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DESCRIPCION
Moléculas biolégicamente activas, conjugados de las mismas y usos terapéuticos
Campo técnico

La presente divulgacidén proporciona conjugados de ligando-molécula biolégicamente activa como se define en las
reivindicaciones, en donde el ligando esta conectado a la molécula biolégicamente activa a través de un compuesto
enlazador. La presente divulgacién también proporciona compuestos conjugados en composiciones farmacéuticas
para su uso en diversas aplicaciones terapéuticas.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades proliferativas se caracterizan por el crecimiento descontrolado y la diseminacién de células
andmalas. Si la diseminaciéon no se controla, puede provocar la muerte. La proliferacién andémala, por ejemplo, un
cancer, es provocada tanto por factores externos (por ejemplo, tabaco, productos quimicos, radiacién y organismos
infecciosos) como por factores internos (mutaciones hereditarias, afecciones del sistema inmunitario, las mutaciones
que se producen por el metabolismo). Estos factores causales pueden actuar juntos o en secuencia para iniciar o
promover la proliferacién anémala. El cancer se trata mediante cirugia, radiacién, quimioterapia, hormonas e
inmunoterapia. Sin embargo, existe la necesidad de farmacos antiproliferativos mas eficaces.

La terapia antiproliferativa ideal permitiria la administracion dirigida de agentes altamente citotéxicos a las células
tumorales y no afectaria a las células normales. El tratamiento quimioterapico convencional, por ejemplo, con
maitansina, es limitado debido a los efectos secundarios téxicos que surgen de los efectos del farmaco sobre células
no cancerosas. Se han intentado diversos enfoques para el suministro farmacolédgico dirigido, incluyendo el uso de
conjugados de sondas dirigidas a tumores (tales como anticuerpos o factores de crecimiento) con toxinas tales como
toxinas de pseudomonas o difteria, que detienen la sintesis de proteinas y células. Sin embargo, los efectos
secundarios incluyen la reaccién del sistema inmunitario debido a los componentes no humanos de los conjugados.
Ademas, la semivida de los conjugados farmacolégicos estaba limitada debido a la eliminacién de la circulacién a
través de la filtracion renal y la degradacién esquematica, la captacién por el sistema reticuloendotelial (RES) y la
acumulacién en érganos y tejidos no diana.

Otro enfoque usa portadores farmacolégicos pasivos, tales como polimeros, liposomas y micelas poliméricas, para
aprovechar la hiperpermeabilidad de los endotelios vasculares del tejido tumoral. Los farmacos poliméricos y las
macromoléculas se acumulan dentro de los tumores sélidos debido a una permeabilidad mejorada y un mecanismo
de retencién. Sin embargo, las barreras para usar dichos suministros dirigidos incluyen el aclaramiento rapido de
particulas extrafias de la sangre y obstaculos tecnolégicos para obtener sistemas de suministro de farmacos
farmacéuticamente aceptables y altamente estandarizados con la especificidad y selectividad necesarias para unirse
a las células tumorales.

Por lo tanto, existe la necesidad de compuestos antiproliferativos dirigidos.

El documento US 2013/029900 A1 divulga un conjugado de agente de unién a células-agente citotdxico que tiene un
enlazador peptidico. El documento US 2013/029900 A1 también describe composiciones y métodos para inhibir el
crecimiento celular anémalo y tratar un trastorno proliferativo en un mamifero usando el conjugado divulgado en el
mismo.

Reddy et al. ("Folate Receptor-Specific Antitumor Activity of EC 131, a Folate-Maytansinoid Conjugate”", CANCER
RESEARCH, vol. 67, n.° 13, 1 de julio de 2007, paginas 6376-6382) describen cémo se preparé EC131, un nuevo
conjugado farmacolégico dirigido al receptor de folato (FR), uniendo covalentemente la vitamina &cido félico (FA) a un
potente agente inhibidor de microtbulos, el maitansinoide DM1, a través de un enlace disulfuro intramolecular. Reddy
et al. también describen la actividad bioldgica de EC 131.

Davis et al. ("In vitro Characterization of the Drug-Drug Interaction Potential of Catabolites of Antibody-Maytansinoid
Conjugates”, DRUG METABOLISM AND DISPOSITION, vol. 40, n.° 10, 29 de junio de 2012, paginas 1927-1934)
analizan la caracterizacién in vitro del potencial de inhibicién de cuatro especies representativas de maitansinoides
observadas en el procesamiento hepatico y/o tumoral in vivo de conjugados de anticuerpo-maitansina (AMC) con
enlaces escindibles y no escindibles.

Sumario de la invencién

En el presente documento se divulgan, pero no segun la invencién, compuestos conjugados representados por la
siguiente férmula estructural (1):
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I- LHr—A—W—X—Y—Z2,—D
a (D
en donde:

L estad ausente o es un ligando;
ademas, en donde:

cuando L es un ligando, L es capaz de unirse a una célula o poblacién celular,

a es un numero entero de 1 a 10;

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

D es una molécula biolégicamente activa;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CR5Rs-, -NRy-;

ademas, en donde: R4, Rs y Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin
sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

X esta ausente, es arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, en donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos; y

Y esta ausente, o es un espaciador.

En el presente documento también se divulgan, pero no segun la invencién, compuestos de enlazadores-
biol6gicamente activos representados por la siguiente formula estructural (V):

Zo-A-W-X-Y-Z41-D (V)
en donde:

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

D es una molécula biolégicamente activa;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CR5Rs-, -NRy-;

ademas, en donde: R4, Rs ¥y Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin
sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

X estd ausente, es arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, en donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos; y

Y esta ausente, o es un espaciador.

En el presente documento también se divulgan, pero no segln la invencién, enlazadores representados por la
siguiente férmula estructural (VI).

En un aspecto divulgado en el presente documento, pero no segun la invencion, los compuestos enlazadores se
representan por la férmula (VI):

Zo-A-W-X-Y-Z4 (V1)
en donde:

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CR5Rs-, -NRy-;

X estd ausente, es arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, en donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos;

Y esta ausente, es

Rz
A A
ii/ 1\R1)L Ry 3\;;‘
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A4_A5

W
en donde A4, As, R1 ¥y Rz estédn cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene
2-20 aminoéacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -S-C(=8)-, -C(=8)-NH-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
SO-, -SO2, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0O)-N(R4)-C(=0O)-, -O-

C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos;

Az
SR R3/ \réj

A4y As son cada uno independientemente -O-, -S-, -NR1g-, -CRsR6-;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;

R1s se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100; y

xes0, 102

En el presente documento también se divulgan, pero no segln la invencidén, compuestos de férmula (VI), en donde Z»
se representa mediante la siguiente férmula estructural:

-Zop-Zop-Zoc-Zop-,

en donde:

Zop, Zop, Zoc ¥ Zop estén cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -CRsRe-
, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHx)p1, -(CHx)p1-C(=O)-, ~(CHy)p1-
C(=0)-0O-, -(O-(CH2)p2-)p3~, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=8)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=8)-8-, -S-, -SO-, -SO»-,
-NR4-, -N(R4)-C(=O)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=O)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0O)-N(R4)-C(=0)-, -O-C(=0)-N(Ra4), -
O-C(=S)-N(R4)-, -C(=S)-N(R4)-, -N=C=8, -N=C=0,

o
(0]
o
N
Y
O »

, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente sustituidos
¥y R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto que tiene la siguiente férmula:
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a

en donde:

Ab es un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo;

AA1-AA; es un residuo peptidico seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-
fenilalanina, fenilalanina-lisina, valina-asparagina, asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina,
asparagina-serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina,
isoleucina-asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-asparagina, asparagina-glicina, acido glutamico-asparagina,
asparagina-4cido glutamico, citrulina-asparagina, asparagina-citrulina, alanina-asparagina y asparagina-alanina;
a es un numero entero de 1 a 10;

g es 0 o un nimero entero de 1 a 5;

R1 es un residuo de aminoécido, un residuo peptidico que tiene 2-20 residuos de aminoécidos, un -alquileno-, un
-alquinileno-, un -alquenileno-, un -cicloalquileno-, un -arileno-, un -heteroarileno-, un -heterociclileno-, -CRsRe-, -
O-, -C(=0})-, -O-C(=0})-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)-(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHy)p1-, -(CHx)p1-C(=O)-, (CHy)p1-
C(=0)-0O-, (O-(CH2)p2-)p3~, ~((CH2)p2-O-)p3-, -C(=8)-, -C(=S)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=S)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -SO-, -
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802-, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(Ra4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0O)- u -O-
C(=0)-NR4-, en donde el -alquileno-, -alquinileno-, alquenileno-, -cicloalquileno-, -arileno-, heteroarileno- y -
heterociclileno- estan opcionalmente sustituidos;

A3 es —CHQ—, —CHQCHQ—, —CHQCHQCHQ— (o] —CHQCHQCHQCHQ—;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1g 0 CRsRg;

R1s se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo y
heterociclilo sustituidos o sin sustituir;

Ro, Rio, R11 ¥y R12 son cada uno independientemente H, halégeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s, -
C(=0)-R15, -C(=0)-0O-R15, -C(=0)-NR13R14 0 alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo sustituidos o sin
sustituir;

R13 ¥ R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido;

R1s5 es un alquilo opcionalmente sustituido;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100; y

xes0, 102

La presente divulgacién también se refiere una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto del primer aspecto, 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y
uno o mas portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

La presente divulgacién también proporciona un compuesto del primer aspecto para su uso en la reduccién, retraso o
detencion de un crecimiento celular anémalo.

La presente divulgaciéon también proporciona un compuesto del primer aspecto para su uso en la destruccidén de una
célula.

La presente divulgacién también proporciona un compuesto del primer aspecto para su uso en el tratamiento de un
trastorno médico en un individuo.

La presente divulgacién también proporciona un compuesto del primer aspecto para su uso en la reduccién del tamafio
de un tumor, la detencién del aumento del tamafio de un tumor, la reduccién de la proliferacién de un tumor o la
prevencién de la proliferacién de un tumor en un individuo que lo necesite.

En el presente documento también se divulgan, pero no segln la invencién, compuestos precursores de moléculas
biol6gicamente activas-enlazadores, como se representa por la férmula (V). Los compuestos de férmula (V)
proporcionan componentes basicos para compuestos conjugados de férmula (). Ademas, los compuestos de férmula
(V) pueden proporcionarse como composiciones, composiciones farmacéuticas y sales farmacéuticamente aceptables
de los mismos.

Breve descripcién de los dibujos

Las figuras 1-8 representan los resultados de los ensayos de viabilidad celular en los que se cultivaron in vitro
diversas lineas de células cancerosas y se trataron con diluciones en serie de anticuerpos, farmaco libre o
conjugados de anticuerpo-farmaco como se muestra. El porcentaje de viabilidad se determiné de acuerdo con los
métodos expuestos en el Ejemplo 14.

La figura 1A muestra los resultados de viabilidad celular de células C4-2 (linea celular de cancer de préstata)
tratadas con el compuesto 2, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el compuesto 3 ("Control de isotipo-
3"), anticuerpo anti PSMA conjugado con el compuesto 3 ("PSMA-3") y anticuerpo anti PSMA no conjugado
("PSMA").

La figura 1B muestra los resultados de viabilidad celular de células C4-2 (linea celular de cancer de préstata)
tratadas con el compuesto 6, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el compuesto 7 ("Control de isotipo-
7"), anticuerpo anti PSMA conjugado con el compuesto 7 ("PSMA-7") y anticuerpo anti PSMA no conjugado
("PSMA").

La figura 1C muestra los resultados de viabilidad celular de células C4-2 (linea celular de cancer de préstata)
tratadas con el compuesto 25, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el compuesto 21 ("Control de isotipo-
21"), anticuerpo anti PSMA conjugado con el compuesto 21 ("PSMA-21") y anticuerpo anti PSMA no conjugado
("PSMA").

La figura 2 muestra los resultados de viabilidad celular de células PC3/hSTEAP1 (linea celular de céncer de
prostata que expresa hSTEAP1 exégena) tratadas con el compuesto 6, anticuerpo de control de isotipo conjugado
con el compuesto 7 ("Control de isotipo-7"), anticuerpo anti STEAP1 conjugado con el compuesto 7 ("STEAP1-7")
y anticuerpo anti STEAP1 no conjugado ("STEAP1").

La figura 3 muestra los resultados de viabilidad celular de células T47D (linea celular de cancer de mama) tratadas
con el compuesto 6, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el compuesto 7 ("Control de isotipo-7"),
anticuerpo anti PRLR conjugado con el compuesto 7 ("PRLR-7") y anticuerpo anti PRLR no conjugado ("PRLR").
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La figura 4 muestra los resultados de viabilidad celular de células HEK293/hEGFRVIII (células HEK293 que
expresan hEGFRVIII exdgena) tratadas con el compuesto 6, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el
compuesto 7 ("Control de isotipo-7"), anticuerpo anti EGFRvIII conjugado con el compuesto 7 ("EGFRVIII-7") y
anticuerpo anti EGFRvIII no conjugado ("EGFRVIII").

La figura 5 muestra los resultados de viabilidad celular de células MMT/hEGFRVIII (células MMT que expresan
hEGFRVIIl exdégena) tratadas con el compuesto 6, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el compuesto 7
("Control de isotipo-7"), anticuerpo anti EGFRVIII conjugado con el compuesto 7 ("EGFRVIII-7") y anticuerpo anti
EGFRVIII no conjugado ("EGFRVIII").

La figura 6 muestra los resultados de viabilidad celular de células U251/hEGFRuVIII (células U251 que expresan
hEGFRVIIl exdégena) tratadas con el compuesto 6, anticuerpo de control de isotipo conjugado con el compuesto 7
("Control de isotipo-7"), anticuerpo anti EGFRVIII conjugado con el compuesto 7 ("EGFRVIII-7") y anticuerpo anti
EGFRVIII no conjugado ("EGFRVIII").

La figura 7, paneles A y B, muestra los resultados de viabilidad celular de células HEK293 y U87MG,
respectivamente, tratadas con los compuestos 6, 27, 29 y 31 (todos sin conjugar).

La figura 8, paneles A-E, muestra los resultados de viabilidad celular de células HEK293, U251, C4-2, PC3 y
MMT, respectivamente, tratadas con los compuestos 6, 9, 33 y 35 (todos sin conjugar).

Descripcion detallada

Las referencias a determinados ejemplos que se hacen en la siguiente descripcion se consideran ilustrativas
Unicamente de los principios de la divulgacion.

Las palabras "comprender”, "que comprende", "incluir" e "que incluye" cuando se usan en esta memoria descriptiva y
en las siguientes reivindicaciones tienen la intencién de especificar la presencia de las caracteristicas, nimeros
enteros, componentes o etapas indicados, pero no excluyen la presencia o adicién de una o mas caracteristicas,
ndmeros enteros, componentes o etapas adicionales de los mismos.

Los términos generales usados en cualquiera de los ejemplos del presente documento se pueden definir de la siguiente
manera; sin embargo, el significado indicado no debe interpretarse como limitante del alcance del término per se.

Como se usa en el presente documento, el término "conjugado” se refiere a un compuesto que tiene un ligando, un
enlazador y una molécula biolégicamente activa. Los ejemplos ilustrativos incluyen compuestos de formula (1), (1) y
(IV).

Como se usa en el presente documento, el término "espaciador” se refiere a los componentes quimicos basicos del
enlazador usados para separar espacialmente el ligando de la molécula biolégicamente activa y permitir el catabolismo
del enlazador dentro de las células. Un espaciador se puede representar por Z,y Zo.

Como se usa en el presente documento, el término "macrélido” se refiere a cualquier molécula biolégicamente activa
que tenga un anillo macrélido.

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo que tiene una férmula
general CnHon +1. LOS ejemplos de alquilo incluyen: metilo, etilo, 1-propilo, 2-propilo, 1-butilo y similares. Los alquilos
tipicos tienen de uno a diez 4tomos de carbono, de uno a nueve atomos de carbono, de uno a ocho atomos de carbono,
de uno a siete atomos de carbono, de uno a seis atomos de carbono, de uno a cinco atomos de carbono, de uno a
cuatro atomos de carbono, de uno a tres atomos de carbono, de uno a dos atomos de carbono o un atomo de carbono.

Como se usa en el presente documento, el término "arilo" se refiere a un hidrocarburo aromético monovalente o
policiclico que tipicamente tiene de 6 a 18 atomos de carbono. Los ejemplos de arilo incluyen fenilo (como benceno),
bencenos sustituidos, naftaleno, antraceno, indenilo, tetrahidronaftilo y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "alquenilo” se refiere a un radical hidrocarburo monovalente lineal
o ramificado alifdtico de dos 0 mas atomos de carbono con al menos un sitio de insaturacién. Los alquenilos tienen
una férmula general de RoC=CR>. Los ejemplos de alquenilo incluyen: etilenilo, vinilo, alilo y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "alquinilo" se refiere a un radical hidrocarburo alifatico univalente
que contiene un triple enlace. Los alquinilos tipicos tienen de dos a veinte atomos de carbono (e incluyen al menos un
triple enlace). Los ejemplos de alquinilo incluyen etinilo, propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 1-pentinilo, hexinilo y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "cicloalquilo" se refiere a un radical anular carbociclico saturado
monovalente. Los cicloalquilos tipicos son radicales anulares monociclicos de 3 a 7 miembros. Un ejemplo de un
cicloalquilo es ciclohexilo.

Como se usa en el presente documento, el término "heteroarilo" se refiere a un radical aromético monovalente de
anillos de 5 0 6 miembros. El heteroarilo incluye sistemas anulares condensados (al menos uno debe ser aromatico)
que incluyen hasta 5 a 18 4tomos, que contienen uno o mas heteroatomos seleccionados independientemente de
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nitrégeno, azufre u oxigeno. Los heteroarilos ilustrativos son piridinilo, triazolilo, furilo, pirazinilo, tienilo, isoxazolilo,
indazolilo, furazanilo, benzotiazolilo, quinazolinilo y furopiridinilo.

Como se usa en el presente documento, el término "heterociclilo" se refiere a un radical carbociclico saturado o
parcialmente saturado, tipicamente de 3 a 18 &tomos de carbono en el que al menos un atomo anular es un
heteroatomo seleccionado de nitrégeno, oxigeno, fosforo y azufre. Un heterociclilo puede ser un monociclo o un biciclo,
por ejemplo. Los ejemplos de heterociclilo son pirrolidinilo, tetrahidrofuranilo, dihidropiranilo, tioxanilo, 2H-piranilo,
dioxanilo, ditianilo, piperidino y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresién "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere tanto a sales
organicas como a sales inorganicas de los compuestos conjugados descritos en el presente documento, por ejemplo,
los compuestos de férmula (1), (1), (IV) y (V). Las sales son farmacéuticamente aceptables e incluyen: sulfato, citrato,
nitrato, fosfato, ascorbato, bromuro, gluconato, benzoato, oxalato, pantotenato y similares. Cabe sefialar que las sales
farmacéuticamente aceptables del presente documento pueden incluir mas de un atomo cargado en su estructura, asi
como uno o mas contraiones. La preparacién de compuestos conjugados del presente documento como sales
farmacéuticamente aceptables es bien conocida por un experto en la técnica.

Como se usa en el presente documento, se entiende que la expresién "anticuerpo humano" incluye anticuerpos que
tienen regiones variables y constantes procedentes de secuencias de inmunoglobulina humana. Los mAb humanos
de la invencidn pueden incluir residuos de aminoéacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina humana
(por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o de sitio in vitro o por mutacién somética in vivo),
por ejemplo en las CDR vy, en particular, en la CDR3. Sin embargo, la expresidén "anticuerpo humano", como se usa
en el presente documento, no pretende incluir mAb en los que se hayan injertado secuencias CDR procedentes de la
linea germinal de otra especie de mamifero en secuencias FR humanas.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad que
produce el efecto deseado para el cual se administra. La cantidad exacta dependera del propésito del tratamiento, y
un experto en la técnica podra determinarla usando técnicas conocidas (véase, por ejemplo, Lloyd (1999) The Art,
Science and Technology of Pharmaceutical Compounding).

Ligandos y compafieros de unién

Los compuestos conjugados que no comprenden un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, no
estan incluidos por las reivindicaciones y son solamente para fines de referencia.

La eficacia de los ejemplos de compuestos conjugados descritos en el presente documento depende de la selectividad
del ligando para unirse a su compafiero de unién a ligando.

En un ejemplo, los ligandos son cualquier molécula capaz de unirse con determinada especificidad a un compafiero
de unién dado dentro de un mamifero donde la interaccién puede dar como resultado un uso terapéutico. En algunos
ejemplos, el ligando es capaz de unirse a una célula o poblacién celular.

Los ligandos para su uso en el presente documento incluyen anticuerpos, linfocinas, hormonas, factores de
crecimiento, receptores viricos, interleucinas o cualquier otra molécula o sustancia de unidén celular o de unién a
péptidos.

En un ejemplo, el ligando es un anticuerpo. Como se define en el presente documento, anticuerpo se refiere a
anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpos (Fab, Fab' y F(ab)2, minicuerpos,
diacuerpos, tricuerpos y similares) y anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos del presente documento se pueden
humanizar usando métodos descritos en la Patente de EE. UU. N.°6.596.541 y la Publicacién de EE. UU.
N.°2012/0096572.

Cuando el ligando es un anticuerpo, se une a un compafiero de unién a antigeno que es un polipéptido y puede ser
una molécula transmembrana (por ejemplo, receptor) o un factor de crecimiento. Los antigenos de ejemplo incluyen,
pero sin limitacién, moléculas tales como renina; una hormona del crecimiento, incluyendo hormona del crecimiento
humana y hormona del crecimiento bovina; factor de liberacién de la hormona del crecimiento; hormona paratiroidea;
hormona estimulante tiroidea; lipoproteinas; alfa1-antitripsina; cadena A de insulina; cadena B de insulina; proinsuling;
hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagén; factores de coagulacién tales como factor
vme, factor X, factor tisular (TF) y factor de von Willebrand; factores anticoagulantes tales como proteina C; factor
natriurético auricular; tensioactivo pulmonar; un activador de plasminégeno, tal como urocinasa u orina humana o
activador de plasminégeno de tipo tisular (t-PA); bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; factor
de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (regulacién por activacién normalmente expresada y secretada
por linfocitos T); proteina inflamatoria de macréfagos humanos (M1P-1-alfa); una seroalbimina, tal como seroalbimina
humana; sustancia inhibidora de muelleriana; cadena A de relaxina; cadena B de relaxina; prorrelaxina; péptido
asociado a gonadotropina de ratén; una proteina microbiana, tal como betalactamasa; DNasa; 19E; un antigeno
asociado a linfocitos T citotéxicos (CTLA), tales como CTLA-4; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial
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vascular (VEGF); receptores de hormonas o factores de crecimiento; proteina A o D; factores reumatoides; un factor
neurotréfico tal como factor neurotréfico derivado del hueso (BDNF), neurotrofina 3, 4, 5 0 6 (NT-3, NT4, NT-5 o NT-
6), o un factor de crecimiento nervioso tal como NGF-B; factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor
de crecimiento de fibroblastos, tal como aFGF y bFGF; receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2),
factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante (TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta,
incluyendo TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4 o TGF-B5; factor de crecimiento insulinico 1y Il (IGF-1 y IGF-II); des(l-
3)-IGF-I (IGF-1 cerebral), proteinas de unién al factor de crecimiento insulinico, EpCAM, GD3, FLT3, PSMA, PSCA,
MUCI, MUCI6, STEAP, CEA, TENB2, receptores EphA, receptores EphB, receptor de folato, FOLRI, mesotelina,
cripto, alphavbeta8, integrinas, VEGF, VEGFR, EGFR, receptor de transferrina, 1RTAI, 1RTA2, 1RTA3, 1RTA4,
1RTADS5; proteinas CD, tales como CD2, CD3, CD4, CD$, CD8, CD8, CDIl, CDI4, CDI9, CD20, CD21, CD22, CD25,
CD28, CD28, CD30, CD33, CD36, CD37, CD38, CD40, CD44, CD52, CD55, CD56, CD59, CD70, CD79, CD80. CD81,
CD103, CD105, CD134, CD137, CD138, CDI52, o un anticuerpo que se une a uno o mas antigenos asociados a
tumores o receptores de superficie celular divulgados en la Publicacion de EE. UU. N.° 2008/0171040 o la Publicacion
de EE. UU. N.°2008/0305044; eritropoyetina; factores osteoinductivos; inmunotoxinas; una proteina morfogenética
6sea (BMP); un interferén, tal como interferén-alfa, beta y gamma; factores estimulantes de colonias (CSF), por
ejemplo, M-CSF, GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-10; superéxido dismutasa; receptores de
linfocitos T, proteinas de la membrana de superficie; factor de aceleracién de la descomposicién; antigeno virico, tal
como, por ejemplo, una porcién de la envoltura del VIH; proteinas transportadoras; receptores de direccionamiento;
adresinas; proteinas reguladoras; integrinas, tales como CDlla, CDllb, CDllc, CDI8, una ICAM, VLA-4 y VCAM; un
antigeno asociado a tumor, tal como AFP, ALK, B7H4, proteinas BAGE, B-catenina, brc-abl, BRCA1, BORIS, CA9
(anhidrasa carbdnica |X), caspasa-8, CD20, CD40, CD123, CDK4, CEA, CLEC12A, c-kit, cMET, CTLA4, ciclina-B1,
CYP1B1, EGFR, EGFRVIII, endoglina, Epcam, EphA2, ErbB2/Her2, ErbB3/Her3, ErbB4/Her4, ETV6-AML, Fra-1,
FOLR1, proteinas GAGE (por ejemplo, GAGE-1, 2), GD2, GD3, GloboH, glipicano-3, GM3, gp100, Her2, HLA/B-raf,
HLA/EBNA1, HLA/k-ras, HLA/IMAGE-A3, hTERT, IGF1R, LGR5, LMP2, proteinas MAGE (por ejemplo, MAGE-1, 2, 3,
4,6y 12), MART-1, mesotelina, ML-IAP, Muc1, Muc16 (CA-125), MUM1, NA17, NGEP, NY-BR1, NY-BR62, NY-BR85,
NY-ESO1, OX40, p15, p53, PAP, PAX3, PAX5, PCTA-1, PDGFR-a, PDGFR-3, PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-
D, PLAC1, PRLR, PRAME, PSCA, PSGR, PSMA (FOLH1), proteinas RAGE, Ras, RGS5, Rho, SART-1, SART-3,
Steap-1, Steap-2, STn, survivina, TAG-72, TGF-f, TMPRSS2, Tn, TNFRSF17, TRP-1, TRP-2, tirosinasa y
uroplaquina-3, y fragmentos de cualquiera de los polipéptidos enumerados anteriormente.

Los ligandos también pueden incluir proteinas de repeticién de anquirina, interferones, linfocinas tales como IL-2 o IL-
3, hormonas como insulina y glucocorticoides, factores de crecimiento tales como EGF, transferrina, fibronectina tipo
[, etc.

Los ejemplos del presente documento son especificos de una diana para uso terapéutico. En un ejemplo, los ligandos
se preparan para interactuar con y unirse a antigenos definidos como antigenos tumorales, que incluyen antigenos
especificos para un tipo de tumor o antigenos que se comparten, se sobreexpresan o se modifican en un tipo particular
de tumor. Los ejemplos incluyen: alfa-actinina-4 con cancer de pulmén, ARTC1 con melanoma, proteina de fusién
BCR-ABL con leucemia mieloide crénica, B-RAF, CLPP o Cdc27 con melanoma, CASP-8 con carcinoma de células
escamosas y hsp70-2 con carcinoma de células renales, asi como los siguientes antigenos especificos de tumor
compartidos, por ejemplo: BAGE-1, GAGE, GnTV, KK-LC-1, MAGE-A2, NA88-A, TRP2-INT2.

Moléculas biolégicamente activas

Los compuestos conjugados o compuestos que no comprenden un maitansinoide no estan incluidos por las
reivindicaciones y son solamente para fines de referencia.

Las moléculas biolégicamente activas en el presente documento incluyen cualquier molécula que tenga un uso
terapéutico en un mamifero. En ejemplos tipicos, la molécula se suministra de forma beneficiosa a una diana dentro
del mamifero y, en particular, se suministra de forma beneficiosa a una célula y a continuacién dentro de ella (por
ejemplo, endocitosis) en comparacién con las moléculas liberadas en los sistemas vascular o linfatico.

En un ejemplo, las moléculas biolégicamente activas son compuestos que dan como resultado la inhibicién, el retraso,
la reduccién y/o la prevencidn del crecimiento celular. Las moléculas biolégicamente activas también pueden dar como
resultado la muerte celular a través de necrosis o apoptosis. Las moléculas biolégicamente activas ilustrativas para su
uso en compuestos conjugados descritos en el presente documento incluyen: maitansinoides (por ejemplo, DM1, DM4,
etc.), auristatinas (por ejemplo, MMAE, MMAD, MMAF, etc.), duocarmicina (por ejemplo, MGBA), dolastatina, toxoides
y otros farmacos quimioterapicamente eficaces.

Otros ejemplos especificos de moléculas biolégicamente activas incluyen, por ejemplo, 1-deshidrotestosterona, 2-
pirrolinodoxorrubicina, S-fluorouracilo, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina D, antraciclina, antramicina
(AMC), bleomicina, busulfan, caliqueamicinas, carmustina cisplatino, colchicina, cianomorfolino-doxorrubicina,
ciclofosfamida, citarabina, citocalasina B, dactinomicina, daunorrubicina, decarbazina, dibromomanitol,
dihidroxiantracindiona, doxorrubicina, emetina, epirrubicina, bromuro de etidio, etopésido, gramicidina D,
glucocorticoides, lidocaina, lomustina (CCNU), mecloretamina, melfaldn, metotrexato, mitramicina, mitomicina,
mitoxantrona, morfolino-doxorrubicina, procaina, propranolol, puromicina, pirrolobenzodiazapinas, sibiromicina,
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estreptozotocina, taxol, tenopésido, tetracaina, tioepa clorambucilo, tricotecenos, tubulisina, vincristina vy
estereoisémeros, isdsteros, anélogos o derivados de cualquiera de los anteriores.

En un ejemplo, la molécula biolégicamente activa es un maitansinoide o un anélogo de maitansinoide. Los
maitansinoides de ejemplo para su uso en el presente documento se describen en Widdison et a/., J. Med. Chem,,
20086, 49, 4392-4408.

Materiales enlazadores

La presente divulgacidn incluye un compuesto enlazador que es quimicamente capaz de unir covalentemente dos
restos quimicos espaciados. El enlazador espacia y une dos restos, por ejemplo, el enlazador puede unir un ligando
y una molécula biolégicamente activa. En un ejemplo, el enlazador es autoinmolativo, en donde el enlazador conecta
dos o0 mas restos quimicos diferentes y libera al menos uno de dichos restos quimicos en presencia de una enzima.
En otro ejemplo, el enlazador puede estar unido a otros restos quimicos, incluyendo, pero sin limitacién, agentes
analiticos, biomoléculas, agentes de direccionamiento, marcadores detectables, agentes de diagnéstico y similares.
En un ejemplo, el enlazador une una molécula biolégicamente activa y un ligando. En otro ejemplo, el enlazador une
un macrdlido bioldgicamente activo y un ligando. En otro ejemplo més, el enlazador une un macrélido biolégicamente
activo y un anticuerpo, o fragmentos del mismo.

En un ejemplo, los enlazadores son Utiles para unir covalentemente ligandos con agentes terapéuticos y marcadores.
En otro ejemplo, los enlazadores mejoran la estabilidad quimica y/o sistémica de los restos unidos. En otro ejemplo,
los enlazadores reducen la toxicidad in vivo de los restos unidos. En otro ejemplo, los enlazadores mejoran la
farmacocinética, la farmacodinamica y/o la biodisponibilidad de los restos unidos. En un ejemplo, los enlazadores
escinden y liberan una molécula biolégicamente activa en un sitio en o cerca de una célula diana o una poblacién
celular en una forma farmacolégicamente eficaz. En un ejemplo, la escisién se realiza mediante enzimas. En un
ejemplo, los grupos escindibles en los enlazadores para la escisién enzimatica incluyen, pero sin limitacién, enlaces
peptidicos, enlaces éster y enlaces disulfuro. En otro ejemplo, el enlazador se escinde a través de cambios de pH.

En un ejemplo, los compuestos enlazadores se representan por la férmula (VI):
Zo-A-W-X-Y-Z4 (v
en donde:

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CR5Rs-, -NRy-;

X estd ausente, es arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, en donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos;

Y esta ausente, es

Rq7
a/"‘R*RfW,

A4_A5

A, A
Ty

en donde A4, As, R1 ¥y Rz estédn cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene
2-20 aminoéacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~«(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
SO-, -SO2, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0O)-N(R4)-C(=0O)-, -O-
C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos;

A4y As son cada uno independientemente -O-, -S-, -NR1g-, -CRsR6-;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;
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R1s se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100; y

xes0, 102

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (VI), en donde Z, se representa mediante la
siguiente férmula estructural:

-Zop-Zop-Zoc-Zop-,

en donde:

Zop, Zos, Zoc ¥ Zop estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRe-, -O-, —C( 0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-0O-, —C( O)«(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHy)p1, -(CHyx)p1-C(=0O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~(CH2)p2-)ps-, '((CHZ)pZ -O-)p3-, -C(= ) (=8)-8-, -C(=8)-NH-, -S-C(=S)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -
8O-, -802, -NR4-, -N(R4)-C(=O ) N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O- ( 4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=O)-N(R4)-C(=0}-, -O-
C(=0)-N(Ra), -O-C(=S)-N(R4)-, -C(=8)-N(R4)-, -N=C=§, N: =0

i p
-

o)
o]
O
Ny
Y
o

5

en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente sustituidos
y R4, Rs, Re ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (VI), en donde Z; se representa mediante la
siguiente férmula estructural:

-Zan-Zig-Zic-Zapr,

en donde:

Zip, Zig, Zic ¥ Z1p estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRe-, -O-, —C(= )- -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-0-, -C(=0)-(CHy)p1, -C(=0)-O~(CHx)p1, (CHx)p1-C(=0)-, -
(CHx)p1-C(=0)-O-, -(O~(CH2)po-)ps-, -((CHz)pz -O-)p3-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=S)-, -S-C(=5)-S-, -S-, -
SO+, -SOs-, -NR4-, -N(R4)-C(=0 ) N(Rs)-, -N(R4)-C(=0O)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, C(=0)-N(R4)-C(=0)-, -O-
C(=0)-N(Ry), -O-C(=S)-N(R4)-, -C(=S)-N(R4)-, -N=C=8, -N=C=0,

0
0]
O
@’\N
/
o
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en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente sustituidos
y R4, Rs, Re ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.

En un ejemplo, la divulgacidén proporciona compuestos de férmula (VI), en donde A es un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en alanina, 4cido aspartico, 4cido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina,
leucina, metionina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptéfano, tirosina, cisteina y
citrulina.

En otro ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (VI), en donde A es un péptido seleccionado del
grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-fenilalanina, fenilalanina-lisina, valina-asparagina,
asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina, asparagina-serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-
fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina, isoleucina-asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-
asparagina, asparagina-glicina, acido glutamico-asparagina, asparagina-acido glutdmico, citrulina-asparagina,
asparagina-citrulina, alanina-asparagina, asparagina-alanina.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (VI), en donde X es un arilo seleccionado del grupo
que consiste en

AN RQ Rg
Rg : Rm ‘ft’nam c‘ss R'IO
Ry Riz Ry Y Re * Riz
NV ey . n;nzv y R'H

en donde Ry, Rio, R11 ¥ Ri2 son cada uno independientemente H, un alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo, haldgeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s5, -C(=0)-R1s, -C(=0)-O-R15, -C(=0)-NR13 R14; ¥y
ademas, en donde, alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente sustituidos;

R13 y R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido; y R4s es un alquilo
opcionalmente sustituido.

De acuerdo con determinados ejemplos, los enlazadores, las moléculas biolégicamente activas y otros compuestos
de la presente divulgacion se pueden conectar a un anticuerpo o molécula de unién a antigeno a través de una unién
en un aminoacido particular dentro del anticuerpo o molécula de unién a antigeno. Las uniones de aminoéacidos de
ejemplo que se pueden usar en el contexto de la divulgacién incluyen, por ejemplo, lisina (véase, por ejemplo, los
documentos US 5208020; US 2010/0129314; Hollander et al., Bioconjugate Chem., 2008, 19:358-361; los documentos
WO 2005/089808; US 5.714.586; US 2013/0101546; y US 2012/0585592), cisteina (véanse, por ejemplo, los
documentos US 2007/0258987;, WO 2013/055993; WO 2013/055990; WO 2013/053873; WO 2013/053872; WO
2011/130598; US 2013/0101546; y US 7.750.116), selenocisteina (véanse, por ejemplo, el documento WO
2008/122039; y Hofer et al., Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU., 2008, 105:12451-12456), formilglicina (véase, por ejemplo,
Carrico et al., Nat. Chem. Biol., 2007, 3:321-322; Agarwal et al., Proc. Natl. Acad. Sci., EE. UU., 2013, 110:46-51, y
Rabuka et al., Nat. Protocols, 2012, 10:1052-1067), aminoacidos no naturales (véanse, por ejemplo, los documentos
WO 2013/068874 y WO 2012/166559), y aminoéacidos acidos (véase, por ejemplo, el documento WO 2012/05982).
Los enlazadores también se pueden conjugar con una proteina de unién a antigeno mediante la unién a carbohidratos
(véanse, por ejemplo, el documento US 2008/0305497, y Ryan et al., Food & Agriculture Immunol., 2001, 13:127-130)
y enlazadores disulfuro (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2013/085925, WO 2010/010324, WO 2011/018611,
y Shaunak et al., Nat. Chem. Biol., 20086, 2:312-313).

De acuerdo con determinados ejemplos diferentes, los enlazadores, las moléculas biolégicamente activas, tales como
farmacos, se pueden conectar a un anticuerpo o molécula de unién a antigeno a través de una unién en un aminoéacido
particular dentro del anticuerpo o molécula de unién a antigeno formando un conjugado de anticuerpo-farmaco (ADC).

Compuestos

Los compuestos conjugados o compuestos que no estén incluidos por las reivindicaciones son solamente para fines
de referencia.

En un ejemplo, la presente divulgaciéon proporciona conjugados de moléculas biolégicamente activas y ligandos
representados por la siguiente férmula estructural (1):

15 Zy—A—W—X—Y ——Z;—D
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en donde:

L estad ausente o es un ligando;
ademas, en donde:

cuando L es un ligando, L es capaz de unirse a una célula o poblacién celular,

a es un numero entero de 1 a 10;

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

D es una molécula biolégicamente activa;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CR5Rs-, -NRy-;

X esta ausente, es arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, en donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos;

Y esta ausente, es

Rz
Ny

A4_A5

A A
LL)?“/ 1\R1 R3/ 3\;

en donde A4, Az, R1 ¥y Rz estadn cada uno independientemente ausentes, son un aminoécido, un péptido que
tiene 2-20 aminoacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un
heterociclilo, -CRsRe-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O~(CHy)p1-, -
(CH)p1-C(=0)-, +(CHy)p1-C(=0)-0-, -(O-(CHa)p-)pa-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=S)-, -C(=S)-S-, -C(=8)-NH-, -S-C(=5)-
, =S-C(=8)-8-, -8-, -SO-, -802, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0O)-N(Ra4)-, -
C(=0)-N(R4)-C(=0O)-, -O-C(=0O)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos;

A4y As son cada uno independientemente -O-, -S-, -NR1g-, -CRsR6-;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;

R1s se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo
estan opcionalmente sustituidos;

R4, Rs, Re ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100; y

xes0, 102

En otro ejemplo, la presente divulgacién se refiere a compuestos donde la molécula biolégicamente activa es un
macrélido biolégicamente activo citotdxico.

En otro ejemplo mas, la presente divulgacién proporciona maitansinoides como se representa por la férmula (I1) como
macrélidos biolégicamente activos:

QHO™

>

LAg_ A
e an,

en donde As, A7, As, Ag estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, aminoacido N-alquilo, un
péptido que tiene 2-20 aminoacidos, un alquilo, un alquenilo, un alquinilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un
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heterociclilo, -CRsRg-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1, ~-C(=0)-O-(CHy)p1, ~(CHx)p1-
C(=0)-, -(CHx)p1-C(=0)-O-, (O-(CH2)p2-)ps-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=S)-, -C(=8)-NH-, -C(=S)-S-, -S-C(=S)-, -S-C(=S)-S-,
-S-, -SO-, -SO2, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=O}-, -
O-C(=0O)-NR4, ademés, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos; y R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o
sin sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.

En otro ejemplo, el maitansinoide se representa por la siguiente férmula estructural (Il)(a):

HOHO™

ol
WM A
(IDa).

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un compuesto de formula (1), en donde el ligando (L) es capaz de unirse a
una poblacién celular dirigida especificamente.

En otro ejemplo, la divulgacién proporciona un compuesto de férmula (I), en donde el ligando (L) se selecciona del
grupo que consiste en proteinas, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, acidos nucleicos, armazones de unidén a
antigeno y carbohidratos.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un compuesto de férmula (1), en donde el ligando (L) es un anticuerpo, o un
fragmento del mismo.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un compuesto de férmula (1), en donde el ligando (L) es un anticuerpo, o un
fragmento del mismo, que se une especificamente a un antigeno asociado a tumor.

En un ejemplo, la divulgacidén proporciona un compuesto de férmula (1), en donde el anticuerpo, o un fragmento del
mismo, comprende un grupo azufre que esta unido covalentemente con Z».

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (1), en donde Z; se representa mediante la siguiente
féormula estructural:

-Zop-Zop-Zoc-Zop-,
en donde:

Zop, Zos, Zoc ¥ Zop estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRe-, -O-, —C( O)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-0O-, —C( O)«(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHy)p1, -(CHyx)p1-C(=0O)-, -
(CHx)p1-C(=0)-O-, -(O-(CH2)p2-)p3- '((CHZ)pZ -O-)p3-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=8)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -
8O-, -SO2, -NR4-, -N(R4)-C(=O ) N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, —N( 4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0)-, -O-

C(=0)-N(Rg4), -O-C(=8)-N(R4)-, -C(=S)-N(R4)-, -N=C=8§, -N=C=0,
Q
f’\N
Jo s
(@]
0
(@]
#’\N
V/,
]

en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente sustituidos
y R4, Rs, Re ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.
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En un ejemplo, la divulgaciéon proporciona compuestos de formula (1), en donde el anticuerpo, o un fragmento del
mismo, comprende un grupo azufre que esta unido covalentemente con Zoa.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (1), en donde Z; se representa mediante la siguiente
féormula estructural:

-Zan-Zig-Zic-Zapr,
en donde:

Zip, Zig, Zic ¥ Z1p estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRe-, -O-, —C( 0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)-(CHy)p1, -C(=0O)-O-(CHy)p1, ~(CHx)p1-C(=0})-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~(CH2)p2-)ps-, —((CH2)p2 -O-)pz-, -C(=S)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
8O-, -802-, -NR4-, -N(R4)-C(=0O ) N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, C(=0)-N(R4)-C(=O)-, -O-
C(=0)-N(Ry), -O-C(=S)-N(R4)-, -C(=S)-N(R4)-, -N=C=8, -N=C=0,

; O
Jos

o)
o]
O
~y
4
o

5

en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente sustituidos
y R4, Rs, Re ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (1), en donde la molécula biol6gicamente activa (D)
esté unida covalentemente con Z;.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (1), en donde A es un aminoécido seleccionado del
grupo que consiste en alanina, acido aspértico, acido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina,
leucina, metionina, asparagina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptéfano, tirosina, cisteina y
citrulina.

En otro ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de formula (1), en donde A es un péptido seleccionado del
grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-fenilalanina, fenilalanina-lisina, valina-asparagina,
asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina, asparagina-serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-
fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina, isoleucina-asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-
asparagina, asparagina-glicina, acido glutamico-asparagina, asparagina-acido glutdmico, -citrulina-asparagina,
asparagina-citrulina, alanina-asparagina, asparagina-alanina.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (1), en donde X es un arilo seleccionado del grupo
que consiste en

Ry
Ly Rg ,S & %
Ry Rip & Rio Sy ey
e - 2
Ry Riz Ry Riz v 1 Bu
Ry
MRS SV y

en donde Ry, Rio, R11 ¥ Ri2 son cada uno independientemente H, un alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo, haldgeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s5, -C(=0O)-R1s5, -C(=0)-O-R15, -C(=0)-NR13 R14; ¥
ademas, en donde, alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estdn opcionalmente sustituidos;

R13 y R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido; y R4s es un alquilo
opcionalmente sustituido.
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En otro ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (111):

0 o R, R
N R
N’\H)j\AmAAg " o)
S g
S Ri__Rs AL

A5 DM
Riz Ri7 a (1D

4
AD R

en donde:

Ab es un anticuerpo, o un fragmento del mismo;
AA1-AA; es un péptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-fenilalanina,
10 fenilalanina-lisina, valina-asparagina, asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina, asparagina-
serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina, isoleucina-
asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-asparagina, asparagina-glicina, 4acido glutdmico-asparagina,
asparagina-4cido glutamico, citrulina-asparagina, asparagina-citrulina, alanina-asparagina, asparagina-alanina;
a es un numero entero de 1 a 10;
15 g es 0 o un nimero entero de 1 a 5;
As, R1 y Rs estdn cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~«(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
20 SO-, -SO2-, -NRu4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rg)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0O)-N(R4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0)-, -O-
C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos;
R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;
R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
25 alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo;
Ro, Rio, R11 ¥y R12 son cada uno independientemente H, halégeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s, -
C(=0)-R15, -C(=0)-0O-R15, -C(=0O)-NR13R14, uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo, cicloalquilo, arilo,
heteroarilo y heterociclilo;
R13 y R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido; y R4s es un alquilo
30 opcionalmente sustituido;
p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100;
xes 0, 102; y DM se representa por la siguiente estructura (por ejemplo, compuesto de férmula (l1)(a)):

{DM).
35
En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de férmula (I11)
en donde:
qges4;
40 R1y Rs son cada uno independientemente -O-, -S-, NR4, -CR5R6-;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;
R1s se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

45 R4, Rs, Re, Ro, R1o, R11, R12 son cada uno independientemente H o alquilo; y
As es un alquilo.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de férmula (1) representados por las siguientes estructuras

(IM(a) y (1)(b):
50
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OYNHz
NH
0 H O H
N N
Ab’ &WE \)LH (o} \©\,o I{I DM
0 0
0._NH,

(Hiia)y
{Ith{d)

en donde Ab es un anticuerpo, o un fragmento del mismo.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de formula (1V):

N
Ab S\@/\(\%LA/M-AAE Rig
R DM
0 Ry 1T|/
0

R12 (IV)

en donde:

Ab es un anticuerpo, o un fragmento del mismo;

AA1-AA; es un péptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-fenilalanina,
fenilalanina-lisina, valina-asparagina, asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina, asparagina-
serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina, isoleucina-
asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-asparagina, asparagina-glicina, 4acido glutdmico-asparagina,
asparagina-4cido glutamico, citrulina-asparagina, asparagina-citrulina, alanina-asparagina, asparagina-alanina;

a es un numero entero de 1 a 10;

g es 0 o un nimero entero de 1 a 5;

R1 estd ausente, es un aminoéacido, un péptido que tiene 2-20 aminoacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo,
un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-O-, -O-C(=0)-O-
+ “C(=0)-(CHy)p1-, -C(=0)-O~(CHy)p1-, -(CHx)p1-C(=0)-, -(CHx)p1-C(=0)-O-, (O~(CH2)o2-)pa-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=S)-
, -C(=8)-S-, -C(=8)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -SO-, -SO2-, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -
N(R4)-C(=0)-, -C(=O)-N(Ra4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0O)-, -O-C(=O)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo,
cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estdn opcionalmente sustituidos;

R4, es H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo y
heterociclilo;

Ro, Rio, R11 ¥y R12 son cada uno independientemente H, halégeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s, -
C(=0)-R15, -C(=0)-0O-R15, -C(=0O)-NR13R14, uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo, cicloalquilo, arilo,
heteroarilo y heterociclilo; y

DM se representa por la siguiente estructura:

HOH;O/
N A

H (DM).
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En un ejempilo, la divulgacién proporciona los compuestos de formula (1V)
en donde:
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R1 se selecciona del grupo que consiste en -O-, -S-, NRs y -CRsRe-; ¥
ademas, en donde R4, Rs y Rs son cada uno independientemente H o alquilo.

En un ejemplo, la divulgacidn proporciona los compuestos de férmula (V) representados por la siguiente estructura

(IV)(@):

Os_NH,

H

N
o 0
H H
s N/\/\/\H’N\.)LNéN
/
o . o _~A_ " 0 O\WDM

0 (IV)(a),

en donde Ab es un anticuerpo, o un fragmento del mismo.

En un ejempilo, la divulgacién proporciona un compuesto de formula (V)

Zo-AW-X-Y-Z4-D (V)

en donde:

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

D es una molécula biolégicamente activa;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CRs5Rs- 0 -NRy-;

X esté ausente, 0 es uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo;
Y esta ausente, es

Ri7
A A
Ll 1\R1)I\R3/ N

A4_A5

A

NN

[l

en donde A4, As, R1 ¥y Rz estédn cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene
2-20 aminoéacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~«(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
SO-, -SO2, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0O)-N(R4)-C(=0O)-, -O-
C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos;

A4y As son cada uno independientemente -O-, -S-, -NR1g-, -CRsR6-;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;

R1s se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

18
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R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100; y

xes0, 102

En un ejemplo, la divulgacién proporciona el compuesto de férmula (V), en donde:

Z5 se representa por la férmula (VII):
-Zop-Zog-Zoc-Zop- (VID,

ademas, en donde:
Zop, Zog, Zoc Y Zop estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRg-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-0O-, -C(=0)~(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHy)p1, -(CHx)p1-C(=O})-,
+(CHy)p1-C(=0)-0-, (O~(CHa)po-)ps-, {(CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=8)-S-, -

S)-,
S-, -SO-, -8O2, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(Ra)-, -C(=0)-N(Ra)-
C(=0)-, -O-C(=0)-N(Ry), -O-C(=8)-N(Ru)-, -C(=S)-N(Ra)-, -N=C=8, -N=C=0,

P
bos

o
o]
O
~y
4
o

5

en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente
sustituidos y R4, Rs, Re y Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin
sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo;

Z4 se representa por la férmula (VIII):
-Zap-Zig-Zic-Z1p- (VIny,
en donde:
Zip, Z1g, Z1c ¥ Z1p estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene
2-20 aminoacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un
heterociclilo, -CRsRe-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHy)p1,
+(CHy)p1-C(=0)-, -(CHx)p1-C(=0)-O-, -(O-(CH2)po-)ps, ((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-

C(=8)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -SO-, -S02-, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-
N(R4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0)-, -O-C(=0)-NR4-, -N=C=8, -N=C=0,

i f f
\I& M
p\\ z
S

0 0

<

en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente
sustituidos y R4, Rs, Rs, Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin
sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo;

A es un péptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-fenilalanina,
fenilalanina-lisina, valina-asparagina, asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina,
asparagina-serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-
leucina, isoleucina-asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-asparagina, asparagina-glicina, &acido
glutamico-asparagina, asparagina-acido glutdmico, citrulina-asparagina, asparagina-citrulina, alanina-
asparagina, asparagina-alanina; y
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X es un arilo seleccionado del grupo que consiste en

v R9 gi?
s
Rq Rip Rig R
-z’,.f'.“\.\:j;‘\\ Q..
Ry Riz Ry Riz ¥ e
A Wy R.ﬁ
Yy

en donde Rg, Rig, R11 ¥ R42 son cada uno independientemente H, un alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo, halégeno, NR1zR14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R15, -C(=0)-R15, -C(=0)-O-R1s5, -C(=0)-
NR13R14,

ademas, en donde, alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estdn opcionalmente sustituidos;
R13 ¥ R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido; y R1s es un alquilo
opcionalmente sustituido.

Las moléculas bioldgicamente activas (D) puede ser opcionalmente un maitansinoide sustituido de férmula II:

—

K OHP

_Ag_ A
el an,

en donde:

As, A7, As, Ag estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoéacido, aminoacido N-alquilo, un péptido que
tiene 2-20 aminoacidos, un alquilo, un alquenilo, un alquinilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo,
-CRsRe-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHx)p1, -(CHx)p1-C(=O)-, -
(CHY)p1-C(=0)-0O-, ~(O-(CH2)p2-)p3~, -((CH2)p2-O-)p3-, -C(=8)-, -C(=8)-8-, -C(=8)-NH-, -S-C(=S)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -SO-
, ~S02-, -NRu4-, -N(R4)-C(=0O)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0O)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0O)-N(R4)-, C(=O)-N(R4)-C(=0)-, O-C(=0)-
NR4, ademas, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estdn opcionalmente
sustituidos, y R4, Rs, Re y Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir:
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo.

En otro ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de formula (V), en donde la molécula biolégicamente activa
es un maitansinoide opcionalmente sustituido representado por la siguiente férmula estructural:

(1D,

en donde:

As, A7, As, Ag estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoéacido, aminoacido N-alquilo, un péptido que
tiene 2-20 aminoacidos, un alquilo, un alquenilo, un alquinilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo,
-CRsRe-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHx)p1, -(CHx)p1-C(=O)-, -
(CHY)p1-C(=0)-0O-, ~(O-(CH2)p2-)p3~, -((CH2)p2-O-)p3-, -C(=8)-, -C(=8)-8-, -C(=8)-NH-, -S-C(=S)-, -S-C(=8)-S-, -S-, -SO-
, ~S02-, -NRu4-, -N(R4)-C(=0O)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0O)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0O)-N(R4)-, C(=O)-N(R4)-C(=0)-, O-C(=0)-
NR4, ademas, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estdn opcionalmente
sustituidos, y R4, Rs, Re y Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir:
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo.

En otro ejemplo mas, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (V), en donde la molécula biolégicamente
activa es un maitansinoide representado por la siguiente férmula estructural:
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| o
WMo

(DM).

En un ejemplo, la divulgaciéon proporciona compuestos de férmula (V) representados por las siguientes estructuras:

(V)(@), (V)(b), (V)(c), (V)(d) y (V)(e):

10

y
15

En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de formula (1X):
20 Y4-Z1-D (IX)

en donde:

D es una molécula biolégicamente activa;

25 Yies
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H RSa_ASa_E

en donde Rsa ¥ Ass estén cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~«(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
SO-, -SO2-, -NRu4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rg)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0O)-N(R4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0)-, -O-
C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos; y

Z4 se representa por la siguiente férmula estructural:
-Zan-Zig-Zic-Zapr,
en donde:

Zip, Z1g, Zic Y Z1p estan cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRg-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-0O-, -C(=0)~(CHy)p1, -C(=0)-O-(CHy)p1, -(CHx)p1-C(=O})-,
~(CHy)p1-C(=0)-O-, (O-(CHa)p2-)pa-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=S)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -5-C(=S)-, -S-C(=5)-S-, -
S-, -SO-, -802-, -NR4-, -N(R4)-C(=O)-N(Rg)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, C(=0)-N(Ra)-
C(=0}-, -O-C(=0}-N(R), -O-C(=S)-N(Ru)-, -C(=8)-N(Rs)-, -N=C=8, -N=C=0,

O
0]
@]
s"\N
/
0]

en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan opcionalmente
sustituidos y R4, Rs, Re y Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin
sustituir: alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo.
En otro ejemplo, la divulgacién proporciona compuesto de formula (1X), en donde la molécula bioldgicamente activa
es un macrolido biol6gicamente activo citotéxico. En otro ejemplo mas, la divulgacién proporciona compuesto de
férmula (1X), en donde el macrélido biolégicamente activo es un maitansinoide. En un ejemplo adicional, la divulgacién
proporciona compuesto de férmula (1X), en donde el maitansinoide se representa por la férmula (I1). En otro ejemplo,
la divulgacién proporciona compuesto de féormula (1X), en donde el maitansinoide se representa por la férmula (Il)(a).

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un compuesto de férmula (1X), en donde la Clsg del compuesto es superior
a aproximadamente 10 nM.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un compuesto de férmula (1X), en donde el compuesto es aproximadamente
10 veces menos citotoxico que el compuesto correspondiente de férmula (1).

En otro ejemplo, la divulgacién proporciona compuestos de férmula (X):

H
Ab—N—-—Z,—A—W—X—Y—Z,—DM

en donde:

Ab es un anticuerpo, o un fragmento del mismo;
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a es un numero entero de 1 a 10;

Z>y Zy estan cada uno independientemente ausentes o son un espaciador;

A es un aminoécido natural o no natural, o un péptido que comprende 2-20 aminoacidos;

W esta ausente, es -O-, -S-, -CR5Rs-, -NRy-;

X estd ausente, es arilo, heteroarilo, cicloalquilo, heterociclilo, en donde el arilo, heteroarilo, cicloalquilo y
heterociclilo estan opcionalmente sustituidos;

Y esta ausente, es

Ri7
Ny

A4_A5

E/A\R)(R/s\f

en donde A4, As, R1 ¥y Rz estédn cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene
2-20 aminoéacidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~«(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
SO-, -SO2, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(R4)-, -C(=0O)-N(R4)-C(=0O)-, -O-
C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos;

A4y As son cada uno independientemente -O-, -S-, -NR1g-, -CRsR6-;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;

R1s se selecciona del grupo que consiste en H, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo o heterociclilo;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100;

xes0,102y

DM se representa por la siguiente estructura:

[l

En un ejemplo, la divulgacién proporciona el compuesto de formula (X) representado por la siguiente estructura (X)(a):

OYNHZ
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en donde a es un nimero entero de 1 a 10.

En otro ejemplo, la divulgacion proporciona el compuesto de formula (XI):
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en donde:

Ab es un anticuerpo, o un fragmento del mismo;

AA1-AA; es un péptido seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-fenilalanina,
fenilalanina-lisina, valina-asparagina, asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina, asparagina-
serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina, isoleucina-
asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-asparagina, asparagina-glicina, 4acido glutdmico-asparagina,
asparagina-4cido glutamico, citrulina-asparagina, asparagina-citrulina, alanina-asparagina, asparagina-alanina;

a es un numero entero de 1 a 10;

g es 0 o un nimero entero de 1 a 5;

As, R1 y Rs estdn cada uno independientemente ausentes, son un aminoacido, un péptido que tiene 2-
20 aminoécidos, un alquilo, un alquinilo, un alquenilo, un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un heterociclilo, -
CRsRs-, -O-, -C(=0)-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0O-, -O-C(=0)-O-, -C(=0)~(CHy)p1-, -C(=0)-O-(CHx)p1-, (CHx)p1-C(=O)-, -
(CHy)p1-C(=0)-0O-, -(O~«(CH2)p2-)pz-, -((CH2)p2-O-)ps-, -C(=8)-, -C(=8)-S-, -C(=S)-NH-, -S-C(=8)-, -S-C(=S)-S-, -S-, -
SO-, -SO2-, -NRu4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rg)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0O)-N(R4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0)-, -O-
C(=0)-NR4-, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo estan
opcionalmente sustituidos;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1s, CRsRg;

R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo,
alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo;

Ro, Rio, R11 ¥y R12 son cada uno independientemente H, halégeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s, -
C(=0)-R15, -C(=0)-0O-R15, -C(=0O)-NR13R14, uno de los siguientes sustituido o sin sustituir: alquilo, cicloalquilo, arilo,
heteroarilo y heterociclilo;

R13 y R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido; y R4s es un alquilo
opcionalmente sustituido;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100;

xes0,102y

DM se representa por la siguiente estructura:

En un ejemplo, la divulgacidén proporciona el compuesto de férmula (XI) representado por la siguiente estructura (Xl)(a):

O NH-
NH
O 0
H H H
N N N
Lo e,
Ao S AL 0 o._N DM
0 Y (XI)a)
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en donde a es un nimero entero de 1 a 10.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de férmula (1), (1), (IV), (V) y (X), en donde A es un péptido
escindible por una proteasa.

En un ejemplo, la divulgacion proporciona el compuesto de féormula (XI), en donde el péptido es escindible por una
proteasa.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de férmula (1), (11), (IV), (V) y (X), en donde A es un péptido
escindible por una proteasa expresada en tejido tumoral.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona el compuesto de férmula (XI) en donde el péptido es escindible por una
proteasa expresada en tejido tumoral.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona los compuestos de férmula (1), (lll), (IV), (V), (X), en donde A es un péptido
escindible por una proteasa, ademés, en donde la proteasa es una catepsina o una plasmina.

En un ejemplo, la divulgacion proporciona el compuesto de féormula (XI), en donde el péptido es escindible por una
proteasa, ademés, en donde la proteasa es una catepsina o una plasmina.

Composiciones

Las composiciones que comprenden compuestos conjugados que no estan incluidos por las reivindicaciones son
solamente para fines de referencia.

Los ejemplos del presente documento incluyen composiciones que comprenden compuestos conjugados de férmula
(1, (1), (IV), (V), (X) o (XI), asi como mezclas de los mismos. En algunos ejemplos, el compuesto se representa
ademas por un compuesto de férmula (I11)(@), (I11)(b), (IV)(a), (V)(@), (V)(b), (V)(c), (V)(d), (V)(e), (X)(a) o (XI)(a).

Los ejemplos del presente documento incluyen composiciones que comprenden compuestos de formula (1), (ll), (1V),
(V), (IX), (X) o (XI), asi como mezclas de los mismos.

Las composiciones pueden ser composiciones farmacéuticas que incluyen ademas uno o mas portadores, diluyentes
y/o excipientes farmacéuticamente aceptables. En algunos ejemplos, la composicién farmacéutica es la sal
farmacéuticamente aceptable de compuestos de férmula (1), (111), (1V), (V), (IX), (X) o (XI) o0 mezclas de los mismos.
En algunos otros ejemplos, la composicién farmacéutica es la sal farmacéuticamente aceptable de compuestos de
formula (1), (11D, (1V), (V), (IX), (X) o (XI) o mezclas de los mismos.

Los portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados se conocen bien en la técnica y se
pueden determinar por un experto en la técnica segln lo requiera la situacién clinica. Los ejemplos de portadores,
diluyentes y excipientes adecuados incluyen: tampones para el mantenimiento del pH adecuado de la composicién
(por ejemplo, tampones citrato, tampones acetato, tampones fosfato, tampones lactato, tampones de oxalato y
similares), proteinas transportadoras (por ejemplo, seroalbimina humana), solucién salina, polioles (por ejemplo,
trehalosa, sacarosa, xilitol, sorbitol y similares), tensioactivos (por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80, polioxolato
y similares), antimicrobianos y antioxidantes.

Si asi se desea, las composiciones farmacéuticas del presente documento pueden incluir un segundo o0 més agentes
terapéuticos (por ejemplo, un adyuvante para los compuestos conjugados de férmula (1), (1), (1V), (X) y/o (XI), agentes
antitumorales, antibidticos, antiinflamatorios y similares). El segundo agente terapéutico se puede incluir en la misma
composicion que los compuestos de formula (1), (I11), (IV), (V), (1X), (X) y/o (XI), o se puede administrar por separado
de los compuestos de formula (1), (11I), (1V), (V), (IX), (X) y/o (XI) (por tiempo, tipo y lugar de administracién).

Un experto en la técnica de las moléculas biolégicamente activas entenderd que cada uno de los compuestos de
formula (1), (111), (IV), (V), (IX), (X) y/o (XI) puede modificarse de tal manera que el compuesto resultante aliin conserve
una especificidad y/o actividad similares al compuesto de partida. En este sentido, la molécula biolégicamente activa
(D) de los compuestos de formula (1), (1), (1V), (V), (I1X), (X) y/o (XI) puede incluir cualquiera y todos los anéalogos y
derivados de las moléculas biolégicamente activas. En un ejemplo, la molécula biolégicamente activa es un macrélido
y, ademas, es maitansina o un anélogo de maitansina, como se describe en Widdison et a/., J. Med. Chem., 20086, 49
(14), 4392-4408.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona la composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de férmula (1), (lI), (1V), (X), (XI), incluyendo (lll)(a), (l11)(b), (IV)(a), (X)(a) y (XI)(a), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o més portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona la composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
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eficaz de un compuesto de formula (1), (II1), (IV), (V), (1X), (X), (XI), incluyendo (lll)(a), (ll)(b), (IV)(a), (V)a), (V)(b),
(V)(c), (V)(d), ¥y (V)(e), (X)(a)y (XI)a), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas portadores,
diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En ofro ejemplo, la divulgacién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (V), incluyendo (V)(a), (V)(b), (V)(c), (V)(d) y (V)(e), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o més portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

En ofro ejemplo, la divulgacién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (IX), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o
méas portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

En ofro ejemplo, la divulgacién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (V) y (1X), incluyendo (V)(a), (V)(b), (V)(c), (V)(d) y (V)(e), o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o més portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Método de uso

Las referencias a métodos de tratamiento en la siguiente seccién de esta descripcién deben interpretarse como
referencias a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en
un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia. Los compuestos conjugados que no
estan incluidos por las reivindicaciones son solamente para fines referencia.

Como se ha descrito anteriormente, los compuestos conjugados de formula (1), (I11), (1V), (X) y (XI) se pueden producir
con diversos grupos funcionales de manera que la unién del ligando (L) al enlazador y, por lo tanto, una molécula
biol6gicamente activa, forme un conjugado covalente. El ligando dirige especialmente el compuesto conjugado al
comparfiero de unién a ligando, tipicamente un polipéptido u otro antigeno similar. En un ejemplo tipico, el conjugado
esta disefiado para incluir un ligando que tenga un compafiero de unién que se encuentre en células que experimentan
un crecimiento celular anémalo o células implicadas en un trastorno proliferativo. Sorprendentemente, los compuestos
conjugados de formula (1), (IIl), (IV), (X) y (XI) se han disefiado de manera que el enlazador de cada compuesto se
catabolice dentro de la célula unida por el conjugado. Como tal, el suministro de una molécula biolégicamente activa
a través de los ejemplos de conjugados del presente documento permite el suministro de moléculas biolégicamente
activas que normalmente serian demasiado téxicas para administrarlas de manera convencional. Los ejemplos del
presente documento permiten el suministro altamente selectivo y especifico de estas moléculas a células que
experimentan un crecimiento celular anémalo o células implicadas en trastornos proliferativos (en comparacién con el
catabolismo fuera de la célula, liberando asi el compuesto bioldgicamente activo en la sangre o el sistema linfatico,
por ejemplo).

Como puede preverse por un experto en la técnica, los compuestos conjugados covalentes descritos en el presente
documento también pueden usarse para suministrar cualquier tipo de molécula biol6gicamente activa util y se pueden
dirigir selectivamente a cualquier tipo de poblacién celular, por ejemplo, el conjugado puede usarse para suministrar
farmacos antiproliferativos a células que experimentan un crecimiento anémalo o farmacos antiviricos a células
infectadas con un virus, siempre que el ligando seleccionado reconozca un compafiero de unién celular adecuado.

En este sentido, se proporcionan métodos de uso para los ejemplos de compuestos conjugados descritos en el
presente documento.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento son Utiles para inhibir, retrasar y/o prevenir el
crecimiento celular anémalo o en el tratamiento de diversos trastornos proliferativos o patologias en mamiferos. En
ejemplos tipicos, el mamifero es un ser humano (los ejemplos del presente documento se describirdn en relacién con
seres humanos). Otros mamiferos incluyen cualquier mamifero que pueda padecer un trastorno proliferativo
detectable, incluyendo primates, perros, gatos, caballos, cabras, ovejas, ganado bovino, camellos y similares. Ademas,
se entiende que los compuestos conjugados de las composiciones farmacéuticas estan disefiados para dirigirse
selectivamente a las células que experimentan un crecimiento celular anémalo o para el tratamiento de los diversos
trastornos proliferativos o patologias que se describen en el presente documento.

Como tal, los ejemplos del presente documento incluyen métodos para inhibir el crecimiento celular anémalo o el
tratamiento de un trastorno proliferativo en un ser humano que comprende administrar al ser humano una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composiciéon farmacéutica descrita en el presente documento.

La administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica descrita en el presente
documento puede efectuarse de diferentes maneras, por ejemplo, mediante administracién intravenosa,
intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica, intradérmica, intranasal o intrabronquial. Las composiciones
farmacéuticas del presente documento también pueden administrarse directamente a un sitio de crecimiento celular
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andmalo (por contacto directa o indirectamente con el crecimiento celular anémalo) mediante, por ejemplo, suministro
biolistico (suministro biolistico de las composiciones farmacéuticas del presente documento a un tumor de pulmén o
cerebro, por ejemplo). Las pautas posolégicas para la administracién de las composiciones farmacéuticas del presente
documento se determinarén por el profesional de la salud que atienda al paciente u otra persona experta en la técnica,
asi como en funcién de la situacion clinica particular. Como es bien sabido en las técnicas farmacéuticas, las dosis
para cualquier ser humano, es decir, paciente, dependen de una serie de factores, incluyendo el peso del paciente, la
superficie corporal del paciente, la edad y la salud general del paciente, el sexo del paciente, el momento y la via de
administracién, y la presencia de un segundo agente terapéutico. En algunos casos, los compuestos conjugados de
férmula (1), (111, (1V), (X) y/o (XI) pueden estar presentes en cantidades entre 1 ug y 100 mg/kg de peso corporal por
dosis (cabe apreciar que cuando se considera la infusién continua como via de administracién, puede considerarse
una cantidad tan pequefia como 1 pg/kg de peso corporal por minuto). Las composiciones farmacéuticas se pueden
administrar una o méas veces al dia y durante un periodo de dias, semanas, meses o afios.

El tratamiento de un trastorno o enfermedad proliferativa, por ejemplo, un tumor, incluye métodos para reducir el
tamafio de un tumor, provocar necrosis o apoptosis en un tumor, destruir un tumor, detener el aumento de tamafio de
un tumor y/o prevenir la invasividad o metéstasis de un tumor.

Los ejemplos de afecciones médicas que se pueden tratar de acuerdo con métodos para inhibir el crecimiento celular
andmalo o tratar trastornos proliferativos incluyen: neoplasias malignas de cualquier tipo, por ejemplo, cancer de
pulmén, colon, préstata, riidn, pancreas, higado, ovario, piel, linfoma, leucemia y similares, enfermedades
autoinmunitarias, por ejemplo, lupus sistémico, artritis reumatoide, esclerosis multiple; infecciones viricas, por ejemplo,
infeccién por CMV, infeccién por VIH, SIDA, hepatitis, infeccién por VPH; dolor; trastornos mentales; y enfermedades
inflamatorias.

Como se ha sefialado anteriormente, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento también
son Utiles en la prevencién o el tratamiento de infecciones viricas, dolor, enfermedades inflamatorias, enfermedades
autoinmunitarias y similares en un mamifero.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método para reducir, retrasar o detener un crecimiento celular anémalo
que comprende poner en contacto la célula anémala con un compuesto de férmula (1), (lII), (IV), (X) y/o (XI) en una
cantidad suficiente para retrasar, reducir o detener el crecimiento celular anémalo, y en donde el crecimiento celular
anémalo se retrasa, se reduce o se detiene.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método para destruir una célula, que comprende poner en contacto la
célula con un compuesto de férmula (1), (Il1), (IV), (X) y/o (XI) en una cantidad suficiente para destruir la célula, y en
donde la célula se destruye.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método para destruir una célula, que comprende poner en contacto la
célula con un compuesto de férmula (1), (Il1), (IV), (X) y/o (XI) en una cantidad suficiente para destruir la célula, y en
donde la célula se destruir y, ademés, en donde la célula es una célula tumoral.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de un trastorno médico en un individuo que
padece el trastorno médico, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una composiciéon que
comprende un compuesto de férmula (1), (I11), (IV), (X) y/o (XI).

En otro ejemplo distinto, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de un trastorno médico en un individuo
que padece el trastorno médico, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una composicién que
comprende un compuesto de formula (1), (1), (IV), (V), (IX), (X) y/o (X]).

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de un trastorno médico en un individuo que
padece el trastorno médico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una composicién que
comprende un compuesto de férmula (1), (1), (IV), (X) y/o (XI) y que comprende ademas administrar secuencial o
consecutivamente una terapia adicional.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona métodos, en donde la terapia adicional es radioterapia, quimioterapia o una
combinacion de ambas.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de un trastorno médico en un individuo que
padece el trastorno médico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una composicién que
comprende un compuesto de férmula (1), (1), (IV), (X) y/o (XI) y que comprende ademas administrar secuencial o
consecutivamente una terapia adicional y administrar al menos un agente terapéutico adicional.

En un ejemplo, la divulgacién proporciona un método de tratamiento de un trastorno médico en un individuo que
padece el trastorno médico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de una composicién que
comprende un compuesto de férmula (1), (1), (IV), (X) y/o (XI) y que comprende ademas administrar secuencial o
consecutivamente una terapia adicional o administrar al menos un agente terapéutico adicional.
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En un ejemplo, el trastorno médico tratado se selecciona de tumores, cénceres, enfermedades infecciosas,
enfermedades neurodegenerativas, trastornos 6seos y vasculopatias.

Los ejemplos del presente documento también proporcionan métodos para preparar compuestos de férmula (1) a partir
de compuestos precursores o de componentes basicos de férmula (V). En algunos ejemplos, los compuestos de
férmula (V) también se pueden usar en aplicaciones terapéuticas donde el compuesto de férmula (V) es una
composicién farmacéutica. En algunos ejemplos, los compuestos de formula (V) se pueden incluir en cualquiera de
las composiciones o composiciones farmacéuticas del compuesto (1), (I1I), (IV), (IX), (X) y/o (XI).

Finalmente, los ejemplos del presente documento pueden incluir mezclas de compuestos como se representa por la
formula (1), (1), (IV), (V), (IX), (X) y/o (XI).

Produccién de conjugados

Los compuestos conjugados de ligando-molécula biolégicamente activa se pueden generar mediante cualquier técnica
conocida por el experto en la técnica. Los compuestos conjugados de ligando-molécula biolégicamente activa
comprenden una unidad de ligando, una molécula biolégicamente activa y, opcionalmente, un enlazador que une la
molécula biolégicamente activa y el ligando. La unién covalente de las moléculas biolégicamente activas y/o los
enlazadores al ligando se puede lograr usando una diversidad de reacciones que usan los residuos de aminoécidos
del ligando, por ejemplo, anticuerpo, incluyendo los grupos amina de lisina, los grupos de acido carboxilico libres de
acido glutadmico y aspartico, los grupos sulfhidrilo de cisteina y los diversos restos de los aminoacidos aromaticos.

Ademas, los conjugados de acuerdo con diversos ejemplos descritos en el presente documento se pueden preparar
mediante cualquier método conocido en la técnica. En los ejemplos a continuacién se proporciona un protocolo
ilustrativo para producir conjugados. Sin embargo, se pueden usar otros métodos conocidos, incluyendo, por ejemplo,
los protocolos descritos en el documento WO 2009/134977, la Patente de EE. UU. N.° 7.811.572 y la Patente de
EE. UU. N.°6.441.163, siempre que los protocolos se usen para preparar los compuestos como se describe en el
presente documento.

En un ejemplo, los conjugados se pueden preparar i) haciendo reaccionar un ligando con un enlazador para formar un
compuesto de ligando-enlazador modificado; ii) purificando opcionalmente el compuesto de ligando-enlazador; iii)
conjugando una molécula biolégicamente activa, por ejemplo, un macrélido, con el ligando-enlazador para formar un
conjugado de férmula (1), (1), (IV), (X) o (XI); y iv) purificando el conjugado.

En un ejemplo alternativo, los conjugados se pueden preparar haciendo reaccionar una molécula biolégicamente activa
con un primer componente del enlazador (Z4), seguido de reacciones sucesivas para construir el enlazador, incluyendo
la adicién de Y, X, W, Ay Z», o cualquier combinacién de los mismos.

En un ejemplo alternativo, los conjugados se preparan haciendo reaccionar un ligando, un enlazador y un macrélido
biol6gicamente activo en una Unica reaccién. Una vez preparados los conjugados de acuerdo con la invencién, estos
se pueden purificar.

Identificacion de la citotoxicidad de los compuestos conjugados

En un ejemplo, los compuestos conjugados descritos en el presente documento se pueden evaluar para determinar
su capacidad para suprimir la proliferacion de varias lineas de células cancerosas in vitro. Los ensayos de citotoxicidad
in vitro se pueden realizar usando métodos conocidos en la técnica (véase Widdison et al., J. Med. Chem., 2008,
49(14), 4392-408) y como se ilustra en el Ejemplo de referencia 7 en el presente documento. Por ejemplo, los
compuestos conjugados se pueden aplicar a células cancerosas cultivadas en placas in vitro durante un namero
predeterminado de dias y las células supervivientes se pueden medir en ensayos mediante métodos conocidos. Se
pueden utilizar los controles adecuados para garantizar la validez de los resultados, al igual que los valores de Clso.
En las figuras 1 y 2 se pueden ver ejemplos de potencia in vitro de los compuestos conjugados en el presente
documento. Se puede usar una eficacia in vivo adicional para confirmar la potencia propuesta de los compuestos
conjugados, por ejemplo, usando un modelo de ratén atimico.

Ejemplos
Detalles experimentales

Los espectros de RMN de protén (para compuestos que no pudieron detectarse mediante UV) se adquirieron en un
instrumento Varian Inova de 300 MHz, mientras que los espectros de masas se recogieron en un dispositivo LC/MSD
de la serie 1100 de Agilent con fuente de ionizacién por electronebulizacién y analizador de trampa de iones triple
cuadrupolo. Los conjugados apropiados se analizaron usando un espectrometro de masas Bruker ultraFleXtreme
MALDI-TOF-TOF. Todos los materiales de partida y disolventes se adquirieron en el mercado y se usaron sin
purificaciéon, a menos que se indicara de otro modo.
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EJEMPLO 1
Etapa 1: Maitansin-3-N-metil-L-alanina (2)

El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color dorado a partir de maitansinol (1) usando los métodos
descritos en la Solicitud de Patente de EE. UU. 2007/0037972 A1. MS (ESI, pos.): calc. para CsH44CIN3Og, 649,3;
encontrado 650,6 (M+H).

Etapa 2: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-[4-(amino-citrulina-valina-hexanamida-6-maleimidil)benciljcarbamato

(3:

El producto de la etapa anterior (2, 0,020 g, 0,031 mmol) y p-NOo-Ph-carbonato-Bn-Cit-Val-maleimida (MA-VC-PAB-
PNP, 0,027 g, 0,037 mmol; Concortis Biosystems) se disolvieron en N,N-dimetilformamida (DMF, aprox. 0,25 ml) en
un vial cénico, se trataron con alimina bésica Brockmann | (0,10 g), el vial se purgd con argén, y la reaccién se agitd
a temperatura ambiente durante 4 dias. A continuacién, la mezcla se filtré, los sélidos se lavaron con acetonitrilo/agua,
y elfiltrado se purificé directamente en una columna 5 u, 30 x 150 mm Phenomenex Gemini C18 por HPLC (acetonitrilo
al 30-90 % en agua, TFA al 0,1 % en ambos, durante 25 min, 15 ml/min). La liofilizacién de las fracciones més puras
durante una noche dio el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,021 g, 55 %). MS (ESI,
pos.): calc. para Cg1Hg2CINgO17, 1247 ,6; encontrado 1248,8 (M+H), 1270,7 (M+Na), 1231,5 (M-HO+H).
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EJEMPLO 2
Etapa 1: Ester succinato de N-terc-butoxicarbonil-beta-alanina (4)

El compuesto del titulo se preparé a partir de Boc-p-alanina comercial mediante un método bien conocido en la técnica
(véase, Widdison et a/., J. Med. Chem., 2006, 49 (14), 4401). "H RMN (300 MHz, CDCl5): & 3,62 (m a, 2H), 2,88 (m
9H), 1,47 (s, 9H).

Etapa 2: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-Boc-3-Ala (5)

El producto de la etapa anterior (4, 0,45 g, 1,51 mmol) y maitansin-3-N-metil-L-alanina (2, 0,30 g, 0,23 mmol) se
disolvieron en 3:1 de acetonitrilo: agua (8 ml), se trataron con NaHCOs acuoso 1 M (0,5 ml) y se agitaron a temperatura
ambiente durante 18 h. Cuando la reaccién se completd por TLC, a continuacién se extrajo con salmuera durante
10 min y se extrajo tres veces con acetato de etilo (EtOAc). A continuacién, las capas organicas combinadas se
secaron sobre Na>SOy, se filtraron, y el filtrado se concentrd y se secé al vacio para dar un jarabe de color dorado que
se purificé por cromatografia en columna ultrarrdpida en un cartucho de gel de silice de 20 g (MeOH al 0-10 % en
EtOAc durante 15 min), dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (0,084 g, 43 %). MS (ESI,
pos.): calc. para C41Hs9CIN4O12, 834,4; encontrado 835,2 (M+H), 857,2 (M+Na), 817,4 (M-H,O+H).

Etapa 3: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-3-Ala (6)
El producto de la etapa anterior (5, 0,080 g, 0,095 mmol) se disolvié en una mezcla 3:1:1 de acetonitrilo/fagua/acido

trifluoroacético (4 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 26 horas. La mezcla de reaccién en bruto se inyectd
directamente en una columna de gel de silice de 40 g C18 y se eluyé a través de ISCO CombiFlash (acetonitrilo al 10-
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90 % en agua, TFA al 0,1 % en cada disolvente, durante 18 min, 40 ml/min), y las fracciones puras combinadas se
liofilizaron para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,025 g, 31 %). MS (ESI,
pos.): calc. para CzsHs1CIN4O19, 734,3; encontrado 735,5 (M+H).

Etapa 4: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamidil-3-N-metil-N-[4-(amino-citrulina-valina-hexanamida-6-
maleimidil)benciljcarbamato (7)

El producto de la etapa anterior (6, 0,014 g, 0,019 mmol) y MA-VC-PAB-PNP (0,020 g, 0,027 mmol; Concortis
Biosystems) se disolvieron en 4:1 de acetonitrilo/fagua (2,5 ml), se trataron con NaHCO3 acuoso 0,1 M (0,5 ml) y se
agitaron a temperatura ambiente durante 18 h. La reaccién se purificé directamente mediante cromatografia de fase
inversa sobre silice C18 (usando TFA al 0,1 % en gradientes de acetonitrilo/agua). La liofilizacién de las fracciones de
columna finales dio el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (0,002 g, 8 %). MS (ESI, pos.): calc.
para CesHsoCIN10O1s, 1332,6; encontrado 1333,9 (M+H), 1316,5 (M-H-O+H), 1355,9 (M+Na).

| 2 Mai ‘ ~ \
gifan-N-Me-L-Ala (2) TFAMBCNAO
Boc"N\/ﬁ( Oy P
o NaHCO4, MeCNH,0 o
o l
4
5
MA-VC-PAB-PNP,
MeGN/HL0, NaHET,
&
O NH,
NH
Q T H

EJEMPLO 3
Etapa 1: Ester succinato de écido 3-metilditio-propiénico (8)

El compuesto del titulo se prepard en forma de un sélido de color blanco a partir de 4cido 3-mercaptopropidnico usando
los métodos de Widdison ef al. J. Med. Chem., 2006, 49 (14), 4392-4408. "H RMN (300 MHz, CDCls) & 3,09 (m, 2H),
3,01 (m, 2H), 2,86 (s, 4H), 2,44 (s, 3H).

Etapa 2: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamidil-3-metildisuifuro (9)

El producto de la etapa anterior (8, 2,96 g, 11,9 mmol) y maitansin-3-N-metil-L-alanina (2, 1,54 g, 2,37 mmol) se
disolvieron en 4:1 de acetonitrilo/agua (25 ml), se trataron con NaHCOs3 acuoso saturado (2 ml) y se agitaron a
temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla de reaccidn se traté con salmuera, se extrajo tres veces con EtOAc,
la capa acuosa se saturd con NaCl, se extrajo de nuevo con EtOAc, y las capas organicas combinadas se secaron
sobre NapSOy y se filtraron. El filtrado se concentré al vacio para dar un jarabe de color dorado (aprox. 4,5 g) que se
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purificd por cromatografia en columna ultrarrapida en un cartucho de gel de silice de 80 g (EtOAc al 0-100 % en
hexanos durante 30 min), dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (1,14 g, 61 %). MS (ESI,
pos.): calc. para CzsHsoCIN3O10S2, 783,3; encontrado 784,3 (M+H), 766,6 (M-HO+H).

Etapa 3: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamida-3-tiol (10)

El compuesto del titulo se preparé usando una versién modificada del método descrito por Whitesides et a/. (J. Org.
Chem., 1991, 56, 2648-2650). El producto de la etapa anterior (9, 2,42 g, 3,09 mmol) se disolvid en acetonitrilo (30 ml),
se tratd con una solucién de clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina (8,23 g, 28,7 mmol) en agua (30 ml), el pH se elevd
a 3 con la adicién de NaHCO3 acuoso saturado (5 ml), el matraz se purgé con Ar, y la reaccién se agité a temperatura
ambiente bajo un tapén de caucho (ventilado debido a la efervescencia). Después de 2 horas, la reaccién se traté con
salmuera (aprox. 100 ml), se burbujeé con Ar durante 5 min (para eliminar el metiimercaptano libre), y las fases se
separaron. La fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc, se saturé con NaCly se extrajo dos veces mas con EtOAc.
A continuacién, las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SOy, se filtraron, y el filtrado se concentrd y se
sec6 al vacio para dar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (2,24 g, 98 %). MS (ESI, pos.):
calc. para CssHasCIN3O1S, 737,3; encontrado 738,3 (M+H), 720,3 (M-H,O+H).

Etapa 4: 4-Amino-(N-benciloxicarbonil)bencilamina (14)

Se disolvieron 4-aminobencilamina (1,00 g, 8,18 mmol) y trietilamina (1,20 ml, 8,61 mmol) en tetrahidrofurano anhidro
(THF, 10 ml) en una atmésfera de No, se enfriaron en un bafio de salmuera/hielo con agitacién y se trataron gota a
gota durante 20 min con una solucién de cloroformiato de bencilo (1,20 ml, 8,41 mmol) en THF anhidro (10 ml).
Después de completarse la adicién, el bafio de hielo se retir6 y la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante
20 horas, a continuacién se filtré sobre un embudo de vidrio sinterizado para eliminar los productos insolubles. Los
sélidos se lavaron con EtOAc, el filtrado se evaporé al vacio, y el residuo se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida en una columna de gel de silice de 40 g (EtOAc al 0-100 % en hexanos, durante 20 min, 40 ml/min). La
evaporacion de las fracciones puras de medio rendimiento al vacio dio el compuesto del titulo en forma de un sélido
de color amarillo claro (1,47 g, 70 %). MS (ESI, pos.): calc. para CisH1sN2O», 256,1; encontrado 256,9 (M+H), 278,9
(M+Na).

Etapa 5: Ester de succinato de écido 6-maleimidilhexanoico (20)

El compuesto del titulo se preparé en forma de una goma incolora a partir de acido 6-aminocaproico comercial
mediante un método similar al de Mamett et a/. (J. Med. Chem., 1996, 39, 1692-1703). '"H RMN (300 MHz, CDCl3) &
6,72 (s, 2H), 3,56 (t, 2H, J = 7 Hz), 2,86 (s, 4H), 2,64 (t, 2H, J = 7 Hz), 1,81 (pentet, 2H, J = 8 Hz), 1,66 (m, 2H), 1,45
(m, 2H).

Etapa 6: Boc-valina-succinato (11)

El compuesto del titulo se prepar6 en forma de un sélido de color blanco a partir de Boc-Val-OH mediante un método
bien conocido en la técnica (véase Widdison et al., J. Med. Chem., 20086, 49 (14), 4401). "TH RMN (300 MHz, CDCl5) &
5,03 (d, 1H, J =10 Hz), 4,60 (dd, 1H, J = 9 Hz, 5 Hz), 2,85 (s, 4H), 2,32 (m, 1H), 1,47 (s, 9H), 1,05 (m, 6H).

Etapa 7: Boc-valina-citrulina (12)

El producto de la etapa anterior (11, 4,23 g, 13,5 mmol) se disolvidé en acetonitrilo (70 ml), se traté con una solucién
de L-citrulina (3,20 g, 18,3 mmol) en agua (30 ml) y una solucién saturada de NaHCO3 (18 ml), el matraz se purgé con
No, y la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 24 horas. La mezcla se concentré al vacio para eliminar el
acetonitrilo, se lavé una vez con EtOAc para eliminar las impurezas no polares, y la capa acuosa se saturd con NaCl
y se acidificd a pH 3 con HCl al 10 %. La mezcla turbia resultante se extrajo cuatro veces con isopropanol al 10 % en
EtOAc, las capas organicas combinadas se secaron sobre Na>SO, y se filtraron. La concentracién y el secado del
filtrado al vacio dieron el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (4,53 g, 90 %). MS (ESI, neg.):
calc. para C1sH3oN4Os, 374,2; encontrado 373,0 (M-H).

Etapa 8: Boc-valina-citrulina-amino-4-bencilamino-N-benciloxicarbamato (15)

El producto de la etapa anterior (12, 3,08 g, 8,23 mmol) se disolvié en N,N-dimetilformamida (DMF, 30 ml, secada
sobre tamices moleculares), se traté con diciclohexilcarbodiimida (DCC, 2,31 g, 11,2 mmol) y 1-hidroxibenzotriazol
hidrato (HOBt, 1,51 g, 11,2 mmol), el matraz se purgé con N2 y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. A
continuacién, se afiadié una solucién de 4-amino-(N-benciloxicarbonil)bencilamina (14, 2,30 g, 8,97 mmol) en DMF
(15 ml), la reaccién se agitd 3 dias mas, se filtré6 sobre un embudo de vidrio sinterizado, y los sélidos se lavaron con
acetato de etilo. El filtrado se lavé con 1:1 de agua/NaHCOs saturado (100 ml), la capa acuosa se extrajo tres veces
con isopropanol al 10 %/EtOAc, y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na>SO4
y se filtraron. Durante la filtracién se formé un gel insoluble que se disolvié con metanol/EtOAc. La concentracién del
filtrado al vacio dio un gel gomoso de color dorado que se tratd con éter dietilico (50 ml), sonicacién, se filtré y se secé
con succidn para dar un sélido de color amarillo palido. Este se purificé por cromatografia en columna ultrarrapida en
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una columna de gel de silice de 330 g (metanol al 0-10 % en diclorometano, 100 ml/min), dando el compuesto del
titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (4,07 g, 81 %). MS (ESI, pos.): calc. para C31HasNsO7, 612,3;
encontrado 613,4 (M+H)

Etapa 9: Boc-valina-citrulina-amino-4-bencilamina (16)

El producto de la etapa anterior (15, 3,04 g, 4,96 mmol) y paladio al 10 % (0) sobre carbén activado (0,286 g,
0,269 mmol) se trataron en una corriente de N2 con metanol (50 ml) y acido acético glacial (0,57 ml, 9,95 mmol), la
reaccion se burbujed algunos minutos cada vez con N2 y a continuacidén con hidrégeno, y se agit6é vigorosamente en
un globo de hidrégeno a temperatura y presién ambiente durante 1 hora. Cuando la reaccién se completé por TLC, el
globo se retird, la suspensién se burbuje6 varios minutos con Nz y se filtré sobre Celite 521. El Celite se lavé con
metanol, el filtrado se evapord a sequedad al vacio, y el residuo se trituré una vez con éter dietilico y se secé a alto
vacio, dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (2,95 g, 99 %). MS (ESI, pos.): calc. para
Ca3H3sNsOs, 478,3; encontrado 479,2 (M+H).

Etapa 10: Boc-valina-citrulina-amino-4-bencilisotiocianato (17)

El producto de la etapa anterior (16, 0,586 g, 0,979 mmol) se disolvié en tetrahidrofurano seco (20 ml) y N,N-
dimetilformamida seca (5 ml) en una atmésfera de N», se traté con trietilamina (0,40 ml, 2,87 mmol), se enfrié en un
bafio de hielo y se trat6 gota a gota con disulfuro de carbono (0,10 ml, 1,66 mmol) durante 5 min. La reaccién se
calenté a temperatura ambiente, se agité durante 2 horas, se enfrié6 de nuevo en hielo y se traté con cloruro de p-
toluenosulfonilo (0,281 g, 1,47 mmol). Después del calentamiento a temperatura ambiente y la agitacién durante
18 horas, la reaccién se lavé con 1:1 de agua/salmuera, se extrajo dos veces con acetato de etilo, la capa acuosa se
saturé con NaCl, se extrajo dos veces mas con EtOAc, y las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera,
se secaron sobre Na>SOy y se filtraron. El filtrado evaporado se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida en
una columna de gel de silice de 20 g (acetonitrilo al 0-100 % en EtOAc, 35 ml/min), dando el compuesto del titulo en
forma de un sélido de color dorado (0,391 g, 77 %) después de la destilacién azeotrépica con diclorometano y el
secado a alto vacio. MS (ESI, pos.): calc. para C24HzsNsOsS, 520,3; encontrado 521,1 (M+H).

Etapa 11: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamidil-3-N-[4-(amino-citrulina-Boc-valina)-bencil]-ditiocarbamato

(18)

El producto de la etapa anterior (17, 0,068 g, 0,131 mmol) y maitansin-3-N-metil-L~(S)-alanina-propanamida-3-tiol (10,
0,048 g, 0,065 mmol) se disolvieron en THF seco (3 ml) en una atmésfera de Ar, se trataron con trietilamina (0,050 ml,
0,359 mmol) mediante una jeringa y se agitaron a temperatura ambiente bajo un tap6n de caucho durante 18 horas.
La reaccién se concentrd al vacio, se disolvi6 en isopropanol al 10 %/acetato de etilo y se lavd con HCl ac. 0,5 N. La
capa acuosa se extrajo tres veces con IPA al 10 %/EtOAc, las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera,
se secaron sobre Na>SOy y se filtraron. El filtrado evaporado se purificéd por cromatografia en columna ultrarrapida en
una columna de gel de silice de 12 g (metanol al 0-20 % en EtOAc, 30 ml/min), dando el compuesto del titulo en forma
de un sélido de color blanco (0,042 g, 51 %). MS (ESI, pos.): calc. para CsgHgsCINgO15S2, 1257,5; encontrado 1258,8
(M+H), 1241,5 (M-H-O+H), 1280,6 (M+Na).

Etapa 12: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamidil-3-N-[4-(amino-citrulina-valina)-bencil]-ditiocarbamato (19)

El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color dorado (0,016 g, 100 %) a partir del producto de la
etapa anterior (18, 0,014 g, 0,011 mmol) mediante el método del Ejemplo 2, Etapa 3 (compuesto 6). El compuesto se
uso6 sin purificacién adicional. MS (ESI, pos.): calc. para Cs4H76CINgO13S2, 1157,5; encontrado 1159,4 (M+H).

Etapa 13: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamidil-3-N-[4-(amino-citrulina-valina-hexanamida-6-
maleimidil)bencil]-ditiocarbamato (27)

El producto de la etapa anterior (19, 0,055 g, 0,032 mmol) se disolvidé en 1:1 de acetonitrilo/agua (4 ml), se traté con
NaHCOs ac. 1 N (0,5 ml) y una solucién de éster succinato de acido 6-maleimidilhexanoico (20, 0,070 g, 2,27 mmol)
en acetonitrilo (6 ml), y el matraz se purgd con Ar bajo un tapén de caucho. Después de la agitacién de la reaccién a
temperatura ambiente durante 5 horas, se almacené a -20 °C durante 3 dias antes del calentamiento de nuevo a
temperatura ambiente y la dilucién con salmuera. La mezcla se extrajo tres veces con acetato de etilo, las capas
organicas combinadas se secaron sobre Na>SOy y se filtraron. El filtrado evaporado se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida en una columna de gel de silice de 12 g (metanol al 0-20 % en EtOAc durante 18 min, 25 ml/min),
dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,011 g, 26 %). MS (ESI, pos.): calc. para
Ce4Hs7CIN10016S2, 1350,5; encontrado 1352,0 (M+H), 1334,5 (M-H.O+H), 1373,5 (M+Na).

32



ES 2996 807 T3

wond~ { HQH,-? -
Oy \5,«’ Fr O Moo «fJ\L
0 “\ G "~
~g S J{Mt N-Me-L-Ala (2 \/ g « b ToEe, NaroO \L{P/‘-‘;r"g g
A fallan Mo L-a @ \17\/ Syyrgr Yy NN
N ‘ i
° 0’}\/ NaHCOg, MeCNH,O GV P MeCNHO o i 9 ¢
8 0 0 ¢
9 18
L NH
3 oo
, Ona-0l, TEA
0§_,NH2 ; THE 0§ :_,NHz
UNH JNH
Folny ome §
+] \ LCnm‘cua NaHOO, W 0 14 o NH H @ L K Hg, PA/C, ACOH
N U\ N A O e N AN —— -
soc o Boc Y N TY - Bow YN ohe oo
MEGNngo A H g DO, HOBL DMF A K o T e
11 12 15
o
NH. H OH:
O NHa Oy Nz Ng,,i A,
NH NH
CSs, TEA, THFIDMF J 0\” J:
ﬂ ?L ﬁ S, TES, " Q  u . \!7/—/( \J& TEATHF
Soe Y 'ﬂ' b ‘[\ & contipuacion Tedi BOC’N\:AN/\YN”}?A\\*‘{ o
PaiaN o A /f\\ H g ‘\\;.")\\VN c\‘s HS. v/\T V’§°
1
] 1?7 ©
0 NHy 0. NHz
_NH
TFAIMeCNIHZO
H © H
EW,N\E/LNng " qu\)L
Ao N
18 19
NH,
NH
0.
0 \ NMN\AH N\©\,H
NaHCOs, MeCN/H,0 0 A ) N._§
T
s

21

5 EJEMPLO4

Etapa 1: Clorhidrato de N-(4-aminometil-fenil)-acetamida (23)

El compuesto del titulo se preparé en forma de un sdlido de color amarillo claro a partir de 4-aminobencilamina
10  mediante el método de King et al. (J. Am. Chem. Soc., 1992, 114(8), 3033). "H RMN (300 MHz, DMSO-de): 5 10,18 (s,

1H), 8,36 (s a, 3H), 7,63 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,41 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 3,95 (s, 2H), 2,06 (s, 3H).

Etapa 2: N-(4-Isotiocianatometil-fenil)-acetamida (24)

15  El producto de la etapa anterior (23, 0,277 g, 1,38 mmol) se disolvié en THF (4,5 ml) y DMF (2,0 ml), se enfrié en hielo
en una atmésfera de N2, se traté con trietilamina (0,66 ml, 4,73 mmol) y a continuacidén se traté gota a gota con
disulfuro de carbono (0,125 ml, 2,07 mmol). La reaccion se calenté a temperatura ambiente, se agité durante 3 horas,
a continuaciéon se enfrid de nuevo en hielo. Después del tratamiento con cloruro de p-toluenosulfonilo (0,274 g,
1,45 mmol), la reaccién lentamente se calent6 a temperatura ambiente mientras se agitdé durante 18 horas. La mezcla
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se diluyé con agua, se acidific6 a pH 2 con HCl ac. al 10 % y se extrajo tres veces con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO4 y se filtraron. El filtrado evaporado se purificé por
cromatografia en columna ultrarrapida en una columna de gel de silice de 20 g (acetonitrilo al 0-50 % en EtOAc durante
20 min, 30 ml/min), dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color crema (0,157 g, 55 %). "H RMN
(300 MHz, CDCls) 8 7,55 (d, 2H, J = 8,7 Hz), 7,29 (m, 3H), 4,70 (s, 2H), 2,23 (s, 3H).

Etapa 3: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-propanamidil-3-N-[4-(acetamidil)bencil]-ditio-carbamato (25)

El producto de la etapa anterior (24, 0,093 g, 0,45 mmol) y el producto del Ejemplo 3, Etapa 3 (10, 0,070 g, 0,095 mmol)
se disolvieron en acetonitrilo (MeCN, 2 ml) y DMF seca (1 ml) y se trataron con alimina basica (activada, Brockmann
I, 0,357 g). Después de purgar el matraz con argdn, la reaccién se agité a temperatura ambiente durante 2 dias, se
filtrd, y los sélidos se lavaron con metanol/acetonitrilo. El filtrado evaporado se purificé por cromatografia en columna
ultrarrapida en una columna de gel de silice de 12 g (acetonitrilo al 0-50 % en EtOAc durante 15 min, 25 ml/min) y las
fracciones de producto més lentas se concentraron al vacio para dar una goma impura de color amarillo palido. Esta
se purificé por RP-HPLC (columna Phenomenex Gemini C18, 30 x 150 mm, acetonitrilo al 30-90 % en agua, TFA al
0,1 % en ambos) y las fracciones puras se liofilizaron, dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
blanco (0,016 g, 18 %). MS (ESI, pos.): calc. para CasHssCIN5sO11S2, 943,3; encontrado 944,7 (M+H), 9271 (M-
H.O+H), 966,6 (M+Na).
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EJEMPLO 5
Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-B-alanina (27)
El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color amarillo péalido a partir de 3-((terc-

butoxicarbonil)amino)propanoato de 2 5-dioxopirrolidin-1-ilo (26) mediante el método del Ejemplo 2, Etapas 1-3. MS
(ESI, pos.): calc. para C35H49CIN40O10, 720,3; encontrado 721,4 (M+H).
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EJEMPLO 6
Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-y-aminobutiramida (29)
El compuesto del titulo se prepar6 en forma de un sélido de color amarillo palido a partir de N-Boc-GABA-OH (28)

mediante el método del Ejemplo 2, Etapas 1-3. MS (ESI, pos.): calc. para CssHs1CIN4O10, 734,3; encontrado 735,5
(M+H).
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EJEMPLO DE REFERENCIA 7
Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-Me-y-aminobutiramida (31)
El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color amarillo palido a partir N-Boc-N-Me GABA-OH (30)

mediante el método del Ejemplo 2, Etapas 1-3. MS (ESI, pos.): calc. para C37H53CIN40O10, 748,4; encontrado 749,5
(M+H).
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EJEMPLO 8
Etapa 1: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-carboxi-6-[3,4-dihidro-2-(terc-butoxicarbonil)-1H-isoquinolina]

Se pesaron maitan-3-N-metil-L-(S)-alanina (2, 0,034 g, 0,052 mmol), acido N-Boc-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-6-
carboxilico comercial (32, 0,019 g,0,069 mmol) y clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC,
0,024 g, 0,125 mmol) en un matraz de fondo redondo con una barra de agitacién, se disolvieron en diclorometano
(3 ml), el matraz se purgd con Ar y se cerré herméticamente con un tapén de caucho, y la reacciéon se agitd a
temperatura ambiente. Después de 2 dias, la reaccidén se diluyé con EtOAc y se lavé con NaHCOs3 ac. diluido, y la
capa acuosa se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre NapSOy y se filtraron. A continuacién, el filtrado evaporado se purificé en una columna de gel de silice de 12 g
RediSep Gold mediante un sistema ISCO (EtOAc - 5:5:1 de EtOAc/DCM/MeOH durante 12 min, 30 ml/min), y las
fracciones puras por TLC combinadas se evaporaron y se secaron al vacio, dando el compuesto del titulo en forma
de un sélido de color palido (0,026 g, 55 %). MS (ESI, pos.): calc. para C47H61CIN4O12, 908,4; encontrado 909,2
(M+H), 891,2 (M-H20+H).

Etapa 2: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-carboxi-6-(1, 2, 3,4-tetrahidroisoquinolina) (33)
El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color blanco (0,013 g, 52 %) a partir del producto de la

etapa anterior (0,025 g, 0,027 mmol) mediante el método del Ejemplo 2, Etapa 3 (compuesto 6). MS (ESI, pos.): calc.
para CaoHs3CIN4O4q, 808,3; encontrado 809,2 (M+H).
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EJEMPLO 9
Etapa 1: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-carboxi-4-[1-(terc-butoxicarbonil)-piperidina]

El compuesto del titulo se prepard en forma de un sélido de color blanco (0,027 g, 46 %) a partir de maitan-3-N-metil-
L-(S)-alanina (2, 0,045 g, 0,069 mmol) y acido 1-t-butoxicarbonilpiperidin-4-carboxilico comercial (34, 0,024 g,
0,105 mmol) mediante el método del Ejemplo 8, Etapa 1. MS (ESI, pos.): calc. para C4zHs1CIN4O12, 860,4; encontrado
861,2 (M+H), 843,2 (M-HO+H).

Etapa 2: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-carboxi-4-piperidina (35)

El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color blanco (0,012 g, 50 %) a partir del producto de la
etapa anterior (0,025 g, 0,029 mmol) mediante el método del Ejemplo 2, Etapa 3 (compuesto 6). El compuesto se
purificd en una columna C18 usando un gradiente y un modificador diferentes (MeCN al 20-80 % en agua, acido
acético al 0,05 % en ambos). La liofilizacién de las fracciones puras dio el compuesto del titulo (0,008 g, 35 %). MS
(ESI, pos.): calc. para CssHs3CIN4O4q, 760,3; encontrado 761,2 (M+H).
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EJEMPLO 10
Etapa 1: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-metil-beta-alanina-N-[4-(terc-butoxicarbonil-valina-citrulina-

amino)benciloxi]-carbamato

El Boc-valina-citrulina-p-aminobenciloxi-(p-nitrofeniloxi)-carbonato (36), preparado de acuerdo con el documento WO
2005112919, (0,092 g, 0,143 mmol), el producto del Ejemplo 2, Etapa 3 (6, 0,110 g, 0,130 mmol) y 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (HOAT, 0,037 g, 0,272 mmol) se disolvieron en DMF (7 ml), se trataron con trietilamina (0,100 ml,
0,717 mmol) y se agitaron a temperatura ambiente en un matraz tapado. Después de 18 horas, la mezcla de reaccién
se concentrd para dar un aceite al vacio, se disolvié en diclorometano y se purificé en una columna de 24 g RediSep
Gold mediante ISCO Combiflash (metanol al 0-20 % en acetato de etilo). A continuacién, la evaporacién de las
fracciones de producto al vacio dio el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo palido (0,129 g,
80 %). MS (ESI, pos.): calc. para CeoHgsCINgO17, 1239,6; encontrado 1240,8 (M+H).

Etapa 2: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-metil-beta-alanina-N-[4-(valina-citrulina-amino)benciloxi]-carbamato (37)

El compuesto del titulo se preparé en forma de un sélido de color blanco (0,074 g, 63 %) a partir del producto de la
etapa anterior (0,128 g, 0,103 mmol) mediante el método del Ejemplo 2, Etapa 3 (compuesto 6). MS (ESI, pos.): calc.
para CssH7sCINgO15, 1139,5; encontrado 1141,4 (M+H).

Etapa 3: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-metil-beta-alanina-N-[4-(4-(isotiocianato-fenil)-tioureido-valina-citrulina-
amino)benciloxi]-carbamato (39)

El producto de la etapa anterior (37, 0,037 g, 0,029 mmol) se disolvié en tetrahidrofurano (THF, 5 ml) en un vial, se
tratd con trietilamina (0,020 ml, 0,143 mmol), y la solucién resultante se afiadié gota a gota a un matraz que contenia
una solucién agitada de 1,4-fenilenodiisotiocianato (38, 0,055 g, 0,286 mmol) en THF (10 ml) durante 15 min. El vial
se aclaré con THF (2 ml) y la solucién se afiadié al matraz de reaccién, que se cerré herméticamente con un tapdn de
caucho. Después de la agitacién a temperatura ambiente durante 24 horas, la reaccién se concentrd al vacio a
sequedad, el producto en bruto se disolvié en acetonitrilo y se filtr6 sobre una membrana PTFE de 0,45um. A
continuacién, el filtrado se purificé en una columna del 30 g C18 RediSep Gold mediante ISCO (MeCN al 20-80 % en
agua, HOAc al 0,05 % en ambos disolventes) y las fracciones mas puras (por LC) se combinaron, se congelaron a -
78 °C y se liofilizaron, dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (0,023 g, 59 %). MS (ESI,
pos.): calc. para CezHsoCIN11O15S2, 1331,5; encontrado 1332,0 (M+H).
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EJEMPLO 11

Etapa 1: 1-(4-Amino-butil)-maleimida

Una solucién de Boc-1-aminobutil-4-maleimida comercial (0,304 g, 1,13 mmol) en diclorometano (10 ml) se traté con
acido trifluoroacético (1,00 ml, 13,1 mmol), el matraz se purgd con Ar, se cerrd herméticamente con un tapén de
caucho y un respiradero de burbujeo y se agité a temperatura ambiente. La reacciéon se completé por TLC después
de 18 horas, por lo que se concentrd al vacio, se trituré dos veces con éter dietilico y se secé al vacio para dar una
goma. Esta se trituré dos veces mas con éter (mientras se raspaba con una espatula), se decantd y se secé de nuevo
al vacio, dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (0,321 g, 100 %). MS (ESI, pos.): calc.
para CsH12N2O2, 168,1; encontrado 169,0 (M+H).

Etapa 2: 1-(4-Isotiocianato-butil)-maleimida (41)

El producto de la etapa anterior se disolvié en acetonitrilo (MeCN, 3 x 40 ml) y se concentrd al vacio a 60 °C mediante
un evaporador rotatorio. El producto seco (0,650 g, 2,45 mmol) se disolvié en MeCN (75 ml) y cloroformo (30 ml) en
un matraz, se tratd con trietilamina (1,0 ml, 7,35 mmol), y la solucién resultante se afiadié gota a gota a un matraz que
contenia 1,1-tiocarbonildi-2,2"-piridona (0,68 g, 2,94 mmol) en cloroformo (25 ml) en una atmésfera de nitrégeno
durante 10 min. La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 18 horas, la reaccién se concentr6 al vacio a
sequedad, el producto en bruto se disolvié en diclorometano (DCM) y se purificé en una columna de gel de silice de
120 g RediSep Gold por cromatografia en columna ultrarrapida (MeOH al 0-10 % en DCM). Las fracciones mas limpias
(por LC) se combinaron y se concentraron a sequedad, dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color
blanco (0,26 g, 50 %). MS (ESI, pos.): calc. para CoH1oN202S, 210,0; encontrado 211,2 (M+H).

Etapa 3: Maitansin-3-N-metil-L-(S)-alanina-N-metil-beta-alanina-N-[4-(4-[maleimidilbutil]-tioureido-valina-citrulina-
amino)benciloxi]-carbamato (42)

El producto del Ejemplo 10, Etapa 2 (37, 0,029 g, 0,023 mmol) se disolvi6 en DMF seca (2 ml), se traté con
diisopropiletilamina (0,020 ml, 0,115 mmol) mediante una jeringa seca, a continuacién con una solucién de producto
de la etapa anterior (41, 0,026 g, 0,124 mmol) en DMF seca (2 ml). El matraz de reaccién se purgd con Ar, se cerré
herméticamente con un tapén de caucho, y la reaccidén se agité a temperatura ambiente. Después de 18 horas la
reaccién parecié haberse completado al 80 % por LCMS, por lo que se evapord para dar un aceite al vacio, se disolvid
en MeCN/agua y se purificé en una columna de 30 g C18 RediSep Gold por cromatografia en columna ultrarrapida
(MeCN al 20-80 % en agua, HOAc al 0,05 % en ambos disolventes). Las fracciones mas limpias por LCMS se
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combinaron, se evaporaron en un evaporador rotatorio brevemente, se congelaron en hielo seco y se liofilizaron
durante una noche, dando el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanco (0,020 g, 65 %). MS (ESI,
pos.): calc. para CesHgsN11017SCl, 1349,6; encontrado 1351,1 (M+H), 1372,9 (M+Na), 1333,6 (M-H,O+H).
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EJEMPLO 12
Preparacidn y caracterizacion de conjugados

Para el conjunto inicial de experimentos, se conjugaron cuatro anticuerpos con diversos compuestos de enlazador-
farmaco de la divulgacién usando el procedimiento que se indica a continuacién. Los cuatro anticuerpos usados en
estos experimentos fueron: (1) un anticuerpo PSMA que tiene los dominios variables de cadena pesada y ligera del
clon AB-PG1-XG1-006 como se expone en el documento WO 2007002222A2, (2) un anticuerpo STEAP1 que tiene
los dominios variables de cadena pesada y ligera del clon mu120, expresado como hlgG 1, como se expone en el
documento WO 2008052187A2, (3) un anticuerpo EGFRVIII que tiene los dominios variables de cadena pesada y
ligera del clon 131 como se expone en el documento WO2013075048A1, y (4) un PRLR que tiene los dominios
variables de cadena pesada y ligera del clon H1H6953N como se expone en la Solicitud de EE. UU. N.° de
Serie 61/868.185; presentada el 21 de agosto de 2013. Todos los anticuerpos monoclonales se expresaron en células
CHO y se purificaron con proteina A. También se usé6 un control de no unién procedente de un antigeno inmunitario
que no tiene relacién con la oncologia.

Método de conjugacién para los compuestos 3,7, 21y 42

El anticuerpo (10 mg/ml) en HEPES 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5, se traté con ditiotreitol 1 mM a 37 °C durante
30 min. Después de la filtracion en gel (G-25, acetato de sodio a pH 4,5), el derivado de carga activa del enlazador
maleimido (1,2 equivalentes/grupo SH) en DMSO (10 mg/ml) se afiadi6 al anticuerpo reducido y la mezcla se ajust6 a
pH 7,0 con HEPES 1 M (pH 7,4). Después de 1 h, la reaccién se interrumpié con un exceso de N-etil-maleimida. Los
conjugados se purificaron mediante cromatografia de exclusidén por tamafio y se filtraron en condiciones estériles. Las
concentraciones de carga activa de proteina y enlazador se determinaron mediante anélisis espectral UV. El anélisis
por HPLC de exclusién por tamafio establecié que todos los conjugados usados eran >95 % monoméricos, y el analisis
por RP-HPLC establecié que habia <0,5 % de carga activa de enlazador no conjugado. Los rendimientos se indican
en la Tabla 1 basandose en la proteina. Todos los anticuerpos conjugados se analizaron mediante UV para determinar
los valores de carga activa del enlazador de acuerdo con Hamblett et al., Cancer Res., 2004 10 7063. Los resultados
se resumen en la Tabla 1.

Método de conjugacién para el compuesto 39

Al anticuerpo (2-5 mg/ml) en carbonato 50 mM, NaCl 150 mM, pH 9,0, se le afiadié dimetilacetamida al 15 % en
volumen. Al anticuerpo se le afiadid el derivado de carga activa del enlazador 39 (5-10 equivalentes) en DMSO
(10 mg/ml) y la mezcla se incubd a 37 °C durante 4-12 horas. Los conjugados se purificaron mediante cromatografia
de exclusién por tamafio y se filtraron en condiciones estériles. Las concentraciones de carga activa de proteina y
enlazador se determinaron mediante anélisis espectral UV. El analisis por HPLC de exclusién por tamafio establecié
que todos los conjugados usados eran >95 % monoméricos, y el analisis por RP-HPLC establecié que habia <0,5 %
de carga activa de enlazador no conjugado. Para estos conjugados, la relacién de carga activa/anticuerpo se determiné
mediante MALDI-TOF (Tabla 1).
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Tabla 1
Compuesto €252 nm (cm™ M) €280 nm (cm™ M)
3 32000 8500
7 50600 8100
(continuacién)
Compuesto €252 nm (cm™ M) €280 nm (cm™ M)
21 44190 9460
39 - -
Anticuerpo €252 nm (cm™ M) €280 nm (cm™ M)
STEAP1 87939 244276
AMEP 77652 224320
PRLR 80673 220420
EGFRuvIII 79579 209420
Control de isotipo 75113 218360

Conjugado de anticuerpo Carga activa:Anticuerpo (UV) % de rendimiento

STEAP1-7 1.4 36
PSMA-3 3,5 44
PSMA-7 3,4 60
PSMA-21 0,9 45
PRLR-7 3,0 70

EGFRVIII-7 3,4 64

EGFRvIII-39 1,3 (MALDI) 40
Control de isotipo-3 3,0 48
Control de isotipo-7 2,3 51
Control de isotipo-21 2,3 45

Control de isotipo-39 1,1 (MALDI) 40

EJEMPLO 13
Ensayos enzimaticos acelulares in vitro de conjugados de anticuerpo-farmaco (ADC)

Incubacién de catepsina B

El procedimiento de ensayo enzimatico acelular in vitro se adopté de Dubowchik, et al., Bioconjugate Chem. 2002 13
855. La concentracién de PRLR-7 corregido por DAR y de Control de isotipo 7 se establecié en 7,00 uM en tampén
acetato de sodio 25 mM, EDTA 1 mM, a pH 5,0 y se preincubé a 37 °C. La catepsina B (Sigma n.° C8571) se activé a
temperatura ambiente durante 15 minutos con 1 equivalente de DTT 30 mM, EDTA 15 mM a 2 equivalentes de
solucién madre de catepsina B. La solucién de catepsina B activada se afiadi6 a las soluciones de ADC en una relacién
molar de 1:750. Las muestras se incubaron a 37 °C durante un periodo de 24 horas y se dividieron en alicuotas para
la deteccion por HPLC (HISEP)-UV o la detecciéon por LC-MS, véase mas adelante.

Detecciéon por LC-MS

En los puntos temporales designados, una pequefia alicuota se extrajo y se combiné con 2 equivalentes en volumen
de metanol frio. El sobrenadante se recuperé y se analizé mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas
(LCMS) para la escisién de la carga activa del enlazador de catepsina B, lo que produjo el compuesto 6 usando una
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columna Merck Chromolith FastGradient RP-18e, de 2 x 50 mm, MeCN del 10 al 90 % durante 5 min, en H>O con
HOAc al 0,05 % en ambos disolventes y un caudal de 1 ml. El perfil de elucién se controlé a 254 nm. Todas las
alicuotas incubadas a 37 °C con catepsina B contenian el compuesto 6 que se eluyé en 5,1 minutos con una masa de
735 M+H (calc. para C36H51CIN40O10, 734,3) y ninguna de las alicuotas sin catepsina B contenia nada del compuesto
6. Esto también se confirmé mediante la inyeccién del compuesto 6 puro del Ejemplo 2, etapa 3.

Deteccién por HPLC (HISEP)-UV

Las soluciones se inyectaron "tal cual' en los puntos temporales designados. Se utilizé el siguiente método de
gradiente: Tampdn A al 100 % de NH4OAc 100 mM, pH 7,0 y tampén B al 100 % de acetonitrilo, caudal 0,4 ml/min,
tampén B del 5 al 70 %, sobre una columna Supelco LC-HISEP; 150 mm x 4,6 mm. El perfil de elucién se control6 a
280 nm y 252 nm. Todas las alicuotas de los ADC incubados con catepsina B contenian una especie que eluye en
19,4 minutos. El compuesto puro 6 eluye al mismo tiempo de retencidén en las mismas condiciones de gradiente. La
especie de 19,4 minutos no estaba presente en la alicuota sin catepsina B.

Los resultados de este Ejemplo son significativos en parte porque la protedlisis de catepsina B de 6 solo deberia
producirse después de la internalizacién del ADC en la célula donde existe la enzima. Los efectos inespecificos
deberian reducirse ya que el anticuerpo suministra la carga activa citotéxica directamente a las células diana.

EJEMPLO 14
Ensayos de citotoxicidad in vitro

En este Ejemplo, se evalué la capacidad de diversos conjugados de anticuerpo-farmaco para destruir células
tumorales que expresan antigeno in vitro.

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos revestidas con PDL a razén de 375 (MMT/hEGFRuvIII), 1500
(U251/hEGFRuVIII), 2000 (HEK293/hEGFRVIII) 0 3000 (C4-2, PC3/hSTEAP1, T47D y U87-MG) células por pocillo en
un medio de crecimiento completo y se cultivaron durante una noche. Para las curvas de viabilidad celular, se
afladieron a las células conjugados diluidos en serie o cargas activas representativas libres a concentraciones finales
que variaban de 500 nM a 1 pM y se incubaron durante 3 dias. Para medir la viabilidad en MMT/hEGFRuVIII,
U251/hEGFRVIII, HEK293/hEGFRUVIII, C4-2, PC3/hSTEAP1 y U87-MG, las células se incubaron con CCK8 (Dojindo)
durante las Gltimas 1-3 horas y la absorbancia a 450 nm (DO450) se determiné en un Flexstation3 (Molecular Devices).
Para medir la viabilidad en T47D, las células se incubaron en hielo durante 30 min en formaldehido al 4 % + 3 ug/ml
de Hoechst. Las imagenes de los nlcleos tefiidos con Hoechst se adquirieron en el ImageXpress Micro XL (Molecular
Devices) y los recuentos nucleares se determinaron con el software de analisis Columbus (PerkinElmer). Los niveles
de fondo de DO450 (CCK8) o los recuentos nucleares de las células tratadas con digitonina (40 nM) se restaron de
todos los pocillos y la viabilidad se expresa como un porcentaje de los controles no tratados. Los valores de Clsg se
determinaron a partir de una ecuacion logistica de cuatro parametros sobre una curva de respuesta de 10 puntos
(GraphPad Prism). Todas las curvas y los valores de Clsg se corrigen para los equivalentes de carga activa.

En las células C4-2 (linea de cancer de prostata), que expresan de forma natural PSMA a razén de 271 veces por
encima de la unién del control de isotipo, los conjugados de maitansinoide PSMA-3, PSMA-7 y PSMA-21 poseen
valores de Clsg de 3,8, 0,5 y 8,3 nM, respectivamente (figura 1). El anticuerpo PSMA desnudo carecia de cualquier
actividad antiproliferativa.

En las células PC3/hSTEAP1 (linea de cancer de préstata), que expresan hSTEAP1 a razén de 352 veces por encima
de la unién del control de isotipo, el conjugado de maitansinoide STEAP1-7 posee un valor de Clsg de 4 nM (figura 2).
El anticuerpo STEAP1 desnudo carecia de cualquier actividad antiproliferativa.

En las células T47D (linea de cancer de mama), que expresan de forma natural PRLR a razén de 14 veces por encima
de la unién del control de isotipo, el conjugado de maitansinoide PRLR-7 posee un valor de Clso de 1,0 nM (figura 3).
El anticuerpo T47D desnudo carecia de cualquier actividad antiproliferativa.

En las células HEK293/hEGFRVIII, que expresan hEGFRVIII a razén de 360 veces por encima de la unién del control
de isotipo, el conjugado de maitansinoide EGFRVIII-7 posee un valor de Clsg de 0,4 nM (figura 4). El anticuerpo
EGFRVIII desnudo carecia de cualquier actividad antiproliferativa.

En las células MMT/hEGFRVIII, que expresan hEGFRVIII a razén de 280 veces por encima de la unidén del control de
isotipo, el conjugado de maitansinoide EGFRVIII-7 posee un valor de Clsg de 0,3 nM (figura 5). El anticuerpo EGFRVIII
desnudo carecia de cualquier actividad antiproliferativa.

En las células U251/hEGFRVIII (linea de cancer de glioblastoma), que expresan hEGFRVIII a razén de 165 veces por

encima de la unién del control de isotipo, el conjugado de maitansinoide EGFRVIII-7 posee un valor de Clsg de 0,3 nM
(figura 6). El anticuerpo EGFRVIII deshudo carecia de cualquier actividad antiproliferativa.
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También se ensayd la citotoxicidad in vitro de las cargas Utiles liberadas propuestas ("farmacos libres") en las diversas
lineas celulares descritas anteriormente y se representé graficamente junto con los anticuerpos conjugados con fines
comparativos (véanse los cuadrados de color negro (m) en las figuras 1 a 6). Para las cargas Utiles de enlazador 3 y
7, las cargas Utiles liberadas propuestas 2 y 6, respectivamente, se pueden usar en los ensayos celulares directamente
ya que son estables. Sin embargo, para la carga activa de enlazador 21, se propone que la carga activa liberada sea
el compuesto sulfhidrilo 10. Dado que 10 podria ser un compuesto muy reactivo, lo que conduciria a resultados poco
fiables, se eligi6 el compuesto 25 para representar la carga activa liberada en estos ensayos.

En un conjunto de experimentos separado, compuesto 6, junto con los analogos de amino 27, 29 y 31 se ensayaron
en HEK293 y U87MG para determinar la actividad antiproliferativa (figura 7). Todos estos compuestos tenian valores
de Clsp >30 nM, lo que indica que son muy citotéxicos solo cuando se unen a un anticuerpo a través de un enlazador
apropiado. (Para estos experimentos, no se realizé la correccién de fondo con digitonina).

En otro conjunto mas de experimentos, se ensayaron los compuestos 6, 9, 33 y 35 en HEK293, U251, C4-2, PC3y
MMT para determinar la actividad antiproliferativa (figura 8). Los compuestos amino 6, 33 y 35 tenian valores de Clsg
variables, como se enumera en la Tabla 2. La tendencia en la potencia sigue 9 > 33 > 35 > 6 y es consistente para las
5 lineas celulares ensayadas.

Tabla 2
Clso (nM)
Compuesto | HEK293 U251 C4-2 PC3 MMT
9 0,2 0,4 15 04 0,3
33 20 15 20 30 20
35 50 25 55 65 60
6 200 150 200 250 250

Sin limitarse a ninguna teoria, los resultados de estos experimentos demuestran que las versiones "liberadas" o "de
farmaco libre" de los compuestos de la presente divulgacién (es decir, los compuestos no conjugados con un
anticuerpo) fueron, en la mayoria de los casos, sustancialmente menos citotéxicos que cuando se conjugaron con un
anticuerpo diana. Esta caracteristica de la presente divulgacién sugiere que los conjugados de anticuerpo-farmaco
que comprenden los compuestos de la invencién causaran menos efectos secundarios y menos toxicidad no deseada,
ya que las propiedades de destruccidn celular se concentraran especificamente en el sitio del antigeno diana.

EJEMPLO 15

Los conjugados de anticuerpo anti EGFRVvIll-farmaco son potentes inhibidores del crecimiento tumoral en modelos de
aloinjerto de céncer de mama EGFRVIII positivos in vivo

En este Ejemplo, se ensayaron dos conjugados de anticuerpo-farmaco diferentes del anticuerpo anti EGFRVIII de
ejemplo H1H1863N2 para determinar su capacidad para inhibir el crecimiento tumoral in vivo. (La secuencia de
aminodacidos y diversas propiedades de H1H1863N2 se exponen en el documento US 61/950.963, presentado el 11
de marzo de 2014). H1H1863N2 comprende una regién variable de cadena pesada (HCVR) que comprende la SEQ
ID NO:1; una regién variable de cadena ligera (LCVR) que comprende la SEQ ID NO:5; regiones determinantes de
complementariedad de cadena pesada (HCDR1, HCDR2 y HCDR3) que comprenden las SEQ ID NO: 2, 3 y 4,
respectivamente; y regiones determinantes de complementariedad de cadena ligera (LCDR1, LCDR2 y LCDR3) que
comprenden las SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.

Se produjo un primer ADC conjugando H1H1863N2 con el maitansinoide DM1 a través de un enlazador MCC no
escindible (véanse, por ejemplo, el documento US 5.208.020 y la solicitud de EE. UU. 20100129314) para producir
"H1H1863N2-MCC-DM1". Se produjo un segundo ADC conjugando H1H1863N2 con 7 para producir "H1H1863N2-7".
Cuando se ensayé la citotoxicidad in vitro contra células MMT/EGFRvIII usando el formato de ensayo descrito en el
Ejemplo 14, H1H1863N2-MCC-DM1 exhibi6é una Clsp de 12 nM, mientras que H1H1863N2-7 exhibié una Clsg de solo
0,8 nM. Por lo tanto, in vitro, el ADC anti EGFRvVIIl HIH1863N2-7 exhibié una capacidad de destruccién de células
tumorales mucho més potente que el anticuerpo correspondiente conjugado con DM1 a través de un enlazador MCC.

Para comparar la eficacia in vivo de los anticuerpos anti EGFRVIIlI conjugados con MCC-DM1 y 7, se realizaron
estudios en ratones inmunocomprometidos que portaban aloinjertos de cancer de mama EGFRVIIl positivos.
Brevemente, los aloinjertos tumorales se establecieron mediante implantacién subcutanea de 0,5 x 10° células
MMT/EGFRVIII en el flanco izquierdo de ratones CB17 SCID hembra (Taconic, Hudson, NY). Una vez que los tumores
alcanzaron un volumen promedio de 140 mm?3 (~Dia 8), los ratones se asignaron al azar en grupos de siete y se les
administré una dosis de ADC anti EGFRVIII usando el formato de enlazador-farmaco MCC-DM1 o 7. También se
evaluaron los reactivos de control, incluidos los ADC de no unién que usan el formato de farmaco-enlazador MCC-
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DM1 0 7, y el vehiculo PBS. Los ADC se administraron a una dosis de 1y 5 mg/kg tres veces durante una semana y,
a partir de entonces, se controlaron hasta que se alcanz6 un tamafio tumoral promedio de aproximadamente 2000 mm?3
en el grupo al que se administré solo el vehiculo. En este punto, se calcul6 la inhibicién del crecimiento tumoral.

El tamafio tumoral promedio en relacién con el grupo tratado con el vehiculo se calculé de la siguiente manera: Los
tumores se midieron con calibradores dos veces por semana hasta que el tamafio promedio del grupo de vehiculo
alcanzé 1000 mm3; el tamafio tumoral se calculé usando la formula (largo x ancho?)/2. La inhibicién del crecimiento
tumoral se calcul6 de acuerdo con la siguiente formula: (1-((Tsinar-Tinicial)/( Ctina-Cinicial)))*100, donde T (grupo tratado) y
C (grupo de control) representan la masa tumoral media el dia que el grupo de vehiculo alcanzé 1000 mm3. Los
resultados se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3: Tamafio del tumor e inhibicién del crecimiento tumoral tras la administracion de conjugados de anticuerpo
anti EGFRvlII-farmaco y controles, administrados en dosis repetidas

Grupo de tratamiento Tama_ﬁo final del tumor el Dia 8 mm?® | Inhibicién dgl , crecimiento
(media + DE) tumoral promedio (%)

Vehiculo PBS 2253+ 217 0

Control-MCC-DM1 (1 mg/kg) 2827 + 278 -27

Control-MCC-DM1 (5 mg/kg) 2402 + 256 -7

Control-7 (1 mg/kg) 2729+ 470 -22

Control-7 (5 mg/kg) 2787 + 503 -25

z-|11rl;|];?k%3;N2—MCC—DM1 931 + 292 62

g1m;?k%3;N2_MCC_DM1 471 £ 227 84

H1H1863N2-7 (1 mg/kg) 679 * 265 74

H1H1863N2-7 (5 mg/kg) 96 + 34 102

Como se muestra en este Ejemplo, la mayor inhibicién tumoral se observé en ratones a los que se les administrd una
dosis de 5 mg/kg de H1H1863N2-7, donde se observd una regresion del tumor inicial. La inhibicién del crecimiento
tumoral del 102 % resultante del tratamiento con 5 mg/kg de H1H1863N2-7 fue significativamente mayor con respecto
a la observada después del tratamiento del tumor con 5 mg/kg de H1H1862N2-MCC-DM1 (83 %). La superioridad de
la inhibicién del crecimiento tumoral inducida por H1H1863N2-7 en comparacién con H1H1863N2-MCC-DM1 también
se mantuvo con la dosis de 1 mg/kg. No se observd ningin efecto antitumoral en los grupos tratados con ADC de
control usando MCC-DM1 o 7.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la siguiente férmula:

10

15  endonde:

Ab es un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo;

AA1-AA; es un residuo peptidico seleccionado del grupo que consiste en valina-citrulina, citrulina-valina, lisina-

fenilalanina, fenilalanina-lisina, valina-asparagina, asparagina-valina, treonina-asparagina, serina-asparagina,
20 asparagina-serina, fenilalanina-asparagina, asparagina-fenilalanina, leucina-asparagina, asparagina-leucina,

isoleucina-asparagina, asparagina-isoleucina, glicina-asparagina, asparagina-glicina, acido glutamico-asparagina,

asparagina-4cido glutamico, citrulina-asparagina, asparagina-citrulina, alanina-asparagina y asparagina-alanina;

a es un numero entero de 1 a 10;

g es 0 o un nimero entero de 1 a 5;
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R1 es un residuo de aminoécido, un residuo peptidico que tiene 2-20 residuos de aminoécidos, un -alquileno-, un
-alquinileno-, un -alquenileno-, un -cicloalquileno-, un -arileno-, un -heteroarileno-, un -heterociclileno-, -CRsRe-, -
O-, -C(=0})-, -O-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-0O-, -C(=0)-(CHx)p1-, -C(=0)-O-(CHy)p1-, -(CHx)p1-C(=0O)-, -(CHy)p1-
C(=0)-0O-, -(O-(CH2)pz-)p3-, ~((CH2)p2-O-)p3-, -C(=8)-, -C(=8)-8-, -C(=S)-NH-, -S-C(=S})-, -S-C(=8)-S-, -S-, -SO-, -
802-, -NR4-, -N(R4)-C(=0)-N(Rs)-, -N(R4)-C(=0)O-, -N(R4)-C(=0)-, -C(=0)-N(Ra4)-, -C(=0)-N(R4)-C(=0O)- u -O-
C(=0)-NR4-, en donde el -alquileno-, -alquinileno-, alquenileno-, -cicloalquileno-, -arileno-, heteroarileno- y -
heterociclileno- estan opcionalmente sustituidos;

As es —CHQ—, —CHQCHQ—, -CH>CH>CH»- 0 —CHQCHQCHQCHQ—;

R17 se selecciona del grupo que consiste en O, S, NR1g 0 CRsRg;

R1s se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo,
heterociclilo y acilo, en donde el alquilo, alquinilo, alquenilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, heterociclilo y acilo estan
opcionalmente sustituidos;

R4, Rs, Rs ¥ Rs son cada uno independientemente H, o un alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo y
heterociclilo sustituidos o sin sustituir;

Ro, Rio, R11 ¥y R12 son cada uno independientemente H, halégeno, NR13R14, nitro, ciano, -OH, -O-C(=0)-R1s, -
C(=0)-R15, -C(=0)-0O-R15, -C(=0)-NR13R14 0 alquilo, cicloalquilo, arilo, heteroarilo y heterociclilo sustituidos o sin
sustituir;

R13 ¥ R14 son cada uno independientemente H o un alquilo opcionalmente sustituido;

R1s5 es un alquilo opcionalmente sustituido;

p1, p2 y p3 son cada uno independientemente 0, o un nimero entero de 1 a 100; y

xes0, 102

2. El compuesto de la reivindicacién 1 representado por la siguiente estructura:

OxNH;
NH
0 o
H H H
N._N N
Ab—S N/W\ﬂ/\)Lﬁ
S AL o) 0

en donde a es un nimero entero de 1 a 10.

3. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde el compuesto tiene la siguiente férmula:

Rio Ry

qges4;
R1 es -O-, -S-, -NR4- 0 -CRsRe-; ¥
R4, Rs, Re, Ro, R1o, R11 ¥ Ry2 son cada uno independientemente H o alquilo.

4. El compuesto de la reivindicacién 1 o la reivindicaciéon 3, en donde el compuesto se representa por la siguiente
estructura:
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en donde Ab es un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

5. El compuesto de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 3, en donde el compuesto se representa por la siguiente
estructura

en donde Ab es un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y
a es un numero entero de 1 a 10.

6. El compuesto de la reivindicacién 1, en donde As es -CH>CH»-.

7. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o més portadores,
diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

8. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 7, para su uso en terapia.

9. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 7, para su uso en:

- la reduccién, el retraso o la detencién de un crecimiento celular anémalo, para su uso en la destruccién de una
célula;

- el tratamiento de un trastorno médico en un individuo; y/o

- la reducciéon del tamafio del tumor, la detencién del aumento del tamafio de un tumor, la reduccién de la
proliferaciéon de un tumor o la prevencién de la proliferacién de un tumor en un individuo que lo necesite.

10. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde el compuesto o la composicion sirven
para su uso en la reduccién, el retraso o la detencién de un crecimiento celular anémalo, o para su uso en la destruccion
de una célula, y la célula es una célula tumoral.

11. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 9, en donde el compuesto o la composicion sirven
para su uso en el tratamiento de un trastorno médico en un individuo, y el individuo es un mamifero y/o el trastorno
médico se selecciona del grupo que consiste en tumores, cénceres, enfermedades infecciosas, enfermedades
neurodegenerativas, trastornos 6seos y vasculopatias.

12. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9 o la reivindicacién 11, en donde el compuesto o la
composicién sirven para su uso en el tratamiento de un trastorno médico en un individuo, y el compuesto sirve para
SuU uso con:

- una terapia adicional que se administra secuencial o consecutivamente al compuesto, preferentemente, en donde

la terapia adicional es radioterapia, quimioterapia o una combinacién de ambas; y/o
- al menos un agente terapéutico adicional.
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13. Un compuesto que tiene una estructura seleccionada del grupo que consiste en
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10  14. El compuesto de la reivindicaciéon 13, en donde el compuesto es

OCH;  CHs

CH
LA

O M-S
ﬁ/.

15. Un conjugado de anticuerpo-farmaco que comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del
15  mismo, conjugado con una carga activa de la siguiente formula:
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