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FREMGANGSMATER FOR A FREMSTILLE KONJUGATER

Patentkrav

1. Fremgangsmate for a fremstille et konjugat omfattende et cellebindende middel (CBA)
konjugert til en cytotoksisk forbindelse med en koplingsgruppe, fremgangsmaten omfattende a
reagere en cytotoksisk forbindelse med et modifisert CBA med en pH pa omtrent 4 til 9, hvori:
a) det modifiserte CBA omfatter en rest av et bifunksjonelt tverrkoplingsmiddel bundet
til CBA, og resten omfatter koplingsgruppen og en tiolreaktiv gruppe; og
b) den modifiserte cytotoksiske forbindelsen omfatter en tiolgruppe og representeres av

én av f¢lgende formler:

LS

I Ri Rs

_\s %N‘)\ hA—D L— D—;C( /@Q,
)

eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, hvori den modifiserte cytotoksiske

, eller

forbindelsen produseres ved a reagere en imininneholdende cytotoksisk forbindelse
som baerer tiolgruppen med en iminreaktiv reagens, og hvori den imininneholdende

cytotoksiske forbindelsen representeres av én av fglgende formler:

%?imw-m %?

(I

eller et farmasgytisk akseptabel salt derav,
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hvori:

-C(Y)-N(H)- motivet i formel (I') og (Il') resulterer fra reaksjonen til den
iminreaktive reagensen med den imininnholdende cytotoksiske forbindelsen;

X' velges fra -H, en aminbeskyttende gruppe, et eventuelt substituert linezert,
forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10 karbonatomer, en
polyetylenglykolenhet -(CH.CH,0)n-R€ og eventuell substituert aryl med 6 til 18
karbonatomer, en eventuelt substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som inneholder
ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel og en
eventuelt substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

Y' velges fra -H, en oksogruppe, et eventuelt substituert linezert,forgrenet eller
syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, et eventuelt substituert 6-
til 18-leddet aryl, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som inneholder
ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel, en
eventuelt substituert 3 til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer;

R er -H eller et substituert eller usubstituert linezert eller forgrenet alkyl med 1
til 4 karbonatomer;

R1, Rz, Rs3, Rs, R1', R2', R3' og R4' er hver uavhengig valgt fra gruppen bestaende av
-H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med
fra 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet-(OCH,CH;)n-R¢, halogen,
guanidinium [-NH(C=NH)NH;], -OR, -NR'R", -NO,,-NCO, -NR'COR", -SR, et sulfoksid
representert med -SOR', et sulfon representert med -SO;R’, et sulfonat -SO3"M*, et sulfat
-0SO3 M, et sulfonamid representert med -SO,NR'R", cyano, et azido, -COR', -OCOR’, -
OCONR'R";

R, for hvert tilfelle, velges uavhengig fra gruppen bestaende av -H, et eventuelt
substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0),-R¢, et eventuelt substituert aryl
med 6 til 18 karbonatomer, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som

inneholder ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel,
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eller en eventuell substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

R' og R" hver uavhengig velges fra -H, -OH, -OR, -NHR, -NR;, -COR, et eventuelt
substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0),-R¢ og en eventuell substituert 3-
til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

n er et helt tall fra 1 og 24;

W velges fra C=0, C=S, CH;, BH, SO og SO;

Re er -H, -R, -OR, -SR, -NR'R", -NO; eller halogen;

Z og Z' velges uavhengig fra -(CH2)n-, -(CH2)n-CR7Rs-(CH2)na-, -(CH2)n'-NRg-(CH2)na-
, -(CH2)n-0-(CH2)na- 08 -(CH2)n-S-(CH2)na-;

n' og na' er like eller forskjellige og velges fra 0, 1, 2 og 3;

R; og Rs er like eller forskjellige og hver velges uavhengig fra -H, -OH, -SH, -COOH,
-NHR', en polyetylenglykolenhet -(OCH,CH;),-, en aminosyre, en peptidenhet med 2 til 6
aminosyrer, et eventuelt substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl med fra 1 til 10
karbonatomer;

Rg velges uavhengig fra -H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller
syklisk alkyl med 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(OCH2CH3)n-;

A og A' er like eller forskjellige og velges uavhengig fra -O-, okso (-C(=0)-), -
CRR'O-, -CRR'-, -S-, -CRR'S-, -N(Rs)- og -CRR'N(Rs)-,

Rs er for hvert tilfelle uavhengig -H eller et eventuelt substituert linezert eller
forgrenet alkyl med 1 til 10 karbonatomer;

D og D' er like eller forskjellige og uteblir eller velges uavhengig fra gruppen
bestaende av et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller
alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, en aminosyre, et peptid med 2 til 6 aminosyrer og en
polyetylenglykolenhet (-OCH,CHz)n-; og

L uteblir eller nar tilstede, omfatter tiolgruppen eller er en polyetylenglykolenhet
unit (-OCH,CH;)n-, et linezert, forgrenet eller syklisk alkyl eller alkenyl med 1 til 10

karbonatomer, en fenylgruppe, en 3- til 18-leddet heterosyklisk ring eller en 5- til 18-
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leddet heteroarylring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P, hvori
alkyl, alkenyl, fenyl, eller heterosyklisk eller heteroarylring eventuelt substitueres; og
den iminreaktive reagensen velges fra gruppen bestaende av sulfitt (H.SOs3,
H,S0; eller et salt av HSO37, SO3? eller HSO,” dannet med et kation), et metabisulfitt
(H2S20s eller et salt S;05> dannet med et kation) og et ditionitt (H2S204 eller et salt

$,04% dannet med et kation).

2. Fremgangsmate for a fremstille et konjugat omfattende et cellebindende middel (CBA)

konjugert til en cytotoksisk forbindelse med en koplingsgruppe, fremgangsmaten omfattende 3

reagere CBA med en imininneholdende cytotoksisk forbindelse, en iminreaktiv reagens og et

bifunksjonelt tverrkoplingsmiddel omfattende koplingsgruppen for & danne konjugatet, hvori

den imininnholdende forbindelsen representeres av én av fglgende formler, eller et

farmasgytisk akseptabelt salt derav:

e KIA-WD(/NQ
S e BT

hvori:

uy

X' velges fra -H, en aminbeskyttende gruppe, et eventuelt substituert linezert,
forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10 karbonatomer, en
polyetylenglykolenhet -(CH2CH,0)n-R¢, et eventuell substituert aryl med 6 til 18
karbonatomer, en eventuelt substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som inneholder
ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel og en
eventuelt substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

Y' velges fra -H, en oksogruppe, et eventuelt substituert linezert,forgrenet eller

syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, et eventuelt substituert 6-
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til 18-leddet aryl, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring inneholdende
ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel, en
eventuelt substituert 3 til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer;

R er -H eller et substituert eller usubstituert linezert eller forgrenet alkyl med 1
til 4 karbonatomer;

R1, Rz, R3, Rs, R1', R2', R3' og R4' er hver uavhengig valgt fra gruppen bestaende av
-H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med
fra 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet-(OCH,CH;).-R¢, halogen,
guanidinium [-NH(C=NH)NHj3], -OR, -NR'R", -NO2,-NCO, -NR'COR", -SR, et sulfoksid
representert med -SOR', et sulfon representert med -SO;R’, et sulfonat -SO3"M"*, et sulfat
-0SO3 M, et sulfonamid representert med -SO,NR'R", cyano, et azido, -COR', -OCOR’, -
OCONR'R";

R, for hvert tilfelle, velges uavhengig fra gruppen bestaende av -H, et eventuelt
substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0)n-R¢, et eventuelt substituert aryl
med 6 til 18 karbonatomer, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som
inneholder ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel,
eller en eventuell substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

R' og R" hver uavhengig velges fra -H, -OH, -OR, -NHR, -NR;, -COR, et eventuelt
substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0),-R¢ og en eventuell substituert 3-
til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

n er et helt tall fra 1 og 24;

W velges fra C=0, C=S, CH,, BH, SO og SO;;

Re er -H, -R, -OR, -SR, -NR'R", -NO; eller halogen;

Z og Z' velges uavhengig fra -(CHz)n-, -(CH2)n-CR7Rs-(CH2)na™-, -(CH2)n-NRg-(CH2)na'-
» "(CH2)n-0-(CH2)na- 08 -(CH2)n-S-(CH2)na;

n' og na' er like eller forskjellige og velges fra 0, 1, 2 og 3;
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R7 og Rs er like eller forskjellige og hver velges uavhengig fra -H, -OH, -SH, -COOH,
-NHR', en polyetylenglykolenhet -(OCH,CH3)n-, en aminosyre, en peptidenhet med 2 til 6
aminosyrer, et eventuelt substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl med fra 1 til 10
karbonatomer;

Rg velges uavhengig fra -H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller
syklisk alkyl med 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(OCH,CH;)x-;

A og A' er like eller forskjellige og velges uavhengig fra -O-, okso (-C(=0)-), -
CRR'O-, -CRR'-, -S-, -CRR'S-, -N(Rs)- og -CRR'N(Rs)-,

Rs er for hvert tilfelle uavhengig -H eller et eventuelt linezert eller forgrenet alkyl
med 1 til 10 karbonatomer;

D og D' er like eller forskjellige og uteblir eller velges uavhengig fra gruppen
bestaende av et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller
alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, en aminosyre, et peptid med 2 til 6 aminosyrer og en
polyetylenglykolenhet (-OCH,CH,)n-; og

L uteblir eller nar tilstede, omfatter en tiolgruppe og er en polyetylenglykolenhet
unit (-OCH,CH;)n-, et linezert, forgrenet eller syklisk alkyl eller alkenyl med 1 til 10
karbonatomer, en fenylgruppe, en 3- til 18-leddet heterosyklisk ring eller en 5- til 18-
leddet heteroarylring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P, hvori
alkyl, alkenyl, fenyl, eller heterosyklisk eller heteroarylring eventuelt substitueres; og

den iminreaktive reagensen velges fra gruppen bestaende av en sulfitt (H,SOs,
H,S0; eller et salt av HSO3", SO3? eller HSO,  dannet med et kation), et metabisulfitt
(H2S20s eller et salt S,05> dannet med et kation) og et ditionitt (H2S,04 eller et salt

$,04% dannet med et kation).

3. Fremgangsmate for a fremstille et konjugat omfattende et cellebindende middel (CBA)

konjugert til et cytotoksisk forbindelse med en koplingsgruppe, fremgangsmaten omfattende:
a) reagere en modifisert cytotoksisk forbindelse med et bifunksjonell
tverrkoplingsmiddel omfattende koplingsgruppe, en gruppe reaktiv med CBA (som f.eks.

en tiolgruppe, en maleimidgruppe, en haloacetamidgruppe eller en amingruppe) og en
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gruppe reaktiv med den modifiserte cytotoksiske forbindelse, for @ danne en andre

modifisert cytotoksiske forbindelse kovalent bundet til en rest av det bifunksjonelle
tverrkoplingsmidlet, hvori resten omfatter koplingsgruppen og gruppen reaktiv med
CBA;

hvori den modifiserte cytotoksiske forbindelse representeres av én av fglgende formel:

LTy,

@ » eller
el ot S
)

eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, hvori den modifiserte cytotoksiske
forbindelse produseres ved a reagere en imininneholdende cytotoksisk forbindelse med
en iminreaktiv reagens, hvori den imininneholdende cytotoksisk forbindelse

representeres av én av fglgende formler, eller et farmasegytisk akseptabelt salt derav:
A—D-L—D'—A!
Y]
Rz
@‘(‘QA—D L—D'— D{ Rs
zN~ w Tz

oy
hvori:
-C(Y)-N(H)-motivet i formel (I') og (II') resulterer fra reaksjonen til den
iminreaktive reagensen med den imininnholdende cytotoksiske forbindelsen;
X' velges fra -H, en aminbeskyttende gruppe, et eventuelt substituert linezert,
forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10 karbonatomer, en
polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0)n-R€ og eventuell substituert aryl med 6 til 18

karbonatomer, en eventuelt substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som inneholder



NO/EP2675480

EP 12 705 761.0

ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel og en
eventuelt substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

Y' velges fra -H, en oksogruppe, et eventuelt substituert linezert,forgrenet eller
syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, et eventuelt substituert 6-
til 18-leddet aryl, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring inneholdende
ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel, en
eventuelt substituert 3 til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer;

R er -H eller et substituert eller usubstituert linezert eller forgrenet alkyl med 1
til 4 karbonatomer;

R1, Rz, Rs3, Rs, R1', R2', R3' og R4' er hver uavhengig valgt fra gruppen bestaende av
-H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med
fra 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet-(OCH,CH;).-R¢, halogen,
guanidinium [-NH(C=NH)NH-], -OR, -NR'R", -NO,,-NCO, -NR'COR", -SR, et sulfoksid
representert med -SOR', et sulfon representert med -SO3R’, et sulfonat -SO3"M*, et sulfat
-0SO3 M, et sulfonamid representert med -SO,NR'R", cyano, et azido, -COR', -OCOR’, -
OCONR'R";

R, for hvert tilfelle, velges uavhengig fra gruppen bestaende av -H, et eventuelt
substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0)n-R¢, et eventuelt substituert aryl
med 6 til 18 karbonatomer, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som
inneholder ett eller heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel, eller
en eventuell substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

R' og R" hver uavhengig velges fra -H, -OH, -OR, -NHR, -NR;, -COR, et eventuelt
substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0)»-R¢ og en eventuell substituert 3-
til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

n er et helt tall fra 1 og 24;
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W velges fra C=0, C=S, CH,, BH, SO og SO;;

Re er -H, -R, -OR, -SR, -NR'R", -NO; eller halogen;

Z og Z' velges uavhengig fra -(CH2)n-, -(CH2)n-CR7Rs-(CH2)na-, -(CH2)n'-NRg-(CH2)na-
» "(CH2)n-0-(CH2)na- 08 -(CH2)n-S-(CH2)na;

n' og na' er like eller forskjellige og velges fra 0, 1, 2 og 3;

R; og Rs er like eller forskjellige og hver velges uavhengig fra -H, -OH, -SH, -COOH,
-NHR', en polyetylenglykolenhet -(OCH,CH;),-, en aminosyre, en peptidenhet med 2 til 6
aminosyrer, et eventuelt substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl med fra 1 til 10
karbonatomer;

Rg velges uavhengig fra -H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller
syklisk alkyl med 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(OCH2CH3)n-;

A og A' er like eller forskjellige og velges uavhengig fra -O-, okso (-C(=0)-), -
CRR'O-, -CRR'-, -S-, -CRR'S-, -N(Rs)- og -CRR'N(Rs)-,

Rs er for hvert tilfelle uavhengig -H eller et eventuelt linezert eller forgrenet alkyl
med 1 til 10 karbonatomer;

D og D' er like eller forskjellige og uteblir eller velges fra gruppen bestaende av et
eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til
10 karbonatomer, en aminosyre, et peptid med 2 til 6 aminosyrer og en
polyetylenglykolenhet (-OCH,CH2)n-;

L uteblir eller nar tilstede, omfatter en tiolgruppe eller er en
polyetylenglykolenhet unit (-OCH,CH3)n-, et lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl eller
alkenyl med 1 til 10 karbonatomer, en fenylgruppe, en 3- til 18-leddet heterosyklisk ring
eller en 5- til 18-leddet heteroarylring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S,
N og P, hvori alkyl, alkenyl, fenyl, eller heterosyklisk eller heteroarylring eventuelt
substitueres; og

den iminreaktive reagensen velges fra gruppen bestaende av en sulfitt (H,SOs3,
H,S0; eller et salt av HSO3, SO3% eller HSO,” dannet med et kation), et metabisulfitt
(H2S20s eller et salt S;0s% dannet med et kation) og et ditionitt (H2S204 eller et salt

$,04% dannet med et kation); og
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b) reagere den andre modifiserte cytotoksisk forbindelse med CBA gjennom gruppen

reaktiv med CBA, ved en pH pa omtrent 4 til omtrent 9, for a8 danne konjugat.

4. Fremgangsmaten ifglge krav 3, hvori den modifiserte cytotoksiske forbindelse omfatter en
tiolgruppe og gruppen reaktiv med den modifiserte cytotoksiske forbindelse i en tiolreaktiv

gruppe.

5. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av krav 1 til 4, hvori den imininneholdende

cytotoksiske forbindelsen representeres av hvilken som helst av fglgende formler:

— A :l A\ X\_é.Y'
G
S aaam e
@ . eller
L
L L X Y
QoL E Ay D
N Re Rg N
c mA)

L', L” og L" er like eller forskjellige og velges uavhengig fra -H og eventuelt
substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(OCH,CH3)»-R¢, halogen, guanidinium [-
NH(C=NH)NH:], -OR, -NR'R", -NO,, -NR'COR", -SR, et sulfoksid representert med -SOR',
et sulfon representert med -SO3R', et sulfonat - SO3M, et sulfat -OSOsM, et sulfonamid
representert med -SO2NR'R", cyano, et azido, -COR', -OCOR', -OCONR'R";

M er -H eller et farmasgytisk akseptabelt kation; og

G velges fra -CH- eller -N-.

6. Fremgangsmaten ifglge krav 5, hvori den imininneholdende cytotoksiske forbindelsen

representeres av en hvilken som helst av fglgende formler:
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w Rx\su
\fj\/ x.\ "’
atS<an ,.;Ei; Qn
N.
Re
“© . eller
w-RsH
X, Y
“
QL Av@k, $sY
N IIR« RGI:( _N
o) ,

hvori:

W' uteblir, eller nér tilstede, velges fra -CR®R¢"-, -O-, -0-C(=0)-, - C(=0)-0-, -S-, -
SO-, -S0O;-, -CH>-S-, -CH,0-, -CH2NR®-, -O-(C=0)0-, -O-(C=0)N(R€)-, -N(R®)-, -N(R®)-C(=0)-, -
C(=0)-N(R®)-, -N(R¢)-C(=0)0-, - N(C(=0)R®)C(=0)-, -N(C(=0)R®)-, -(O-CH2-CH3)n-, -SS- eller
-C(=0)-, eller en aminosyre eller et peptid med 2 til 8 aminosyrer;

R* uteblir, eller nar tilstede, er et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller
syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, et aryl med 6 til 10
karbonatomer eller en 3- til 8-leddet hetereosyklisk med 1 til 3 heteroatomer valgt fra
O, NellerS;

Re og R¢ er like eller forskjellige og velges fra -H, et linezert, forgrenet eller syklisk
alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer eller -(CH,-CH»-0)n-R¥, hvori R¥ er -
H, et lineaert, forgrenet syklisk alkyl med 1 til 6 karbonatomer, eventuelt med en
sekundaer amino- (f.eks. -NHR1%?) eller tertiaer amino (-NR1R192)-gruppe eller et 5- eller
6-leddet nitrogen som inneholder heterosyklus, som f.eks. piperidin eller morfolin, hvori
R101 and R192 er hvert uavhengig et linezert, forgrenet syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl
med 1 til 10 karbonatomer; R¥%og R%? er fortrinnsvis hver uavhengig et linezert eller
forgrenet alkyl med 1 til 6 karbonatomer;

n er et helt tall fra 1 og 24.

7. Fremgangsmaten ifglge krav 6, hvori:
X' velges gruppene bestaende av -H, et substituert eller usubstituert lineaert,

forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10 karbonatomer, fenyl og
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en aminbeskyttende gruppe;

Y' velges fra gruppen bestaende av -H, en oksogruppe, et substituert eller
usubstituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer;

A og A' velges far -O- og -S-;

W' uteblir eller velges fra -O-, -N(R®)-, -N(R®)-C(=0)-, -N(C(=0)R®)-, -S- eller -CH>-S-
, “-CH2NR®-;

R* uteblir eller velges fra et linezert, forgrenet eller syklisk alkyl med 1 til 10
karbonatomer;

Re er -H, et linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10
karbonatomer eller -(CH»-CH>-0)-R¥, hvori R er -H, et linezert, forgrenet syklisk alkyl
med 1 til 6 karbonatomer, eventuelt med en sekundaer (f.eks. -NHR%?) eller terticer
amino (-NR!91R10?).gruppe eller et 5- eller 6-leddet nitrogen som inneholder
heterosyklus, som f.eks. piperidin eller morfolin, hvori R1°! and R°? er hvert uavhengig
et lineaert, forgrenet syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer;

G velges fra -CH- eller -N-.

8. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst krav 1-7, hvori det bifunksjonelle
tverrkoplingsmidlet velges fra: N-suksinimidyl 4-(maleimidometyl)sykloheksankarboksylat
(SMCC), N-suksinimidyl-4-(N-maleimidometyl)-sykloheksan-1-karboksy-(6-amidocaproat) (LC-
SMCC), k-maleimidoundekansyre N-suksinimidylester (KMUA), y-maleimidobutansyre N-
suksinimidylester (GMBS), e-maleimidokapransyre N-hydroksysuksinimidsester (EMCS), m-
maleimidobenzoyl-N-hydroksysuksinimidsester (MBS), N-(a-maleimidoacetoksy)-
suksinimidsester (AMAS), suksinimidyl-6-(B-maleimidopropionamido)heksanoat (SMPH), N-
suksinimidyl 4-(p-maleimidofenyl)-butyrat (SMPB), N-(p-maleimidofenyl)isocyanat (PMPI), N-
suksinimidyl-4-(4-nitropyridyl-2-ditio)butanoat; N-suksinimidyl-4-(iodoacetyl)-aminobenzoat
(SIAB), N-suksinimidyl iodoacetat (SIA), N-suksinimidyl bromoacetat (SBA) og N-suksinimidyl 3-
(bromoacetamido)propionat (SBAP), bis-maleimidopolyetyleneglykol (BMPEQ), BM(PEO)s,
BM(PEO)s, N-(B-maleimidopropyloksy)suksinimidsester (BMPS), 5-maleimidovaleriansyre NHS,
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HBVS, 4-(4-N-maleimidofenyl)-butansyre hydrazideHCI (MPBH), suksinimidyl-(4-
vinylsulfonyl)benzoat (SVSB), ditiobis-maleimidoetan (DTME), 1,4-bis-maleimidobutan (BMB),
1,4-bismaleimidyl-2,3-dihydroksybutan (BMDB), bis-maleimidoheksan (BMH), bis-
maleimidoetan (BMOE), sulfosuksinimidyl 4-(N-maleimido-metyl)sykloheksan-1-karboksylat
(sulfo-SMCC), sulfosuksinimidyl(4-iodo-acetyl)aminobenzoat (sulfo-SIAB), m-maleimidobenzoyl-
N-hydroksysulfosuksinimidsester (sulfo-MBS), N-(y-maleimidobutryloksy)sulfosuksinimdester
(sulfo-GMBS), N-(e-maleimidokaproyloksy)sulfosuksimidoester (sulfo-EMCS), N-(k-
maleimidoundekanoyloksy)sulfosuksinimidsester (sulfo-KMUS), sulfosuksinimidyl 4-(p-
maleimidofenyl)butyrat (sulfo-SMPB), CX1-1, sulfo-Mal, PEG,-Mal, N-suksinimidyl-4-(4-
nitropyridyl-2-ditio)butanoat, N-suksinimidyl-3-(2-pyridylditio)propionat (SPDP), N-suksinimidyl-
4-(2-pyridylditio)pentanoat (SPP), N-suksinimidyl-4-(2-pyridylditio)butanoat (SPDB) og N-
suksinimidyl-4-(2-pyridylditio)2-sulfo butanoat (sulfo-SPDB).

9. Fremgangsmate for a fremstille et konjugat omfattende et cellebindende middel (CBA)
konjugert til en cytotoksisk forbindelse med en koplingsgruppe, fremgangsmaten omfattende a
reagere en andre modifisert forbindelse med CBA ved en pH pa omtrent 4 til omtrent 9, hvori
den andre modifiserte cytotoksiske forbindelsen omfatter:
rest av et bifunksjonelt tverrkoplingsmiddel bundet til det cytotoksiske forbindelsen, og
resten omfatter koplingsgruppen og en reaktiv gruppe valgt fra en reaktivt ester og
en tiolreaktiv gruppe og representeres av én av fglgende formler:
Y Xy JY'
Ry’ 2'\?* NE . A—D-L-D—A! N—= _z_ R
Rz'%;?’N\WJQiRG RGJCLW/S\QRZ
R’ Ry

(I2) Re Rsaller

R2' R1'Y X'\ Y' R1 Ra
Ra-b\%"‘” A—D—-L—D'—A: N“QFQ,R:,
N II Ii NS
Rg' 7w Re R W Z R,
(IIa")
eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav, hvori den andre modifiserte cytotoksiske

forbindelsen produseres ved a reagere en imininneholdende reagens med en imininnholdende

cytotoksisk forbindelse som inneholder koplingsgruppen og den reaktive gruppen
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og hvori den imininneholdende cytotoksiske forbindelsen representeres av én av fglgende

formler:

x, —/Y'
Ri\ 7. ,_NJiIA—D—L—D'—AI:(N % rz R
RZ'AQN\W Re Re W/NQRZ
R3' Ry Ry R3

(Ia)

Rz' R1I X'\ Y R1 Rz
R4' ZlfN\W R6 R6 W/N\ R4

(ITa)

» eller

eller et farmasgytisk akseptabelt salt derav,
hvori:

-C(Y)-N(H)-motivet i formel (1a') og (IIa') resulterer fra reaksjonen til den
iminreaktive reagensen med den imininnholdende cytotoksiske forbindelsen;

X' velges fra -H, en aminbeskyttende gruppe, koplingsgruppen med den reaktive
gruppen bundet dertil, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl,
alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -
(CH2CH,0)n-R€ 0g eventuelt substituert aryl med 6 til 18 karbonatomer, en eventuelt
substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som inneholder ett eller flere heteroatomer
uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel, og en eventuelt subtitutert 3- til 18-
leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N
og P;

Y' velges fra -H, en oksogruppe, koplingsgruppen med den reaktive gruppen
bundet dertil, et eventuelt substituert lineaert,forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller
alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, et eventuelt substituert 6- til 18-leddet aryl, en
eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring inneholdende ett eller flere
heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel, en eventuelt substituert
3 til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer;

R¢ er -H eller et substituert eller usubstituert linezert eller forgrenet alkyl med 1 til 4

karbonatomer, eller koplingsgruppen med den respektive gruppen bundet dertil;
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R1, Rz, R3, Ra, R1', R2', R3' og R4' er hver uavhengig valgt fra gruppen bestaende av
-H, et eventuelt substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med
fra 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet-(OCH,CH;).-R¢, halogen,
guanidinium [-NH(C=NH)NH], -OR, -NR'R", -NO,,-NCO, -NR'COR", -SR, et sulfoksid
representert med -SOR', et sulfon representert med -SO;R’, et sulfonat -SO3"M*, et sulfat
-0S03"M*, et sulfonamid representert med -SO,NR'R", cyano, et azido, -COR', -OCOR’, -
OCONR'R"; og koplingsgruppen med den reaktive gruppen bundet dertil;

R, for hvert tilfelle, velges uavhengig fra gruppen bestaende av -H, et eventuelt
substituert lineesert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0)n-R¢, et eventuelt substituert aryl
med 6 til 18 karbonatomer, en eventuell substituert 5- til 18-leddet heteroarylring som
inneholder ett eller flere heteroatomer uavhengig valgt fra nitrogen, oksygen og svovel,
eller en eventuell substituert 3- til 18-leddet heterosyklisk ring som inneholder 1 til 6
heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

R' og R" hver uavhengig velges fra -H, -OH, -OR, -NHR, -NR;, -COR, et eventuelt
substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(CH,CH,0)»-R¢ og en eventuell substituert 3-
til 18-leddet heterosyklisk ring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P;

n er et helt tall fra 1 og 24;

W velges fra C=0, C=S, CH,, BH, SO og SO3;

Re er -H, -R, -OR, -SR, -NR'R", -NO, halogen eller koplingsgruppen med den
reaktive gruppen bundet dertil;

Z og Z' velges uavhengig fra -(CHz)n-, -(CH2)n-CR7Rs-(CH2)na™-, -(CH2)n-NRg-(CH2)na'-
» "(CH2)n-0-(CH2)na- 08 -(CH2)n-S-(CH2)na;

n' og na' er like eller forskjellige og velges fra 0, 1, 2 og 3;

R7 og Rs er like eller forskjellige og hver velges uavhengig fra -H, -OH, -SH, -COOH,
-NHR', en polyetylenglykolenhet -(OCH,CH3)n-, en aminosyre, en peptidenhet med 2 til 6
aminosyrer, et eventuelt substituert lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl med fra 1 til 10

karbonatomer;
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Rg velges uavhengig fra -H, et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller
syklisk alkyl med 1 til 10 karbonatomer, en polyetylenglykolenhet -(OCH2CH3)n-;

A og A' er like eller forskjellige og velges uavhengig fra -O-; okso (-C(=0)-), -
CRR'O-, -CRR'-, -S-, -CRR'S-, -NRs og -CRR'N(Rs)-,

Rs er for hvert tilfelle uavhengig -H eller et eventuelt linezert eller forgrenet alkyl
med 1 til 10 karbonatomer;

D og D' er like eller forskjellige og uteblir eller velges uavhengig fra gruppen
bestaende av et eventuelt substituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller
alkynyl med 1 til 10 karbonatomer, en aminosyre, et peptid med 2 til 6 aminosyrer og en
polyetylenglykolenhet (-OCH2CH3)n;

L uteblir, koplingsgruppen med den reaktive gruppen bundet dertil, en
polyetylenglykolenhet (-OCH,CHz)n-, et lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl eller alkenyl
med 1 til 10 karbonatomer, en fenylgruppe, en 3- til 18-leddet heterosyklisk ring eller en
5- til 18-leddet heteroarylring med 1 til 6 heteroatomer uavhengig valgt fra O, S, N og P,
hvori alkylet eller alkenylet eventuelt substitueres med koplingsgruppen med den
reaktive gruppen bundet dertil; fenyl eller heterosyklisk eller heteroarylring kan
eventuelt substitueres, hvori sustituenten kan vaere koplingsgruppen med den reaktive
gruppen bundet dertil; og

den iminreaktive reagensen velges fra gruppen bestaende av en sulfitt (H,SOs3,
H,S0; eller et salt av HSO3, SOs% eller HSO,” dannet med et kation), en metabisulfitt
(H2S20s eller et salt S;05%> dannet med et kation) og et ditionitt (H2S204 eller et salt

S,04% dannet med et kation).

10. Fremgangsmaten ifglge krav 3 eller krav 9, hvori den andre cytotoksiske forbindelsen

representeres av en hvilken som helst av fglgende formler:

RX
w s-z®
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w’ Rz
Qs ]@JL -ﬁ‘%
(Xa")

hvori:

Y velges fra -SOsM, -SO,M eller -OSOszM;

M er -H eller et farmasgytisk akseptabelt kation som f.eks. Na* eller K*;

X' velges fra gruppen bestdende av -H, et substituert eller usubstituert linezert,
forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10 karbonatomer, fenyl og
en aminbeskyttende gruppe;

Y' velges fra gruppen bestaende av -H, en oksogruppe, et substituert eller
usubstituert linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med fra 1 til 10
karbonatomer;

A og A' velges fra -O- og -S-;

W' uteblir eller velges fra -O-, -N(R®)-, -N(R®)-C(=0)-, -N(C(=0)R®)-, -S- eller -CH>-S-
, -CH2NRE-;

R* uteblir eller velges fra et linezert, forgrenet eller syklisk alkyl med 1 til 10
karbonatomer;

Re er -H, et linezert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10
karbonatomer eller -(CH2-CH>-0),-R¥, hvori R er -H, et linezert, forgrenet syklisk alkyl
med 1 til 6 karbonatomer, eventuelt med en sekundaer amino- (f.eks. - NHR%?) eller
tertizer amino (-NR!%1R92)-gruppe eller et 5- eller 6-leddet nitrogen som inneholder
heterosyklus, som f.eks. piperidin eller morfolin, hvori R1%! og R1%2 er hver uavhengig et
lineaert, forgrenet eller syklisk alkyl, alkenyl eller alkynyl med 1 til 10 karbonatomer;

G velges fra -CH- eller -N-;

Z° velge som hvilken som helst av fglgende formler:
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o]
E ~ (CHz)q 7 ° P
N ‘I( N
o
o o (a2);

0

%& “v"*u'\r”\)‘u’\"‘“" ( °

g er et helt tall fra 1 til 5; fortrinnsvis er q lik 2;
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n er et helt tall fra 2 og 6; fortrinnsvis er n lik 4;
D er -H eller -SOsM;

M er -H eller et farmasgytisk akseptabelt kation som f.eks. Na* eller K*.

11. Fremgangsmaten ifglge hvilket som helst av krav 1-10, hvori konjugatet er:

0\/"\0-‘"\,0\/\ N f\K ,V\'r

L mﬁ“»%

SOH y

JD\J“""Q"\.#D\/“‘ N’X ‘SWN_

é’ﬂ 4,

,t;%—
OwDNDV\N’\K

ooy

Dmowo\ﬁ"fx .\/\_"JL

Sﬁ %%

hvori r er et helt tall fra 1 til 10, Y er -SOsM og M er -H eller et farmasgytisk akseptabelt kation.

. eller
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12. Fremgangsmaten fglge hvilket som helst av krav 1-11, hvori det cellebindende midlet er et

antistoff, et enkeltkjedet antistoff, et antistoffragment som bindes spesifikt til malcellen, et

monoklonalt antistoff, et enkeltkjedet monoklonalt antistoff, eller et monoklonalt
antistoffragment som bindes spesifikt til malcellen, et kimerisk antistoff, et kimerisk

antistoffragment som bindes spesifikt til malcellen, et domeneantistoff, et

domeneantistoffragment som bindes spesifikt til malcellen, et lymfokin, et hormon, et vitamin,

en vektfaktor, en kolonistimulerende faktor, et naeringtransporterende molekyl.

13. Fremgangsmaten ifglge krav 1, hvori fremgangsmaten er for a fremstille et konjugat med

felgende formel:

O\/\ONO\/\N/\K /\/\n,

SOJH
o\/"o’\fo‘\/" N ’\R 3

f\,JL
Omof\vommx ‘t}*

O~ OAVO\/\ N/z \/\)LH

éQ@ )

"oy,

o,

éf’ﬂ ﬁf%

s eller

og fremgangsmaten omfatter a reagere en modifisert cytotoksisk forbindelse som produseres

ved a reagere en iminreaktiv reagens med en imininneholdende cytotoksisk forbindelse med
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felgende formel:

0. O SH
NN \/\N’\K

N \/©\/ “
o) o) -
N OMe MeO N
o] o

med henholdsvis modifisert CBA med fglgende formel, ved en pH pa omtrent 4 til omtrent 9,

H
NS N-CBA
£ \SW
J !

N S. WN-CBA
| T °
X7NF ©
X =-H eller -NO,,

0 o
EéN/\/IkN—CBA
H
o

o

'\/\)j\
N—CBA
H

hvori:
r er et helt tall fra 1 og 10; og
hvori -C(Y)-N(H)-motivet i konjugatene resulterer fra reaksjonen til den iminreaktive

reagensen med den imininnholdende cytotoksiske forbindelsen.

14. Fremgangsmaten ifglge krav 13, hvori den modifiserte cytotoksiske forbindelsen har

felgende formel:

/O\/\o/\/o\/\ N /\RSH

¥ H \/@\/ H
o) 0. -
%
N OMe MeO N
[0} (o]

hvori Y -SO3M og M er -H eller et farmasgytisk akseptabelt kation.
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15. Fremgangsmaten ifglge krav 2, hvori fremgangsmaten er for a fremstille et konjugat med

felgende formel:

H -
ID‘\/\Q“"“VOMN’\RS ~S'\/\n¢ N_
o
¥ H H
N Dx/g\ao N,
N«p OMe Maﬂm-hl
o O

SOH

#Owcﬂ,ﬂw N /\KS.SW N—

é’wﬁ =%,

LCJ‘”—
D"“‘OWGMN'\K

FPtoR,

,OmumﬂmeXS\A)LH

s eller

og fremgangsmaten omfatter a reagere CBA med en imininneholdende cytotoksisk forbindelse,
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en iminreaktiv reagens og et bifunksjonelt tverrkoplingsmiddel omfattende koplingsgruppen for
a danne konjugatet,
hvori:

den imininneholdende forbindelsen er:

O o/\/O\/\ N /\KSH

o) o) >
N OMe MeO' N
o) 0

det bifunksjonelle tverrkoplingsmidlet er:
O
ENj/S\S/\/\n,O\;§
= o)
O L
SOz o)
/ENj/S\S/\)\IrOb
X F °© o

(X =-H eller -NO,),

» henholdsvis og
hvori -C(Y)-N(H)-motivet i konjugatene resulterer fra reaksjonen til den iminreaktive

reagensen med den imininnholdende cytotoksiske forbindelsen.

16. Fremgangsmaten ifglge hvilke som helst av de forgdende kravene, hvori den iminreaktive

reagens er NaHSOs; eller KHSOs.



	Bibliographic data
	Claims

