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CONJUGUES DE DIMERES DE PYRROLO[l,4] BENZODIAZEPINE EN TANT QU'ANTICANCEREUX 

5 La presente invention se rapporte a des conjugues de dimeres de pyrrolo[1,^benzodiazepine 

(PBD), les compositions les contenant et leur application therapeutique, notamment comme 

anticancereux. L'invention se rapporte aussi au procede de preparation des conjugues a leur 

application en tant qu'anticancereux ainsi qu'aux dimeres eux-memes. 

10 [Domaine technique] 

Les dimeres de pyrrolo[1,^benzodiazepines sont des anticancereux qui agissent en se liant de 

fagon covalente a I'ADN des cellules. Ces derives ont ete decrits dans les demandes WO 

00/12508 et WO 2005/085260 ainsi que dans les publications suivantes : Eur.J.Med.Chern. 2005, 

40, 641-654 ; Tetrahedron Letters 1988, 29(40), 5105-5108. 

15 
La chimie des conjugues est connue depuis de nombreuses annees et a ete appliquee a 

plusieurs families de cytotoxiques comme par exemple les maytansinoTdes (WO 04103272), les 

taxanes (WO 06061258), les leptomycines (WO 07144709), le CC-1065 et ses analogues (WO 

2007102069); voir aussi a propos des conjugues, Monneret C., et al., Bulletin du Cancer 2000, 

20 87(11), 829-38 ; Ricart A.D., et al., Nature Clinical Practice Oncology 2007, 4, 245-255 ; Singh R. 

et Rickson H.K., Therapeutic Antibodies : Methods and Protocols, 2009, 525, 445-467. 

[Art anterieur] 

Des conjugues de dimeres de pyrrolo[1,4]benzodiazepine ont deja ete decrits dans les 

25 demandes WO 07085930 ou WO 2009/016516. Les dimeres utilises ont pour plus 

particulierement pourformules : 

dans lesquelles T peut representer un groupe aryle ou heteroaryle substitue par -G-D-(Z)p-SZa 

ou -G-D-(Z)p-C(=0)ZbRb. G represente une liaison simple ou double ou bien -0-, -S- ou -NR-. D 

30 represente une liaison simple ou bien I'un des groupes suivants : -E-, -E-NR-, -E-NR-F-, -E-0-, -

E-O-F-, -E-NR-CO-, -E-NR-CO-F-, -E-CO-, -CO-E-, -E-CO-F, -E-S-, -E-S-F-, -E-NR-CS-, -E-NR-

CS-F- pour lesquels E et F sont choisis parmi -(OCH2CH2)ialkyl(OCH2CH2)j-, -alkyl(OCH2CH2)r 

alkyl-, -(OCH2CH2)r, -(OCH2CH2)iCycloalkyl(OCH2CH2)r, -(OCHzCHz^heterocyclyKOCHzCHz),-, -

(OCH2CH2)iaryl(OCH2CH2)r, -(OCHzCHz^heteroaryKOCHzCHz),-, -alkyl-

35 (OCH2CH2)ialkyl(OCH2CH2)r, -alkyl-(OCH2CH2)r, -alkyl-(OCH2CH2)iCycloalkyl(OCH2CH2)r, -

alkyl(OCH2CH2)iheterocyclyl(OCH2CH2)r, -alkyl-(OCH2CH2)iaryl(OCH2CH2)r, 
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alkyl(OCH2CH2)iheteroaryl(OCH2CH2)j-, -cycloalkyl-alkyl-, -alkyl-cycloalkyl-, -heterocyclyl-alkyl-, -

alkyl-heterocyclyl-, -alkyl-aryl-, -aryl-alkyl-, -alkyl-heteroaryl- , -heteroaryl-alkyl-. I etj represented 

des nombres entiers allant de 0 a 2000. Z represente un groupe alkyle et p est un nombre entier 

valant 0 ou 1. 

5 

Le groupe L2= -CH2C(=0)NR3-(CH2CH20)rALK- qui caracterise certains des composes 

de la presente invention comprend le motif amide (-CONR3-) et ne peut correspondre 

dans WO 07085930 ou dans WO 2009/016516 qu'au motif -E-CONR-F- avec E= alkyl et 

F= -(CH2CH20)i-alkyl-. Cependant, le groupe L-\ qui est rattache au cycle phenyle ou 

10 pyridinyle et qui est rattache a L2 n'est pas decrit ni suggere par ces deux demandes. En 

effet, il ne pourrait correspondre qu'au motif G. Or, G ne peut etre qu'une liaison (simple, 

double, triple) ou bien -0-, -S- ou -NR-. S'agissant des autres composes de la presente 

invention qui se caracterisent par le linker -0-ALK-NR3-ALK-S-(CH2CH20)rALK-, aucun 

des motifs D de WO 07085930 ou de WO 2009/016516 ne prevoit la combinaison d'un 

15 groupe amine NR3 et d'une liaison -S-. Les dimeres suivants sont decrits dans WO 

2009/016516 : 

mais aucun de ces dimeres ne comprend un linker similaire a ceux decrits dans la presente 

20 invention (en particulier, pas de motif-ALK-S-). 

Ainsi, les deux demandes WO 07085930 et WO 2009/016516 ne decrivent ni ne suggerent les 

composes de la presente invention. 

25 [Probleme technique] 

Le probleme technique qu'entend resoudre la presente invention est de proposer de nouveaux 

conjugues de dimeres de pyrrolo[1,^benzodiazepine. 

[Definitions] 

30 On entend par: 

• conjugue : un agent de ciblage cellulaire auquel est attache de fagon covalente au moins une 
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molecule d'un compose cytotoxique ; 

• agent de ciblage cellulaire (ou « cell binding agent» en anglais) : une molecule ayant une 

affinite pour une cible biologique : il peut s'agir par exemple d'un ligand, d'une proteine, d'un 

anticorps, plus particulierement monoclonal, d'un fragment de proteine ou d'anticorps, d'un 

5 peptide, d'un oligonucleotide, d'un oligosaccharide. L'agent de ciblage a pour fonction de diriger 

le compose biologiquement actif comme un cytotoxique vers la cible biologique ; 

• cible biologique : un antigene (ou groupe d'antigenes) localise preferentiellement a la surface 

des cellules cancereuses ou cellules stromales associees a cette tumeur ; ces antigenes 

pouvant etre par exemple, un recepteur de facteur de croissance, un produit d'oncogene ou de 

10 gene « suppresseur de tumeur » mute, une molecule liee a I'angiogenese, une molecule 

d'adhesion ; 

• groupe alkyle : un groupe hydrocarbone aliphatique sature obtenu en enlevant un atome 

d'hydrogene d'un alcane. Le groupe alkyle peut etre lineaire ou ramifie. A titre d'exemples, on 

peut citer les groupes methyle, ethyle, propyle, isopropyle, butyle, iso-butyle, tertio-butyle, 

15 pentyle, 2,2-dimethylpropyle, hexyle ; 

• groupe cycloalkyle : un groupe alkyle cyclique comprenant entre 3 et 8 atomes de carbone 

engages dans la structure cyclique. A titre d'exemples, on peut citer les groupes cyclopropyle, 

cyclobutyle, cyclopentyle, cyclohexyle ; 

• groupe aryle : un groupe aromatique ne contenant pas d'heteroatome, mono- ou bicyclique. II 

20 s'agit plus particulierement des groupes phenyle et naphtyle ; 

• groupe heteroaryle : un groupe aromatique comprenant au moins un heteroatome (O, S, N) 

engage dans le cycle et relie aux atomes de carbone formant le cycle, mono- ou bicylique. II 

s'agit plus particulierement des groupes pyridinyle, pyrrolyle, thienyle, furanyle, pyrimidinyle, 

triazolyle ; 

25 • groupe heterocycloalkyle : un groupe cycloalkyle comprenant au moins un heteroatome (O, S, 

N) engage dans le cycle et relie aux atomes de carbone formant le cycle ; 

• groupe alcoxy : un groupe -O-alkyle, ou le groupe alkyle est tel que defini ci-dessus ; 

• groupe alcanoyloxy: un groupe -O-CO-alkyle, oil le groupe alkyle est tel que defini ci-

dessus ; 

30 • groupe alkylene : un groupe divalent sature de formule brute -CmH2m-, obtenu en enlevant 

deux atomes d'hydrogene d'un alcane. L'alcane peut etre lineaire ou ramifie. A titre 

d'exemples, on peut citer les groupes methylene (-CH2-), ethylene (-CH2CH2-), propylene (-

CH2CH2CH2-), butylene (-CH2CH2CH2CH2-), isobutylene ( ), hexylene (-

CH2CH2CH2CH2CH2CH2-). Un groupe alkylene lineaire peut etre plus particulierement de 

35 formule -(CH2)m-, m representant un nombre entier; 

• dans les plages de valeurs, les bornes sont incluses (par ex. une plage du type « i allant de 1 

a 6 » inclut les bornes 1 et 6. 
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Abreviations utilisees 

AcOEt: acetate d'ethyle ; ALK : groupe (CrCi2)alkylene, plus particulierement (CrC6)alkylene ; 

CCM : chromatographie sur couche mince (TLC en Anglais) ; DAR : Drug Antibody Ratio ; DBU : 

5 1,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene ; DCC : N,N'-dicyclohexylcarbodiimide ; DCM : 

dichloromethane ; DEAD : diethylazodicarboxylate ; DIC : N,N'-diisopropylcarbodiimide ; DIPEA : 

N,N-diisopropylethylamine ; DMA : dimethylacetamide ; DMAP : 4-dimethylaminopyridine ; DME : 

dimethoxyethane ; DMF : dimethylformamide ; DMSO : dimethylsulfoxyde ; e: coefficient 

d'extinction molaire ; EEDQ : 2-ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydroquinoline ; EDCI : N-(3-

10 dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide ; EDTA: acide ethylene-diamine-tetraacetique; 

Fmoc : fluorenylmethoxycarbonyl ; GP : groupe protecteur; Hal : atome d'halogene ; HOBt: 1-

hydroxybenzotriazole ; HEPES : acide 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonique ; LG : 

groupe partant; NHS : N-hydroxysuccinimide ; NMP : N-methylpyrrolidinone ; PR : pression 

reduite ; Rf : facteur de retention ; SEC : chromatographie d'exclusion sterique ; TA : temperature 

15 ambiante ; TBDMS : ferf-butyldimethylsilyl ; TEA: triethylamine ; TFA : acide trifluoroacetique ; 

TIPS : triisopropylsilyl ; THF : tetrahydrofurane ; tR: temps de retention. 

[Figures] 

Fig.1 : spectre de masse haute resolution du conjugue de l'ex.1 apres deglycosylation ; 

20 Fig.2 : spectre de masse haute resolution du conjugue de l'ex.2 apres deglycosylation ; 

Fig.3 : spectre de masse haute resolution du conjugue de l'ex.3 apres deglycosylation ; 

Fig.4 : spectre de masse haute resolution du conjugue de l'ex.4 apres deglycosylation ; 

Fig.5 : spectre de masse haute resolution du conjugue non deglycosyle de l'ex.6. 

25 Ces figures montrent pour chaque conjugue apres deconvolution, la distribution des especes 

portant de 0 a 8 dimeres de tomaymycine (D0 : aucun dimere ; Dx: x dimeres). 

[Description de l'invention] 

L'invention est relative a des composes de formule : 

dans laquelle : 

• represente une liaison simple ou une liaison double avec la condition que si 

represente une liaison simple alors : 
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10 

15 

20 

25 

30 

-— represente une liaison simple ; 

U et/ou U' identique ou different, represente(nt) independamment I'un de I'autre H ; 

W et/ou W' identique ou different, represente(nt) independamment I'un de I'autre : 

OH, -OR, -OCOR, -COOR, -OCOOR, -OCONRR', un carbamate cyclique tel que N10 et 

C11 soient inclus dans un cycle, -NRCONRR', 

-OCSNHR, un thiocarbamate cyclique tel que N10 et C11 soient inclus dans un cycle, 

-SH, -SR, -SOR, -SOOR, -S03", -NRSOOR', -NRR', une amine cyclique telle que N10 et 

C11 soient inclus dans un cycle, -NROR', -NRCOR', -N3, -CN, Hal, un groupe 

trialkylphosphonium ou triarylphosphonium ; 

• R1, R2, R1', R2' identiques ou differents, representent, independamment I'un de I'autre : H, 

Hal ou un groupe (CrC6)alkyle eventuellement substitue par un ou plusieurs 

substituant(s) choisi(s) parmi : Hal, CN, NRR', CF3, OR, un groupe aryle ou heteroaryle, 

S(0)qR avec q =0,1 ou 2 ; 

ou bien 

• R1 et R2 et/ou R1' et R2' forment ensemble respectivement une double liaison =CH2 ou 

=CH-CH3; 

• Y et Y', identiques ou differents, representent independamment I'un de I'autre H ou OR ; 

• M represente CH ou N ; 

• ALK et ALK' identiques ou differents, representent independamment I'un de I'autre un 

groupe (CrC6)alkylene ; 

• R et R' representent independamment I'un de I'autre, H ou un groupe (CrC6)alkyle ou 

aryle eventuellement substitue par un ou plusieurs substituant(s) choisi(s) parmi : Hal, 

CN, NRR', CF3, OR, un groupe aryle ou heteroaryle ; 

• L represente: 

• le groupe -L1-L2- dans lequel Li est rattache au cycle aromatique comprenant M par 

le groupe ALK ou OALK et represente I'un des groupes suivants : 

-ALK-S-
o 

N-CH,— 

-0-ALK-NRg-ALK-s 

-O-ALK-N R3-ALK-S-

-O-ALK-N 

-O-ALK-N 

ALK-S-

ALK-S-

-O-ALK-N N-ALK-S-
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et l_2 represente le groupe -CH2C(=0)-NR3-(CH2CH20)rALK- rattache a Li par -

CH2C(=0)-

ou bien 

• le groupe -O-ALK-NR3-ALK-S-(CH2CH20)i-ALK- rattache au cycle aromatique 

5 comprenant M par le groupe OALK 

• R3 represente H ou un groupe (CrC6)alkyle ; 

• i represente un nombre entier allant de 1 a 40, plutot de 1 a 20, de preference de 1 a 10 ; 

• Zb represente une liaison simple, -O- ou -NH- et Rb representant H ou un groupe (Cr 

Ce)alkyle, (C3-C7)cycloalkyle, aryle, heteroaryle ou (C3-C7)heterocycloalkyle ou bien Zb 

10 represente une liaison simple et Rb represente Hal. 

15 

20 

Les composes de formule (I), y compris ceux exemplifies, peuvent exister a I'etat de bases ou de 

sels d'addition a des acides pharmaceutiquement acceptables ou encore d'hydrates ou solvates 

de ces bases ou de ces sels. 

Plus particulierement, les deux groupes ALK et ALK' attaches au noyau phenyle ou pyridinyle 

designent tous deux un groupe methylene : 

,Ri' 

R,' 

Plus particulierement, parmi les composes de formule (I), on distingue ceux de formule (IA) ou 

(IB): 
L-C(=0)-Z6R6 L-C(=0)-ZbRb 

Y et Y' representent plus particulierement un groupe (C-i-C^alcoxy, notamment le groupe 

methoxy. R et R' peuvent representer plus particulierement independamment I'un de I'autre, H ou 

25 un groupe (CrC6)alkyle. Selon un mode particulier, U=U' et/ou W=W' et/ou Ri=R-i' et/ou R2=R2' 

et/ou Y=Y' et/ou les deux groupes ALK et ALK' attaches au noyau phenyle ou pyridinyle sont 

identiques. 

L peut etre plus particulierement choisi parmi I'un des suivants 

30 -ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2-
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-0-ALK-NR„-ALK-S 

N—CH—CH2C(=0)NH-(CH2CH20)i-CH2CH2 

-O-ALK-N R3-ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2 
o 

-O-ALK-N77 XxN-^~ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)i-CH2CH2 

-O-ALK-N ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2 

-O-ALK-N N -ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2 

-0-ALK-NR3-ALK-S-(CH2CH20)rCH2CH2-

Parmi ceux-ci, ALK represente plus particulierement un groupe (C-i-C^alkylene. En particulier, 

ALK peut etre I'un des suivants : -CH2CH2-, -CH2CMe2-, -CH2CH2CMe2-. L peut etre aussi I'un de 

10 ceux decrits dans le Tableau I ci-dessous ou dans le Tableau II. 

i represente un nombre entier allant de 1 a 40, plutot de 1 a 20, de preference de 1 a 10. i peut 

prendre chacune des valeurs allant de 1 a 40, en particulier i peut valoir 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10. 

15 Le Tableau I decrit des exemples representatifs de composes selon la formula (IA). Chaque 

compose de ce tableau peut exister sous la forme avec M=CH (benzene) ou M=N (pyridine). Les 

composes avec M=N sont plus solubles dans I'eau. 

Tableau I 
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Les composes selon l'invention comprennent le groupe chimique -C(=0)ZbRb (GCR1) qui est 

reactif vis-a-vis d'un groupe chimique reactif (GCR2) present sur I'agent de ciblage. La reaction 

entre GCR1 et GCR2 assure I'attachement du compose sur I'agent de ciblage par formation 

5 d'une liaison covalente. Ainsi, le compose est apte a etre conjugue a un agent de ciblage. Plus 

particulierement, Zb represente O ; dans ce cas, GCR1 represente une fonction acide (Rb=H) ou 

ester. Plus particulierement, -C(=0)ZbRb represente -COOH, -COO(CrC6)alkyle, notamment -

COOCH3, ou -COOCH2CH=CH2. Parmi les fonctions esters, on prefere les esters dits « actives » 

qui presentent une bonne reactivite vis-a-vis des groupes GCR2, notamment vis-a-vis des 

10 groupes amino presents sur les anticorps. Des exemples d'esters actives sont les 
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V V.SO3M CO—O — N 
—COO-N COO-N V-^k 

M=H ou cation U 
H H \ J ~ct -,\ // 

suivants: 0 , 0 , , ou le groupe x—7 dans lequel 

Gl represente au moins un groupe inductif tel que -NO2 ou -Hal, notamment -F. II peut s'agir par 

-N02 

exemple des groupes suivants: ou de F v Un autre type de groupe 

C(=0)ZbRb est le suivant: 

A titre d'exemple de GCR2, on peut citer les groupes e-amino des lysines portes par les chaTnes 

laterales des residus lysine qui sont presents a la surface d'un anticorps, les groupes saccharides 

de la region charniere ou les thiols de cysteines par reduction de liaisons disulfures intra-chaTne 

(Garnett M.C., et al., Advanced Drug Delivery Reviews 2001, 53, 171-216). Plus recemment 

10 d'autres approches ont ete considerees comme I'introduction de cysteines par mutation (Junutula 

J.R., et al., Nature Biotechnology 2008, 26, 925-932; WO 09026274) ou I'introduction d'acides 

amines non-naturels permettant d'autres types de chimie (de Graaf A.J., et al., Bioconjugate 

Chem. 2009, February 3, 2009 (Review); DOI: 10.1021/bc800294a ; WO 2006/069246 et selon 

Chin J.W., et al., JACS 2002, 124, 9026-9027 (technologie ReCode®)). Ces modes 

15 d'attachement utilises avec les anticorps sont applicables a I'ensemble des agents de ciblage 

connus en fonction de leur structure. 

Les composes selon l'invention peuvent done etre utilises pour la preparation d'un agent de 

ciblage auquel est attache de fagon covalente en position para de M le dimere de formule : 

20 
Plus particulierement, I'agent de ciblage est un anticorps. Plus particulierement, le dimere a pour 

formule : 

JH 

25 Procede de preparation des composes de formule (I) 

Les composes de formule (I) peuvent etre prepares selon le Schema 1 
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LG /LG1 

ALK M ALK1 

P 

Schema 1 

On fait reagir ensemble les composes Pi, et P2 pour conduire a P3. LG et LG' designent un 

groupe partant. L3 peut representer le groupe -L-C(=0)ZbRb, dans ce cas, P3 represente done un 

compose de formule (I). Dans le cas oil P3 ne represente pas le groupe -L-C(=0)ZbRb, il est 

necessaire de transformer L3 en groupe -L-C(=0)ZbRb a I'aide d'une ou de plusieurs reactions. 

En particulier, dans le cas oil -C(=0)ZbRb= °' , on peut introduire le groupe L3 termine 

par le groupe -C(=0)ZbRb= -C(=0)0-(CrC4)alkyle ou -C(=0)0-allyle, lequel est transforme 

ensuite en groupe -C(=0)0H lequel reagit finalement avec le carbonate de N-N'-disuccinimidyle 

ou le NHS. La transformation -COOalkyle/allyle en -COOH peut etre realisee par un traitement a 

la lithine. II est particulierement avantageux d'utiliser en particulier un ester methylique. La 

reaction avec le carbonate de N,N'-disuccinimidyle est conduite en presence d'une base, par 

exemple la DIPEA ; celle avec le NHS en presence d'un agent de couplage, par exemple le DCC. 

De meme, dans le cas oil -C(=0)ZbRb= V^N, on peut introduire un groupe -C(=0)ZbRb= -

COOH qui reagit ensuite avec le N,N'-carbonyldiimidazole (JACS 1958, 80, 4423 ; JACS 1960, 

82, 4596). 

Les composes Pi et P'i sont decrits dans les demandes de brevets WO 00/12508, WO 

00/12507, WO 2005/040170, WO 2005/085260, WO 07085930 ou WO 2009/016516 ou 

accessibles par synthese totale (Mori M. et al., Tetrahedron, 1986, 42, 3793-3806). Dans le cas 

oil Pi et/ou P'i represente(nt) la tomaymycine de formule : 

Tomaymycin , cette derniere peut etre preparee a I'aide de la souche Streptomyces 

croceus en suivant I'enseignement de FR 1516743 ou bien par synthese totale (voir J. Antibiotics 

1983, XXXVI(3), 276-282 Z.Tozuka "Studies on tomaymycin. Total syntheses of the antitumor 

antibiotics E- and Z- tomaymycins"). II existe egalementdes composes Pi/P'i commerciaux. Pour 
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I'introduction des groupes W/W', la fonction imine ( = liaison double) est susceptible 

d'additionner divers composes HW/HW' (par ex. H20, alcool ROH). 

a propos des composes de formule P? 

5 Ceux-ci ont pour formule : 
L-C(=0)ZbRb 

,E' 

r'2 

dans laquelle : 

• L, M, ALK, ALK', Zb et Rb sont tels que definis precedemment; 

• E et E' representent independamment I'un de I'autre un groupe -OH ou un groupe 

10 partant. 

L peut representer plus particulierement I'un de ceux decrits sur les Schemas 2, 2', 3, 3', 3", 4, 5, 

5', 6, 6', 6", 7. 

15 On distingue aussi les intermediates de formule : 
L* 

E" 
E\ / ^ 

ALK M NALK" 

o 

-O-ALK-N7' XN-^ALK-SH 

dans laquelle L* est choisi parmi : -ALK-SH ; -O-ALK-NR3-ALK-SH ; —/ ; 
o 

-O-ALK-N^ ALK_SH -O-ALK-h/ \l -ALK-SH 

Dans cette invention, on designe par « groupe partant» un atome ou un groupe d'atomes qui, 

20 dans la reaction heterolytique entre P2 et Pi ou P'i, part en emportant le doublet d'electrons de la 

liaison covalente reliant ALK et LG ou LG'. Le groupe partant est choisi plus particulierement 

parmi un atome d'halogene, notamment chlore ou brome, un groupe mesylate, tosylate, nosylate 

ou -OPPh3+. 

25 Pour les autres Schemas ci-dessous, on utilise pour simplifier les abreviations suivantes : 

Tom1 = 

* 
U' W' 
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L,= -ALK-S- et L2=-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rALK-
NR, 

ALK-S jj x (CH2CH20)j-ALK-C(=0)ZbRb 

O 

+ Pi + P'i 
LG\ ^-LG' 

ALK M ALK' 

(0 

Schema 2 

Preparation de P? 

P2 est obtenu a partir du diol halogene correspondant de formule 

I'enseignement de l'ex.3 (Schema 2'): 

HAL Li ALK-OH 
I i. protection I 

ii. n-BuLi c®^one 

HO^ J\ 

HO, /0H 

ALK M ALK' selon 

ALK-SH 

ALK M ALK' 
OH TBSO OTBS TBSO 

- NT XA,^. ALK M ALK' 

iv. transformation OH en S 
v. deprotection 

OTBS 

ALK M ALK' 

HO, /OH 
ALK M ALK' 

NR, 

Ha K ^jj (CH2CH20)i-ALK-C(=0)Z6R6 

O P„ 

NR, 

ALK-S || MCH2CH20)rALK-C(=0)ZbRb 

O 

LG\ /LG" 
ALK M ^ALK' p 

vi. introduction de LG et LG' 

^ HO. 

NRQ 

ALK-S || x(CH2CH20)i-ALK-C(=0)ZbRb 

O 

OH 
ALK M ALK' 

Schema 2' 

i. protection des deux fonctions alcool a I'aide d'un groupement protecteur tel que par ex. le tert-

10 butyl-dimethyl-silyloxy (TBS); 

ii. preparation de I'organolithien ou organomagnesien correspondant a I'aide respectivement de 

n-BuLi ou de magnesium ; 

iii. addition nucleophile sur une cetone pour former une fonction alcool ; 

iv. preparation du thiol via la formation du thioacetate correspondant (voir ex.3.7 et 3.8); 

15 v. deprotection ; 

vi. introduction de LG et LG'. Dans le cas d'un groupe mesylate, on utilise le chlorure de 

methanesulfonyle en presence d'une base telle qu'une amine tertiaire (par ex. TEA ou DIPEA) ; 

voir ex.1.4. 

20 Un exemple de diol halogene et du diol protege correspondant est celui decrit sur le schema 1 en 

page 48 de WO 2009/016516 (composes 2 et 3 du schema 1). Deux exemples de diols proteges 

sont ceux de N° CAS 181225-40-1 et 181225-41-2. 
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Le diol halogene peut etre obtenu par reduction du compose diacide ou diester correspondant, 

par exemple celui de N° CAS 193010-40-1. Voir egalement dans le cas d'une pyridine (M=N): 

Liebigs Annalen der Chemie 1991, 10, 987-988 ou Tetrahedron 2005, 61(7), 1755-1763 

(compose 3 du Schema 1). 

5 
Preparation de Pi 

cas oil ALK=CH?CH9 

cas oil R^=H 
.O 

O r-~& o O 

HO^io"S°^NH2 

o H 

Hal= Br ou I 

10 Etape (i): formation de I'amide et activation de I'acide ; les deux etapes sont realisees 

successivement dans un solvant polaire aprotique comme le DCM : reaction entre la fonction 

amine et I'halogenoacetate de N-hydroxysuccinimidyle puis addition in situ d'un agent de 

couplage comme le DIC. 

cas oil R-^H 

Hal= Br ou I 

Etape (ii): protection de I'acide carboxylique sous forme d'ester methylique et de I'amine sous 

forme de trifluoroacetamide ; la reaction est realisee en deux etapes successives dans un solvant 

polaire aprotique comme le DCM : protection de I'acide par traitement avec le 

20 trimethylsilyldiazomethane en presence de methanol puis protection de I'amine par addition 

d'anhydride trifluoroacetique et d'une base comme la TEA ; 

Etape (iii): alkylation de I'amine et saponification de Tester; la reaction est realisee en deux 

etapes successives dans un solvant polaire aprotique anhydre comme le THF : alkylation de 

I'amine par traitement avec une base comme NaH en presence d'un reactif porteur d'un 

25 groupement nucleofuge comme un halogenure d'alkyle R3Hal puis addition de lithine et d'eau ; 

Etape (i): suite a I'etape (iii), on reprend les reactions de I'etape (i) pour le cas R3=H. 

cas oil ALK^ChbCH? 

cas oil R3=H 
O 

A. (iv) 
Q" ALK HO\LK-^-O 

N..X O ALK— O 0-4. /Hal 

H 

30 
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cas oil R-^H 

Etape (iv): elongation de la chaTne PEG ; la reaction est realisee dans un solvant polaire 

aprotique anhydre comme le THF ou le DMF par traitement d'un ester halogene avec I'alcoolate 

5 d'un benzophenone-imine-PEG-alcool genere par Taction de NaH ou du naphtalenure de 

potassium comme decrit dans WO 2007/127440 ; 

Etape (v): clivage selectif de I'imine par hydrogenation en presence de palladium sur charbon 

selon Wessjohann, L. et al., Synthesis 1989, 5, 359-63 ; 

Etape (vi): protection de I'amine par addition d'anhydride trifluoroacetique et d'une base comme 

10 la TEA. 

Les amino-PEG-alcools sont commercialement disponibles pour par exemple i=3,4,7,8 ou 

peuvent etre prepares a partir des diols PEG, commercialement disponibles pour i=3 a 12, selon 

la procedure decrite dans US 7230101. La protection de la fonction amine par la benzophenone 

15 peut etre realisee par deshydratation azeotropique en presence d'un acide de Lewis comme 

I'etherate de BF3. 

o // 
N—CH2— 

-O-ALK-NRo-ALK-S W 
Li= ° et L2= -CH2C(=0)-NR3-(CH2CH20)i-ALK-

O-ALK-N R,-ALK-SSMe 

P, + P', 

O-ALK-N R,-ALK-SSMe 

Tom1 

O-ALK-NR,-ALK-SH 

Tom'1 Tom1 [I Tom'1 

"^ALK 

N—(CH2CH20)fALK-C(=0)ZbRb 

20 Preparation de P? 
OH 

GPO^ 
ALK 

Schema 3 

O-ALK-NH, n 
. Br-ALK-NHboc | 
ii. deprotection 

OGP' HO /OH 
M ALK' ALK M ALK' 

iii. H ALK-SSMe + Ti3+ 

HO, 

(I) 

O-ALK-NH-CH,ALK-SSMe 

v. introduction de 
LG/LG' 

- p2 

OH 
iv. cyanoborohydrure ALK 
de sodium 

ALK' 

Schema 3' 
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i. reaction nucleophile entre I'une des fonctions -OH (les deux autres etant protegees par GP et 

GP' qui designent des groupes protecteurs) et une bromo-amine protegee par boc de formule Br-

ALK-NHboc en presence d'une base telle que par ex. K2CO3 dans un solvant polaire tel que le 

DMF, le THF ou le MeCN (voir par ex. les conditions en page 63 de WO 07085930). 

Selon une variante, on peut realiser la substitution nucleophile de la bromo-amine par I'hydroxy-

diester de formule : 0 0 puis reduire par la suite la fonction ester en fonction -

CH2OH, par exemple avec le borohydrure de sodium ; on peut appliquer pour cela les conditions 

de la substitution nucleophile et de la reduction donnees en pages 62-63 de WO 2007/085930 ; 

10 ii. deprotection de groupes protecteurs ; 

iii. amination reductrice avec I'aldehyde de formule HC(=0)-ALK-SSMe en presence 

d'isopropoxyde de titane ; la reaction est realisee a temperature ambiante dans un solvant polaire 

aprotique anhydre comme le THF ; 

iv. il se forme un complexe intermediaire qui est reduit in situ avec un agent reducteur comme par 

15 exemple le cyanoborohydrure de sodium ; 

v. introduction de LG et LG'. Dans le cas d'un groupe mesylate, on utilise le chlorure de 

methanesulfonyle en presence d'une base telle qu'une amine tertiaire (par ex. TEA); voir ex.1.4. 

Une variante representee sur le Schema 3" consiste a introduire le groupe -ALK-SSMe sur le 

20 groupe NHboc en s'inspirant en particulier de la methode decrite par Kitagawa T. et al. JACS, 

2006, 128(45), 14448-14449 utilisee pour introduire des chaines acetylthioalkyles sur une amine 

second aire : 
O-ALK-NHboc O-ALK-Nboc-ALK-SCOMe 

i. Br-ALK-NHboc vi. Hal-ALK-SCOMe 

GPO ^°GP' GPOx /V /OGP' GPOx /Y-.Yx /OGP' 
ALK M ALK' ALK M ALK' ALK ALK' 

O-ALK-NH-CHjALK-SSMe 

ix. hydrolyse 

vii. OH-
viii. MeSSO^Me 

O-ALK-Nboc-ALK-SSMe 

LG x. introduction de LG/LG' 
^ALK M ALK' GPO /0GP' 

^2 ALK M ALK' 

Schema 3" 

25 Selon cette variante, on realise I'alkylation a I'aide d'un intermediaire Hal-ALK-SCOMe (Hal=l par 

exemple) puis on libere le thiol par un traitement en milieu basique : 

vi. alkylation par un halogenure d'alkyle porteur d'un groupe thioacetyle en presence de 

carbonate de cesium dans un solvant aprotique polaire comme le DMF ; 

vii. clivage selectif du groupe acetyle en milieu basique faible ; 
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viii. formation du groupe -SSMe par reaction du thiol intermediaire avec MeSS02Me ; 

ix. clivage des groupements protecteurs GP et GP' ; 

x. transformation des groupes hydroxyles en groupes nucleofuges LG/LG', de preference des 

groupes mesylates. 

L'introduction d'un groupe R3=(CrC4)alkyle sur un groupe NH est possible a differents stades de 

la synthese (un exemple est donne sur le Schema 3"'). Elle est realisee par exemple en 

employant la reaction de Wallach qui utilise un aldehyde (voir l'ex.1.5 oil I'alkylation NHoNMe 

10 utilise le formaldehyde). 

a propos de P* 

Les societes Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL. 61105, USA, Jenkem Technology USA Inc., 

2033, W.McDermott Dr., Allen Tx 75013-4675, USA et Quanta BioDesign, Ltd.195, West 

15 Olentangy Street, Suite O, Powell, Ohio 43065-8720, USA commercialisent des composes de 

A 
fl \ —(CH,CH,0V-CH,CH,-C(=0)-0-N 7 v^r y 

formule generale ° designes par NHS-PEG-

maleimide. II peut s'agir plus particulierement du compose de N° CAS 756525-99-2. 

L'addition du thiol sur le motif maleimide est decrite en page 721 de «Bioconjugate 

20 Techniques », Greg T. Hermanson, 2eme Ed, Elsevier Inc. (isbn-13: 978-0-12-370501-3; isbn-

10:0-12-370501-0). 

L,= -O-ALK-NR3-ALK-S- et L2= -CH2C(=0)-NR3-(CH2CH20)rALK-

P2 
NR3 

Haiyy/ Y(CH2CH20)rALK_c(=0)Z6R6 

0) 

25 Schema 4 

La preparation est semblable a celle decrite sur le Schema 3 en remplagant P5 par P4. 

Une variante decrite sur le Schema 4' correspond a une preparation semblable a celle decrite 

sur les Schema 2 et 2' : 
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O-ALK-NR,-ALK-SSMe O-ALK-NR,-ALK-SH 

0) _ 
OH HO 

NR3 

O-ALK-NRj-ALK-b | x(CH2CH20)rALK-C(=0)4f^ 

O 

ALK M ALK1 
.OH 

ALK M ALK1 Ha|^ 
NR3 

(CH2CH20)rALK-0(=0^HO--ALKXM^ALKOH 

NR3 

O-ALK-NRj-ALK-S^ "j| YcH2CH20)rALK-C(=0)^ 

O 

LG-, L<? 
ALK M ALK1 

Schema 4' 

i. deprotection par reduction du disulfure 

-O-ALK-N ALK-S-

L,= X—7 et L2= -CH2C(=0)-NR3-(CH2CH20)i-ALK-

^ALK-N N—CO-ALK-SSMe 
O 

/—\ 
-ALK-N N-CO-ALK—SSMe 

LG\ X x ^LG' 
ALK M ALK' Tom1. Jl J ^Tom'1 

"ALK M ALK1 

/—\ 
-ALK-N N-CO-ALK-SH 

Tom1 Jl ^Tom'1 
ALK M ALK' 

- NR, 
(CH2CH20)i-ALK-C(=0)ZbRb 

(0 

Schema 5 

^ALK-N N—CO-ALK-SSMe 
O 

Preparation de P? 

LGN Jl X <LG' 
On utilise le compose P2 de formule : ALK M ALK qui est obtenu selon le 

Schema 5' ci-dessous : 

OH boc / \ 

CD 
N ^,ALK-N Nboc ^ALK-N NH 

(i) O \ f O 

II " 
GPO-ALAM^ALK'OGP' T f I (ii) Hn if , 

ALK-LG GP°-ALKAMAALK,^OGP' HO-ALK-^M^ALK.-OH 

(iii) 

^..A. 
HO^ALK-SSMe 

T 
O 

, , /~^ 
^ALK-N N—CO-ALK-SSMe ^ALK-N N-CO-ALK-SSMe 

o ? 

1 r II I ir <iv> HOv Jl -OH 
^ALK M ALlf ALK M ALK' 

P2 

Schema 5' 
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i. alkylation de I'hydroxyle du cycle aromatique par une piperazine mono protegee en position 1 

et porteuse en 4 d'une chaine alkyle fonctionnalisee en position terminale par un groupe LG 

nucleofuge. De preference le groupe nucleofuge est un groupe mesylate et la reaction de 

Williamson s'opere en presence d'un hydrure dans un solvant polaire aprotique anhydre comme 

le THF ou le DMF ; 

ii. deprotection des groupes boc, GP et GP', de preference en milieu acide, par ex. en presence 

d'acide chlorhydrique ou de TFA quand les groupes GP et GP' sont le TBDMS. 

Selon une variante des etapes i et ii, on peut realiser la substitution nucleophile de la bromo-
OH 

amine par I'hydroxy-diester de formule : ° ° puis reduire par la suite la fonction 

ester en fonction -CH2OH, par exemple avec le borohydrure de sodium ; on peut appliquer pour 

cela les conditions de la substitution nucleophile et de la reduction donnees en pages 62-63 de 

WO 2007/085930 ; 

iii. couplage realise apres activation initiale de I'acide en ester de NHS ; 

iv. introduction des groupes partants LG et LG'. Dans le cas d'un groupe mesylate, on utilise le 

chlorure de methanesulfonyle en presence d'une base telle qu'une amine tertiaire (par ex. TEA). 

-O-ALK-N N — ALK-S-

L,= 7—7 et L2= -CH2C(=0)-NR3-(CH2CH20)rALK-

LG . A -AL K M K' 

P9 

„ALK-ls^ ALK—SSMe 

LG' 

P, + 

Tom1 A. 
„ALK-ls^ ^N—ALK—SSMe -ALK-N N-ALK-SH 

O 

v ^ xTom'1 
ALK M ALK 

Tom1 A >Tom'1 
ALK M ALK' 

NR3 
Hal N,||' \ (CH2CH20)j-ALK-C(=0)ZbRb 

(I) 

Schema 6 

Preparation de P? 

^ALK-N N—ALK—SSMe 
O \ / 

LGN. xbi ^LG' I£ RJI AI IS> On utilise le compose P2 de formule : ALK M ALK' qui est obtenu par 

amination reductrice selon le Schema 6' ci-dessous. 
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OH boc / \ / \ 
J, -ALK—N Nboc .ALK-N NH 

jOUi 0 (i) ? 9 
II I I I 

GPO. 
ALK^M^ALK,'0GP I1 (f I (ll) f| . ALK-LG GP0-ALK^M^ALK.'°GP' H°-ALAM^ALK.'°H 

H .ALK-SSMe T 
O 

(v) 

..ALK-N N—CHjALK—SSMe ^ALK-N N—CH2ALK SSMe 
O \ / P 

LG^ -LG' °V) H°VALK'^!p^ALKr0H 

ALK M ALK' ALK M ALK 

P2 

Schema 6' 

v. introduction du groupe -ALK-SSMe par amination reductrice effectuee par exemple en 

presence de cyanoborohydrure et d'isopropoxyde de titane ; 

Une variante similaire a celle representee sur le Schema 3" et utilisant la methode d'alkylation 

decrite par Kitagawa T. et al. JACS, 2006, 128(45), 14448-14449 est donnee sur le Schema 6" : 

9H boc / \ , v 
I I Al LT — M . / \ A. 0 ALK N Nboc ALK-N NH 

(i) 9 O 
GP0-»», ,/v -OGP' (vi) ALK M ALK' | 1 ' || 

ALK-LG GPOv.. A U.."0GP' GPO. A „OGP' 
ALK M ALK ^ALK^M^ALK' 

(vii) Hal-ALK-SCOMe 

o/ALK-N^N-ALK-SSMe ALK-N N—ALK—SSMe n'*LK~\ /N-ALK_SC0Me 

I O ^ / v ' ' Ao \ / v 
--LG' (ix) rpn ffl nrp. (viii) GPO J[ JL ^.OGP' m ALK' GP°>LKAM^ALK°GP ^ALK^M^ALK" 

P2 

Schema 6" 

10 i. alkylation par piperazine mono protegee (cf. etape i. de Schema 5'); 

vi. deprotection selective du groupe Boc en milieu acide 

vii. alkylation par un halogenure d'alkyle porteur d'un groupe thioacetyle en presence de 

carbonate de cesium dans un solvant aprotique polaire comme le DMF ; 

viii. clivage selectif du groupe acetyle en milieu basique faible et formation du groupe -SSMe par 

15 reaction du thiol intermediaire avec MeSS02Me en presence d'une base telle que la TEA ; 

ix. clivage des groupements protecteurs GP et GP' et transformation des groupes hydroxyles de 

preference en mesylates avec le chlorure de methanesulfonyle. 

20 
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L = -O-ALK-N R3-ALK-S-(CH2CH20)i-ALK-

O-ALK-NR,-ALK-SSMe 

+ P + P' ri r 1 

O-ALK-NR,-ALK-SSMe 

Tom1 

O-ALK-NR,-ALK-SH 

Tom'1 
""ALK M ALK' 

Tom1 II -I Tom'1 
""ALK 

Hal-(CH2CH20)rALK-C(=0)Z6R6 

(I) 

Schema 7 

Ce Schema s'inspire du Schema 3 precedent. Le compose P6 peut etre par exemple le compose 

de N° CAS 564476-32-0 qui est prepare selon WO 03068144 (cf. compose 10a de la figure 7) ou 

bien le compose de N° CAS 309916-91-4. On peut preparer des composes analogues de 

longueurs de chaTne i differentes selon le meme principe de la figure 7 de WO 03068144 a partir 

du compose PEG correspondant. 

10 

15 

20 

25 

,Br ou I 

a propos de PK 

Rbzb-C0-ALK-(0CH2CH2)I pe(Jj. pr£par£ se|on |es schemas ci-dessous : 

cas oil ALK=CH?CH9 

°^r° 
o 

°i-VH 
o 

(iv) 

cas oil ALK^CH?CH? 
O 

O^ALK-Hal H ' 
(vi). 

°"^ALKI O-H (i) 

N..X. 

O 

C^ALK—^ TO OMs (N)- | J 
O ALK 

J(iN) 
HO ALK—•'"fo If O ALK— [O' 

^ Z= Br ou I 

Etape (i) : activation de I'alcool sous forme de mesylate ; la reaction est realisee dans un solvant 

polaire aprotique anhydre comme le DCM par traitement avec le chlorure de mesyle en presence 

d'une base comme la TEA. 

Etape (ii): echange mesylate / halogene ; la reaction est realisee au reflux d'un solvant polaire 

aprotique comme I'acetone avec un halogenure de sodium comme I'iodure de sodium. 

Etape (iii): deprotection a I'aide d'une solution d'acide chlorhydrique (par ex. solution dans le 

dioxane) ou d'acide trifluoroacetique. 

Etape (iv): activation de I'acide ; la reaction est realisee a temperature ambiante dans un solvant 

polaire aprotique comme le DCM par traitement avec le NHS en presence d'un agent de 

couplage comme le DCC. 

Etape (v): elongation de la chaine PEG ; la reaction est realisee dans un solvant polaire 

aprotique anhydre comme le THF ou le DMF par traitement d'un ester halogene avec I'alcoolate 
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d'un diol PEG monoprotege sous forme d'ether de tetrahydropyrane (THP). La preparation de ce 

type de diol PEG monoprotege est bien decrite dans la litterature, voir par ex. Richard A. et al. 

Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 ou Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003, 59, 9083-9090. 

Etape (vi): deprotection a I'aide d'une solution d'acide chlorhydrique 0,1 N (par ex. solution dans 

5 le dioxane ou I'ethanol). 

L'homme du metier pourra s'inspirer des conditions operatoires des exemples decrits ci-apres. 

procede de preparation du conjugue 

10 Le conjugue est obtenu par le procede consistant a : 

(i) mettre en contact et laisser reagir une solution aqueuse de I'agent de ciblage eventuellement 

tamponnee et une solution d'un compose de formule (I); 

(ii) puis a eventuellement separer le conjugue forme a I'etape (i) du compose de formule (I) et/ou 

de I'agent de ciblage n'ayant pas reagi et/ou des agregats qui se seraient formes. 

15 
Selon une variante, on separe a I'etape (ii) le conjugue qui s'est forme a I'etape (i) de I'agent de 

ciblage n'ayant pas reagi et des agregats eventuellement presents dans la solution. Selon une 

autre variante, on ne separe a I'etape (ii) le conjugue de I'etape (i) que du compose de formule (I) 

n'ayant pas reagi et des agregats qui se seraient formes et on laisse dans la solution I'agent de 

20 ciblage qui n'aurait eventuellement pas reagi. 

Le compose de formule (I) comprend de preference une fonction activee, -C(=0)ZbRb, reactive 

vis-a-vis des groupes GCR2, notamment vis-a-vis des groupes amino presents sur les anticorps. 

Un groupe chimique peu reactif ou insuffisamment reactif peut etre transforme aisement en un 

25 groupe plus reactif a I'aide d'une ou plusieurs reactions chimique connues de l'homme du metier 
o 
K 

—COO-N 

Y 
; par ex. -COOH + N-hydroxysuccinimide 0 ou bien -COO(CrC6)alkyle -COOH 

o 

—COO-N 

-COOH + N-hydroxysuccinimide ' 

Un exemple de procede applicable dans le cas d'un anticorps et d'un compose de formule (I) est 

30 celui donne a I'exemple 1. 

La solution aqueuse de I'agent de ciblage peut etre tamponnee a I'aide par exemple de tampons 

tels que par exemple le phosphate de potassium ou I'acide N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-

ethanesulfonique (tampon HEPES). Le tampon depend de la nature de I'agent de ciblage. Le 
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compose de formule (I) est mis en solution dans un solvant organique polaire, par exemple le 

DMSO ou la DMA. 

La reaction a lieu a une temperature comprise generalement entre 20 et 40°C. La duree de la 

5 reaction peut varier entre 1 a 24 h. La reaction entre I'agent de ciblage et compose de formule (I) 

peut etre suivie par SEC avec un detecteur refractometrique et/ou ultraviolet afin d'en determiner 

I'etat d'avancement. Si le taux de greffage est insuffisant, on peut laisser reagir plus longtemps 

et/ou rajouter du compose de formule (I). On pourra se reporter a la methode generale donnee 

dans la partie exemples pour plus de details sur des conditions particulieres utilisables pour la 

10 conjugaison. 

L'homme du metier dispose de differentes techniques chromatographiques pour la separation de 

I'etape (ii) : le conjugue peut etre purifie par exemple par chromatographie d'exclusion sterique 

(SEC), par chromatographie d'adsorption (comme I'echangeuse d'ions, IEC), par 

15 chromatographie d'interaction hydrophobe (HIC), par chromatographie d'affinite, par 

chromatographie sur des supports mixtes comme I'hydroxyapatite ceramique ou par HPLC. La 

purification par dialyse ou diafiltration peut egalement etre utilisee. 

On entend par « agregats » les associations qui peuvent se former entre deux agents de ciblage 

20 ou plus, les agents de ciblage ayant ete modifies ou non par conjugaison. Les agregats sont 

susceptibles de se former sous I'influence d'un grand nombre de parametres tels qu'une 

concentration elevee en agent de ciblage dans la solution, le pH de la solution, des forces de 

cisaillement elevees, le nombre de dimeres greffes et leur caractere hydrophobe, la temperature 

(voir les references citees dans I'introduction de J.Membrane Sci. 2008, 318, 311-316), 

25 I'influence de certains d'entre eux n'etant parfois pas eclaircie avec precision. Dans le cas des 

proteines ou des anticorps, on pourra se reporter a AAPS Journal, « Protein Aggregation and 

Bioprocessing » 2006, 8(3), E572-E579. La teneur en agregats peut etre determinee a I'aide de 

techniques connues telles que la SEC (voir a ce propos, Analytical Biochemistry 1993, 212(2), 

469-480). 

30 

Apres I'etape (i) ou (ii), la solution du conjugue peut subir une etape (iii) d'ultrafiltration et/ou de 

diafiltration. On obtient done a Tissue de ces etapes le conjugue en solution aqueuse. 

anticorps 

35 L'anticorps (voir a ce propos, Janeway et al. « Immunobiology », 5eme edition, 2001, Garland 

Publishing, New York) pourra etre choisi parmi ceux decrits notamment dans les demandes WO 

04043344, WO 08010101, WO 08047242, WO 05009369 (anti-CA6). L'anticorps peut etre 
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notamment monoclonal, polyclonal ou multispecifique. II peut s'agir aussi d'un fragment 

d'anticorps. II peut s'agir aussi d'un anticorps murin, humain, humanise ou chimerique. 

conjugue 

5 Un conjugue comprend generalement de I'ordre de 1 a 10 dimere(s) de 

pyrrolo[1,^benzodiazepine attache(s) a I'agent de ciblage (il s'agit du taux de greffage ou "drug-

to-antibody ratio" ou "DAR" en Anglais). Ce nombre varie en fonction de la nature de I'agent de 

ciblage et du dimere ainsi que des conditions operatoires utilisees pour la conjugaison (par 

exemple le nombre d'equivalents de dimere par rapport a I'agent de ciblage, le temps de 

10 reaction, la nature du solvant et de I'eventuel cosolvant). La mise en contact de I'agent de ciblage 

et du dimere conduit a un melange comprenant: plusieurs conjugues se distinguant 

individuellement les uns des autres par des DAR differents ; eventuellement I'agent de ciblage 

n'ayant pas reagi (dans le cas d'une reaction incomplete); eventuellement des agregats. Le DAR 

qui est determine sur la solution finale par exemple par spectroscopie UV correspond done a un 

15 DAR moyen. 

Dans le cas oil I'agent de ciblage est un anticorps, la spectroscopie UV peut etre une methode 

utilisee pour determiner le DAR. Cette methode s'inspire de celle presentee dans Antony S. 

Dimitrov (ed), LLC, 2009, « Therapeutic Antibodies and Protocols », vol. 525, 445, Springer 

20 Science. Elle consiste a mesurer I'absorbance d'une solution de conjugue apres I'etape de 

separation (ii) a deux longueurs d'onde notees L01 et L02. On utilise les coefficients d'extinction 

molaires suivants de l'anticorps nu et du dimere de pyrrolo[1,4]benzodiazepine mesures 

prealablement a la conjugaison. 

25 Les absorbances de la solution de conjugue a L01 et L02, (ALOI) et (ALo2) sont mesurees soit 

sur le pic correspondant du spectre SEC (ceci permet de calculer un "DAR(SEC)") ou en utilisant 

un spectrophotometre UV classique (ceci permet de calculer un "DAR(UV)"). Les absorbances 

peuvent etre exprimees sous la forme : 

A|_oi = (CD x eo LOI ) + (CA X eA LO 1) 

30 A[_O2 = (cD x eo LO 2) + (CA X eA LO 2) 

equations pour lesquelles : 

• cD et cA designent respectivement les concentrations dans la solution de la partie du 

conjugue relative au dimere de pyrrolo[1,4]benzodiazepine et la partie du conjugue 

relative a l'anticorps ; 

35 • eD LO 1 et eD LO 2 designent respectivement les coefficients d'absorption molaires du dimere 

de pyrrolo[1,4]benzodiazepine avant conjugaison aux deux longueurs d'onde L01 et 

L02 ; 
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• eALO 1 et eALO 2designent respectivement les coefficients d'absorption molaires de 

l'anticorps nu aux deux longueurs d'onde L01 et L02. 

On entend par anticorps nu, l'anticorps auquel n'est attache aucun dimere de 

5 pyrrolo[1,^benzodiazepine, c'est-a-dire l'anticorps avant I'etape de conjugaison. 

La resolution de ces deux equations conduit a : 

CD = [(eA LOI x A LO 2) - (eA LO 2 x A LO 1)] / [(eD LO 2 x eA LO 1) - (eA LO 2 x eo LO 1)] 

CA = [ALOI _ (cD x eo LO 1)] / eA LO 1 

10 
Le DAR moyen correspond alors a cD/cA. Dans le cas des dimere de pyrrolo[1,^benzodiazepine, 

on considere les deux longueurs d'onde : L01= 280 nm et L02= 320 nm. Le DAR moyen mesure 

sur spectre SEC est de preference compris entre 1 et 10, de preference entre 1,5 et 7. 

15 Le conjugue peut etre utilise en tant qu'anticancereux. De par la presence de I'agent de ciblage, 

le conjugue est rendu tres selectif vis-a-vis des cellules tumorales plutot que des cellules saines. 

Ceci permet de diriger le compose de formule (I) qui a une activite anticancereuse dans un 

environnement proche de celles-ci ou directement a I'interieur de celles-ci (a ce propos, voir les 

publications suivantes qui decrivent I'utilisation de conjugues d'anticorps monoclonaux dans le 

20 traitement de cancers: « Antibody-drug conjugates for cancer therapy » Carter P.J., et al., 

Cancer J. 2008, 14, 154-169; « Targeted cancer therapy: conferring specificity to cytotoxic 

drugs » Chari R., Acc. Chem. Res. 2008, 41, 98-107). II est possible de traiter des cancers 

solides ou liquides. 

25 Le conjugue est formule sous forme d'une solution aqueuse tamponnee a une concentration 

generalement comprise entre 1 et 10 mg/ml. Cette solution peut etre injectee sous forme de 

perfusion telle qu'elle ou bien etre rediluee pour former une solution de perfusion. 

[Exemples] 

30 Les deplacements chimiques (8 en ppm) sont exprimes en ppm. 

Methode A : chromatographie Liquide Haute pression - spectrometrie de masse (LCMS) 

Les spectres ont ete obtenus sur un appareil Waters UPLC-SQD en mode electrospray positif 

et/ou negatif (ES+/-). Conditions chromatographiques : colonne : ACQUITY BEH C18 1,7 |jm -

35 2,1x50 mm ; solvants : A : H20 (0,1% acide formique) B : CH3CN (0,1% acide formique); 

temperature de colonne : 50°C ; debit: 1 ml/min ; gradient (2 min): de 5 a 50 % de B en 0,8 min ; 

1,2 min : 100 % de B ; 1,85 min : 100 % de B ; 1,95 : 5 % de B. 
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Methode B : chromatographie Liquide Haute pression - spectrometrie de masse (LCMS) 

Les spectres ont ete obtenus sur un appareil Waters ZQ en mode electrospray positif et/ou 

negatif (ES+/-). Conditions chromatographiques : colonne : XBridge C18 2,5 pm 3x50 mm ; 

solvants : A : H20 (0,1 % acide formique) B : CH3CN (0,1 % acide formique ; temperature de 

5 colonne : 70°C ; debit : 0,9 ml/min ; gradient (7 min) : de 5 a 100 % de B en 5,3 min ; 5,5 min : 

100 % de B ; 6,3 min : 5 % de B. 

Methode C : spectrometrie de masse (MS) 

Les spectres ont ete realises par ionisation chimique (gaz reactant : ammoniac) sur appareil 

10 WATERS GCTof (introduction directe sans LC). 

Methode D : chromatographie Liquide Haute pression - spectrometrie de masse (LCMS) 

Les spectres ont ete obtenus sur un appareil Waters UPLC-SQD en mode electrospray positif 

et/ou negatif (ES+/-). Conditions chromatographiques : colonne : ACQUITY BEH C18 1,7 pm -

15 2,1x50 mm ; solvants : A : H20 (0,1% acide formique) B : CH3CN (0,1% acide formique); 

temperature de colonne : 70°C ; debit: 1 ml/min ; gradient (2 min) : de 5 a 50% de B en 1 min ; 

1,3 min : 100% de B ; 1,45 min : 100% de B ; 1,75 : 5% de B. 

Methode E : chromatographie Liquide Haute pression - spectrometrie de masse (LCMS) 

20 Les spectres ont ete obtenus sur un appareil Waters UPLC-SQD en mode ionisation : 

electrospray en mode positif et/ou negatif (ES+/-). Conditions chromatographiques : colonne : 

ACQUITY BEH C18 1,7 pm - 2,1x50 mm ; solvants : A : H20 (0,1 % acide formique) B : CH3CN 

(0,1% acide formique); temperature de colonne : 70°C ; debit: 1 ml/min ; gradient (4 min) : de 5 

a 100% de B en 3,15 min ; 3,75 : 5% de B. 

25 

Methode F : chromatographie Liquide Haute pression - spectrometrie de masse (LCMS) 

Les spectres ont ete obtenus sur un appareil Waters UPLC-SQD en mode ionisation electrospray 

en mode positif et/ou negatif (ES+/-). Conditions chromatographiques : colonne : ACQUITY BEH 

C18, 1,7 pm - 2,1x30 mm ; solvants : A : H20 (0,1% acide formique) B : CH3CN (0,1% acide 

30 formique); temperature de colonne : 45°C ; debit: 0,6 ml/min ; gradient (2 min) : de 5 a 50% de 

B en 1 min ; 1,3 min : 100% de B ; 1,45 min : 100% de B ; 1,75 min : 5% de B. 

Methode G : deglycosylation et spectrometrie de masse (HRMS) d'un conjugue 

La deglycosylation est une technique de digestion enzymatique a I'aide de glycosidase. Elle est 

35 faite a partir de 500 pi de conjugue + 100 pi de tampon Tris HCI 50 mM + 10 pi d'enzyme 

glycanase-F (100 unites d'enzyme lyophilisee/100 pi d'eau). Le melange est passe au vortex et 

maintenu une nuit a 37°C. L'echantillon deglycosyle est alors pret a etre analyse en HRMS. 

Selon le cas, I'analyse HRMS de l'echantillon peut aussi etre effectuee sans deglycosylation 
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prealable. Dans les deux cas, les spectres de masse ont ete obtenus sur un appareil Waters Q-

Tof-2 en mode electrospray positif (ES+). Conditions chromatographiques : colonne : 4 |jm 

BioSuite 250 URH SEC 4,6x300 mm (Waters); solvants : A : formiate d'ammonium 25 mM +1% 

d'acide formique : B : CH3CN ; temperature de colonne 30°C : debit 0,4 ml/min ; isocratique 

5 70%A+30%B (15 min). 

Tous les composes intermediaires decrits dans cette demande sont revendiques pour leur 

utilisation pour la preparation d'un compose de formule (I). Plus particulierement pour chaque 

10 exemple, tous les composes intermediaires decrits sont revendiques pour leur utilisation pour la 

preparation du compose de formule (I) respectif. 

Exemple 1 

1.1. Preparation du conjugue 

15 On prepare un conjugue en faisant reagir le hu2H11 (denomme aussi hu53 2H11 en page 15 de 

WO 2008010101 ; il s'agit d'un anticorps comprenant une Vh ayant la sequence d'aminoacides 

SED ID N°24)) et le 3-(2-{2-[2-(2-{3-[3-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-

1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-

methyl-amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl]-propanoylamino}-ethoxy)-

20 ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoate de N-hydroxysuccinimidyle. 

A 8,19 mg de hu2H11 dans 2,16 ml. d'un tampon aqueux de concentration 0,05 M en acide N-(2-

hydroxyethyl)-piperazine-N'-2-ethanesulfonique (HEPES), 0,05 M en NaCI et 2 mM en acide 

ethylene-diamine-tetra-acetique (EDTA) de pH=8, sont additionnes 516 |jg de 3-(2-{2-[2-(2-{3-[3-

25 (2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-

pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1-

dimethyl-ethylsulfanyl)-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl]-propanoylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-

ethoxy)-propanoate de N-hydroxysuccinimidyle en solution dans 540 |JL de DMA. Apres 3 h 

d'agitation a TA, le melange est filtre sur MillexR-SV 0,45 |JM (PVDF Durapore Millipore) et purifie 

30 sur une colonne Superdex™ 200 prep grade (Colonne Hiload™ 26/60 GE) prealablement 

equilibree dans un tampon phosphate salin amene a pH=6,5 par addition de HCI. Les fractions 

d'interet sont reunies et concentrees sur Amicon Ultra-15 (Ultracel 50k Millipore) puis filtrees sur 

Sephadex G-25 (Colonnes NAP-5 et NAP-10 GE) prealablement equilibree dans un tampon 

aqueux de concentration 10 mM en histidine contenant 10% de sucrose et 5% de NMP. 

35 

Le conjugue obtenu (2,5 mL) est dose par spectrophotometrie en utilisant les coefficients 

d'extinction de la 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-mercapto-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-

ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydropyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-
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pyridine (e319 nm= 8848 M"1 cm"1 and e28o nm= 8634 M"1 cm"1) et de hu2H11 (e28o nm= 208380 M"1cm" 
1): une moyenne de 3,8 dimeres de tomaymycine par molecule d'anticorps a la concentration de 

1,52 mg/mL a ete determinee. 

5 1.2. 3-(2-l2-r2-(2-l3-r3-(2-ir2-(2.6-bis-IYS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro-

pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-pvridin-4-vloxv)-ethvll-methvl-

amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-2.5-dioxo-pvrrolidin-1-vll-propanovlamino}-ethoxv)-

ethoxvl-ethoxy}-ethoxv)-propanoate de N-hvdroxvsuccinimidvIe 

10 A 3,3 mg de diisopropylethylamine supportee sur resine (3,72 mmol/g), on ajoute une solution de 

9,82 mg de 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-mercapto-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-

ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-

pyridine dans 50 |JL de DMA ainsi qu'une solution de 6,8 mg de 3-{2-[2-(2-{2-[3-(2,5-dioxo-2,5-

dihydro-pyrrol-1-yl)-propanoylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de N-

15 hydroxysuccinimidyle dans 50 |JL de DMA. Le melange obtenu est agite pendant 24 h a TA puis 

filtre sur silice (Interchrom Puriflash Silice 15/35U 2G) en utilisant un gradient de 0 a 10% de 

methanol dans le DCM. Les fractions contenant le produit recherche sont reunies, concentrees 

sous PR puis purifiees par chromatographie flash sur silice (Interchrom Puriflash Silice 15/35U 

2G) en utilisant un gradient de 0 a 10% de MeOH dans le DCM. Les fractions contenant le 

20 produit recherche sont reunies et concentrees sous PR. On obtient ainsi 1,16 mg de 3-(2-{2-[2-(2-

{3-[3-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-

pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1-

dimethyl-ethylsulfanyl)-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl]-propanoylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-

ethoxy)-propanoate de N-hydroxysuccinimidyle. LC/MS (E): tr= 1,38 min ; [M+H]+ : m/z 1322. 

25 

1.3. 4-{2-rmethvl-(2-methvl-2-mercapto-propvl)-amino1-ethoxv}-2.6-bis-r(S)-2-eth-(E)-

vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11a-tetrahvdro-pvrrolor2.1cin.41benzodiazepin-5-one-8-

vloxymethvll-pyridine 

30 A 40 mg de 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-[(S)-2-eth-

(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-

yloxymethyl]-pyridine en solution dans 2,1 mL de methanol et 930 |JL de DMF, est additionnee 
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une solution de 40 mg de chlorhydrate de tris(2-carboxyethyl)phosphine et de 36,6 mg de 

NaHCOs dans 680 |JL d'eau. Le melange est agite 45 min a TA puis concentre sous PR et purifie 

par chromatographie flash sur silice (Merck SuperVarioFlash 15 g column, Si60 15-40 |jm), en 

utilisant un gradient de 0 a 10% de MeOH dans un melange DCM/acetonitrile 9:1. Les fractions 

5 contenant le produit recherche sont reunies et concentrees sous PR. On obtient ainsi 21 mg de 

4-{2-[methyl-(2-methyl-2-mercapto-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-

dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridine. 

LC/MS (E): tr= 1,28 min ; [M+H]+ : m/z 809 ; [M+H20+H]+ : m/z 827. 

10 1.4. 4-{2-rmethvl-(2-methvl-2-methvldisulfanvl-propvl)-amino1-ethoxv}-2.6-bis-r(S)-2-eth-(E)-

vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11a-tetrahvdro-pvrrolor2.1cin.41benzodiazepin-5-one-8-

vloxvmethvll-pyridine 

A une solution de 22 mg de 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-

15 bis-(hydroxymethyl)-pyridine et de 53 |JL de TEA dans 0,5 mL de DCM refroidie a -25°C, est 

additionnee 19,6 |JL de chlorure de methanesulfonyle. Apres 30 min d'agitation, le melange est 

hydrolyse et la phase organique lavee a I'eau puis sechee sur MgS04 et concentree sous PR. Le 

residu ainsi obtenu (22 mg) est additionne a une solution de 20 mg de tomaymycine dans 0,7 mL 

de DMF, ainsi que 30 mg de K2CO3 et 12 mg de Kl. Le melange est agite 2 h a 30°C puis 

20 hydrolyse par 4 mL d'eau. Le precipite resultant est lave a I'eau, seche sous vide puis dissout 

dans du DCM, concentre sous PR et purifie par chromatographie flash sur silice (Merck 

SuperVarioFlash 15 g column, Si60 15-40 |jm), en utilisant un gradient de 0 a 5% de MeOH dans 

le DCM. Les fractions contenant le produit recherche sont reunies et concentrees sous PR. On 

obtient ainsi 8 mg de 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-

25 [(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-

yloxymethylj-pyridine. RMN 1H (500 MHz, CHLOROFORM-d): 1,28 (s, 6 H); 1,76 (d, J=6,4 Hz, 6 

H); 2,39 (s, 3 H); 2,43 (s, 3 H); 2,60 (s, 2 H); 2,91 (s, 2 H) ; 2,97 (s, 4 H) ; 3,91 (d, J=4,2 Hz, 2 

H) ; 4,00 (s, 6 H) ; 4,09 (s, 2 H) ; 4,27 (s, 4 H) ; 5,27 (s, 4 H) ; 5,61 (q, J=6,4 Hz, 2 H) ; 6,85 (s, 2 

H); 7,00 (s, 2 H) ; 7,56 (s, 2 H) ; 7,65 (d, J=4,2 Hz, 2 H). LC/MS (A): tr= 0,74 min ; [M+H]+ : m/z 

30 855; [M-H]-: m/z 853. 

1.5. 4-{2-rmethvl-(2-methvl-2-methvldisulfanvl-propvl)-amino1-ethoxvy 

(hvdroxvmethvl)-pyridine 
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15 

OH HO. A..A ^OH 

A une suspension de 322 mg de 4-[2-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-propylamino)-ethoxy]-2,6-bis-

(hydroxymethyl)-pyridine dans 262 |JL de formaldehyde refroidie a 0°C, est additionne 365 |JL 

d'acide formique. Le melange est chauffe 1 h et quart a 100°C. Apres retour a I'ambiante, le 

5 melange est hydrolyse puis additionne d'une solution aqueuse de soude 5N jusqu'a I'obtention 

d'un pH=12. La phase aqueuse est extraite 3x avec de AcOEt et les phases organiques 

rassemblees sont sechees sur MgS04 et concentrees sous PR. On obtient ainsi 310 mg de 4-{2-

[methyl-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine. 

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6): 1,26 (s, 6 H); 2,39 (s, 3 H) ; 2,40 (s, 3 H); 2,60 (s, 2H); 2,88 (t, 

10 J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,13 (t, J=5,7 Hz, 2 H); 4,45 (d, J=6,0 Hz, 4 H); 5,31 (t, J=6,0 Hz, 2 H) ; 6,85 (s, 

2 H). LC/MS (A): tr= 0,22 min ; [M+H]+ : m/z 333 ; [M+HC02H-H]-: m/z 377. 

1.6. 4-r2-(2-methvl-2-methvldisulfanvl-propvlamino)-ethoxv1-2.6-bis-(hvdroxvmethvl)-

pyridine 

— n — 2 n — \ 

OH HO OH 

A une suspension de 390 mg de 4-[2-amino-ethoxy]-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine (prepare 

apres deprotection du groupe boc de 4-(2-tert-butoxycarbonylamino-ethoxy)-2,6-bis-

(hydroxymethyl)-pyridine decrit en page 101 de WO 07085930) dans 2 mL de THF sont 

additionnes 270 |JL de 2-(methyldithio)-isobutyraldehyde et 730 |JL d'isopropoxyde de titane. 

20 Apres 20 min, 270 |JL de 2-(methyldithio)-isobutyraldehyde et 730 |JL d'isopropoxyde de titane 

supplementaires sont additionnes et le melange est agite a TA pendant 2 h. Le melange est alors 

additionne de 6 mL d'ethanol, agite pendant 20 min a TA puis additionne de 124 mg de 

cyanoborohydrure de sodium. Apres 45 min d'agitation, 124 mg de cyanoborohydrure de sodium 

supplementaires sont additionnes et apres 1 h d'agitation, le melange est concentre sous PR, 

25 dilue dans AcOEt et de I'eau. Le precipite resultant est filtre, dissout dans une solution aqueuse 

HCI 1M. La phase aqueuse obtenue est amenee a pH basique avec une solution aqueuse de 

soude 5M, extraite trois fois avec du DCM et les phases organiques rassemblees sont 

concentrees sous PR. On obtient ainsi 322 mg de 4-[2-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-

propylamino)-ethoxy]-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 1,26 (s, 6 

30 H); 1,81 (m large, 1 H); 2,39 (s, 3 H) ;2,67 (s large, 2 H) ; 2,94 (t large, J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,11 (t, 

J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,45 (d, J=5,5 Hz, 4 H) ; 5,32 (t,J=5,5 Hz, 2 H) ; 6,85 (s, 2 H). LC/MS (A) : tr= 

0,24 min ; [M+H]+ : m/z 347. 

Exemple 2 
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2.1. Preparation du conjugue 

On prepare comme pour l'ex.1 un conjugue en faisant reagir le hu2H11 et le 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-

{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-

tetrahydropyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-

5 amino}-1,1-dimethylethylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de N-

hydroxysuccinimidyle. Le conjugue obtenu est dose par spectrophotometrie en utilisant les 

coefficients d'extinction de la 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-mercapto-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-

[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydropyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepine-5-one-8-

yloxymethylj-pyridine (e3i9 nm= 8848 M"1 cm"1, e2so nm= 8634 M"1 cm"1) et de hu2H11 (e28o nm= 

10 208380 M"1cm"1): une moyenne de 5,6 dimeres de tomaymycine par molecule d'anticorps a ete 

determinee. 

2.1. 3-l2-r2-(2-l2-r2-(2-ir2-(2.6-bis-IYS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetra hvdro-

pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-pvridin-4-vloxv)-ethvll-methvl-

15 amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvlamino1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-ethoxy}-

propanoate de N-hvdroxvsuccinimidvIe 

A 12 mg d'acide 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11 a-

tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-

20 amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoTque en 

solution dans 1 mL de THF et 1 mL de DCM sont additionnes 5,5 mg de carbonate de N,N'-

disuccinimidyle et 15 [JL de DIPEA. Apres 3 h a TA, 4 mL de DCM sont additionnes et la phase 

organique resultante est lavee deux fois avec de I'eau, sechee sur MgS04, concentree sous PR 

et purifiee par chromatographie flash sur silice (Interchrom Puriflash Silice 15/35U 2G), en 

25 utilisant un gradient de 3 a 8% de methanol dans le DCM. On obtient ainsi 8 mg de 3-{2-[2-(2-{2-

[2-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetra hydro-

pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1-

dimethyl-ethylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de N-

hydroxysuccinimidyle. LC/MS (E): tr= 1,36 min ; [M+2 H20+Na]+ : m/z 1270 ; [M+H20+Na]+ : m/z 

30 1252 ; [M+H20+H]+ : m/z 1229 ; [M+H]+ : m/z 1211. 

2.2. acide 3-{2-r2-(2-{2-r2-(2-K2-(2.6-bis-HS^2-eth-(E Wlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetra 

hvdro-pvrrolor2.1ciri.41benzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvn-pvridin-4-vloxv)-ethvl1-methvl-

amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvlamino1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-ethoxy}-
35 propanoTgue 
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A 18 mg de 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-

tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-

amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de 

5 methyle en solution dans 270 |JL de THF, sont additionnes 17,5 |JL d'une solution aqueuse de 

lithine et 100 |JL d'eau. Apres 2 h, le melange est dilue dans du DCM et additionne d'un tampon 

phosphate a pH=3. La phase aqueuse resultante est extraite 3x avec du DCM et les phases 

organiques rassemblees sont sechees sur MgS04, concentrees sous PR et purifiees par 

chromatographie flash sur silice (Interchrom Puriflash Silice 15/35U 2G), en utilisant un gradient 

10 de 3 a 15% de methanol dans le DCM. On obtient ainsi 11,5 mg d'acide 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-

(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydropyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-

5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-

acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoTque. LC/MS (D) tr=0,88 min ; 

[M+H20+Na]+ : m/z 1154 ; [M+H20+H]+ : m/z 1133 ; [M+H]+ : m/z 1115 ; 

15 
2.3. 3-l2-r2-(2-l2-r2-(2-ir2-(2.6-bis-IYS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro-

pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-pvridin-4-vloxv)-ethvll-methvl-

amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvlamino1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-ethoxv}-

propanoate de methyle 

20 Prepare selon ex.1 a partir du 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-hydroxymethyl-pyridin-4-yloxy)-

ethyl]-methyl-amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-

propanoate de methyle : 

o 
LC/MS (D): tr= 0,93 min ; [M+H20+H]+ : m/z 1146 ; [M+H]+ : m/z 1128 

25 

2.4. 3-{2-r2-(2-{2-r2-(2-{r2-(2.6-bis-hvdroxvmethvl-pvridin-4-vloxv)-ethvl1-methvl-amino}-1.1-

dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvlaminol-ethoxv}-ethoxv)-ethoxvl-ethoxy}-propanoate de 

methyle 

SH n 

HO. < OH N v v N 

O O 

30 A 45 mg de 4-{2-[(2-mercapto-2-methyl-propyl)-methyl-amino]-ethoxy}-2,6-bis-(hydroxymethyl)-

pyridine en solution dans 1 mL de DMF, sont additionnes 73,7 mg de 3-[2-(2-{2-[2-(2-iodo-
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acetylamino)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-propanoate de methyle en solution dans 1 mL de 

DMF et 39 |JL de DIPEA. Apres 24 h a TA, le melange est concentre sous PR et purifie par 

chromatographie flash sur silice (Analogix Super Flash Si02 SF25-8g), en utilisant un gradient de 

0 a 10% de methanol dans le DCM. On obtient ainsi 53 mg de 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-

5 hydroxymethyl-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1 -dimethyl-ethylsulfanyl)-acetylamino]-

ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de methyle. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 1,21 (s, 

6 H) ; 2,40 (s, 3 H) ; 2,50 a 2,56 (m, 4 H) ;2,87 (t, J=5,8 Hz, 2 H) ; 3,15 a 3,23 (m, 4 H) ; 3,40 (t, 

J=5,8 Hz, 2 H); 3,47 a 3,52 (m, 12 H); 3,59 (s, 3 H); 3,62 (t, J=6,2 Hz, 2 H); 4,13 (t, J=5,8 Hz, 2 

H) ; 4,45 (d, J=5,8 Hz, 4 H) ; 5,31 (t, J=5,8 Hz, 2 H) ; 6,85 (s, 2 H) ; 7,98 (t, J=5,8 Hz, 1 H). 

10 LC/MS (A): tr= 0,35 min ; [M+H]+ : m/z 620 ; [M+2HJ2+: m/z 310,5 (pic de base); [M-H+HC02H]-

: m/z 664. 

15 

2.5. 3-r2-(2-{2-r2-(2-iodo-acetvlamino)-ethoxv1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-propanoate de 

methyle 
HJV O O. .OH H n o o 

0 & o 

A 100 mg d'acide 3-(2-{2-[2-(2-amino-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoTque est 

additionne 117,4 mg de iodoacetate de N-hydroxysuccinimidyle en solution dans 3 mL de DCM. 

Apres 2 h a TA, 330 |JL de MeOH est additionne et le melange est refroidi a 0°C. On ajoute 360 

|jL d'une solution 2M de trimethylsilyldiazomethane dans I'hexane. Apres 1 h, le melange est 

20 neutralise par addition de 50 |JL d'acide acetique puis additionne d'une solution aqueuse saturee 

de NaHCOs jusqu'a I'obtention de pH=8. La phase organique est sechee sur MgS04, concentree 

sous PR et purifie par chromatographie flash sur silice (Interchrom Puriflash Silice 15/35U 10G), 

en utilisant un gradient de 0 a 10% de methanol dans le DCM. On obtient ainsi 132 mg de 3-[2-

(2-{2-[2-(2-iodo-acetylamino)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-propanoate de methyle. RMN 1H 

25 (400 MHz, DMSO-d6) : 2,54 (t, J=6,4 Hz, 2 H) ; 3,20 (q, J=5,8 Hz, 2 H) ; 3,41 (t, J=5,8 Hz, 2 H) ; 

3,48 a 3,53 (m, 12 H) ; 3,60 (s, 3 H) ; 3,63 (t, J=6,4 Hz, 2 H) ; 3,65 (s, 2 H) ; 8,27 (t large, J=5,8 

Hz, 1 H). LC/MS (A): tr= 0,54 min ; [M+H]+ : m/z 448 ; [M+HC02H-H]-: m/z 492. 

2.6. 4-{2-r(2-mercapto-2-methvl-propvl)-methvl-amino1-ethoxv}-2.6-bis-(hvdroxvmethvl)-

30 pyridine 

A 80 mg de 4-{2-[methyl-(2-methyl-2-methyldisulfanyl-propyl)-amino]-ethoxy}-2,6-bis-

(hydroxymethyl)-pyridine en solution dans 1,95 mL de methanol, est additionne une solution de 

198 mg de chlorhydrate de tris(2-carboxyethyl)phosphine dans 730 |JL d'eau. Apres 2 h a TA, le 

35 melange est concentre sous PR et repris dans 10 mL d'eau. La phase aqueuse est amenee a 

pH=8 par addition d'une solution aqueuse de soude puis extraite 2x avec de AcOEt. Les phases 
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organiques rassemblees sont lavees avec une solution aqueuse saturee en NaCI et concentrees 

sous PR. On obtient 68 mg de 4-{2-[(2-mercapto-2-methyl-propyl)-methyl-amino]-ethoxy}-2,6-bis-

(hydroxymethyl)-pyridine. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 1,28 (s, 6 H); 2,43 (s, 3 H); 2,54 (s, 2 

H) ; 2,62 (s, 1H) ; 2,91 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,15 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,45 (d, J=5,8 Hz, 4 H) ; 5,30 

5 (t, J=5,8 Hz, 2 H); 6,85 (s, 2 H). LC/MS (A): tr= 0,11 min ; [M+H]+ : m/z 301. 

Exemple 3 

3.1. preparation du conjugue 

On prepare un conjugue comme pour l'ex.1 en faisant reagir le hu2H11 et le 3-(2-{2-[2-(2-{2-[1-

10 (3,5-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-

5-one-8-yloxymethyl]-1-methyl-ethylsulfanyl]-acetylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-

propanoate de N-hydroxysuccinimidyle. 

Le conjugue obtenu est dose par spectrophotometrie en utilisant les coefficients d'extinction du 1-

15 (1-methyl-1-methyldisulfanyl-ethyl)-3,5-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-

tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl] -benzene (e3i9 nm= 8460 M"1 cm"1 

and £28o nm= 10531 M"1 cm"1) et de hu2H11 (e2so nm= 208380 M"1cm"1): une moyenne de 4,2 

derives de tomaymycine par molecule d'anticorps a ete determinee. 

20 3.2. Z-(2A2-\2-(2A2-\\ -(3.5-bis-KS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro -

pvrrolor2.1ciri.41benzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvn-1-methvl-ethvlsulfanvl1-

acetvlamino>-ethoxv)-ethoxvl-ethoxv>-ethoxv)-propanoate de N-hvdroxvsuccinimidvIe 

Prepare comme pour l'ex.2, a partir de I'acide 3-(2-{2-[2-(2-{2-[1-(3,5-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-

dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-1-methyl-

25 ethylsulfanyl]-acetylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoTque: 

LC/MS (F): tr= 1,27 min; [M+H]+ : m/z 1123 

3.3. acide 3-(2-{2-r2-(2-{2-H-(3.5-bis-r(S)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11a-tetrahvdro-

30 pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-1-methvl-ethvlsulfanvll-

acetvlamino}-ethoxv)-ethoxvl-ethoxy}-ethoxv)-propanoTgue 

Prepare comme pour I'ex. 2, a partir du 3-(2-{2-[2-(2-{2-[1-(3,5-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-

dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-1-methyl-

ethylsulfanyl]-acetylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoate de methyle : 



WO 2011/023883 
34 

PCT/FR2010/051709 

LC/MS (F): tr= 1,19 min ; [M+H]+ : m/z 1026. 

3.4. 3-(2-{2-r2-(2-{2-n -(3.5-bis-r(S)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro 

pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-1-methvl-ethvlsulfanvll-acetvl 

amino>-ethoxv)-ethoxvl-ethoxv>-ethoxv)-propanoate de methyle 

Prepare comme pour l'ex.2, a partir du 3-(2-{2-[2-(2-{2-[1-(3,5-bis-hydroxymethyl-phenyl)-1-

methyl-ethylsulfanyl]-acetylamino}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoate de methyle : 

10 LC/MS (F): tr=1,28 min ; [M+H]+ : m/z 1040 

3.5. 3-(2-{2-r2-(2-{2-ri-(3.5-bis-hvdroxvmethvl-phenvl)-1-methvl-ethvlsulfanvn-acetvlamino}-

ethoxv)-ethoxvl-ethoxy}-ethoxv)-propanoate de methyle 

Prepare comme decrit pour l'ex.2, a partir de 3,5-bis-hydroxymethyl-1-(1-mercapto-1-methyl-

15 ethyl)-benzene: 

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 1,64 (s, 6 H) ; 2,53 (t, J=6,2 Hz, 2 H) ; 2,93 (s, 2 H); 3,15 (q, 

J=6,0 Hz, 2 H) ; 3,37 (t, J=6,0 Hz, 2 H) ; 3,49 (m, 12 H) ; 3,59 (s, 3 H) ; 3,62 (t, J=6,2 Hz, 2 H) ; 

4,49 (d, J=5,6 Hz, 4 H) ; 5,13 (t, J=5,6 Hz, 2 H) ; 7,14 (s, 1 H) ; 7,32 (s, 2 H) ; 7,84 (t, J=6,0 Hz, 1 

H). LC/MS (B) : tr= 2,98 min ; [M+H]+ : m/z 532 ; pic de base : m/z 354 ; [M-H+HC02H]- : m/z 

20 576. 

3.8. 3.5-bis-hvdroxvmethvl-1 -(1 -mercapto-1 -methvl-ethvP-benzene 

4r° 
A 

Une solution de 43 mg de 5-hydroxymethyl-1-(1 -mercapto-1 -methyl-ethyl)-3-(tert-butyl-dimethyl-

25 silanyloxy methyl)-benzene dans 1 mL d'un melange acide acetique/THF/eau (3/1/1) est agite a 

TA pendant 4,5 h, concentre sous PR puis repris dans 3 mL d'eau. Le pH de la phase aqueuse 

est amene a 7 par addition d'une solution aqueuse 10% de Na2C03 puis la phase aqueuse est 

extraite avec AcOEt. La phase organique est sechee sur MgS04 et concentree sous PR. On 

obtient ainsi 18 mg de 3,5-bis-hydroxymethyl-1-(1 -mercapto-1 -methyl-ethyl)-benzene. RMN 1H 
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15 

(400 MHz, DMSO-d6) : 1,76 (s, 6 H) ; 3,19 (s, 1 H); 4,48 (d, J=5,9 Hz, 4 H) ; 5,14 (t, J=5,9 Hz, 2 

H); 7,13 (s, 1 H); 7,36 (s, 2 H). MS (C): CI : [M+NH4]+ : m/z 230. 

3.9. 5-hvdroxvmethvl-1-(1-mercapto-1-methvl-ethvl)-3-(tert-butvl-dimethvl-silanvloxv 

methvh-benzene 

A 336 mg de thioacetate de 1-[3-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-5-hydroxymethyl-phenyl]-

1-methyl-ethyle en solution dans 3,7 mL d'acetonitrile est additionnee 114 |JL d'hydrate 

d'hydrazine. Apres 3 h a TA, le melange est concentre sous PR et purifie par chromatographie 

10 flash sur silice (Biotage 25+M), en utilisant un gradient de 0 a 55% AcOEt dans I'heptane. On 

obtient ainsi 230 mg de 5-hydroxymethyl-1-(1 -mercapto-1 -methyl-ethyl)-3-(tert-butyl-dimethyl-

silanyloxymethyl)-benzene. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 0,08 (s, 6 H); 0,92 (s, 9 H); 1,76 (s, 

6 H) ; 3,19 (s, 1H) ; 4,48 (d, J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,71 (s, 2 H) ; 5,14 (t, J=5,7 Hz, 1 H) ; 7,10 (s, 1 H) ; 

7,33 a 7,42 (m, 2 H). MS (C): CI : [M+NH4]+ : m/z 344. 

3.10. thioacetate de 1-r3-(tert-butvl-dimethvl-silanvloxvmethvl)-5-hvdroxvmethvl-phenvll-1-

methvl-ethvle 

A 1 g de 1-(1-Hydroxy-1-methyl-ethyl)-3,5-bis-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-benzene en 

20 solution dans 4,7 mL de 1,2-dichloroethane sont additionnes 404 |JL d'acide thioacetique et 376 

mg d'iodure de zinc. Le melange est chauffe a 50°C pendant 40 min. Apres retour a TA, les sels 

sont elimines par filtration et la phase organique est concentree sous PR et purifie par 

chromatographie flash sur silice (Biotage 40+M), en utilisant un gradient de 0 a 30% AcOEt dans 

I'heptane. On obtient ainsi 248 mg de thioacetate de 1-[3-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-5-

25 hydroxymethyl-phenyl]-1-methyl-ethyle. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 0,08 (s, 6 H) ; 0,91 (s, 9 

H) ; 1,79 (s, 6 H) ; 2,17 (s, 3H) ; 4,48 (d, J=5,6 Hz, 2 H) ; 4,70 (s, 2 H) ; 5,16 (t, J=5,6 Hz, 1 H) ; 

7,11 (s, 1 H); 7,33 (s, 1 H); 7,35 (s, 1H). LC/MS (A): tr= 1,23 min ; [M+Na]+ : m/z 391. 

3.11.1-(1-Hvdroxv-1-methvl-ethvl)-3.5-bis-(tert-butvl-dimethvl-silanvloxvmethvl)-benzene 

,OH 

30 
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A 4,32 g de 1-bromo-3,5-bis-(tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl)-benzene (G.T.Crisp, 

P.D.Turner Tetrahedron 2000, 56 (42), 8335) en solution dans 150 mL de THF refroidie a -71 °C 

est additionne goutte a goutte 10,5 mL de n-BuLi en solution 1,6 M dans I'hexane. Apres 1h30, 

4,27 mL d'acetone est additionne goutte a goutte. Le melange est laisse remonter a TA puis 

5 hydrolyse par une solution aqueuse saturee NH4CI. La phase aqueuse est extraite avec 100 mL 

AcOEt et les phases organiques rassemblees sont sechees sur MgS04, concentrees sous PR et 

purifiees par chromatographie flash sur silice (Biotage 65+M), en utilisant un gradient de 0 a 20% 

AcOEt dans I'heptane. On obtient ainsi 2,48 g de 1-(1-hydroxy-1-methyl-ethyl)-3,5-bis-(tert-butyl-

dimethyl-silanyloxymethyl)-benzene. RMN 1H (400 MHz, CHLOROFORM-d) : 0,11 (s, 12 H) ; 

10 0,96 (s, 18 H); 1,59 (s, 6H); 1,69 (s, 1 H) ; 4,76 (s, 4 H) ; 7,21 (s, 1 H) ; 7,33 (s, 2 H). LC/MS (B) 

: tr=6,43 min ; [M+Na]+ : m/z 447 ; pic de base : m/z 407. 

Exemple 4 

4.1. Preparation du conjugue. 

15 On prepare comme pour l'ex.1 un conjugue en faisant reagir le hu2H11 et le 3-{2-[2-(2-{2-[2-(4-

{4-[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-

pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-piperazin-1-yl}-1,1-

dimethyl-4-oxo-butylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de N-

hydroxysuccinimidyle. Le conjugue obtenu est dose par spectrophotometrie en utilisant les 

20 coefficients d'extinction e32onm= 7876 M"1cm"1 et e28onm= 4334 M"1cm"1 pour le dimere de 

tomaymycine et £280nm= 208,380 M"1cm"1 pour hu2H11 : une moyenne de 3,13 dimeres de 

tomaymycine par molecule d'anticorps a ete determinee. 

4.2. 3-l2-r2-(2-l2-r2-(4-l4-r2-(2.6-bis-IYS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro-

25 pvrrolor2.1ciri.41benzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvn-pvridin-4-vloxv)-ethvl1-piperazin-1-

vl}-1.1-dimethvl-4-oxo-butvlsulfanvl)-acetvlamino1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-ethoxy}-

propanoate de N-hvdroxvsuccinimidvIe : 

Prepare selon I'exemple 2, a partir de I'acide 3-{2-[2-(2-{2-[2-(4-{4-[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-

ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzo diazepin-5-one-8-yloxymethyl]-

30 pyridin-4-yloxy)-ethyl]-piperazin-1-yl}-1,1-dimethyl-4-oxo-butylsulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-

ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoTque 

LC/MS (B): tr= 3,27 min ; [M+H]+: m/z 1309 ; [M+2H]2+: m/z 655. 

35 
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4.3. acide 3-{2-r2-(2-{2-r2-(4-{4-r2-(2.6-bis-KS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-

tetrahvdro-pvrrolor2.1ciri.41benzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvn-Pvridin-4-vloxv)-ethvl1-

piperazin-1-vl}-1.1-dimethvl-4-oxo-butvlsulfanvl)-acetvlaminol-ethoxy}-ethoxv)-ethoxvl-

ethoxvl-propanoTque 

5 Prepare selon I'exemple 2, a partir de 3-{2-[2-(2-{2-[2-(4-{4-[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-

dimethoxy-1,2,3,11 a-tetra hydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-

yloxy)-ethyl]-piperazin-1-yl}-1,1-dimethyl-4-oxo-butyl sulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-

ethoxy]-ethoxy}-propanoate de methyle 

10 LC/MS (B): tr= 3,16 min ; [M+H]+: m/z 1212 ; [M+2H]2+: m/z 606. 

4.4. 3-l2-r2-(2-l2-r2-(4-l4-r2-(2.6-bis-IYS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro-

pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-pyridin-4-vloxv)-ethvll-piperazin-1-

vl}-1.1-dimethvl-4-oxo-butvlsulfanvl)-acetvlaminol-ethoxv}-ethoxv)-ethoxvl-ethoxy}-

15 propanoate de methyle 

Prepare selon I'exemple 2, a partir de 3-{2-[2-(2-{2-[2-(4-{4-[2-(2,6-bis-hydroxymethyl-pyridin-4-

yloxy)-ethyl]-piperazin-1-yl}-1,1-dimethyl-4-oxo-butyl sulfanyl)-acetylamino]-ethoxy}-ethoxy)-

ethoxy]-ethoxy}-propanoate de methyle 

20 RMN [H (500 MHz, DMSO-d6) : 1,22 (s, 6 H) ; 1,69 (m, 8 H); 2,37 (m, 2 H); 2,40 (m, 2 H); 2,48 (m, 2 

H) ; 2,53 (t, J=6,l Hz, 2 H) ; 2,72 (m, 2 H) ; 2,92 (m, 2 H) ; 3,04 (m, 2 H) ; 3,11 (s, 2 H) ; 3,19 (q, J=5,4 

Hz, 2 H) ; 3,39 (t, J= 5,4 Hz, 2 H); 3,42 (m, 4 H) ; 3,49 (m, 12 H) ; 3,59 (s, 3 H); 3,62 (t, J=6,l Hz, 2 H); 

3,86 (s, 6 H); 3,88 (m, 2 H); 4,10 (m, 4 H); 4,22 (m, 2 H); 5,17 (d, J=13,0 Hz, 2 H); 5,22 (d, J=13,0 Hz, 

2 H); 5,55 (m, 2 H); 6,94 (s, 2 H); 7,09 (s, 2 H); 7,38 (s, 2 H); 7,77 (d, J= 3,9 Hz, 2 H); 8,01 (t, J=5,4 Hz, 

25 1 H). LC/MS (B): tr = 3,30 min ; [M+H]+: m/z 1225 ; [M+2H]2+: m/z 613 (pic de base). 

4.5. 3-{2-r2-(2-{2-r2-(4-{4-r2-(2.6-bis-hvdroxvmethvl-pvridin-4-vloxv)-ethvl1-piperazin-1-vl}-

1.1-dimethvl-4-oxo-butvlsulfanvl)-acetvlamino1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-ethoxy}-

propanoate de methyle 

30 Prepare selon I'exemple 2, a partir de 4-(2-[4-(4-mercapto-4-methyl)-pentanoyl)-piperazin-1-yl]-

ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine 



WO 2011/023883 
38 

PCT/FR2010/051709 

RMN [H (500 MHz, DMSO-d6) : tous les signaux sont larges avec 1,22 (s, 6 H) ; 1,71 (m, 2 H) ; 2,20 a 

2,58 (m partiellement masque, 8 H); 2,75 (m, 2 H) ; 3,12 (m, 2 H); 3,19 (m, 2 H); 3,47 a 3,53 (m, 18 H) ; 

3,60 (m, 5 H) ; 4,18 (m, 2 H) ; 4,46 (m, 4 H) ; 5,31 (m, 2 H) ; 6,86 (s, 2 H) ; 8,00 (m, 1 H). LC/MS (B) : 

5 tr= 2,20 min ; [M+H]+ : m/z 717 ; [M-H+HC02H]~: m/z 761. 

4.6. 4-(2-r4-(4-mercapto-4-methvl)-pentanovl)-piperazin-1-vl1-ethoxv)-2.6-bis-

(hvdroxvmethvl)-pyridine 

Prepare selon I'exemple 2, a partir de 4-(2-[4-(4-methyl-4-methyldisulfanyl)-pentanoyl)-piperazin-

10 1-yl]-ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine 

RMN [H (400 MHz, DMSO-d6) : 1,32 (s, 6 H) ; 1,76 (m, 2 H) ; 2,36 a 2,53 (m partiellement masque, 6 

H) ; 2,66 (s, 1 H) ; 2,75 (t, J= 5,5 Hz, 2 H) ; 3,40 a 3,52 (m, 4 H) ; 4,18 (t, J= 5,5 Hz, 2 H) ; 4,46 (s, 4 H) ; 

5,30 (m tres etale, 2 H) ; 6,86 (s, 2 H). LC/MS (B) : tr = 0,76 min ; [M+H]+ : m/z 398 ; [M-H]~ : m/z 396. 

4.7. 4-(2-r4-(4-methvl-4-methvldisulfanvH-pentanovl)-piperazin-1-vl1-ethoxv)-2.6-bis-

(hvdroxvmethvl)-pyridine 
o 

20 A 600 mg de 4-(2-piperazin-1-yl-ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine en solution dans 12 mL 

de DMF sont additionnes 344 |iL de TEA puis, apres 10 min d'agitation, 748 mg d'acide 4-methyl-

4-methyldisulfanyl-pentanoTque, 417 |iL de diisopropylcarbodiimide et 69 mg d'hydrate de 1-

hydoxybenzotriazole. Apres 15 h a TA, le melange est concentre sous PR, additionne de 15 mL 

d'eau et extrait 2x avec AcOEt. Les phases organiques rassemblees sont sechees sur MgS04, 

25 concentrees sous PR et purifiees par chromatographie flash sur silice (Analogix Super Flash Si02 

SF25-80g) en utilisant un gradient de 2 a 10% de MeOH dans DCM. On obtient ainsi 390 mg de 

4-(2-[4-(4-methyl-4-methyldisulfanyl)-pentanoyl)-piperazin-1-yl]-ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl -

pyridine. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 1,26 (s, 6 H) ; 1,79 (m, 2 H) ; 2,36 (m, 2 H) ; 2,39 (s, 3 

H) ; 2,40 a 253 (m partiellement masque, 4 H) ; 2,75 (t, J=5,6 Hz, 2 H) ; 3,45 (m, 4 H) ; 4,18 (t, 
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J=5,6 Hz, 2 H) ; 4,46 (d, J=5,9 Hz, 4 H) ; 5,30 (t, J=5,9 Hz, 2 H) ; 6,86 (s, 2 H). LC/MS (A) : tr = 

0,42 min ; [M+H]+: m/z 444 ; [M-H+HC02H]": m/z 488. 

4.8. 4-(2-piperazin-1-vl-ethoxv)-2.6-bis-(hvdroxvmethvl)-pyridine 

A 2,3 g de 4-(2-(4-tert-butoxycarbonyl-piperazin-1-yl)-ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl) -pyridine 

en solution dans 33 mL de dioxanne sont additionnes 19 mL d'une solution HCI 4M dans le 

dioxane. Apres 12 h a TA, le precipite resultant est recupere par filtration sur verre fritte, repris 

dans MeOH puis concentre sous PR et dilue dans 40 mL d'un melange MeOH / eau 1/1. La 

10 solution resultante est deposee sur Mega BE-SCX, 25GM 150ML (Varian). Apres lavage de la 

phase avec du MeOH, le produit d'interet est elue avec une solution d'ammoniac 2N dans le 

methanol. La phase MeOH / NH3 est concentree sous PR. On obtient ainsi 1,6 g de 4-(2-

piperazin-1-yl-ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 2,40 (m, 

4 H) ; 2,68 (m, 6 H) ; 4,15 (t, J=5,7 Hz, 2H) ; 4,44 (m, 4 H) ; 5,29 (m, 2 H) ; 6,85 (s, 2 H). 

15 LC/MS (A): tr= 0,10 min ; [M+H]+ : m/z 268 ; [M+2HJ2+ : m/z 134,5 ; picde base : m/z 113. 

4.9. 4-(2-(4-tert-butoxvcarbonvl-piperazin-1-vl)-ethoxv)-2.6-bis-(hvdroxvmethvl)-pyridine 

A 3,1 g de 4-[2-(4-tert-butoxycarbonyl-piperazin-1-yl)-ethoxy]-pyridine-2,6-dicarboxylate de 

20 diethyle en solution dans 105 mL d'EtOH, sont additionnes 779 mg de borohydrure de sodium et 

2,29 g de CaC^. Apres 3 h a TA, le melange est hydrolyse et concentre sous PR. Le residu 

obtenu est additionne d'eau et la phase aqueuse resultante est extraite 4x avec AcOEt. Les 

phases organiques rassemblees sont lavees avec une solution aqueuse saturee en NaCI puis 

concentrees sous PR. On obtient ainsi 2,4 g de 4-(2-(4-tert-butoxycarbonyl-piperazin-1-yl)-

25 ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl)-pyridine. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 1,39 (s, 9 H); 2,43 (m, 

4 H) ; 2,73 (t, J=5,6 Hz, 2 H); 3,30 (m partiellement masque, 4 H) ; 4,17 (t, J=5,6 Hz, 2 H) ; 4,45 

(d, J=5,9 Hz, 4 H) ; 5,30 (t, J=5,9 Hz, 2H) ; 6,86 (s, 2 H). LC/MS (A): tr = 0,24 min ; [M+H]+ : m/z 

368. 

o 

5 

o o 

4.10. 4-r2-(4-tert-butoxvcarbonvl-piperazin 

diethyle 
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A une solution de 5 g de 1-tert-butoxycarbonyl-4-(2-hydroxyethyl)-piperazine dans 102 mL de 

DCM refroidie a 0°C sont additionnes 4,5 mL de TEA puis 2 mL de chlorure de methanesulfonyle. 

Apres 1 h, le melange est ramene a TA. Apres 1 h d'agitation supplementaire, le melange est 

5 hydrolyse et la phase organique lavee 2x a I'eau puis sechee sur MgS04 et concentree sous PR. 

Le residu ainsi obtenu (6,7 g) est additionne de 140 mL de DMF et porte a 60°C. 190 mg de 

diester d'ethyle de I'acide chelidamique (Scrimin, P. ; Tecilla, P.; Tonellato, U.; Vendrame, T. J. 

Org. Chem. 1989, 54, 5988) et 549 mg de K2CO3 sont alors ajoutes et le melange est chauffe a 

80°C pendant 20 h. Apres concentration sous PR, le melange est hydrolyse, extrait 3x avec 

10 AcOEt et les phases organiques reunies sont lavees avec une solution saturee en NaCI, 

concentrees sous PR et purifiees par chromatographie flash sur silice (Analogix Super Flash Si02 

SF25-150g) en utilisant un gradient de 60 a 85% d'AcOEt dans I'heptane. On obtient ainsi 3,1 g 

de 4-[2-(4-tert-butoxycarbonyl-piperazin-1-yl)-ethoxy]-pyridine-2,6-dicarboxylate de diethyle. RMN 
1H (400 MHz, DMSO-d6): 1,34 (t, J=7,2 Hz, 6 H); 1,39 (s, 9 H); 2,44 (m, 4 H); 2,76 (t, J=5,7 Hz, 

15 2 H) ; 3,30 (m partiellement masque, 4 H) ; 4,34 (t, J=5,7 Hz, 2 H); 4,38 (q, J=7,1 Hz, 4 H) ; 7,74 

(s, 2 H). LC/MS (B): tr= 2,81 min ; [M+H]+: m/z 452 ; [MH+HC02H]": m/z 496. 

Exemple 5 

5.1. 4-{2-r4-(2-methvl-2-methvldisulfanvl-propvl)-piperazin-1-vl1-ethoxv}-2.6-bis-

20 (hvdroxvmethvl)-pyridine 

Prepare selon I'exemple 1, a partir de la 4-(2-piperazin-1-yl-ethoxy)-2,6-bis-(hydroxymethyl)-

pyridine. 

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) : 1,25 (s, 6 H) ; 2,39 (s, 3 H) ; 2,40 (s, 2 H) ; 2,44 a 2,57 (m 

25 partiellement masque, 8 H); 2,69 (t, J=5,7 Hz, 2 H); 4,14 (t, J=5,7 Hz, 2 H) ; 4,45 (d, J=5,7 Hz, 4 

H); 5,29 (t, J=5,7 Hz, 2 H); 6,85 (s, 2 H). LC/MS (B): tr= 0,51 min ; [M+H]+ : m/z 402. 

Exemple 6 

6.1. Preparation du conjugue. 

30 On prepare comme pour l'ex.1 un conjugue en faisant reagir le hu2H11 et le 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-

{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydro-

pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1-

dimethyl-ethylsulfanyl)-acetyl-methylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-propanoate de N-
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hydroxy succinimidyle. Le conjugue obtenu est dose par spectrophotometrie en utilisant les 

coefficients d'extinction e319nm= 7789 M"1cm"1 et e28onm= 4362 M"1cm"1 pour le dimere de 

tomaymycine et £280nm= 208380 M"1cm"1 pour hu2H11 : une moyenne de 2,90 dimeres de 

tomaymycine par molecule d'anticorps a ete determinee. 

5 

6.2. 3-l2-r2-(2-l2-r2-(2-ir2-(2.6-bis-IYS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetrahvdro-

pvrrolor2.1ciri.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-pvridin-4-vloxv)-ethvll-methvl-

amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvl-methvlaminol-ethoxv}-ethoxv)-ethoxvl-ethoxy}-

propanoate de N-hvdroxvsuccinimidvIe 

10 Prepare selon I'exemple 2, a partir de I'acide 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-

7-dimethoxy-1,2,3,11a-tetrahydropyrrolo[2,1c][1,4] benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-

yloxy)-ethyl]-methyl-amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-acetyl-methylamino]-ethoxy}-ethoxy)-

ethoxy]-ethoxy}-propanoique : 

15 LC/MS (F): tr= 1,02 min ; [M+H]+ : m/z 1225 ; [M+H20+H]+ : m/z 1243 

6.3. Acide 3-{2-r2-(2-{2-r2-(2-q2-(2.6-bis-KS)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-

tetrahvdro-pvrrolor2.1cin.4lbenzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvll-pvridin-4-vloxv)-ethvll-

methvl-amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvl-methvlaminol-ethoxy}-ethoxv)-ethoxvl-

20 ethoxvl-propanoTque 

Prepare selon I'ex. 2 a partir de 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-[(S)-2-eth-(E)-ylidene-7-dimethoxy-

1,2,3,11 a-tetra hydro-pyrrolo[2,1c][1,4]benzodiazepin-5-one-8-yloxymethyl]-pyridin-4-yloxy)-

ethyl]-methyl-amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-acetyl-methylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-

ethoxy}-propanoate de methyle: 

LC/MS (F): tr= 0,97 min ; [M+H]+ : m/z 1129 

6.4. 3-^2-r2-(2-{2-r2-(2-a2-(2.6-bis-r(S)-2-eth-(E)-vlidene-7-dimethoxv-1.2.3.11 a-tetra hvdro-

pvrrolor2.1ciri.41benzodiazepin-5-one-8-vloxvmethvn-Pvridin-4-vloxv)-ethvn-methvl-

30 amino}-1.1-dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvl-methvlamino1-ethoxv}-ethoxv)-ethoxv1-ethoxy}-

propanoate de methyle 
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15 

Prepare selon I'ex. 2, a partir du 3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{[2-(2,6-bis-hydroxymethyl-pyridin-4-yloxy)-

ethyl]-methyl-amino}-1,1-dimethyl-ethylsulfanyl)-acetyl-methylamino]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-

ethoxy}-propanoate de methyle : 

o o 
5 RMN 1H (500 MHz, DMSO-d6): les absorptions sont larges avec 1,20 (s, 6 H); 1,58 a 1,73 (m, 6 

H) ; 2,38 (s, 3 H) ; 2,52 a 3,07 (m, 13 H) ; 3,36 a 3,63 (m, 23 H) ; 3,67 a 3,91 (m, 8 H) ; 4,06 a 

4,26 (m, 6 H) ; 5,02 a 5,26 (m, 4 H) ; 5,33 a 5,60 (m, 2 H) ; 6,39 a 7,42 (m, 6 H) ; 7,76 (m, 2 H). 

LC/MS (A): tr = 0,77 min ; [M+H]+: m/z 1142 ; [M+2H]2+: m/z 571,5 (pic de base). 

10 6.5. 3-{2-r2-(2-{2-r2-(2-{r2-(2.6-bis-hvdroxvmethvl-pvridin-4-vloxv)-ethvn-methvl-amino}-1.1-

dimethvl-ethvlsulfanvl)-acetvl-methvlaminol-ethoxv>-ethoxv)-ethoxvl-ethoxv>-propanoate 

de methyle 

Prepare selon I'ex. 2, a partir du 3-{2-[2-(2-{2-[(2-iodo-acetyl)-methyl amino]-ethoxy}-ethoxy)-

ethoxy]-ethoxy}-propanoate de methyle. 

NO^SH 
o 

HO. HO. 
N v N v 

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): dedoublement 50-50 de rotameres avec : 1,22 (s, 3H) ; 1,24 (s, 

3 H) ; 2,41 (s, 3 H); 2,53 (t, J=6,2 Hz, 2 H) ; 2,56 (m, 2 H); 2,80 (s, 1 H); 2,88 (t, J=5,9 Hz, 2 H); 

3,05 (s, 2 H) ; 3,35 a 3,58 (m, 18 H) ; 3,59 (s, 3 H) ; 3,62 (t, J=6,2 Hz, 2 H) ; 4,13 (t, J=5,9 Hz, 2 

H) ; 4,45 (d, J=5,9 Hz, 4 H) ; 5,29 (t, J=5,9 Hz, 2 H) ; 6,85 (s, 2 H). LC/MS (B) : tr= 2,18 min ; 

20 [M+H]+: m/z 634 ; [M-H+HC02H]": m/z 678. 

6.6. 3-{2-r2-(2-{2-r(2-iodo-acetvl)-methvl-aminol-ethoxv}-ethoxv)-ethoxvl-ethoxy}-

propanoate de methyle 

HN. XL XL .CL .CL XNV /L 

o o o 

25 A 215 mg de 3-(2-{2-[2-(2-methylamino-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoate de methyle 

est additionne 117,4 mg de iodoacetate de N-hyroxysuccinimidyle en solution dans 6,5 mL de 

DCM. Apres 2 h a TA, le melange est concentre sous PR et purifie par chromatographie flash sur 

silice (Analogix Super Flash Si02 SF25-24g), en utilisant un gradient de 0 a 6% de MeOH dans le 

DCM. On obtient ainsi 210 mg de 3-{2-[2-(2-{2-[(2-iodo-acetyl)-methyl-amino]-ethoxy}-ethoxy)-

30 ethoxy]-ethoxy}-propanoate de methyle. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): dedoublement 55-45 de 

rotameres avec 2,54 (t, J=6,2 Hz, 2 H); 2,83 (s, 1,35 H) ; 3,02 (s, 1,65 H) ; 3,36 a 3,55 (m, 16 H) 



WO 2011/023883 
43 

PCT/FR2010/051709 

5 

; 3,60 (s, 3 H); 3,63 (t, J=6,2 Hz, 2 H); 3,83 (s, 1,1 H); 3,88 (s, 0,9 H). LC/MS (A): tr= 0,62 min ; 

[M+H]+ : m/z 462. 

6.7. 3-(2-{2-r2-(2-methvlamino-ethoxv)-ethoxv1-ethoxy}-ethoxv)-propanoate de methyle : 

X 
O- HN. n. XL X)v 

"O v v O 
6 0 0 

A 390 mg de 3-[2-(2-{2-[2-(tert-butoxycarbonyl-methyl-amino)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-

propanoate de methyle en solution dans 5,3 mL de dioxanne sont additionnes 3 mL d'une 

solution HCI 4M dans le dioxane. Apres 12 h a TA, le melange est concentre sous PR mis en 

10 solution dans un minimum de methanol et depose sur Mega BE-SCX, 10GM 60ML (Varian). 

Apres lavage de la phase avec MeOH, le produit d'interet est elue avec une solution d'ammoniac 

2N dans le methanol. La phase methanol / NH3 est concentree sous PR. On obtient ainsi 270 mg 

de 3-(2-{2-[2-(2-methylamino-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-propanoate de methyle. RMN [H 

(400 MHz, DMSO-d6): 2,28 (s, 3 H); 2,54 (t, J=6,2 Hz, 2 H); 2,59 (t, J=5,9 Hz, 2 H); 3,44 (t, J=5,9 Hz, 2 

15 H) ; 3,47 a 3,54 (m, 12 H) ; 3,60 (s, 3 H) ; 3,63 (t, J=6,2 Hz, 2 H). LC/MS (A) (ELSD) : tr= 0,30 min ; 

[M+H]+ : m/z 294. 

6.8. 3-r2-(2-{2-r2-(tert-butoxvcarbonvl-methvl-amino)-ethoxvl-ethoxy}-ethoxv)-ethoxvl-

propanoate de methyle 

2Q o o ° ° 
A une solution de 500 mg d'acide 3-[2-(2-{2-[2-(tert-butoxycarbonyl-methyl-amino)-ethoxy]-

ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-propanoTque dans 4,8 mL de MeOH refroidie a 0°C, sont additionnes 2 

mL d'une solution 2M de trimethylsilyldiazomethane dans I'hexane. Apres 2 h, le melange est 

neutralise par addition de 120 |iL d'acide acetique puis concentre sous PR et purifie par 

25 chromatographie flash sur silice (Analogix Super Flash Si02 SF25-40g), en utilisant un gradient 

de 0 a 5% de methanol dans le DCM. On obtient ainsi 400 mg de 3-[2-(2-{2-[2-(tert-

butoxycarbonyl-methyl-amino)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-propanoate de methyle. RMN [H 

(400 MHz, DMSO-d6) : 1,38 (s, 9 H) ; 2,54 (t, J=6,2 Hz, 2 H) ; 2,80 (s large,3 H) ; 3,29 (t partiellement 

masque, J= 5,9 Hz, 2 H) ; 3,45 a 3,55 (m, 14 H) ; 3,59 (s, 3 H) ; 3,63 (t, J=6,2 Hz, 2 H). LC/MS (A) : 

30 tr= 0,84 min ; [M+Na]+ : m/z 416 (pic de base); LC/MS (A): tr = 0,84 min ; [M+Na]+ : m/z 416 (pic 

de base). 

6.9. Acide 3-r2-(2-{2-r2-(tert-butoxvcarbonvl-methvl-amino)-ethoxv1-ethoxy}-ethoxv) 

ethoxvl-propanoTque 
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X „ Yi 
o o o o 

A une solution de 520 mg d' acide 3-[2-(2-{2-[2-(tert-butoxycarbonyl-amino)-ethoxy]-ethoxy}-

ethoxy)-ethoxy]-propanoique dans 14 mL de THF refroidie a 0°C, sont additionnes par portions 

85,4 mg de NaH. Apres 5 min d'agitation, sont additionnees 150 |iL d'iodomethane. Le melange 

5 est alors agite 2 h a TA puis additionne de 150 |iL d'iodomethane supplementaires. Apres 12 h a 

TA, le melange est hydrolyse puis amene a pH acide par ajout d'acide acetique aqueux a 0°C. La 

phase aqueuse est extraite 3x avec AcOEt, les phases organiques rassemblees sont sechees 

sur MgS04, concentrees sous PR et le brut obtenu est remis en reaction selon le meme protocole 

avec 85 mg de NaH et 176 |iL d'iodomethane pour 2 h supplementaires. On obtient ainsi 500 mg 

10 d' acide 3-[2-(2-{2-[2-(tert-butoxycarbonyl-methyl-amino)-ethoxy]-ethoxy}-ethoxy)-ethoxy]-

propanoique. LC/MS (F): tr= 1,01 min ; [M+H]+ : m/z 380. 

Evaluation de rinhibition de la proliferation des lignees cellulaires MDA-MB-231. MDA-A1 

et HCT116 par les composes de formule (IA) avec ZhRh= -OMe et Y=Y'= -OMe 

15 Les cellules MDA-MB-231, MDA-A1 ou HCT116 dans leur phase de croissance exponentielle 

sont trypsinees et remises en suspension dans leur milieu de culture respectif (DMEM/F12 Gibco 

#21331, 10% SVF Gibco #10500-056, 2 nM Glutamine Gibco #25030 pour les cellules MDA; 

DMEM Gibco #11960, 10% SVF Gibco #10500-056, 2 mM Glutamine Gibco #25030 pour les 

cellules HCT116). La suspension cellulaire est ensemencee dans des plaques de culture 96 puits 

20 Cytostar (GE Healthcare Europe, #RPNQ0163) dans le milieu de culture complet contenant du 

serum a une densite de 5000 cellules/puits (MDA-MB-231, MDA-A1, HCT116). Apres 4 h 

d'incubation, des dilutions successives des dimeres de tomaymycine sont ajoutees dans les puits 

en triplicate pour chaque concentration. Les cellules sont cultivees 3 jours a 37°C dans une 

atmosphere a 5% de CO2 en presence des cytotoxiques. Le 4e jour, 10 pi d'une solution de 

25 thymidine 14C (0,1 pCi/puits, Perkin Elmer #NEC56825000) sont ajoutes dans chaque puits. 

L'incorporation de thymidine 14C est mesuree 96 h apres le debut de I'experience avec un 

compteur radioactif microbeta (Perkin Elmer). Les donnees sont exprimees sous la forme d'un % 

de survie en faisant le ratio entre le decompte obtenu avec les cellules traitees par le cytotoxique 

et celui obtenu avec les cellules des puits controles (traitees par le milieu de culture seul). 

30 

Tableau II 

Inhibition de la proliferation (pulse l4C thymidine a 96 h) IC50 [nM] 

Structure du compose de formule (IA) HCT116 MDA-A1 MDA-MB231 
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H A H 

0 0 0,030 1,991 0,009 

N V ^ ii _ n _ -O. /OMe 

° O 

H H 

O O 0,120 2,260 0,070 

0 0 

^ H 

H H 

0 0 0,127 >10 0,084 

OO 0 

0 0 1,250 >10 0,450 

On constate que les composes testes pour lesquels ZbRb= -OMe ont une activite anticancereuse 

puissante ; ceci laisse penser que les composes similaires se caracterisant par un autre groupe 

ZbRb sont susceptibles de presenter une activite identique. 

5 

Evaluation de I'inhibition de la proliferation des lignees cellulaires MDA-MB-231 par les 

conjugues hu2H11-cvtotoxigue 

Les cellules MDA-MB-231 dans leur phase de croissance exponentielle sont trypsinees et 

remises en suspension dans leur milieu de culture (DMEM/F12 Gibco #21331, 10% SVF Gibco 

10 #10500-056, 2 nM Glutamine Gibco #25030). La suspension cellulaire est ensemencee dans des 

plaques de culture 96 puits Cytostar (GE Healthcare Europe, #RPNQ0163) dans le milieu de 

culture complet contenant du serum a une densite de 5000 cellules/puits. Apres 4 h d'incubation, 

des dilutions successives des immunoconjugues anticorps-cytotoxique sont ajoutees dans les 

puits a des concentrations decroissantes de 10"7 a 10"12 M (en triplicate pour chaque 

15 concentration). Les cellules sont cultivees a 37°C dans une atmosphere a 5% de CO2 en 

presence des immunoconjugues anticorps-cytotoxique pendant 3 jours. Le 4e jour, 10 |jl d'une 

solution de thymidine 14C (0,1 |jCi/puits, Perkin Elmer #NEC56825000) sont ajoutes dans chaque 

puits. L'incorporation de thymidine 14C est mesuree 96 h apres le debut de I'experience avec un 

compteur radioactif microbeta (Perkin Elmer). Les donnees sont exprimees sous la forme d'un % 

20 de survie en faisant le ratio entre le decompte obtenu avec les cellules traitees par 
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I'immunoconjugue et celui obtenu avec les cellules des puits controles (traitees par le milieu de 

culture seul). Dans certaines experiences*, l'anticorps nu hu2H11 a ete ajoute dans les puits a 

une concentration de 1 |JM au debut de I'experience et I'inhibition de la proliferation a ete 

mesuree comme precedemment decrit. 

5 

Tableau III 

Inhibition de la proliferation (pulse l4C thymidine a 96 h) IC50 [pM] 

Structure 
IC50 
moyen 

IC50 moyen 
(+hu2H11 nu *) 

rapport 
IC50 

oJ 

H,0 CN 

o o 

conjugue C2 31 540 17 

I V I " 
Ahu2H 11 

J 0 I 

O 0 910 5095 6 

0 0 
|| || hu2H11 

-A H H 

H H 

O 0 54 3981 74 

QX , 

0 0 1255 9125 7 

^OCAO 

O 1 1 0 68,5 1119 16 

Stabilite monomerique des conjugues de dimeres de tomaymycine non clivables 

Les conjugues hu2H11 non clivables prepares avec des dimeres de tomaymycine decrits aux 

10 exemples 3 et 5 de la demande internationale WO 09016516 ont tendance a voir leur purete 

monomerique diminuer dans le temps apres plusieurs mois de stockage a 3-5°C. En effet, ces 

conjugues, formules dans un tampon aqueux a pH 6,5 de concentration 10 mM en histidine 

contenant 10% de sucrose et 5% de NMP, presentant une moyenne de 3 a 3,5 dimeres de 
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tomaymycine par molecule d'anticorps, de purete monomerique initiale de I'ordre de 97,5%, 

peuvent perdre de 6 a 15% de purete monomerique en 6 a 8 mois. Ce phenomene n'a pas ete 

observe avec le conjugue de I'exemple 2 qui, avec une moyenne de 3,5 dimeres de tomaymycine 

par molecule d'anticorps, conserve une purete monomerique superieure a 99% en 4 mois dans 

5 les memes conditions de stockage, suggerant ainsi une meilleure stabilite de ce conjugue 

particulier. II s'agit la d'un objectif general recherche dans le domaine des conjugues que de 

pouvoir disposer d'un conjugue conservant une purete monomerique au cours du temps. 

Evaluation de I'activite antitumorale des conjugues hu2H11-cytotoxique sur souris SCID 

10 femelles porteuses d'un adenocarcinome humain avance du sein. MDA-MB-231 

Deux conjugues du meme anticorps hu2H11, notes C1 (prepare avec le dimere de tomaymycine 

decrit a I'exemple 5 de la demande internationale WO 09016516) et C2 (conjugue de I'exemple 

2), ont ete evalues a 4 niveaux de dose sur des tumeurs mammaires mesurables MDA-MB-231 

implantees s.c. sur souris SCID femelles. Les groupes controle n'ont pas ete traites. Les doses 

15 des deux conjugues sont donnees en |jg de dimere de tomaymycine/kg. Elles ont ete 

administrees a 80, 40, 20 et 10 |jg/kg par injection de type bolus intraveineux (IV) au jour 13 pour 

C1 et au jour 24 pour C2. 

En ce qui concerne 1'evaluation de I'activite anti-tumorale des conjugues, les animaux ont ete 

20 peses quotidiennement et les tumeurs mesurees 2 fois par semaine a I'aide d'un pied a coulisse. 

L'evaluation de I'activite antitumorale a ete effectuee a la Dose Maximale Toleree (DMT). Une 

dose produisant une perte de poids de 20% au nadir ou 10% (ou plus) de mortalite liee au 

conjugue est consideree comme etant toxique. Le poids corporel des animaux inclut le poids des 

tumeurs. Le poids des tumeurs est calcule selon la formule : masse (mg) = [longueur (mm) x 

25 largeur (mm)2]/2. Les parametres d'efficacite sont le AT/AC, le pourcentage moyen de regression, 

les regressions partielles et completes (RP et RC) et le nombre de souris sans tumeur a la fin de 

I'etude (SST). 

L'evolution du volume des tumeurs pour chaque souris traitee (T) et controle (C) est calculee 

30 pour chaque tumeur par soustraction du volume de la tumeur au jour de demarrage de I'etude au 

volume de la tumeur au jour d'observation specifie. La moyenne AT est calculee pour le groupe 

traite et la moyenne AC est calculee pour le groupe controle. Le ratio AT/AC est alors calcule et 

exprime en pourcentage: AT/AC = (delta T/delta C) x 100 

35 Une dose est consideree comme etant therapeutiquement active pour un AT/AC inferieur a 40% 

et tres active pour un AT/AC inferieur a 10%. Lorsque le AT/AC est inferieur a 0, la dose est 

consideree hautement active et le pourcentage de regression est alors calcule (selon Plowman J, 



WO 2011/023883 
48 

PCT/FR2010/051709 

Dykes DJ, Hollingshead M, Simpson-Herren L and Alley MC. Human tumor xenograft models in 

NCI drug development: Feibig HH BA, editor. Basel: Karger.\ 1999 p 101-125): 

Le pourcentage de regression tumorale est defini comme etant le pourcentage de diminution 

5 du volume tumoral dans le groupe traite au jour d'observation specifie en comparaison de son 

volume au premier jour de traitement. A un temps t specifique et pour chaque animal, le 

pourcentage de regression tumorale est calcule. Le pourcentage de regression moyen est alors 

calcule pour le groupe. 

* , - • , * xx volumetn-volume, 
Pourcentage de regression (au temps t) = - Lx100 

volumet0 

10 Regression partielle (RP) : Les regressions sont definies comme etant partielles lorsque la 

diminution du volume tumoral atteint 50 % du volume de la tumeur en debut de traitement. 

Regression complete (RC) : La regression complete est obtenue lorsque le volume de la 

tumeur = 0 mm3 (on considere que Ton est en presence d'une RC lorsque le volume de la tumeur 

15 ne peut etre mesure) 

SST : Les souris sans tumeur sont definies comme etant des souris ne presentant pas de tumeur 

decelable a la fin de I'etude (au-dela de 100 jours de traitement). 



Tableau IV - Evaluation de I'activite antitumorale des conjugues C1 et C2 sur souris SCID femelles porteuses d'un adenocarcinome humain 

avance du sein, MDA-MB-231. 

Conjugue Voie Dose en Jour Mortalite Perte de poids moyenne AT/AC Pourcentage Regressions 
d'administration/ |jg/kg de d'administration en % au nadir (jour) moyen en de 
Dose en mL/kg 

par injection 
dimere de 

tomaymycine 
(mg prot/kg) 

% (jour) regression 
moyen (jour) Partielle Complete 

C2 IV 80 (2,98) 24 4/6 - - - - - - Toxique 

DAR 3,5 10 mL/kg 40 (1,49) 0/6 -5,0 (31) <0 (46) 96,2 (46) 6/6 1/6 1/6 DMT, hautemementactif 

20 (0,75) 0/6 -4,4 (31) <0 (46) 66,4 (46) 4/6 0/6 0/6 Hautemementadif 

10 (0,37) 0/6 -4,0 (31) 14 (46) - 0/6 0/6 0/6 Actif 

Abbreviations: DMT = Dose Maximale Toleree, SST = Souris sans tumeur a la fin de I'etude 
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Selon un schema d'administration de dose unique, la plus haute dose testee pour ces deux 

conjugues dans cette etude (80 |jg/kg) s'est revelee toxique, induisant perte de poids et mortalite. 

A la DMT (40 |jg/kg), C1 est tres actif et induit une perte de poids de 9,6% au nadir, un AT/AC 

de 7% et 3 RP pour 5 souris SCID. Une activite antitumorale a aussi ete observee aux doses plus 

faibles de 20 et 10 |jg/kg sans induire de RP. 

A la DMT (40 |jg/kg), C2 est hautement actif et induit une perte de poids de 5% au nadir, une 

regression tumorale de 96,2% avec 6 RP pour 6 souris dont 1 SST. II est egalement tres actif a la 

dose inferieure de 20 |jg/kg avec une regression tumorale de 66,4% et 4 RP pour 6 souris. Une 

activite antitumorale a aussi ete observee a la dose la plus basse de 10 |jg/kg sans toutefois 

induire de regression ou de RP. 

En conclusion, on constate que C2 presente une forte activite anticancereuse et a montre une 

meilleure activite que C1 avec une regression tumorale, RP et SST a la DMT, non observees 

avec C1 aux memes doses. 
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REVENDICATIONS 

1. Compose de formule (I): 

dans laquelle : 

• represente une liaison simple ou une liaison double avec la condition que si 

represente une liaison simple alors : 

• -— represente une liaison simple ; 

• U et/ou U' identique ou different, represente(nt) independamment I'un de I'autre H ; 

• W et/ou W' identique ou different, represente(nt) independamment I'un de I'autre : 

OH, -OR, -OCOR, -COOR, -OCOOR, -OCONRR', un carbamate cyclique tel que N10 et 

C11 soient inclus dans un cycle, -NRCONRR', 

-OCSNHR, un thiocarbamate cyclique tel que N10 et C11 soient inclus dans un cycle, 

-SH, -SR, -SOR, -SOOR, -S03", -NRSOOR', -NRR', une amine cyclique telle que N10 et 

C11 soient inclus dans un cycle, -NROR', -NRCOR', -N3, -CN, Hal, un groupe 

trialkylphosphonium ou triarylphosphonium ; 

• R1, R2, R1', R2' identiques ou differents, representent, independamment I'un de I'autre : H, 

Hal ou un groupe (CrC6)alkyle eventuellement substitue par un ou plusieurs 

substituant(s) choisi(s) parmi : Hal, CN, NRR', CF3, OR, un groupe aryle ou heteroaryle, 

S(0)qR avec q =0,1 ou 2 ; 

ou bien 

• R1 et R2 et/ou R1' et R2' forment ensemble respectivement une double liaison =CH2 ou 

=CH-CH3; 

• Y et Y', identiques ou differents, representent independamment I'un de I'autre H ou OR ; 

• M represente CH ou N ; 

• ALK et ALK' identiques ou differents, representent independamment I'un de I'autre un 

groupe (CrC6)alkylene ; 

• R et R' representent independamment I'un de I'autre, H ou un groupe (CrC6)alkyle ou 

aryle eventuellement substitue par un ou plusieurs substituant(s) choisi(s) parmi : Hal, 

CN, NRR', CF3, OR, un groupe aryle ou heteroaryle ; 

• L represente : 
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• le groupe -L1-L2- dans lequel L| est rattache au cycle aromatique comprenant M par 

le groupe ALK ou OALK et represente I'un des groupes suivants : 

-ALK-S-
o 

JJN-CH-
-0-ALK-NRg-ALK-s ^ 

-O-ALK-N R3-ALK-S-
o 

et L2 represente le groupe -CH2C(=0)-NR3-(CH2CH20)rALK- rattache a Li par -

CH2C(=0)-

ou bien 

• le groupe -O-ALK-NR3-ALK-S-(CH2CH20)i-ALK- rattache au cycle aromatique 

comprenant M par le groupe OALK ; 

• R3 represente H ou un groupe (CrC6)alkyle ; 

• i represente un nombre entier allant de 1 a 40, plutot de 1 a 20, de preference de 1 a 10 ; 

• Zb represente une liaison simple, -O- ou -NH-, Rb representant H ou un groupe (Cr 

Ce)alkyle, (C3-C7)cycloalkyle, aryle, heteroaryle ou (C3-C7)heterocycloalkyle ou bien Zb 

represente une liaison simple et Rb represente Hal. 

2. Compose selon la revendication 1 de formule : 
^COZbRb 

3. Compose selon la revendication 1 de formule (IA) ou (IB) 
L-C(=0)-Z6R6 L-C(=0)-ZbRb 
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4. Compose selon la revendication 1 a 3 dans lequel Y et Y' representent un groupe (Ci 

C4)alcoxy, plus particulierement methoxy. 

5. Compose selon la revendication 1 a 4 dans lequel L est choisi parmi : 

-ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2-
o 

N—CH— CH2C(=0)NH-(CH2CH20)i-CH2CH2 

-O-ALK-NR,-ALK-S' V 
3 O 

-O-ALK-N R3-ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2 
o o 

-O-ALK-N77 \-^ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)fCH2CH2 .Q.ALK.I/ yX^ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2 

-O-ALK-N N -ALK-S-CH2C(=0)-NH-(CH2CH20)rCH2CH2 

X—7 ; -O-ALK-NR3-ALK-S-(CH2CH20)rCH2CH2-

6. Compose selon la revendication 1 ou 5 dans lequel L est choisi parmi : 
o 
'J tj 
,N—-"V (CH2CH20)i-CH2CH2- _ . _ J, \/ ^ [J M \/ 1 / II '2WI '2 ' >2y~" '2 r; ^ N X /N . 

O J (CH2CH20)i-CH2CH2-
o • o 

o 
(CH2CH20)i-CH2CH2-

^ XN/(CH2CH20)i-CH2CH2- Qs 
H . 4. 

A /(CH2CH20)i-CH2CH2- I \J I 

NO 
+ • I 

(CH2CH20)i-CH2CH2-

O 

^3 ̂(CH2CH20)i-CH2CH2-

7. Compose selon la revendication 1 ou 5 dans lequel L est choisi parmi 
o 
II H 

N— O ^ O ^ 
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KJ 

r^sA v o v 

/' 

u 

nrx8^ 

jO^ 

N^ y-v /v .O. /\ /v .O. 
o ^ — o ^ 

/' 
"O^C •o. /V .O. /\V s ^ — o ^ — o 

o 

8. Compose selon la revendication 1 a 7 dans lequel -COZbRb represente -COOH, 
o 

-COO(CrC6)alkyle, -COOCH3, -COOCH2CH=CH2, ou 

SO,M 
-COO-N V \J M=H l=H ou cation 

, ou le groupe dans lequel Gl represente 
F F 

—CO O —<v h- NO2 

au moins un groupe inductif, plus particulierement ^—7 ou 

-COO—(\ /)—F 

OU 

9. Compose selon la revendication 1 choisi parmi I'un des suivants : 

N— O O ^ T N 
-s" O 

o 
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10. Procede de preparation d'un conjugue, consistant a : 

(i) mettre en contact et laisser reagir une solution aqueuse d'un agent de ciblage 

eventuellement tamponnee et une solution d'un compose tel que defini a I'une des 

revendications 1 a 9 ; 

(ii) puis a eventuellement separer le conjugue forme a I'etape (i) du compose de formule 

(I) et/ou de I'agent de ciblage n'ayant pas reagi et/ou des agregats qui se seraient formes. 

11. Procede selon la revendication 10 dans lequel le groupe-C(=0)ZbRb est reactif vis-a-vis 

des groupes chimiques present sur I'agent de ciblage, notamment vis-a-vis des 

groupes amino presents sur un anticorps, de fagon a assurer I'attachement du compose 

de formule (I) sur I'agent de ciblage par formation d'une liaison covalente. 

12. Procede selon la revendication 10 a 11 dans laquelle I'etape (ii) consiste a : 

- separer le conjugue qui s'est forme a I'etape (i) de I'agent de ciblage n'ayant pas reagi 

et des agregats eventuellement presents dans la solution ; 

ou bien 

- a ne separer le conjugue de I'etape (i) que du compose de formule (I) n'ayant pas reagi 

et des agregats qui se seraient formes et a laisser dans la solution I'agent de ciblage qui 

n'aurait eventuellement pas reagi. 

13. Procede selon I'une des revendications 10 a 12 dans lequel I'agent de ciblage est un 

ligand, une proteine, un anticorps, plus particulierement monoclonal, un fragment de 

proteine ou d'anticorps, un peptide, un oligonucleotide ou un oligosaccharide. 
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15. 

16. 

17. 

18. 

19. 

Procede selon la revendication 10 a 13 dans lequel la reaction a lieu a une temperature 

comprise entre 20 et 40°C et/ou la duree de la reaction varie entre 1 et 24 h. 

Procede selon I'une des revendications 10 a 14 dans lequel apres I'etape (i) ou (ii), la 

solution du conjugue subit une etape (iii) d'ultrafiltration et/ou de diafiltration. 

Conjugue susceptible d'etre obtenu par le procede selon I'une des revendications 10 a 

15. 

Conjugue selon la revendication 16 dans lequel I'agent de ciblage est un anticorps, de 

preference monoclonal, caracterise par un DAR moyen compris entre 1 et 10, de 

preference entre 1,5 et 7. 

le DAR etant calcule par I'equation DAR = cD/cA 

avec: 

CD = [(®A LOI X A|_02) " (®A L02 X A|_Ol)] / [(©D L02 X eA LOl) " (®A L02 X eo LOl)] 

CA = [ALOI - (CD x eo LOI)] / ©A LOI 

ALOI et A[_O2 designant les absorbances d'une solution aqueuse du conjugue aux 

longueurs d'onde L01 et L02, mesurees sur le pic correspondant du spectre SEC. 

eDLoi ete0LO2 designent respectivement les coefficients d'absorption molaires du dimere 

de pyrrolo[1,4]benzodiazepine avant conjugaison aux deux longueurs d'onde L01 et 

L02 ; 

eA LOI et eA L02 designent respectivement les coefficients d'absorption molaires de 

l'anticorps nu aux deux longueurs d'onde L01 et L02, 

L01= 280 nm et L02= 320 nm. 

Utilisation d'un compose selon I'une des revendications 1 a 9 pour la preparation d'un 

agent de ciblage auquel est attache de fagon covalente en position para de M le dimere 

de formule : 

Utilisation selon la revendication 18 dans laquelle I'agent de ciblage est un anticorps, de 

preference monoclonal. 

Utilisation selon la revendication 18 ou 19 dans laquelle le dimere a pour formule : 
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21. Utilisation selon la revendication 18 a 20 dans laquelle Y et Y' representent un groupe 

(CrC^alcoxy, plus particulierement methoxy. 

22. Agent de ciblage auquel a ete attache de fagon covalente en position para de M le dimere 

de formule : 

apres reaction d'un compose tel que defini I'une des revendications 1 a 9 avec I'agent de 

ciblage. 

23. Agent de ciblage selon la revendication 22 dans lequel le dimere est tel que defini a I'une 

des revendications 20 ou 21. 

24. Agent de ciblage selon la revendication 23 ayant une affinite pour un antigene ou groupe 

d'antigenes localise sur des cellules cancereuses ou des cellules stromales associees a 

25. Agent de ciblage selon la revendication 22 a 24 qui est un anticorps, de preference 

monoclonal. 

26. Solution de conjugue susceptible d'etre obtenue par le procede selon I'une des 

revendications 10 a 15. 

27. Compose selon I'une des revendications 1 a 9 pour utilisation en tant qu'anticancereux. 

28. Conjugue selon la revendication 16 ou 17 pour utilisation en tant qu'anticancereux. 

29. Composition pharmaceutique comprenant un compose selon I'une des revendications 1 a 

9 ou bien un conjugue selon la revendication 16 ou 17 ainsi qu'au moins un excipient. 

une tumeur. 
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30. Utilisation d'un compose de formule P2 

L-C(=0)ZbRb 

E. \ ALK 

ou bien un compose de formule : 

E. \ AL 

dans laquelle L* est choisi parmi : 

-ALK-SH ; 

-O-ALK-NR3-ALK-SH ; 

formules dans lesquelles : 

• L, M, ALK, ALK', R3, Zb et Rb sont tels que definis a I'une des revendications 1 a 9 ; 

• E et E' representent independamment I'un de I'autre un groupe -OH ou un groupe 

partant; 

en tant qu'intermediaire pour la preparation d'un compose de formule (I) tel que defini a 

I'une des revendications 1 a 9. 

31. Utilisation selon la revendication 30 dans laquelle le groupe partant est choisi parmi un 

atome d'halogene, un groupe mesylate, tosylate, nosylate ou -OPPh3+. 

32. Utilisation d'un compose choisi parmi I'un des suivants 

o s SH 

-OH 
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H. rNY^0-^N^°^VN:=\ .H 

.N-<^ O 
O 

o ^ y-N, 
o 

N O 
H 

-OH 

"NH 

O 

"NA0 

HO^ X X/OH N .OH 

,N. X /\ 

H. rNY^°-AN^-°>^vN;=\ .H 

N~<^ ~0 
O 

o' ^ y-N 
o 

HO^ ^„OH 
N 

O 

N O 

O A <J\ o 
N 

'X 
HO^ ^k^OH N 

etant entendu que la fonction terminale -COOH peut etre remplacee par une fonction 

terminale -COO(CrC6)alkyle, notamment -COOMe, et que la fonction terminale -SH 

peut etre remplacee par une fonction disulfure, notamment -SSMe, 

en tant qu'intermediaire pour la preparation d'un compose de formule (I) tel que defini a 

I'une des revendications 1 a 9. 

33. Utilisation d'un compose selon I'une des revendications 1 a 9 pour la fabrication d'un 

anticancereux. 

34. Utilisation d'un conjugue selon la revendication 16 ou 17 pour la fabrication d'un 

anticancereux. 


