-amida, z=4). 'H (300 MHz) & 1,26 (3H, s), 1,35-1,42 (2H, m), 1,47-1,70 (4H, m), 1,82-
1,94 (2H, m), 2,03-2,20 (8H, m), 2,26-2,33 (2H, m), 3,66-3,81 (7H, m), 3,95-4,01 (1H, m), 7,86-7,94 (1H, m), 8,80-
8,22 (3H, m). '3C (100 MHz) & 25,3, 28,8, 29,4, 31,2, 34,6, 35,4, 38,5, 38,6, 42,4, 42,6, 56,6, 66,0, 125,8, 128,7,
129,4, 169,4, 169,8, 170,0, 173,1 ppm. Masa de H (m/z): (M+Na) = 558,1768

Ejemplo 9 Preparacién de Enlazador 1I-C(O)O-

Etapa 1. Se disolvieron acido glicélico (2,40 g, 1,05 eq) y acido lipoico (6,19 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afnadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,05g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)
(0,37 g, 0,1 eq) y trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al
menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo
2-3 veces con DCM. La capa orgénica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4
y después se retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El producto fue
un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 85 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (5,26 g, 1,0 eq) y etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM y se anadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30g, 1,0 eq) ¥y
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purifico con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 80,5 %.

Etapa 3. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivo la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccidon con una
jeringa y después se anadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevé a cabo en un bafio de
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hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddHz20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
pélido. Rendimiento después de la purificacion: 47,8 %.

Etapa 4. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadid
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 19,3 %.

Ejemplo 10 Preparacion de Enlazador SH-Cs-enlazador-ll-amida

Etapa 1. Se disolvieron el acido 6-acetiltiohexanoico (5,71 g, 1,0 eq) y glicina (2,36 g, 1,05 eq) en 80 ml de DCM
y se afnadieron lentamente EDCHCI (7,47 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (3.45g, 1.0 eq) y trietilamina
(9,6 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevo a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue
seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La
capa organica se recogio, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiro el
DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El producto fue un liquido de color
amarillo palido. Rendimiento: 68,8 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (5,26 g, 1,0 eq) y etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM y se anadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30g, 1,0 eq) vy
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 80,5 %.

Etapa 3. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivo la valvula de tres vias al dispositivo de nitrogeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccidon con una
jeringa y después se afadidé lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddHz20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificéd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 50,6 %.

Etapa 4. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadid
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivd afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 18,3 %.

Ejemplo 11 Preparacion de Enlazador SH-Cs-enlazador-H-C(0O)O-

Etapa 1. Se disolvieron acido 6-acetiltiohexanoico (5,71 g, 1,0 eq) y acido glicdlico (2,40 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM y se afadieron lentamente N,Ndiciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,05 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,37 g, 0,1 eq) v trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevdé a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé anadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtrd
con MgSOs4 y después se retird el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 78 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (5,26 g, 1,0 eq) y etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM y se anadieron lentamente EDCHCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30 g, 1,0 eq) y trietilamina
(6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue
seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La
capa organica se recogio, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiro el
DCM. El extracto se purifico con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de color
amarillo palido. Rendimiento: 80,5 %.

Etapa 3. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
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producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reacciéon con una
jeringa y después se afiadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccidn se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,6 %.

Etapa 4. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucién viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 19,0 %.

Ejemplo 12 Preparacion de enlazador NHz2-C1-enlazador-ll-amida

Etapa 1. Se disolvieron Boc-glicina (5,26 g, 1,0 eq) y glicina (2,36 g, 1,05 eq) en 80 ml de DCM y se afiadieron
lentamente EDC HCI (7,47 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (3,45 g, 1,0 eq) y trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La
reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue seguida de TLC.
Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se
recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se
purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento: 70 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (5,26 g, 1,0 eq) y etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30g, 1,0 eq) y
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 77,8 %.

Etapa 3. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afiadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiréd el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,6 %.

Etapa 4. El producto 2 de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucién viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivd afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 18,8 %.

Ejemplo 13 Preparacion de NH2-C1-enlazador-I1-C(O)O-

Etapa 1. Se disolvieron Boc-glicina (5,26 g, 1,0 eq) y acido glicélico (2,40 g, 1,05 eq) en 80 ml de DCM y se
anadieron lentamente N,N'diciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,059, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)
(0,37 g, 0,1 eq) y trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al
menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo
2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4
y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MOH = 9,5:0,5. El producto fue
un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 82,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (5,26 g, 1,0 eq) y etanolamina (1,28 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afiadieron lentamente EDC HCI (4,98 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (2,30g, 1,0 eq) y
trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 78,5 %.
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Etapa 3. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto 1 de la etapa 1 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyectd en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afnadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivd anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiréd el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,0 %.

Etapa 4. El producto de la etapa 2 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afiadié
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivd afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 19,5 %.

Ejemplo 14 Preparacion de enlazador IV-amida
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Enlazador V-2

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,92 g, 1,05 eq) y el acido lipoico (6,19 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afnadieron lentamente EDCHCI (7,47 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (3,45 g, 1,0 eq) y trietilamina (9,6 ml,
2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue seguida de
TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento: 66,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (4,98 g, 1,0 eq) y acido succinico (2,48 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) vy trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevdé a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtrd
con MgSOs4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 80,7 %.
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Etapa 3. Se disolvieron el producto de la etapa 2 (3,49 g, 1,0 eq) y 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etanol (1,57 g, 1,05
eq) en 80 ml de DCM y se afiadieron lentamente EDC HCI (2,49 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (1,15 g, 1,0
eq) y trietilamina (3,2 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 hy la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se sec6 con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 81,2 %.

Etapa 4. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto de la etapa 3 pesado se disolvio con 10-15 ml de DCM, se inyecté en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 48,6 %.

Etapa 5. El producto de la etapa 4 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvido en 120 ml de DCM y después se anadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucién viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedo retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto (Enlazador 1V-2) fue un sdlido pegajoso de
color amarillo palido. Rendimiento después de la purificacion: 30,0 %. 'H (300 MHz) & 1,30-1,34 (2H, m), 1,47-
1,56 (3H, m), 1,60-1,67 (1H, m), 1,82-1,87 (1 H, m), 2,23 (2H, t), 2,54-2,56 (4H, m), 2,63-2,66 (4H, m), 3,07-3,25
(2H, m), 3,33-3,39 (3H, m), 3,40-3,43 (2H, m), 3,46-3,50 (5H, m), 3,54-3,58 (5H, m), 4,03-4,05 (2H, m), 4,07-4,10
(2H, m), 4,13-4,15 (2H, m) '3C (100 MHz) & 24,5, 24,6, 27,5, 33,7, 34,7, 38,1, 41,0, 55,7, 55,8, 59,6, 59,7, 59,8,
65,7, 65,8, 65,9, 71,5, 71,7, 171,7,171,9, 172,0, 177,1, 177,2, 177,3

Ejemplo 15 Preparaciéon de Enlazador IV-C(O)O-

Etapa 1. Se disolvieron etilenglicol (1,96 g, 1,05 eq) y acido lipoico (6,199, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,04 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)
(0,37 g, 0,1 eq) y trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevdé a cabo a temperatura ambiente durante al
menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo
2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4
y después se retiré el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue
un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 66,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (4,98 g, 1,0 eq) y acido succinico (2,48 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afiadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) y trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afnadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtrd
con MgSOa y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 81,2 %.

Etapa 3. Se disolvieron el producto de la etapa 2 (3,49 g, 1,0 eq) y 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etanol (1,57 g, 1,05
eq) en 80 ml de DCM y se afadieron lentamente EDC HCI (2,49 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (1,15 g, 1,0
eq) y trietilamina (3,2 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 hy la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 80,5 %.

Etapa 4. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto de la etapa 3 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecté en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Tras
completarse la reaccion, la mezcla se inactivd afadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa
organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSOa4 y después se retiré el DCM.
El extracto se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color
amarillo palido. Rendimiento después de la purificacion: 50,3 %.

Etapa 5. El producto de la etapa 4 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retird el DCM. El extracto se purificéd con la
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columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 31,0 %.

Ejemplo 16 Preparaciéon de SH-Cs-enlazador-IV-amida

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,92 g, 1,05 eq) y el acido 6-acetiltiohexanoico (5,71 g, 1,0 eq) en 80 ml
de DCM y se afadieron lentamente EDCHCI (7,47 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (3,459, 1,0 eq) y
trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccién se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 74,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (4,98 g, 1,0 eq) y acido succinico (2,48 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afiadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) v trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtro
con MgSOa y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 80,2 %.

Etapa 3. Se disolvieron el producto de la etapa 2 (3,49 g, 1,0 eq) y 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etanol (1,57 g, 1,05
eq) en 80 ml de DCM y se afadieron lentamente EDC HCI (2,49 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (1,15 g, 1,0
eq) y trietilamina (3,2 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 hy la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 80,0 %.

Etapa 4. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto de la etapa 3 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecté en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afadi6é lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,1 %.

Etapa 5. El producto de la etapa 4 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadio
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se retird el DCM. El extracto se purificé con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 28,0 %.

Ejemplo 17 Preparaciéon de SH-Cs-enlazador-1V-C(O)O-

Etapa 1. Se disolvieron etilenglicol (1,96 g, 1,05 eq) y acido 6-acetiltiohexanoico (5,71 g, 1,0 eq) en 80 ml de
DCM vy se anadieron lentamente N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,04 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,37 g, 0,1 eq) y trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtrd
con MgSOa y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 71,5 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (4,98 g, 1,0 eq) y acido succinico (2,48 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afiadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) v trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afnadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtro
con MgSOa y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 81,4 %.

Etapa 3. Se disolvieron el producto de la etapa 2 (3,49 g, 1,0 eq) y 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etanol (1,57 g, 1,05
eq) en 80 ml de DCM y se afadieron lentamente EDC HCI (2,49 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (1,15 g, 1,0
eq) y trietilamina (3,2 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 hy la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
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retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 78,8 %.

Etapa 4. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivo la valvula de tres vias al dispositivo de nitrdgeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto de la etapa 3 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecté en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se anadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,1 %.

Etapa 5. El producto de la etapa 4 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadioé
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 27,8 %.

Ejemplo 18 Preparaciéon de NHz-C1-enlazador-IV-amida

Etapa 1. Se disolvieron la etanolamina (1,92 g, 1,05 eq) y Boc-glicina (5,26 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
afiadieron lentamente EDCHCI (7,47 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (3,45 g, 1,0 eq) y trietilamina (9,6 ml,
2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 h y la reaccién fue seguida de
TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtré6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo palido.
Rendimiento: 62,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (4,98 g, 1,0 eq) y acido succinico (2,48 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afiadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) v trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé afadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtro
con MgSOa y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 80,4 %.

Etapa 3. Se disolvieron el producto de la etapa 2 (3,49 g, 1,0 eq) y 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etanol (1,57 g, 1,05
eq) en 80 ml de DCM y se afadieron lentamente EDC HCI (2,49 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (1,15 g, 1,0
eq) y trietilamina (3,2 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 hy la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 71,0 %.

Etapa 4. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto de la etapa 3 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecté en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afnadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivd anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retird el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 51,9 %.

Etapa 5. El producto de la etapa 4 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadioé
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 29,0 %.

Ejemplo 19 Preparaciéon de NH2-C1-enlazador-IV-C(O)O-

Etapa 1. Se disolvieron el etilenglicol (1,96 g, 1,05 eq) y Boc-glicina (5,26 g, 1,0 eq) en 80 ml de DCM y se
anadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (8,04 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina (DMAP)
(0,37 g, 0,1 eq) vy trietilamina (9,6 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente durante al
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menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivd afiadiendo ddH20 y se extrajo
2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se secé con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSOa4
y después se retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue
un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 75,0 %.

Etapa 2. Se disolvieron el producto de la etapa 1 (4,98 g, 1,0 eq) y acido succinico (2,48 g, 1,05 eq) en 80 ml de
DCM vy se afiadieron lentamente N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (5,36 g, 1,3 eq), 4-(dimetilamino)piridina
(DMAP) (0,24 g, 0,1 eq) v trietilamina (6,4 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente
durante al menos 5 h y la reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivé anadiendo ddH20
y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogid, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtro
con MgSOa y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. El
producto fue un liquido de color amarillo palido. Rendimiento: 80,5 %.

Etapa 3. Se disolvieron el producto de la etapa 2 (3,49 g, 1,0 eq) y 2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etanol (1,57 g, 1,05
eq) en 80 ml de DCM y se afadieron lentamente EDC HCI (2,49 g, 1,3 eq), hidroxisuccinimida (NHS) (1,15 g, 1,0
eq) y trietilamina (3,2 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente durante al menos 5 hy la
reaccion fue seguida de TLC. Posteriormente, la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con
DCM. La capa organica se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSO4 y después se
retird el DCM. El extracto se purificé con la columna usando DCM:MeOH = 9,8:0,2. El producto fue un liquido de
color amarillo palido. Rendimiento: 81,0 %.

Etapa 4. Se puso el cloroformiato de 4-nitrofenilo (3,35 g, 1,15 eq) en un matraz de dos bocas. Al vacio durante 1
h, se derivé la valvula de tres vias al dispositivo de nitrégeno y se afiadieron 60 ml de DCM con una jeringa. El
producto de la etapa 3 pesado se disolvié con 10-15 ml de DCM, se inyecté en el matraz de reaccién con una
jeringa y después se afadié lentamente trietilamina (4,5 ml, 2,3 eq). La reaccion se llevd a cabo en un bafio de
hielo durante aproximadamente 1 h y después de nuevo a temperatura ambiente durante una noche. Después de
finalizar la reaccion, la mezcla se inactivd anadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica
se recogio, se seco con sulfato de magnesio anhidro, se filtr6 con MgSQO4 y después se retiré el DCM. El extracto
se purificé con la columna usando EtOAc:Hex:MeOH = 1:2:0,2. El producto fue un liquido de color amarillo
palido. Rendimiento después de la purificacion: 50,6 %.

Etapa 5. El producto de la etapa 4 pesado (3,5 g, 1,0 eq) se disolvié en 120 ml de DCM y después se afadioé
lentamente hidrato de hidrazina (6,5 ml, 10,0 eq). La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante
aproximadamente 24 h. El color de la solucion viré de amarillo palido a naranja. Después de finalizar la reaccion,
la mezcla se inactivo afiadiendo ddH20 y se extrajo 2-3 veces con DCM. La capa organica se recogio, se seco
con sulfato de magnesio anhidro, se filtré con MgSO4 y después se retiré el DCM. El extracto se purificd con la
columna usando DCM:MeOH = 9,5:0,5. En esta etapa, el producto quedé retenido en la columna y el MeOH
puede aumentarse al 5 % para eluir el producto final. El producto fue un sélido pegajoso de color amarillo palido.
Rendimiento después de la purificacion: 31,2 %.

Ejemplo 20 Ensayo de citotoxicidad de enlazadores de la invencion

Se examind la citotoxicidad de 9 enlazadores y se calculd el valor de Clso para cada enlazador. Para la prueba de
citotoxicidad se seleccionaron de adenocarcinoma de mama, MCF7, MDA-MB-453 y MDA-MB-231 y las células
epiteliales mamarias humanas H184B5F5/M10. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos y se trataron con
Enlazador 1-1(Enlazador l-amida, m=2), Enlazador 1-2 (Enlazador I-amida, m=1), Enlazador 1-3 (Enlazador l-amida,
m=3), Enlazador 1-4 (Enlazador I-amida, m=4), Enlazador 1-5 (Enlazador l-amida, m=5), Enlazador 11-1 (Enlazador |
I-amida, z=1), Enlazador 1I-2 (Enlazador | l-amida, z=2), Enlazador 1I-3 (Enlazador | I-amida, z=3) y Enlazador II-4
(Enlazador ll-amida, z=4) y se incubaron adicionalmente durante 72 horas a 37 °C. Después de tomar fotos, se
contaron las células usando un hemocitometro. Se comparé la inhibicion del crecimiento con los controles no
tratados para hallar la concentraciéon del enlazador que inhibié el crecimiento en un 50 % (Clso). Se muestra el
resumen de la Clso en la tabla. 1. Los valores de la Clso fueron de 300 a 700 uM en el enlazador 1-1 al enlazador 1-5
y el enlazador 11-1. El valor de Clso del enlazador 1I-2 al 1I-4 es mayor de 800 uM. Estos datos sugieren que la
toxicidad celular es baja para un enlazador para conjugar un farmaco y nanoparticulas de oro para el suministro de
farmacos.

Tabla. 1 Resumen de valores de Clso de citotoxicidad de enlazadores en MCF7, MDA-MB-453 y MDA-MB-231 de
carcinoma de mama y en células epiteliales mamarias humanas H184B5F5/M10 durante 72 horas.

Valor de Clso para la citotoxicidad MCF7 MDA-MB-231 M10 MDA-MB-453
del enlazador (uM)
Enlazador 1-1 692,0 + 51,9 528,9 + 52,1 584,4 + 62,7 298,6 + 23
Enlazador I-2 730 + 36,7 535,6 + 21,6 685,7 + 105,5 432,5 + 96,6
Enlazador I-3 538,2 + 39,6 453,7 + 141,7 555 + 33,5 3329+9,8
Enlazador -4 569,2 + 14,1 575,6 + 81,9 560 + 45,1 342,3+ 11
Enlazador I-5 418,9 £ 23,8 484,3 £ 64,6 569,3 + 54,7 460 + 87,9
Enlazador 11-1 500,8 4743 500,4 > 800
Enlazador II-2 > 800 > 800 > 800 > 800
Enlazador II-3 > 800 428,3 + 116,2 585,3 + 132,2 > 800
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(continuacién)

Valor d((ej Clso para la citotoxicidad MCFE7 MDA-MB-231 M10 MDA-MB-453
el enlazador (UM)
Enlazador 11-4 > 800 > 800 > 800 > 800
Enlazador IV-2 > 800 655,5 > 800 708,4 + 35,3
Enlazador SHI-1 > 800 558,9 + 23,3 > 800 128,3 £ 151
Enlazador SHI-4 > 800 532,7 + 63,9 > 800 129,7 £ 13,4

Ejemplo 21 Preparacion de complejos de nanoparticulas de oro, enlazador y farmaco anticancer y/o
anticuerpo

1. Complejo de Au/lIKI-1/mAb-p24
Preparacion del complejo Au/IKI-1/mAb-p24

Para conjugar el anticuerpo sobre nanoparticulas de oro, se concentré el anticuerpo anti-VIH-1 p24 (VIH-1 p24)
(GeneTex, GTX41595) usando un filtro de centrifugadora de 10 kDa MWCO (Millipore, UFC501024) y se disolvi6 en
tampon de NazHP0O4 100 mM, pH 7,4 a 1 mg/ml. A continuacion, se afadieron 5 pl de NalO4 100 mM en agua a 50 pl
de solucion de anticuerpo y la mezcla se incubd en la oscuridad durante 30 minutos. La reacciéon se inactivd
afadiendo 250 ul de PBS 1 x. En este punto, se oxidaron los restos de carbohidrato de la porcion Fc del anticuerpo
a grupos aldehido. A continuacion, Se afadio enlazador 1-1 (Enlazador I-amida, m=2) a la soluciéon de anticuerpo.
El enlazador tiene grupos hidrazida y ditiol en sitios opuestos de la molécula. El resto de hidrazida interactia con
grupos aldehido de la porcién Fc de las moléculas de anticuerpo modificadas. La mezcla de reaccién se incubé a
temperatura ambiente durante 2 horas y después se recogieron los anticuerpos tiolados usando filtros de
centrifugacion y se resuspendieron en tampén de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4. Se mezclaron cien microlitros de
los anticuerpos tiolados a una concentracion de 0,1 mg/ml con 0,5 ml de nanoparticulas de oro y la suspension se
incubd a temperatura ambiente durante 1 h. Los complejos de anticuerpo-nanoparticulas de oro se almacenaron a
4 °C para su uso posterior.

Caracterizacion del complejo Au/lKI-1/mAb-p24

Se analiz6 la formulacion del complejo Au/IKI-1/mAb-p24 con un espectrofotdmetro de UV-Vis (Beckman, DU 800).
Los espectros de resonancia de plasmon superficial registrados mostraron un desplazamiento al rojo de 2 nm en el
pico de plasmon (Amax) de las particulas de oro conjugadas con anticuerpo (figura 1A). Se midio la fluorescencia roja
de imagenes de anticuerpos secundarios marcados con Alexa Fluor 568 de complejo Au/IKI-1/mAb-p24 usando un
microscopio invertido (Nikon, TE2000-U). Cada nanoparticula de oro mostré fluorescencia roja, lo que sugiere que
cada particula de oro se conjugd con anticuerpos P24 anti-VIH-1 en la superficie (figura 1B). Ademas, se investigo la
afinidad de unién de los anticuerpos P24 anti-VIH-1 a las nanoparticulas de oro. Mediante ELISA, se pudo confirmar
la afinidad de unién de los complejos Au/IKI-1/mAb-p24 a proteinas P24 anti-VIH-1 (figura 1C).

2. Complejo Au/lKI-1 o LK I-5/Ab-EGFR Preparacion del complejo Au/lKI-1 o LKI-5/ Ab-EGFR

Para conjugar el anticuerpo sobre nanoparticulas de oro, se concentro el clon H11 de anti-EGFR humano (Thermo,
MA1-12693) usando un filtro de centrifugacion de 10 kDa de MWCO (Millipore, UFC501024) y se disolvié en tampon
de NazHPO4 100 mM, pH 7,4 a 1 mg/ml. A continuacién, se afiadieron 5 ul de NalOs 100 mM en agua a 50 pl de
solucion de anticuerpo y la mezcla se incub6 en la oscuridad durante 30 minutos. La reaccion se inactivé afadiendo
250 yl de PBS 1 x. En este punto, se oxidaron los restos de carbohidrato de la porcién Fc del anticuerpo a grupos
aldehido. A continuacion, Se afiadié enlazador 1-1 (Enlazador I-amida, m=2) o enlazador 1-5 (Enlazador I-amida,
m=5) a la solucion de anticuerpo. El enlazador tiene grupos hidrazida y ditiol en sitios opuestos de la molécula. El
resto de hidrazida interactia con grupos aldehido de la porcion Fc de las moléculas de anticuerpo modificadas. La
mezcla de reaccion se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas y después se recogieron los anticuerpos
tiolados usando filtros de centrifugacion y se resuspendieron en tampén de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4. Se
mezclaron cien microlitros de los anticuerpos tiolados a una concentracion de 0,1 mg/ml con 0,5ml de
nanoparticulas de oro y la suspension se incub6 a temperatura ambiente durante 1 h. Los complejos de anticuerpo-
nanoparticulas de oro se almacenaron a 4 °C para su uso posterior.

Caracterizacion del complejo Au/lKI-1 o LK I-5/Ab-EGFR

Se analizé la formulacion del complejo de Au/IKI-1/Ab-EGFR o del complejo Au/LK I-5/Ab-EGFR con un
espectrofotometro de UV-Vis (Beckman, DU 800). Los espectros de resonancia de plasmoén superficial registrados
mostraron un desplazamiento al rojo de 2 nm en el pico de plasmén (Amax) de las particulas de oro conjugadas con
anticuerpo (figura 2). Se examinaron dos enlazadores, el enlazador 1-1 (Enlazador I-amida (m=2)) y el enlazador I-
5 (Enlazador I-amida (m=5)), para la conjugacién de anticuerpo para EGFR y nanoparticulas de oro. El analisis por
citometria de flujo del complejo Au/IKI-1/Ab-EGFR y el complejo Au/IKI-5/Ab-EGFR demostré afinidad por las células

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2797923 T3

de adenocarcinoma de mama humano MCF-7. Tanto el complejo Au/IKI-1/Ab-EGFR como el complejo Au/IKI-5/Ab-
EGFR mostraron una capacidad de direccionamiento similar a la del anticuerpo para EGFR (tabla 2). Estos datos
sugieren que el enlazador es adecuado para la conjugacion con anticuerpo y nanoparticulas de oro y mantienen la
afinidad de unién del anticuerpo.

Tabla. 2 Analisis por citometria de flujo del efecto de direccionamiento de Ab-EGFR, el complejo Au/IKI-1/Ab-EGFR y
el complejo Au/IKI-5/Ab-EGFR a EGFR de la superficie de células de tumor mamario MCF-7.

Complejo Au/IKI-1/Ab- Complejo Au/IKI-5/Ab-
Ab-EGFR EGFR EGFR

% de EGFR diana en la
superficie celular (linea 71,5 68 67
celular: MCF-7)

3. Complejo Au/lKI-1/trastuzumab (Tras) Preparacion del complejo Au/lKI-1/Tras

Para conjugar el anticuerpo sobre nanoparticulas de oro, se concentré Tras (JHL Biotech, JHL1188) usando un filtro
de centrifugacion de 10 kDa de MWCO (Millipore, UFC501024) y se disolvié en tampén de NazHP04 100 mM, pH 7,4
a 1 mg/ml. A continuacion, se afiadieron 5 pl de NalO4 100 mM en agua a 50 pl de solucion de anticuerpo vy la
mezcla se incubd en la oscuridad durante 30 minutos. La reaccion se inactivo afiadiendo 250 pl de PBS 1 x. En este
punto, se oxidaron los restos de carbohidrato de la porcién Fc del anticuerpo a grupos aldehido. A continuacién, se
afadio Enlazador 1-1 (Enlazador I-amida (m=2)) a la solucion de anticuerpo. El enlazador tiene grupos hidrazida y
ditiol en sitios opuestos de la molécula. El resto de hidrazida interactia con grupos aldehido de la porcion Fc de las
moléculas de anticuerpo modificadas. La mezcla de reaccién se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas y
después se recogieron los anticuerpos tiolados usando filtros de centrifugacion y se resuspendieron en tampon de
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4. Se mezclaron cien microlitros de los anticuerpos tiolados a una concentracion de
0,1 mg/ml con 0,5 ml de nanoparticulas de oro y la suspensién se incubé a temperatura ambiente durante 1 h. Se
almacend el complejo Au/lKI-1/Tras a 4 °C para su uso posterior.

Caracterizacion del complejo Au/lKI-1/Tras

Se analiz6 la formulacion del complejo Au/IKI-1/Tras con un espectrofotometro de UV-Vis (Beckman, DU 800). Los
espectros de resonancia de plasmén superficial registrados mostraron un desplazamiento al rojo de 8 nm en el pico
de plasmon (Amax) de las particulas de oro conjugadas con anticuerpo (figura 3). Se examiné el complejo Au/IKI-
1/Tras. El analisis por citometria de flujo de Au/IKI-1/Tras demostré afinidad de direccionamiento a células de
adenocarcinoma de mama humano. El complejo Au/IKI-1/Tras mostré una capacidad de direccionamiento similar a
trastuzumab (tabla 3).

Tabla 3. Analisis por citometria de flujo del efecto de direccionamiento de Tras y Au/IKI-1/Tras a Her2/neu en la
superficie de células de tumor mamario MDA-MB-453.

Ab-EGFR Complejo Au/IKI-1/Ab-EGFR
% de Trastuzumab a Her2/neu en la
superficie celular (linea celular: -MB- , ,
rfici lular (I lular: MDA-MB 99,89 99,98
453)

4. Complejo de Au/lKI-1/Etanercept (ETA) Preparacion del complejo Au/IKI-1/ETA

Para conjugar el anticuerpo sobre nanoparticulas de oro, se concentré Etanercept (ETA) (Mycenax biotech, TUNEX)
usando un filtro de centrifugacion de 10 kDa de MWCO (Millipore, UFC501024) y se disolvié en tampon de NazHPO4
100 mM, pH 7,4 a 1 mg/ml. A continuacion, se afadieron 5 pl de NalO4 100 mM en agua a 50 pl de solucién de
anticuerpo y la mezcla se incubd en la oscuridad durante 30 minutos. La reaccion se inactivé afiadiendo 250 pl de
PBS 1x. En este punto, se oxidaron los restos de carbohidrato de la porcidon Fc del anticuerpo a grupos aldehido. A
continuacion, se afiadié enlazador 1-1 a la soluciéon de anticuerpo. El enlazador tiene grupos hidrazida y ditiol en
sitios opuestos de la molécula. El resto de hidrazida interactia con grupos aldehido de la porcion Fc de las
moléculas de anticuerpo modificadas. La mezcla de reaccién se incubd a temperatura ambiente durante 2 horas y
después se recogieron los anticuerpos tiolados usando filtros de centrifugacion y se resuspendieron en tampén de
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4. Se mezclaron cien microlitros de los anticuerpos tiolados a una concentracion de
0,1 mg/ml con 0,5 ml de nanoparticulas de oro y la suspensién se incubé a temperatura ambiente durante 1 h. Se
almacend el complejo Au/IKI-1/ETA a 4 °C para su uso posterior.

Caracterizacion del complejo Au/IKI-1/ETA
Se analiz6 la formulacion del complejo Au/IKI-1/ETA con un espectrofotometro de UV-Vis (Beckman, DU 800). Los
espectros de resonancia de plasmén superficial registrados mostraron un desplazamiento al rojo de 2 nm en el pico

de plasmon (Amax) de Au/IKI-1/ETA (figura 4A). Se mididé la fluorescencia roja de imagenes de anticuerpos
secundarios marcados con Alexa Fluor 568 de complejo Au/IKI-1/ETA usando un microscopio invertido (Nikon,
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TE2000-U). Cada nanoparticula de oro mostré fluorescencia roja, lo que sugiere que cada particula de oro se
conjugé con anticuerpos ETA en la superficie (figura 4B). Se examind adicionalmente el complejo Au/IKI-1/ETA
mediante unién con anticuerpo secundario conjugado con AuNP 1-5 nm. En las imagenes de TEM del complejo
Au/IKI-1/ETA, se observd unién de anticuerpos anti-lgG humana secundarios marcados con oro de 1-5 nm a ETA
ubicado sobre la superficie de AuNP (figura 4C). Se investigé adicionalmente la capacidad de bloqueo de TNFa de
ETA y Au/IKI-1/ETA. Se trataron células MCF-7 (5x10%) con las mezclas de 12,5 ng/ml de TNFa y 62,5, 125, 250,
500 ng/ml ETA o complejo de Au/IKI-1/ETA durante 2 horas, respectivamente. Las células tratadas se incubaron a
37 °C durante 72 horas y después se contaron los numeros de células mediante el ensayo MTS [(3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio)]. Se observé capacidad de bloqueo de TNFa
tanto solo en ETA como en el complejo Au/IKI-1/ETA. Se usaron ETA y el complejo Au/IKI-1/ETA para evaluar su
capacidad de bloqueo de la apoptosis de células MCF-7 inducida por TNFa, Tabla 4. El complejo Au/IKI-1/ETA
mostré una capacidad de bloqueo de TNFa similar en comparacion con ETA

Tabla 4. Capacidad del complejo Au/IKI-1/ETA para bloquear la apoptosis de células MCF-7 inducida por TNFa

TNFa 12,5 ng/ml % de supervivencia celular relativa
Dosis (ng/ml) ETA Complejo Au/IKI-1/ETA
62,5 36,7+1,4 35,6+4,9
125 68,5+2,3 549+ 3,1
250 82,1+6,5 67,2122
500 103,3+0,9 100,9+5,4

5. Complejo Au/lKI-1/Doxorrubicina (Dox) Preparacion del complejo Au/lKI-1/Dox

Se afiadieron 1 eq. de doxorrubicina y 2 eq. de enlazador 1-1 (Enlazador I-amida (m=2)) a MeOH seco y se mezclé a
temperatura ambiente. Se afadié TFA (1,3 eq.) a la mezcla resultante para su reaccion durante una noche. La
mezcla resultante se filtré6 para obtener una solucién transparente. La solucion transparente se afiadié a un matraz
con 50 ml de EtOAc mediante un gotero, se agité durante 20 minutos y se filtré para obtener Dox-Enlazaro-1 soélido.
El sdlido resultante se lavé con EtOAc y después se secd. Se afiadieron 400 ul de Dox/IKI-1 (2000 ppm) y 2 pl de
NaOH a 1 ml de AuNP (50 ppm) y después se mezclé durante 21 horas. La mezcla se centrifugd a 1400 rpm durante
20 minutos. El precipitado resultante se lavé con agua DI y el precipitado resultante se resuspendié en agua DI. Se
afadieron PEG (2K, 2000 Da) a la suspension y se mezclaron durante una noche para obtener el complejo Au/IKI-
1/Dox.

Caracterizacion del complejo Au/IKI-1/Dox

Se analizé el complejo Au/IKI-1/DOX con un espectrofotdmetro de UV-Vis (Beckman, DU 800). Los espectros de
resonancia de plasmon superficial registrados mostraron un desplazamiento al rojo de 3 nm en el pico de plasmon
(Amax) del complejo Au/IKI-1/Dox (figura 5).

Otros enlazadores, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 11-1, 1I-2, 1I-3, II-4, IV-2, SHI-1 y SHI-4, se usaron para conjugar DOX y
nanoparticulas de oro para obtener diversos complejos de acuerdo con el proceso anteriormente mencionado.

Ejemplo 22 Ensayo de citotoxicidad de complejos de Au/enlazadores (LK)/Dox

Se examind la citotoxicidad de complejos Au/lKs/Dox y se calculé el valor de la Clso. Para la prueba de citotoxicidad
se seleccionaron de adenocarcinoma de mama, MCF7, MDA-MB-453 y MDA-MB-231 y las células epiteliales
mamarias humanas H184B5F5/M10. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos y se trataron con
Doxorrubicina 2 yM (Dox), nanoparticulas de oro de 20-50 nm conjugadas con doxorrubicina usando diversos
enlazadores, como se muestra en la tabla a continuacion y rematados con SH-PEG (Au/IK/Dox, contenia
doxorrubicina 2 uM) y se incubaron adicionalmente durante 72 horas a 37 °C. Se adquiri6 el ensayo de proliferacion
celular CellTiter 96® AQueous One Solution (MTS) de Promega (Madison, WI, EE. UU.) y el ensayo se llevo a cabo
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se midi6 la absorbancia a 490 nm usando un lector de microplacas
(Bio-tek, Powerwave X340, Winooski, VT, EE. UU.). La inhibiciéon del crecimiento se compardé con controles no
tratados para hallar la concentracion de complejos Au/IKs/Dox que inhibia el crecimiento en un 50 % (Clso).

Tabla. 5 Resumen del valor de Clso de la citotoxicidad de Au/IKs/Dox en MCF7, MDA-MB-453 y MDA-MB-231 de
adenocarcinoma de mama humano y células epiteliales mamarias humanas H184B5F5/M10 durante 72 horas.

Valor de Clso para la
citotoxicidad de complejos MCF7 MDA-MB-231 MDA-MB-453 M10
(M)
Au/enlazador |-1/Dox 0,54 £ 0,03 0,5 £ 0,082 1,93+0,2 0,49+ 0,0138
Au/enlazador |-2/Dox 0,7 £ 0,0096 0,86 + 0,056 0,7 £0,05 0,46 + 0,058
Au/enlazador |-3/Dox >20 >20 >20 >2.0
Au/enlazador 1-4/Dox >20 >20 >20 >20
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(continuacion)

Valor de Clso para la
citotoxicidad de complejos MCF7 MDA-MB-231 MDA-MB-453 M10
(M)
Au/enlazador I-5/Dox >20 >20 >2.0 >20
Au/enlazador lI-1/Dox 0,65 £ 0,037 0,83 £ 0,027 0,69 £ 0,026 0,56 £ 0,015
Au/enlazador II-2/Dox >20 0,98 + 0,26 >20 0,67 +0,1
Au/enlazador II-3/Dox 0,76 £ 0,03 0,46 £ 0,035 0,85+ 0,319 0,19 £ 0,03
Au/enlazador II-4/Dox > 20 >2.0 1,9+0,12 0,7 +0,137
Au/enlazador 1V-2/Dox 0,77 £ 0,02 0,57 £ 0,048 0,73 £ 0,073 0,49 + 0,031
Au/enlazador SHI-1/Dox 0,82 + 0,09 >20 >20 >20
Au/enlazador SHI-4/Dox 0,75+0,15 >20 >20 >20
Dox 0,41 £ 0,055 0,67 £ 0,088 0,65+ 0,072 0,14 £ 0,034

Los valores de CI50 fueron de 0,46-1,93 uM para el complejo Au/IK/Dox (LKI-1, LKI-2, LKII-1, LKII-3 y LKIV-2) para
las células cancerosas (MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453) similar a la de Dox. Para las células normales, M10, la
toxicidad celular de los complejos es menor que la de Dox. Los datos sugieren que los complejos Au/lKs/Dox son
mas seguros que Dox.

Ejemplo 23 Prueba de liberaciéon de LKI-1 sensible al pH del complejo Au/IKI-1/Dox

Se centrifugd 1 ml de solucién de complejo Au/IKI-1/Dox a 14000 rpm durante 20 minutos. Se desechd el
sobrenadante y se afadié un tampdn con pH 5,5 o un tampén con pH 7,4. Después de diferentes puntos de tiempo,
se centrifugo la solucion de complejo a 14000 rpm durante 20 minutos y después se recogio el sobrenadante para
escanear la fluorescencia a 557.6 nm (espectrofotémetro F-4500 FL) para obtener los valores de DO. Las
cantidades de Dox liberadas por el complejo pueden obtenerse mediante interpolaciéon con una curva patrén de Dox
(X horas de cantidad liberada de Dox).

Se centrifugé 1 ml de solucién de complejo Au/IKI-1/Dox a 14000 rpm durante 20 minutos. Se desechd el
sobrenadante y se afiadié un tampoén con pH 1,0. Después de una hora, se centrifugd la solucion de complejo a
14000 rpm durante 20 minutos y después se recogié el sobrenadante para escanear la fluorescencia a 557.6 nm
(espectrofotometro F-4500 FL) para obtener los valores de DO. Puede obtenerse la liberacion al 100 % de Dox
mediante interpolacion con una curva patron de Dox (pH = 1, incubaciéon 1 h, cantidad liberada de Dox). El
porcentaje de liberacion acumulativo de Dox se calcula de acuerdo con la siguiente formula.

* ® % de liberacién acumulativo de Dox - (cantidad de liberacion de Dox a las X horas/cantidad liberada de dox con
incubacién de 1 h a pH=1)* 100 %

Tabla 6 Prueba de liberacion de LKI-1 sensible al pH del complejo Au/IKI-1/Dox

Tiempo de Liberacion de Dox de Au/IKI-1/Dox, (%)
incubacioén (h) pH=5,5 pH=7,4
1 23,40 6,12
3 27,87 7,30
5 27,80 7,39
7 32,11 7,54
12 37,16 7,51
24 46,01 7,91
48 55,39 8,96
72 70,45 8,88

Los datos muestran que LKI-1 podia liberar mas Dox a pH 5,5 que a pH 7,4. En Au/IKI-1/Dox, se liberé mas cantidad
de Dox de manera dependiente del tiempo.

Ejemplo 24 Diseio de estudio de eficacia

Se adquirieron ratones BALB/c-nu/nu de BioLASCO Taiwan. Se inyectd unilateralmente a ratones macho de ocho
semanas de edad 1,0X107 células de tumor de mama MDA-MB-231 en 200 pl de Matrigel/solucion de Leibovitz
50:50 (L-15) en el dorso mediante inyeccién subcutanea. (l) Vehiculo-PBS (control negativo), (2) Doxorrubicina
(control positivo), 5 mg/kg, (3) Au/PEG, (4) Complejo Au/lKI-1/Dox , 5 mg/kg de Dox. Se continud con el tratamiento
hasta que los sintomas clinicos indicaron que se necesitaba sacrificar. Se pesé a los ratones un minimo de dos
veces a la semana y se monitorizé el tamafo tumoral hasta que los sintomas clinicos indicaron que se necesitaba
sacrificar (véase la figura 6A, 6B). Imagenes de TEM de células de tumor mamario MDA-MB-231 tratadas con
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complejo Au/IKI-1/Dox en el modelo de xenoinjerto. Las flechas en la figura muestran que el complejo Au/IKI-1/Dox
existe dentro de las células de tumor mamario MDA-MB-231, (véase la figura 6C) tincion de H&E de células
tumorales MDA-MB-231 tratadas con complejo Au/IKI-1/Dox en el modelo de xenoinjerto, (véase la figura 6D)
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REIVINDICACIONES

1. Un enlazador sensible al pH que tiene la siguiente formula (1),

N,
\Lr NH,

(H

X —(CH)n—p—Q

en donde

Xes

-SH, -NH2, Boc-NH-, Fmoc-NH-, -COOH,;
nesde1a6;

P es -C(O)NH- o -C(0)O-;

Q es -R(CH2CH20)m-, R(-C(O)NH-)z o -R[-C(O)CH2CH2-C(O)NH-(CH2CH20)m]Y;
R es un enlace, -alquilo C1-12 0 alcoxi C1-10;

mesde1a12;

zesde1a4;y

Yesde1a12.

2. El enlazador sensible al pH de la reivindicacion 1, que tiene una férmula seleccionada entre:

O

H
(\{\/\)-LO’{’\/O%TI/N ~ NH,
O

s-S (Enlazador I-C(O)O; Enlazador I1I)

endonde mesde 1a12;

(SH-Cz-enlazador I),

(SH-Cs-enlazador-I-amida),

endonde mesde 1a12;
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HS\N\/ﬁ’\ O H
o’f\’ }’E “NH,

(SH-Cs-enlazador-1-C(O)O-;HS-Cs-enlazador-III),

endonde mesde 1a12;

0 H

\)I\N%\/Oh(N"NHz
H o

(ppNH-C,-enlazador-I-amida),

H
N
PP

5
en donde pp es Boco Fmocymesde 1a 12;
O
H H
N O] _N.
(ppNH-C;-enlazador-1-C(O)O-; NH»-Ci-enlazador-111-C(O)O-),
10
en donde pp es Boco Fmocy mesde 1a12;
O H O
5-S O H
(Enlazador 1I-C(O)0O-),
15 endondezesde1a4;
O O
HS o~ A~ N A NH
N{\[r ,}./\ N2
H o - H

(SH-Cs-enlazador-1I-amida),

endonde zesde 1a4;
20

0 H j)L
NN N NH,
HS O,(r-\gN}i/\o n NH,

(SH-Cs-enlazador-11-C(0)0O-),

endonde zesde 1a4;
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H Q H j)\
pp/N\)Lﬁf\H’N};/\O H.NHQ
9 (ppNH-C,-enlazador-I1-amida),

en donde pp es Boc o Fmoc y
zesde 1 a4,

H 9 H j’\
PP,N\)LOA{\I(N}/\O N’NHZ
o) y 4 H

en donde pp es Boc o Fmoc y
zesde 1 a4,

@] O
H
(W\)\O/\‘/OWN/\/O\/\O/\V’O)‘“/N‘NHZ
s- 0 o YO

(Enlazador IV-C(0)0O-),

(ppNH-C;-enlazador-11-C(0)0O-),

10

endonde Yesde1a12;

0 O
H
HS\/\/\)J\ NNOWO/\/OV/\O/\/O}Tr N “NH,
" 0 YO

15 (SH-Cs-enlazador-1V-amida),

endonde Y esde 1a12;

(SH-Cs-enlazador-1V-C(0O)0O-),

20
endonde Yesde1a12;

o)

h 0 " O

(ppNH-C,-enlazador-1V-amida),
25 endondeppesBocoFmoceYesde1a1i2;0
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O O
H H

o H YO

(ppNH-C,-enlazador-1V-C(0)0O-),

en donde ppes Boco Fmoce Y esde 1a12.

3. El enlazador sensible al pH de la reivindicacion 1, que tiene la siguiente formula:

O

H
(\,/V\)\N%\/OMN‘NHE
= o

s-S (Enlazador I-amida),

endonde mesde 1a12.

4. El enlazador sensible al pH de la reivindicacion 1, que tiene la siguiente formula:

O H O
(\Y/\/\)‘\NWN;/\OJL N—NH.?
S H' 5 ¢ H

S--

(Enlazador Il-amida).

endonde zesde 1a4.

5. El enlazador sensible al pH de la reivindicacion 1, que tiene la siguiente formula:

(@] O H
0] (9] O N.
(Y\/\)LH/\V (\H/\)LH/\\/ \/\O/\\/ }\n/ NH,
S-S @] YO

(Enlazador [V-amida),

endonde Yesde 1a12.

6. Un complejo de nanoparticula metalica, que comprende una nanoparticula metalica complejada con uno o mas
enlazadores de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, opcionalmente complejada con uno o mas PEG.

7. El complejo de nanoparticula metalica de la reivindicacién 6, en donde: (a) la nanoparticula metdlica es una
nanoparticula de Au, nanoparticula de Pd, nanoparticula de Pt o nanoparticula de Ag; y/o (b) los uno o mas
enlazadores son iguales o diferentes; y/o (c) el complejo de nanoparticula metalica comprende varios enlazadores
con diferentes longitudes moleculares; y/o (d) el peso molecular del PEG usado en la invencién varia de 2000 a
20.000 Da; y/o (e) en donde la nanoparticula metalica tiene un tamafio menor de 80 nm.

8. El complejo de nanoparticula metélica de la reivindicacion 6, en donde el complejo de nanoparticula metalica
enlaza ademas uno o mas agentes terapéuticos o de diagnoéstico iguales o diferentes.

9. El complejo de nanoparticula metalica de la reivindicacion 8, en donde el agente terapéutico es un farmaco

antitumoral o un anticuerpo; preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo dirigido a una célula especifica, tal
como una célula tumoral o un anticuerpo antitumoral.

50



10

15

ES 2797923 T3

10. El complejo de nanoparticula metalica de la reivindicacion 9, en donde el farmaco antitumoral es un farmaco
anticancer y, opcionalmente, en donde: (a) el farmaco anticancer es un agente alquilante, un sulfonato de alquilo,
una aziridina, un analogo de purina, un analogo de pirimidina, camptotecina o doxorrubicina, cisplatino; y/o (b) la
cantidad del agente anticancer representa de un 1 % a un 50 % (peso/peso) del complejo de nanoparticula metalica.

11. Una composiciéon farmacéutica, que comprende uno o mas complejos de nanoparticula metalica que enlazan
uno 0 mas agentes terapéuticos o de diagnéstico iguales o diferentes y un portador farmacéuticamente aceptable.

12. El complejo de nanoparticula metalica de la reivindicacion 8 para su uso como medicamento.

13. Un método para suministrar un agente de diagnéstico a un sujeto, que comprende administrar el complejo de
nanoparticula metalica de la reivindicacién 8 al sujeto.

14. Un sistema de suministro de farmaco, que comprende uno o mas complejos de nanoparticula metalica de

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que se unen a uno o mas agentes terapéuticos o de diagndstico iguales o
diferentes.
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