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DESCRIPCION
Conjugados peptidicos de SN38 utiles en el tratamiento del cancer

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente europea EP20382854.6 presentada el 28 de septiembre
de 2020.

Campo técnico

La presente invencién se refiere al campo de los sistemas de administracién de SN38, que es un farmaco contra el
céancer y sus indicaciones terapéuticas.

Antecedentes de la técnica

El cancer es una enfermedad heterogénea caracterizada por la acumulacién de células tumorales, que puede causar
la muerte tanto de animales como de seres humanos. También es una de las principales causas de muerte por
enfermedad entre nifios y adolescentes. Aunque en las Ultimas cinco décadas se han logrado avances sustanciales
en el tratamiento de varios tipos de cancer, en particular, canceres infantiles, los avances contra otros tipos han sido
limitados. La incidencia anual de tumores en nifios oscila entre 100-160 casos por millén. El riesgo anual es de 1 de
cada 500 nifios menores de 15 afios. Esta incidencia es ligeramente inferior en los paises industrializados. Los tumores
cerebrales y medulares representan el 25 % de todas las neoplasias (40-50 % de todos los tumores sdélidos
pediatricos). A pesar de los progresos, los datos de supervivencia de estos pacientes siguen siendo escasos, en torno
al 55 %. Esto contrasta con los sustanciales aumentos de supervivencia observados en los Ultimos afios en otros tipos
de pacientes, tales como los afectados por leucemia o tumores extracraneales.

Los métodos convencionales de tratamiento del cancer incluyen tratamientos quirdrgicos, la administracién de agentes
quimioterapéuticos, y recientemente la terapia basada en la respuesta inmunitaria que implica la administracién de un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que puede conjugarse con una fraccién terapéutica. No obstante, hasta la fecha,
estos tratamientos han tenido un éxito limitado. La camptotecina, una de las cuatro grandes clasificaciones
estructurales de los compuestos anticancerigenos de origen vegetal, es un alcaloide citotéxico que consiste en una
estructura de anillo pentaciclico que contiene un resto de pirrol (3, 4 B) quinoleina, una forma de lactona configurada
en S, y una forma de carboxilato. El irinotecén se fabrica a partir de la camptotecina natural que se encuentra en el
arbol ornamental chino Camptotheca acuminata. Varios tipos de céncer han sido tratados en algin momento con
irinotecan, entre ellos el glioblastoma multiforme (GBM) en el caso de los adultos, y el glioma pontino intrinseco difuso
(DIPG), glioblastoma pediatrico (pGBM), neuroblastoma, rabdomiosarcoma, sarcoma de Ewing y retinoblastoma en el
caso de los nifios.

Los gliomas son un grupo de tumores que se originan en las células gliales del cerebro o la médula espinal,
comprenden alrededor del 30 por ciento de todos los tumores cerebrales y del sistema nervioso central, y el 80 por
ciento de todos los tumores cerebrales malignos. Frecuentemente, el tratamiento de los gliomas cerebrales es un
enfoque combinado, usando cirugia, radioterapia o quimioterapia. El DIPG afecta principalmente a los nifios,
normalmente entre los 5 y los 7 afios. Desafortunadamente, esta es la mayoria de los tumores de tronco cerebral, que
comprende un 60-70 %, y es la de peor pronéstico de todas.

Ningun tratamiento ha demostrado ser eficaz y la supervivencia media es de 9 meses. La radiacién y la administracion
de esteroides es lo Unico que tiene un efecto paliativo y que aumenta muy discretamente la supervivencia. Hasta
ahora, no existe una quimioterapia Gtil y se han probado multiples ensayos clinicos, sin resultados favorables. Los
glioblastomas pediétricos son otro grupo de tumores que comprende un tercio de los tumores hemisféricos. Tiene una
incidencia méaxima a los 8 y 12 afios. Los glioblastomas también afectan a pacientes adultos, alrededor de 2-3 casos
por 100.000 habitantes.

El sarcoma de Ewing es la segunda causa de tumor éseo maligno en nifios y adolescentes. La incidencia anual es de
0,6 por millébn de habitantes. Es poco frecuente antes de los 5 afios y el pico de incidencia se sitia entre los 10 y los
15 afios, afectando mas a los nifios que a las nifias, pero esta relacién en el sexo varia segun el rango de edad. Los
puntos de inicio mas frecuentes son los huesos de la pelvis (cadera), la pared toracica (como las costillas o los
oméplatos), o en medio de los huesos de las piernas. El sarcoma de Ewing también puede presentarse como una
lesién extraesquelética en ausencia de lesién 6sea. En esta variante, existe un alto riesgo de diseminacién linfatica y
el tratamiento suele ser similar al del rabdomiosarcoma.

Los sarcomas de tejidos blandos se dividen en rabdomiosarcoma y no rabdomiosarcoma. El rabdomiosarcoma
representa el 50 % de todos los sarcomas de tejidos blandos en nifios. Es el tercer tumor sélido extracraneal en
frecuencia, después del neuroblastoma y el tumor de Wilms. El pico de edad es bimodal, con un primer pico entre los
2 y los 5 afios, y un segundo pico en la adolescencia, entre 15 y 19 afios. Mientras que los sarcomas en adultos se
producen sobre todo en las extremidades, en los nifios pueden originarse en cualquier parte del cuerpo, tanto en el
musculo esquelético como en los tejidos blandos. La zona mas afectada en los nifios es la cabeza y el cuello y el tracto
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urogenital. Las extremidades se ven afectadas en el 20 % de los pacientes. La supervivencia global es escasa, excepto
si el tumor se encuentra en lugares donde puede resecarse completamente, que a veces requiere la amputacién de
miembros o el vaciado. La supervivencia varia entre el 7 y el 70 %, dependiendo de la ubicacion.

El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal méas frecuente de la infancia. Debido a su origen embrionario, los
neuroblastomas pueden encontrarse practicamente en cualquier parte del sistema nervioso simpatico, pero la
localizacién més frecuente de la enfermedad locorregional es en la glandula suprarrenal (44 %). Los nifios de entre
1,5y 6 afios en el momento del diagnéstico alin pueden curarse con tratamientos convencionales, pero su probabilidad
de supervivencia disminuye cuando se les diagnostica enfermedad metastasica (neuroblastoma en estadio 4).
Aproximadamente un 50 % de los pacientes recién diagnosticados ya presentan metastasis 6seas (60 %), médula
6sea (50 %), ganglios linfaticos (42 %) y/o higado (15 %) y necesitan tratamiento quimioterapico intensivo, cirugia y
radioterapia, pero su supervivencia sigue siendo escasa y se han logrado pocos avances en las Ultimas décadas.

Finalmente, el retinoblastoma es la causa mas frecuente de tumor ocular en nifios, con una incidencia mundial de 1
por cada 20.000 nacidos vivos. Suele producirse en los 2 primeros afios de vida. Del 30-40 % son bilaterales, en estos
casos siempre hay antecedentes familiares positivos. De los unilaterales, el 10 % presenta una mutacién germinal del
gen Rb, localizado en el cromosoma 13. Si se detecta a tiempo, tienen una tasa de supervivencia del 95 %. En ciertas
partes del mundo, cuando el diagnéstico es tardio, la supervivencia se reduce drasticamente, a menos del 20 %. El
tratamiento depende del control tumoral alcanzado. Cuando la regresion tumoral no se controla con quimioterapia y
braquiterapia, se recomienda la enucleacién. Incluso si se realiza la enucleacién, en algunos casos hay invasion
tumoral del nervio éptico, lo que obligara a un tratamiento extra de quimioterapia.

La eficacia del irinotecdn ha demostrado estar limitada por su activacién hepatica, que da lugar a una baja tasa de
conversion, alta variabilidad entre pacientes, y toxicidad gastrointestinal limitante de la dosis.

ElI SN38 es el metabolito activo del irinotecan y se forma a través de la hidrélisis del irinotecén por las carboxilesterasas
hepaticas y se metaboliza a través de la glucuronidacién por el UGT1A1. Su férmula es la siguiente

HO O

Desde su descubrimiento ha atraido la atencién de todos los cientificos por su potente efecto antineoplasico. El SN38
tiene 1000 veces mas actividad que el propio irinotecan y podria utilizarse para tratar el mismo tipo de cancer que
este. Los ensayos de citotoxicidad in vitro muestran que la potencia del SN38 en relacién con el irinotecan varia de 2
a 2.000 veces. Aun asi, el SN38 también tiene importantes limitaciones a nivel quimico, farmacolégico y téxico. A nivel
quimico, a diferencia del irinotecan que es soluble en agua, el SN38 es practicamente insoluble en agua y en la mayoria
de disolventes y aceites, por lo que es inviable administrar SN38 a los pacientes. Se han probado muchos disolventes
y s6lo es posible solubilizar el SN38 al 0,5 %, con dimetilsulféxido, acido férmico y Transcutol® HP, asi como con
NaOH 0,1 M, pero el pH basico de esta solucién acuosa de NaOH 0,1 M inactiva el SN38. El alto caracter lipofilico y
su inestabilidad en soluciones acuosas del farmaco, hace necesaria su administracién con un disolvente aprético polar,
con todos los inconvenientes que ello conlleva. Adicionalmente, un segundo problema es la presencia de un anillo
terminal de lactona, que lo hace inestable en soluciones acuosas, produciendo una hidrélisis no enzimética y
dependiente del pH para formar un anillo hidrocarboxilico, que no es potente en la inhibicién de la topoisomerasa. Por
tanto, a pH neutro o basico, la balanza se inclina hacia las especies menos activas, mientras que a pH mas acido se
favorece la formacién de lactona, con mayor poder inhibitorio. El farmaco también contiene un carbono asimétrico en
la posicién 20, siendo la forma S la configuracién farmacolégicamente activa.

Dadas las caracteristicas desfavorables del farmaco, varias investigaciones han conducido a formulaciones de SN38
como profarmaco, para resolver el problema de la insolubilidad y aprovechar asi el potente mecanismo de accidén. Se
han aplicado varias estrategias de conjugacion al SN38 para liberar el farmaco en lugar de utilizar el profarmaco.

Algunos de ellos se basan en una liberacion lenta de SN38 a partir de un conjugado soluble, por ejemplo, el documento
US8299089B2 propone la conjugacién con poli(etilenglicol) a PEG multi-armados para mejorar la solubilidad y que
libera el SN38 debido a la hidrélisis del éster. No obstante, estos conjugados deben administrarse a niveles elevados
para ser eficaces.
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El documento W02015/051307A1 divulga algunos conjugados que liberan SN38 de un polietilenglicol a través de un
mecanismo de B-eliminacién a tasas lentas para permitir regimenes de exposicién a dosis bajas y a largo plazo.

F. Koizumi et al en "Novel SN38-incorporating polymeric micelles, NKO12, eradicate vascular endothelial growth factor-
secreting bulky tumors", Cancer Res 2006, vol. 66(20) pp. 10048-56 divulga un copolimero en bloque de
poli(etilenglicol)-poli(acido glutamico) conjugado quimicamente con SN38 a partir de nanoparticulas (NPs)
autoensambladas que superé al irinotecan en estudios preclinicos,

Otras estrategias de conjugacion se basan, por ejemplo, en el uso de conjugados peptidicos para evitar la activacién
hepéatica y reducir la toxicidad gastrointestinal y la variabilidad entre pacientes en comparacién con el irinotecan.

Por tanto, F Meyer-Losic et al en "DTS-108, A novel Peptidic prodrug of SN38: /n vivo Efficacy and Toxicokinetic
Studies”, Clinical Cancer Research 2008, vol.14, niUmero 7, pags. 2145-2153, propone conjugar SN38 con un péptido
catiénico (Vectocell) a través de un enlazador escindible por esterasas para administrar niveles significativamente mas
altos de SN38 que el irinotecan, sin la toxicidad asociada del irinotecan, dando lugar a una mayor ventana terapéutica
para el DTS-108 en modelos preclinicos.

El documento WO2007/113687A2 divulga la preparacidén de conjugados peptidicos penetrantes en células de
camptotecina mediante un enlazador, mediante un enlace tioéter, tal como el conjugado DPV1047-MIC-SN38 (DPV-
1047 es el péptido VKRGLKLRHVRPRVTRMDYV; MIC es residuo de acido 6-maleimidohexanoico; SN38 es 7-etil-10-
hidroxicamptotecina) que ha demostrado tener una actividad antitumoral significativa contra la linea celular humana
HCT-116.

Finalmente, el documento WO2018/064683A1 divulga la sintesis de un agente antitumoral de direccionamiento
vascular tumoral, IF7-SN38, en donde el agente antitumoral comprende un péptido de unién a anexina-1 con la
secuencia IFLLWQR (IF7) conjugado con un farmaco anticanceroso (SN38) a través del enlazador acido 4-{4-[(N-
maleimidometil)cicloheanocarboxamido]metil}ciclohexano-1-carbilico. Este compuesto se dirige a los tumores
cerebrales y supera las barreras hematoencefélicas mediante un mecanismo de transcitosis pasiva.

Nonaka, M., Suzuki-Anekoji, M., Nakayama, J. et al. Overcoming the blood-brain barrier by Annexin A1-binding peptide
to target brain tumours. Br J Cancer 123, 1633-1643 (2020) describe que IF7C(RR)-SN38 atraviesa la barrera
hematoencefalica y suprime el crecimiento de tumores cerebrales en modelos de raton.

El documento WO 2015/001015 describe péptidos transportados activamente y resistentes a proteasas como
lanzaderas de la BHE y construcciones de lanzadera de carga.

A pesar de los esfuerzos para proporcionar conjugados de SN38 que permitan la adecuada administracion y
biodisponibilidad de SN38 para el tratamiento del cancer, sigue existiendo una necesidad médica insatisfecha
encontrar sistemas mejorados para administrar eficazmente el SN38.

Resumen de la invencién

Los inventores han desarrollado un conjugado de SN38 con un grupo especifico de péptidos, que se unen al SN38
mediante un tipo especifico de enlazador, y que mantiene una actividad antitumoral contra varias lineas celulares de
canceres cerebrales y extracraneales, similar al SN38. Los conjugados del SN38 presentan alta solubilidad en agua y
a diferencia del SN38 que es practicamente insoluble, podria administrarse a los pacientes debido a dicha solubilidad.

La actividad de los nuevos conjugados de SN38 es muy superior a la del irinotecan in vitro. Ventajosamente, presentan
una buena estabilidad en el suero humano in vitro.

Los péptidos que forman parte del conjugado son conocidos y se describieron previamente en el documento
WO2015/001015A1. Este documento divulga que estos péptidos tienen la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE) y que tienen la capacidad de transportar cargas que no pueden atravesar la BHE por si
mismas, en particular grandes cargas como proteinas y anticuerpos. Utilizan un mecanismo de transporte activo para
atravesar la BHE. B. Qiler et al., en "MiniAp-4: A Venom-Inspired Peptidomimetic for Brain Delivery", Angew Chem Int
Ed 2016, vol.55, pags.572-575 se centraron en el péptido DapKAPETALD vy divulgaron que es resistente a las
proteasas y capaz de transportar eficazmente diversas cargas a través de la barrera hematoencefalica en un modelo
basado en células humanas y también in vivo.

Los inventores han encontrado que para el caso de SN38 se obtienen buenos resultados de actividad antitumoral
mediante su conjugacion con ciertos péptidos de los divulgados en el documento WO2015/001015A1 y enlazadores
de cierto tamafio que son mayores que los enlazadores divulgados en el mencionado documento. Estos conjugados
son ventajosos respecto a otros conjugados porque permiten mantener una actividad antitumoral similar al SN38 y
hasta 100 veces superior a la actividad in vitro del irinotecan.

4



10

15

20

25

ES 3010582 T3

Los datos comparativos proporcionados en la seccién experimental muestran que, cuando el SN38 se conjuga a través
del mismo enlazador con otro péptido (THRre) se pierde parte/toda la actividad antitumoral (Ejemplo 7 de la invencién
y Ejemplo comparativo 1) y los resultados son aln peores si ademas se utiliza un enlazador diferente al de la invencién
(Ejemplo comparativo 2).

Por tanto, un aspecto de la presente invencién se refiere a un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo,

(2)-(L)-P-(W)s(Y) (1)
en donde:
Z es un radical del principio activo farmacéutico SN38 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el

principio activo farmacéutico SN38 tiene la férmula (I1), y en donde Z esta unido a un enlazador L independientemente
por sélo uno de los dos grupos hidroxilo (a) o (b) del principio activo farmacéutico;

(1)

L es un enlazador que es un birradical compuesto de 2 a 8 birradicales L' y tiene la formula: -L'a-(L'p)n-L'c;

Ly’ es un birradical seleccionado entre el grupo que consiste en: -C(=0)-(CH»)-C(=0)-; -C(=O)~(CHa)r-NH-; -C(=0)-
(CH2)i-S-; -C(=O)-(CH2)r-O-; -C(=0O)-NH-(CH2)-C(=0O)-; -C(=0O)-NH-(CH2)-NH-; -C(=0)-NH-(CH2)-S-; -C(=0)-NH-
(CH2)-O-; {(CH2)-C(=0)-; -(CH2)-NH-; ~(CH2)-S=; ~(CHa)rO-, -Si(R1)(Ra)HCH2)NH- -Si(R1)(R2HCH2)rC(=O)-; -
Si(R1)(R2)-(CH2)/O-; -Si(R1)(R2)-(CH2)i-S-; -SO2-(CH2)r-NH-; -SO2-(CH2)r-C(=0)-; -SO2-(CH2),0-;-SO2-(CH2)i-S-; -
P(=0)(OR1)-O-(CH)r-NH-; -P(=0)(OR1)-O-(CH2)-C(=0)-;  -P(=O)(OR1)-O-(CHa)r-O-; -P(=0)(OR1)-O-(CH2)-S-; -
CH(OH)-(CH2)-NH-; -CH(OH)~(CH2)-C(=0)-; ~-CH(OH)-(CH2)r-O-; -CH(OH)-(CH2)-S-;

%M\% ) ELW ﬁ#} :

L']; |—21
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el sustituyente en cualquiera de Ls-L11 esta en cualquier posicién de los ciclos;
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P es un birradical de un péptido seleccionado entre el grupo que consiste en: (a) un péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos X4KAPETALX; con un enlace intrapeptidico entre X1y Xo que es un enlace amida; en donde
X1 se selecciona entre el grupo que consiste en Dap (acido 2,3-diaminopropiénico) y Dab (acido 2,4-diaminobutanoico);
y Xo se selecciona entre el grupo que consiste en D (&cido aspartico) y E (acido glutdmico); es decir,

SEQ ID NO:1: X1KAPETALX>
\/

Para el aminoacido Dap se han utilizado igualmente los cédigos Dap y Dpr,

(b) un péptido que tiene una longitud de 12-20 restos de aminoacidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro, y comprende una secuencia de aminoacidos que es: XsKAPETALX4AAA, que tiene al menos
un enlace intrapeptidico disulfuro o diselenuro entre Xz y X4, en donde X3 y X4 son iguales y se seleccionan del grupo
que consiste en C (cisteinas), Sec (selenocisteinas) y Pen (penicilaminas); es decir,

SEQ ID NO:2: XsKAPETALX/AAA
\/

(c) un péptido que tiene una longitud de 9-11 restos de aminoacidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro o diselenuro que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en XsKAPETALXg; XsKAPETALXsA; y XsKAPETALXeAA que tiene al menos un enlace disulfuro o diselenuro
intrapeptidico entre Xs y Xs; en donde X5 y Xg son iguales y se seleccionan del grupo que consiste en C (cisteinas),
Sec (selenocisteinas) y Pen (penicilaminas), es decir,

SEQ ID NO:3: XsKAPETALXs
\/
SEQ ID NO:4: XsKAPETALXsA
\/
SEQ ID NO:5: XsKAPETALXsAA
\/

(d) un péptido que tiene 16 residuos de aminoacidos y comprende la secuencia de aminoacidos
X7NXsKAPETALX0AAAX 10H con un enlace disulfuro o diselenuro intrapeptidico entre X7 y Xo, ¥ entre Xs y Xqo; en
donde X7-Xi0 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en C (cisteinas), Sec (selenocisteinas) y Pen
(penicilaminas); siempre que X7 y Xg sean iguales, y Xg-X1o sean iguales; es decir,

SEQ ID NO6: X7NXsKAPETALXlgAAAX1oH
I

y (e) péptido que comprende la secuencia de aminoacidos X{KAPETALX, en donde X; se selecciona del grupo que
consiste en Dap y Dab; y X, se selecciona del grupo que consiste en D (4cido aspértico) y E (4cido glutdmico) (SEQ
ID NO:7), es decir, péptido lineal;

W es un birradical seleccionado del grupo que consiste en -NH-(CH»)~-C(=0)- y -NH-CH((CH2)/NH>)-C(=O)-; Y es un
radical seleccionado del grupo que consiste en -NH,, -OH, -OR3 y -NHRs3;

S es un numero entero seleccionado independientemente de 0 a 1; n es un nimero entero de 0 a 6; r es un nimero
entero seleccionado independientemente de 1 a 5; k es un nimero entero de 5 a 8, Ry y Ry se seleccionan
independientemente entre un alquilo (C4-Cs); ¥y Rs es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en alquilo-
(C1-Co);

L. estd unido al radical Z mediante un enlace que se selecciona del grupo que consiste en un enlace éster, éter,
uretano, éter de sililo, sulfonato, fosfato, cetal, hemicetal, carbonato y carbamato, formandose el enlace entre los
grupos C=0, SO2, Si, P, CH o CHs en el lado izquierdo de las férmulas L' dibujadas y uno de los grupos hidroxilo del
SN38;
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cuando n =0, L' esta unido al radical L' a través de un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que
consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éstery tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales
del lado derecho de las férmulas Ly' dibujadas y los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L' dibujadas;

cuando n =1, L' esta unido al radical Ly' a través de un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que
consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éstery tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales
del lado derecho de las férmulas LJ' y los grupos funcionales del lado izquierdo de las formulas Ly'; y Ly' esté unido al
radical L¢' mediante un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en la amina, amida,
éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales del lado derecho de las
férmulas L' dibujadas y los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L ' dibujadas;

cuando n es mayor que 1, L,' son iguales o diferentes y estan unidos entre si a través de un enlace quimicamente
factible seleccionado del grupo que consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster; siendo un terminal
Ly' unido a Ly' mediante un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en amina, amida,
éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales del lado derecho de las
férmulas Ly’ dibujadas y los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L,' dibujadas; y siendo otro terminal
Ly' unido a L' mediante un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en amina, amida,
éter, tioéter, disulfuro, éstery tioéster, formandose el enlace entre el grupo funcional del lado derecho de las féormulas
Ly' dibujadas y el grupo funcional del lado izquierdo de las férmulas L' dibujadas;

L' se une al birradical P a través de un enlace amida formado con el grupo carbonilo del lado derecho de las férmulas
L' dibujadas y un grupo amino del primer aminoéacido de la secuencia peptidica P;

cuando s=0, P se une directamente a Y a través de una amida, acido carboxilico o enlace éster, formandose el enlace
entre el C=0 del C-terminal del tltimo aminoacido de la secuencia P, y el radical Y que es -NH», -OH, -OR3, 0-NHR3;
y

cuando s=1, P esta unido a un radical W a través de un enlace amida formado con un C=0 del C-terminal del Ultimo
aminoécido de la secuencia P, el enlace que se forma entre los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas
W dibujadas y los grupos funcionales (C=0) del C-terminal del Gltimo aminoéacido de la secuencia P del lado derecho
de la secuencia dibujadas; y W esta unido a Y de la siguiente manera: -C(=O)-NH-(CH5)-C(=0)-Y, o -C(=0O)-NH-
CH((CH2)NH2)-C(=0)-Y.

Las lineas entre dos aminoacidos de las secuencias anterior o siguiente representan el enlace intrapeptidico entre las
cadenas laterales de los dos aminoéacidos. En una realizacién particular, las lineas entre dos aminoéacidos de las
secuencias anterior o siguiente representan el enlace intrapeptidico entre las cadenas laterales de los dos
aminoacidos.

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto definido anteriormente, junto con cantidades apropiadas de vehiculos y/o
excipientes farmacéuticamente aceptables.

Un tercer aspecto de la presente invencidn se refiere a un compuesto como el definido anteriormente, para su uso
como un medicamento.

Un cuarto aspecto de la presente invencién se refiere a un compuesto como el anterior, para su uso en el tratamiento
de cancer en un mamifero, incluyendo un ser humano.

La presente divulgacién se refiere ademas a un compuesto de férmula (I) para su uso en el tratamiento del cancer, en
donde el compuesto de férmula (1) es para su uso en terapia de combinacién con un agente quimioterapéutico, y/o en
combinacion con un inhibidor de la carboxilesterasa.

Breve descripcién de los dibujos

El compuesto (la) también se denomina G2B-001 o SN38-enlazador A-MiniAp4. Estos nombres se han utilizado
igualmente en el presente documento. El compuesto (Ib) también se denomina G2B-001 lineal. El compuesto (lIc)
también se denomina G2B-003. El compuesto (Id) también se denomina G2B-004. El compuesto (le) también se
denomina G2B-005.

La figura 1 muestra una actividad antiproliferativa comparativa del compuesto (la) también denominado en el presente
documento G2B-001 o SN38-enlazador A-MiniAp4 (ejemplo 7) y los compuestos relacionados SN38 e irinotecan,
contra la linea celular cancerosa de gliomas adultos U87. Los valores se expresan como % de la sefial MTS de las
células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan medias y DE de tres-
seis réplicas a concentracion de compuesto. MiniAp4 es DapKAPETALD con un enlace amida intrapeptidico entre Dap
y D.
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La figura 2 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecén, contra la linea celular cancerosa de gliomas adultos U373. Los valores se expresan
como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.

La figura 3 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecan, contra el modelo celular de DIPG HSJD-DIPG-007. Los valores se expresan como %
de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 4 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecan, contra el modelo de DIPG HSJD-DIPG-011. Los valores se expresan como % de la
sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 5 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecén, contra el modelo de glioma pediatrico de alto grado HSJD-GBM-001. Los valores se
expresan como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en
puntos representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 6 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecén, contra el modelo celular de retinoblastoma HSJD-RBT-5. Los valores se expresan
como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.

La figura 7 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecén, contra el modelo celular de retinoblastoma HSJD-RBT-7. Los valores se expresan
como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.

La figura 8 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecéan, contra el modelo celular de retinoblastoma HSJD-RBT-14. Los valores se expresan
como % de la seflal MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.

La figura 9 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecan, contra la linea celular de sarcoma de Ewing A673. Los valores se expresan como %
de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 10 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecan, contra la linea celular de rabdomiosarcoma Rd. Los valores se expresan como % de
la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 11 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y los compuestos
relacionados SN38 e irinotecan, contra la linea celular de rabdomiosarcoma RH4. Los valores se expresan como %
de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 12 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de enlazador de SN38 A-MiniAp4 (la) y compuestos
relacionados SN38 e irinotecén, contra la linea celular de neuroblastoma LAN-1. Los valores se expresan como % de
la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 13 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de enlazador de SN38 A-MiniAp4 (la) y compuestos
relacionados SN38 e irinotecén, contra la linea celular de neuroblastoma Sk-N-JD. Los valores se expresan como %
de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
medias y DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 14 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de enlazador de SN38 A-MiniAp4 (la) y compuestos
relacionados SN38 e irinotecéan, contra el modelo celular de neuroblastoma HSJD-NB-004. Los valores se expresan
como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.
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La figura 15 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de enlazador de SN38 A-MiniAp4 (la) y compuestos
relacionados SN38 e irinotecéan, contra el modelo celular de neuroblastoma HSJD-NB-005. Los valores se expresan
como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.

La figura 16 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de enlazador de SN38 A-MiniAp4 (la) y compuestos
relacionados SN38 e irinotecéan, contra el modelo celular de neuroblastoma HSJD-NB-016. Los valores se expresan
como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos
representan medias y DE de tres-seis réplicas a concentraciéon de compuesto.

La figura 17 muestra una comparacién de la concentracién del farmaco SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) que inhibe el
50 % de la proliferacién de células tumorales (valores de IC50) entre cultivos. Se representan los datos individuales
(puntos). Estadistica: ANOVA de dos vias de medidas repetidas (emparejadas), con el ensayo de comparaciones
multiples de Tukey.

La figura 18 muestra curvas de peso individuales de 3 ratones tratados con el compuesto SN38-enlazador A-MiniAp4
(la) en la MTD de 200 mg/kg (tratados), una Unica inyeccidn i.v, el dia 0, con 2 ratones de control (Controles) inyectados
i.v. con solucién salina en el dia 0.

La figura 19 muestra la variacién media del peso, expresado como el % de pérdida de peso con respecto al peso
individual maximo, de ratones tratados con irinotecan, SN38-enlazador A-MiniAp4 (la), o solucién salina (Control) como
se detalla en el ejemplo 10. Se representan los datos medios (puntos) y la DE (barras).

La figura 20 muestra una actividad antiproliferativa comparativa del SN38-enlazador A-MiniAp4 (la), y el ejemplo
comparativo 2 (SN38-enlazador B-THRre) contra la linea celular HSJD-DIPG-007. Los valores se expresan como %
de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
la media y DE de seis réplicas a la concentraciéon del compuesto.

La figura 21 muestra una actividad antiproliferativa comparativa del enlazador-SN38 A-MiniAp4 (la), y el ejemplo
comparativo 2 (enlazador-SN38 B-THRre) contra la linea celular HSJD-GBM-001. Los valores se expresan como %
de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan
la media y DE de seis réplicas a la concentraciéon del compuesto.

La figura 22 muestra una actividad antiproliferativa comparativa del SN38-enlazador A-MiniAp4 (la), ejemplo
comparativo 1 (SN38-enlazador A-THRre) y ejemplo comparativo 2 (SN38-enlazador B-THRre) frente a la linea celular
HSJD-DIPG-007. Los valores se expresan como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se
consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan la media y DE de seis réplicas a la concentracion del
compuesto.

La figura 23 muestra una actividad antiproliferativa comparativa del enlazador-SN38 A-MiniAp4 (la), ejemplo
comparativo 1 (SN38-enlazador A-THRre) y ejemplo comparativo 2 (SN38-enlazador B-THRre) frente a la linea celular
HSJD-GBM-001. Los valores se expresan como % de la sefial MTS de las células de control no tratadas que se
consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan la media y DE de seis réplicas a la concentracion del
compuesto.

La figura 24 muestra la estabilidad de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) en suero humano a 37 °C in vitro frente al tiempo.

La figura 25 muestra la estabilidad de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) en plasma de rata, de ratén, canino y humano
a 37 °C in vitro frente al tiempo.

La figura 26 muestra la estabilidad de G2B-001 lineal (Ib) en suero humano a 37 °C in vitro frente al tiempo.

La figura 27 muestra una actividad antiproliferativa comparativa de G2B-001 lineal (Ib), G2B-001 (la) y el compuesto
relacionado SN38, contra el modelo celular de DIPG HSJD-DIPG-007. Los valores se expresan como % de la sefial
MTS de las células de control no tratadas que se consideraron al 100 %. Los valores en puntos representan medias y
DE de tres-seis réplicas a concentracién de compuesto.

La figura 28 muestra los volumenes tumorales subcutaneos de neuroblastoma (media y DE de dos tumores) en tres
ratones tratados con irinotecan (puntos negros), G2B-003 (Ic) (linea continua) o control salino (linea discontinua). El
modelo tumoral fue un xenoinjerto derivado del paciente denominado HSJD-NB-013.

Descripcion detallada de la invencién

A menos que se indique lo contrario, los aminoacidos citados en el presente documento son L-aminoéacidos. Los
11
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cédigos de 1y 3 letras se han utilizado indistintamente. Para los siguientes aminoacidos se han utilizado las siguientes
abreviaturas: acido diaminopropiénico (Dap), Diaminobutirico (Dab), Selenocisteina (Sec) y Penicilamina (Pen). En el
contexto de la presente invencién, la penicilamina solo incluye D-penicilamina.

Los compuestos de la presente invencibn mencionados anteriormente pueden estar en forma de sales
farmacéuticamente aceptables. La expresién "sales farmacéuticamente aceptables" utilizada en el presente
documento abarca cualquier sal formada a partir de acidos o bases no téxicos farmacéuticamente aceptables,
incluyendo acidos o bases inorganicos u organicos. No hay limitacion con respecto a las sales, a excepcién del uso
con fines terapéuticos, deben ser farmacéuticamente aceptables.

Como algunos de los compuestos de férmula (1) son compuestos basicos, pueden prepararse sales a partir de acidos
no toéxicos farmacéuticamente aceptables, incluidos é&cidos inorganicos y organicos. Tales acidos incluyen, por
ejemplo, acido clorhidrico, acético, bencenosulfénico, benzoico, alcanforsulfénico, citrico, etanosulfénico, fumérico,
glucénico, glutamico, bromhidrico, clorhidrico, lactico, maleico, mélico, mandélico, metanosulfénico, fosférico,
succinico, sulfirico, tartarico, p-toluenosulfénico y similares.

En una realizacién particular, los compuestos de formula (1) son aquellos en los que Z esté unido a un enlazador L por
el grupo hidroxilo (b) del principio activo farmacéutico.

En otra realizacion particular, los compuestos de férmula (I) son aquellos en los que Z estéd unido a un enlazador L por
el grupo hidroxilo (a) del principio activo farmacéutico.

En otra realizacién particular, los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que P es un birradical de un péptido
seleccionado del grupo que consiste en: (a) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos DapKAPETALD
con un enlace intrapeptidico entre Dap y D que es un enlace amida, es decir,

SEQ ID NO:8: DapKAPETALD
NHCO

(b) un péptido que tiene una longitud de 9-20 restos de aminoécidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro, y comprende una secuencia de aminoacidos que es: CKAPETALCAAA; que tiene al menos un
enlace disulfuro intrapeptidico entre las cisteinas 1 y 9, es decir,

SEQ ID NO:9: CKAPETALCAAA
S-S
(c) un péptido que tiene una longitud de 9-11 restos de aminoacidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro y que consiste en una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en

CKAPETALC; CKAPETALCA; y CKAPETALCAA que tiene al menos un enlace disulfuro intrapeptidico entre las
cisteinas 1y 9, es decir,

SEQ ID NO:10: CKAPETALC
S-S

SEQ ID NO:11 CKAPETALCA
S-S

SEQ ID NO:12) CKAPETALCAA,

S-S/
y

(d) un péptido que tiene 16 residuos de aminoacidos y comprende la secuencia de aminoacidos
CNCKAPETALCAAACH con un enlace disulfuro intrapeptidico entre la primera y la tercera cisteina que son las
cisteinas 1y 11, y entre la segunda y la cuarta cisteina que son las cisteinas 3 y 15, es decir,
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SEQ ID NO:13: CNCKAPETALCAAACH
I Q
S-S

S-S

En las secuencias SEQ ID NO:8 a SEQ ID NO:13 en las que se han seleccionado aminoacidos especificos para X4-
X1o se ha dibujado el enlace intrapeptidico especifico en la secuencia.

En otra realizacién particular, el al menos un enlace intrapeptidico en los péptidos de la presente invencién es un
enlace intrapeptidico. En otra realizacion particular, el al menos un enlace intrapeptidico en los péptidos de la presente
invencién se refiere a dos enlaces intrapeptidicos.

En otra realizacién particular, los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que P es un birradical de un péptido
DapKAPETALD (SEQ ID NO:14), es decir, un péptido lineal.

En una realizacion particular, en combinacidén de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que P es un birradical de un péptido seleccionado del grupo que
consiste en: (a) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos DapKAPETALD con un enlace intrapeptidico
entre Dap y D que es un enlace amida (también denominado MiniAp4) (SEQ ID NO:8); y (b) CKAPETALC que tiene
al menos un enlace disulfuro intrapeptidico entre las cisteinas en posicién 1y 9 (SEQ ID NO: 10).

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (I) son aquellos en los que P es un birradical del péptido DapKAPETALD con un enlace
intrapeptidico entre Dap y D que es un enlace amida (SEQ ID NO:8).

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de formula (1) son aquellos en los que Ly’ es un birradical seleccionado del grupo que consiste en: -
C(=0)~(CH2);,C(=0)-, -C(=0)~(CHz2)~NH-, -C(=0)-(CH2):-S-, -C(=0)~(CH2)-O-; -C(=0)-NH-(CH2),C(=O)-; L4, Lo, Ls, Lg,
Ls, Le, L7y La2.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de formula (1) son aquellos en los que Ly’ es un birradical seleccionado del grupo que consiste en: -
C(=0)~(CH2)r-C(=0)-, -C(=0)~(CH2)-NH-, -C(=0)-(CH2)-S-, -C(=O)~(CH2)rO-; ; L4, Lo, L3, L4, Ls, Le y Lz.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que L es un enlazador que es un birradical compuesto de 3 a 8
birradicales, y n es un nimero entero de 1 a 6. En otra realizacidén particular, en combinacién de cualquiera de las
realizaciones particulares anteriores o siguientes, los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que L es un
enlazador que es un birradical compuesto de 5 a 8 birradicales. En ofra realizacién particular, en combinacién de
cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes, los compuestos de féormula (l) son aquellos en los
que L es un enlazador que es un birradical compuesto de 6 a 8 birradicales. En otra realizacién particular, en
combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes, los compuestos de férmula (1) son
aquellos en los que L es un enlazador que es un birradical compuesto de 6 a 7 birradicales.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (I) son aquellos en los que L es un enlazador que es un birradical compuesto de 6
birradicales.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que Ly’ es Lz y L¢' es -C(=O)~(CH2)-C(=O)-. En otra realizacién mas
particular, los compuestos de formula (I) son aquellos en los que Ly’ es Ls; Ly’ se selecciona entre el grupo que consiste
en -NH-(CH>)-O-, -(CH»)-O-; y -(CH2)-NH- y combinaciones de los mismos; L¢’ es -C(=0)-(CH2)-C(=0)-.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (I) son aquellos en los que L es un enlazador que es un birradical compuesto de 2
birradicales, y n=0.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de féormula (1) son aquellos en los que L' es Lio y L' es Lya.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de formula (1) son aquellos en los que L' es -C(=O)-NH-(CH2)-C(=O)- y L' es Lys.
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En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que Lg' esté unido al radical Z mediante un enlace que es un enlace
éster formado con el grupo C=0 del lado izquierdo de las féormulas Ly' dibujadas, y al radical Ly' mediante un enlace
quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éster y
tioéster, formado con los grupos funcionales a la derecha de las férmulas dibujadas.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que Lg' esté unido al radical Z mediante un enlace que es un enlace
éster formado con el grupo C=0 del lado izquierdo de las féormulas Ly' dibujadas, y al radical Ly' mediante un enlace
quimicamente factible que es un enlace amida, formado con los grupos funcionales a la derecha de las féormulas
dibujadas.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que Lg' esté unido al radical Z mediante un enlace que es un enlace
carbonato o un enlace carbamato formado con el grupo C=0O del lado izquierdo de las férmulas L,' dibujadas, y al
radical L,' mediante un enlace quimicamente factible que es un enlace amida (NH-CO o CO-NH), formado con los
grupos funcionales a la derecha de las formulas dibujadas.

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de férmula (1) son aquellos en los que Lb' forma el enlace quimicamente factible con el radical Ly' con
los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L' dibujadas; y L' esta unido al radical L' mediante un enlace
quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en la amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éstery
tioéster, formado con los grupos funcionales del lado derecho de las formulas Ly' dibujadas; en donde cuando n es
mayor que 1, Ly' son iguales o diferentes y estdn unidos entre si a través de un enlace quimicamente factible
seleccionado del grupo que consiste en amina, amida, éter, tioéter, éster disulfuro y tioéster; estando un terminal Ly’
unido a L' y el otro terminal Ly' unido a L¢".

En ofra realizacién particular, en combinacién de cualquiera de las realizaciones particulares anteriores o siguientes,
los compuestos de formula (1) son aquellos en los que L' esta unido al birradical P mediante un enlace amida formado
con el grupo carbonilo del lado derecho de las férmulas L' dibujadas y un grupo amino del primer aminoéacido de la
secuencia peptidica P, y al radical L,' a través de un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que
consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster, formado con los grupos funcionales del lado izquierdo
de las féormulas dibujadas.

En ofra realizaciéon particular, el compuesto de férmula (I) es el compuesto de férmula (la) siguiente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, donde en la férmula (I) P es MiniAp4=DapKAPETALD con un enlace
intrapeptidico entre Dap y D, Y= CONH,, W=0, el enlazador es el enlazador A siguiente, y el SN38 esta unido al
enlazador por el hidroxilo (b).

(la)

Este compuesto también recibe el nombre de SN38-enlazador A-MiniAp4;

En ofra realizaciéon particular, el compuesto de férmula (I) es el compuesto de férmula (Ib) siguiente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, donde en la férmula (1) P es MiniAp4=DapKAPETALD lineal sin el enlace
intrapeptidico entre Dap y D, Y= CONH2, W=0, el enlazador es el enlazador A siguiente, y el SN38 esta unido al
enlazador por el hidroxilo (b).
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Lys(K) |

F

1w

(Ib)

Este compuesto también se denomina en el presente documento G2B-001 lineal.

5 En ofra realizacién particular, el compuesto de férmula () es el compuesto de férmula (Ic) siguiente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, donde en la férmula (I) P es MiniAp4=DapKAPETALD con un enlace
intrapeptidico entre Dap y D, Y= CONH,, W=0, el enlazador es el enlazador A siguiente, y el SN38 esta unido al
enlazador por el hidroxilo (a).
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Este compuesto también se denomina en el presente documento G2B-003.
5 El enlazador A esté formado por:

La’: Lz conr=4 ala derecha y 3 a la izquierda:

0 N
/ N o)
"LLL N
- / ‘J‘rf
T ~
T
10

Lb’: 1 unidad de birradical -NH-(CH.)s-O-, 2 unidades de birradical -(CH2)>-O- y 1 unidad de birradical -(CH2)s-NH-; y
Lc" -C(=0)-(CH2)>-C(=O)-, y los birradicales se conectan como en el dibujo siguiente correspondiente al enlazador A:
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Ly ey o

En ofra realizaciéon particular, el compuesto de férmula (I) es el compuesto de férmula (ld) siguiente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, donde en la férmula (I) P es MiniAp4=DapKAPETALD con un enlace

5 intrapeptidico entre Dap y D, Y= CONH2, W=0, el enlazador es el enlazador C siguiente, y el SN38 esta unido al
enlazador por el hidroxilo (a).

(Id)

10 Este compuesto también se denomina en el presente documento G2B-004. El enlazador C esta formado por La" L2
y Lc" L1z y n=0.

En otra realizaciéon particular, el compuesto de féormula () es el compuesto de férmula (le) siguiente o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, donde en la férmula (I) P es MiniAp4=DapKAPETALD con un enlace

15 intrapeptidico entre Dap y D, Y= CONH,, W=0, el enlazador es el enlazador D siguiente, y el SN38 esté unido al
enlazador por el hidroxilo (a).

\ o
HoN °© Nf

(le)
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Este compuesto también se denomina en el presente documento G2B-005. El enlazador D estéa formado por La" -
C(=0)-NH-(CH2)-C(=0)- con r= 1, Lb": L1s y n=0.

Los compuestos de férmula (1) pueden generarse total o parcialmente por sintesis quimica. En el comercio se dispone
5 de aminoécidos necesarios para la preparacién de compuestos de formula (1). Los compuestos de féormula (1) pueden
prepararse facilmente, por ejemplo, mediante sintesis en fase liquida o, preferentemente, mediante sintesis peptidica
en fase sélida, para la que existen varios procedimientos publicados (véase M. Amblard, et al., "Methods and protocols
of modern solid-phase peptide synthesis. Molecular Biotechnology 2006, Vol. 33, pags. 239-254). Los compuestos de
férmula (I) también pueden prepararse mediante cualquier combinacién de sintesis en fase liquida y/o sintesis en fase
10 sdélida. Por ejemplo, sintetizando el cuerpo del péptido P mediante sintesis en fase sélida y, posteriormente eliminando
los grupos protectores en solucién. La unién de SN-38 al enlazador L y al péptido P puede realizarse en fase sélida o
en solucién. La construccion del enlazador L también puede prepararse mediante cualquier combinacién de sintesis

en fase liquida y/o sintesis en fase sdélida.

15 Los péptidos de la invencién también pueden obtenerse mediante la generacién de un molde de ADN y la subclonacién
en un vector de expresion (véase J.H. Lee et al. Eur. J. 30 Biochem. 2001. Vol. 268. pags. 2004-2012).

El compuesto SN38-enlazador A-MiniAp4 de férmula (la) puede prepararse mediante un proceso que comprende
hacer reaccionar un compuesto de férmula (l11) con un compuesto de férmula (IV) como se ha descrito anteriormente
20 para obtener un compuesto de férmula (1a)

(V)

25 La preparacién de sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de férmula (1) se puede llevar a cabo
mediante métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse a partir del compuesto precursor, que
contiene un resto basico o acido, mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, dichas sales se
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preparan, por ejemplo, haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos compuestos con una cantidad
estequiométrica de la base o acido apropiado farmacéuticamente aceptable en agua o en un disolvente organico o en
una mezcla de ambos.

También forma parte de la invencién la composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz del compuesto de férmula (1) definido anteriormente, junto con cantidades apropiadas de vehiculos y/o
excipientes farmacéuticamente aceptables. La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el
presente documento, se refiere a la cantidad de un compuesto que, cuando se administra, es suficiente para impedir
que se desarrollen, o aliviar en cierta medida, uno o méas sintomas de la enfermedad que se esté tratando. La dosis
particular del compuesto administrado de acuerdo con la presente invencién se determinara, por supuesto, segln las
circunstancias particulares del caso, incluyendo el compuesto administrado, la via de administracion, la afeccién
particular a tratar y cuestiones similares.

La expresién "composicidén farmacéutica" se refiere a una mezcla de un compuesto descrito en el presente documento
con otros componentes quimicos, tales como diluyentes o vehiculos. La composicién farmacéutica facilita la
administracién del compuesto a un organismo. La expresiéon "excipientes o transportadores farmacéuticamente
aceptables" se refiere a un material, una composicién o un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Cada componente
debe ser farmacéuticamente aceptable en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la composicién
farmacéutica. También debe ser adecuado para su uso en contacto con los tejidos u érganos de seres humanos y
animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, inmunogenicidad u otros problemas o complicaciones
en consonancia con una relacién de beneficio/riesgo.

Las composiciones de la presente invencién pueden administrarse en forma parenteral adecuada para inyeccién,
infusién o implantacién en el cuerpo.

Una caracteristica importante de los compuestos de la presente invencién es su bioactividad inhibidora del crecimiento
celular de las lineas celulares tumorales probadas. Como se ilustra en los ejemplos, los compuestos de la presente
invencién muestran propiedades antitumorales en varias lineas celulares cancerosas.

Como ya se ha explicado, los datos comparativos proporcionados en la seccién experimental muestran que, cuando
el SN38 se conjuga a través del mismo enlazador (enlazador A) con otro péptido (THRre) de la formula siguiente se
pierde parte/toda la actividad antitumoral y los resultados son aln peores si ademas se utiliza un enlazador diferente
al de la invencion (enlazador B). El enlazador B es -C(=O)-(CH»)>-C(=0)-. El THRre tiene la siguiente férmula: H-D-
Pro-D-Trp-D-Val-D-Pro-D-Ser-D-Trp-D-Met-D-Pro-D-Pro-D-Arg-D-His-D-Thr-CONH,.  No obstante, el compuesto
ejemplificado de la presente invencién mantiene inesperadamente actividad antitumoral contra varias lineas celulares
de canceres cerebrales y extracraneales, de forma similar a SN38, siendo muy superior al irinotecan con buena
estabilidad en suero humano in vitro.

Por tanto, forman parte de la invencién los compuestos de formula (I) o sus sales farmacéuticamente aceptables
definidos anteriormente, para su uso como un medicamento.

También son parte de la invencién, los compuestos de férmula (1) o sus sales farmacéuticamente aceptables definidos
anteriormente, para su uso en el tratamiento de cancer en un mamifero, incluyendo los seres humanos, ya que son
activos en todos los tipos de cancer en los que se han probado. Este aspecto también puede formularse como el uso
de compuestos de férmula (I) o sus sales farmacéuticamente aceptables, tal como se han definido anteriormente, para
la preparacién de un medicamento para el tratamiento y/o prevencién de un cancer en un mamifero, incluyendo un ser
humano. La invencién también se refiere a un método de tratamiento de un mamifero, incluyendo un ser humano, que
padece cancer o es susceptible de padecerlo, dicho método comprende la administracién a dicho paciente de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (I) o de sus sales farmacéuticamente aceptables, tal
como se ha definido anteriormente, junto con excipientes y/o transportadores farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién particular, los compuestos de férmula (I) son para el uso definido anteriormente, donde el
tratamiento del cancer comprende el tratamiento de un tumor seleccionado del grupo que consiste en tumores sélidos
extracraneales, tumores oculares y tumores del SNC. En otra realizacién particular, los compuestos son para su uso
como se ha definido anteriormente, donde el cancer se selecciona del grupo que consiste en glioma adulto, gliomas
pediétricos, retinoblastoma, sarcoma de Ewing, DIPG, neuroblastoma y rabdomiosarcoma. En otra realizacion
particular, los compuestos son para su uso como se ha definido anteriormente, donde los gliomas pediétricos se
seleccionan del grupo que consiste en glioma pontino intrinseco difuso (D/PG), y glioma pediatrico de alto grado. En
otra realizacién particular, los compuestos son para su uso como se ha definido anteriormente, donde el cadncer es un
glioma pontino intrinseco difuso. En otra realizacién particular, los compuestos son para su uso como se ha definido
anteriormente, donde el cancer es retinoblastoma. En otra realizacién particular, los compuestos son para su uso como
se ha definido anteriormente, donde el cancer es sarcoma de Ewing. En otra realizacidén particular, los compuestos
son para su uso como se ha definido anteriormente, donde el cancer es neuroblastoma. En otra realizacién particular,
los compuestos son para su uso como se ha definido anteriormente, donde el cancer es rabdomiosarocma. En otra
realizacién particular, los compuestos son para su uso como se ha definido anteriormente, donde el cancer es un
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glioma adulto.

En otra realizacién particular, los compuestos son para su uso como se ha definido anteriormente, donde los
compuestos son activos contra una linea celular cancerosa seleccionada del grupo que consiste en: A673, HSJD-
DIPG-007, HSJD-DIPG-011, HSJD-GBM-001, Rd, RH4, HSJD-RBT-5, HSJD-RBT-7, HSJD-RBT-14, U373, U87, LAN-
1, SK-N-JD, HSJD-NB-004, HSJD-NB-005, HSJD-NB-013 y HSJD-NB-016.

En otra realizacién particular, los compuestos son para su uso como se ha definido anteriormente, en donde el
compuesto de férmula (1) se administra mediante bolo intravenoso y/o infusién intravenosa.

Los compuestos de la presente invencion pueden utilizarse del mismo modo que otros agentes quimioterapéuticos
conocidos, es decir, en combinacién con otros tratamientos, ya sea de manera simultdnea o secuencial, dependiendo
de la afeccién que se vaya a tratar. Pueden utilizarse solos o en combinacién con otros compuestos bioactivos
adecuados. Por tanto, los compuestos de férmula (I) de la presente invencién son para su uso en el tratamiento del
cancer en un mamifero, incluyendo un ser humano en terapia combinada con un agente quimioterapéutico. Ademas,
los compuestos de formula (1) de la presente invencién son para su uso en el tratamiento del cancer en un mamifero,
incluyendo un ser humano en combinacidén con un estabilizador de éster. Los estabilizadores de éster adecuados son
los inhibidores de la carboxilesterasa. Los ejemplos de inhibidores de carboxilesterasas se encuentran en M. J. Hatfield
y P. M. Potter, Exp. Opin. Ther. Pat. 2011, vol. 21(8), pag. 1159-1171.

En una divulgacién particular, el compuesto de formula (1) debe administrarse en combinacién con un inhibidor de la
carboxilesterasa. En otra divulgacidén particular, el compuesto de féormula (1) se administra simultdneamente con el
inhibidor de la carboxilesterasa. En otra divulgacidn particular, el compuesto de férmula () se administra por separado,
en cualquier orden, en un intervalo terapéuticamente eficaz.

En una divulgacién particular, el compuesto de férmula (1) debe administrarse en combinacién con otro agente
quimioterapéutico. En otra divulgacién particular, el compuesto de férmula (I) se administra simultaneamente con otro
agente quimioterapéutico. En otra divulgacién particular, el compuesto de férmula (I) se administra por separado, en
cualquier orden, en un intervalo terapéuticamente eficaz.

En otra divulgacién particular, el compuesto de formula (I) debe administrarse en combinacién con otro agente
quimioterapéutico y con un inhibidor de la carboxilesterasa.

En otra divulgacion particular, el compuesto de férmula (1) se administra simultdneamente con otro agente
quimioterapéutico y con un inhibidor de la carboxilesterasa.

En otra divulgacién particular, el compuesto de formula (I) se administra por separado, en cualquier orden, en un
intervalo terapéuticamente eficaz con otro agente quimioterapéutico y con un inhibidor de la carboxilesterasa.

A lo largo de toda la descripcién y en las reivindicaciones la palabra "comprender" y variaciones de la misma, no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. De manera adicional, la palabra
"comprender" abarca el caso de "consistir en". Los objetos adicionales, ventajas de la invencién seran evidentes para
los expertos en la materia tras examinar la descripcién o pueden aprenderse poniendo en practica la invencién. Los
siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracién y no se pretende que sean limitantes de la
presente invencidén. Los signos de referencia relacionados con los dibujos y puestos entre paréntesis en una
reivindicacién, son Unicamente para intentar aumentar la inteligibilidad de la reivindicacién y no deben interpretarse
como limitantes del alcance de la reivindicacién. De manera adicional, la presente invencidn cubre todas las posibles
combinaciones de realizaciones particulares y preferidas descritas en el presente documento.

Ejemplos

Los aminoacidos protegidos, las asas y las resinas fueron suministrados por: Luxembourg Industries (Tel-Aviv, Israel),
Neosystem (Estrasburgo, Francia), CalbiochemNovabiochem AG (Laufelfingen, Suiza), Bachem AG (Bubendorf,
Suiza) o Iris Biotech (Marktredwitz, Alemania). En la Tabla 1 se resumen otros reactivos y disolventes utilizados. Tabla
1 Proveedores comerciales y reactivos utilizados. El DCM se hizo pasar a través de una columna de Al,Os. La DMF
se almacené en tamices moleculares de 4A y se burbujeé nitrégeno para eliminar los agentes volatiles.

Proveedor Reactivos y disolventes
comercial

Albatros N-Hidroxibenzotriazol (HOBY)
Chem. Inc.
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(continuacién)

Proveedor Reactivos y disolventes

comercial

Aldrich Piperidina, piperazina, piridina, bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5 -difenil-2H-tetrazolio
(MTT), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS),
tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0), fenil silano, dietilditiocarbamato de sodio, triisopropilsilano
(T1S), 1,2-etanoditiol (EDT) diisopropilcarbodiimida (DIC), diisopropiletilamina (DIEA),
tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N', N'-tetrametiluronio, tris(3-
hidroxipropiltriazolilmetil)amina (THPTA), NaHCO3, salmuera, clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)}-N'-etilcarbodiimida, succinato de mono-terc-butilo, DBU, ascorbato de sodio,
acido 5-hexinoico, Fmoc-Asp(QAI)-OH, Fmoc-Dap(Alloc)-OH, HCI, MgSO4

Applied GL 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt)

Biochem

Shangai

CEM Resina ProTide de amida Rink, Resina ProTide CI-TCP(CI)

Envigo Ratones atimicos desnhudos

Carbosynth SN38

IRIS Biotech | Todos los aminoacidos, salvo que se especifique lo contrario, acido 5-azido-pentanoico (N3-pen-
OH), Fmoc-TTDS-OH, dicarbonato de di-terc-butilo,

Kalichem Acido trifluoroacético (TFA)

Merck Sulfato de cobre (1) (CuSO4)

Novabiochem | Hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio (PyBOP), Oxyma pure

Scharlau Diclorometano (DCM), dimetilformamida, (DMF), metanol (MeOH), acetonitrilo (AcCN), DMSO,
tbutiimetiléter (tBuMeO), NMP

SDS Acetona, tolueno, dioxano

PCAS Resina ChemMatrix®

BioMatrix Inc.

Consideraciones generales sobre la sintesis manual: El alargamiento peptidico en fase sélida y otras manipulaciones
en fase sélida, se llevaron a cabo manualmente en jeringas de polipropileno provistas de un disco poroso de polietileno.
Los disolventes y reactivos solubles se eliminaron por succién. Se llevaron a cabo lavados entre diferentes etapas
sintéticas con dimetilformamida (DMF) (5 x 30 s) y diclorometano (DCM) (5 x 30 s) utilizando 10 ml de disolvente/g de
resina cada vez.

Consideraciones generales sobre la sintesis asistida por microondas: La sintesis de péptidos en fase sélida asistida
por microondas se llevd a cabo en un sintetizador de péptidos por microondas automatizado Liberty Blue utilizando
resina Protide de amida H-Rink (carga: 0,56 mmoles/qg). El péptido lineal se sintetizé a escala de 0,5 mmol utilizando
un exceso de 5 de Fmoc-aminoécido (0,2 M) en relacién con la resina.

Pruebas de identificacién: La prueba utilizada para la identificacidn y el control de la sintesis fue la siguiente: A) Ensayo
colorimétrico de Kaiser para la deteccién de aminas primarias unidas en fase sélida (E. Kaiser et al., Anal. Biochem.
1970, vol. 34, pags. 595-598); B) ensayo del éster p-nitrofenilico para aminas secundarias unidas a la fase sélida (A.
Madder et al., Eur. J. Org. Chem. 1999, pags. 2787-2791).

Protocolos utilizados durante la sintesis manual de los compuestos: Los compuestos se sintetizaron a una escala de
100 pmol utilizando los siguientes métodos y protocolos: La resina para la sintesis manual se selecciond en funcién
del grupo Y: Si Y es un OH, el extremo sera COOH, se elegira la resina de cloruro de 2-clorotritilo entre otras
disponibles. Si Y es un NH», el extremo serd CONH2, Se elegira la resina MBHA de amida Rink entre otras disponibles.

Acondicionamiento inicial de la resina: La resina se acondicioné lavando con MeOH (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), DCM
(5x30s), TFAal1% en DCM (1x30sy2x 10 min), DCM (5x 30 s), DMF (5 x 30s), DCM (5x 30 s), DIEA al 5 %
en DCM (1 x 30 s, 2x 10 min), DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s).

Eliminacién del grupo Fmoc: La eliminacion del grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), se realizd con
piperidina al 20 % (v/v) en DMF utilizando un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10 minutos cada
uno. Se realizaron dos tratamientos adicionales con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min)
para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc de las aminas secundarias (prolina).

Métodos de acoplamiento descritos para escala de 100 umol:

Método de acoplamiento 1: El aminoécido protegido (4 eq., 400 pmoles), TBTU (4 eq., 400 umoles, 128 mg) disuelto
en DMF (1-3 ml/g de resina) se afiadieron secuencialmente a la resina, posteriormente se afladié DIEA (8 eq, 800
pmoles, 136 ul). Durante 1 h se dejé reaccionar la mezcla con agitacidén manual intermitente. El disolvente se elimind
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por succién y la resina se lavé con DMF (5 x 30 s) y DCM (5 x 30 s). El grado de acoplamiento se comprob6é mediante
el ensayo colorimétrico de Kaiser. El grupo Fmoc se eliminé con una solucién al 20 % de piperidina en DMF (v/v)
mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. Si el aminoéacido para desproteger fue una prolina,
se aplicé un tratamiento adicional con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min) para asegurar
la eliminacién del grupo Fmoc.

Método de acoplamiento 2: Se afiadieron secuencialmente a la resina el aminoacido protegido (4 eq. 400 pmoles),
PyBOP (4 eq., 400 umoles, 208 mg), HOAt (12 eq., 1,2 mmoles, 163 mg) disueltos en DMF (1-3 ml/g de resina),
posteriormente se afiadié DIEA (12 eq., 1,2 mmols, 204 ul). Durante 1 h se dejé reaccionar la mezcla con agitacién
manual intermitente. El disolvente se eliminé por succién y la resina se lavé con DMF (5x 30 s) y DCM (5 x 30 s). La
reaccion de acoplamiento se llevé a cabo dos veces en las mismas condiciones. El grado de acoplamiento se
comprobd mediante el ensayo colorimétrico de Kaiser. El grupo Fmoc se elimin6 con una solucién al 20 % de piperidina
en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. Si el aminoacido para desproteger
fue una prolina, se aplicé un tratamiento adicional con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2x 5
min) para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc.

Método de acoplamiento 3: Se afiadieron secuencialmente a la resina el aminoacido protegido (4 eq. 400 pmoles),
PyBOP (4 eq., 400 umoles, 208 mg), HOBt (12 eq., 1,2 mmoles, 162 mg) disueltos en DMF (1-3 ml/g de resina),
posteriormente se afiadié DIEA (12 eq., 1,2 mmols, 204 ul). Durante 1 h se dejé reaccionar la mezcla con agitacién
manual intermitente. El disolvente se eliminé por succién y la resina se lavé con DMF (5x 30 s) y DCM (5 x 30 s). La
reaccion de acoplamiento se llevé a cabo dos veces en las mismas condiciones. El grado de acoplamiento se
comprobd mediante el ensayo colorimétrico de Kaiser. El grupo Fmoc se elimin6 con una solucién al 20 % de piperidina
en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. Si el aminoacido para desproteger
fue una prolina, se aplicé un tratamiento adicional con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2x 5
min) para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc.

Método de acoplamiento 4, escala 100 pmoles: El aminoacido protegido (3 eq., 300 pmoles), DIC (3 eq., 300 ymoles,
46 Jl) y Oxyma (3 eq., 300 pmoles, 43 mg) en DCM/DMF (1:1). Durante 45 min se dejé reaccionar la mezcla con
agitacién manual intermitente. El disolvente se eliminé por succién y la resina se lavé con DMF (5 x 30 s) y DCM (5 x
30 s). El grado de acoplamiento se comprobd mediante el ensayo colorimétrico de Kaiser. El grupo Fmoc se eliminé
con una solucién al 20 % de piperidina en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos.
Si el aminoécido para desproteger fue una prolina, se aplicd un tratamiento adicional con DBU, tolueno, piperidina,
DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min) para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc.

Método de acoplamiento 5, escala 100 pmoles: El aminoacido protegido (3 eq., 300 pmoles), DIC (3 eq., 300 ymoles,
46 ul) y HOBt (3 eq., 300 pmoles, 41 mg) en DCM/DMF (1:1). Durante 45 min se dejé reaccionar la mezcla con
agitacién manual intermitente. El disolvente se eliminé por succién y la resina se lavdé con DMF (5 x 30 s) y DCM (5 x
30 s). El grado de acoplamiento se comprobé mediante el ensayo colorimétrico de Kaiser. El grupo Fmoc se eliminé
con una solucién al 20 % de piperidina en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos.
Si el aminoécido para desproteger fue una prolina, se aplicé un tratamiento adicional con DBU, tolueno, piperidina,
DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min) para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc.

Protocolos utilizados durante la sintesis automatizada asistida por microondas: Los compuestos se sintetizaron a
escala de 500 ymol utilizando los siguientes métodos y protocolos: La resina para la sintesis automatizada asistida
por microondas se seleccioné en funcién del grupo Y: Si Y es un OH, el extremo sera COOH, se elegira la resina
ProTide CI-TCP(CI) entre otras disponibles. Si Y es un NH2, el extremo sera CONH2, se elegira la resina ProTide de
amida Rink entre otras disponibles.

Acondicionamiento inicial de la resina: La resina se acondicioné lavando con MeOH (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s), DCM
(5x30s), TFAal1% en DCM (1x30sy2x 10 min), DCM (5x 30 s), DMF (5 x 30s), DCM (5x 30 s), DIEA al 5 %
en DCM (1 x 30 s, 2x 10 min), DCM (5 x 30 s), DMF (5 x 30 s).

Condiciones de acoplamiento y desproteccién para la sintesis automatizada de péptidos asistida por microondas:

Condiciones de acoplamiento:

Preferencia de | Reactivos Ciclo Método de Excepciones
CEM microondas
1 AA/DIC/Oxyma en | Acoplamiento Estandar His: Utilizar acoplamiento simple
DMF simple 50 °C 10 min
Arg: doble acoplamiento
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Método Tiempo de Tiempo total Temp. méx.
rampa

Acoplamiento 20-30 s 1:05 90 °C

esténdar

50 °C MW 1. N/D 1.2:00 1. Temp. amb.
2.30-75s 2.4,00 2.50°C

Acoplamiento de Arg 1. N/D 1.25:00 1. Temp. amb.
2.30-75s 2.2:00 2.75°C

Condiciones de desproteccién:

Preferencia de CEM | Céctel de desproteccién Método de microondas
1 Piperazina al 10 % (p/v) en 10:90 (EtOH/NMP) | Estandar
2 Piperidina al 20 % (v/v) en DMF o NMP Estandar
Método Tiempo de rampa | Tiempo total | Temp. max.
Desproteccion estdndar | 20-30 s 1:05 90 °C

Métodos para la ciclacién de la secuencia peptidica P:

Método de ciclacién 1: enlace disulfuro o diselenuro: La ciclazién se realizd en solucién tras la separacién de la resina
0 en resina tras la desproteccién selectiva de los restos Cys, Sec o Pen. El péptido se disolvié a una concentracién de
100 pM en tampén de bicarbonato de amonio acuoso 10 mM y a un pH de 8,0. La solucién se agité durante 24 h a
temperatura ambiente. Después de esto, el producto se acidificé con TFA a un pH de 2-3, se congeld y se liofilizé.

Método de ciclacién 2: enlace amida: La ciclacién se realizd sobre resina. El grupo Fmoc se eliminé con una solucién
al 20 % de piperidina en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. La amina N-
terminal se protegié con un grupo protector Boc utilizando Boc,O (3 eq, 1000 pmol, 56 mg) y DIEA (30 eq, 3000 pmol,
240 pl). Los grupos OAl y Alloc se desprotegieron primero mediante la adicién de tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0)
(0,1 eq, 10 yM, 12 mg), fenilsilano (10 eq, 1000 pmol, 123 mg) en DCM (3 x 15 min). La resina se lavé con
dietilcarbamato de sodio 0,02 M en DCM (3 x 5 min). El acoplamiento del grupo amino de Dap y el grupo carboxilato
del acido aspartico se logrd después mediante la adicién de PyBOP (4 eq, 400 umoles, 208 mg), HOAt (12 eq, 1,2
mmol, 163 mg), DMF (1-3 ml/g de resina) y DIEA (12 eq, 1,2 mmol, 204 pl). El acoplamiento se permitié durante 1,5 h
y se repitié durante la noche.

Método de ciclacién 3: enlace amida: La ciclacién se realizd sobre resina. El grupo Fmoc se eliminé con una solucién
al 20 % de piperidina en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. La amina N-
terminal se protegié con un grupo protector Boc utilizando Boc,O (3 eq, 1000 pmol, 56 mg) y DIEA (30 eq, 3000 pmol,
240 pl). Los grupos OAl y Alloc se desprotegieron primero mediante la adicién de tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0)
(0,1 eq, 10 yM, 12 mg), fenilsilano (10 eq, 1000 pmol, 123 mg) en DCM (3 x 15 min). La resina se lavé con
dietilditiocarbamato de sodio 0,02 M en DCM (3 x 5 min). El acoplamiento del grupo amino de Dap y el grupo
carboxilato del acido aspartico se consiguié entonces mediante 2 ciclos de 30 min de 4 equivalentes de Oxyma (400
pmoles, 57 mg) y 4 de N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) (400 pmoles, 61 pl).

Método de ciclacién 4: enlace amida: La ciclacién se realizd sobre resina. El grupo Fmoc se eliminé con una solucién
al 20 % de piperidina en DMF (v/v) mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. La amina N-
terminal se protegidé con un grupo protector Boc usando Boc,O (3 eq., 1000 ymoles, 56 mg) y DIEA (30 eq., 3000
pmoles, 240 ul). Los grupos OAl y Alloc se desprotegieron primero por adicién de tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,1
eq., 10 pM, 12 mg), fenil silano (10 eq., 1000 pmoles, 123 mg) en DCM (3 x 15 min). La resina se lavé con
dietilditiocarbamato de sodio 0,02 M en DCM (3 x 5 min). El acoplamiento del grupo amino de Dap y el grupo
carboxilato del acido aspartico se consiguié entonces mediante 2 ciclos de 1 hora de 4 equivalentes de DIC (400
pmoles, 61 pl) y 4 de HOBt (400 pmoles, 54 mg).

Métodos generales para la construccién del enlazador L:

Método general para la formacidén de disulfuros: el enlace disulfuro puede lograrse por reaccién de dos tioles. Los
tioles se disuelven a una concentracién de 100 uM en tampdn acuoso de bicarbonato amdnico 10 mM y pH 8,0 y la
solucién se agita intensamente durante 24 h a temperatura ambiente. Después de esto, la solucién se acidificé con
TFA a un pH de 2-3, se congeld y se liofilizé.
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Métodos generales para la formacién de tioéteres:El enlace tioéter se consigue por reaccién de un grupo
bromoacetilico N-terminal con un tiol de cisteina como se describe en P.L. Barker et a/. J. Med. Chem. 1992. vol 35.
pags. 2040-2048.

Métodos generales para la formacidén de éteres: La formacién de éteres puede lograrse mediante la reaccién de un
grupo hidroxilo con un compuesto haloalquilo, preferentemente en condiciones basicas como se describe en Greene's
Protective Groups in Organic Synthesis, Quinta edicion. Peter G. M. Wuts. 2014 John Wiley & Sons, Inc. paginas 26-
29.

Métodos generales para la formacion de ésteres: La formacién de ésteres puede lograrse mediante la reaccién de un
grupo hidroxilo y un acido carboxilico utilizando las condiciones tipicas de esterificacién, tal como la esterificacién de
Fischer en presencia de catélisis 4cida, o alternativamente con la reaccidén del grupo hidroxilo con el cloruro acido
correspondiente, como se describe en Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, Quinta edicién. Peter G. M.
Wuts. 2014 John Wiley & Sons, Inc. paginas 271-279

Métodos generales para la formacidn de tioésteres: El enlace tioéster se consigue mediante la reaccién de un tiol con
un acido carboxilico como se describe en M. Kazemi et al., Journal of Sulfur Chemistry, 2015, vol. 36:6, pags. 613-
623.

Métodos generales para la formacién de uretanos: La reaccién del grupo hidroxilo con un isocianato puede producir el
uretano correspondiente, como se describe en este caso M. T. Nguyen et al., J. Org. Chem. 1998, 63, vol. 20, pags.
6878-6885.

Métodos generales para la formacién de éteres de sililo: La reaccién de un grupo hidroxilo con un halo trialquil sililo
produce el correspondiente éter de sililo. Suele ser necesario un agente secuestrante de acidos, como se describe en
Greene's Protective Groups in Organic Synthesis, Quinta edicion. Peter G. M. Wuts. 2014 John Wiley & Sons, Inc.
paginas 456-463.

Métodos generales para la formacién de sulfonatos: La reaccién de un grupo hidroxilo con un haluro de alquilo o aril
sulfonilo produce el éster de sulfonato correspondiente como se describe en F. David et al., Org. Process Res. Dev.
2010, 14, 4, 999-1007.

Métodos generales para la formacién de fosfatos: La reaccién de un grupo hidroxilo con un éster fosfato dialquilo o
diarilo que tiene un grupo hidroxi en condiciones de deshidratacién o utilizando las condiciones de reaccién de
Mitsunobu puede formar el éster de fosfato correspondiente en el que uno de los sustituyentes es la cadena unida al
grupo hidroxilo.

Métodos generales para la formacién de cetales: Los cetales pueden formarse mediante la reaccién de un grupo
hidroxilo con un compuesto alquilo halometilenoxi, o mediante la adicién de un grupo hidroxilo a un dihidropirano o
dihidrofurano sustituido en condiciones acidas, como se describe en Greene's Protective Groups in Organic Synthesis,
Quinta edicion. Peter G. M. Wuts. 2014 John Wiley & Sons, Inc. péaginas 69-77.

Métodos generales para la formacién de hemicetales: El contacto de un grupo hidroxilo con un aldehido puede producir
la formacién del hemicetal correspondiente, como se describe en este caso https:/iwww.cliffsnotes.com/study-
guides/chemistry/organic-chemistry-ii/aldehydes-and-ketones/reactions-of-aldehydes-and-ketones.

Métodos generales para la formacién de carbamatos: Los carbamatos pueden formarse mediante la reaccién de un
grupo hidroxilo con un haloformato o un isocianato, como se describe en Greene's Protective Groups in Organic
Synthesis, Quinta edicién. Peter G. M. Wuts. 2014 John Wiley & Sons, Inc., paginas 371-374.

Métodos generales para la formacién de carbonatos: Los carbamatos pueden formarse mediante la reaccién de SN38
con PNPC, como se describe en Eur J Pharm Biopharm, 2017, vol. 115, pags.149-158 o trifosgeno como se describe
en J. Med. Chem. 2008, vol. 51, pags. 6916-6926.

Acoplamiento de Fmoc-TTDS-OH: El acoplamiento del Fmoc-TTDS-OH (2 equivalentes), se consiguié mediante o bien
2 ciclos de 30 min de 4 equivalentes de Oxyma y 4 de N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC) en DMF o bien 4 equivalentes
de DIC y 4 de HOBt en DCM durante 2 h. A continuacién se eliminé el grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10
minutos cada uno.

Acoplamiento del 4cido 5-hexinoico:El acoplamiento del acido 5-hexinoico (2 eq, 200 pmoles, 23 mg), se consiguid
mediante o bien 2 ciclos de 30 min de 4 equivalentes de Oxyma (400 pmoles, 57 mg) y 4 de N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC) (400 pmoles, 61 pl) en DMF:DCM (1:1) o 4 equivalentes de DIC (400 pmoles, 61 pl) y 4
de HOBt (400 pmoles, 54 mg) en DMF:DCM 1:1 en DCM durante 4 h o 2 equivalentes de PyBOP (400 pmoles, 208
mg ) en DMF:DCM 1:1, 6 equivalentes de HOAt (600 pmoles, 81.5 mg) y 6 equivalentes de DIEA (600 pmoles, 102 pl)
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durante 1,5 h en DMF. El disolvente se eliminé por succién, la resina se lavé con DMF (5x 30 s) y DCM (5 x 30 s). El
acoplamiento se repiti6 en las mismas condiciones. El grado de acoplamiento se controlé utilizando el ensayo
colorimétrico de Kaiser.

Acoplamiento de anhidrido diglicélico: El acoplamiento del anhidrido diglicélico (10 eq., 1000 pymoles, 116 mg), se
consiguié mediante 2 ciclos de 60 min de 10 equivalentes de DIEA (1000 pmoles, 174 yl) en DMF. El disolvente se
elimind por succidn, la resina se lavé con DMF (5 x 30 s) y DCM (5 x 30 s). El acoplamiento se repitié en las mismas
condiciones. El grado de acoplamiento se controlé utilizando el ensayo colorimétrico de Kaiser.

Métodos generales para la separacién de la resina: Escisién final de la resina y desproteccién de la cadena lateral: Se
llevé a cabo tratando la resina con TFA (95 %), H2O (2,5 %) y TIS (2,5 %) (2 h). Al producto obtenido se le afiadié terc-
butilmetiléter y la mezcla se centrifugé (3 x 8 min). Se descart6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en una
mezcla de HO, MeCN y TFA (1000: 1000: 1). El producto se filtré y se congelé.

Métodos generales para la caracterizacién de los compuestos: Los compuestos se caracterizaron mediante columna
UPLC (sistema Acquity de clase alta (detector PDA, administrador de muestras FNT y administrador de disolventes
cuaternarios, Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 ym), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (0,036 %
TFA) y HO (TFA al 0,045 %). En todos los casos, se utilizaron gradientes lineales de 2 minutos) y espectrometria
UPLC-MS (Waters high class (detector PDA, administrador de muestras FNT y administrador de disolventes
cuaternarios) acoplada a una fuente de iones de electropulverizacién ESI-MS Micromass ZQ y utilizando el software
MassLynx 4.1 (Waters, Milford, MA). Utilizando una columna BEH C18 (50 x 2,1 mm x 1,7 ym, Waters). El caudal fue
de 0,6 ml/min, y se utilizaron como disolventes MeCN (0,07 % de é&cido férmico) y HoO (acido férmico al 0,1 %). Las
muestras se analizaron con ionizacién positiva: el voltaje de la pulverizadora de iones fue de 30 V y la temperatura del
capilar fue de 1 kV). La masa exacta se obtuvo mediante espectrémetro de masas: LTQ-FT Ultra (Thermo Scientific)
con introduccidn de la muestra en infusidn directa (Automated Nanoelectrospray). EIl NanoMate (Advion BioSciences,
Ithaca, NY, EE.UU.) aspiré las muestras de una placa de 384 pocillos (protein Lobind) con puntas de pipeta
conductoras desechables e infundieron las muestras a través del Chip nanoESI (que consiste en 400 boquillas en una
matriz de 20 x 20) hacia el espectrémetro de masas. La tensién de pulverizacién fue de 1,70 kV y la presién de
suministro fue de 344,74 kPa (0,50 psi); la ionizacion fue NanoESI, ionizacidn positiva.

Los experimentos de RMN se llevaron a cabo en un espectrémetro Bruker Avance |ll de 600 MHz equipado con una
criosonda TCl. Las muestras se prepararon disolviendo los compuestos en un 90 % de H>O/10 % de DO a 3-4 mM y
el pH se ajusté a 2-3. Los desplazamientos quimicos se referenciaron al 3-(trimetilsilil)propanesulfonato de sodio (DSS)
interno. La supresién de la sefial de agua se consiguié mediante el esculpido de la excitacién. Las asignaciones
especificas de residuos se obtuvieron a partir de experimentos de espectroscopia 2D total correlacionada (TOCSY) y
espectroscopia de correlacién (COSY), mientras que la espectroscopia de efecto Overhauser nuclear 2D (NOESY)
permitié asignaciones especificas de secuencia. Las resonancias 13C se asignaron a partir de espectros 2D 1H13C
HSQC. Todos los experimentos se realizaron a 298 K excepto los espectros NOESY que se adquirieron a 278 K. Los
coeficientes de temperatura de protones de las amidas se determinaron a partir de una serie de espectros
unidimensionales adquiridos entre 278 y 308 K. Los tiempos de mezcla de TOCSY y NOESY fueron de 70 y 250 ms,
respectivamente.

Ejemplo 1: Preparacién de (4, 11-dietil-4-hidroxi-3,14-diox0-3,4,12,14-tetrahidro-1H-pirano[3'.4".6,7]indolizino[1,2-
blguinolin-9-il) carbonato de (S)-terc-butilo

En un matraz de 250 ml, se afiadieron 1,5 g de 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN38), 1,3 equivalentes de dicarbonato
de di-terc-butilo (1,15 ml) y exceso de piridina seca (9 ml) en 150 ml de DCM seco. La mezcla se agit6é a temperatura
ambiente durante una noche. A continuacién, la mezcla de reaccidn se lavé con HCI (0,5 N)x3, NaHCOsx1 saturado y
salmuera. La capa orgénica se secé con MgSO, y los disolventes se eliminaron al vacio. No se realizé ninguna otra
purificacion. UPLC-PDA de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de MeCN en H,O en 2 minutos utilizando una
columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 um), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %)
y H2O (TFA al 0,045 %); Tiempo de retencién: 1,89 min. Rendimiento: 96 %, [M+H]ex": 493,5 Da. RMN 1H (400MHz,
cloroformo-d) 8 7,81 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,25-7,20 (m, 1H), 6,91-6,85 (m, 1H), 5,32 (d, J =
16,3, 1H), 4,86 (d, J = 1Hz, 6H), 3,85 (s, 1H), 2,73 (¢, J = 7,7 Hz, 2H), 1,60 (s, 1H), 1,57-1,41 (m, 3H), 1,21 (s, 10H),
0,99 (t, J = 7,7 Hz, 3H), 0,61 (t, J = 7,3 Hz, 3H).

),
1

Ejemplo 2: Preparacién de 5-azidopentanoato de (S)-9-((terc-butoxicarbonil)oxi)-4,11-dietil-3,14-diox0-3,4,12,14-
tetrahidro-1H-pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]guinolin-4-ilo

En un matraz de fondo redondo, se purgaron 400 mg de (4,11-dietil-4-hidroxi-3,14-dioxo-3,4,12,14-tetrahidro-1H-
pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-9-il) carbonato de (S)-terc-butilo (Ejemplo 1), 1,6 equivalentes de acido 5-
azido-pentanoico (193 mg) con N2 antes de disolverse en DCM seco. La mezcla se enfrié a 0 °C. A continuacién se
afladieron 1,4 equivalentes de clorhidrato de N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (218 mg) y la mezcla se agité
a 0 °C durante 1 hora y a t.a. Durante la noche. La mezcla se lavé con NaHCOs3 saturado x3, HCI(O,IN)x2 y salmuera.
A continuacién, la capa orgéanica se secd con MgSQOy4 y se eliminé al vacio. El compuesto se utilizé sin purificacion
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adicional. [M+H]ex,": 618,36 Da.

Ejemplo 3: Preparacién de 5-azidopentanoato de (S)-4,11-dietil-9-hidroxi-3,14-dioxo0-3,4,12,14-tetrahidro-1H-
pirano[3'.4"6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-ilo (modificacién de SN38 con una azida como resultado de los Ejemplos 1-

3)

En un matraz de fondo redondo, se agité 1,5 g de 5-azidopentanoato de (S)-9-((terc-butoxicarbonil)oxi)-4,11-dietil-
3,14-dioxo-3,4,12,14-tetrahidro-1H-pirano[3',4"6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-ilo (Ejemplo 2) en 50 ml de HCI (4N en
dioxano) durante 2 horas a t.a. Posteriormente, el disolvente se eliminé al vacio y la mezcla en bruto se purificé con
silice utilizando (DCM/MeOH (10 %)) con una pureza superior al 95 %. Rendimiento total del ejemplo 1: 8 %, [M+H]*:
518,58 Da. UPLC-PDA de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de MeCN en H>O en 2 min utilizando una
columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 um), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %)
y H2O (TFA al 0,045 %); Tiempo de retencion: 1,819 min. [M+H]ex': 518,58 Da. RMN 'H (400MHz, cloroformo-d) &
1,00 (t, 3H), 1,38 (t, 3H), 1,65 (m, 2H), 1,69 (m, 2H), 2,20 (m, 2H), 2,56 (m, 2H), 3,13 (¢, 3H), 3,27 (td, 2H), 5,20 (s,
2H), 5,39-5,72 (dd, 2H), 7,42 (d, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,62 (dd, 1H), 8,45 (d, 1H).

Ejemplo 4. Preparacién de terc-butilsuccinato de (S)-9-((terc-butoxicarbonil)oxi)-4,11-dietil-3,14-diox0-3,4,12,14-
tetrahidro-1H-pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]guinolin-4-ilo

Se afiadieron 1 mmol de (4,11-dietil-4-hidroxi-3,14-dioxo-3,4,12,14-tetrahidro-1H-pirano[3',4":6,7]indolizino[1,2-
blquinolin-9-il) de (S)-terc-butilo del Ejemplo 1 y 1,5 equivalentes de succinato de mono-terc-butilo a un matraz de
fondo redondo y se purgé con N,. Los reactivos se disolvieron en 20 ml de DCM seco y se enfriaron a 0 °C. A
continuacién se afiadi6 clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC-HCI) y la mezcla se agitd a
0 °C durante 1 hora y durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se lavd con NaHCO3 saturado
x3, HCI(O,IN)x2 y salmuera. Después se secd con MgSO., se evaporaron los volétiles y se secd. El compuesto se
utilizé sin purificacién adicional. Rendimiento 72 %. RMN 'H (400MHz, cloroformo-d) & 0,92 (t, 3H), 1,30 (s, 9H), 1,33
(m, 3H), 1,38 (c, 2H),1,42 (s, 2H), 1,55 (s, 9H), 2,14 (ddc, 2H), 2,49 (td, 2H), 2,69 (m, 2H), 2,86 (dd, 2H), 3,09 (m, 2H),
5,20 (s, 2H), 5,32 (d, 2H), 5,61 (d, 2H).

Ejemplo 5: Preparacién del acido (S)-4-((4,11-dietil-9-hidroxi-3,14-diox0-3,4,12,14-tetrahidro-1H-
pirano[3'.4"6,7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-il)oxi)-4-oxobutanoico (modificacién de SN38 con acido succinico como
resultado de los ejemplos 4 y 5)

En un matraz de fondo redondo, se agité terc-butilsuccinato de (S)-9-((terc-butoxicarbonil)oxi)-4,11-dietil-3,14-dioxo-
3,4,12,14-tetrahidro-1H-pirano[3',4"6, 7]indolizino[1,2-b]quinolin-4-ilo (Ejemplo 4) en 20 ml de HCI (4 N en dioxano)
durante 2 horas a t.a. Posteriormente, el disolvente se evaporé y la mezcla en bruto se purificé con el Teledyne-ISCO,
gradiente 0-50. Se obtuvo el compuesto deseado con un rendimiento del 32 % y una pureza superior al 95 %.
Rendimiento 32 %. UPLC-PDA de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de MeCN en H>O en 2 minutos
utilizando una columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 um), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN
(TFA al 0,036 %) y HoO (TFA al 0,045 %), Tiempo de retencion: 1,498 min. [M+H]ex': 491,27Da. RMN 'H (400MHz,
cloroformo-d) & 1,02 (t, 3H), 1,39 (t, 3H), 2,22 (m, 2H), 2,61 (t, 2H), 2,84 (m, 2H), 3,16 (c, 2H), 5,27 (s, 2H), 5,45 (d,
2H), 5,60 (d, 2H), 7,33 (s, 1H), 7,42 (dc, 1H), 8,03 (d, 1H).

Métodos para la cicloadicién alquino-azida: El acoplamiento de la cicloadicidén alquino-azida (reaccion Click) se realizd
en solucién siguiendo el protocolo descrito en S.F.M. van Dongen et al:, Bioconjugate Chem. 2009, vol. 20, pags. 20-
23.

Esta reaccibn se realizé sin microondas siguiendo el procedimiento descrito en lumiprobe
(https:/iwww.lumiprobe.com/protocols/click-chemistry-dna-labeling) Sin embargo, esta reaccién tardé unos 2 dias en
completarse. El Cu se utilizé con el ligando THTPA. Como SN38-N3 no era soluble en HxO, se realiz6 la reaccién sélo
utilizando DMF en lugar de tampén y DMSO porque no es soluble en agua o incluso en la mezcla (agua/DMSO).

Alternativamente, la cicloadicién alquino-azida (reaccién Click) de alquino-TTDS-DapKAPETALD con SN38-Ns se
realiz6 usando microondas: A un vial de microondas de 10 ml se afiadieron SN38-N3(1,5 eq.), alquino-TTDS-
DapKAPETALD (1 eq.), CUTHTPA (0,15 eq.) y ascorbato sédico (0,3 eq.) y se disolvieron en 3 ml de DMF. La mezcla
se agité de 2 a 4 horas con microondas (discover SP MW) asistida a 30 °C durante toda la reaccién. La mezcla en
bruto se purificé con HPLC semipreparativa (C18).

Preparacion de reactivos para la cicloadicién alquino-azida (quimica Click): 100 mM de solucién madre de cobre (lI)-
THPTA en DMSO al 55 %: se disolvieron 50 mg de sulfato de cobre (II) pentahidratado en 1 ml de agua destilada y
116 mg de ligando tris(3-hidroxipropiltriazolilmetil)amina (THPTA) en 1,1 ml de DMSO. Después, se mezclaron las dos
soluciones. Solucién madre de acido ascérbico 5 mM: se disolvieron 18 mg de acido ascérbico en 20 ml de agua
destilada.

Método general de purificacién y caracterizacién de productos: Los productos brutos se purificaron por RP-HPLC a
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escala semipreparativa y se caracterizaron por UPLC (sistema Acquity high-class (detector PDA, administrador de
muestras FNT y administrador de disolventes cuaternarios, Columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 um), 0,61
ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (0,036 % TFA)y HO (TFA al 0,045 %). En todos los casos, se utilizaron
gradientes lineales de 2 minutos) y espectrometria UPLC-MS (Waters high class (detector PDA, administrador de
muestras FNT y administrador de disolventes cuaternarios) acoplada a una fuente de iones de electropulverizacion
ESI-MS Micromass ZQ y utilizando el software MassLynx 4.1 (Waters, Milford, MA). Utilizando una columna BEH C18
(50 x 2,1 mmx 1,7 um, Waters). El caudal fue de 0,6 ml/min, y se utilizaron como disolventes MeCN (0,07 % de acido
férmico) y H-O (acido férmico al 0,1 %). Las muestras se analizaron con ionizacién positiva: el voltaje de la
pulverizadora de iones fue de 30 V y la temperatura del capilar fue de 1 kV). La masa exacta se obtuvo mediante
espectrémetro de masas: LTQ-FT Ultra (Thermo Scientific) con introduccidn de la muestra en infusién directa
(Automated Nanoelectrospray). EIl NanoMate (Advion BioSciences, Ithaca, NY, EE.UU.) aspiré las muestras de una
placa de 384 pocillos (protein Lobind) con puntas de pipeta conductoras desechables e infundieron las muestras a
través del Chip nanoESI (que consiste en 400 boquillas en una matriz de 20 x 20) hacia el espectrometro de masas.
La tensién de pulverizacién fue de 1,70 kV y la presién de suministro fue de 344,74 kPa (0,50 psi); la ionizacion fue
NanoES], ionizacién positiva. Todos los péptidos se obtuvieron con una pureza superior al 95 %.

Ejemplo 6: Preparacién de Hexinoico-TTDS-Dap-Lvs-Ala-Pro-Glu-Thr-Ala-Leu-Asp-NH2 (hexinoico-TTDS-SEQ ID
NO: 7) con un enlace amida entre el grupo amino de la cadena lateral de Dap vy el acido carboxilico de la cadena lateral
de Asp.

Para el acoplamiento manual con la resina del primer aminoécido protegido, se aplicé el método de acoplamiento 4
utilizando Fmoc-Asp(OAI)-OH (118,5 mg). Los siguientes aminoécidos se acoplaron secuencialmente de la siguiente
manera utilizando el método de acoplamiento 4:

1 D Fmoc-L-Asp(OAl)-OH 3954 1185 3
2 L Fmoc-L-Leu-OH 3534 1059 3
3 A Fmoc-Ala-OH HxO 329,3 98,7 3
4 T Fmoc-L-Thr(tBu)-OH  397,5 1191 3
5 E Fmoc-Glu(OtBu)-OH HO 4435 1329 3
6 P Fmoc-L-Pro-OH H,O 3554 106,5 3
7 A Fmoc-Ala-OH HxO 329,3 98,7 3
8 K Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 1404 3
9 Dap Fmoc-L-Dap(Alloc)-OH 410,4 123 3

Utilizando 46 pl de DIC y 43 mg de Oxyma en DMF/DCM (1:1). La mezcla se dej6 reaccionar con agitacién manual
intermitente durante 45 min. Después de cada acoplamiento se eliminé el grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10
minutos cada uno. Dos tratamientos adicionales con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min)
para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc de las aminas secundarias (prolina). La ciclazién se realizé en resina
siguiendo el método de ciclazién 2: El grupo Fmoc se eliminé con una solucién al 20 % de piperidina en DMF (v/v)
mediante un tratamiento de 30 s y dos tratamientos de 10 minutos. La amina N-terminal se protegié con un grupo
protector Boc usando Boc,O (3 eq., 1000 pmoles, 56 mg) y DIEA (30 eq., 3000 pmoles, 240 ul). Los grupos OAl y
Alloc se desprotegieron primero por adicién de tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,1 eq., 10 pM, 12 mg), fenil silano
(10 eq., 1000 pmoles, 123 mg) en DCM (3 x 15 min). La resina se lavé con dietilcarbamato de sodio 0,02 M en DCM
(3 x 5 min). El acoplamiento del grupo amino de Dap y el grupo carboxilato del acido aspartico se logré después
mediante la adicién de PyBOP (4 eq, 400 pmoles, 208 mg), HOAt (12 eq., 1,2 mmoles, 163 mg), DMF (1-3 ml/g de
resina) y DIEA (12 eq., 1,2 mmoles, 204 pl). El acoplamiento se permitié durante 1,5 h y se repitié durante la noche.

Acoplamiento de Fmoc-TTDS-OH: El acoplamiento de Fmoc-TTDS-OH (2 equivalentes, 200 pmoles, 108,53 mg), se
consiguié mediante 4 equivalentes de DIC (400 pmoles, 61 pl) y 4 de HOBt (400 umoles, 54 mg) en DCM durante 2 h.
Seguido de la eliminacién del grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF
mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10 minutos cada uno.

Acoplamiento del 4cido 5-hexinoico: Para el acoplamiento del acido 5-hexinoico al péptido anclado sobre la resina, se
utilizd el siguiente protocolo: se afiadieron secuencialmente &cido hexinoico (4 eq., 400 pmoles, 45 mg) en DMF (1-3
ml/g de resina), PyBOP (4 eq., 400 umoles, 208 mg) y HOAt (12 eq., 1,2 mmoles, 163 mg) a la resina, seguidos de la
adicién de 12 eq. de DIEA (1,2 mmoles, 204 pul). Durante 1,5 h, se dejé reaccionar la mezcla con agitacién manual
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intermitente. El disolvente se eliminé por succién, la resina se lavé con DMF (5 x 30s) y DCM (5 x 30s). El
acoplamiento se repiti6 en las mismas condiciones. El grado de acoplamiento se controlé utilizando el ensayo
colorimétrico de Kaiser.

A continuacién, el péptido se escindi6 y se liofilizé. Caracterizacién del producto. UPLC de fase inversa: gradiente
lineal del 20 al 60 % de MeCN en H>O en 2 min utilizando una columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 um), 0,61
ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %) y H-O (TFA al 0,045 %), Tiempo de retencidn: 0,939
min. UPLC-MS [M + H]ex,": 1308,15 Da; Rendimiento (sintesis y purificacién): 7,5 %.

Ejemplo 7: Preparacién del compuesto de férmula (la), SN38-enlazador A-MiniAp4

A partir de Hexinoico-TTDS-MiniAp4 preparado como en el ejemplo 6, y utilizando SN38-Ns preparado como en el
ejemplo 3, se siguié el siguiente protocolo para obtener el compuesto de férmula (la) también denominado SN38-
enlazador A -MiniAp4:

A un vial de microondas de 10 ml 1,5 eq. de 5-azidopentanoato de (S)-4,11-dietil-9-hidroxi-3,14-dioxo-3,4,12,14-
tetrahidro-1 H-pirano[3',4".6, 7jindolizino[1, 2-bJquinolin-4-ilo, se afiadieron 1 eq. de alquino-TTDS-DapKAPETALD, 0,15
eq. de CuTHPTA y 0,3 eq. de ascorbato sédico y se disolvieron en 3 ml de DMF. La mezcla se agité de 2 a 4 horas
con MW (CEM discover SP MW) asistida a 30 °C durante toda la reaccién. El producto en bruto se purificé por RP-
HPLC a escala semipreparativa. Se obtuvo el compuesto con una pureza superior al 95 %. Caracterizacién del
producto: UPLC-PDA de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de MeCN en H>O en 2 minutos utilizando una
columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 um), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %)
y H2O (TFA al 0,045 %); Tiempo de retencién: 1,462 min. UPLC-MS [M + Hlex": 1824,76 Da; Rendimiento (sintesis y
purificacién): 30 %.

Ejemplo comparativo 1: SN38-enlazador A-THRre

En este ejemplo comparativo, todos los aminoacidos utilizados son D-aminoéacidos. Para el acoplamiento manual con
la resina del primer aminoacido protegido, se aplicd el método de acoplamiento 4 utilizando Fmoc-D-Thr(tBu)-OH (159
mg). Los siguientes aminoacidos se acoplaron secuencialmente de la siguiente manera utilizando el método de
acoplamiento 4:

1 t Fmoc-D-Thr(tBu)-OH 3975 159 3
2 h Fmoc-D-His(Trt)-OH 619,7 248 3
3 r Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH 648,8 260 3
4 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3
5 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3
6 m Fmoc-D-Met-OH 3715 149 3
7 w Fmoc-D-Trp-OH 426,5 171 3
8 s Fmoc-D-Ser(tBu)-OH 3834 153 3
9 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3
10 v Fmoc-D-VaFOH 3394 136 3
11 w Fmoc-D-Trp-OH 426,5 171 3
12 p Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3

Utilizando 46 pl de DIC y 43 mg de Oxyma en DMF/DCM (1:1). La mezcla se dej6 reaccionar con agitacién manual
intermitente durante 45 min. Después de cada acoplamiento se eliminé el grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10
minutos cada uno. Dos tratamientos adicionales con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min)
para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc de las aminas secundarias (prolina).

Acoplamiento de Fmoc-TTDS-OH: El acoplamiento del Fmoc-TTDS-OH (2 eq., 200 pmoles, 108,53 mg), se consiguid
mediante 4 eq. de DIC (400 pmoles, 61 pl) y 4 de HOBt (400 pmoles, 54 mg) en DCM durante 2 h. Seguido de la
eliminacién del grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF mediante un
tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10 minutos cada uno.
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Acoplamiento del 4cido 5-hexinoico: Para el acoplamiento del acido 5-hexinoico al péptido anclado sobre la resina, se
utilizd el siguiente protocolo: se afiadieron secuencialmente &cido hexinoico (4 eq., 400 pmoles, 45 mg) en DMF (1-3
ml/g de resina), PyBOP (4 eq., 400 umoles, 208 mg) y HOAt (12 eq., 1,2 mmoles, 163 mg) a la resina, seguidos de la
adicién de 12 eq. de DIEA (1,2 mmoles, 204 pl). Durante 1,5 h, se dejé reaccionar la mezcla con agitacién manual
intermitente. El disolvente se eliminé por succién, la resina se lavé con DMF (5 x 30s) y DCM (5 x 30s). El
acoplamiento se repiti6 en las mismas condiciones. El grado de acoplamiento se controlé utilizando el ensayo
colorimétrico de Kaiser. A continuacién, el péptido se escindié y se liofiliz6.

Con este Hexinoico-TTDS-THRre y utilizando SN38-N3 preparado como en el ejemplo 3, se siguié el siguiente
protocolo para conseguir SN38-enlazador A-THRre: A un vial de microondas de 10 ml se afiadieron 1,5 equivalentes
de 5-azidopentanoato de (S)-4,11 -dietil-9-hidroxi-3,14-dioxo-3,4,12,14-tetrahidro-1H-pirano[3',4":6, 7jindolizinof1,2-
bjquinolin-4-ilo, se afiadieron 1 equivalente de alquino-TTDS-THRre, 0,15 equivalentes de CuTHPTA y 0,3
equivalentes de ascorbato sédico y se disolvieron en 3 ml de DMF. La mezcla se agité de 2 a 4 horas con MW (CEM
discover SP MW) asistida a 30 °C durante toda la reaccién. El producto en bruto se purific6 por RP-HPLC a escala
semipreparativa. Se obtuvo el compuesto con una pureza superior al 95 %. Caracterizacién del producto: UPLC-PDA
de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de MeCN en H>O en 2 minutos utilizando una columna Acquity BEH
C18 (50 x 2 mm x 1,7 ym), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %) y HO (TFA al
0,045 %), Tiempo de retencion: 1,597 min. UPLC-MS [M + Hlex,": 2403,86 Da.

Ejemplo comparativo 2: SN38-enlazador B-THRre

En este ejemplo comparativo, todos los aminoacidos utilizados son D-aminoéacidos. Para el acoplamiento manual con
la resina del primer aminoacido protegido, se aplicd el método de acoplamiento 4 utilizando Fmoc-D-Thr(tBu)-OH (159
mg). Los siguientes aminoacidos se acoplaron secuencialmente de la siguiente manera utilizando el método de
acoplamiento 4:

1 t Fmoc-D-Thr(tBu)-OH 3975 159 3
2 h Fmoc-D-His(Trt)-OH 619,7 248 3
3 r Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH 648,8 260 3
4 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3
5 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3
6 m Fmoc-D-Met-OH 3715 149 3
7 w Fmoc-D-Trp-OH 426,5 171 3
8 s Fmoc-D-Ser(tBu)-OH 3834 153 3
9 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3
10 v Fmoc-D-VaFOH 3394 136 3
11 w Fmoc-D-Trp-OH 426,5 171 3
12 P Fmoc-D-Pro-OH H.O 3554 142 3

Utilizando 46 pl de DIC y 43 mg de Oxyma en DMF/DCM (1:1). La mezcla se dej6 reaccionar con agitacién manual
intermitente durante 45 min. Después de cada acoplamiento se eliminé el grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10
minutos cada uno. Dos tratamientos adicionales con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min)
para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc de las aminas secundarias (prolina).

A continuacién, el péptido se escindié y se liofilizé. Con este THRre y utilizando SN38-succinico preparado como en
el ejemplo 5, se siguié el siguiente protocolo para obtener SN38-enlazador B- THRre: En un matraz de fondo redondo,
se afiadio 1,5 eq. de acido (S)-4-((4,11-dietil-9-hidroxi-3,14-dioxo-3,4,12,14-tetrahidro-1H-
pirano[3',4"6,7]indolizino[1, 2-b]quinolin-4-i[)oxi)-4-oxobutanoico, 1,2 eq. de clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC-HCI) y 1,2 eq. de N-hidroxibenzotriazol (HOBt) en atmésfera de N2 y 0 °C, después se afiadid
DMF seco, y se agitd durante 10 min. A continuacién, se afiadi6 THRre y se hizo reaccionar ON a temperatura
ambiente. El producto en bruto se purificé por RP-HPLC a escala semipreparativa. Se obtuvo el compuesto con una
pureza superior al 95 %. Caracterizacidén del producto: UPLC-PDA de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de
MeCN en H>O en 2 minutos utilizando una columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 ym), 0,61 ml/min y como
disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %) y H-O (TFA al 0,045 %), Tiempo de retencién: 1,543 min. UPLC-MS
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[M + 2H]o™%: 982,32Da.

Ejemplo 8a: Evaluacién de la solubilidad en agua.

Se disolvieron 25 mg de SN38-enlazador A-MiniAp4 en H>O, mostrando una solucién completamente transparente.
Esto significa que SN38-enlazador A-MiniAp4 tiene una solubilidad en agua superior a 5 mg/ml, mas de 400 veces la
solubilidad en agua descrita para SN38 (Mol.Pharmaceutics, 2016, 13, 379-390).

G2B-001 lineal (Ib), G2B-003 (Ic), G2B-004 (Id) y G2B-005 (le) muestran una buena solubilidad en agua a 1 mg/ml.

Ejemplo 8b: Evaluacién de la solubilidad turbidimétrica de SN38-enlazador A-MiniAp4.

El compuesto SN38-enlazador A-MiniAp4 (10 mM en DMSO) se diluyd en serie para obtener soluciones de 0,1, 0,3, 1
y 3 mM en DMSO. A continuacién, cada concentraciéon de compuesto de prueba se diluy6 adicionalmente 1 en 100 en
tampdn (solucién salina tamponada con fosfato 0,01 M, pH 7,4) de modo que la concentracidn final de DMSO fuera
del 1 % y las concentraciones finales del compuesto de prueba fueran 1, 3, 10, 30 y 100 uM. El experimento se realizé
a 37 °C y cada concentracién se incubé en 7 pocillos replicados. Las placas se incubaron durante 2 h a 37 °C antes
de medir la absorbancia a 620 nm. La nicardipina y el pireno se incluyeron como compuestos de control. La solubilidad
de la nicardipina depende del pH, mientras que la solubilidad del pireno es independiente del pH. La solubilidad se
estimé a partir de la concentracién del compuesto de prueba que produce un aumento en la absorbancia por encima
del control de vehiculo (DMSO al 1 % en tampén). Véase la Tabla 2.

Tabla 2. Datos de solubilidad acuosa por turbidimetria.

Compuesto Solubilidad acuosa de turbidez
Intervalo de precipitacién estimado (um)
Enlace inferior | Enlace superior | Intervalo medio calculado

SN38-enlazador A-MiniAp4 | 30 100 65
Nicardipina 3 20 11,5
Pireno 3 10 6,5

No se encontraron problemas de solubilidad hasta 100 micromolar de G2B-001, como era de esperar.

Ejemplo 9: Actividad antitumoral del compuesto (la): SN38 - enlazador A-MiniAp4 (también denominado G2B-001)
contra lineas celulares cancerosas:. gliomas pontinos intrinsecos difusos, gliomas adultos y tumores sélidos
pediatricos, retinoblastoma, sarcoma de Ewing, rabdomiosarcoma y neuroblastoma.

Los presentes inventores compararon la actividad del nuevo compuesto (la) SN38-enlazador A-MIniAp4 (también
denominado G2B-001) con la de los farmacos estrechamente relacionados, SN38 e irinotecan.

Las lineas celulares cancerosas se obtuvieron del repositorio mantenido en el Hospital Sant Joan de Deu (Barcelona,
Espafia). Las lineas celulares cancerosas utilizadas en estos experimentos incluian tipos de glioma adulto (lineas
celulares U373 y U87), gliomas pediatricos, incluido el glioma pontino intrinseco difuso (HSJD-DIPG-007, HSJD-DIPG-
011), y glioma pediatrico de alto grado (HSJD-GBM-001), retinoblastoma (HSJD-RBT-5, HSJD-RBT-7 y HSJD-RBT-
14), sarcoma de Ewing (A673), rabdomiosarcoma (Rd y RH4) y neuroblastoma (lineas celulares LAN-1 y SK-N-JD y
modelos celulares derivados del paciente HSJD-NB-004), HSJD-NB-005 y HSJD-NB-016). En resumen, se cultivaron
entre 3.000 y 30.000 células cancerosas en placas de 96 pocillos y 24 h después se expusieron las células al
compuesto SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) (intervalo de concentracién 1-0,00000001 uM), SN38 (intervalo de
concentraciéon 1-0,00000001 uM), o irinotecén (intervalo de concentracién 100-0,000001 pM). Para afiadir los farmacos
a las células en cultivo, SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) e irinotecan se prepararon en medio de cultivo a partir de
soluciones madre a una concentracién de 1 mg/ml en agua. SN38 se prepard en medio de cultivo a partir de una
solucién madre a una concentracién de 1 mg/ml en DMSO. El compuesto de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] (ensayo MTS; Promega, Fitchburg, WI) para determinar la viabilidad
celular tras 72 h de incubacién con los farmacos. Las concentraciones de farmaco necesarias para provocar una
reduccidon del 50 % en la proliferacién celular (IC50 e intervalos de confianza del 95 %) se calcularon con el software
Graphpad Prism 8 (La Jolla, CA). Se construyeron curvas de actividad para las lineas celulares de glioma adulto U87
(figura 1) y U373 (figura 2), gliomas pediatricos incluyendo los modelos DIPG HSJD-DIPG-007 (figura 3) y HSJD-
DIPG-011 (figura 4), y el modelo de glioma pediatrico de alto grado HSJD-GBM-001 (figura 5), los modelos de
retinoblastoma HSJD-RBT-5 (figura 6), HSJD-RBT-7 (figura 7) y HSJD-RBT-14 (figura 8), la linea celular de sarcoma
de Ewing A673 (figura 9), las lineas celulares de rabdomiosarcoma Rd (figura 10) y RH4 (figura 11), las lineas celulares
de neuroblastoma LAN-1 (figura 12) y SK-N-JD (figura 13) y los modelos celulares de neuroblastoma derivados del
paciente HSJD-NB-004 (figura 14), HSJD-NB-005 (figura 15) y BM25/HSJD-NB-016 (figura 16). Los valores de IC50
establecidos figuran en la Tabla 3.
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cancerosas.
Linea celular SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) | SN38 Irinotecan
AB73 0,003802 0,0004617 | 1,442
HSJD-DIPG-007 | 0,03416 0,001125 | 4,748
HSJD-DIPG-011 | 0,07288 0,001122 | 1,204
U373 0,006647 0,0008685 | 3,719
HSJD-GBM-001 | 0,07026 0,002611 | 9,573
Rd 0,006945 0,001574 | 5,957
RH4 0,08149 0,01475 |10,83
HSJD-RBT-5 0,09208 0,01031 0,9108
HSJD-RBT-7 0,0151 0,0003349 | 1,12
HSJD-RBT-14 | 0,03353 0,001079 | 2,604
us7 0,744 0,004042 | 9,747
LAN-1 0,02161 0,001962 | 6,996
SK-N-JD 0,0139 0,00755 |7,76
HSJD-NB-004 | 0,07685 0,2307 9,84
HSJD-NB-005 | 0,05145 0,01251 8,196
HSJD-NB-016 | 0,0256 0,01232 |0,6594

Los valores de IC50 obtenidos para SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) fueron significativamente inferiores a los del
farmaco irinotecan (P < 0,0001; prueba ANOVA pareada) como se muestra en la figura 17.

Ejemplo 10: Tolerabilidad in vivo de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) en inyecciones intravenosas Unicas y repetidas.

Para evaluar la toxicidad del irinotecan y de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) (también llamado G2B-001) en ratones
desnudos atimicos (de 10 semanas de edad; 8 ratones por grupo) se estudié primero la dosis maxima tolerada (DMT)
de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la), mediante inyeccién intravenosa. Se inyectaron tres ratones a dosis de 200, 500 y
1000 mg/kg, y se observaron los sintomas, incluida la muerte o la pérdida de peso, durante los 14 dias siguientes. La
MTD se establecié en 200 mg/kg. En este nivel de dosis, los ratones sobrevivieron y no mostraron sintomas inmediatos
de angustia ni una pérdida significativa de peso durante los 14 dias siguientes, en comparacién con los animales de
control no tratados (figura 18).

Tras el establecimiento de la MTD de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) en una sola dosis i.v, comparamos el peso medio
de ratones tratados con irinotecan a un régimen de dosis multiples clinicamente relevante, y con SN38-enlazador A-
MiniAp4 (la) a una dosis equimolar. En resumen, los ratones fueron tratados con irinotecan 10 mg/kg (15 dosis, en los
dias 1-5, 8-12 y 29-33), por via intraperitoneal (i.p.), o con un SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) 30 mg/kg (9 dosis, los
dias 1, 3, 5, 8, 10, 12, 29, 31, 33), por via intravenosa (i.v.). Este régimen se consider6 el nUmero maximo factible de
inyecciones i.v. en ratones. Los ratones de control fueron tratados con solucién salina i.p. los dias 1-5, 8-12 y 29-33.

El peso de los ratones se midié hasta el dia 40 y los valores medios y de DE se representan para cada grupo en la
figura 19. Los ratones no perdieron peso de forma significativa, en comparacién con los controles, como resultado de
los tratamientos con SN38-enlazador A-MiniAp4 (1a). El peso de los ratones tratados con SN38-enlazador A-MiniAp4
(la) (la) fue similar al de los ratones tratados con dosis clinicamente relevantes de irinotecan.

Ejemplo 11: Actividad comparativa de conjugados de SN38, SN38 con MiniAp4 (SN38-enlazador A-MiniAp4, ejemplo
7) y SN38-enlazador B-THRre (ejemplo comparativo 2).

Los presentes inventores compararon la actividad del nuevo compuesto SN38 conjugado con MiniAp4 (SN38-
enlazador A-MiniAp4, ejemplo 7 también denominado G2B-001) y con SN38-enlazador B-THRre (ejemplo comparativo
2). El compuesto original SN38 se utilizé como referencia. Las lineas celulares cancerosas utilizadas en estos
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experimentos fueron gliomas pediatricos, incluido el glioma pontino intrinseco difuso HSJD-DIPG-007, y el glioma
pediétrico de alto grado HSJD-GBM-001. En resumen, se cultivaron 3000 células cancerosas en placas de 96 pocillos
y 24 h después se expusieron las células al compuesto (la) (intervalo de concentracién 1-0,00000001 pM), SN38-
enlazador B-THRre (intervalo de concentracién 1-0,00000001 pM), y SN38 (intervalo de concentracion 1-0,00000001
MM). Para afiadir los farmacos a las células en cultivo, SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) y SN38-enlazador B-THRre se
prepararon en medio de cultivo a partir de soluciones madre con una concentracién de 1 mg/ml en agua. SN38 se
prepar6 en medio de cultivo a partir de una solucién madre a una concentracién de 1 mg/ml en DMSO. Se utilizé el
ensayo MTS para determinar la viabilidad celular tras 72 h de incubacién con los farmacos. Las concentraciones de
farmaco necesarias para provocar una reduccion del 50 % en la proliferacién celular (IC50 e intervalos de confianza
del 95 %) se calcularon con el software Graphpad Prism 8 (La Jolla, CA). Se construyeron curvas de actividad para
las células HSJD-DIPG-007 (figura 20) y HSJD-GBM-001 (figura 21).Los valores IC50 establecidos se encuentran en
la Tabla 4. Como se puede observar, la conjugacién de SN38 con THRre dio lugar a una menor actividad que la
conjugacién con MiniAp4.

Tabla 4. Valores IC50 de los compuestos

Linea celular SN38 SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) | Ejemplo comparativo 2
HSJD-DIPG-007 | 0,001505 | 0,01071 0,1039
HSJD-GBM-001 | 0,006306 | 0,006387 0,06063

Ejemplo 12. Actividad comparativa del compuesto SN38-enlazador A-MiniAp4 (la), ejemplo comparativo 1 (SN38-
enlazador A-THRre) y ejemplo comparativo 2 (SN38-enlazador B-THRre) (Efecto del péptido vy tanto del péptido como

del enlazador).

Debido a que en el anterior compuesto (la) del Ejemplo 11 y el ejemplo comparativo 2 (SN38-enlazador B-THRre)
estaban compuestos por enlazadores de diferente tamafio, los presentes inventores compararon la actividad de ambos
compuestos con la del ejemplo comparativo 1 (SN38-enlazador A-THRre), teniendo los compuestos (la) y el ejemplo
comparativo 1 el mismo enlazador.

Las lineas celulares cancerosas utilizadas en estos experimentos fueron gliomas pediatricos, entre ellos el glioma
pontino intrinseco difuso HSJD-DIPG-007, y el glioma pediatrico de alto grado HSJD-GBM-001. En resumen, se
cultivaron 3000 células cancerosas en placas de 96 pocillos y 24 h después se expusieron las células a los compuestos
(la), ejemplo comparativo 1 y ejemplo comparativo 2 (intervalo de concentracién 1-0,001 uM para cada uno de ellos).
Todos los compuestos se prepararon en medio de cultivo a partir de soluciones madre con una concentraciéon de 1
mg/ml en agua. Se utilizé el ensayo MTS para determinar la viabilidad celulartras 72 h de incubacién con los farmacos.
Las concentraciones de farmaco necesarias para causar una reduccidén del 50 % en la proliferacién celular (IC50 e
intervalos de confianza del 95 %) se calcularon con el software Graphpad Prism 8 (La Jolla, CA). Se construyeron
curvas de actividad para las células HSJD-DIPG-007 (figura 22) y HSJD-GBM-001 (figura 23). El ejemplo comparativo
1 (SN38-enlazador A-THRre) y ejemplo comparativo 2 (SN38-enlazador B-THRre), presentaron menos actividad que
el compuesto (la). Por tanto, la sorprendente actividad del compuesto (la) se debié al péptido MiniAp4, pero también
se debié al enlazador espacial, en comparacidén con el ejemplo comparativo 1 y ejemplo comparativo 2. Los valores
de IC50 establecidos se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Valores IC50 (uM) de los compuestos (la), Ej. Comp. 3 y Ej. Comp. 4 contra lineas celulares cancerosas.

Linea celular SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) | Ejemplo comparativo 1 | Ejemplo comparativo 2
HSJD-DIPG-007 | 0,02032 0,07509 0,1485
HSJD-GBM-001 | 0,02165 0,06734 0,1008

Ejemplo 13: Estabilidad de SN38-enlazador A-MiniAp4 en suero humano a 37 °C jn vitro frente al tiempo.

En cuanto a la estabilidad en suero humano del SN38-enlazador A-MiniAp4 (la) (ejemplo 7), se incubé a una
concentracién de 200 UM en tampén HBSS a 37 °C en presencia de suero humano al 90 %. En un intervalo de tiempos,
se recogieron alicuotas de 100 pl a las que se afiadié metanol frio de 400 pl para precipitar las proteinas del suero.
Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm a 4 °C durante 30 min, se filtraron y se analizaron por UPLC-PDA y UPLC-
MS para determinar el grado de degradacién de SN38-enlazador A-MiniAp4 (la). No se observé ninguna degradacion
significativa en 24 h, lo que implica que la semivida es superior a este periodo (figura 24).

Ejemplo 14: Estabilidad de SN38-enlazador A-MiniAp4 (G2B-001) (la) en plasma de rata, de ratdn, canino y humano
a 37 °C in vitro frente al tiempo.
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Para evaluar la estabilidad del SN38-enlazador A-MiniAp4 (1a) (ejemplo 7) en plasma humano, de ratén, de perro y de
rata a 37 °C, el compuesto se prepard a 200 UM en muestras de plasma por triplicado en cada punto temporal (Oh,
1h,4h, 8hy24h) para cada especie. Una vez finalizada la incubacién, las proteinas plasmaticas se precipitaron
inmediatamente afiadiendo metanol frio (proporciéon 4:1, metanol:plasma) y los tubos se agitaron durante unos
segundos (vortex). Las muestras se centrifugaron a 3.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C, se recogieron los
sobrenadantes, se transfirieron a la placa de inyeccidn y se inyectaron al sistema LC-MS.

La recuperacién del compuesto se determind comparando la respuesta del analito en una muestra bioldgica
enriquecida con el analito y procesada, con la respuesta en una muestra de metanol enriquecida con el analito y
procesada.

El ensayo de estabilidad plasmética se realizé utilizando plasma blanco de voluntarios/animales sin tratar. Como
anticoagulante se utilizé6 K2-EDTA. El plasma blanco humano utilizado se obtuvo del Hospital Sant Pau, el plasma
blanco de ratén utilizado se obtuvo de Janvier, el plasma blanco de perro utilizado se obtuvo de Isoquimen y el plasma
blanco de rata utilizado se obtuvo de Draconis Pharma.

La semivida del G2B-001 a 200pM en plasma humano, de ratén, de perro y de rata fue superior a 24 horas, excepto
para el compuesto G2B-001 en plasma de ratén y perro cuya semivida fue de 8 - 24h. (figura 25).

Tabla 6. Porcentaje de recuperaciéon de G2B-001 tras 24 h en plasma humano, de ratén, de perro y de rata.

G2B-001 (la) % Recuperacion
Ser humano 65,1
Perro 68,3

Ejemplo 15: Preparacién de Hexinoico-TTDS-Dap-Lvs-Ala-Pro-Glu-Thr-Ala-Leu-Asp-NH2 (hexinoico-TTDS-SEQ ID
NO: 14) lineal sin un enlace amida entre el grupo amino de la cadena lateral de Dap y el acido carboxilico de |la cadena
lateral de Asp. DapKAPETALD (SEQ ID NO:14), es decir, péptido lineal.

Para el acoplamiento manual con la resina del primer aminoécido protegido, se aplicé el método de acoplamiento 4
utilizando Fmoc-Asp(OAI)-OH (118,5 mg). Los siguientes aminoécidos se acoplaron secuencialmente de la siguiente
manera utilizando el método de acoplamiento 4:

1 D Fmoc-L-Asp(OAl)-OH 3954 1185 3
2 L Fmoc-L-Leu-OH 3534 1059 3
3 A Fmoc-Ala-OH HxO 329,3 98,7 3
4 T Fmoc-L-Thr(tBu)-OH  397,5 1191 3
5 E Fmoc-Glu(OtBu)-OH HO 4435 1329 3
6 P Fmoc-L-Pro-OH H,O 3554 106,5 3
7 A Fmoc-Ala-OH HxO 329,3 98,7 3
8 K Fmoc-Lys(Boc)-OH 468,5 1404 3
9 Dap Fmoc-L-Dap(Alloc)-OH 410,4 123 3

Utilizando 46 pl de DIC y 43 mg de Oxyma en DMF/DCM (1:1). La mezcla se dej6 reaccionar con agitacién manual
intermitente durante 45 min. Después de cada acoplamiento se eliminé el grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10
minutos cada uno. Dos tratamientos adicionales con DBU, tolueno, piperidina, DMF (5 %, 5 %, 20 %, 70 %) (2 x 5 min)
para asegurar la eliminacién del grupo Fmoc de las aminas secundarias (prolina).

Acoplamiento de Fmoc-TTDS-OH: El acoplamiento de Fmoc-TTDS-OH (2 equivalentes, 200 pmoles, 108,53 mg), se
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consiguié mediante 4 equivalentes de DIC (400 pmoles, 61 pl) y 4 de HOBt (400 umoles, 54 mg) en DCM durante 2 h.
Seguido de la eliminacién del grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) con piperidina al 20 % (v/v) en DMF
mediante un tratamiento de 30 s seguido de dos tratamientos de 10 minutos cada uno.

Acoplamiento del 4cido 5-hexinoico: Para el acoplamiento del acido 5-hexinoico al péptido anclado sobre la resina, se
utilizd el siguiente protocolo: se afiadieron secuencialmente &cido hexinoico (4 eq., 400 pmoles, 45 mg) en DMF (1-3
ml/g de resina), PyBOP (4 eq., 400 umoles, 208 mg) y HOAt (12 eq., 1,2 mmoles, 163 mg) a la resina, seguidos de la
adicién de 12 eq. de DIEA (1,2 mmoles, 204 pul). Durante 1,5 h, se dejé reaccionar la mezcla con agitacién manual
intermitente. El disolvente se eliminé por succién, la resina se lavé con DMF (5 x 30s) y DCM (5 x 30s). El
acoplamiento se repiti6 en las mismas condiciones. El grado de acoplamiento se controlé utilizando el ensayo
colorimétrico de Kaiser.

Los grupos OAl y Alloc se desprotegieron mediante adicién de tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (0,1 eq., 10 uM, 12
mg), fenil silano (10 eq., 1000 pmoles, 123 mg) en DCM (3 x 15 min). La resina se lavé con dietilcarbamato de sodio
0,02 M en DCM (3 x 5 min).

A continuacién, el péptido se escindi6 y se liofilizé. Caracterizacién del producto. HPLC de fase inversa: gradiente
lineal del 10 al 60 % de MeCN en H2O en 30 min utilizando una columna Xbridge de 25 cmy 3,5 um, 1 ml/min y como
disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,1 %) y H>O (TFA al 0,1 %); Tiempo de retencién: 11,526 min. Rendimiento
(sintesis y purificacién): 9 %.

Ejemplo 16: Preparacién del compuesto de férmula (Ib), G2B-001 lineal sin enlace amida entre el grupo amino de la
cadena lateral de Dap y el acido carboxilico de la cadena lateral de Asp.

A partir de Hexinoico-TTDS-MiniAp4 lineal preparado como en el ejemplo 15, y utilizando SN38-N3 preparado como
en el ejemplo 3, se siguid el siguiente protocolo para obtener el compuesto de férmula (Ib) también denominado G2B-
001 lineal:

A un vial de microondas de 10 ml 1,5 eq. de 5-azidopentanoato de (S)-4,11-dietil-9-hidroxi-3,14-dioxo-3,4,12,14-
tetrahidro-1 H-pirano[3'4"6, 7]indolizinof1,2-bjquinolin-4-ilo, se afiadieron 1 eq. de alquino-TTDS-DapKAPETALD
lineal, 0,15 eq. de CuTHPTA y 0,3 eq. de ascorbato sédico y se disolvieron en 3 ml de DMF. La mezcla se agité de 2
a 4 horas con MW (CEM discover SP MW) asistida a 30 °C durante toda la reaccién. El producto en bruto se purificé
por RP-HPLC a escala semipreparativa. Se obtuvo el compuesto con una pureza superior al 95 %. Caracterizacion
del producto: HPLC-MS de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 80 % de MeCN en H>O en 7 minutos utilizando una
columna Luna 3 pm C18 (2) 100A 50 x 2,1 mm, 0,85 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (&cido férmico al
0,1 %) y HxO (&cido férmico al 0,1 %); Tiempo de retencién: 5,08 min. UPLC-MS [M + Hley,": 1845,10 Da; Rendimiento
(sintesis y purificacién): 22 %.

Ejemplo 17: Preparacién de N3-Pen-SN38

En un matraz de fondo redondo de dos bocas, se afiadié 1 eq. de SN-38 (600 mg) y se disolvié en 100 ml por gramo
de DCM seco (60ml). Se observé una solucién turbia. Esta mezcla de reaccién se enfrié a 0-2 °C y se afiadieron 6 eq.
de DIEA (2 ml) y se agit6 durante 15 minutos. Después de 15 min, se afiadieron 3 eq. de N3-Pen-Cl (700 mg) [disueltos
en 500 ul de DCM seco]. Se enfrié durante 15 minutos y se continu6 agitando a temperatura ambiente. El progreso de
la reaccién se comprobé mediante HPLC. Cuando el material de partida fue inferior al 3 %, la reaccién se llevé a la
fase de elaboracién.

El volumen inicial de la mezcla de reaccién fue ~45 ml que se completé hasta 300 ml con DCM seco. Se extrajo tres
veces con agua destilada (20 % del volumen final de la mezcla de reaccién) 3 X 3 min X 60 ml. La capa de DCM se
sec6 con sulfato sédico (NaxSO4) durante 30 minutos y se evaporé con rotavapor. El sélido obtenido se traté con 80:20
Hex: Eter dos veces y se mantuvo para el secado en desecador. Rendimiento después del trabajo, 730 mg.
Caracterizacion del producto. HPLC de fase inversa: gradiente lineal del 10 al 90 % de MeCN en H>O en 30 min
utilizando una columna SS 2504,6 mm empaquetada con gel de silice C-18 para cromatografia R (5um), 1 ml/min y
como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,1 %) y H>O (TFA al 0,1 %); Tiempo de retencidén: 19,730 min. Masa
observada = 518,20 Da, Masa calculada= 517,19 Da.
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Ejemplo 18: Preparacién del compuesto de férmula (Ic), G2B-003

A partir de Hexinoico-TTDS-MiniAp4 preparado como en el ejemplo 6, y utilizando N3-Pen-SN38 preparado como en
el ejemplo 17, se sigui6 el siguiente protocolo para obtener el compuesto de féormula (Ic) también denominado G2B-
003.

A un vial de 10 ml se afiadieron 1,5 eq. de N3-Pen-SN38, 1 eq. de Hexinoico-TTDS-MiniAp4, 0,15 eq. de CuTHPTAy
0,3 eq. de ascorbato sédico y se disolvieron en 3 ml de DMF.

La mezcla se agité de 2 a 4 horas con microondas (CEM discover SP MW) asistida a 30 °C durante toda la reaccién.
El producto en bruto se purificé por RP-HPLC a escala semipreparativa. Se obtuvo el compuesto con una pureza
superior al 95 %. Caracterizacién del producto: HPLC de fase inversa: gradiente lineal del 20 al 70 % de MeCN en
H-O en 30 minutos utilizando una columna Xbridge de 25 cmy 3,5 um, 1 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN
(TFA al 0,1 %) y H2O (TFA al 0,1 %); Tiempo de retencion: 12,00 min. UPLC-MS [M + Hlex,": 1826,15 Da; Rendimiento
(sintesis y purificacién): 17 %.

Ejemplo 19: Preparaciéon de SN38-O-CO-NH-Gly-COOH

Una solucion de glicina-COOBUY1 eq) y DMAP (2 eq) en DCM seco (15 ml) se afiadié gota a gota a una solucién de
carbonato de bis(4-nitrofenil) (1,3 eq.) en DCM seco (15 ml) y la solucidn resultante se agité a 50 °C durante la noche.
A continuacién, la mezcla de reaccién se diluyé en DCM (150 ml) y se lavé con HCI 0,5 N (100 ml). La capa acuosa
se lavé con DCM (5 x 100 ml) y todas las fracciones orgéanicas se recogieron, se secaron sobre MgSQOy y se filtraron.
El disolvente se evapord a presidon reducida y el residuo se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida
(Hexano:DCM:Et,0; 5:4:1).

El PNP-Gly-COOBU! resultante (1 eq) se hizo reaccionar con SN38 (1,2 eq) en presencia de DMAP (2 eq) en DCM
seco. La mezcla de reaccién se agitdé a 50 °C durante la noche. El disolvente se evaporé a presidn reducida y el residuo
se purificé por cromatografia ultrarrapida.

El grupo éster t-butilico se eliminé tratando SN38-O-CO-NH-Gly-COOBuUt con TFA:DCM:TIS (40:40:20) durante 6 h.
Después se evapor6 el disolvente. Se afiadié tolueno dos veces para eliminar las trazas de TFA. No se realizé ninguna
otra purificacién.

Ejemplo 20: Preparacién de Boc-Val-Cit-PAB-SN38

En un matraz de fondo redondo, se agitaron 1 eq de 7-etil-10-hidroxi-camptotecina (SN38), 1 eq de Boc-Val-Cit-PAB-
PNP (de iris biotech), 2 eq de DIEA y DMAP catalitico en DMF seca durante 16 h a t.a. Posteriormente, la mezcla de
reaccién se diluyé con AcOEt y se lavé con HCI (0,5 M) (x3), y salmuera (x4). A continuacién, se sec6 con MgSQOy, se
evaporaron los volatiles y la mezcla en bruto se purificé por cromatografia de silice (AcOEt: MeOH; 20:1; 15:1: 9:1). El
compuesto deseado se obtuvo con un rendimiento del 52 % y una pureza superior al 90 %. Rendimiento 52 %. UPLC-
PDA de fase inversa: gradiente lineal del 0 al 100 % de MeCN en H,O en 2 minutos utilizando una columna Acquity
BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 ym), 0,61 ml/min y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %) y H.O (TFA al
0,045 %), Tiempo de retencién: 1,42 min. [M+Hlex": 898,4 Da.

Ejemplo 21: Preparacién de HoN-Val-Cit. PAB-SN38
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En un matraz de fondo redondo, se agité 1 eq de Boc-Val-Cit-PAB-SN38 preparado como en el ejemplo 20 en una
mezcla de DCM:TFA:H>O (44,75:49,75:0,5) durante 5 minutos. Después se evapor6 el disolvente. Se afiadié tolueno
dos veces para eliminar las trazas de TFA. No se realizé ninguna otra purificacién.

Ejemplo 22: Preparacién de G2B-004 (Id)

Se prepar6 G2B-004 a partir de diglicélico-MiniAp4 (preparado utilizando los métodos estandar descritos
anteriormente, método de acoplamiento 4) y 2 eq. de HyN-Val-Cit-PAB-SN38 (preparado como en el ejemplo 21)
utilizando PyBOP (4 eq), HOAt (12 eq) disuelto en DMF (1-3 ml/g de resina) seguido de la adicién de DIEA (12 eq).
Durante 1 h se dejé reaccionar la mezcla con agitacidén manual intermitente. El disolvente se eliminé por succién y la
resina se lavé con DMF (5 x 30 s) y DCM (5 x 30 s). La reaccién de acoplamiento se llevo a cabo dos veces (1h y
durante la noche).

A continuacién, G2B-004 se escindié y liofilizéd. Caracterizacién del producto. UPLC de fase inversa: gradiente lineal
del 0 al 100 % de MeCN en HxO en 2 min utilizando una columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 pm), 0,61 ml/min
y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %) y H>O (TFA al 0,045 %); Tiempo de retencién: 1,17 min.
UPLC-MS [M + Hlex,*: 1807,84 Da. Rendimiento (sintesis y purificacion): 21 %.

Ejemplo 23: Preparaciéon de G2B-005 (le)

Se prepard Nval-Pro-Gly-MiniAp4 siguiendo los métodos estandar descritos anteriormente (método de acoplamiento
4).

Se preparé G2B-005 a partir de Nval-Pro-Gly-MiniAp4 y 2 eq. de SN38-O-CO-NH-Gly-OH preparados como en el
ejemplo 19 utilizando PyBOP (4 eq), HOAt (12 eq) disuelto en DMF (1-3 ml/g de resina) seguido de la adicion de DIEA
(12 eq). Durante 1 h se dej6 reaccionar la mezcla con agitacién manual intermitente. El disolvente se elimin6 por
succion y la resina se lavé con DMF (5 x 30 s) y DCM (5 x 30 s). La reaccién de acoplamiento se llevé a cabo dos
veces (1h y durante la noche).

A continuacién, G2B-005 se escindié y liofilizéd. Caracterizacién del producto. UPLC de fase inversa: gradiente lineal
del 0 al 100 % de MeCN en HxO en 2 min utilizando una columna Acquity BEH C18 (50 x 2 mm x 1,7 pm), 0,61 ml/min
y como disolventes se utilizaron MeCN (TFA al 0,036 %) y H>O (TFA al 0,045 %); Tiempo de retencién: 1,51 min.
UPLC-MS [M + Hlexp*: 1640,77 Da. Rendimiento (sintesis y purificacion): 18 %.

Ejemplo 24: Estabilidad de G2B-001 lineal (Ib) en plasma humano a 37 °C jn vitro frente al tiempo

Para evaluar la estabilidad del G2B-001 lineal (Ib) (ejemplo 16) en plasma humano a 37 °C, el compuesto se prepard
a 200 uM en muestras de plasma por triplicado en cada punto temporal (Oh, 0,5h, 1 h, 2h, 4h, 8 hy 24 h). Una vez
finalizada la incubacién, las proteinas plasmaticas se precipitaron inmediatamente afiadiendo metanol frio (proporcién
4:1, metanol:plasma) y los tubos se agitaron durante unos segundos (vértex). Las muestras se centrifugaron a 3.000
rpm durante 30 minutos a 4 °C, se recogieron los sobrenadantes, se transfirieron a la placa de inyeccion y se inyectaron
al sistema LC-MS. La recuperacién del compuesto se determiné comparando la respuesta del analito en una muestra
biolégica enriquecida con el analito y procesada, con la respuesta en una muestra de metanol enriquecida con el
analito y procesada.

El ensayo de estabilidad plasmética se realizé con plasma blanco de voluntarios no tratados. Como anticoagulante se
utilizé6 K2-EDTA. El plasma blanco humano utilizado se obtuvo del Hospital Sant Pau.

La semivida de G2B-001 lineal (Ib) a 200puM en ser humano fue superior a 24 horas. (figura 26).

Tabla 7. Porcentaje de recuperacién de G2B-001 lineal (Ib) tras 24 h en plasma humano.

G2B001 lineal % Recuperacion

Ser humano 69,9

Ejemplo 25: Actividad antitumoral del nuevo compuesto (Ib) denominado G2B-001 lineal frente a lineas celulares
cancerosas: glioma pontino intrinseco difuso

Los presentes inventores compararon la actividad del nuevo compuesto (Ib) G2B-001 lineal (ejemplo 16) con la de los
farmacos estrechamente relacionados, G2B-001 (la) y SN38.

La linea celular cancerosa utilizada en este experimento fue HSJD-DIPG-007. En resumen, se cultivaron 3000 células
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cancerosas en placas de 96 pocillos y 24 h después se expusieron las células a los compuestos G2B-001 (la),
compuesto G2B-001 lineal (Ib), y SN-38 (intervalo de concentracién 1-0,001 uM para cada uno de ellos). Se utilizé el
ensayo MTS para determinar la viabilidad celular tras 72 h de incubacién con los farmacos. G2B-001 (la) y G2B-001
lineal (Ib) mostraron una actividad similar (Figura 27). Por tanto, la actividad in vitro del compuesto G2B-001 (la) se
mantuvo tras la modificacién quimica al compuesto G2B-001 (Ib). Como referencia interna del experimento, SN-38
mostré una actividad similar a la descrita en el Ejemplo 9. Los valores de IC50 establecidos figuran en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de IC50 (uM) de los compuestos G2B-001 (la), G2B-001 lineal (Ib), y SN38.

Linea celular G2B-001 (la) | G2B-001 (Ib) | SN-38
HSJD-DIPG-007 | 0,0278 0,0368 0,000739

Ejemplo 26: Actividad antitumoral comparativa de G2B-003 (Ic) e irinotecan en un xenoinjerto derivado de pacientes
de neuroblastoma. El modelo tumoral fue HSJD-NB-013.

Se introdujeron por via subcutanea tumores recién extirpados (obtenidos de un ratén) en ambos flancos de tres ratones
desnudos atimicos. Tras el injerto (vollimenes tumorales de 100-500 mm?®), se trato a los ratones con irinotecan, G2B-
003 (Ib) o solucién salina (control), todo intravenoso. Un ratén recibié 10 dosis de 10 mg/kg de irinotecan en los dias
1,2,3,4,5, 8,9 10, 11y 12. Un ratdn recibi6é 6 dosis de 100 mg/kg de G2B-003 (Ib) en los dias 1,2, 3,4, 5y 8. Un
ratén recibié solucién salina con el mismo régimen que el irinotecan. El volumen tumoral se midié hasta el dia 44 o
hasta un volumen superior a 1500 mm?3. Los tratamientos con irinotecan y G2B-003 consiguieron una respuesta
antitumoral medible y duradera (Figura 28), mientras que los tumores de control crecieron mas rapidamente. Por tanto,
la actividad in vivo de irinotecan y G2B-003 (lc) fue similar en este modelo tumoral.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

o Eﬁ)—(L)-P-(W)S-(Y)

en donde:
10 Z es un radical del principio activo farmacéutico SN38 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el

principio activo farmacéutico SN38 tiene la férmula (I1), y en donde Z esta unido a un enlazador L independientemente
por sélo uno de los dos grupos hidroxilo (a) o (b) del principio activo farmacéutico;

(b)

(1)

15
L es un enlazador que es un birradical compuesto de 2 a 8 birradicales L' y tiene la formula: -L's-(L'y)n-L'c-;

Ly’ es un birradical seleccionado entre el grupo que consiste en: -C(=0)-(CH,)-C(=0)-; -C(=O)~(CHz)~-NH-; -C(=0)-
(CH2)-S-; -C(=O)-(CH2)-O-; -C(=0)-NH-(CH2)-C(=0)-; -C(=0)-NH-(CH2)-NH-;-C(=0)-NH-(CH>)-S-; -C(=0)-NH-

20 (CH2)-O-; -(CH2)-C(=0)-; -(CH2)-NH-; -(CH2)r-S-; -(CH2)--O-; -Si(R1)(R2)-(CH2)NH-; -Si(R1)(R2)-(CH2).C(=0)-; -
Si(R1)(R2){CH2)-O-; -Si(R1)(R2)-(CH2)-S-; -SO2-(CH2)-NH-; -SO2-(CH2)-C(=0)-; -SO2-(CH2)0-; -SO2-(CH2)-S-; -
P(=0)(OR1)-O-(CH2)-NH-; -P(=0O)(OR1)-O~(CH2)-C(=0)-; -P(=0)(OR+)-O-(CH2)-O-; -P(=0O)(OR1)-O-(CH2)-S-;
CH(OH)-(CH2)-NH-; -CH(OH)~(CH2)-C(=0)-; -CH(OH)-(CH>)-O-; -CH(OH)-(CH2)-S-;

v, O o
i Ly, Ly
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el sustituyente en cualquiera de Ls.L11 puede estar en cualquier posicién de los ciclos;
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\/Lomg

Liz;

L, es un birradical seleccionado independientemente entre el grupo que consiste en: -NH-(CH»)-C(=0)-; -C(=0)-

(CH2),C(=0)-; -S-(CH2)-C(=0)-; -O-(CH2)-C(=0)-; -NH-(CHz)-; -C(=0)-(CH2)r; -S-(CH2)r;, -O-(CH2)i-; -NH-CH-
S ((CH2)NH2)-C(=0)-; -S-CH2-CH(NH2)-C(=0)-; (CH2)-C(=0)-; -(CH2)-O-; (CH2)-NH- -(CH2)-S-; -C(=0)-(CH2)-NH-;

-C(=0)-(CH2)-O-; -C(=0)-(CH2)rS-; -NH-(CH2)-O-; -NH-(CH2)-NH-; -NH-(CH2)-S-; y combinaciones de los mismos;

\, O O
- HN_? “/J\WS N\MXé‘i
%W >r \{% r
Li. 0 Ls; 0

T
10 Ls; y La;

Lc es un birradical seleccionado entre el grupo que consiste en: -NH-(CH2)~-C(=O)-; -NH-CH-((CH2)/NH>)-C(=0O)-; -
C(=0)~(CHz2)rC(=0)-; -S~(CH2)r-C(=0)-; -S-CH>-CH(NH+)-C(=0)-; -O-(CH2)r-C(=0)-, -(CH2)r-C(=0)-;

e C
@%% el

I—1; I—2;
15
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P es un birradical de un péptido seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) un péptido que comprende la secuencia de aminoécidos X4KAPETALX; con un enlace intrapeptidico entre X1 y X
10 que es un enlace amida; en donde X4 se selecciona entre el grupo que consiste en Dap y Dab; y X» se selecciona
entre el grupo que consiste en D (acido aspartico) y E (acido glutdmico); es decir,
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SEQ ID NO:1: X1KAPETALX>
\/

(b) un péptido que tiene una longitud de 12-20 restos de aminoacidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro, y comprende una secuencia de aminoacidos que es: XsKAPETALX4AAA, que tiene al menos
un enlace intrapeptidico disulfuro o diselenuro entre Xz y X4, en donde X3 y X4 son iguales y se seleccionan del grupo
que consiste en C (cisteinas), Sec (selenocisteinas) y Pen (penicilaminas);

SEQ ID NO:2: XsKAPETALX/AAA
\/

(c) un péptido que tiene una longitud de 9-11 restos de aminoacidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro o diselenuro que consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en XsKAPETALXg; XsKAPETALXsA; y XsKAPETALXeAA que tiene al menos un enlace disulfuro o diselenuro
intrapeptidico entre Xs y Xs; en donde X5 y Xg son iguales y se seleccionan del grupo que consiste en C (cisteinas),
Sec (selenocisteinas) y Pen (penicilaminas), es decir,

SEQ ID NO:3: XsKAPETALXs
\/

SEQ ID NO:4: XsKAPETALXsA
\/

SEQ ID NO:5: XsKAPETALXsAA
\/

(d) un péptido que tiene 16 residuos de aminoacidos y comprende la secuencia de aminoacidos
X7NXsKAPETALX0AAAX 10H con un enlace disulfuro o diselenuro intrapeptidico entre X7 y Xo, ¥ entre Xs y Xqo; en
donde X7-Xi0 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en C (cisteinas), Sec (selenocisteinas) y Pen
(penicilaminas); siempre que X7 y Xg sean iguales, y Xg-X10 Sean iguales, es decir,

SEQ ID NO6: X7NXsKAPETALXlgAAAX1oH
I

y (e) péptido que comprende la secuencia de aminoacidos X{KAPETALX, en donde X; se selecciona del grupo que
consiste en Dap y Dab; y X, se selecciona del grupo que consiste en D (4cido aspértico) y E (4cido glutdmico) (SEQ
ID NO:7);

W es un birradical seleccionado del grupo que consiste en -NH-(CH2)~-C(=0)- y -NH-CH((CH2);NH2)-C(=0O)-;

Y es un radical se selecciona del grupo que consiste en-NH,, -OH, -OR3 y -NHR3;

S es un numero entero seleccionado independientemente de 0 a 1;

n es un nimero entero de 0 a 6;

r es un nimero entero seleccionado independientemente de 1 a 5;

k es un nimero entero de 5 a §;

R1y R2 se seleccionan independientemente entre un alquilo (C4-Ce);

R3 es un radical seleccionado entre el grupo que consiste en alquilo-(C4-Ce);

La' esta unido al radical Z mediante un enlace que se selecciona del grupo que consiste en un éster, éter, uretano, éter

de sililo, sulfonato, fosfato, cetal, hemicetal, carbonato y carbamato, formandose el enlace entre los grupos C=0, SO2,
Si, P, CH o CHz en el lado izquierdo de las formulas L' dibujadas y uno de los grupos hidroxilo del SN38;
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cuando n =0, L' esta unido al radical L' a través de un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que
consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éstery tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales
del lado derecho de las férmulas Ly' dibujadas y los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L' dibujadas;

cuando n =1, L' esta unido al radical Ly' a través de un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que
consiste en amina, amida, éter, tioéter, éster disulfuro y tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales
del lado derecho de las férmulas LJ' y los grupos funcionales del lado izquierdo de las formulas Ly'; y Ly' esté unido al
radical L¢' mediante un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en la amina, amida,
éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales del lado derecho de las
férmulas L' dibujadas y los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L ' dibujadas;

cuando n es mayor que 1, L,' son iguales o diferentes y estan unidos entre si a través de un enlace quimicamente
factible seleccionado del grupo que consiste en amina, amida, éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster; siendo un terminal
Ly' unido a Ly' mediante un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en amina, amida,
éter, tioéter, disulfuro, éster y tioéster, formandose el enlace entre los grupos funcionales del lado derecho de las
férmulas Ly’ dibujadas y los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas L,' dibujadas; y siendo otro terminal
Ly' unido a L' mediante un enlace quimicamente factible que se selecciona del grupo que consiste en amina, amida,
éter, tioéter, disulfuro, éstery tioéster, formandose el enlace entre el grupo funcional del lado derecho de las féormulas
Ly' dibujadas y el grupo funcional del lado izquierdo de las férmulas L' dibujadas;

L' se une al birradical P a través de un enlace amida formado con el grupo carbonilo del lado derecho de las férmulas
L' dibujadas y un grupo amino del primer aminoéacido de la secuencia peptidica P;

cuando s=0, P se une directamente a Y a través de una amida, acido carboxilico o enlace éster, formandose el enlace
entre el C=0 del C-terminal del tltimo aminoacido de la secuencia P, y el radical Y que es -NH,, -OH, -OR3 0 -NHRg3;
y

cuando s=1 P est4 unido a un radical W a través de un enlace amida formado con un C=0O del C-terminal del ultimo
aminoécido de la secuencia P, el enlace que se forma entre los grupos funcionales del lado izquierdo de las férmulas
W dibujadas y los grupos funcionales (C=0) del C-terminal del Gltimo aminoéacido de la secuencia P del lado derecho
de la secuencia dibujadas; y W esta unido a Y de la siguiente manera: -C(=O)-NH-(CH2)+-C(=0)-Y, o -C(=O)-NH-
CH((CH2)NH2)-C(=0)-Y.

2. El compuesto de férmula (1) de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde Z esta unido a un enlazador L por el grupo
hidroxilo (b) del principio activo farmacéutico.

3. El compuesto de férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde Z esta unido a un enlazador L por el grupo
hidroxilo (a) del principio activo farmacéutico.

4. El compuesto de férmula (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde P es un birradical de
un péptido seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un péptido que comprende la secuencia de aminoacidos DapKAPETALD con un enlace intrapeptidico entre Dap y
D que es un enlace amida, que es SEQ ID NO:8:

DapKAPETALD
NHCO ~~

(b) un péptido que tiene una longitud de 9-20 restos de aminoécidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro, y comprende una secuencia de aminoécidos que es:

CKAPETALCAAA que tiene al menos un enlace disulfuro intrapeptidico entre las cisteinas 1y 9, que es SEQ ID NO:9:
CKAPETALCAAA

e-s

(c) un péptido que tiene una longitud de 9-11 restos de aminoacidos que tiene al menos un enlace intrapeptidico que
es un enlace disulfuro y que consiste en una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que consiste en
CKAPETALC; CKAPETALCA; y CKAPETALCAA que tiene al menos un enlace disulfuro intrapeptidico entre las
cisteinas 1y 9, que son
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SEQ ID NO:10: CKAPETALC
~Ngs
SEQ ID NO:11 CKAPETALCA
S-S
SEQ ID NO:12) CKAPETALCAA,; and
S-S/
(d) un péptido que tiene 16 residuos de aminoacidos y comprende la secuencia de aminoacidos

CNCKAPETALCAAACH con un enlace disulfuro intrapeptidico entre la primera y la tercera cisteina que son las
cisteinas 1y 11, y entre la segunda y la cuarta cisteina que son las cisteinas 3 y 15, es decir,

SEQ ID NO:13: ClNCKAPETALCAAACH
S-S
S-S

(e) un péptido que comprende la secuencia de aminoéacidos DapKAPETALD (SEQ ID NO:14).

5. El compuesto de férmula (I) de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde, P es un birradical de un péptido
seleccionado entre el grupo que consiste en:

(a) el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos DapKAPETALD con un enlace intrapeptidico entre Dap y D que
es un enlace amida (SEQ ID NO:7);

(b) el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos CKAPETALC con al menos un enlace disulfuro intrapeptidico
entre cisteinas en posicién 1y 9 (SEQ ID NO:10;

(c) el péptido que tiene la secuencia de aminoacidos DapKAPETALD (SEQ ID NO:14).
6. El compuesto de férmula (1) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde

Ly’ es un birradical seleccionado entre el grupo que consiste en: -C(=0)-(CH5)-C(=0)-, -C(=O)~(CHz)~-NH-, -C(=0)-
(CHa2)-S-; -C(=0)~(CH2)i-O-; -C(=0)-NH-(CH2)-C(=0)-; L1, Lo, Ls, L4, Ls, Ls, L7y L12.

7. El compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde L es un enlazador que es un birradical
compuesto de 3 a 8 birradicales y n es un nimero entero de 1 a 6.

8. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde L' es Ls de la férmula siguiente y L' es -C(=0)-(CHa):-

C(=0)-,
O N
N 0
Y
A ; / ‘J‘ri
Ls. !

9. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde L' se selecciona del grupo que consiste en -NH-(CHa)-
O-, «(CH2)-O-; y (CH>)-NH-, y combinaciones de los mismos.

10. El compuesto de férmula (I) de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde:
a) L es un enlazador que es un birradical compuesto de 2 birradicales, n = 0, Ly' es L1o, y L¢' es L1z, 0 como alternativa,

b) L es un enlazador que es un birradical compuesto de 2 birradicales, n = 0, Ly' es -C(=0)-NH-(CH»)-C(=0O)-, y L' es
L15.
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11. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, que se selecciona de la siguiente lista:

formula (la):
5
(la;
formula (Ib):
" ;g*g,i\@ The (T}
(Ib);
10
formula (lc):
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(Io);
formula (1d):
5
Ly p /
0 T—% < —
MO L

. 45-*
H

o mW\{iqj 2 n j\é HN— 0o
| M‘Mﬁz + %N;«wmﬁ o }na

4 DHH '\‘MW oy
?3, 3{ } MHMJf }w@ kﬁ’;:}
H;_KNK ;IM Hg”"’w
H X\wj{v
(Id); y

formula (le):
10
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) f o)
HzN 3 N—

(le).

12. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto definido en
cualquiera de las reivindicaciones 1-11, junto con cantidades apropiadas de vehiculos y/o excipientes
5 farmacéuticamente aceptables.

13. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para su uso como un medicamento.

14. Un compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para su uso en el tratamiento de céncer
10 en un mamifero, incluyendo un ser humano.

15. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el tratamiento del cancer comprende el

tratamiento de un tumor seleccionado entre el grupo que consiste en tumores sélidos extracraneales, tumores oculares

y tumores del SNC; o un cancer seleccionado del grupo que consiste en glioma adulto, gliomas pediatricos,
15 retinoblastoma, sarcoma de Ewing, DIPG, neuroblastoma y rabdomiosarcoma.
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