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DESCRIPCION
Conjugado de farmaco citotéxico y forma de profarmaco de dicho conjugado
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un conjugado especifico de farmacos citotéxicos y a formas de profarmaco de dicho
conjugado, para su uso en el tratamiento del cancer y enfermedades inflamatorias.

Antecedentes técnicos

El cancer y las enfermedades inflamatorias se encuentran entre las enfermedades mas frecuentes en la actualidad.
En particular, el cancer es una de las causas mas importantes de muerte en los paises industrializados, y el nimero
de personas diagnosticadas con cancer continta creciendo en el momento actual.

Hasta la fecha se han desarrollado varios modos de tratamiento, sin embargo la quimioterapia sigue siendo el Unico
que se puede usar contra tumores circulantes, tales como linfomas y leucemias, y las metastasis.

En quimioterapia, una estrategia se basa en inhibir la polimerizacién de tubulina y prevenir asi la divisién celular
(antimitéticos). Esto puede lograrse usando compuestos de la familia de la dolastatina, en particular, dolastatina 10
natural, que puede aislarse de la liebre de mar del Océano Indico Dolabella auricularia y consiste en cuatro
aminoacidos, siendo tres especificos de la misma. También existen derivados sintéticos de dolastatina 10 tales como
auristatina PE, auristatina E y monometil auristatina E (MMAE), que han demostrado ser inhibidores eficaces. El
principal defecto de dichos compuestos reside en la falta de selectividad hacia las células cancerosas, lo que da como
resultado la destruccién de tejidos sanos y, por lo tanto, efectos secundarios intensos, tales como pérdida de cabello
o nauseas. El desarrollo de conjugados de proteina-farmaco de dichos principios activos ha surgido como una
estrategia elegante y eficaz para superar la falta de selectividad.

Los conjugados de proteina-farmaco son, con diferencia, la clase de principios farmacéuticos activos muy potentes de
crecimiento mas rapido. Los constructos de conjugados de proteina-farmaco generalmente implican una proteina, tal
como un anticuerpo, unida covalentemente a un extremo de un grupo enlazador, cuyo otro extremo es una citotoxina,
es decir, una toxina citotéxica muy potente. El componente proteico de la biomolécula proporciona especificidad a la
diana. Una vez que el conjugado penetra en la célula, la toxina se libera, por ejemplo, por la accién de enzimas
celulares. La mayor parte de los conjugados de proteina-farmaco estan dirigidos de hecho al tratamiento del cancer.
Ademas de la trastuzumab emtansina comercializada (denominada T-DM1 o Kadcyla®) y la brentuximab vedotina
(Adcetris®), en la actualidad varios conjugados de proteina-farmaco se estan sometiendo a ensayos clinicos para una
diversidad de indicaciones de cancer.

Uno de los requisitos previos principales para la actividad de dichos conjugados es la liberacién eficaz del farmaco
citotoxico tras su internalizacion por células cancerosas, mientras que el enlazador entre la proteina y el farmaco debe
ser estable en la circulacion sanguinea antes de que el conjugado alcance su diana biologica.

A este respecto, se logré un avance real mediante la introduccion de enlazadores escindibles por enzimas en el
constructo de conjugado.

Asi, el documento WO 2015/118497 describe el conjugado de unién a albimina sensible a la B-glucuronidasa de

formula (1),
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en la que A es normalmente MMAE. Se pretende que su resto maleimida terminal proporcione un acoplamiento
selectivo con la albumina circulante después de su administracion intravenosa. Un resto glucuronido, que es sensible
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a la glucuronidasa, también esta presente en la molécula y esta unido a un brazo autorreactivo. Dado que la albimina
se acumula en los tumores y la B-glucuronidasa esta presente en el entorno tumoral, el compuesto alcanza el sitio
tumoral en el que la enzima cataliza la escisién del enlace glucésido y después desencadena la liberacién del farmaco
(MMAE). El conjugado se presenta como una mezcla 1:1 de dos isdbmeros, cuyo centro estereogénico variable se
encuentra en el brazo autorreactivo (marcado con una estrella en la férmula (1}). Legigan et al. (J. Med. Chem 2012,
55, 9, 4516-4520) también describen un racemato de un conjugado particular de férmula (l) tal como se ha
representado anteriormente, y su uso para el tratamiento del cancer.

Sumario de la invencién

Los inventores han demostrado que los dos isémeros del conjugado anterior, que no podian separarse por medio de
técnicas convencionales, podrian obtenerse a partir de la separacién enantiomérica por HPLC de un intermedio
temprano. Se demostré que los dos isémeros aislados eran estables, especialmente en plasma humano, pero el
isbmero cuyo centro estereogénico variable tiene una configuracién R mostré una cinética de escisién enzimatica
superior al otro. Esta cinética superior observada en un isbmero es tanto mas inesperada dado que el centro
estereogénico no forma parte del farmacoforo reconocido por la enzima. Esta caracteristica inesperada puede ser
particularmente beneficiosa para pacientes que tienen una expresion enzimatica mas baja.

Los inventores también han demostrado que la insercién de un resto autoinmolante en la estructura, mas
especificamente entre el farmaco citotéxico y el resto del conjugado, puede aumentar la estabilidad del conjugado, a
la vez que se conserva su capacidad para escindirse (es decir, para liberar el farmaco citotéxico).

Dicho isbmero, al que se refiere la presente invencion, es un conjugado representado por la formula
H
G o[
A’% JW( Y\ N0 \/)/\N
o] N=—N

OH
NG,

O
HO 0O
HO
CH

(D),
en laque
A representa un radical derivado de un farmaco citotéxico,
G es un resto autoinmolante, y
mesQ0o1,
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

La invencién proporciona también un proceso para preparar un conjugado tal como se ha definido anteriormente, que
comprende las etapas siguientes

a) preparar rac-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitro-fenol a partir de 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido;

b) separar y aislar (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il}-2-nitro-fenol, preferentemente mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento quiral;

c) hacer reaccionar (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitro-fenol con un derivado de &cido glucurénico, tal como
acetobromo-a-D-glucuronato de metilo, en condiciones basicas;

d) hacer reaccionar el compuesto obtenido en la etapa (c) con cloroformiato de 4-nitrofenilo;

e) acoplar el compuesto obtenido en la etapa (d) con un farmaco citotoxico o con un resto A-G-H, en el que A
representa un radical que se deriva de un farmaco citotoxico y G representa un resto autoinmolable;

f} desproteger el resto glucurénido del compuesto obtenido en la etapa (e), preferentemente en condiciones basicas;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 989 309 T3

y

g) acoplar el compuesto obtenido en la etapa (f) con una azida de férmula N3-(CH2-CHa2-O)10-(CH2)2-NH-(CQO)-(CH2)s-
X, en la que X es un grupo maleimida.

La invencion se refiere también a un profarmaco que comprende al menos una molécula del conjugado tal como se
ha definido anteriormente, estando unida dicha molécula del conjugado mediante un enlace covalente a una molécula
proteica, preferentemente alblimina, o un fragmento de la misma,

en la que un "profarmaco” se refiere a al menos un conjugado unido covalentemente a una macromolécula.

Se refiere ademas a una composicién farmacéutica que comprende al menos una cantidad eficaz de al menos un
conjugado tal como se ha definido anteriormente o al menos un profarmaco tal como se ha definido anteriormente, y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién se refiere ademas independientemente a un conjugado tal como se ha definido anteriormente,
a un profarmaco tal como se ha definido anteriormente o0 a una composicién farmacéutica tal como se ha definido
anteriormente para su uso en el tratamiento de un cancer y/o una enfermedad inflamatoria.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra la estructura molecular del compuesto R1a a partir de cristalografia de rayos X. Los elipsoides
de desplazamiento se dibujan con un nivel de probabilidad del 50%.

La figura 2 muestra la cinética de la liberacién inducida por B-glucuronidasa de MMAE en soluciones plasmaticas de
los compuestos R5 y S5.

La figura 3 muestra la cinética de la liberacién inducida por B-glucuronidasa de MMAF en soluciones plasmaticas de
los compuestos R6 y S6.

La figura 4 muestra la cinética de la liberacién inducida por B-glucuronidasa de SN-38 en soluciones plasmaticas de
los compuestos R7 y S7.

La figura 5 muestra la cinética de la liberacién inducida por B-glucuronidasa de doxorrubicina en soluciones
plasmaticas de los compuestos R8 y S8.

La figura 6 muestra la estabilidad de los compuestos R5 y S5 en PBS a pH 7.4.
La figura 7 muestra la cinética de unién en plasma de los compuestos R5 y S5.
La figura 8 muestra la estabilidad en plasma de la unién a albimina de R5 y S5.
La figura 9 muestra el perfil de HPLC de la mezcla 1: 1 de R5 y S5.
La figura 10 muestra el perfil de HPLC de la mezcla 1: 1 de R4y S4.
Descripcién detallada de la invencion
La presente invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjunto.

Conjugados

La invencién se refiere a un conjugado que tiene la férmula (I} siguiente:
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NO,

@,

en laque
A representa un radical derivado de un farmaco citotoxico,
G es un resto autoinmolante, y
mesQ0o1,

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En el contexto de la invencién, una "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal de un conjugado o de un
profarmaco o de un farmaco segun la invencién, y de un metal alcalino, de un metal alcalinotérreo, o de amonio, que
comprende las sales obtenidas con bases de amonio organicas, o sales de un conjugado, o de un profarmaco o de un
farmaco segun la invencién, y de un acido organico o inorganico.

Las sales mas particularmente adecuadas para la invencién pueden ser sales de sodio, potasio, calcio, magnesio,
sales de amonio cuaternario tales como tetrametilamonio o tetraetilamonio, y sales de adicién con amoniaco y aminas
organicas farmacéuticamente aceptables, tales como metilamina, dimetilamina, trimetilamina, etilamina, trietilamina,
etanolamina o tris(2-hidroxietil)amina.

Las sales de un conjugado, o de un profarmaco o de un farmaco segun la invencion, y de un acido inorganico que son
adecuadas para la invencion se pueden obtener con acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico
o acido fosférico.

Las sales de un conjugado, o de un profarmaco o de un farmaco segun la invencién, y de un acido organico que son
adecuadas para la invencién se pueden obtener con acidos carboxilicos y acidos sulfénicos, tales como acido férmico,
acido acético, acido oxalico, acido citrico, acido lactico, acido malico, acido succinico, acido maldnico, acido benzoico,
acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico o éacido p-
toluenosulfénico.

Segun la invencion, un "resto autoinmolante" denota un grupo quimico divalente que conecta el radical que se deriva
de un farmaco citotoxico con el resto del conjugado, y que se vuelve labil tras la activacién (por ejemplo, escision
enzimatica del residuo de glucurénido), lo que da lugar a la liberacién de los restos libres, en particular del farmaco
citotoxico. Los restos autoinmolantes son bien conocidos por el experto en la técnica (Polym. Chem. 2011, 2, 773-
790).

En una forma de realizacién, m es 0.

En otra forma de realizacion, m es 1 y G esta representado por una férmula seleccionada de entre:

N N
g <"“\~. ‘}\ i 33 %
- { it 3 %
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En una forma de realizacién preferida, G esta representado por la formula siguiente:
L
e
W
H

Segun la invencién, un "radical que se deriva de un farmaco citotéxico" denota un resto que consiste en un farmaco
citotoxico desprovisto de uno o mas atomos de uno de sus grupos funcionales (por ejemplo, un atomo de H) que ha
reaccionado con el resto del conjugado.

El farmaco segln la invencién es un farmaco citotoxico. Tal como se utiliza en el presente documento, el término
"farmaco citotéxico" se refiere a una molécula que cuando entra en contacto con una célula, opcionalmente tras su
internalizacién en la célula, altera una funcion celular (por ejemplo, el crecimiento y/o la proliferacién y/o la
diferenciacion y/o el metabolismo celular tal como la sintesis de proteinas y/o ADN) de una manera perjudicial u
ocasiona la muerte celular. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "farmaco citotéxico" abarca toxinas,
en particular citotoxinas. En principio, un farmaco citotoxico se define como una molécula de ATC de LO1 ("Sistema
de clasificacion anatomica, terapéutica, quimica" en el que LO1 es un subgrupo que define agentes antineoplasicos e
inmunomoduladores definidos por el Centro de colaboracion de la OMS para la metodologia de estadistica de
farmacos).

El farmaco citotoxico segun la invencién se puede seleccionar de entre dolastatinas tales como dolastatina 10,
dolastatina 15, auristatina E, auristatina EB (AEB), auristatina EFP (AEFP), monometil auristatina F (MMAF),
monometilauristatina-D (MMAD), monometil auristatina E (MMAE), éster de AE del acido 5-benzoilvalérico (AEVB) o
derivados de los mismos.

Las dolastatinas preferidas son MMAF, MMAD, MMAE, o derivados de las mismas.
Las dolastatinas mas preferidas son MMAE, MMAF o derivados de las mismas.

En una forma de realizacién particular, el farmaco citotoéxico segun la invencion es una antraciclina tal como
doxorrubicina, idarrubicina, epirrubicina, daunorrubicina o valrubicina, preferentemente doxorrubicina.

En otra forma de realizacién particular, el farmaco citotéxico segun la invencién es un farmaco de la familia de las
camptotecinas (también denominado en el presente documento "analogo de camptotecina"), tal como camptotecina,
SN-38, topotecan, irinotecan, exatecan, silatecan, cositecan, lurtotecan, gimatecan, belotecan o rubitecéan,
preferentemente SN-38, exatecan, belotecan y de forma mas preferida SN-38.

En una forma de realizacién preferida, el farmaco citotoxico se selecciona de entre doxorrubicina, SN-38, MMAE,
MMAF, MMAD y derivados de los mismos.

Las dolastatinas son una familia de compuestos que tienen una estructura de al menos 4 aminoacidos,
preferentemente de 4 amino&cidos, siendo al menos 3 de ellos especificos de las mismas, ya que son diferentes de
los 20 aminoacidos que se encuentran cominmente en la naturaleza. Segun la invencién, un derivado de dolastatina
presenta una estructura quimica muy relacionada con al menos un compuesto de la familia de las dolastatinas y
presenta propiedades antimitéticas similares. Las diferencias estructurales entre dicho derivado y un compuesto de la
familia de la dolastatina pueden consistir en una sustitucién en al menos una cadena lateral de al menos un aminoacido
por cualquier sustituyente adecuado encontrado comunmente. Por ejemplo, dicho sustituyente puede ser:

- un grupo alquilo, es decir una cadena de hidrocarburo saturada lineal o ramificada, tal como un grupo metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo o decilo;

- un grupo heteroalquilo, es decir, una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada interrumpida por uno o varios
heteroatomos, principalmente O, Ny S, tal como un grupo metoxi o etoxi;

- un grupo arilo, es decir, un grupo carbociclico aromatico, tal como un grupo fenilo o naftilo, que puede estar
opcionalmente sustituido con hasta cuatro grupos que incluyen, pero sin limitacién: -COOH, - SOsH, -OCHs, -
F, -Cl, -Br, -, -OH, -NHz2, -NOz2, -CN;

- un grupo heteroarilo, es decir un grupo aromatico que contiene uno o mas heteroatomos, tales como un grupo
piridilo, oxazolilo, furanilo o tiazolilo; o

- un atomo de halégeno, tal como -F, -Cl, -Br, -I.

La diferencia estructural puede consistir igualmente en una modificacion de una dolastatina tal como dolastatina 10,
dolastatina 15, auristatina E, auristatina EB (AEB), auristatina EFP (AEFP), monometil auristatina F (MMAF),
monometil auristatina D (MMAD), monometil auristatina E (MMAE) o éster de AE del acido 5-benzoilvalérico (AEVB),
por ejemplo al nivel de su amina terciaria en la posicién N-terminal, de forma que se haga compatible esta funcién con
el establecimiento de un enlace covalente con el brazo enlazador en cuestion.
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El experto en la técnica es capaz de seleccionar modificaciones adecuadas, en particular sustituyentes adecuados,
para estos fines.

Segun otra forma de realizacién, el farmaco puede seleccionarse de entre mitansinas tales como DM1 y DM4,
antraciclinas tales como doxorrubicina, nemorrubicina y PNU-159682, caliqueamicinas, duocarmicinas tales como CC-
1065 y duocarmicina A, pirrolobenzodiazepinas, dimeros de pirrolobenzodiazepina, indolino-benzodiazepinas,
dimeros de indolino-benzodiazepina, a-amanitinas, eribulina, acalabrutinib, bleomicina, beritinib, cladribina,
clofarabina, cobimetinib, copanlisib, crizotinib, citarabina, dabrafenib, dactinomicina, daunorrubicina, decitabina,
epirrubicina, ibrutinib, idarrubicina, lapatinib, lenalidomida, mitomicina C, mitoxantrona, nelarabina, niraparib, paclitaxel,
niraparib, panobinostat, pomalidomida, prednisona, ribociclib, palbocicilb, rolapitant, rucaparib, sonidegib, tamoxifeno,
temsirolimus, topotecén, trabectina, valrubicina, vinblastina, vincristina, y sales farmaceuticamente aceptables de los
mismos.

En una forma de realizacién particular, el farmaco citotoxico es SN-38, mes 1y G es
ARG
A A
H

En otra forma de realizacion particular, el farmaco citotéxico es una dolastatina o una antraciclina, y m es 0.

Proceso

El término "disolvente" se refiere a un disolvente organico, un disolvente inorganico tal como agua, o0 una mezcla de
los mismos. Los ejemplos de disolventes organicos incluyen, pero sin limitacién, hidrocarburos alifaticos tales como
pentano o hexano, hidrocarburos aliciclicos tales como ciclohexano, hidrocarburos aromaticos tales como benceno,
estireno, tolueno, orto-xileno, meta-xileno o para-xileno, hidrocarburos halogenados tales como diclorometano,
cloroformo o clorobenceno, disolventes basados en nitrégeno tales como piridina, acetonitrilo o trietilamina, disolventes
basados en oxigeno, en particular cetonas tales como acetona, éteres tales como dietil éter, terc-butil metil éter (TBME),
ciclopentil metil éter (CPME), tetrahidrofurano (THF) o metil-tetrahidrofurano (Me-THF), y alcoholes tales como metanol
o etanol, ésteres tales como acetato de n-butilo, 0 amidas tales como dimetiformamida (DMF), y mezclas de los
mismos.

"Condiciones acidas" se refiere a condiciones en las que se usan uno o mas acidos. Los ejemplos de &cido incluyen,
pero sin limitacién, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido yodhidrico, acido fluorhidrico, acido nitrico, acido
sulfdrico, acido hexafluorofosférico, acido tetrafluorobérico, acido trifluoroacético, acido acético, acido sulfénico tal
como acido metanosulfénico, acido mono- o policarboxilico, o0 mezclas de los mismos, preferentemente acido
clorhidrico.

"Condiciones basicas" se refiere a condiciones en las que se usan una o mas bases. Los ejemplos de base incluyen,
pero sin limitacién, hidréxido de litio o hidréxido de sodio, carbonatos tales como carbonato de potasio, carbonato de
sodio o hidrogenocarbonato de sodio, alcéxidos tales como metéxido de sodio, aminas tales como trietilamina, y bases
ciclicas basadas en nitrégeno, tales como imidazol, N-metilimidazol, piridina o dimetil-amino-piridina (DMAP}),
preferentemente hidréxido de litio.

El conjugado segun la invencién puede prepararse a partir de 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido comercial, a través de una
sintesis de multiples etapas, que incluye una etapa de separacién enantiomérica del intermedio rac-4-(1-hidroxibut-3-
in-1-il)-2-nitro-fenol por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) quiral.

Las condiciones (temperatura, concentracién, disolventes, reactivos, equivalentes de los reactivos) descritas a
continuacién para cada etapa pueden ajustarse por el experto en la técnica usando su experiencia general en sintesis
orgéanica. Cada intermedio o producto obtenido al final de una etapa puede aislarse y opcionalmente purificarse, o
alternativamente, pueden llevarse a cabo varias etapas en un Unico recipiente sin aislar dicho intermedio o producto.
El orden de las etapas del proceso descritas a continuacion puede modificarse.

Etapa (a)

En una forma de realizacién, el rac-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il}-2-nitro-fenol puede prepararse en una etapa a partir de 4-
hidroxi-3-nitrobenzaldehido. La reaccién consiste en introducir un grupo propargilo por adicién de este ultimo en la
funcién aldehido del 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido. Normalmente, dicha reaccién se puede realizar haciendo
reaccionar 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido con un grupo propargilo nucleéfilo, es decir, cualquier forma anidnica u
organometalica del grupo propargilo, que pueda afiadirse a un sitio electréfilo. Dicha reacciéon puede asistirse con un
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catalizador, tal como HgCh. Dicho grupo propargilo nucleéfilo puede formarse in situ o prepararse de antemano en un
recipiente aparte, a partir de cualquier fuente de propargilo tal como bromuro de propargilo. En una forma de realizacién
preferida, la reaccion se realiza con 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido y bromuro de propargilo en presencia de aluminio
metalico y HgClo.

Etapa (b)

A continuacion, los dos enantibmeros de rac-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il}-2-nitro-fenol puede separarse por medio de una
técnica tal como HPLC quiral, formacion y separacion de sales diastereoisoméricas, cristalizacion, resolucién catalitica
o resolucién enzimatica, o combinaciones de las mismas. Preferentemente, los dos enantibmeros se separan por
HPLC quiral. La HPLC quiral es una técnica de cromatografia cuya fase estacionaria es quiral. La fase estacionaria
quiral puede ser una fase basada en amilosa, basada en ciclodextrina o0 basada en celulosa. Preferentemente, la fase
estacionaria quiral es una fase a base de amilosa.

Esta etapa de separacién enantiomérica permite aislar (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitrofenol. La pureza
enantiomérica de (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitrofencl después de la etapa de separacién es ventajosamente
superior al 90%, preferentemente superior al 95%. La pureza enantiomérica se puede medir por medio de HPLC quiral
analitica.

Etapa (c)

Con el fin de introducir el resto glucurénido, puede hacerse reaccionar (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il}-2-nitrofenol con un
derivado de &cido glucurénico, en condiciones que permitan la O-glucuronidaciéon selectiva del grupo fenol.
Preferentemente, dicho derivado de acido glucurénico es un acido glucurdnico totalmente protegido, normalmente un
glucuronato acetilado, y esta funcionalizado de forma que pueda reaccionar con el grupo fenol. Dicho derivado de
acido glucurénico es preferentemente un acetobromo-a-D-glucuronato de alquilo, de forma mas preferida acetobromo-
a-D-glucuronato de metilo. En una forma de realizacion preferida, la O-glucuronidacién del grupo fenol se lleva a cabo
en condiciones basicas. Por ejemplo, la reacciéon puede llevarse a cabo en presencia de Ag2COz y HMTTA
(1,1,4,7,10,10-hexametiltrietilentetramina).

Etapa (d)

El producto de O-glucuronidacién obtenido en la etapa (c) puede transformarse para el fin de la etapa de acoplamiento
(e). Para este fin, la funcién alcohol secundaria de dicho producto puede hacerse reaccionar con un cloroformiato,
preferentemente cloroformiato de 4-nitrofenilo, lo que da lugar a la formacion de un carbonato. La reaccién puede
catalizarse mediante un nucledfilo, que también puede actuar como una base, tal como piridina.

Etapas (e), () y (9)

En la etapa (e), el compuesto obtenido en la etapa (d) se une a continuacién a un farmaco citotéxico tal como se ha
definido anteriormente (tal como MMAE), o con un resto A-G-H, en el que A representa un radical que se deriva de un
farmaco citotéxico y G representa un resto autoinmolante. En una primera forma de realizacion, cuando el farmaco
citotoxico esta directamente unido al compuesto obtenido en la etapa (d), el grupo amina (o grupo hidroxi) de dicho
farmaco citotéxico reacciona con el carbonato del compuesto obtenido en la etapa (d) para generar un grupo amida.
Se puede usar un agente de activacion, tal como HOAt, HOBt, HOCt. Preferentemente, dicho agente de activacion es
HOBt.

La implementacién de las etapas (f) y (g) tal como se describe a continuacion, posteriormente a dicha primera forma
de realizacion, da lugar a un conjugado de férmula (1) tal como se ha definido anteriormente, en el que m es 0.

En una segunda forma de realizacion, en la que el farmaco citotéxico esta unido al compuesto obtenido en la etapa
(d) a través de un resto autoinmolante, el compuesto obtenido en la etapa (d) se hace reaccionar con un resto A-G-H,
en el que A representa un radical que deriva de un farmaco citotéxico y G representa un resto autoinmolante.

A-G-H se conecta al compuesto obtenido en la etapa (d) a través de un grupo funcional, que es ventajosamente -NH>
0 -NH-.

Los ejemplos de restos A-G-H incluyen, pero sin limitacion:
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Dicho resto A-G-H puede prepararse normalmente haciendo reaccionar un farmaco citotéxico con un compuesto de
formula X-G-H, en la que X representa un grupo saliente, tal como un sulfonato (por ejemplo, metanosulfonato,
trifluorometanosulfonato, toluenosulfonato, nitrobencenosulfonato) o un halégeno (por ejemplo, un cloro, un bromo, un
yodo). Preferentemente, X es bromo. El farmaco citotéxico reacciona normalmente con X-G-H, por medio de su grupo
amina o hidroxi (o0 uno de sus grupos amino o hidroxi}, para formar A-G-H tal como se ha definido anteriormente. En
una forma de realizacién particular, X-G-H se encuentra en una forma protegida cuando reacciona con el farmaco
citotoxico. Una "forma protegida" se refiere a una forma en la que uno o mas grupos funcionales reactivos del
compuesto se presentan en una forma no reactiva, tal como un grupo NH2 protegido en forma de grupo Ns. Después
de hacer reaccionar X-G-H con el farmaco citotéxico, se obtiene A-G-H y puede estar también en una "forma protegida".
Dicho A-G-H puede "desprotegerse” con el fin de liberar el o los grupos funcionales reactivos (por ejemplo, convirtiendo
un grupo N3 en un grupo NHz).

La implementacion de las etapas (f) y (g) tal como se describe a continuacién, posteriormente a dicha segunda forma
de realizacion, da lugar a un conjugado de férmula (1) tal como se ha definido anteriormente, en el que m es 1.

En una forma de realizacion, la desproteccién de las funciones acetilo y éster en el resto glucurénido para dar funciones
hidroxi y acido carboxilico, respectivamente, se lleva a cabo después en la etapa (f). Dicha etapa (f) de desproteccion
del resto glucurénido del compuesto obtenido en la etapa (e) se lleva a cabo preferentemente en condiciones bésicas,
y de forma mas preferida en condiciones basicas a baja temperatura. Alternativamente, dicha etapa (f) se puede llevar
a cabo en condiciones acidas, y en cualquier disolvente organico, tal como acetonitrilo. La funcién alquino del
compuesto obtenido en la etapa (f) se acopla a continuacién con una azida de férmula N3-(CH2-CH2-O)10-(CH2)2-NH-
CO-(CH2)s-X, en la que X es un grupo maleimida, en condiciones de quimica de clic bien conocidas, que permiten la
formacion selectiva del regioisdmero de triazol 1,4-disustituido y, por lo tanto, la formacién de un conjugado de la
invencion.

La azida de férmula N3-(CH2-CH2-O)10-(CHz2)2-NH-CO-(CHz2)s-X, en la que X es un grupo maleimida, se puede obtener
normalmente haciendo reaccionar N3-(CHz2-CH2-O)10-(CH2)2-NH2 con 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo.

En otra forma de realizacion, la etapa (f) consiste en acoplar el compuesto obtenido en la etapa (e) con la azida de
formula N3-(CH2-CH2-O)10-(CH2)2-NH2 en condiciones de quimica de clic, permitiendo la formacion selectiva del
regioisdémero de triazol 1,4-disustituido. En la etapa (g), el grupo -NH: se convierte en una alquilamida sustituida con
un grupo maleimida en el extremo de la cadena de alquilo, normalmente haciendo reaccionar el compuesto obtenido
en la etapa (f) con 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-iljhexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo. Se lleva a cabo a
continuacién una desproteccion final del resto glucurénido del compuesto obtenido en la etapa (g). Esta desproteccién
se lleva a cabo preferentemente en condiciones basicas, y de forma mas preferida en condiciones basicas a baja
temperatura.

El proceso segun la invencién permite acceder a un conjugado que se presenta en forma de isémero Unico, cuya
pureza es ventajosamente superior al 90%, preferentemente superior al 95%.

Profarmaco

El conjugado segun la invenciéon contiene un grupo maleimida muy reactivo frente a los grupos nucleéfilos, y mas
particularmente frente a un grupo tiol (-SH). Tales grupos se afiaden normalmente al resto maleimida por medio de
una adicion de Michael. El grupo maleimida es, por lo tanto, un grupo reactivo elegido para acoplar un conjugado de
la invencion con una macromolécula. En el contexto de la invencién, la macromolécula es preferentemente una
molécula endogena.

Segun la invencién, un profarmaco se refiere a al menos un conjugado unido covalentemente a una macromolécula,
més especificamente una proteina. Dicho profarmaco es capaz de transportar, en una forma inactivada, un farmaco
citotéxico en un organismo, y de liberar dicho farmaco en un érgano, un tejido o células, al que (o a los que) esta
especificamente dirigido, bajo la accién de una B-glucuronidasa. El profarmaco puede formarse in vivo o in vitro
mediante reaccién con una macromolécula, mas especificamente una proteina.

En particular, la proteina se selecciona de aquellas que se unen especificamente a una molécula presente en la
membrana de una célula cancerosa, preferentemente una molécula seleccionada del grupo que consiste en proteinas,
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glicoproteinas, glicolipidos, carbohidratos, o una combinacién de los mismos, de forma incluso mas preferida la
proteina se une especificamente a una proteina presente en la membrana de una célula cancerosa. La molécula de
membrana a la que la proteina es capaz de unirse es una molécula principal o exclusivamente presente en la
membrana de una célula cancerosa. En una forma de realizacién particular, la molécula de membrana reconocida por
la proteina es una proteina sobreexpresada en la membrana de una célula cancerosa. En una forma de realizacion
preferida, la proteina puede seleccionarse del grupo que consiste en anticuerpos y albliminas.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "anticuerpo” se refiere a moléculas de inmunoglobulina y
porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que contienen un sitio de
unién a antigeno que se une inmunoespecificamente a un antigeno. Como tal, el término anticuerpo abarca no solo
moléculas de anticuerpo completas, sino también fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno, asi como variantes
de anticuerpos y fragmentos de anticuerpo. En particular, el anticuerpo segun la invencién puede corresponder a un
anticuerpo monoclonal (por ejemplo, un anticuerpo quimérico, humanizado o humano}, o un fragmento de anticuerpo
monoclonal. El término anticuerpo se refiere a anticuerpos clasicos asi como a anticuerpos de cadena pesada y
fragmentos de los mismos tales como fragmentos (VHH)2 y anticuerpos de dominio Unico.

Se pueden generar fragmentos de anticuerpo que reconocen epitopos especificos mediante técnicas conocidas. Los
fragmentos de anticuerpo son porciones de union a antigeno de un anticuerpo, tales como F(ab')2, Fab, Fv, scFvy
similares. Otros fragmentos de anticuerpo incluyen, pero sin limitacién: los fragmentos F(ab')2 que pueden producirse
mediante digestién con pepsina de la molécula de anticuerpo y los fragmentos Fab', que pueden generarse reduciendo
puentes disulfuro de los fragmentos F(ab')2. Alternativamente, se pueden construir bibliotecas de expresién de Fab'
(Huse et al., 1989, Science, 246:1274-1281) para permitir la identificaciéon réapida y facil de fragmentos Fab'
monoclonales con la especificidad deseada.

Los anticuerpos segun la invencion pueden producirse mediante cualquier técnica conocida en la técnica, tal como,
sin limitacién, cualquier técnica quimica, biolégica, genética o enzimdtica, ya sea sola o en combinacién. Los
anticuerpos de la invencién pueden obtenerse produciendo y cultivando hibridomas. Véase también el documento WO
2015/063331 para la produccién de anticuerpos sintéticos de dominio Unico.

El anticuerpo segun la invencién puede ser un anticuerpo monomérico o0 un anticuerpo multimérico y puede
comprender al menos un dominio variable, en particular cuando el anticuerpo es multimérico. Preferentemente, el
anticuerpo segun la invencién es IgG, preferentemente los subtipos IgG1 o IgG4, por ejemplo trastuzumab o rituximab.

En una forma de realizacién mas preferida de la presente invencién, la proteina es una molécula de albumina, que
tiene funciones tiol libres. Se puede considerar una albumina endégena o exdégena, y en particular una albumina sérica
humana, una albimina recombinante o un fragmento de una albumina.

Se sabe que la albumina endbégena se acumula por medio del efecto "EPR" ("Permeabilidad y retencién potenciadas")
en el microentorno de los tumores sélidos; por lo tanto, el acoplamiento in situ de un conjugado segin la invencion
con una molécula de albimina endégena permite dirigir la entidad acoplada asi formada, también llamada profarmaco,
al microentorno tumoral y, por lo tanto, superar la falta de selectividad de las formas libres de algunos derivados de
farmacos citotoxicos, tales como dolastatinas. Debe observarse que dicho efecto "EPR" se aplica al microentorno de
los tejidos inflamados.

De este modo, se puede obtener un profarmaco mediante la formacién selectiva, in vivo, de un enlace covalente entre
el conjugado, a través de su grupo maleimida reactivo, y una funcién reactiva libre y complementaria, normalmente
una funcién tiol, de una proteina, preferentemente una molécula de albumina endégena, de forma mas preferida una
albdmina sérica humana. Dicho profarmaco puede comprender al menos una molécula del conjugado segun la
invencién, unida covalentemente a una molécula proteica o un fragmento de la molécula.

En el caso de la albumina, dicho enlace covalente puede establecerse con la funcién tiol de |a cisteina en la posicion
34 de la albimina.

En una forma de realizacién particular, el profarmaco de la invencién puede prepararse antes de su administracién. El
profarmaco de la invencién puede formarse in vitro por medio de la formacién de un enlace covalente entre al menos
un conjugado de la invencién y una funcién libre y complementaria, normalmente una funcién tiol, de una proteina tal
como una molécula de albumina, una molécula de albimina recombinante o un fragmento de la misma. Dicho enlace
covalente puede establecerse con la funcién tiol de |a cisteina en la posicion 34 de la albumina.

En el contexto de la invencion, "fragmento de una molécula de albumina" denota un fragmento de una molécula de
albimina que tiene un tamafio suficiente para garantizar una biodisponibilidad satisfactoria, permeabilidad con
respecto a los tejidos tumorales e impermeabilidad con respecto a la barrera endotelial de los tejidos sanos, del
profarmaco asi generado. En una forma de realizacion particular, el fragmento de una molécula de albimina contiene
la cisteina correspondiente a la cisteina 34 de la secuencia de alblimina enddgena.

El profarmaco segun la invencién puede representarse por la formula (11):
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(1),
en laque A, Gy m son tal como se han definido anteriormente,
Prt representa un radical que se deriva de una proteina,
n esta comprendido entre 0,1 y 16, preferentemente entre 0,1y 8,
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una forma de realizacién particular, Prt representa un radical derivado de un anticuerpo y n es el nimero medio de
conjugados unidos a dicho anticuerpo y esta comprendido entre 0,1 y 16, preferentemente entre 0,1 y 8.

En otra forma de realizacién particular, Prt representa un radical que se deriva de albimina y n es 1. n puede medirse
por espectrometria de masas (EM) y cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC).

Segin la invencién, un "radical que se deriva de una proteina" denota un resto que consiste en una proteina
desprovista de uno o mas atomos de uno de sus grupos funcionales que ha reaccionado con el resto del conjugado.
Mas especificamente, un "radical que se deriva de una proteina" denota una proteina que comprende al menos un
resto cisteina que se ha desprovisto del atomo de hidrégeno de su grupo -SH.

Composiciones farmacéuticas

Los conjugados o profarmacos de la presente invencién pueden administrarse en una composicion farmacéutica que
comprende al menos una cantidad eficaz de al menos un conjugado de la invencion o al menos un profarmaco de la
invencién, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica puede encontrarse en estado
sélido o liquido y puede estar en cualquiera de las formas farmacéuticas cominmente utilizadas en medicina humana
y/o veterinaria, por ejemplo en forma de comprimidos simples o recubiertos de azUcar, de pildoras, de pastillas, de
capsulas de gel, de gotas, de granulos, de preparaciones inyectables, de pomadas, de cremas o de geles. La
composicién farmacéutica puede prepararse segun los procedimientos habituales.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a
cualquier ingrediente excepto principios activos (concretamente a cualquier excipiente) que esta presente en una
composicién farmacéutica. Su adicion puede tener como objetivo conferir una consistencia particular u otras
propiedades fisicas o gustativas al producto final. Un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable debe estar
desprovisto de cualquier interaccién, en particular quimica, con los principios activos. Los excipientes convencionales
pueden usarse segln técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de un principio activo, que previene, elimina o reduce
los efectos perjudiciales de la enfermedad.

Usos

Los conjugados de la invencién o profarmacos de la invencién pueden usarse para tratar cancer y/o una enfermedad
inflamatoria.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "tratamiento”, "tratar" o "que trata" se refiere a cualquier acto
destinado a mejorar el estado de salud de pacientes tales como terapia, prevencién, profilaxis y retraso de la
enfermedad. En determinadas formas de realizacion, tal término se refiere a la mejora o erradicacion de una
enfermedad o sintomas asociados con una enfermedad. En otras formas de realizacién, este término se refiere a
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minimizar la propagacion o el empeoramiento de la enfermedad como resultado de la administracién de uno o mas
agentes terapéuticos a un sujeto con dicha enfermedad.

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "sujeto”, "individuo” o "paciente" se utilizan indistintamente
y se refieren a un animal, preferentemente a un mamifero, de forma incluso mas preferida a un ser humano. Sin
embargo, el término "sujeto" también puede referirse a animales no humanos, en particular mamiferos. El sujeto segun
la invencion es un animal, preferentemente un mamifero, de forma incluso mas preferida un ser humano. El sujeto
puede ser un animal no humano, en particular seleccionado de mamiferos tales como perros, gatos, caballos, vacas,
cerdos, ovejas y primates no humanos, entre otros. Preferentemente, el sujeto es un ser humano, preferentemente un
adulto, de forma mas preferida un adulto de al menos 40 afios de edad, de forma aln mas preferida un adulto de al
menos 50 afios de edad, de forma incluso mas preferida un adulto de al menos 60 afios de edad.

La invencién también se refiere al uso de un conjugado segun la invencién, un profarmaco segun la invencién o una
composicién farmacéutica seguln la invencién, para la preparacién de un medicamento. Preferentemente, se refiere a
un conjugado segln la invencion, un profarmaco segin la invencién o una composicién farmacéutica segin la
invencion, para la preparacién de un medicamento para tratar cancer y/o una enfermedad inflamatoria en un sujeto.

Se refiere ademas a un procedimiento para tratar en un sujeto un cancer y/o una enfermedad inflamatoria, en el que
una cantidad terapéuticamente eficaz de un conjugado segun la invencion, una cantidad terapéuticamente eficaz de
un profarmaco segun la invencién o una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica segun la
invencién, se administra a dicho sujeto que padece un cancer y/o una enfermedad inflamatoria.

También se refiere a un procedimiento para tratar en un sujeto un cancer y/o una enfermedad inflamatoria, en el que
una cantidad terapéuticamente eficaz de un conjugado segun la invencion, una cantidad terapéuticamente eficaz de
un profarmaco segun la invencion o una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion farmacéutica segun la
invencién, se administra a dicho sujeto que padece un cancer y/o una enfermedad inflamatoria, en combinacién con
otro tratamiento elegido de un grupo que consiste en quimioterapia, radioterapia, tratamiento con al menos un agente
antiinflamatorio y combinaciones de los mismos.

El conjugado segun la invencion, el profarmaco segun la invencién o la composicion farmacéutica segun la invencion
se pueden administrar por cualquier via conveniente a un sujeto que lo necesite. Por ejemplo, puede administrarse
por via sistémica, en particular mediante inyeccidon subcutanea, intramuscular, intravenosa o intradérmica,
preferentemente mediante inyeccion intravenosa. El conjugado segun la invencién, el profarmaco segun la invencién
o la composicién farmacéutica segun la invencién se pueden administrar como una dosis Unica o en dosis multiples.
El conjugado segun la invencién, el profarmaco segun la invencion o la composicion farmacéutica segun la invencién
se pueden administrar entre cada dia y cada mes, preferentemente cada semana o cada dos semanas, de forma mas
preferida cada semana. La duracién del tratamiento con un conjugado segun la invencién, un profarmaco segun la
invencién o una composicién farmacéutica segun la invencién, estd comprendida preferentemente entre 1 y 20
semanas, preferentemente entre 1 y 10 semanas. Alternativamente, el tratamiento puede durar siempre que los
sintomas de la enfermedad persistan. La cantidad de conjugado segln la invencion, profarmaco segun la invencién o
composicién farmacéutica segun la invenciéon que se va a administrar debe determinarse por un procedimiento
estandar bien conocido por los expertos en la técnica. Deben tenerse en cuenta los datos fisiolégicos del paciente (por
ejemplo, edad, tamafio y peso) y las vias de administracion para determinar la dosificaciéon apropiada, de modo que
se administre al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz.

Cancer

El término "cancer" o "tumor", tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a la presencia de células que
poseen caracteristicas tipicas de las células que causan cancer, tales como proliferacién incontrolada y/o inmortalidad
y/o potencial metastasico y/o velocidad rapida de crecimiento y/o proliferacién y/o determinados rasgos morfologicos
caracteristicos. Este término se refiere a cualquier tipo de neoplasia maligna (primaria o metastasis) en cualquier tipo
de sujeto. Puede referirse a tumor sélido asi como a tumor hematopoyético.

Preferentemente, el cancer segun la invencién se selecciona del grupo que consiste en el cancer de préstata, el cancer
de pulmén, el cancer de mama, el cancer gastrico, el cancer de rifién, el cancer de ovario, el cancer hepatocelular, el
osteosarcoma, el melanoma, el cancer de hipofaringe, el cancer esofagico, el cancer de endometrio, el cancer de
cuello uterino, el cancer pancreatico, el cancer hepatico, el cancer de colon o colorrectal, los tumores neuroendocrinos,
el tumor maligno del musculo, el cancer adrenal, el cancer de tiroides, el cancer uterino, el cancer de piel, el cancer
de vejiga, el cancer de cabeza y cuello, el linfoma y la leucemia.

Los conjugados de la presente invencién, los profarmacos de la presente invencion o las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién tienen como objetivo particularmente tratar canceres de mama, colon, ovario, préstata,
pancreatico y pulmén.

Los conjugados de la presente invencion, profarmacos de la presente invencion o composiciones farmacéuticas
pueden emplearse para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de metastasis.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 989 309 T3

Enfermedades inflamatorias

El término "enfermedad inflamatoria", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere en particular a afecciones
patolégicas crénicas del intestino o afecciones patolégicas reumatoides.

Ejemplos

La presente invencion se entendera mejor a la luz de los siguientes ejemplos, que se proporcionan Unicamente con
fines ilustrativos.

Procedimiento 1 - HPLC preparativa

El sistema de HPLC preparativa consistia en dos bombas Shimadzu LC-8A, un detector SPD-10A VP (Shimadzu), un
controlador SCL-10A VP (Shimadzu), un automuestreador SIL-10A, un bucle de muestras de 2 ml y una columna
SunFire C18 (150 mm x 19 mm d.i., 5 um, Waters). La muestra se inyect6 en el bucle de muestras y se eluyé a un
caudal de 17 ml/min (50 min de ejecucién, deteccion a 254 nm; tampén A: H20 miliQ + 0,05% de TFA; tamp6n B:
acetonitrilo; gradiente: 40 min - 5% a 95% de B, 5 min - 95% de B, 5 min - 5% de B).

Procedimiento 2 - HPLC analitica

La HPLC analitica se realizé en médulos de separacién Waters 2695 equipados con detector UV Waters 2487 y
columna Gemini-NX, 5 ym, C18, 150 x 4,6 mm. El caudal fue de 1 ml/min. Disolvente A: TFA al 0,05% en agua.
Disolvente B: TFA al 0,05% en acetonitrilo. Ejecucion del gradiente: 0-1 min - 30% de B; 1-11 min - 30% a 80% de B;
11-12 min - 80 a 95% de B; 12-14,5 min - 95% de B; 14,5-14,7 min - 95% a 30% de B; 14,7-17 min - 30% de B.

Procedimiento 3 - CL-EM

La CL-EM se realizé en médulos de separacion Waters 2695 equipados con detector UV Waters 2487, detector de
masas Waters Acquity QDa y columna CORTECS, 2,7 um, C18, 50 x 4,6 mm El caudal fue de 1 ml/min. Disolvente A:
HCOOH al 0,05% en agua. Disolvente B: HCOOH al 0,05% en acetonitrilo. Ejecucion del gradiente: : 0-5 min - 5% a
95% de B; 5-6 min - 95% de B; 6-7,8 min - 5% de B. El detector de masas se opero en modo de barrido de EM positivo
con una temperatura de sonda de 600 °C, un voltaje capilar de 1,5 kV y un voltaje de conode 10 V.

Procedimiento 4 - HPLC quiral

La HPLC quiral se realizé en un sistema Shimadzu SCL-10AVP equipado con un automuestreador Shimadzu SIL-10A,
detector de UV Shimadzu SCL-10AVP (ajustado a 254 nm), dos bombas Shimadzu LC-8A, columna semipreparativa
CHIRALPAK® |G (5 um, DI 20 mm x L 250 mm) y un bucle de muestras de 2 ml. El caudal fue de 20 ml/min. El eluyente
fue diclorometano. La separacion se llevé a cabo durante 5 minutos.

Procedimiento 5 - HPLC quiral

La HPLC quiral se realizé en un sistema Shimadzu SCL-10AVP equipado con un automuestreador Shimadzu SIL-10A,
detector de UV Shimadzu SCL-10AVP (ajustado a 254 nm), dos bombas Shimadzu LC-8A, columna semipreparativa
CHIRALPAK® IG (5 um, DI 20 mm x L 250 mm) y un bucle de muestras de 2 ml. El caudal fue de 20 ml/min. El eluyente
fue una mezcla de heptano y etanol (70:30). La separacion se llevé a cabo durante 25 minutos.

Sintesis de la mezcla racémica de los compuestos R1 y S1

[F3-4-1 -hidroxibut-5-in-1-i0-2-ntrotenol [53-4-[1 -hidrozibut-3-in-1-il-2-nitro ferol

En un matraz equipado con un refrigerante y un embudo de adicion, se cubrieron aluminio en polvo (6,17 eq., 14156
mg, 524 mmol) y una cantidad catalitica de HgCl2 (0,00248 eq., 57,2 mg, 0,211 mmol) con THF anhidro (218 ml). A
continuacion se afiadié gota a gota bromuro de propargilo (6,2 eq., 78439 mg, 58,8 ml, 527 mmol) solucién al 80% en
tolueno (atencion: una reaccién exotérmica; el pico de la exotermia y su intensidad dependen de la dispersidad del
aluminio en polvo). Cuando la adicion termind, la mezcla de reaccién resultante se sometié a reflujo durante 6 horas.
La solucién se enfrié después a 0 °C y se afiadié gota a gota una solucién de 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido (1 eq.,
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14210 mg, 85 mmol) en THF (109 ml). Después de 30 min de agitacién, el aldehido desaparecié completamente
(controlado por TLC) y la reaccion se enfrié a 0 °C. La mezcla de reaccién se inactivd mediante una adicién gota a
gota de HCI 1 N (10 ml) y después se extrajo 3 veces con EtOAc. La capa organica se secd sobre MgSQO4 y después
se evaporé para proporcionar un aceite de color marrén, que se purific6 por cromatografia ultrarrapida
(ciclohexano/EtOAc - 70/30). Para eliminar trazas de subproducto de reaccion de Wurtz, el aceite de color amarillo
resultante se solubilizé en DCM (655 ml), la capa organica se extrajo 3 veces con solucién de NaOH 1 N (1/3 de
volumen de DCM cada vez). A la capa acuosa combinada obtenida se afiadié después DCM (volumen igual). La
mezcla de reaccién se acidificé con HCI concentrado hasta pH 1. La fase acuosa se extrajo 3 veces mas con DCM
(1/3 del volumen de la solucion acuosa cada vez). La capa organica combinada se sec6 sobre MgSQOa y se evaporo
para proporcionar la mezcla racémica de (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitrofenol y (S)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-
nitrofenol (7927 mg, 38,3 mmol, 45%).

RMN de "H (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 10,63 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,73 (dd, J = 8,5, 1,5 Hz, 1H), 7,25 (d, J
=8,5Hz, 1H), 4,97 (t,J = 6,1 Hz, 1H), 2,67 - 2,97 (m, 3H), 2,20 (t, J =2,5 Hz, 1H).

RMN de '3C (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 154,6, 135,2, 135,0, 133,3, 122,3, 120,1, 79,6, 71,9, 70,8, 29,3.
EM (ESI, Procedimiento 3} m/z: 230,1 [M+Na]*
Separacion de los enantiomeros R1 y S1

Los enantidmeros R1 y S1 se separaron usando cromatografia quiral. La cromatografia quiral se realizé en el sistema
Shimadzu SCL-10AVP equipado con un automuestreador Shimadzu SIL-10A, detector UV Shimadzu SCL-10AVP
(ajustado a 254 nm), colector de fracciones Shimadzu FRC-10A, dos bombas Shimadzu LC-8A, columna
semipreparativa CHIRALPAK® |G (5 um, DI 20 mm x L 250 mm) y un bucle de muestras de 2 ml. La purificacion se
realizé a un caudal de 20 ml/min usando una mezcla de heptano y etanol (70:30) como eluyente. A 250 mg de la
mezcla de R1 y S1 se afiadieron 0,15 ml de etanol y 0,35 ml de heptano. La mezcla resultante se inyecté en el bucle
de muestras y la purificacién se llevé a cabo durante 25 minutos. Se recogié una primera fraccién que contenia isémero
R1 puro entre 4 min y 8 min. Se recogié una segunda fraccién que contenia isémero S1 puro entre 10 min y 22 min.
El eluyente se evapord y los enantiémeros puros R1y S1 se usaron en las etapas siguientes. La pureza enantiomérica
de R1y S1 se confirmé por HPLC quiral (Procedimiento 5).

HPLC del compuesto R1 (Procedimiento 5) TR: 6,53 min

HPLC del compuesto S1 (Procedimiento 5) TR: 16,79 min

Compuesto B2

oo

]

Una solucién de HMTTA (0,7 eq., 2,11 g, 2,5 ml, 9,17 mmol; 1,1,4,7,10,10-hexametiltrietilentetramina, CAS 3083-10-
1) y Ag2COs (3,7 eq., 13,4 g, 48,5 mmol) se agitd en acetonitrilo anhidro (20 ml) durante 2 h a temperatura ambiente.
Se afiadié solucién de (R)}-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitrofenol (1 eq., 2,71 g, 13,1 mmol) y triacetato de
(2R,3R,4S,58,6S)-2-bromo-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (1,1 eq., 5,7 g, 14,3 mmol)} en acetonitrilo
(11,9 mly a 0 °C, y la mezcla resultante se agitdé durante 4 h a temperatura ambiente. La reaccién se inactivé con agua,
seguida de la adicién de EtOAc (50 ml). La mezcla de reaccién obtenida se agité durante 3 minutos, y después se filtré
para eliminar las sales de plata. Se realiz6 la extraccion con 4 porciones mas de Et20; las fracciones organicas unidas
se secaron sobre MgSQa4 y se evaporaron. El material bruto resultante se purificd por cromatografia ultrarrapida
(gradiente de ciclohexano/EtOAc del 0-100% de EtOAc en 20 minutos; 30 volimenes de columna) para proporcionar
metil R2 (3428 mg, 6,55 mmol, 50%) en forma de un sélido de color amarillo palido.

RMN de 'H (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 7,86 (dd, J = 6,1, 1,9 Hz, 1H), 7,49 - 7,65 (m, 1H), 7,36 (d, J = 8,5
Hz, 1H), 5,25 - 5,39 (m, 3H), 5,17 - 5,25 (m, 1H), 4,90 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 4,21 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H), 2,53 -
2,70 (m, 2H), 1,98 - 2,20 (m, 10H).

RMN de 1*C (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 170,0, 169,3, 169,3, 166,7, 148,5, 141,2, 138,9, 131,2, 122,6, 120,0,
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99,8, 90,3, 79,4, 72,6, 72,0, 71,2, 70,7, 70,2, 68,8, 53,0, 29,4, 20,6, 20,5.
EM (ESI, Procedimiento 3) m/z: 546,2 [M+Na]*

Compuesto 52

Una solucién de HMTTA (0,7 eq., 3,4 g, 4 ml, 14,76 mmol; 1,1,4,7,10,10-hexametiltrietilentetramina, CAS 3083-10-1)
y Ag2CO3 (3,7 eq., 21,5 g, 78 mmol) se agité en acetonitrilo anhidro (30 ml) durante 2 h a temperatura ambiente. Se
afiadié (8)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitrofenol (1 eq., 4,37 g, 21,1 mmol) y (2R,3R,4S,5S,6S)-2-bromo-6-
(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triil-triacetato de metilo (1,1 eq., 10 g, 25,3 mmol) en acetonitrilo (20 ml) a
0 °C, y la mezcla resultante se agité durante 4 h a temperatura ambiente. La reaccién se inactivé con agua, seguida
de la adicién de EtOAc (80 ml). La mezcla de reaccién obtenida se agité durante 3 minutos, y después se filtré para
eliminar las sales de plata. Se realizé la extraccién con 4 porciones mas de Et20; las fracciones organicas unidas se
secaron sobre MgSQs y se evaporaron. El material bruto resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida (gradiente
de ciclohexano/EtOAc del 0-100% de EtOAc en 20 minutos; 30 volimenes de columna) para proporcionar S2 (6100
mg, 11,6 mmol, 55%) en forma de un sélido de color amarillo palido. RMN de 'H (CLOROFORMO-d) Desplazamiento:
7,86 (dd, J = 6,1, 1,9 Hz, 1H), 7,49 - 7,65 (m, 1H), 7,36 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 5,25 - 5,39 (m, 3H), 5,17 - 5,25 (m, 1H),
4,90 (t, J = 6,1 Hz, 1H), 4,21 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H), 2,53 - 2,70 (m, 2H), 1,98 - 2,20 (m, 10H).

RMN de 1*C (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 170,0, 169,3, 169,3, 166,7, 148,5, 141,2, 138,9, 131,2, 122,6, 120,0,
99,8,90,3, 79,4, 72,6, 72,0, 71,2, 70,7, 70,2, 68,8, 53,0, 29,4, 20,6, 20,5.

EM (Procedimiento 3) m/z: 546,3 [M+Na]*
Compuesto R3

H f:}-\} AN B
E B,

AN

i %

A una solucién de R2 (1 eq., 1600 mg, 3,05 mmol} y cloroformiato de 4-nitrofenilo (2 eq., 1230 mg, 6,1 mmol) en DCM
seco (30 ml) se afiadio piridina (2,5 eq., 0,62 ml, 7,62 mmol) a 0 °C. La mezcla se agité 1 hora a temperatura ambiente
y después se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado. La mezcla se extrajo tres veces con DCM (igual que el volumen
de reaccion) y las capas organicas combinadas se secaron sobre MgSQq, se filtraron y se concentraron al vacio. La
purificacion por cromatografia ultrarrapida (gradiente de ciclohexano/EtOAc del 0-100% de EtOAc en 20 minutos; 30
volumenes de columna) proporcion6 R3 (1469 mg, 2,13 mmol, 70%) en forma de un sélido de color blanquecino.

RMN de 'H (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 8,17 - 8,34 (m, 2H), 7,94 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 8,7, 2,1
Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,33 - 7,40 (m, 2H), 5,81 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 5,21 - 5,43 (m, 4H), 4,25 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 3,74 (s, 3H), 2,78 - 3,02 (m, 2H), 2,13 (s, 3H), 2,09 - 2,12 (m, 1H), 2,02 - 2,09 (m, 6H).

RMN de 1*C (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 169,9, 169,2, 169,1, 166,7, 155,2, 151,5, 149,5, 145,6, 141,2, 133 .4,
132,1,125,3, 123,6, 121,7, 119,9, 99,5, 72,7, 72,5, 71,0, 70,2, 68,6, 53,0, 26,3, 20,6, 20,5, 20,5.

EM (Procedimiento 3) m/z: 711,2 [M+Na]*
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HPLC (Procedimiento 4) TR: 2,77 min

Compuesto 53

M

MO

A una solucién de S2 (1 eq., 2600 mg, 5,0 mmol) y cloroformiato de 4-nitrofenilo (2 eq., 2000 mg, 9,9 mmol} en DCM
seco (50 ml) se afiadié piridina (2,5 eq., 1 ml, 12,42 mmol} a 0 °C. La mezcla se agité 1 hora a temperatura ambiente
y se inactivd con NaHCO3 acuoso saturado. La mezcla se extrajo tres veces con DCM (igual que el volumen de
reaccion) y la capa organica combinada se secé sobre MgSQs, se filtré y se concentré al vacio. La purificacién por
cromatografia ultrarrapida en ciclohexano/acetato de etilo (gradiente de ciclohexano/EtOAc del 0-100% de EtOAc en
20 minutos; 30 volimenes de columna) proporcioné 83 (2300 mg, 2,13 mmol, 68%) en forma de un sélido de color
blanquecino.

RMN de 'H (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 8,17 - 8,34 (m, 2H), 7,94 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 8,7, 2,1
Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,33 - 7,40 (m, 2H), 5,81 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 5,21 - 5,43 (m, 4H), 4,25 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 3,74 (s, 3H), 2,78 - 3,02 (m, 2H), 2,13 (s, 3H), 2,09 - 2,12 (m, 1H), 2,02 - 2,09 (m, 6H).

RMN de '3C (CLOROFORMO-d) Desplazamiento: 170,0, 169,3, 169,2, 166,7, 155,2, 151,5, 149,5, 145,6, 141,1, 133 4,
132,1,125,4,123,7, 121,7, 119,9, 99,5, 72,6, 72,5, 71,0, 70,2, 68,6, 53,1, 26,2, 20,6, 20,6, 20,5.

EM (Procedimiento 3) m/z: 711,2 [M+Na]*

HPLC (Procedimiento 4) TR: 2,84 min

Compuesto R4

A la solucién de R3 (1 eq., 41,3 mg, 0,06 mmol} y MMAE (1 eq., 43,1 mg, 0,06 mmol} en DMF (1,15 ml) se afiadi6 una
solucién de HOBt (1 eq., 8,11 mg, 0,06 mmol} en piridina (0,287 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 24 h, después se diluyé con MeOH (11,5 ml} y se enfrié a 0 °C. A la solucién resultante se afiadié LIOH (10
eg., 1 M en H20, 0,6 ml, 0,6 mmol} y la mezcla se incub6 durante 16 h a 4 °C. La solucién resultante se inactivé con
HCOOH (20 eq., 1 Men H20, 1, 2 ml, 1, 2 mmol} y se concentr6é hasta 3 ml a presién reducida. El residuo se purifico
por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar R4 (41,9 mg, 0,0372 mmol, 62%) en forma de un sélido de
color amarillo palido

HPLC (Procedimiento 2) TR: 7,81 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 1127,7 [M+H]*
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Compuesto 54

A la solucién de 83 (1 eq., 37,9 mg, 0,055 mmol} y MMAE (1 eq., 39,5 mg, 0,055 mmol} en DMF (1,05 ml} se afiadié
una solucién de HOBt (1 eq., 7,43 mg, 0,055 mmol) en piridina (0,263 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 24 h, después se diluyé con MeOH (10,5 ml} y se enfrié a 0 °C. A la solucién resultante se afiadié LIOH (10
€q., 1 Men H20, 0,55 ml, 0,55 mmol) y la mezcla se incub6 durante 16 h a 4 °C. La solucién resultante se inactivd con
HCOOH (20 eq., 1 Men H20, 1, 1 ml, 1, 1 mmol} y se concentr6é hasta 3 ml a presién reducida. El residuo se purifico
por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar $4 (36,6 mg, 0,0325 mmol, 59%) en forma de un soélido de
color amarillo palido

HPLC (Procedimiento 2) TR: 7,66 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 1127,9 [M+H]*

Compuesto RS

A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,2 eq., 19 mg, 0,036 mmol) en
DMF seca (0,5 ml) se afiadi6é 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il}hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,2 eq., 11,1
mg, 0,036 mmol). La mezcla se agité a 21 °C durante 1 hora y después se afiadié R4 (1 eq., 33,8 mg, 0,03 mmol). Se
prepard un complejo de TBTA-Cu(ll} mezclando tris[(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metillamina (0,2 eq., 0,2 M en DMF,
0,03 ml, 0,006 mmol} y sulfato de cobre pentahidratado (0,2 eq., 0,2 M en H20, O, 0,03 ml, 0,006 mmol) e incubando
a 21 °C durante 2 minutos. El complejo TBTA-Cu(ll) (0,2 eq., 0,1 M en DMF/H20 50/50, 0,06 ml, 0,006 mmol} se afiadié
a la mezcla de reaccién seguido de ascorbato sédico (1 eq., 1 M en H20, 0,03 ml, 0,03 mmol). La mezcla resultante
se incubd a 21 °C durante 1 hora y se purificd por HPLC preparativa para proporcionar R5 (30,5 mg, 0,0165 mmol,
55%) en forma de un sélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 6,85 min

EM (Procedimiento 3) mv/z: 924,2 [M+2H]2*/2
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Compuesto 55
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A la solucion de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27 ,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,2 eq., 15,8 mg, 0,03 mmol) en
DMF seca (0,417 ml) se afiadié 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-iljhexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (1,2 eq.,
9,25 mg, 0,03 mmol). La mezcla se agité a 21 °C durante 1 hora y después se afiadié S4 (1 eq., 28,2 mg, 0,025 mmol).
Se prepard un complejo de TBTA-Cu(ll) mezclando tris[(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-ilmetillamina (0,2 eq., 0,2 M en
DMF, 0,025 ml, 0,005 mmol)} y sulfato de cobre pentahidratado (0,2 eq., 0,2 M en H20, 0,025 ml, 0,005 mmol) e
incubando a 21 °C durante 2 minutos. El complejo TBTA-Cu(ll) (0,2 eq., 0,1 M en DMF/H20 50/50, 0,05 ml, 0,005
mmol} se afiadié a la mezcla de reaccién seguido de ascorbato sédico (1 eq., 1 M, 0,025 ml, 0,025 mmol). La mezcla
resultante se incub6 a 21 °C durante 1 hora y se purificd por HPLC preparativa para proporcionar 85 (26,8 mg, 0,0145
mmol, 58%) en forma de un sélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 6,65 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 924,1 [M+2H]2+/2

Compuesto RBa

&
A - -
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A la solucion de R3 (1 eq., 41,5 mg, 0,06 mmol) y MMAF (1 eq., 47,5 mg, 0,06 mmol) en DMF (1,3 ml}) se afiadié una
solucion de HOBt (1 eq., 8,14 mg, 0,06 mmol) en piridina (0,291 ml). La mezcla se agitd6 a temperatura ambiente
durante 66 h, se inactivé con HCOOH (3 eq., 6,8 ul, 0,18 mmol) y se purificé por HPLC preparativa (procedimiento 1)
para proporcionar R6a (57 mg, 0,043 mmol, rendimiento del 71%) en forma de un sélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 6,0 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 669,5 [M+2H]2+/2
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Compuesto S6a
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A la solucion de S3 (1 eq., 41,5 mg, 0,06 mmol) y MMAF (1 eq., 47,5 mg, 0,06 mmol) en DMF (1,3 ml) se afiadié una
solucion de HOBt (1 eq., 8,14 mg, 0,06 mmol) en piridina (0,291 ml). La mezcla se agitd6 a temperatura ambiente
durante 66 h, se inactivd con HCOOH (3 eq., 6,8 ul, 0,18 mmol) y se purificé por HPLC preparativa (procedimiento 1)
para proporcionar S6a (26,6 mg, 0,02 mmol, rendimiento del 33%) en forma de un sélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 6,0 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 669,4 [M+2H]2+/2

Compuesto RBb

g L3
A la solucién de R6a (1 eq., 26,5 mg, 0,02 mmol) en MeCN (233 pl} se afiadié HCI acuoso concentrado (233 pl) y la
solucién se agitd a 40 °C durante 20 h. La mezcla se diluyé después con 0,5 ml de MeCN y se centrifugd para separar
el precipitado. El sobrenadante se purificé por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar R6b (6,7 mg,
5,9 umol, 30% de rendimiento) en forma de un solido blanquecino.
HPLC (Procedimiento 2) TR: 4,4 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 1141,6 [M+H]*

Compuesto S6b

A la solucién de S6a (1 eq., 26,5 mg, 0,02 mmol) en MeCN (233 pl) se afiadié HCI acuoso concentrado (233 pl) y la
solucion se agité a 40 °C durante 20 h. La mezcla se diluyé después con 0,5 ml de MeCN y se centrifugd para separar
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el precipitado. El sobrenadante se purificé por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar S6b (10,4 mg,
9,1 umol, 46% de rendimiento) en forma de un solido blanquecino.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 4,4 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 1141,6 [M+H]*

Compuesto RB

A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,2 eq., 3,53 mg, 6,7 umol) en
DMF seca (0,15 ml) se afiadié una solucién de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il}hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-
1-illo (1,2 eq., 2,07 mg, 6,7 umol) en DMF seca (0,15 ml). La mezcla se agitd a 21 °C durante 1 hora y después se
afiadié Réb (1 eq., 6,4 mg, 5,6 pmol)} en DMSO (0,15 ml). Se prepard un complejo de THPTA-Cu(ll) mezclando tris(3-
hidroxipropiltriazolilmetilyamina (1,5 eq., 0,1 M en DMF, 0,084 ml, 8,4 umol) y sulfato de cobre pentahidratado (1,5 eq.,
0,1 M en H20, 0,084 ml, 8,4 umol) e incubando a 21 °C durante 1 minuto. El complejo THPTA-Cu(ll} (1,5 eq., 0,05 M
en DMF/H20 50/50, 0,168 ml, 8,4 umol) se afiadi6 a la mezcla de reaccion seguido de ascorbato sédico (7,46 eq., 0,5
M en H20, 0,084 ml, 41,5 pumol). La mezcla resultante se incub6é a 21 °C durante 15 min y se purificé por HPLC
preparativa (procedimiento 1) para proporcionar R6 (3,7 mg, 1,99 umol, 36%) en forma de un sélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 4,18 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 931,1 [M+2H]?*/2

Compuesto S6

A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,2 eq., 4,63 mg, 8,8 umol) en
DMF seca (0,15 ml) se afiadié una solucién de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il}hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-
1-ilo (1,2 eq., 2,71 mg, 8,8 umol) en DMF seca (0,15 ml). La mezcla se agité a 21 °C durante 1 hora y después se
afiadié S6b (1 eq., 8,3 mg, 7,3 umol) en DMSO (0,15 ml). Se preparé un complejo de THPTA-Cu(ll} mezclando tris(3-
hidroxipropiltriazolilmetil)amina (1,5 eq., 0,1 M en DMF, 0,102 ml, 10,9 pumol} y sulfato de cobre pentahidratado (1,5
€q., 0,1 M en H20, 0,109 ml, 10,9 pmol) e incubando a 21 °C durante 1 minuto. El complejo THPTA-Cu(ll) (1,5 eq.,
0,05 M en DMF/H20 50/50, 0,218 ml, 10,9 umol} se afiadié a la mezcla de reaccion seguido de ascorbato sodico (7,46
€qg., 0,5 M en H20, 0,109 ml, 54,4 umol). La mezcla resultante se incub6 a 21 °C durante 15 min y se purificé por HPLC
preparativa (procedimiento 1) para proporcionar $6 (6,2 mg, 3,33 pmol, 46%) en forma de un sélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 4,14 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 931,1 [M+2H]?*/2
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Compuesto Ta

e

A una solucion de SN-38 (1 eq., 72,2 mg, 0,18 mmol) y 1-azido-4-(bromometil)benceno (1 eq., 39 mg, 0,18 mmol) en
DMF (7,22 ml) se afiadié K2COz (3 eq., 76,3 mg, 0,55 mmol). La solucién resultante se purgd con nitrégeno y se agité
durante 1 h a temperatura ambiente para permitir la formacién de 7a. El 7a bruto (92 mg, 0,18 mmol, 96%) se usé en
la etapa siguiente sin purificacién adicional.

EM (Procedimiento 3) m/z: 524,2 [M+H]*
Compuesto b

Auna soluciénde 7a (1 eq., 96 mg, 0,18 mmol) en DMF (3 ml) se afiadi6 clorhidrato de tris(2-carboxietil}fosfina (TCEP,
1,3 eq., 68,33 mg, 0,24 mmol), seguido de la adicion de K=COs (3 eq., 76 mg, 0,55 mmol). La mezcla se agité durante
1 hora, después se afiadieron 5x volimenes de EtOAc, seguidos de 1x volumen de agua. La capa organica se separo,
y la capa acuosa se extrajo con otros 5x volimenes de EtOAc. La capa organica combinada se secé sobre MgSOas y
se concentré al vacio para proporcionar 7b (90 mg, 0,18 mmol, 99%) en forma de un sélido de color amarillo palido.
El 7b bruto se us6 en la etapa siguiente sin purificacion adicional.

EM (Procedimiento 3) m/z: 498,2 [M+H]*

Compuesto R¥c

Una solucién de R3 (1 eq., 82 mg, 0,12 mmol), 7b (1 eq., 59 mg, 0,12 mmol} y HOBt (1 eq., 16 mg, 0,12 mmol) se
agitd en DMF (2,4 ml) a 25 °C durante 16 horas. La mezcla resultante se purificé por HPLC preparativa (procedimiento
1) para proporcionar R7¢ (45 mg, 0,043 mmol, 36%) en forma de un sélido de color amarillo palido.

EM (Procedimiento 3) m/z: 1047,3 [M+H]*
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Compuesto S¥C

Una solucion de 83 (1 eq., 82 mg, 0,12 mmol), 7b (1 eq., 59 mg, 0,12 mmol) y HOBt (1 eq., 16 mg, 0,12 mmol) se

agité en DMF (2,4 ml) a 25 °C durante 16 horas. La mezcla resultante se purificd por HPLC preparativa (procedimiento
5 1) para proporcionar $7¢ (63 mg, 0,06 mmol, 50%) en forma de un sélido de color amarillo palido.

EM (Procedimiento 3) m/z: 1047,3 [M+H]*

Compuesto RTd
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A una solucién de R7¢ (1 eq., 23 mg, 22 uymol) en MeOH (20 ml) se afadié una solucién acuosa 1 M de LiOH (200
€q., 4,4 ml, 4,4 mmol). La mezcla de reaccién resultante se agitd a 25 °C durante 4 h y se purificé por HPLC preparativa
para proporcionar R7d (16 mg, 0,018 mmol, 80%) en forma de un sélido de color amarillo pélido.

15 EM (Procedimiento 3) m/z: 907,3 [M+H]*

Compuesto 5¥d

A una solucién de S7¢ (1 eq., 23 mg, 22 umol} en MeOH (20 ml) se afiadié una solucién acuosa 1 M de LiOH (200
20 €q., 4,4 ml, 4,4 mmol). La mezcla de reaccién resultante se agitd a 25 °C durante 4 h y se purificé por HPLC preparativa
para proporcionar $7d (13,9 mg, 0,016 mmol, 69,6%) en forma de un sélido de color amarillo pélido.

EM (Procedimiento 3) m/z: 907,3 [M+H]*
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Compuesto BY
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A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27 ,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,5 eq., 5,92 mg, 11,3 umol) en
DMF seca (0,1 ml) se afiadié una solucién de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il}hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-
1-ilo (1,5 eq., 3,47 mg, 11,3 umol} en DMF seca (0,1 ml). La mezcla se agitd a 21 °C durante 1 hora y después se
afiadié R7d (1 eq., 6,8 mg, 7,5 umol} en DMSO (0,1 ml). Se prepard un complejo de THPTA-Cu(ll} mezclando tris(3-
hidroxipropiltriazolilmetilyamina (0,5 eq., 0,1 M en DMF, 37,5 pl, 3,75 umol) y sulfato de cobre pentahidratado (0,5 eq.,
0,1 M en H20, 37,5 pl, 3,75 umol) e incubando a 21 °C durante 1 minuto. El complejo THPTA-Cu(ll} (0,5 eq., 0,05 M
en DMF/H20 50/50, 37,5 1, 3,75 pmol) se afiadié a la mezcla de reaccién seguido de ascorbato sédico (2,5 eq., 0,5
M en H20, 37,5 pl, 18,75 pmol). La mezcla resultante se incubé a 21 °C durante 15 min y se purificé por HPLC
preparativa (procedimiento 1) para proporcionar R7 (6,95 mg, 4,28 umol, 57%) en forma de un s6lido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 3,92 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 813,9 [M+2H]?+/2

Compuesto 57
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A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,5 eq., 5,92 mg, 11,3 pmol) en
DMF seca (0,1 ml) se afiadié una solucién de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-
1-ilo (1,5 eq., 3,47 mg, 11,3 pmol) en DMF seca (0,1 ml). La mezcla se agité a 21 °C durante 1 hora y después se
afiadié S7d (1 eq., 6,8 mg, 7,5 pmol) en DMSO (0,1 ml). Se preparé un complejo de THPTA-Cu(ll} mezclando tris(3-
hidroxipropiltriazolilmetilyamina (0,5 eq., 0,1 M en DMF, 37,5 pl, 3,75 umol) y sulfato de cobre pentahidratado (0,5 eq.,
0,1 M en H20, 37,5 pl, 3,75 umol) e incubando a 21 °C durante 1 minuto. El complejo THPTA-Cu(ll) (0,5 eq., 0,05 M
en DMF/H20 50/50, 37,5 ul, 3,75 umol) se afiadié a la mezcla de reaccion seguido de ascorbato sédico (2,5 eq., 0,5
M en H20, 37,5 pl, 18,75 umol). La mezcla resultante se incub6 a 21 °C durante 15 min y se purificé por HPLC
preparativa (procedimiento 1) para proporcionar $7 (7,44 mg, 4,58 umol, 61%) en forma de un soélido de color blanco.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 3,95 min

EM (Procedimiento 3) m/z: 813,9 [M+2H]?*/2
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Compuesto R8a

A una solucion de R3 (1 eq., 317 mg, 0,46 mmol} en acetonitrilo (2 ml} se afiadié6 HCI concentrado (52,2 eq., 2 ml, 24
mmol} y la mezcla se agité a 37 °C durante 16 h. A la mezcla resultante se afiadio EtOAc (8 ml), seguido de la adicién
de agua (8 ml). La capa organica se separ6 y la capa acuosa se extrajo tres veces con EtOAc. La capa organica
combinada se sec6 sobre MgSQ4 y se concentr6 al vacio para proporcionar el R8a bruto (250 mg, 0,46 mmol, 99%),
que se uso en la etapa siguiente sin purificacién adicional.

EM (Procedimiento 3) m/z: 549,1 [M+H]*
Compuesto S8a

Srerrrre

AR AR

53 R

A una solucion de 83 (1 eq., 317 mg, 0,46 mmol) en acetonitrilo (2 ml) se afiadi6 HCI concentrado (52,2 eq., 2 ml, 24
mmol} y la mezcla se agité a 37 °C durante 16 h. A la mezcla resultante se afiadio EtOAc (8 ml), seguido de la adicién
de agua (8 ml). La capa organica se separ6 y la capa acuosa se extrajo tres veces con EtOAc. La capa organica
combinada se sec6 sobre MgSQO4 y se concentré al vacio para proporcionar el S8a bruto (247 mg, 0,45 mmol, 98%}),
que se uso en la etapa siguiente sin purificacién adicional.

EM (Procedimiento 3) m/z: 549,1 [M+H]*
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Compuesto Rb

A una solucién de clorhidrato de doxorrubicina (1 eq., 10 mg, 0,017 mmol} en DMF (0,35 ml) se afiadié una solucién
de TEA (2 eq., 0,35 ml, 0,1 M en DMF, 0,035 mmol), seguido de la adicién de R8a (1 eq., 9,5 mg, 0,017 mmol). La

mezcla resultante se agité a 25 °C durante 16 h y se purificé por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar
R8b (12.2 mg, 0,013 mmol, 74%) en forma de un sélido de color rojo.

EM (Procedimiento 3) m/z: 953,3 [M+H]*
Compuesto S8k
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A una solucién de clorhidrato de doxorrubicina (1 eq., 10 mg, 0,017 mmol} en DMF (0,35 ml) se afiadié una solucién
de TEA (2 eq., 0,35 ml, 0,1 M en DMF, 0,035 mmol), seguido de la adicién de S8a (1 eq., 9,5 mg, 0,017 mmol). La
mezcla resultante se agit6é a 25 °C durante 16 h y se purificé por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar
S8b (13.2 mg, 0,014 mmol, 80%) en forma de un sélido de color rojo.

EM (Procedimiento 3) m/z: 953,3 [M+H]*
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Compuesto RB

A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,5 eq., 11,82 mg, 22,45 pumol)
en DMF seca (0,2 ml} se afiadié una solucién de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-iljhexanoato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo (1,5 eq., 6,92 mg, 22,45 umol) en DMF seca (0,2 ml). La mezcla se agit6 a 21 °C durante 1 horay
después se afiadié R8b (1 eq., 12 mg, 14,97 umol) en DMSO (0,2 ml). Se preparé un complejo de THPTA-Cu(ll)
mezclando tris(3-hidroxipropiltriazoliimetil)amina (1 eq., 0,1 M en DMF, 150 pul, 14,97 umol) y sulfato de cobre
pentahidratado (1 eq., 0,1 M en H20, 150 pl, 14,97 umol) e incubando a 21 °C durante 1 minuto. El complejo THPTA-
Cu(ll) (1 eq., 0,05 M en DMF/H20 50/50, 300 pl, 14,97 umol) se afadié a la mezcla de reaccién seguido de ascorbato
sédico (2 eq., 0,5 M en H20, 60 pl, 29,94 umol). La mezcla resultante se incub6 a 21 °C durante 15 min y se purificé
por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar R8 (14,35 mg, 9,43 umol, 63%) en forma de un sélido de
color rojo.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 3,70 min

EM (Procedimiento 3) mv/z: 836,9 [M+2H]2/2

Compuesto S8

A la solucién de 32-azido-3,6,9,12,15,18,21,24,27,30-decaoxadotriacontan-1-amina (1,5 eq., 11,82 mg, 22,45 pumol)
en DMF seca (0,2 ml) se afadi®é una solucion de 6-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-iljhexanoato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo (1,5 eq., 6,92 mg, 22,45 pmol) en DMF seca (0,2 ml). La mezcla se agitdé a 21 °C durante 1 horay
después se anadié S8b (1 eq., 12 mg, 14,97 umol} en DMSO (0,2 ml). Se prepardé un complejo de THPTA-Cu(ll)
mezclando tris(3-hidroxipropiltriazoliimetil)amina (1 eq., 0,1 M en DMF, 150 pul, 14,97 umol) y sulfato de cobre
pentahidratado (1 eq., 0,1 M en H20, 150 pl, 14,97 umol) e incubando a 21 °C durante 1 minuto. El complejo THPTA-
Cu(lly (1 eq., 0,05 M en DMF/H20 50/50, 300 pl, 14,97 umol) se afiadi6é a la mezcla de reaccién seguido de ascorbato
sédico (2 eq., 0,5 M en H20, 60 pl, 29,94 umol). La mezcla resultante se incubé a 21 °C durante 15 min y se purifico
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por HPLC preparativa (procedimiento 1) para proporcionar 88 (15,5 mg, 10,18 umol, 68%) en forma de un sélido de
color rojo.

HPLC (Procedimiento 2) TR: 3,65 min
EM (Procedimiento 3) m/z: 836,9 [M+2H]?*/2
Determinacion de la configuracién absoluta de R1 a R1a, mediante cristalografia de rayos X

1) Preparacion de R1a

Para determinar la configuracién absoluta de R1, se sintetizd el éster R1a, se cristalizé y se analizé mediante
cristalografia de rayos X. A una solucién enfriada a 0 °C de R1 (1 eq., 111 mg, 0,536 mmol} y trietilamina (2 eq., 108
mg, 0,149 ml, 1,07 mmol} en THF (3,61 ml) se afiadié gota a gota una solucién de cloruro de 4-nitrobenzoilo (1,5 eq.,
149 mg, 0,804 mmol) en THF (3,61 ml)}. La solucién resultante se calenté a temperatura ambiente y se dej6é durante
30 minutos. Se afiadié acetato de etilo (22 ml} seguido de la adicién de 7 ml de agua. La capa organica se separd y
se lavé con solucion saturada de NaCl. La capa organica se evapord y el residuo se purificd por cromatografia
ultrarrapida (gradiente de ciclohexano/EtOAc del 0-100% de EtOAc en 20 minutos; 30 volimenes de columna) para
proporcionar R1a (60,5 mg, 0,17 mmol, 88% de rendimiento).

2) Determinacion de la configuracion absoluta de R1a mediante cristalografia de rayos X

Se disolvio R1a (60 mg) en 3 ml de diclorometano y se diluyé con 3 ml de heptano. La mezcla se dejé evaporar
lentamente durante un periodo de 2 semanas, induciendo la formacién de cristales de R1a. Los cristales se colocaron
en aceite, y se seleccion6 un monocristal de placa incoloro de dimensiones 0,50 x 0,40 x 0,18 mm, se montd en una
fiora de vidrio y se dispuso en una corriente de N2 a baja temperatura. La recogida de datos de difraccién de rayos X
se llevo a cabo en un difractometro Bruker APEX Il DUO Kappa-CCD equipado con un dispositivo de Nz liquido Oxford
Cryosystem, usando radiacién Cu-Ka (A = 1,54178 A). La distancia cristal-detector fue de 40 mm. Los parametros de
la celda se determinaron (programa informatico APEX3) a partir de reflexiones tomadas de tres conjuntos de 20 marcos,
cada uno a una exposicion de 10 s. La estructura se resolvid usando el programa SHELXT-2014. El refinamiento y
todos los calculos adicionales se llevaron a cabo usando SBELXL-2014. El atomo de hidrégeno de un grupo OH se
localiz6 a partir de la diferencia de Fourier. Los otros atomos H se incluyeron en posiciones calculadas y se trataron
como atomos montados (riding atoms) usando parametros por defecto de SHELXL. Los atomos distintos de H se
refinaron anisotrépicamente, usando minimos cuadrados ponderados de matriz completa en F2. Se aplicé una
correccién de absorcién semiempirica usando SADABS en APEX3; factores de transmisién: Tmin/Tmax = 0,6111/0,7528.

Los resultados de la cristalografia de rayos X se presentan en la figura 1.

Medicion de la cinética de la liberacién de MMAE inducida por 8-glucuronidasa

¢ |a solucién de muestra del isomero R se preparé afiadiendo 10 yl de R5 (10 mM en DMSO) a 990 pl de plasma
humano e incubando a 37 °C durante 20 min.

* La solucién de muestra del isémero S se prepar6 afiadiendo 10 pl de 85 (10 mM en DMSO) a 990 pl de plasma
humano e incubando a 37 °C durante 20 min.
La solucion de inactivacion (Q) se preparé afiadiendo 50 pyl de HCI acuoso 1 M a 1,5 ml de acetonitrilo.
La solucién de B-glucuronidasa (Glu) se preparé anadiendo 20 pl de solucién acuosa en glicerol de B-
glucuronidasa de Escherichia coli (6,5 mg/ml) a 180 pl de H20.

* | a soluciéon de referencia (Ref) se preparé anadiendo 10 pul de MMAE (10 mM en DMSQ) a 990 pl de plasma
humano e incubando a 37 °C durante 20 min.

A 1 ml de cada isémero y solucion de referencia se afiadieron 40,9 ul de Glu. Las mezclas resultantes se incubaron a
37 °C. Seinactivaron partes alicuotas de 45 ul de cada solucién con 155 pl de Q en los siguientes puntos temporales:
1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min y 7 min. Las partes alicuotas inactivadas se centrifugaron a 15000 g durante
5 min y el sobrenadante se analiz6 por CL-EM (Procedimiento 3) con un conjunto de registro idnico seleccionado de
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719 Da (correspondiente a [MMAE+H]*). La cantidad de MMAE liberada en cada punto temporal se calculé como (area
del pico de la muestra)/(area del pico de referencia) x 100% (figura 2).

Procedimiento general para la mediciéon de la cinética de la liberacién inducida por B-glucuronidasa de un farmaco
citotoxico

* | asolucién de muestra de isémeros R se prepar6 afiadiendo 5 pl de compuestos R6, R7 o R8 (10 mM en DMSQ)
a 500 pl de una mezcla 50/50 de plasma humano y tampén de fosfato de potasio (0,1 M, pH 7,0} e incubando a
37 °C durante 20 min.

* | asolucién de muestra de isémeros S se preparé afiadiendo 5 pl de compuestos $6, S7 0 88 (10 mM en DMSQ)
a 500 pl de una mezcla 50/50 de plasma humano y tampon de fosfato de potasio (0,1 M, pH 7,0) e incubando a
37 °C durante 20 min.

* La solucién de inactivacion (Q) se preparo afiadiendo 50 ul de HCl acuoso 1 M a 1,5 ml de acetonitrilo.

* |a solucidon de B-glucuronidasa (Glu) se preparé afadiendo 20 pl de solucién acuosa en glicerol de B-
glucuronidasa de Escherichia coli (6,5 mg/ml) a 180 pl de H20.

* | asolucion de referencia (Ref) se preparé afiadiendo 5 pl de un farmaco citotéxico libre correspondiente (10 mM
en DMSQ) a 500 pl de una mezcla 50/50 de plasma humano y tampén de fosfato de potasio (0,1 M, pH 7,0} e
incubando a 37 °C durante 20 min.

A cada muestra y solucién de referencia se afiadieron 10 ul de Glu. Las mezclas resultantes se incubaron a 25 °C. Se
inactivaron partes alicuotas de 45 pl de cada solucién con 155 ul de Q en los puntos temporales precisos indicados
en los graficos (figuras 3-5). Las partes alicuotas inactivadas se centrifugaron a 15000 g durante 5 min y el
sobrenadante se analizé por CL-EM (procedimiento 3) con el registro iénico seleccionado ajustado a [M+H]*, en el que
M corresponde a la masa molecular del agente citotdxico libre. La cantidad de agente citotéxico liberado en cada punto
temporal se calculé como (area del pico de la muestra)/(area del pico de referencia) x 100%.

Los resultados se ilustran en las figuras 2 a 5:

Figura 2. La cinética de la liberacién de MMAE inducida por la B-glucuronidasa en soluciones plasmaticas de R5 y
S5 demuestra una escision significativamente mas rapida de R5 unido a plasma, en comparacién con $5: después
de 7 minutos de incubacion, se liber6 el 24% de MMAE de R5 unido a plasma y solo el 12% de S5 unido a plasma.

Figura 3. La cinética de la liberacién de MMAF inducida por la B-glucuronidasa en soluciones plasmaticas de R6 y
86 demuestra una escisién significativamente mas rapida de R6 unido a plasma, en comparacién con $6: después
de 40 minutos de incubacién, se liberé el 86% de MMAF de R6 unido a plasma y solo el 57% de S6 unido a plasma.

Figura 4. La cinética de la liberacion de SN-38 inducida por la B-glucuronidasa en soluciones plasmaticas de R7 y
87 demuestra una escisién mas rapida de R7 unido a plama, en comparacién con $7: después de 40 minutos de
incubacién, se liberd el 24% de SN-38 de R7 unido a plasma y solo el 18% de S7 unido a plasma.

Figura 5. La cinética de la liberacién de doxorrubicina inducida por la B-glucuronidasa en soluciones plasmaticas de
R8 y $8 demuestra una escisién mas rapida de R8 unido a plasma, en comparacién con $8: después de 40 minutos
de incubacion, se liber6 el 99% de doxorrubicina de R8 unido a plasma y el 80% de $8 unido a plasma.

Medicion de la estabilidad de R5 y S5 en tampén acuoso a pH 7,4

e La solucion de muestra de R5-PBS se prepar6 afiadiendo 20 ul de R5 (10 mM en DMSQ) a 180 ul de solucién
salina tamponada con fosfato (pH 7,4).

e |a solucion de muestra de 85-PBS se prepar6 afiadiendo 20 ul de S5 (10 mM en DMSQ) a 180 ul de solucién
salina tamponada con fosfato (pH 7,4).

e Las muestras se incubaron a 25 °C y se analizaron por CL-EM (procedimiento 3) con un conjunto de registro
ibnico seleccionado de 924 Da (correspondiente a [R5+2H]%+/2 y [S5+2H]?+/2)y a 933 Da (formandose la impureza
principal correspondiente a los productos hidrolizados [R5+H20+2H]2+/2 y [S5+H20+2H]?*/2). Las muestras se
inyectaron en los siguientes puntos temporales: 0 min, 99 min, 195 min, 291 min, 387 min, 543 min, 699 min, 855
min, 980 min. Las areas de pico de las muestras inyectadas a los 0 min se consideraron como areas de pico de
referencia.

* El % de area de pico se calculé como (924 Da de area de pico)/((924 Da de area de pico) + (933 Da de area de
pico)) x 100%.

Los resultados se ilustran en la figura 6. Para ambas muestras, se observo una hidrolisis lenta del compuesto (R5 o
S5) a pH 7,4: el 30-40% del compuesto se hidroliza después de 1000 minutos.

El mismo experimento se llevé a cabo en solucion salina tamponada con fosfato a pH 6,0. No se observé degradacion
de R5 o0 S5 en estas condiciones en ningun punto temporal.
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Cinética de unién a plasma de R5 y S5

* La solucién de inactivacion (Q) se preparo afiadiendo 50 ul de HCl acuoso 1 M a 1,5 ml de acetonitrilo.

¢ |a solucion de muestra de R-Alb se preparé afiadiendo 10 ul de R5 (10 mM en DMSO) a 990 pl de plasma
humano e incubando a 37 °C.

¢ |a solucién de muestra de S-Alb se prepar6 afiadiendo 10 ul de 85 (10 mM en DMSO) a 990 pl de plasma
humano e incubando a 37 °C.

e Se afadieron partes alicuotas de 45 pl de cada solucion de muestra a 155 ul de la solucion de inactivacién en
los siguientes puntos temporales: 0 min, 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min, 7 min.

e |as partes alicuotas inactivadas se centrifugaron a 15000 g durante 5 min y el sobrenadante se analizé por CL-
EM (procedimiento 3) con un conjunto de registro idnico seleccionado de 924 Da (correspondiente a [R5+2H]?+/2
y [S5+2H]?+/2). Las areas de pico de las partes alicuotas inactivadas a 0 min se consideraron como areas de pico
de referencia.

* El % de farmaco libre remanente en cada punto temporal se calculé como (area del pico de la muestra)/(area del
pico de referencia) x 100%.

Ambos compuestos R5 y S5 se someten a una reaccion de union rapida con albumina sérica, dando como resultado
una disminucién pronunciada de la concentracién de su forma libre, tal como se muestra en la figura 7. Después de 2
minutos de incubacion, aproximadamente el 90% de S5 o R5 se uni6 a albimina de suero, y se obtuvo una conversién
total después de 4 minutos.

Estabilidad plasmatica de R5 y S5 unidos a albumina

* La solucién de muestra de R5-Alb se prepar6 afiadiendo 10 pl de R5 (10 mM en DMSQ) a 990 pl de plasma
humano.

* |a solucion de muestra de $5-Alb se prepar6 afiadiendo 10 pl de S5 (10 mM en DMSO) a 990 pl de plasma
humano.
La solucion de inactivacion (Q) se preparé afiadiendo 50 pyl de HCI acuoso 1 M a 1,5 ml de acetonitrilo.
La solucién de referencia (Ref) se prepar6 afiadiendo 10 yl de MMAE (10 mM en DMSOQO) a 990 ul de plasma
humano.

* Las soluciones de muestra y la solucién de referencia se incubaron a 37 °C.

* Se afadieron partes alicuotas de 45 ul de cada solucion de muestra a 155 pl de la solucién de inactivacién en
los siguientes puntos temporales: 0 h, 8 h, 24 h, 48 h, 102 h, 192 h.

* | as partes alicuotas inactivadas se centrifugaron a 15000 g durante 5 min y el sobrenadante se analizé por CL-
EM (procedimiento 3) con un conjunto de registro i6nico seleccionado de 719 Da (correspondiente a [MMAE+H]*).

* El % de MMAE liberado en cada punto temporal se calculé como (area del pico de la muestra)/(area del pico de
referencia) x 100%.

Tal como se muestra en la figura 8, R5 y S5 unidos a albumina permanecen estables en plasma, ya que solo se
liberaron cantidades traza del farmaco citotoxico (MMAE) tras la incubacion a largo plazo (menos del 10% después de
192 horas, es decir, 8 dias, de incubacion).

Ensayos de separacion

Se llevd a cabo un ensayo que tenia como objetivo separar los compuestos R5 y S5 en una mezcla 1:1 mediante
HPLC segun el procedimiento 2, pero demostro ser insatisfactorio: tal como se muestra en la figura 9, se obtuvieron
TR muy préximas de 6,72 y 6,83 minutos.

Se llevé a cabo un ensayo similar con una mezcla 1:1 de R4 y S4, pero la separacion también demostré ser
insatisfactoria, ya que se obtuvieron TR de 7,56 y 7,72 minutos (figura 10).
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado representado por la férmula (1)
’%G ° JJ\/\/\/
g /\(\/ ANE7AN
o

OH

N_N

HO
CH

(1),

en laque

A representa un radical derivado de un farmaco citotoxico,

G es un resto autoinmolante, y

mesQ0o1,
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
2. Un conjugado segun la reivindicacion 1, en el que el fArmaco citotéxico se selecciona de entre antraciclinas, tales
como doxorrubicina, dolastatinas tales como dolastatina 10, dolastatina 15, auristatina E, auristatina EB (AEB),
auristatina EFP (AEFP), monometil auristatina F (MMAF), monometil auristatina D (MMAD), monometil auristatina E
(MMAE), éster de AE del &cido 5-benzoilvalérico (AEVB) y analogos de camptotecina elegidos de entre camptotecina,

SN-38, topotecan, irinotecan, exatecan, silatecan, cositecan, lurtotecan, gimatecan, belotecan y rubitecan.

3. Un conjugado segun la reivindicacién 2, en el que el farmaco citotdxico se selecciona del grupo que consiste en SN-
38, doxorrubicina, MMAF, MMAE y MMAD.

4. Un conjugado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que G esta representado por una férmula
seleccionada de:

'6 .

R «*"““(,{ ')\ \ (\,‘\ §

;f'\“?@

rres,

£
e

5. Un profarmaco que comprende al menos una molécula del conjugado seguin una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 4, estando unida dicha molécula del conjugado por un enlace covalente a una molécula proteica, preferentemente
albimina, o un fragmento de la misma, en la que un "profarmaco" se refiere a al menos un conjugado unido
covalentemente a una macromolécula.

6. El profarmaco segun la reivindicacion 5, en el que el enlace covalente se establece con la funcion tiol de la cisteina
en posicién 34 de la albimina.

7. El profarmaco segun la reivindicacion 5, representado por la formula (11),
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Prt

NO;,

(D,

en laque

A representa un radical derivado de un farmaco citotéxico,

Prt representa un radical que se deriva de una proteina,

n esta comprendido entre 0,1 y 16, preferentemente entre 0,1y 8,

G es un resto autoinmolante, y

mesQ0o1,
y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.
8. El profarmaco segun la reivindicacién 7, en el que Prt representa un radical que se deriva de albiminay nes 1.
9. Una composicién farmacéutica que comprende al menos una cantidad eficaz de al menos un conjugado tal como
se define segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o al menos un profarmaco tal como se define segun cualquiera

de las reivindicaciones 5 a 8, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. El conjugado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en el tratamiento de un cancer y/o una
enfermedad inflamatoria.

11. El profarmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, para su uso en el tratamiento de un cancer y/o una
enfermedad inflamatoria.

12. La composicién farmacéutica segin la reivindicacion 9, para su uso en el tratamiento de un cancer y/o una
enfermedad inflamatoria.

13. Un proceso de preparacién de un conjugado tal como se define seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, que comprende las etapas siguientes:

a) preparar rac-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il)-2-nitro-fenol a partir de 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido;

b) separar y aislar (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il}-2-nitro-fenol, preferentemente mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento quiral;

¢) hacer reaccionar (R)-4-(1-hidroxibut-3-in-1-il}-2-nitro-fenol con un derivado de acido glucurénico, tal como
acetobromo-a-D-glucuronato de metilo, en condiciones basicas;

d) hacer reaccionar el compuesto obtenido en la etapa (¢} con cloroformiato de 4-nitrofenilo;

e) acoplar el compuesto obtenido en la etapa (d) con un farmaco citotoxico o con un resto A-G-H, en el que A
representa un radical que se deriva de un farmaco citotoxico y G representa un resto autoinmolable;

f) desproteger el resto glucurénido del compuesto obtenido en la etapa (e), preferentemente en condiciones basicas;
y

g) acoplar el compuesto obtenido en la etapa (f) con una azida de féormula N3-(CHz2-CH2-0O)10-(CH2)2-NH-(CQO)-(CH2)s-
X, en la que X es un grupo maleimida.
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