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RESUMEN:

Un maitansinoide que tiene, en C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidroxi, 0 C-20 desmetilo,
una cadena lateral de aminodcido acilatada con un grupo acilo que tiene un grupoi-ﬁ
sulfhidrilo impedido, en donde el 4tomo de carbono del grupo acilo que tiene la
funcionalidad tiol tiene uno o dos sustituyentes, dichos sustituyentes que son CH,, C,H..
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde | hasta |0 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y en adicion uno de los
sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal de
por lo menos tres dtomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el dtomo de
azufre.
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
Documento que acredita I3 existencia y representacion le uando el solicitante sea
pemiona juridica 2200 aopo_Simple. Copia E'Je,ﬂ ica 1eposo en

Poderes, si fuere e S5 :_92 gd?g.ﬁ aPio Spb. Oopic aendico E\-\?.O'SOIQ.QH-

Documento de cesibn del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la publicacién PCT

Copia informe biisqueda internacional.

Copia de ha solicitud internacional. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién,
refvindicaciones, dibagjos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional
de Examen Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

Copia de las modificaciones efectuadas de acuerdo con el Articulo 28 PCT en Fase
Nacional. .

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de
conocimicntos tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

Arte final 12x 12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en
¢l extranjero por ¢l mismo titular 0 su cansante, relacionadas parcial o totalmente con

la invenci6n de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional
Otros

Figura caracteristica:
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El abajo firmado, en nombre y representacién de
TMMUNDGEN, TOC

Domiciliado en: .
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por el presente conferimos poder amplio y suficiente
s HUMBERTO RUBIO CAMACHO y/o TINEKE
STOL TERZANI y/o HUMBERTO RUBIO STOL
ylo ALVARO DIAZ LOZANO y/o MARCELA
GOMEZ RUBIO domiciliados en Bogotd, Colombia,
psra smolicitar de las oficinas y autoridades
correspondientea Ia  obtencidn de  registros,
renovaciones, traspasos y cu general todo lo
relacionado con ¢l mantenimiento, obtencidn y
proteccidn de sus marcas de fébrica, denominaciones
comerciales, marcas de comercio y patentes, licencias
sanitarias a cuyo efecto le faculta para dar ante dichas
aptoridades todos los pasos necesarios en
cumplimiento del objeto indicado; elevar solicitudes,
descripciones, protestas, declaraciones, apelaciones y
reclamos; abonar todos los impuestos y cuotas de
cualquier otros pagos determinados por 1a Ley;
recibir todos los documentns presentados, solicitar
testimonios, desistir y enmendar solicitudes, cobrar y
percibir para oponerse y protestar contra cualquier
solicitud, que a juicio del apoderado, pudieran
prestarse a confusién o infringir o de cualquier modo
perjudicar las marcas, dencminaciones o patentes del
Mandante. A los mandatarios se les otorga
autorizacién amplia y bastante pars contestar todos
loa moclamos y las demandas presentadas ante
autoridades adminigtrativas y judiciales, desistir de
mismo sustituir este. Poder en todo o en parte y

POWER OF ATTORNEY
The undersigned, in the name and on behalf of
IMMUNOGEN, INC.
with domicile at:

128 Sidney Street
Cambridge, MA 02139-4239, US

bereby grant full and sufficiont Power of Attomey to
a2 HUMBERTO RUBIQO CAMACHO y/o TINEKE
STOL TERZANI y/o HUMBERTO RUBIO STOL
y/o ALVARO DIAZ LOZANO y/o MARCELA
GOMEZ RUBIO from Bogotd, Colombia, to apply to
the proper officers and authorities for the issue of
registrations, rencwals, assignments, proofs of
renewals and in general all that is related to the
maintenance, obtention and protection of its
trademarks, tradenames, commercial marks, patents
and sanitary licensss; to which end it empowers them
to take all steps necessary before said muthorities for
the object stated; to file petitions, preparc
descriptions; make protests, declarations, appeals and
objections; pay taxes and other charges required by
law; apply for certifications, receive documents and
take testimony abandon and amend applications and
collect refunds; to oppose, ask for the cancellation of
and protest any application or registration which in
their judgment could lend to confugion or could be
congidered an infringement or could in any farm
prejudice the undersipned’s trademarks, tradenames,
patents and commercial marks. To the said
mandatory sufficient Power is granted hereby to
answer in the matter of all claims and demands that
maybe presented, before administrative or judicial
officers of any class, giving them likewise Power 1o
abandon proceading, seitle conflicts, substitute these
present in whole or in part and revoke such

revocar dichas sustituciones. substitutions.
Dado y firmado hoy Given and signed this
En & in Cambridge, MA, USA
Firma(s)/ Signature(s) /J . ( L 4
Walter A. Blattler, Vice-Pregident—Regearch.
Nombre de cada firmante/ : N :
Name of each aigno Executive \hce:r Prae\d:wb,
; and Technolo
Cargo de cada firmante/ Science . 37 4

Position of each signor
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CERTIFICADO NOTARIAL (Individuo)
A los dias del mes de ante mi,
Notario Piiblico de comparecié personalmente

a quien(es) doy fe de conocer y me comsta que
es(son) la(s) persona(s) firmante(s) del documento
que pmedel » y quien{es) tienc(n) capacidad legal para
otorgarlo.

FI NOT (SOCIEDAD)
Hoy 8 de % ZO0o0

comparecié(eron) permonalmente
Waller A. Blaitler

a quien{es) conozco como la(s) persona(s) que
firma(n) ecste documento en represcatacién de la
sociedad/compailia denominads

’_LHHUND&e.N Tuc.

existemte de acuordo con las Leyeade |).5.A.

M%ﬂ-ﬁm%(hﬁﬂd“ﬂ)
On this} day of /Mg .h— before me, a Notary

Publicof',‘ / .,l-’MA personally appeared to

me known, and known 10 me o be the person(s) who
executed thet foregoing document, and who has
(have) legal capacity to execute it.

ER' {Corporation)
Onthis )’ dayof —ma,.cm.- -Yiro 1Y

pessonally appeared b o Ao tHlin

whom I lmow to be the person(s) who signed this
document as representative(s) of the

corporation/company named
-LPWMO Ml J—uc
I Certify:
a)That
,,(_’/vnmwoé-'-u L c.

is a corporation/company legally constituted and in
existence accordance with the law of {J.4.4,

b) Que el icilio de dicha soci b) That the domicile of said corporation/company is
108 Saney | DIk, Combridge

ﬂgﬁmjm pnraou cuales s¢ otorga el

presente poder estin comprendidos dentro del objeto
socn] de la mencionada sociedad/compaitia.

\A’CAHEr A. Dlaler

estd autorizado para otorgar el presents poder. Lo
anterior estd probado por medio de los documentos,
que centifico he visto. B e (30
Ciudad :"IO
s,

¢) That the purpose or purposes for which the present
Power of Aftorney is granted are compromised
within the object set forth in the charter of the
mentionsd corporation/company.

OTUMD: | yattee Blatilin P

is authorized to grant the present Power of Attorney.
The aforementioned was duly proven through the
documents and 1 duly verify having seen them.
Smte MA

This ¢ dayof mam-,ﬂ-, FDs
RL .
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COLOMBIA.
La Comunidad de Massachusetts
William Francis Galvin
Sacretaric de la Comunidad
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(Convention de la Haya du 5 octobre 1961)

1. Ciudad: Estados Unidos de América

Este documento publico
2. Ha sido firmado por: KELLY DONNELLY
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AGENTES CITOTO S QUE COMPRENDEN
NUEYOS MAITANSINOIDES

Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud Provisional No. 60/471,739,
presentada el 20 de mayo de 2003 la descripcibn de la cual estd incorporada a la
presents mediante referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un método para preparar conjugados citotédcos
mejorados que comprenden maitansinoides y agentes de enlace celular. Esos conjugados
tienen uso terapéutico ya que son suministrados a una poblacion celular especifica de una
manera activada. La presente invencion se refiere también a un método para la
preparacién de maitansinoides que tiene una porcién tiol, la cual puede ser utiliizada en la
preparacion de conjugados citotdxicos. La presente invencién se refiere ademés a
maitansinoldes novedosos, y a intermediarios novedosos en la sintesis de los
maitansinoides novedosos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Han aparecido muchos reportes sobre el direccionamiento especifico intentado de
céiulas tumorales con conjugados anti-fArmaco monoclonales (Sela et al. en
Immunoconjugates 189-216 (C. Vogel, ed. 1987); Ghose et al, en Targeted Drugs 1-22 (E.
Goldberg, ed. 1883); Diener et al, en Anticuerpo Mediated Delivery Systems 1-23 (J.
Rodwell, ed. 1888); Pietersz et al, en Agiticuerpo Mediated Delivery Systems 25-53 (J.
Rodwell, ed. 1988); Bumol et al, en Anticuerpo Mediateqd’ Delivery Systems 55-79 (J.
Rodwell, ed. 1888). Los farmecos citotdxicos tales como metotrexato, daunorubicina,
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doxorubicina, vincristina, vinblastina, meifalan, mitomicina C, y clorambucil han sido
conjugados para una variedad de anticuerpos monocionales de murina. En algunos
casos, [as moléculas de farmacos fueron enlazada a las moléculas de anticuerpo a través
de una molécula portadora intermedia tal como alblimina del suero (Gamett et al. Cancer
Res. 48: 2407-2412 (1986); Ohkawa et al. Cancerimmunol. Inmunocther. 23: 81-88 (1688);
Endo et al. Cancer Res. 47: 1076-1080 (1980)), dextrano (Hurwitz et al. Appl. Biochem. 2:
25-35 (1980); Manabi et al. Biocheni. Pharmacol. 34: 288-281 (1985); Diliman et al.
CancerRes. 48: 4886-4891 (1988); Shoval et al. Proc. Nat. Acad. Sci. 85; 8276- 8280
(1988)), o acido poligiutdmico (Tsukada et al. J. Natl. Canc. Inst. 73: 721-729 (1884); Kato
et al. J. Med. Chem. 27: 1602-1807 (1984); Tsukada et al. Br. J. Cancer 52: 111-116
(19895)).

Una amplia disposicién de tecnologias de enlazador se ha empleado para la

preparacion de dichos inmunoconjugados, y se han investigado tanto enlazadores
divisibles como no divisibles. En la mayoria de loe casos, el potencial citotéxico completo
de los farmacos podria ser observado solamente, si las moléculas del fdrmaco pudieran
ser liberadas desde los conjugados en la forma no modificada en el sitio objetivo.
Uno de los enlazadores divisibles que se han empieado para la preparacién de
conjugados de anticuerpo es un enlazador labil al acido en base a écido cis-aconitico que
tiene la ventaja de que el ambiente acido de diferentes compartimientos celulares tales
como jos endosomas enconiradas durante la endocitosis mediada por receptor y los
lisosomas. Shen y Ryser introdujeron este método para la preparacién de conjugados de
daunorubicina con portadores macromoleculares (Biochem. Biophys. Res. Commun. 102:
1048-1054 (1881)). Yang y Reisfeld utilizaron la misma técnica pama conjugar
daunorubicina para un anticuerpo ant-melanoma (J. Nall. Canc. Inset. BO: 1154-1158
(1988)). Recientemente, Dillman et al. usaron también un enlazador I&bil al &cido de una
manera similar para preparar conjugados de dauncrubicina con un anticuerpo de anti-
célula T (Cancer Res. 48: 6097-8102 (1888)).
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Un enfoque altemativo, explorado por Trouet et al. involucrd enlazar la

daunorubicina a un anticuerpo por medio de un brazo separador de péptido (Proc. Nati.
Acad. Sci. 79: 626-8629 (1982)). Esto se hizo bajo la premisa de que el farmaco libre
podria ser liberado desde un conjugado por medio de la accibn de peptidasas
lisosomales.
Sin embargo, las pruebas de citotoxicidad in vitro han revelado que los conjugados
anticuerpo-farmaco rara vez logran {a misma potencia citotdxica que los farmacos no
conjugados libres. Esto sugiere que los mecanismos a través de los cuales las moléculas
de farmaco son liberadas a partir de anticuerpos son muy ineficientss. En el 4rea de las
inmunotoxinas, se desmostrd que los conjugados formados por medio de puentes de
disulfuro entre anticuerpos monocionales y toxinas de proteina catallticamente activa son
més citotdxicos que los conjugados que contienen ofros enlazadores, Véase, Lambert et
al. J. Biol. Chenu. 260: 12035-12041 (1985); Lambert et al. En immunoctoxins 175-209 (A.
Frankel, ed. 1988); Ghetie et al. Cancer Res. 48: 2610-2617 (1988). Esto se atribuy6 a la
elevada concentracidn intracelular de ghutationa que contribuye a la divisién eficlente del
enlace de disulfuro entre una molécula de anticuerpo y una toxina. A pesar de esto, hay
solamente unos cuantos ejempios reportados del uso de puentes de disulfuro para la
preparacion de conjugados entre farmacos y macromoléculas. Shen et al. describen la
conversion de metotrexato en un derivado de mercaptoetilamida seguido por conjugacion
con poli-D-lisina a través de un enlace de disulfuro (J. Biol. Chem. 260: 10805-10808
(1885)). Ademés, unos cuantos reportes describieron la preparacién de conjugados del
fArmaco thxico que contiene frisulfuro caliqueamicina con anticuerpos (Hinman et al, 53
Cancer Res. 3338-3342 (1983), Hamann et al., Bioconjugate Chem, 13, 40-48 (2002).,
bioconjugado Chem. 13, 47-48 (2002).

Una razén para la falta de conjugados de anticuerpo-fdrmaco enlazados con
disulfuro es la falta de disponibilidad de fadrmacos citotdxicos que tienen un atomo de

azufre que contiene la porcién que puede ser facimente utiizada para enlazar el fArmaco
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a un anticuerpo por medio de un puente disulfuro. Ademas, la modificacién quimica de los
fArmacos existentss es dificil disminuir su potencial citotéxico.

Los maitansinoides son férmacos altamente citotdxicos. La maitansina fue aislada
primero por Kupchan et al, a partir de un arbusto de Africa del este Mayfenus semata y se
demuestra que es 100 hasta 1000 veces mAas citotdxico que los agentes
quimioterapéuticos de cancer conwencionales como metotrexato, daunorubicina y
vincristina (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 3,988,111).
Subsecuentemente, se descubrid que algunos microbios también producen
maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres C-3 de maitansinol (Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica No. 4,151,042). También se han reportado los dsteres
C-3 sintéticos de maitansinol y andlogos de maitansinol (Kupchan et al. J Med. Chem.
21:31-37 (1978); Higashide et al. Nature 270:721-722 (1977); Kwai et al. Chem Pharm.
Bull. 32:3441-3451 (1984)). Ejemplos de anélogos de maitansinol a partir de los cuales se
han preparado ésteres C-3 incluyen maitansinol con modificaciones del anillo aromético
(por ejemplo decioro) o en C-8, C-14 {por ejemplo grupo metilo hidroxilatado), C-15, C-18,
C-20 y C4,5.

Los ésteres C-3 de presencia natural y sintéticos de maitansinol pueden ser
clasificados en dos grupos:

(a) ésteres C-3 con acidos carboxlicos simples (Patentes de los Estados Unidos
de Norteamérica Nos. 4,248,870; 4,265,814; 4,308,268; 4,308,269; 4,309,428; 4,317,821,
4,322 348, y 4,331,588), y

(b) ésteras C-3 con derivados de N-metil-L-alanina (Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Nos. 4,137,230; 4,260,608; 5,208,020; y Chem. Pharm. Bull.
12:3441 (1984).

Se encontrd que los ésteres del grupo (b) son mucho més citotdxicos de que los
ésteres del grupo (a).

La maitansina @8 un inhibidor mitético. El tratamiento de células L1210 in vivo con
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maitansina ha reportado un resultado del 87% de las células que acumulan en mitosis. Se
reportd que las células de control no tratadas mostraron un indice mitético que varia entre
3-2 hasta 5.8% (Sieber at al. 43 Comparative Leucemia Research 1975, bibl. Haemat.
495-500 (1978)). Los experimentos con huevos de erizo de mar y huevos de almeja han
sugerido que la maitansina inhibe la mitosis al interferir con la formacién de microttibulos a
través de la inhibicion de la polimerizacién de la proteina de microfibulo, tubulina
(Remillard et al. Science 189:1002-1005 (1975)).

In vitro, se ha encontrado que las suspensiones de célula leucémica de murina
P388, L1210, y LY5178 para ser inhibidas por medio de maitansina en dosis de 10 hasta
10"'ughul con la linea P388 que es la més sensible. La maitansina ha demostrado también
ser un inhibidor activo del crecimiento in vitro de células de carcinoma nasofaringeas
humanas, y la linea de leucemia linfoblastica aguda humana CEM fue reportada como
inhibida mediante concentraciones tan bajas como de 107 mg/mi (Wolpert-DeFillippes et
al.Biochem. Phannacol. 24: 1735-1738 (1975)).

También se ha demostrado que la maitansina es activa in vivo. El crecimiento
tumorat en el sistema de leucemia linfocitica P388 mostré que era inhibido sobre un rango
de dosis de 50- hasta 100-vaces, lo que sugirié un alto indice terapéutico, también podria
demostrarse actividad inhibidora significativa con el sistema de leucemia de ratén L1210,
el sistema de carcinoma pulmonar de Lewis humano y el sistema de melanocarcinoma B-
16 humano (Kupchan, Ped. Proc. 33:2288-2285 (1974)). Los maitansinoides usados en
conjugados con agentes de enlace celular se describen en las Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica 5,208, 020 y 5,418, 084 y en Chari et al., Cancer Res., 52: 127-
131 (1992) y Liu et al., Proc.Natl. Acad.Sci., 93: 8618-8623 (1896). En esos conjugados,
el agente de enlace celular es enlazado por medio de enlaces disulfuro al maitansinoide
DM1[N’-deaeatyI-N""'-(a-mercapbﬁ-mmpropyl)—maitansina. 1, Nimero CAS: 139504-50-0,
FIG. 1].

En las patentes anteriores, los fdrmacos maitansinocides que tienen cadenas

v
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laterales de N-metil-L-alanina acilatada son de la férmula 2a, b:

i H

el "
GHy |

i taae

En la formula 2a, 1 representa un entsro desde 1 hasta 10. por lo tanto los
maitansinoides de la férmula 2a tiene el &tomo de azufre conectado a un grupo metileno
no sustituido (~CH-S-). Se dice que un grupo sulfidrilo en dicho compuesto maitansinoide
0 un grupo disulfuro en un conjugado de agente de enlace celular enlazado por disulfuro-
maitansinoide con dicho maitansinoide que es "no-impedido” ya que no hay sustituyentes
voluminosos en el alfa-carbono cercano al grupo sulfidrilo o disulfuro, que ocasione
impedimento estérico. En la férmula 2b, m representa 0, 1, 2 o 3. por lo tanto, los
maitansinoides de la fdrmula 2b también tienen el &tomo de azufre conectado a un grupo
metileno no sustituido, excepto en el caso en donde m =0, y Rz = CHs 0 CH;CHs. Sim =
0, entonces el maitansinoide tiene un sustituyente el &tomo el carbono que tiene la
funcionalidad tiol o una funcionalidad disulfuro después de la conjugacién para un agente
de enlace celular via un enlace de disulfuro. Sin embargo, ya que en este caso 6! &tomo
de disuifuro estd en la posicion beta con respecto a un grupo carbonilo, se encontré que
estos maitansinokies y conjugados de dichos maitansinoides con agentes de enlace

celular via un enlace de disulfuro son inestables debido a su propensiéon a experimentar

eliminacién-beta.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

A
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La presente invencién se basa en el inesperado hallazgo de que el enlace de
maitansinokies, que tienen un grupo tiol impedido estéricaments (que poseen uno o0 dos
sustituyentes en el alfa-carbono que tiene la funcionalidad tiol), a los agentas de enlace
celular proporciona conjugados que tienen una actividad anti-tumoral muy mejorada in
vivo en comparacion con los conjugados preparados con los maitansinoides previaments
descritos que no tienen un sustituyente en el 4tomo alfa-carbono que tiene el enlace
disulfuro. Otro hallazgo inesperado fue que se obtiene actividad biolégica mejorada
cuando el impedimento estérico estd de manera éptima en el lado del maitansinoide del
enlace de disulfuro en los conjugados. Ademas, el grupo acilo de la cadena lateral de
amino 4cido acilatado del maitansinoide que tiene el grupo sulfhidrilo posee una longitud
de cadena de por lo menos atomos de carbono entre el grupo carbonilo de la amida y el
atomo de azufre.

Esos hallazgos demuestran que los conjugados de agente de enlace celular
enlazados con disulfuro- maitansinoide pueden ser construidos de manera que las
sustituciones en los &tomos alfa-carbono que tienen el enlace de disulfuro pueden
conducir a grados variables de impedimento estéarico en cualquier lado del enlace de
disulfuro.

En consecuencia, la presente invencion describe la sintesis de nuevos
maitansinoides estéricamente impedidos y que contienen disuifuro, que tienen uno o dos
sustituyentes alquilo en el &omo alfa-carbono que tiene el &tomo de azifre. Ademas, el
grupo acilo de la cadena lateral de aminoécido acilatado posee una longitud de cadena
lineal de por lo menos tres d&tomos de carbono entre al grupo carbonilo de la amida y el
étomo de azufre.

También se describe la preparacién y la evaluacion bioldgica de los conjugados de
agente de enlace celular de esos nuevos maitansinoides.

En una modalidad de la invencién, se describen los nuevos maitansinokies que

contienen tiol y disulfuro que tienen una sustitucién mono- o di-aquilo en el atorno de
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carbono que tiene el &tomo de azufre.

En una segunda modalidad, la presente invencién describe métodos para la
sintesis de es0s nuevos maitansinoides.

En una tercera modalidad, se describen métodos para el enlace de esos nuevos
maitansinoides a agentes de enlace celular. Esos conjugados son dtiles como agentes
terapéuticos, los cuales son suministrados de manera especifica a células objetivo y son
citotdodcos. Esos conjugados exhiben una eficacia terapéutica enormemente mejorada en
modelos de tumor animal comparados con los agentes previamente descritos.

De manera més especifica, la presente invencioén proporciona:

Un maitensinoide que tiene, en C-3, C-14 hidroximeti, C-15 hidrod, 0o C-20
desmetilo, una cadena lateral de aminoécido aciatado con un grupo acilo que tiene un
grupo sulfidriio impedido, en donde el &omo de carbono del grupo acilo que tiene la
funcionalidad tiol tiene uno o dos sustituyentes que son CH,, C;Hjs, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquil o alquenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloaiquilo, y ademés uno de los sustituyentes puede ser
H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos tres
atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el &tomo de azufre;

[24] Un compuesto representado por la férmula 4';

4!
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en donde:
Y' representa
(CR7CRp)1(CRs=CR10),C=CA{CRsCRg)mD.(CR11=CR12)/{C=C),B{CRsCRJ,CR1R;

en donde:

Ry y R; son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o0 alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicioalquilo, y ademas R, puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 dtomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

Rs, R4, Rs, Re, Ry, Re, Rs, R1y, ¥ Ry2 80N cada uno de manera independiente H,
CH,, CaHs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 d&tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono,
fenilo, fenil sustituido o radical haeterociclico aromético o heterocicioalquilo;

lLm,n,o,p, qr S, Yytson cada uno de manera independiente 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que porlo menos dos de |, m, n, 0, p, q, I, 8 y t no sean cero en
ningin momento.

Z es H, SR o0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 stomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloaiquilo.

Un compuesto representado por la férmula 4', en donde R; es H, R; es metilo y Z
es H.

Un compuesto repraesentado por la férmula 4', en donde R, y R; son metilo y Z es

Un compuesto representado por la férmula 4', en donde R, s H, R; s metilo y Z
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es -SCH,.
Un compuesio representado por la formula 4', en donde R, y R; son metiloy Z es -
SCH,.

Un compuesto representado por la formula (I-L), (I-D), o (I-D, L):

H Q o e H @
. f?(T’L* . /o?iTJL,, L
L D DL .
en donde ®

Y reprasenta (CR7CRa)1(CRsCRe)m(CRsCR)ZCR1R2SZ, en donde:

R; y Rz son cada uno de manera independiente CH,, CzHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico
que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R7 ¥ Rs s0n cada uno de manera independiente H, CHy, C;Hs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independientements un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0;

Z es H, SR 0 -COR en donde R es alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene
desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, aiquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta
10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicioalquilo; y

May representa un maitansinoide que tiene la cadena lateral en C-3, C-14
hidroximetilo, C-15 hidroxd o C-20 desmetilo;

El compuesto antes descrito, en donde R; es H, R; es metilo, R;, Re, R7, ¥y Re 30N
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cadaunoH,lymsoncadauno1,nes0,yZes H;

El compuesto antes descrito, en donde R, y Rz son metilo, Rs, Re, Ry, Rs 80n cada
unoH,lymson1,nes0,yZesH;

El compuesto antes descrito, en donde R, es H, Rz es metilo, R, Re, Ry, ¥y R s0n
cada uno H, 1 y m son cada uno 1, nes 0, y Z es -SCHs;

El compuesio antes descrito, en donde R, y Rz son metilo, Rs, Rs, R7, Ra son cada
unoH,lymson1i, nes0, yZes-SCHs;

Un compuesto representado por la férmula 4:

en donde:

Y reprasenta (CR7CRg)1(CRsCRg)m(CRsCR4):CR1R2SZ, en donde:

R: y Rz son cada uno de manera independients CHs,C2Hs, alquilo o alquenilo lineal
que tiene desde 1 hasta 10 d&tomos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o cidlico
que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademas R; puede ser H;

Rs, Ry, Rs, Re, R7 ¥ Ry son cada uno de manera independiente H, CHi, C;Hs,
alquilo o alqueniio lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 Atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, my n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede ser0; y



10

15

20

25

12

Z es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &omos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidico que tiene desde 3
hasta 10 étomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloaiquilo;

El compuesto de la férmula 4, en donde R, es H, R, es metilo, Rs, Re, Ry, y Re son
cadaunoH;lymsoncadauna i;nes0;yZesH;

El compuesto de ia formula 4, en donde R; y Rz son metilo; R5, Ry, R;, Rs son
cadaunoH,lymsont,nes0;yZes H;

El compuesto de la férmula 4, en donde R4 es H, R; as metilo, Rs, Rs, Ry, y Rs s50n
cadaunoH,lymsoncadauna 1, nes 0, y Z es -SCHs;

El compuesto de la formula 4, en donde R, y R; son metilo, Rs, Rs, R7, Rs s0n cada
unoH,lymson1,nes0, yZes -SCHy;

Un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular que comprende por lo
menaos un maitansinoide enlazado al agente de enlace celular, en donde el maitansinoide
es cualquiera de los compuestios antes deacritos;

Cualquiera de los conjugados maitansinoide-agente de enlace celular antes
mencionados, en donde el agente de enlace celular comprende por lo menos un sitio de
enlace de un anticuerpo, prefariblemente MY® humanizado o de superficie adicional, ant-
B4 humanizado o de superficie adicional, ¢ C242 humanizado o de superficie adicional;

Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de cualquiera
de los conjugados maitansinoide-agents de enlace celular, una sal farmacéuticamente
aceptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamenta
aceptable;

Un método de esterificacién de un maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetifo, C-15
hidroxd, o C-20 desmetilo, con una cadena lateral de amino écido acilatado en donde el
grupo acilo tiene una funcionalidad sulfhidrilo protegida, en donde el &tomo de carbono del
grupo acilo que tiene la funcionalidad tiol protegida tiene uno o dos sustituyentes, dichos
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sustituyentes que son CH,, C;H;, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10
atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo, y ademas uno de los sustituyentas puede ser H, y en donde el grupo
acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos tres atomos de carbono entre la
funcionalidad carbonilo y el dtomo de axnufre, dicho método que comprende hacer
reaccionar un maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxd, o C-20 desmetilo,
con el aminoécido acilatado en donde el grupo acilo tiene un grupo sulfhidrilo protegido;

Un método de esterificacion de un maitansinoilde para producir un éster de
maitansinoiie reprasentado por la férmula (IV-L), (IV-D), o (IV-D, L):

_ H © , iy H
,o::}‘inj\v NJ\Y
hﬂﬂy Ya Mﬂy | 2 I 2
0 o O
I D D.L

en donde:

Y2 representa (CR;CRg)t(CRsCRe)m(CRsCR).CR1R2SZ;, ©n donde:

R1 ¥ Rz son cada uno de manera independients CH,, C2H;, alquilo o alquenilo lineal que
tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o ciclico que
tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituide o radical heterociclico
aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, Re. Rs, Re, R7 Y Rs son cada uno de manera independiente H, CHs, C;Hs,
alquilo o ailquenilo ciclico lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o cidico que tiena desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

[, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademés n puede ser 0;

Z; es SR 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
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10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10
dtomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
hetsrocicloalquilo; y

May es un maitansinoide; el método que comprende hacer reaccionar dicho May
en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxd, o C-20 desmetilo, con un compuesto de la
férmula (lll-L), (I1-D), o (llI-D, L):

QNS GENYS
H H X H
0:‘”‘.>£N Ya Ql Ye N" Y
6 | ° o |
L. D DL

Im

en donde:

Yz representa (CRyCRg}1(CRsCRe)m(CRICR4):CR1R2SZ,, en donde:

Ry y. Ra2 son cada uno de manera independiente CH;, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o aiquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heteroclclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés Rz puede ser H;

Rs, Re, Rs, Rs, Ry ¥ Rs 50n cada uno de manera independients H, CHis, CaHs,
alquilo o aiquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fanilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromatico o heterocicioalquilo;

L, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0; y

Z; es SR o0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o arllo simple o sustituido o radical heterociclico aromdtico o

heterocicloalquilo;
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El método antes descrito, en donde R, as H, Rz @s metilo, Rs, Rs, Ry ¥ Rs s0On cada
unoH;lymsoncadauna 1, ynes0;

El método antes descrito, en donde el compuesto de la formula (lll) esta
representado por la formula (lil-L);

El método antes descrito, en donde el compuesto de la formula (lll-L) es el
compuesto 15a(S, S), 15b(S, R) o una mezcla de 15a(S, S) y 15b(S, R);

El método antes descrito, en donde el compuesto de la férmula (lll-D) es el

compuesto 15(R, S), 15(R, R), o una mezcla de 15(R, S) y 15 (R, R):
El método antes descrito, en donde el compuesto de la férmula (lll-D, L) s N-metilalanina
racémica acilatada con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en
la cual et centro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de la quiralidad R
¢ S para dar compuestos de |a estructura de 15;

El método antes descrito, en donde la mezcla de 15a(S, S) y 15b(S, R) se hace
por medio de un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar écido 4-mercaptopentanoico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-L-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15a(S, S) y 15b(S, R);

El método antes descrito, en donde el compuesio 15a(S, S) es elaborado a través
de un méitodo que comprende: (1) convertir (R)-1,3-butandiol en é&cido (S)y4-
(metiditio)pentanoico 19;

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y

(3) hacer reaccionar el compuesio 20 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15a(S, S).

El método antes descrito, en donde el compuesto 15b (S, R) es elaborado

mediante un método que comprende:
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(1) convertir (S)-1, 3-butandiol en &cido (R)-4-(metiditio) pentanoico 24;

(2) convertir el compuesto 24 en su éster de N-hidroxisuccinimida (25); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 25 con N-metil-L-alanina para el compuesto
15b(S, R).

El método antes descrito, en donde la mezcia de compuestos 15(R, S) y 15(R, R)
es elaborada mediants un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopeniancico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compussto 13;

{2) convertir el compuesto 13 en su éster N-hidroxisuccinimida 14,

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-D-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15 (R, S) y 15(R, R).

El método antes descrito, en donde la N-metilalanina racémica acilatada con un
grupo carboxilico que tiene un a funcionalidad tiol protegida, en la cual el centro de
carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de la quiralidad R o S para dar los
compuestos de la estructura de 15 se elabora mediante un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar acido 4-mercaptopentanoico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metilalanina racémica para dar la N-
metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico que ostenta una funcionalidad
tiol protegida, en la cual el cantro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o
de la quiralidad R o S para dar los compuestos de la estructura 15.

El método antes descrito, en donde R; y R; son metilo; Rs, Re, R7 ¥ Ry 80N cada
unoH; 1Tymsoncadaunai;ynesO;

El método antes descrito, en donde el compuesto de la férmula (l!l-L) es el
compuesto 10(S) que contiene N-metil-L-alanina;

El método antes descrito, en donde el compuesto de la formula (ll-D) es el
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compuesto 10(R) que contiene N-metil-D-alanina;

El método antes descrito, en donde el compuesto de la féormula (lll-D, L) es el
compusesto 10(S, R) que contiene N-metilalanina racémica;

El método antes descrito, en donde el compuesto 10 contiene N-metil-L-alanina, N-
meti-D-alanina o N-metllalanina racémica es elaborado a través del proceso que
comprende:

(1) hacer reaccionar sulfuro de isobutileno (5) con el anion de acetonitrilo para dar
el compuesto 68;

(2) hidrolizar el compuesto 8 para dar el 4cido 4-mercapto-4-metilpentanoico (7);

(3) convertir el compuesto 7 en el disulfuro 8 mediante la reaccién con metil
metantiolsulfonato;

(4) convertir el compuesto 8 en su éster de N-hidroxisuccinimida 9; y

(5) hacer reaccionar el compuesto 8 con N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina, o N-
metilalanina racémica para dar dicho compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-
metil-D-alanina, o N-metilalanina racémica;

Un método para elaborar un maitansinoide a través del método de cualquiera de
los métodos antes descritos, separando diasterémeros, si estén presentes, y purificar el
maitansinoiie mediante BPLC en sflice enlazado a ciano;

Un método para elaborar un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular
que comprende elaborar un maitansinoide purificado a través de cualquiera de los
métodos antes descritos, y hacer reaccionar el maitansinoide purificado con un agente de
enlace celular que comprende un grupo ditio reactivo o un grupo sulfidrilo.

El método antes descrito para elaborar un conjugado de maitansinoide-agente de
enlace celular, en donde el grupo ditio reactivo es un grupo ditiopiridilo o un grupo
ditiopiridilo sustituido;

Un método para elaborar un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular que
comprende elaborar un maitansinolde purificado a través de cualquiera de los métodos
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antes descritos, y hacer reaccionar el maitansinoide purificado con un agente de enlace
celular que comprende un grupo maleimido o un grupo haloacetilo;
Un método de esterificacibn de un maitansinol para dar un maitansinoide de la

! TJ\

formula 4,

en donde 4'

Y2 representa
(CR7CRa)1(CRe=CR10)p(C=C)eA{CRCRe)mDu(CR11=CR12){CaC)sB{CR:CR4)-.CR1R2SZ, en
donde:

Ry y Rz son cada uno de manera independiente CH,, CzH;, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociciclico aromético o heterocicloalquilo, y ademas R; puede ser H;

A, B, y D cada uno de manera independiente es cicloalquilo o cicloalquenilo que
tiene de 3 hasta 10 dtomos de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico
aromético o heterocicloalquilo;

Rs, R4, Rs, Re, Ry, R, Ry, Ri1, ¥ Ri2 S0n cada uno de manera independiente H,
CH,, CaHs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromético o helerocicloalquilo;

ILm, n,o,p,aq,r 8, Ytson cada una de manera independients O o un entero desde
1 hasta 5, a condicion de que por lo menos dos de |, m, n, o, p, q, 1, 8 ¥ t no son cero en

ningun momento; y
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Z3 @8 SR 0 -COR, en donde R es aiquilo alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3-10
étomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo, el método que comprende hacer reaccionar maitansinol de la estructura

11 en el C-3:

con un compuesto de la férmula (III-L), (1I-D), o (III-D, L):

R W LTS |

N Yz' N Yy "l(\# '

o | | = a T Ye
t b DL

)

er

Y2 reprasenta
(CR/CRa)}1(CRs=CR10)P(C=C)A{CRsCRe)mDu(CR11=CR12){C=C)sB{CRsCR4).CR1R2SZz,
en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CH,, CaHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo 0 alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 étomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
hetsrociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R2 puede ser H;

A, B, y D cada uno, de manera independiente es cicloalquilo o cicloalquenilo que
tiene 3-10 dtomos de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo;

Ra, R4, Rs, R, Ry, Rg, RS, R11, y R12 son cada uno de manera independiente H,
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CHs, CaHs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo;

|, m, n, o, p, q,r,s,ytsoncada uno de manera indepandiente 0 0 un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, g, I, 8 y t N0 8ean cero en
cualquier momento; y

Z; es SR 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 &tomos de carbono, alquilo ¢ alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo.

El método de esterificacién de maitansinol para dar un maitansinoide de la férmula
4,', en donde el compuesto de la férmula (I) estd representado por la fdrmula (I-L).

El método de esterificacién de maitansinol para dar un maitansinoide de la formula
4;', en donde R, es H y R; es metilo,

Un método de esterificacion de maitansinol para dar un maitansinoide de la

L

formula 4:

en donde:

Y2 representa (CR7CRg)1(CRsCRe)m(CRCR4)ZCR1R2SZ,, on donde:

R; ¥ R2 son cada uno de manera independiente CH,, C;H,, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene
desde 3 hasta 10 Atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituiio, o radical heterociclico
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aromético o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser;

Rs, Ry, Rs, Re, Ry y Rs son cada uno de manera independiente H, CHs, CaHs,
alquilo o aiquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo;

I, my n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hastia 5, y
ademas n puede ser 0;

2z a3 SR o COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidlico que tiene desde 3 hasta 10
dtomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
hetarocicloalquilo, el método que comprende hacer reaccionar maitansinol de la estructura
11:

i H'c gl i HN_/IOL
HO. 3

(1m
en donde:

Y2 representa (CR/CRa)1{CRsCRe)m{(CR2CR).CR1R2SZa, en donde:
R, ¥ R: son cada uno de manera independiente CH,, CzHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
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ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterocidico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R, puede ser H;

Ra Re Rs, Rs, R7 y Re s0n cada uno de manera independiente H, CH,, CaHs,
alquilo o alqueniio lineal que tiene desde 1 hasta 10 étomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o clclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, my n son cada uno de manera independients un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0;

Z; 88 SR 0 COR, en donde R es

alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, aiquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

El método antes descrito de esterificacién de maitansinol para dar el maitansinoide
de la formula 4a, en donde el compuesto de la formula (lll) estd representado por la
formula (MlI-L);

El método antes descrito de esterificacién de maitansinol para dar maitansinoides
de la férmula 4a, en donde dicho compuesto de la férmula (lll-L) es el compuesto 15a(S,
S), 15b(S, R) o una mezcla de 15a(S, S) y 15b(S, R);

El método antes descrito de estarificacion de maitansinol para dar maitansinoides
de la férmula 4a, en donde dicho compuesto de la férmula (lll-D) es el compuesto 15(R,
S). 15(R, R), o una mezcla de 15(R, S) y 15(R, R);

El método antes descrito de esterificacién de maitansinol para dar maitansinoides
de la foérmula 4a, en donde dicho compuesto de ia formula (ll-D,L) es N-metilalanina
racémica acilatada con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en
la cual el ceniro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de quiralidad R o
S para dar compuestos de la estructura de 15;

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol para dar maitansinoides
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de la fSrmula 4a, en donde la mezcla de 15a(S, S) y 15b(S, R) se hace por medio de un
proceso que comprende

(1) hacer reaccionar acido 4-mercaptopentancico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar @l compuesto 14 con N-metil-L-alanina para dar la mezcla de
los compuestos 15a(S, S) y 15b(S, R);

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol, en donde el compuesto
15a(S, S) se elabora por medio de un método que comprende: (1) convertir (R)-1,3-
butandiol en acido (S)-4-(metiditio)pentancico 19;

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 20 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15a(S, S).

El método antes descrito de esterificacién de maitansinol, en donde el compuesto
15b(S, R) es slaborado por medio de un método que comprende:

(1) convertir (S)-1,3-butandiol en &cido (R)-4~(metiditio)pentanoico 24;

(2) convertir el compuesto 24 en su éster de N-hidroxisuccinimida (25);

(3) hacer reaccionar el compuesto 25 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15b(S, R);

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol para dar maitansinoides
de la formula 4a, en donde la mezcia de compuestos 15(R, S) y 15(R, R) se puede hacer
& través de un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar acido 4-mercaptopentancico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éstar de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-D-alanina para dar la mezcia de
compuestos 15(R, S) y 15(R, R,).
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El método antes descrito de esterificacin de maitansinol para dar los
maitansinoides de la formula 4a, en donde N-metilalanina racémica acilatada con un
grupo carboxdlico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en la cual el centro de
carbono que tiene el atomo se azufre es racémico o de la quiralidad R o S para dar
compuesios de la estructura de 15 se elabora por medio de un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar el é&cido 4-mercaptopentancico (12) con metil
metantiolsulfonato para dar el compuesto 13;

{2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metilalanina racémica para dar, la N-
metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en la cual el centro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de
la quiralidad R 0 S para dar el compuesio de la estructura 15.

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol, en para dar
maitansinoides de la formula 4b, en donde R, y R, are son metilo; Rs, Rs, R7, Ry son cada
unoH;lymson1,ynesO;

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol, en para dar
maitansinoides de la férmula 4b, en donde el compuesto de la formula (lli-L) es el
compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina;

El método antes descrito de esterificacibn de maitansinol, en para dar
maitansinoides de la férmula 4b, en donde el compuesio de la férmula (lll-D) es el
compuesto 10 que contiene N-metil-D- alanina;

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol, en para dar
maitansinoiles de la férmula 4b, en donde el compuesto de la fdrmula (lli-D,L) es el
compuesto 10 que contiene N-metilalanina racémics;

El método antes descrito de esterificacion de maltansinol, en para dar
maitansinoides de la férmula 4b, en donde el compuesto 10 contiene N-metil-L-alanina, N-
metil-D-alanina o N-metilalanina racdmica es elaborado a través de un proceso que
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comprende:

(1) hacer reaccionar disulfuro de isobutileno (5) con el anién de acetonitrilo para
dar el compuesto 6;

(2) hidrolizar el compuesto 6 para dar el &cido 4-mercapto-4-metilpentancico (7);

(3) convertir el compuesto 7 en el disulfuro 8 por medio de la reaccidn con metil
matantiolsulfonato;

(4) convertir el compuesto 8 en su éster de N-hidroxisuccinimida 9; y

(5) hacer reaccionar el compueto 8 con N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina, o N-
metilalanina racémica para dar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina o N-metilalanina racémica;

El método antes descrito de esterificacion de maitansinol con 10, seguido por la
separacion de diasterdmeros, si estin presentes, y purificar el maitansinoide mediante
HPLC sllice enlazada con ciano, que comprende ademés la reduccién del enlace de
disulfuro, para dar los maitansinoides de la formuia 4b;

Un método para elaborar un conjugado de maitansinoide-agents de enlace celular
que comprende elaborar un maitansinoide purificado a través de cualquiera de los
métodos antes descritos de esterificacion de maitansinol para dar maitansinoides de la
férmula 4b, y hacer reaccionar el maitansinoide con un agente de enlace celular que
comprende un grupo sulfidrilo o un grupo ditio, de manera preferible, un grupo ditiopiridilo
o un grupo ditiopiridito sustituido;

[83] Un método para elaborar un conjugado de maitansinoide-agente de enlace
celular que comprende hacer un maitansinoide purificado a través de cualquiera de los
métodos antes descritos de esterificacién de maitansinol para dar maitansinoides de la
formula 4b, y hacer reaccionar el maitansinoide con un agente de enlace celular que
comprende un maleimido o un grupo haloacstilo.

Métodos de terapia que utilizan los conjugados antes descritos,

Compuestos de la férmula (lll):
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Y2 representa (CR;CRga)1(CRsCRa)m(CRyCR4ZCR1R2S2;, en donde:

R1 y R2 son cada uno de manera independiente CHy, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tienen desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alqueniio ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademéds R; puede ser H;

Ra, Ry, Rs, R, Ry ¥ Ry s0n cada uno de manera independiente H, CHy, C;Hs,
alquilo o alquenilo lineal que tienen desda 1 hasta 10 &omos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical hetarociclico aromético o heterocicloalquito;

L, m y n son cada una de manera indapendiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademés n puede ser o; y

Zz s SR o0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tienen desde 1
hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o akjuenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical haterociclico aromético o
heterocicioalquilo.

Compuestos 10 (S), 10 (R) o racémico 10;

Un método para elaborar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina, o N-metilalanina racémica que comprende:

(1) hacer reaccionar sulfuro de isobutileno (5) con el anion de acetonitrilc para dar
el compuesto 6,

(2) hidrolizar el compuesto 8 para dar el cido 4-mercapio-4-metilpentancico (7);
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(3) convertir el compuesio 7 en el disulfuro 8 por medio de la reaccién con
metilmetantiolsulfonato;

(4) convertir el compuesto 8 en su éster de N-hidroxisuccinimida 9; y

(5) hacer reaccionar el compuesto 9 con N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina, o N-
metilalanina racémica para dar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina, 0 N-metilalanina racémica.

Una mezcla de los compuestos 15a(S, S) y 15b(S, R);

Un método para hacer una mezcia de compuestos 15a(S, S) y 15b(S, R), que
comprende:;

(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopentanoico (12) con metiimetantiolsulfonato
para dar el compuasto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida (14);

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-L-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15a(S, S) y 15b(S, R);

Una mezcla de compuestos 15(R, S) y 15(R, R).

Un método para hacer una mezcia de compuestos 15(R, S) y 15 (R, R) que
comprende:

(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopentanoico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-D-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15(R, S) y 15(R, R).

[62] N-metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxlico que tiene una
funcionalidad tiol protegida, en la cual el centro de carbono que tiene e! 4tomo de azufre
es racémico o de la quiralidad R o S para dar los compuestos de la estructura de 15.

A método para hacer N-metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico

que tiene una funcionalidad tiol protegida, en la cual el centro de carbono que tiene el
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atomo de azufre es racémico o de la quiralidad R o S para dar los compuestos de la
estructura 15, que comprende:

(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopentanoico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metilalanina racémica para dar la N-
metilalanina racémica acilatada con a grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en el cual centro de carbono que tiene el &omo de azufre es racémico o de la
quiralidad R o S para dar el compuesto de la estructura 15.

Compuesto 15a(S, S);

[95] Compuesto 15b (S, R);

[96] A método para hacer el compuesto 15a(S, S) que comprende:

(1) conwertir (R)-1,3-butandiol en acido (S)-4-(metiditio)pentanoico 19;

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y (3) hacer
reaccionar el compuesto 20 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto15a (S, S);

A método para hacer el compuesto 15b(S, R) que comprende:

(1) convertir (S)-1,3-butandiol en écido (R)-4-(metiditic)pentanoico 24;

(2) convertir el compuesto 24 en su éster de N-hidroxisuccinimida (25); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 25 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15b(S, R).

Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva de cuaiquiera
de los compuestos de maitansinoide antes descritos, a sal farmacéuticamente aceptable o
solvato de la misma, y un portador, diluyents o excipiente farmacéuticamente aceptable;

La composicion farmacéutica antes descrita que comprende un compuesto de
maitansinoide, que comprende ademés un anticuerpo.

Un método para inducir la muerte celular en poblaciones celulares seleccionadas

que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene células objetivo



10

15

20

25

20

con una cantidad efectiva de cualquiera de los maitansinoide-agente de enlace celular,
sales o solvatos de las mismas antes descritos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La FIG.1 muestra las estructuras los maitansinoides previamente descritos.

La FIG. 2 muestra las estructuras de alguncs de los maitensinoides de la presente
invencion. '

Las FIGS. 3a-d muestran esquemas de la sintesis de los maitansinoides
representativos de la presente invencion.

Las FIGS. 4a, b son gnificas que muestran la potencia in vitro de los nuevos
maitansinoides de la presente invencion.

Las FIGS. 4c, d son grificas que comparan la potencia in vitro de los nuevos
maitansinoides de la presente invencién con aquellos previamente descritos.

Las FIGS.5a-d muestran esquemas para la preparacién de los conjugados de
agentes de enlace celular agentas de enlace celular con los maitansinoides de la presents
invencion.

La FIG. 8 es una gréfica que muestra la potencia in vitro de conjugados de agente
de enlace celular-maitansinoide de la presente invencion.

La FIG. 7 es una gréfica que compara la eficiencia anti-tumoral in vivo de huC242-
maitansinoides de la presente invencién con conjugados huC42 de los maitansinoides
previamente descritos, contra xendgrafos tumorales de colon humano HT-29 xenégrafos
tumorales de colon humano.

La FIG. 8 es una gréfica que compara la eficacia anti-tumoral eficacia anti-tumoral
in vivo de huC242-maitansinoides de la presente nvenciéon con conjugados huC242 de los
maitansinoides previamente descritos, contra xendgrafos tumorales de colon humano
COLO 205.
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La FIG. 9 es una grifica que compara la eficacia anti-tumoral in vivo de MY9-8-
maitansinoides de la presents invencién con conjugados MYB-8 de los maitansinoides
previamente descritos, contra xendgrafos de leucemia mieloide promielocitica HLB0.

La FIG. 10 muestra el resultado de la evaluacién de citotoxicidad in vitro del
conjugado huMy8-8-DM4 con células HL-80 objetivo y células Namalwa no objetivo.

La FIG 11 muestra la evaluacién da la eficiencia in vivo del conjugado huMy9-8-
DM4 contra tumores de xendgrafo HL-80 humano en ratones SCID y la compara con
aquella de un conjugado huMy8-8 de un maitansinoide previamente descrito (huMy9-8-
DM1).

La FIG. 12 muestra el resultado de la evaluacion de citotoxicidad in vitro del
conjugado huB4-DM4 con células Ramos objetivo y células Colo 205 no objetivo.

La FIG. 13a muestra la evaluacién de eficacia in vivo del conjugado huB4-DM4
contra tumores de xenégrafo Ramos humano en ratones SCID, y la FIG 13b muestra los
cambios en los pesos corporales de los animales durants el periodo de prueba.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presents invencion describe maitansinoides, de tiol estéricamente impedido y
que contienen disulfuro novedosos en ios cuales el &tomo alfa-carbono que tiene el &tomo
de azufre tiene uno o dos sustituyentes alquilo. La invencidn describe también un procaso
para la sintesis de estos maitansinoides novedosos. Los compuestos novedosos que son
(tiles como intermediarics en la sintesis de los nuavos maitansinoiies se describen de
manera adicional. Ademas, esta invencién describe ia preparacién de conjugados de
estos maitansinoides novedosos con agerntes de enlace celular.

La técnica revela que es exiremadamente dificil modificar los fédrmacos existentes
sin disminuir su potencial citotéxico. La invencién descrita supera este problema al

ensefiar un método para sintetizar nuevas moléculas de maitansinoide que contienen una



10

15

20

25

31

porcién tiol o disulfuro estéricamente impedida. Los maitansinoides novedosos descritos
conservan y en algunos casos inclusive mejoran, la potencia citotdxica de los
maitansinoides previamente descritos.

Los conjugados de maitansinoide-agente de enlace celular permiten la medicién
completa de de la accién citotdxica de los maitansinoides que se van a aplicar de una
manera activada contra células indeseables solaments. Por lo tanto, la invencién
proporciona agentes Utiles y métodos novedosos para elaborar los mismos, para la
eliminaciéon de células enfermas o anormales que serdn eliminadas o lisadas, tales como
células tumorales (de manera particular células tumorales sélidas), células infectadas por
virus, células infectadas por microorganismos, células infectas por pardsitos, células
autoinmunes (células que producen autoanticuerpos), células activadas (aquellas
involucradas en el rechazo de injerto 0 enfermedad injero vs. huésped), o cualquier otro
tipo de células enfermas o anormales, en tanto que exhiben un minimo de efectos
colatarales.

Por lo tanto, la presente invencién ensefia un método para la produccién de
conjugados citotdxicos mejorados que comprenden maitansinoides y agentes de enlace
celular novedosos, con actividad biologica enormements mejorada en comparacion con
los maitansinoides y agentes de enlace celular previamente descritos. La invencién
ensefia ademés un método para la sintesis de derivados de maitansinokie que poseen
una porcién tiol o disulfuro estéricaments impedida que permite el enlace quimico a un
agente de enlace celular en tanto que exhibe una alta citotoxicidad ya sea en forma
eniazada o an forma liberada 0 en ambos estados. El conjugado citotdxico de acuerdo
con la presents invencién comprende uno © més maitansinoides vinculados a un agente
de enlace celular. A fin de enlazar el maitansinoide a un agente de enlace celular, el
maitansinoide debe ser modificado primero.

Los maitansinoides que se pueden utilizar en la presents invencién para producir

los maitansinoides que son susceptibles a ser vinculados a un agente de enlace celular
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son bien conocidos en la técnica y pueden ser aislados a partir de fuentes naturales de
acuerdo con métodos conocidos o preparados sintéticamente de acuerdo con métodos
conocidos.

Ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen maitansinol y anélogos de
maitansinol. Ejemplos de andlogos de maitansinol adecuados incluyen aquellos que
tienen un anillo aromético modificado y aquelios que tienen modificaciones en otras
posiciones.

Ejemplos especificos de andlogos adecuados de maitansinol que tienen un anilio
aromético modificado incluyen:

(1) C-19-decloro (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,258,748)
(preparado por la reducciéon LAH de ansamitocina P2);

(2) C-20-hidroxi (0 C-20-demetilo) +/-C-19-decioro (Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Nos. 4,361,650 y 4,307,016) (preparado mediante desmetilacién
utilizando Streptomyces o Actinomyces o declorinacién usando LAH); y

(3) C-20-demetoxi, C-20-aclloxi (-OCOR), +/-decloro (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,294,757) (preparado mediants acilacién utilizando cloruros
de acilo).

Ejemplos especificos de andlogos adecuados de maitansinol que tienen
modificaciones de otras posiciones incluyan:

(1) C-9-SH (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,424,219)
(preparado por medio de la reaccién de maitansinol con HaS o P,Sg);

(2) C-14-alcoximetilo (demetoxi’CH,OR) (Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 4,331,598);

(3) C-14-hidroximetilo o aciloximetilo (CH;OH o CH,OAc) (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,450,254) (preparados a partir de Nocardia);

(4) C-15-hidraxi/aciloxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
4,384,668) (preparados mediante la conversion de maitansinol mediante Streptomyces);
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(5) C-15-metoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,313,948 y
4,315,928)(aislado a partir de Trewia nudifiora);

(6) C-18-N-demetilo (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 4,382,683 y
4,322,348) (preparados mediante la desmetilacion de maitansinol mediante
Straptomyces), y

(7) 4,5deoxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,371,533)
(preparado mediante la reduccién con tricloruro de titanio/LAH de maitansinol).

Para enlazar el maitansinoide al agente de enlace celular, el maitansinoide
comprende una porcitn de enlace. La porcién de enlace contiene un enlace quimico que
pemmite la liberacion de los maitansinoides completamente aclivos en un sitio particular.
Los enlace quimicos son bien conocidos en la técnica e incluyen enlaces de disulfuro,
eniace iébiles de 4cido, enlaces fotolabiles, enlace lébiles de peptidasa y enlaces labiles
de esterasa. Se prefieren los enlaces de disulfuro.

La descripcibn de la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
5,208,020, incorporada a la presente mediante referencia, ensefla la produccién de los
maitansinoides que tienen dichos enlaces.

De acuerdo con la presente invencién, ia porcibn de enlace comprende una
porcién tiol o disulfuro estéaricamente impedida.

Los maitansincides particularmente preferidos que comprenden una porcién de
enlace que contiene un grupo quimico reactivo son ésteres C-3 de maitansinol y sus
andlogos en donde la porcién de enlace contiene un enlace de tiol o disulfuro
astéricamente impedido.

Muchas posiciones en los maitansinoides pueden servir como la posicién para el
enlace quimico de la porcién de enlace. Por ejemplo, se espera que la posicién C-3 que
tiene un grupo hidroxilo, la posicién C-14 modificada con hidroximetilo, la posicién C-15
modificada con hidroxi y la posicién C-20 que tiene un grupo hidroxi sean ttiles. Sin

embargo la posicién C-3 es preferida y la posicion C-3 del maitansinol es especiaiments

N\
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Ademas, en tanto que la sintesis de los ésteres de maitansinol que tiene un a
porcién de enlace se describen a continuacién en términos de un enlace de disulfuro que
continGe porciones de enlace en la posicién C-3 aiguien con experiencia en la técnica
comprendera que las porciones de enlace con otros enlaces quimicos, como se describié
antes, también se puede utilizar con la presente invencibn, al igual 'que otros
maitansinoides y otras posiciones de enlace, como se describié antes.

Las estructuras de varios maitansinoides de la presente invencién estAn
representadas en la Fig. 2. La sintesis de los maitansinoides que tiene una porcién tiol o
disulfuro estéaricamente impedida se pueden describir mediante referencia a la Fig. 3.
Muchos de los métodos ejemplificados a continuacion utilizan los maitansinoides que
contienen tiol-, N*-deacetil-N-*(4-mercapto-1-oxopentil}-maitansina (denominado DM3) y
N*-deacetil-N-*(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil}-maitansina (denominada DM4). DM3 (4a)

y DM4 (4b) estan representados en las siguientss férmulas estructurales:

La citotoxicidad in vitro de los nuevos maitansinoides con tiol estdaricamente
impedido y que contienen disulfuro de la invencién puede ser evaluada por su habilidad
para suprimir la proliferacién de varias lineas celulares indeseables in vitro (Fig. 4). Por
ejemplo las lineas celulares tal como la linea de carcinoma de senoc humano SK-Br-3, o la
linea de célula de carcinoma epidermoide humano KB, pueden ser utilizadas para la

determinacién de la citotoxicidad de estos nuevos maitansinoides. Las células que se van



10

15

20

25

a evaluar pueden ser expuestas a los compuestos durante 72 horas y las fracciones
sobrevivientes de células medidas en pruebas directas a través de métodos conocidos.

Los valores ICsy pueden calcularse después a partir de los resultados de las pruebas.

Produccién de Maitansinoides que Tienen una Porcién Tiol o Disulfuro
Estéricamente Impedida

Los maitansinocides novedosos de la invencién son aquellos que tienaen, en C-3, C-
14 hidroximetil, C-15 hidroxi, o C-20 desmetil, una cadena lateral de aminoécido acilatado
con un grupo acilo que tiene un grupo sulfhidrilo impedido, en donde el 4tomo de carbono
del grupo acilo que tiene la funcionalidad tiol posee uno o dos sutituyentes, dichos
sustituyentes que son CH,, C:Hs, aiquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10
&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tienen desde 3 hasta 10
étomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromdtico o
heterocicloalquilo, y ademés uno de los sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo
acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos tres dtomos de carbono entre la
funcionalidad carbonilo y el 4tomo de azufre.

De manera preferible, los compuestos de maitansinoide estén representados por la

férmula 4"

4

en donde:

Ve
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Y representa
(CR/CR4) 1(CRs=CR10)p(C=C)eA{CRsCRa)mDu(CR11=CR12){C=C)yB{CRyCR).CR;R,SZ,
en donde:

R¢ ¥ Rz son cada uno de manera independiente CHs, C;H;, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromatico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H; A, B, D son
cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, arilo simple o
sustituido o radical hetarociclico o heterocicloalkyuilo;

Rs, Ry, Rs, Re, R7 ¥ Ra 80n cada uno de manera independiente H, CHs, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenllo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o hetsrocicloalquilo;

lLm, n o, p, qr 8ytson cada una de manera independientemente 0 o un entero
desde 1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dosdel, m, n,0,p, q,r, 8y t no son
€Oro en ningin momento;

Z es H, SR o -COR en donde R es alquilo o0 alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo;

En una modalidad preferida del compuesto representado por la formula 4', R, es H,
R; s metilo y Z es H; R; y Rz son metilo y Z es H; R1 es H, R2 es metilo, y Z es -SCHj; 0
R4 y Rz son metilo, y Z es -SCH3

De manera més preferible, los maitansinoides son compuestos representados por
ia férmula (I-L), (I-D), o (-D,L):

A

]
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en donde:

Y representa (CR;CRa}1(CReCRe)m(CR:CR4).CR1R2SZ, en donde:

R: y Rz son cada uno de manera independiente CHs, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene
desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical heterociclico
aromético 0 heterocicloalquilo, y ademds R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, Ry ¥ Ry S0n cada uno de manera independiente H, CHi, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 Atomos de carbono, alquilo o
alqueniio ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aroméatico o heterocicloalquilo;

|, m, y n, son cada una de manera independientemente un entero desde 1 hasta 5,
y ademés n puede ser 0;

Z es H, SR o0 -COR en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 &tomos de carbono, o arilo simpie o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo;

May puede representar un maitansinoide que tiene la cadena lateral en C-3, C-14
hidroximetilo. C-15 hidroxi o C-20 desmetilo.

Tiene mayor preferencia el éster C-3, el cual es un compuesto representado por la

férmula 4:
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en donde los sustituyentes son como se definieron antes.

Son especiaimente preferidos cualquiera de los compuestos antes descritos, en
donde R, es H, R; es metilo, Rs, Re, Ry y R s0n cada uno H, | y m son cada una 1, nes 0,
y Z es H; aquellos compuestos en donde R, y R; son metilo, Rs, Ry, R7, Ry sOn cada uno
H,lymson 1, nes 0, y Z es H; aquellos compuestos en donde R, es H, R; es metilo, Rs,
Re, R7, YRs soncadauno H, | y m son cada una 1, nes 0, y Z es -SCH, ; y esos
compuestos R1 y R2 son metilo, R5, R8, R7, R8 soncadaunoH,lymson1,nes0,yZ
es -SCHs. Ademas, se prefiere el esteroisémero de L-alanilo ya que es el mds Util para los
conjugados de invencion.

Las modalidades preferidas de la formula 4 incluyen DM3 y DM4, es decir, el
maitansinoide de la formula 4 en donde Z es H, R, @8 H, R; es metilo, Rg, Re, Ry, ¥ Ra 80N
cada uno H, y | y m son 1, y n es 0 (DM3, compuesto 4a); al maitansinoide de la férmula 4
en donde Z as H, R, y Rz son ambos metilo, Rs, Re, Ry, y Rg son cadauno H, | y m son 1,
y n es 0 (DM4. compuesto 4b); el maitansinoide de la formula 4 en donde R, es H, R; es
metilo, Rs, Rg, R7, Y Rs soncadauno H,ylymson 1,ynes 0, y Z es -SCH3; y el
maitansinoide de la formula 4 en donde R, y R; son metilo, Rs, Re, R7, ¥ Rs son cada uno
Hylymson1,ynes0, yZes-SCH,.

Ejemplos de alquilos o alquenilos lineales que tienen desde 1 hasta 10 &tomos de
carbono incluyen, pero no se limitan a metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo,
propenilo, butenilo y hexenilo.

Ejemplos de alquilos o alquenilos ramificados que tienen desde 3 hasta 10 &tomos
de carbono incluyen, pero no se limitan a isopropilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo,
isopentilo, 1-etil-propilo, isobutenilo e isopentenilo.

Ejemplos de alquilos 0 alquenilos ciclicos que tienen desde 3 hasta 10 &tomos de
carbono incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentyl, ciclohexilo,
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ciclopentenilo, y ciclohexenilo.

Los arilos simples incluyen arilos que tienen de 8 hasta 10 Atomos de carbono, y
los arilos sustituidos incluyen arilos que tienen desde 8 hasta 10 4tomos de carbono que
tienen por lo menos un sustituyente alquilo que contiene desde 1 hasta 4 4tomos de
carbono, o sustituyente alcoxi tal como metoxi, etoxi, 0 un sustituyents halégeno o un
sustituyente nitro.

Eiemplos de arilo simple que contiene de 8 hasta 10 &tomos de carbono inciuyen
fenilo y naftilo.

Ejemplos de arilo sustituido incluyen nitrofenilo, dinitrofenilo.

Radicales heterociclicos arométicos incluyen grupos que tienan un anillo de 3a 10
miembros que contienen uno o dos heteroétomos seleccionados a partirde N,O 0 S.

Radicales heterocicloalquilo incluyen compuestos ciclicos, que comprenden
sistemas de anillo desde 3 hasta 10-miembros, que contienen uno o dos heterodtomos,
seleccionados a partirde N, O 0 S.

Ejemplos de radicales arométicos heterociclicos incluyen piridilo, nitro-piridilo,
pirolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, y furilo.

Ejemplos de radicales heteroaiquilo incluyen dihidrofurilo, tetrahidrofurilo,
tetrahidropirolilo, piperidinilo, piperazinilo, y morfolino.

Los maitansinoides novedosos que tienen una porcion tiol o disulfuro
estéricamente impedida pueden ser preparados por medio de los siguientes métodos
recientemente descubiertos:

Sintesis de Maitansinoides.

La Fig. 3a muestra las etapas en la sintesis de maitansinokle DM4 (4b), Se hace
reaccionar sulfuro de isobutileno (5) con el anién de acetonitrilo para dar el compuesto
mercapto 8. La hidrdlisis de 6 con la base proporciond écido 4-mercapto-4-

W
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metilpentancico (7). La conversién de 7 en el disulfuro 8 se logra por medio de la reaccién
con metil metantiolsulfonato (MeSSO:Me). La conversion de 8 en el éster de N-
hidroxsuccinimida 8 seguido por la reaccién con N-metil-L-alanina proporciond el 4cido
carboxilico 10, que fue purificado mediante cromatografia de columna sobre gel de sflice.
La reaccion de 10 con maitansinol (11) en presencia de N,N’-diciciochexilcarbodiimida
(DCC) y cloruro de zinc dio una mezcla del N-acil-N-metil-L-alanil maitansinoide L-
DM4SMe, (4e) y el N-acil-N-metil-D-alanil maitansinoide D-DM4SMe(4f). La mezcia de los
diasterbmeros fue separada mediante HPLC, utilizando una columna enlazada con ciano.
El isbmero que contiene el L-amino &cido 4e fue recolectado y reducido con ditiotreitol
para dar el L-aminoacil maitansinoide que contiene tiol DM4 (4b), el cual fue purificado de
nuevo mediante HPLC, utilizando una columna enlazada con ciano.

La Fig. 3b muesira las etapas en la sintesis del maitansinoide DM3 (4a). El 4cido
4-mercaptopentanoico (12) fue convertido en el metildisulfuro mediante reaccién con metil
metantiolsulfonato para dar 13. Conversién de 13 en éster de N-hidroxisuccinimida 14
seguida por reaccién con N-metil-L-alanina proporcionada por el dcido carboxilico 15, que
fue purificado mediante cromatografia de columna sobre gel de silice. La reaccion de 15
con maitansinol (11) en presencia de N,N'-diciclohexdicarbodiimida (DCC) y cloruro de zinc
dio una mezcla del N-acil-N-metil-L-alanil maitansinoide L-DM3SSMae,(4c) y el N-acil-N-
metil-D-alanil maitansinoide D-DM3SSMe (4d). La mezcla de diasterdmeros fue separada
mediante HPLC, utilizando una columna enlazada por ciano. El isbmero que contiene el L-
amino écido deseado fue recolectado y reducido con ditiotreitol para dar el maitansinoide
que contiene mercapto-L-amino dcido DM3 (4a), que de nuevo fue purificado mediante
HPLC, utilizando la columna enlazada por ciano.

Las Figs. 3c y d muestran la sintesis de DM3 que tiene la porcién (S)-4-metilditio-1-
oxopentil o la porcién (R)-4-metilditio-1-oxo-pentito.

La conversién o (R)-1, 3-butandiol (18) en su ditosilato 17, seguido por reaccidn
secuencial con cianida de sodio y etil xantato de potasio dio nitrilo 18 (Fig.3c). La hidrélisis
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de base, seguida por intercambio de disulfuro dio écido (S)-4-metiditio-pentancico 19. La
conversion de 19 en el éster de succinimidilo 20, seguida por la reaccién con N-metil-L-
alanina dio N-metil-N-[4-(S)-metilditio-1-ox0-pentil}-S-alanina (15a). La reaccién con
maitansinol, como se describié antes para el compuesto 15, dio dos diasterdbmeros de L-
DM3SMe 49 y 4h. De manera similar, (S)-1,3-butandiol (21) fue convertido en 4cido (R)-4-
metiditio-pentancico 24 y después en 15b.

La reaccién con maitansinol, como se describié antes, dio los dos diasterémeros
de DM3SMe, 4k y 41.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método para la esterificaciéon de
un maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxd, o C-20 desmetilo, con una
cadena lateral de aminoécido acilatado en donde el grupo acilo tiene un grupo sulthidrilo
protegido, en donde el &tomo de carbono del grupo acilo que tiene la funcionalidad tiol
protegida tiene uno dos sustituyentas, dichos sustituyentes que son CH,, C;Hs, alquilo o
alquenilo lineal que tiene dasde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido
o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademéas uno de los sustifuyentes
puede ser H, y en donde el grupo aclio tiene una longitud de cadena lineal de por lo
menos tres &tomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el 4lomo de aaufre, el
método que comprende hacer reaccionar un maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetilo, C-
15 hidroxd, o C-20 desmetilo, dichc método que comprende hacer reaccionar un
maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi, 0 C-20 desmetilo, con el
aminodcido acilatado en donde el grupo acilo tiene un grupo sulfhidrilo protegido.

En una modalidad preferida, la prasente invencion proporciona un método de
esterificacién de maitansinol para dar un maitansinoide de la formula 4,":

A

ua, Ao
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en donde:

Y2'representa
(CR7CRa)1(CRe=CR10)p(C=C)eA{CRsCRe)mDu{CR11=CR12){C=C),B{CRsCRJCRR;SZ;,
en donde:

R: y Rz son cada uno de manera Independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal o ramificado que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo
clclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterocidico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H; A, B, y D cada uno
de manera independiente es cicloalquilo o cicloaiquenilo que tiende de 3 hasta 10 atomos
de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

Ra, R¢, Rs, Rs, Ry, Rs, Ry, Ry1, ¥ R2 80n cada uno de manera independiente H,
CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &omos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono,
fenilo, fenil sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

l,m,n, 0, 0p,q,r s, Ytson cada uno de manera independients O o un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que porlo menos dosde i, m, n, 0, p, q, 1, 8y t no sean cero en
ningn momento.

Z es H, SR o0 -COR, en donde R es aiquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &omos de carbono, alquilo 0 alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 &omos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heteroclclico aromético o
heterocicloalquilo, el método que comprende hacer reaccionar maitansinol de la estructura

11enla C-3:

11
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con un compuesto de la férmula (lII'-L), (IH-D), o (UT-D,L):

H O 0 0
" WY § wod |
: N7 vy I £ Ho\ﬁ}iﬂ Yy
6 | o | | 2

L o
D D;L

o)

en donde:

Y2, representa
(CR7CR4e)1(CRg=CR10)p(C=C)qA{CRsCRe)mDu(CR11=CR12){C=C)sB{CR:CR).CR1R:SZ,,
en donde:

Ry ¥y Rz son cada uno de manera independiente CHs, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tlene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademas R; puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 &tomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

Ra, Rq, Rs, Re, Ry, Re, Ry, Ry1, ¥ Ry2 s0n cada uno de manera independiente H,
CHa, C;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono,
fenilo, fenil sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo;

lLm,n,o0,p qrs,Ytson cada uno de manera independiente 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que porlomenos dosde |, m, n, 0, p, q, r, $ ¥ t N0 sean cero en

ningin momento; y
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Z es H, SR 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &omos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o cidico que tiene desde 3
hasta 10 atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo.

De manera preferible, el compuesto de la formula (1) estd representado por la
formula (I-L) y también, de preferencia, R, s H y Rz es metilo.

En una modalidad més preferida, la presents invencién proporciona, un meétodo de
esterificacion de un maitansinol para dar un maitansinoide de la formula 4,;

en donde:

Ya reprasenta (CR7CRg)1(CRsCRe)m(CR3sCR4).CR1R2SZ;, on donde:

R; ¥ Rz son cada uno de manera independiente CH,, CzHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado cjdieo
que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R7 ¥ Ry $0n cada uno de manera independiente H, CHa, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 stomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterocidlico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independientemente un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0;

Z es H, SR 0 -COR en donde R es aiquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene
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desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta
10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo; el método que comprende hacer reaccionar maitansinol de la estructura
11 en la posicién C-3:

con un compuesto representado por la férmula (llI-L), (11-D), o (llI-D,L):

P A i,

en ¢

Yan (m)

R y Rz son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquiio, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R ¥ Re s0n cada uno de manera independiente H, CHy, CzHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasia 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser0; y

Z es H, SR 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &tomos de carbono, alquilo ¢ alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
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hasta 10 4tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo;

Los diasterdbmeros pueden ser separados mediante HPLC en columna enlazada
con ciano.

En una modalidad més preferida, la presente invenciéon proporciona un método de
esterificacién de un maitansinoide para producir un éster de maitansinoide representado
por la formuta (IV-L), (IV-D), o (IV-D,L):

AR XA,

DL
ent awv)

Y2 representa (CR7CRg)1(CRsCRe)m(CRsCR).CR1R7SZ;, en donde:

R¢ y R; son cada uno de manera independiente CH,, CaHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo ¢ alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, Rs, Rs, Re, Ry y Rg soOn cada uno de manera independiente H, CHy, CaHs,
alquilo o alquenilo ciclico lineal que tiene desde 1 hasta 10 &omos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

l, m y n son cada uno de manera independients un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0;

Zz @3 SR 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o clclico que tiene desde 3 hasta 10
&tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o

heterocicloalquilo; y
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May es un maitansinoide; el método que comprende hacer reaccionar dicho May
en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidroxi, o C-20 desmetilo, con un compuesto de la
formula (lIi-L), (1t-D), o (llI-D, L):

H © g H
N & Wl w5
N Y2 Yo N Yz
O I (8] I I
L D DL

{m
en donde:

Y; representa (CRyCRe){CRsCRe)m(CRsCR).CR1R2SZ,, ©n donde:

Rs ¥y R2 son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tlene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alqueniic ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 stomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Rg, Ry ¥ Ry s0n cada uno de manera independiente H, CHj, CaHs,
alquilo o alquenilo ciclico lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo ©
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, feniio
sustituido, o radical heterociclico aromaético o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada uno de manera independientse un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede ser 0;

Z; es SR 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10
datomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo.

En una modalidad aun mas preferida la presents invencién proporciona un método
de esterificacion de maitansinol para dar el maitansinoide de la formula 4,:
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en donde: “

Y2 reprasenta (CR;CRg)1(CRsCRg)m(CR3CR4)WCR1R2SZ,, en donde:

R: ¥ Rz son cada uno de manera independiente CH,, C;H;s, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
clclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, Ry, Rs, Rs, R7 ¥ Re son cada uno de manera independiente H, CHy, CaHs,
alquilo o alquenilo ciclico lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o
giquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

, my n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser O;

Z; es SR o COR, en donde R es akjuilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromdtico o
heterocicloalquilo, el método que comprende hacer reaccionar maitansinol en C-3 con un
compuesto de la férmula (lll-L). (1I-D). o (liI-D,L):

RanER A “*N

(m
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en donde:

Y. representa (CR7CRe)1(CRsCRe)m(CRsCR4)-.CR1R2SZ;, en donde:

R: y R2 son cada uno de manera independiente CHs, C;H;s, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 étomos de carbono, alquilo 0 alquenilo ramificado o
ciclico que tiene deade 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, Ry ¥ R; 80n cada uno de manera independiente H, CH,, C;Hs,
alquilo o alquenilo ciclico lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenllo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede ser 0;

Z; es SR o COR, an donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificada o clclico que tiene desde 3 hasta 10
dtomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromédtico ¢
heterocicioaiquilo.

De manera preferible, el compuesio representado por la férmula () es el L
esteroisdmero.

Para los métodos anteriores, se prefiere que R, sea H, R; sea metilo, Rs, Re, Ry, ¥
R, sean cada uno H, | y m sean cada una 1, y n sea 0; o que R, y R, sean metilo, Rs, Rs,
R:y Rsseancadauno H, | ym sean 1, y n sea 0.

Cuando se eiabora DM3, el compuesto de la férmula (lll-L) es 15a(S,S), 15b(S.R)
0 una mezcla de 15a(S,S) y 15b(S,R); el compuesto de la férmula (lIl-D) es N-metil-D-
alanina acilatada con el grupo acilo racémico o con el grupo acilo que tiene una quiralidad
R o S para dar el compuesto 15; y el compuesto de la férmula (Ill-D,L) es N-metilalanina
racémica acilatada con grupo carboxdilico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en el
cual el centro de carbono que tiene el &lomo de azufre es racémico o de la quiralidad R 0
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S para dar el compuesto de la estructura de 15,

La mezcla de 15a(S,S) y 15b(S,R) se puede hacer por medio de un proceso que
comprende:

(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopentancico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-L.-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15a(S,S) y 15b (S,R).

De manera similar, la mezcla de compuestos 15(R,S) y 15(R,R) puede hacerse por
medio de un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar 4cido 4-mercaptopentanoico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

{2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14; (3) hacer
reaccionar el compuesio 14 con N-metil-D-alanina para dar la mezcla de compuestos
15(R,S) y 15(R,R,).

N-metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxlico que tiene una
funcionalidad tiol protegida, en la cual el centro de carbono que tiene el 4omo de azufre
@s racaémico o de la quiralidad R o S para dar el compuesto de |a estructura 15 se puede
hacer mediante un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar dcido 4-mercaptopentancico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxdsuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesio 14 con N-metilalanina racémica para dar la N-
metilalanina acilatada racémica con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en el cual el centro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de
la quiralidad R o S para dar el compuesto de la estructura 15.

El compuesto 15a(S,S) se puede hacer por medio de un proceso que comprende:
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(1) convertir (R)-1,3-butandiol en écido (S)-4-(metiditio)pentancico 19;

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 20 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15a(S.,S).

El compuesto 15b(S,R) se puede hacer por medio de un procesc que comprende:

(1) convertir (S)-1, 3-butandiol en 4cido (R)-4-(metiditio) pentanoico 24;

(2) convertir el compuesto 24 en su éster de N-hidroxisuccinimida (25); y

(3) hacer reaccionar el compuesio 25 con N-metil-L-alanina para dar el
compuesinisb (S, R).

Cuando se elabora DM4, el compuesto de la férmula (liF.)} es un compuesto 10
que contiene N-metil-L-alanina; el compuesto de la férmula (lIl-D) es el compuesto 10 que
contiene N-metil-D-alanina, y el compuesto de la fdrmula(lll-D,L) es el compuesto 10 que
contiene N-metilalanina racémica.

El compuestc 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-meti-D-alanina, o0 N-
metilalanina racémica se elabora por medio de un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar sulfuro de sulfuro de isobutileno (5) con el anion de
acetonitrilo para dar el compuesto 6;

(2) hidrolizar el compuesto 8 para dar el &cido 4-mercapto-4-metilpentanoico (7);

(3) convertir el compuesto 7 en el disulfuro 8 mediante reaccién con
metilmetantiolsulfonato;

(4) convertir el compuesto 8 en su éster de N-hidroxisuccinimida 9; y

(5) hacer reaccionar e compuesto 9 con N-matil-L-alanina, N-metil-D-alanina, o N-
metilalanina racémica para dar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina, o N-metilalanina racémica.

De acuerdo con la presente invencién, los compuestos de la férmula Ill también

son novedosos:
o
Hag H 9 HiGy H H
el 8 UG S G Y |
N Y‘ N Ya N Yg
0 I 0 I 0 I
L D _ DL

(I
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Y, representa (CR;yCRy)1(CRsCRa)m(CRsCR¢).CR1R:SZ>, €n donde:

R; ¥ Rz son cada uno de manera independientse CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
helerocidico aromético o heterocicloalquilo, y ademas R; puede ser H;

Rs, Re. Rs, Rs, Ry y Rs 50N cada uno de manera independiente H, CHs, C:Hs,
alquilo o alquenilo cidlico lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada uno de manera independients un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede serQ; y

Z; 85 SR 0 COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidlico que tiene desde 3 hasta 10
atomos de carbono, o ario simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo.

Los compuestos de la formula lil pueden ser elaborados fécilments por alguien con
axperiencia en la técnica a través de métodos anidlogos a aquelios descritos en la
presente para elaborar los compuestos 10 y 15.

Citotoxicidad In Vitro de Maltansinoides

La citotoxicidad in vitro de los maitansincides de la presente invencion se muestra

o
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en la FIG. 4. los nuevos maitansinoides (4c, 4e) que tienen un enlace de disulfuro
impedido son altamente potentes hacia las lineas celulares probadas. Por lo tanto, 4¢
elimina células A-375 y células SK-Br-3 con valores ICe de 1.5 x 10" My 7.0 x 102 M
respectivaments. De manera similar, el maitansinoide 4e también es altaments potente
con valores ICx de 32 x 107" M y 9.0 x 10" M hacia las células A-375 y SK-Br-3
respectivaments. La comparacién de la potencia in vitro del maitansincide 4a que
contiene tiol impedido de la presente invencién con aquella del maitansinoide 1
previamente dascrito (Fig. 4¢, d), indica que los nuevos maitansinoides son de 20 hasta
50 vecas méas potentes que |os descritos con anterioridad.

Preparacion de Agentas de enlace celular

La efectiviiad de los compuestas de la invencién como agentes terapéuticos
depende de la seleccién cuidadosa de un agente de enlace celular apropiado. Los
agentes de enlace celular pusden ser de cualquier clase actuaimente conocida, 0 que se
lleguen a conocer @ incluyen péptidos y no-péptidos. De manera general, estos pueden
ser anticuerpos (especiaimente anticuerpos monocionales), linfocinas, hormonas, faciores
de crecimiento, vitaminas, moléculas de transporte de nutriante (tales como transferrina),
0 cualquier otra molécula o sustancia de enlace celular.

Ejemplos més especificos de agentes de enlace celular que se pueden utilizar
incluyen:

anticuerpos policionales;

anticuerpos monocionales;

fragmentos de anticuerpos tales como Fab, Fab', y F(ab'):, Fv (Parham, J.
Immunol. 131: 2895-2802 (1983); Spring et al. J. Immunol. 113:470-478 (1974); Nisondef
et al. Arch. Biochem. Biophys. 89: 230-244 (1980)),

interferones (e.g. alfa, beta, gama);
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linfocinas tales como IL-2, IL-3, IL4, IL-8;

hormonas tales como insulina, TRH (hormona que libera), MSH (hormona de
estimulacién de melanocito), hormonas esteroides, tales como andrégenos y estrégenos;

factores de crecimiento y factores de estimulacidn de colonia tales como EGF,
TGF-alfa, FGF, VEGF, G-CSF, M-CSF y GM-CSF (Burgess, Inmunology Today 5: 155-
158 (1584));

transferrina (O'Keefe et al.J. Biol. Chem. 260: 832-837 (1985)); y

vitaminas, tales como folatn.

Las tdcnicas de anticuerpo monocional permiten la produccion de agentes de
enlace celular extremadamente especificos en la forma de anticuerpos monocionales
especificos. Particularmente bien tlaonocidas en la tdcnica son las tdcnicas para crear
anticuerpos monocionales producidos mediante inmunizacién de ratones, ratas,
hamsteres o cualquier otro mamifero con el antigeno de interés tal como la célula objetivo
intacta, antigenocs aislados a partir de la céiula objetivo, cuyo virus, virus completo
atenuado, y proteinas virales tales como proteinas de recubrimiento virales. También se
pueden utilizar células humanas sensibilizadas. Otro método para crear anticuerpos
monocionales es el uso de bibliotecas de fago de scFv (region variable de cadena
sencilla), especificamente scFv humanas (ver por ejemplo, Griffiths et al, Patentes de los
Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,885,793 y 5,989,108, McCafferty et al., WO
9201047, Liming et al., WO 98/08587). Ademas, anticuerpos de supefficie adicional
descritos en Patente de los Esiados Unidos de Norteamérica No. 5,639,641 también
pueden ser utilizados, como o pueden ser ,los anticuerpos humanizados.

La seleccidon del agente de enlace celular apropiado es un asunto de elecciéon que
depende de la poblacién celular particular a la que se va a dirigir, aunque en general se
prefieren los anticuerpos monodcionales humanos si estd disponible uno adecuado.

Por ejemplo, el anticuerpo monocional MYS es un anticuerpo de r;lurlna IgGl que
se enlaza de manera especifica al Antigeno CD33 {J. D. Griffenet al 8 Leukemia Res., 521

Qv
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(1584)} y puede ser utiizado si las células objetivo expresan CD33 como en la
enfermedad de leucemia mielogénica aguda (AML). De manera similar, el anticuerpo
monocional anti-B4 es un murina IgGl, que se enlaza al antigeno CD19 en células B
{Nadler et al, 131 J. Immunol. 244-250(1863)} y puede ser utilizado si las células objetivo
son céiulas B o céiulas enfermas que exprasan este antigeno tal como en la leucemia
linfobldstica no de linfoma de Hodgke no crénica. En forma similar, el anticuerpo
monocional, C242, que enlaza al antigeno CanAg, (Patente de los Estados Unkios de
Norteamérica No. 5,552,293) puede ser utilizada para fratar tumores que expresan
CanAg, tales como céanceres colorectal, pancredtico y géstrico.

Adicionaiments, GM-CSF, el cual se enlaza a células mieloides se puede utilizar
como agente de enlace celular para células enfermas a partir de leucemia mielogénice
aguda. IL-2 que se enlaza a células T activadas puede ser utilizado para la prevencién del
rachazo de injerto de trasplants, para terapia y prevencion de enfermedad de injerto-
contra-huésped, y para e! tratamiento de leucemia de células T aguda. MSH, el cual se
enlaza a melanocitos, puede ser utilizado para el tratamiento de melanoma. El cido félico
puede ser utilizado para aclivar el folato receptor exprasado sobre tumores de ovarios y
ofros. El factor de crecimiento epidérmico puede ser utilizado para cénceres escamosos
objetivo tales como céincer de puimén, de cabeza y de cuelio. La somatostatina puede ser
utilizada para neuroblastomas objetivo y ofros tipos de tumor.

Los cénceres del seno y de los testiculos pueden ser activados de manera axitosa
con estrégeno (o andlogos de esirdgeno) o andrégeno (o andlogos de andrdgeno)
respectivaments como agentes de enlace celular.

Produccién de Conjugados Clitotéxicos

La presente invencién proporciona también un conjugado de maitansinoide-agente

de enlace celular que comprende por o menos un maitansinoide enlazado al agente de

_>
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enlace celular, en donde el agente de enlace celular esta enlazado al maitansinoide
utilizando la funcionalidad tiol o disulfuro que esta presente en el grupo acilo de una
cadena lateral de aminodcido acilatado encontrada en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15
hidroxi o C-20 desmetilo del maitansinoide, y en donde el grupo acilo de la cadena lateral
de aminoécido acilatado tiene su funcionalidad tiol o disulfuro ubicada en el &tomo de
carbono que tiene uno o dos sustituyentes, dichos sustituyentes que son CH,, CHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 étomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromédtico o heterocicioaiquilo, y ademés uno de los
sutituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal de
por lo menos tres atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el atomo de
azufre.

Un conjugado de agente de enlace celular preferido comprende por lo menos un
maitansinoide enlazado al agente de enlace celular, en donde el maitansincide estd

representado por la férmula 44"

‘l,

en donde:
Y:' representa
(CR/CRa)1(CRg=CR10),CuCoA{CRCRe)mDu(CR11=CR12){CaC),B{CR3CR),CR1R;

en donde:

R
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A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 dtomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromético o heterociclcalquilo;

Rs, Re, Rs, Re, Ry, Re, Rg, Ry, ¥ Ry2 S0n cada unoc de manera independiente H,
CH,, CaHs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono,
fenilo, fenil sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo; y

Lm,n o p qr s Yytson cada uno de manera independiente 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicion de que porlomenos dos del, m, n, 0, p, q, T, 8 y t N0 sean cero en
ningun momento.

De manera preferible, R, es H y R; 8s metilo, 0 R4 y Rz son metilo.

Un conjugado de agente de enlace celular més preferido comprende por lc menos
un maitansinoide enlazado al agente de enlace celular, en donde el maitansincide est

representado por la formula (lIl-L), (1I- D), o (II-D,L):

O M%A A

(m
en donde:

Y1 Y representa (CR;CRg)+(CRsCRe)m(CRsCR4),CR1R2S-, en donde:

R: ¥ R; son cada uno de manera independiente CHa, CaHs, alquilc o alguenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico
que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenllo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloaliquilo, y ademas Rz puede ser H;

Rs, Re, Rs, Re, Rr ¥ Rs s0n cada uno de manera independiente H, CHj, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o clclico que tiena desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo



10

15

20

25

sustituido, o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada uno de manera independientements un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede ser0; y

May representa un maitansinoide que tiene la cadena lateral en C-3, C-14
hidroximetilo, C-15 hidroxd o C-20 desmetilo.

Incluso tiene mayor preferencia un conjugado de maitansincide-agente de enlace

celular, en donde el maitansinoide es representado por la formula 4,:

X

1 4

4
en donde los sustituyentes son como se definieron para la férmula (ll) anterior.

Especialmente preferidos son cualquiera de los compuestos antes descritos, en
donde R; @s H, R; es matilo, Rs, Re, Ry Re soncadauno H, lymsoncadauna1, ynes
0; y aquelios en donde R1 y R2 son metilo, Rs, Rs, Ry, R soncadaunoH,lymson1,yn
es 0.

Ademés, se prefiere el esteroisdémero de L-aminoacilo.

Los conjugados citotdxicos representativos de Ila invencién son
anticuerpo/maitansinoide, fragmento de anticuerpo/maitansinoide, factor de cracimiento
epidérmico (EGF)maitansinoide, hormona de estimulacion de melanocito
{(MSH)/maitansinoide, hormona de estimulacion de ftiride (TSH)/maitansinoide,
somatostatina/maltansinoide, folato/maitansinoide, esirégeno/maitansinoide, andlogo de
estrégeno/maitansinoide, andrégeno/maitansinoide, y andlogo de
andrégeno/maltansinoide.

El maitansinoide que contiene tiol se hace reaccionar con un agente de enlace

celular adecuadamente modificado para producir conjugados citotdxicos. Esos

s
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conjugados pueden ser purificados mediante filiracion de gel, cromatografia de
intercambio de ién, o0 por medio de HPLC.

Los esquemas para la preparacién de conjugados a partir de maitansinoides que
contienen grupo sulfhidrilo se muestran en la Figura 5. De manera mas especifica (Fig.
5a, b), una solucién de un anticuerpo en regulador de pH acuoso se puede incubar en con
un exceso molar de un agente de modificacion de anticuerpo tal como N-succinimidil-3-(2-
piridilditic) propionato (SPDP, 3a) para introducir grupos ditiopiridilo (Fig 52) o con N-
succinimidil-4-(2-pinidilditio) butanoato (SPDB, 3b) para introducir grupos ditiopiridilo
(Fig5b). El anticuerpo modificado se hace reaccionar después con los maitansinoides que
contienen tiol (tales como 4a o 4b) para producir un conjugado de anticuerpo enlazado por
disulfuro-maitansinoide. El conjugado maitansinoide-anticuerpo puede ser purificado
mediante filtracion de gel.

De manera altemnativa, el anticuerpo puede ser incubado con un exceso molar de
un agente de modificacién de anticuerpo tal como 2-iminotiolano para introducir grupos
sulfidrilo. El anticuerpo modificado se hace reaccionar después con ios maitansinoides
que contienen disulfuro apropiados para producir un conjugado de anticuerpo enlazado
por disulfuro-maitansinoide. El conjugado maitansinoide-anticuerpo puede ser purificado
después mediante filtracién de gel.

El nimero de molécuias de maitansinoide (denotadas con w en las Figuras 5a
hasta 5d) enlazadas por molécula de anticuerpo se puede determinar a través de la
medicion espectrofotométrica la relacién de absorbancia a 252 nm y 280 nm. Un promedio
de 1-10 moléculas de maitansinoide/molécula de anticuerpo se puede enlazar a travis de
este método. El nimero promedio preferido de moléculas de maitansinoide enlazadas por
molécula de anticuerpo es 2-5, y el més preferido es 3-4.5.

De manera altemativa, una solucién de un anticuerpo en regulador de pH acuoso
puede ser incubada con un exceso molar de un agente de modificacién de anticuerpo tal
como N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxilato (SMCC, 28) para

QA
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introducir grupos maleimido (Fig. 5¢), o con N-succinimidil-4-(yodoacetil)}-aminobenzoato
(SIAB, 27) para introducir grupos de yodoacetilo (Fig.5d). El anticuerpo modificado se
hace reaccionar después con los maitansinoides que contienen tiol (tales como 4a o 4b)
para producir un conjugadc de anticuerpo enlazado por tiodter-maitansinoide. El
conjugado de maitansinoide-anticuerpo puede ser purificado después mediants filtracién
de gel.

El nimero de moléculas de maitansinoide enlazadas por molécula de anticuerpo
se puede determinar mediante analisis espectrofotométrico como se describié antes.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un método para hacer un
conjugado de maitansinoide-agents de enlace celular que comprende hacer un
maitansinoide purificado por medio de uno de los méiodos antes descritos, y hacer
reaccionar el maitansinoide purificado con un agente de enlace celular que comprende un
grupo ditio o sulthidrio reactivo. De preferencia, el grupo ditio reactivo es un grupo
ditiopiridilo o un grupo ditiopiridilo sustituido. De manera especiaimente preferible, el grupo
ditio reactivo comprende un grupo nitropiridilditio o dinitropiridilditio.

En otro método, el maitansinoide purificado se hace reaccionar con un agente de
enlace celular que comprande un grupo maleimido o un grupo haloacetilo.

Los conjugados de agentes de enlace celular con farmacos de maitansinoide de la
invenciéon se pueden evaluar por medio de su habilidad para suprimir la proliferacién de
varias lineas celulares indeseables in vitro (Fig. 8). Por ejemplo, lineas celulares tales
como |a linea de carcinoma de colon humano COLO 205, |a linea celular de melanoma
humano A-375, la linea celular de leucemia mielcide humana HL60 se pueden utilizar
para la determinacién de la citotoxicidad de esos conjugados. Las células que se van a
evaluar pueden ser expuestas a los compuesios durante 24 horas y las fracciones
sobrevivientes de células medidas en pruebas directas a travhs de métodos conocidos.
Los valores ICe pueden ser calculados después a partir de los resultados de las pruebas.

La potencia in vitro y la especificidad objetivo de los conjugados anticuerpo-
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maitansinoide de la presente invencién se muestran en las Figs. 8, 10 y 12. Por lo tanto, la
Fig 8 muesitra que ambos huC242-DM3 y huC242-DM4 son altamente potentes en la
eliminacién de células COLO 205 positivas a antigeno, con valores ICg de 1.3 x 10" My
1.1 x 10" M respectivamenta. En contraste, Las células A-375 negativas a antigeno son
aproximadamente 500-veces menos sensibles en demostrar que los conjugados de
maitansinoide de la presents invencién son altaments potentes y aspeclficos. De manera
similar, las Figs 10 y 12 demuesiran la alta potencia y especificidad objetivo de los
conjugados de los maitansinoides de la presente invenciéon, con los anticuerpos MY89-8 y
anti-B4 respectivamente.

La eficacia anti-tumoral in vivo de los conjugados de anticuerpos con los
maitansinoides que contienen tiol impedido de la presenta invencién fue comparada con la
de aquetios conjugados de maitansinoide previamente descritos en diferentes modelos de
tumor humano en ratones. En el primer modelo (Fig. 7), ratones SCID que tienen
xenografos HT-28 de tumor de colon humano subcutdneo establecido fueron tratados con
el conjugado de anticuerpo (huC242-DMI) del maitansincide DM1 previamente descrito, o
con los dos nuevos conjugados de maitansinoide - (huC242-DM3, huC242-DM4). El
tratamiento con huC242-DMI resulté en un retraso del crecimiento de tumor de 18 dias.
En contraste, los nuevos agentes fueron significativamente més eficaces, con retrasos de
crecimiento de tumor de 28 dlas para huC242-DM3 y 38 dias para huC242-DWV4.

En el segundo modelo (Fig. 8), ratones que tienen xenbdgrafos COLO 205 de tumor
de colon subcutineo esiablecido fueron tratados con el conjugado de anticuerpo
(huC242-DMI) del maitansincide DM1 previamente descrito, o con los dos nuevos
conjugados de maitansinoide (huC242-DM3, huC242-DM4). El tratamiento con huC242-
DM1 no resulté en regresion del tumor y dio un retraso de crecimiento del tumor de 20
dias. En contraste, los nuevos agentes fueron significativaments més eficaces. La
regresion de tumor completa que durd 45 dias se logrd en el grupo tratado con huC242-
DM3. huC242-DM4 fue incluso més eficaz resultando en curaciones de todos los ratones
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tratados.

En el tercer modelo (Fig. 9), los ratones que tienen xenoégrafos HLBO de leucemia
mieloide humana subcutineos establecidos fueron tratados con el conjugado de
anticuerpo (MY-9-8-DM1) del maitansincide DM1 previamente descrito, o con los dos
nuevos conjugados de maitansinoide (MYS9-8- DM3, MY8-8-DM4). El tratamiento con
MYS-8-DM1 no resultd en regresién del tumor y dio un retaso de crecimiento del tumor de
5 dlas. En contraste, los nuevos agentes fueron significativamente més eficaces. Dieron
como resultado regresién del tumor. Ambos MY8-8-DM3 y MY-8-8-DM4 dieron retrasos de
crecimiento del tumor de mas de 20 dias.

En el cuarto modelo (Fig. 11), un maitansinoide de !a presente invencién (huMYS-
6-DM4) fue comparado directamente con aquel de un conjugado del maitansinoide
previamente descrito (huMYS-8-DMI) en un modelo de xendgrafo subcutineo, establecido
con células HL-80. En una dosis equivalents, el tratamiento con el conjugado de la actual
invencién, MY9-8-DM4, resutta en la regresién completa del tumor que dura 85 dias. En
contraste, el conjugado del maitansinoide previamente descrito s mucho menores activo
con un retraso de crecimiento de tumor tan solo aproximadamente 48 dias.

En la quinta modalidad (Fig. 13a), un conjugado de un maitansinoide de la
presents invencién con anticuerpo huB4 muestra aita actividad anti-tumora! de una
manera dependiente de la dosis en un modelo de tumor Ramos subcutdneo. Las
regresiones de tumor completas y curaciones se lograron en dosis que no son toxicas.
(Fig. 13a, b).

Los resultados a partir de los cinco axperimentos de eficacia demuestran que los
maitansinoiies estéricaments impedidos que contienen tiol de la presente invencién dan
los conjugados de agente de enlace celular con actividad anti-tumoral bastamente
mejorada en comparacion con los conjugados de maitansinoile-agente de enlace celular
previamente descritos.
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Composiciones y métodos de uso

La presente invencion proporciona ias composiciones farmacéuticas que
comprenden una cantidad efectiva de cualquiera de los maitansincide-agentes de enlace
celular de la presente invencién, una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la
misma, y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona también métodos de tratamiento que
comprenden administrar a un sujeto que necesita de tratamiento una cantidad efectiva de
cualquiera de los conjugados antes descritos.

De manera similar, la presente invencién proporciona un método para inducir la
muerte celular en poblaciones de células seleccionadas que comprende por en contacto
las células o tejidos objetivo en contacto con una cantilad efectiva de una gente citotéxico
que comprende cuaiquiera de los maitansinoide-agentes de enlace celular de la presents
invencién, una sal o solvato de la misma. Las células objetivo son células a las cuales
puede unirse el agente de eniace celular.

Si se desea, ofros agentes activos, tales como otros agentes anti-tumorales,
pueden ser administrados junto con el conjugado.

Los portadores, diluyentes y excipientes farmacéuticamente aceptables apropiados
con bien conocidos y pueden ser determinados por aquelios con experiencia en la técnica
segun lo garantice la situacién clinica.

Ejemplos de portadoras, diluyentes y/o excipientes incluyen: (1) solucion salina
regulada en su pH con fosfato de Dulbecco, pH aproximadamente 7.4, que contiene o no
contiene aproximadamente 1 mg/mi hasta 25mg/ml de atbimina de suero humano, (2)
0.9% de solucién salina (0. 9% p/v NaCl), y (3) 5% (p/V) dextrosa; y puede contener
también un antioxddante tal como astriptamina y un agents estabilizante tal como Tween

P\
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El método para inducir ia muerte celular en poblaciones celulares seleccionada se
puede practicar in vitro, in vivo, 0 ex vivo.

Ejemplos de usos in vitro incluyen tratamientos de médula 6sea anédlogos antes de
su fransplante en el mismo paciente a fin de eliminar células enfermas o malignas:
tratamientos de médula 6sea antes de su trasplante antes de eliminar las células T
competentes y evitar la enfermedad injerto-contra-huésped (GVHD); tratamientos de
cultivos celulares a fin de eliminar todas las células excepto para variantes deseadas que
no expresan ¢l antigeno objetivo; o para eliminar variantes que expresan el antigeno
indeseable.

Las condiciones de uso in vitro no-clinico son determinadas con facilidad por
alguien con experiencia ordinaria en la técnica.

Ejemplos de uso ax vivo dlinico son para remover células tumorales o células
linféides a partir de la médula 6sea antes del trasplante anélogo en tratamiento del céncer
o en tratamiento de enfermedad autoinmune, o para remover células T y otras células
linfoides a partir de médula 6sea o tejido autdlogo o alogénico antes del transplante para
evitar GVHD. El tratamiento se puede llevar a cabo como sigue.

La médula 6sea es cultivada a partir de un paciente u otros individuos y después
incubada en un medio que contiene suero al cual se agrega el agente citotdxico de la
invencion, las concentraciones varian desde aproximadamente 10 pM hasta 1 pM,
durante aproximadamente 30 minutos hasta aproximadamente 48 horas a
aproximadamente 37°C. Las condiciones exactas de concentracién y tiempo de
incubacién, es decir, la dosis, se determinan facimente por parte de alguien con
experiencia en la ticnica. Después de la incubacion las células de médula 6sea son
lavadas con un medio que contiene suero y devueltas al pacients en forma intravenosa de
acuerdo con métodos conocidos. En circunstancias en donde el paciente recibe otro

tratamiento tal como un curso de quimioterapia de ablacién o iradiacién corporal total

2%
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entre el momento del cuitivo de la médula y la reinfusion de las células tratadas, las
células de médula tratadas son almacenadas congeladas en nitrégeno liquido utilizando
equipo médico esténdar.

Para el uso in vivo clinico, el agente citotdxico de la invencién serd suministrado
como una solucidn o un poivo lideilizado que son probados para esterilidad y para niveles
de endotoxina. Los ejemplos de protocolos adecuados de administracién de conjugado
son como sigue. Los conjugados son administrados en forma semanal durante 4 semanas
como un bolo intravenoso cada semana. La dosis de bolo es suministrada en 50 hasta
1000 ml de solucién salina normal a la cual pueden agregarse 5 hasta 10 ml de albumina
de suero humano. Las dosis serdn de 10 pug hasta 2000 mg por administracion, via
intravenosa (varian desde 100 ng hasta 20 mg/kg por dia). Después de cuatro semanas
de tratamiento, el paciente puede continuar recibiendo tratamiento en una base semanal.
Los protocolos clinicos especificos con respecto a la ruta de administracién, excipientes,
diluyentes, dosis, tiempos, etc. pueden ser determinados por alguien con experiencia
ordinaria en |a tdcnica segun o garantice la situacién clinica.

Ejemplos de condiciones médicas que pueden ser tratadas de acuerdo con los
meétodos in vivo 0 ex vivo de induccibn de muerte celular en poblaciones celulares
seleccionadas incluyen la malignidad de cualquier tipo incluyendo, por ejemplo, cancer del
puimén, seno, colon, préstata, rifibn, péancreas, ovarios, y oOrganos linfaticos;
enfermedades autoinmunes, tales como lupus sistémico, artritis reumatoide, y esclerosis
multiples; rechazos de injerio, tales como rechazo de transplante renal, rechazo de
transplante hepético, rechazo de transplante pulmonar, rechazo de transplante cardiaco, y
rechazo de fransplante de médula ésea; enfermedad injerto contra huésped; infecciones
virales, tales como infeccidn por CMV, infeccién por VIH, SIDA, etc.; e infecciones
parasitarias, tales como giardiasis, amibiasis, esquistosomiasis, y otras como sean

determinadas por algulen con experiencia en la técnica.
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EJEMPLOS

Se ilustrara ahora la invencion mediante referencia los siguientes ejemplos no
limitantes. A menos que se establezca de otra manera, todos los porcentajes, relaciones,
partes, etc., son en peso. Los ejemplos descritos a continuacién son para los compuestos
en donde Ry es H 0 CH,, R; @s CH,, Ry, Re Ry, Rs son cada uno H, | y m son cada una 1,
y n s 0. Se pueden llevar a cabo sintesis similares para otros compuestos de la invencién
en donde R, y R, son cada uno de manera independiente H, CHs, CzHs, 0 alquilo superior,
alquenilo, que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, o fenilo, fenilo sustituido o
radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo; y en donde |, m y n son cada una
enteros desde1 hasta 5, y ademés, n también puede ser 0.

Todos los reactivos fueron adquiridos de Aldrich Chemical Co., New Jersey, u
otras Fuentes comerciales. Maitansinol (11) fue preparado como se describié de manera
previa (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 6,333,410). Los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear ("H NMR) se adquirieron en un instrumento Bruker 400
MHz y los espectros de masa se obtuvieron en un instrumento Bruker Daltonics Esquire
3000 utilizando ionizacién de elecitroaspersion.

EJEMPLO 1
Sintesis de Maitansinolde 4b

Acido 4-mercapto-4-metiipentancico (7): Un matraz de 500 mL fu equipado con
una barra de agitacion y un embudo de adicién de 150 mL. El sistema fue colocado bajo
atmésfera de argdn. 150 mL de tetrahidrofurano anhidro (THE) y 75 mL de 2.5 M n-BuLli
en hexanos (18.7 mmol) se agregaron por medio de una cédnula y la solucién fue enfriada
en un bafio de hielo seco/acetona a -78°C. Se agregd acetonitrilo (7.3 g, 9.4 mL, 18 mmol)
por goteo a través de una jeringa durante aproximadament® 5 minutos. La reaccién fue
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agitada durante 30 minutos, en tanto que se formé un precipitado de litio-acetonitrilo.

Se disolvié sulfuro de isobutilenc (15 g, 17 mmol) en 100 mL de THF anhidro y se
agrego por gotec durante aproximadamente 30 minutos a través del embudo de adicion.
El bafio de enfriamiento fue retirado y se agit6 la reaccién durante 3 horas. El matraz fue
enfriado en un bafio de hielo/agua a medida que se agregaron 38 mL de 0.5 M HCI por
medio de goteo. La capa de THF fue retenida y la capa acuosa fue lavada dos veces con
75 mL de aceiato de elilo. Las capas de THF y acetato de efilo fueron combinadas,
secadas sobre aproximadamente 20 g de sulfato de sodio anhidro y transferidas a un
matraz de 250 mL. E! solvente fue removido por medio de evaporacién giratoria bajo vaclo
para dar el crudo 6. Se agregaron etanol (30mL) y una barra de agitacién. Los contenidos
fueron agitados a medida que se agregd lentaments una solucién 8.0 g NaOH en 30 mL
agua desionizada. El matraz fue equipado con un condensador de refiujo y colocado bajo
atmésfera de argén. La reaccidn fue sometida a reflujo durante la noche y después
enfriada a temperatura ambients. Se agregd agua desionizada (60mL) y la mezcia fue
exiraida dos veces con porciones de 25 mL de una mezcia 2:1 de acetato de etilo y
hexano. La capa acuosa fue acidificada hasta pH 2 con HCI| concentrado y después
exiralida tras vecas con porciones de 75 mL de acetato de etilo. Las capas organicas
fueron secadas sobre Na;SO, anhidro y el solvente fue removido mediante evaporacion
giratoria bajo vacio para dar 10 g de producto 7 (39% de rendimiento). El material fue
utiizado senpurificacion adicional. 'H NMR (CDCl): 881. 38 (6H, s), 1.87-1.93 (2H, m),
2.08(1H, s), 2.51-2.57 (2H, m).

Acido 4-metil4-(metiiditio)pentancico (8): Una solucion de &cido
mercaptopentanoico 7 (8.0 mL, 40 mmol) se disolvié en 50 mL de agua desionizada en un
matraz de 250 mL. La solucion fue agitada magnéticamente a medida que se agregd
carbonato de sodio (8.4 g, 60 mmol) al dcido a una welocidad que no ocasionaria
espumacion excesiva. El matraz fue equipado con un embudo de adiciéon de 100mL, el
cual fue cargado con una solucién de metil metantioisulfonato (7.5 g, 60 mmol) disuelta en
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30 mL de etanol al 100% destilado en alambique de vidrio. E| matraz fue enfriado en un
bafio de hielo/agua y el sistema fue mantenido bajo una atmésfera de de argén. La
solucién de metil metantiolsulfonato fue agregada al matraz tan répido como fue posible
pero sin causar espumacion excesiva. Eil bafio de enfriamiento fue removido y la mezcla
de reaccion fue agiotada durante 3 horas adicionales. El solvente fue retirado mediante
evaporacidn giratoria bajo vaclo, hasta que quedaron aproximadamente 20 mL. Después
de esto se agregaron 10 mL de bicarbonato de sodio saturado y 30 mL de agua
desionizada. La mezcla fue lavada tres veces con porciones de 25 mL de acetato de etilo
en un embudo de separacién. La capa acuosa fue ajustada hasta aproximadamente pH 2
con 5 M HCl y después fue exiraida dos veces con porciones de 120 mL de acetato de
etilo. las capas orgénicas fusron combinadas y lavadas con 20 mL de una solucién
compuesta de NaCl saturado y 1M HCI en una relacién de 4:1. la capa orgénica fue
secada después sobre 14 g de sulfato de sodio anhidro y el solvente fue retirado por
medio de evaporacién giratoria bajo vacio para dar 5.4 g de producto 8 (70% de
rendimiento). El materlal puede ser tomado para la siguiente etapa sin purificacion
adicional. 'H NMR (CDCls): 51.54 (8H, 8), 2.15-2.21 (2H, m), 2.64 (3H, s), 2.89-2.72 (2H,
m). MS (M+Na+) calc.: 217.0, encontrado: 217.1
N-Hidroxisuccinimidil-4-metil-4-{metilditio)pentanoato (8):

Acido metilditiopentanoico 8 (3.0 g, 15 mmol) fue disuelto en 20 mL de clouror de metileno
y agitado magnéticamente a mediad que se agregd N-hidroxsuccinimida (2.65 g, 23
mmoi) seguida por clorhidrato de 1-{3-(dimetilamino)propil}-3-etilcarbodiimida (EDC, 4.4 g,
23 mmol). La mezcla fue agitada bajo una atmésfera de argén durante 2 horas. La mezcla
de reaccion fue vertida en un embudo de separacién de 125 mL, se agregaron 40 mL de
aceiato de etilo y la solucion fue lavada dos veces con porciones de 20 mL de 50 mM
reguiador de pH de fosfato de potasio, pH 6.0, y una vez con 12 mL cloruro de sodio
saturado. La capa orgénica fue secada sobre 14 g de Na;S0, anhidro y el solvente fue

removido por medio de evaporacién giratoria bajo vacio para dar 4.0 g de producto 9 (80



10

15

20

25

% de rendimiento), el cual fue utilizado sin purificacion adicional. 'H NMR (CDCh): 51.30
(6H, s), 2.00-2.05 (2H,m), 2.39 (3H, s), 2.68-2.72 (2H,m), 2.73-2.83 (4H,m). MS(M +Na+)
calc.: 314.0, encontrado: 314.1

N-mtll-N-(f—moth—m.tilditlo—toxomnlll)-L-llanIna (10): N-Metil-L-alanina
(2.85 g, 18.0 mmol) fue disueita en 50 mL de una solucién 1:1 de dimetoxietano y agua
desionizada en un matraz de 125 mL equipado con una barra de agitacion magnética. Se
agregd trietilamina (8.9 g, 36 mmol) y la solucién fue agitada de manera vigorosa a
medida que 9 (5.44 g, 18 mmol) se disolvid6 en 40mL de la misma mezcia de soivente
mediante goteo durante aproximadamente 5 minutos. Después de 2 horas la mezcia de
reaccién fue concentrada hasta aproximadamente 40 mL mediante evaporacion giratoria
bajo vacio, después se agregaron 10 mL de agua desionizada y 1 M HCI para dar a pH de
aproximadamente 2. La mezcla fue vertida en un embudo de separacion y extraida dos
vacas con porcionss de 50 mL de acetato de efilo. Las capas orgénicas fueron
combinadas y después lavadas con 7 mL solucién de cloruro de sodio saturada. La capa
orgénica fue secada sobre 8. 0 g de Na;S0, anhidro y el solvente fue removido mediante
evaporacién giratoria bajo vacio. El residuo fue recolectado en un volumen minimo de
acetato de etilo y purificado por medio de cromatografia sobre sllice (silice: grado de
intermitencia de 40 micras, lecho de silice: 24 x 3.0 cm, fase mévil: hexanocs:acetato de
etilo:acido acético 50:48:2). Las fracciones que contienen el producto deseado fueron
combinadas y el solvente fue removido bajo vacio. El Acido acético residual fue removido
mediante disolucién del residuc en un volumen minimo de acetato de etilo y precipitando
6l producin por medio de la adicion répida aunque por goteo de hexano con agitacion. El
hexano fue agregado hasta que el producto ya no fue detectado en el sobrenadante por
medio de andlisis TLC. El precipitado fue secado al vacio durante 4 horas para dar 2.2 g
de producto 10 (51% de rendimiento). 'H NMR (CDCLy): § 1.32 (8H, 8), 1.42 (3H,d, J=7
Hz), 1.90-97 (2H,m)}, 2.40 (3H, 8), 2.42-2.49 (2H,m), 2.9 (3H, s), 5.15(1H, q, J=7 Hz). MS
(M +Na+) calc.: 302.1, encontrado: 302.0.
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N"-deacetil-N"-{4-metil-4-metilditio-1-oxopentil)maitansina (L-DM4-SMe, 4e).
Una solucién de maitansinol (11,25 mg, 0.44 mmol) y N-metil-N-{4-metil-4-metilditio-1-
mopentil)-L-alanina (10,42. 0 mg, 0.177 mmoel) en 3 mL de diclorometanc fue agitada
magnéticamente bajo una atmdsfera de argén a medida que se agregd una solucion de
diciclohexilcarbodiimida (DCC, 57.1 mg, 0.277 mmol) en 0.87 mL de diclorometano.
Después de 1 minuto se agregd una solucién de 1 M ZnCl, éter de dietilo (0.03 mL, 0.03
mmol). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente durante 2 horas y después se
agregaron 5 mL de acetato de etilo y la mezcia fue fittrada al vacio a través de papel filtro
de curso. El filtrado fue lavado con 2 mlL de solucién de bicarbonato de sodio saturada
seguida por 1 mL de solucién de cloruro de sodio saturada. La capa orgénica fue secada
sobre 2 g de sulfato de sodio anhidro. Y el solvente fue removido bajo vacio y el residuo
fue purificado mediante cromatografia de silice utilizando una mezcla de diclorometano y
metanol para remover el maitansinol sin reaccionar. Las fracciones que corntienen el
producto deseado fueron combinadas y el solvente fue removido bajo vacio para dar una
mezcia de diasterdmeros 4e y 4f. El residuo fue recolectado en un volumen minimo de
acetato de etilo y purificado en una columna de 50 cm por 250 cm, 10 micron Diazem CN
utilizando como fase modvil una mezcla de hexano, 2-propanol y acetato de efilo en una
relacién de 88:8:24. La velocidad de flujo fue de 118 mL/min. Bajo esas condiciones el
producto deseado 4e eluido con un tiempo de retencién de 11 minutos y el diasterdmero
indeseable 4f tuvo un tiempo de retencién de 19 minutos. Las fracciones que contiene el
producto deseado fueron combinadas y el solvente fue removido bajo vacio para dar 12.0
mg de producto 46 (38% de rendimiento). 'H NMR (CDCly): 5 0.80 (3H, s), 1.28-1.38 (13H,
m), 1.42-1.48 (2H, m), 1.53-1.83 (2H, m), 1.64 (3H, 8), 1.75-1.85 (1H, m), 1.80-2. 10 (1H,
m), 2.18 (1H, dd, J=3 Hz y 14 Hz), 2.31 (3H, 8), 2.40-2.49 (1H,m), 2.50-2. 65 (1H, m), 2.85
(3H, ), 3.04 (1H, d.J=9 Hz), 3.11 (H, d, J=11 Hz), 323 (3H, 8), 3.35 (3H, 8), 3.49 (1H, d,
J=9 H2), 3.63 (1H, d, J=12 Hz), 3.98 (3H, 8), 4.27 (1H, t,J=10Hz), 4.79 (1H, dd, J=3 Hz ¥
12 Hz), 5.41 (1H, q, J=7 Hz), 5.68 (1H, dd J=9 Hz y 15 Hz), 6.21 (1H, 8), 8.42 (1H, dd,
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J=11 Hz y 15 Hz), 6.65 (1H, d,J=1. 5Hz), 6.73 (1H, d, J=11 Hz), 8.81 (1H, d, J=1. 5 Hz).
Alta resolucion MS (M +t) calc.: 828.3174, encontrado: 826.3150.

N3-deacetil-N2{4-mercapto-4-metil-1-oxopentil)maitansina (L-DM4,4b). E!
disulfuro 4e anterior (12 mg, 0.015 mmol) fue disueito en 1.0 mL de 1:1 acetato de
etilo:metanol. Se agregd después una solucién de ditiotreitol (18 mg, 0.117 mmol) en 0.50
mL de 50 mM regulador de pH de fosfato, pH 7.5. La solucibn fue agitada
magnéticamente bajo una atmésfera de argén durante 3 horas, después se agregd 1 mL
de 200 mM regulador de pH de fosfato, pH 6.0, y la mezcia fue exiraida tres veces con
porciones de 2 mL de acetato de etilo. Las capas orgdnicas fueron combinadas y lavadas
con 1 mL de solucién de cloruro de sodio saturada, secadas después sobre 1 g de sulfato
de sodio anhidro. El solvente fue removido bajo vacio y el residuo fue recolactado en un
volumen minimo de acstato de etilo y purificado sobre una columna de 50 cm x 250 cm,
10 micron Diazem™ CN utilizando como fase mﬂvii una mezcia de hexano, 2-propanol y
acetato de etilo a una relacion de 70:8:22. La velocidad de flujo fue de 22 mL/min. El
producto deseado 4b eluido con un tiempo de retencién de 10 minutos. Las fracciones
que contienen 4b puro fueron combinadas y el solvente fue removido bajo vacio para dar
11 mg de 4b (87% de rendimiento). 'H NMR (CDCh): 8 0.80 (3H, s), 1.19-1.23 (1H, m),
1.28-1.38 (12H, m), 1.42-1.48(2H, m), 1.53-1.63 (2H, m), 1.84 (3H, s), 1.75-1.85 (1H,m),
1.80-2.10 (1H,m), 2.18 (1H, dd,J-3 Hz y 14 Hz), 2.40-2.48 (1H, m), 2.50-2.65 (2H,m), 2.88
(3H,s), 3.04 (1H, d, J=8 Hz), 3.11 (H, d, J=11 Hz), 3.23 (3H, 8), 3.35 (3H, 8), 3.48 (1H, d,J-
9 Hz), 3.63 (1H, d J=12 Hz), 3.98 (3H, s), 4.27 (1H, tJ=10 Hz), 4.79 (1H, dd,J=3 Hz y
12Hz), 5.41 (1H, q,J=7Hz), 568 (1H, ddJ=8 Hz y 15Hz), 6.21 (1H, s), 6.42 (1H, dd, J=11
Hz y 15 Hz), 8.85 (1H, d,J-1. 5 Hz), 6.73 (1H, d,J=11 Hz), 8.81 (1H, d,J=1. §Hz). Alta
resolucién MS (M+ Na+) calc.: 802.3101, encontrado: 802.3116.

EJEMPLO 2
Sintesis de Maitansinoide 4a
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Acido 4-Metiiditio-pentancico (13): Una solucidn de dcido 4-mercaptopentanoico (12,
16.6 g, 124 mmol) fue disuelta en 350mL de agua desionizada en un matraz de 500 mL.
La solucidn fue agiteda magnéticamente a medida que se agregd carbonato de sodio
(18.7 g. 188 mmol) al 4cido a una velocidad que no ocasionaria espumacion excesiva. El
matraz fue equipado con a embudo de adicibn de 250 mL, el cual fue cargado con a
solucién de metil metantiolsulfonato (23.4 g, 188 mmol) disuelta en 220 mL de etanol al
100% destilado en alambique de vidrio. El matraz fue enfriado en un bailo de hielo/agua y
el sistema fue mantenido bajo una aimdsfera de argén. La solucién de metil
metantiolsulfonato fue agregada por goteo al matraz tan répido como fue posible aunque
a una velocidad para evitar la espumacion excesiva. El bafto de enfriamiento fue retirado y
se agitd la reaccion durante 2 horas adicionales. El solvente fue removido mediante
evaporacion giratoria bajo vacio, hasta que quedaron aproximadamente 250mL. Después
de lo cual se agregaron 30 mL de bicarbonato de sodio saturado solucion y 50 mL de
agua desionizada. La mezcla fue lavada tres veces con porciones de 200 mL de acetato
de etilo en un embudo de separacion. La capa acuosa fue ajustada a aproxmadaments
pH 2 con 5 M HCl y fue exiraida dos veces con porciones de 400 mL de acetato de etilo.
Las capas organicas fueron combinadas, después lavadas 60mL de una mezcla 4:1 de
solucion de NaCl saturada y 1MHCI, después secadas sobre 50 g de sulfato de sodio
anhidro, y finalments, el solvente fue removido mediante evaporacién giratoria bajo vacio
para dar 10.2 g de producto 13 (45% de rendimiento). EI material fue utilizado en la
siguiente reaccidn sin purificacion adicional. Hf NMR & 1.38 (3H, d, J = 7 Hz), 1.84-1.85
(H,m), 1.85-2.58 (1H,m), 2.42 (3H, s); 2.53 (2H, tJ = 7 Hz), 2.85-2.95 (1H,m), MS (M
+Na+) calc.: 203.3, encontrado; 203.2.

N-Hidroxisuccinimidil-4-metilditio-pentanoato  (14): Acido  4-metilditic-
pentanoico (13, 0.75 g, 4.16 mmol) fue disueito en 7.0 mL de cloruro de metileno y agitado

magnéticamente en tanto que se agregd N-hidroxisuccinimida (0.526 g, 4.57 mmol)

8%
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seguida por clorhidrato de 1-[3-(dimetilamino)propill-3-etiicarbodiimida (0.877 g, 4.57
mmol). La mezcia fue agitada bajo una atmésfera de argdn durante 2.5 horas, vertida
después en un embudo de separacidn 60 mL que contiene 20 mL de acetato de etilo. La
solucién resultante fue lavada dos veces con porciones de 15 mL de 50 mM regulador de
pH de fosfato de potasio, pH 6.0, y una vez con 5 mL de cloruro de sodio saturado. La
capa orgénica fue secada sobre 8 g de Na,SO, anhidro y el solvente fue removido
mediante evapomuén giratoria bajo vacio para dar 1.15 g de producto 14 (87% de
rendimiento), el cual fue utilizado para la siguiente reaccién sin purificacién adicional. H'
NMR 5 1.48 (3H, d, J = 7), 2.08 (1H,m), 2.17 (1H,m), 2.55 (3H, 8), 2.93 (2H, t, J=7), 2.98
(4H, s), 3.15 (1H,m). MS (M +Na+) calc.: 304.1, encontrado: 304.0.
N-metll-N-{4-metiiditio-1-oxopentii}-L-alanina (15): N-metil-L-alanina (0.64 g, 6.2
mmol) fue disuelta en 8mL de una mezcla 1:1 de dimetaxietano y agua desionizada en un
matraz de 125 mL equipado con una barra de agitacion magnética. Se agreg¢ trietilamina
(0.841 g, 8.3 mmol) y el matraz fue sometido a agitacién vigorosa a medida que se agregd

por goteo una solucién de 14 (1.0 g, 3.6 mmol) en 8 mL de la misa mezcia de solvents

durante aproximadamente 5 minutos. Después de 2 horas, la mezcla de reaccion fue
concentrada hasta aproximadaments 3 mL mediante evaporacion giratoria bajo vacio,
después se agregaron 15 mL de agua desionizada y 1 M HCl para dar a pH de
aproximadamente 2. La mezcia fue vertida en un embudo de separacién de 60 mL y
aextraida dos veces con porciones de 15 mL de acetato de etilo. Las capas orgénicas
fueron combinadas, lavadas con 3 mL de solucién de cloruro de sodio saturada, después
secadas sobra 8.0 g de Na;SO, anhidro, y finalments, el solvente fue removido mediante
evaporacion giratoria bajo vaclo. El residuo fue recolectado en un volumen minimo de
acetato de efilo y purificado mediante cromatografia de silice (silice: grado de
intermitencia de 40 micras, lecho de sllice 24 x 3.0 cm, fase mévil hexanos:acetato de
etilo:dcido acético 50:48:2). Las fracciones que contienen el producto deseado 15 fueron
combinadas y el solvente fue removido bajo vaclo. El acido acético residual fue removido
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mediante disolucién del residuo en un volumen minimo de acetato de etilo y precipitando
el producto mediante adicién répida aunque por goteo de hexano con agitacién. El hexano
fue agregado hasta que ya no se detectd producto en el sobrenadante mediante andlisis
TLC. El precipitado fue secado al vacio para dar 0.60 g de producio 15 (82% de
rendimiento). H' NMR 6 1.35 (3H, d, J = 7), 1.41 (3H, d, J = 7), 1.94-2.03 (2H, m), 2.43
(3H, s8), 2.50-2.55 (2H,m), 2.83-2.93 (1H, m), 2.98 (3H, s), 5.14 (1H, q, J= 7). MS (M +Na+)
calc.: 288.1, encontrado: 288.1. RAUL
N2-deacetil-N"-(4-metilditio-1-oxopenti)maitansina (L-DM3-SMe, 4c): Una
solucién de Maitansinol (25 mg, 0.44 mmol) y 15 (42.0, 0.177 mmol) en 3 mL de
diclorometano fue agitada magnéticamente bajo una atmdsfera de argén as a medida que
se agregd una solucién de diciclohexiicarbodiimida (DCC, 57.1 mg, 0.277 mmol) en 0.67
mL de diclorometano. Después de 1 minuto, a se agregd una solucién de 1 M ZnCl; en
éter de dietilo (0.03 mL, 0.03 mmol). La mezcla fue agitada a temperatura ambiente
durante 2 horas, después se agregaron 5 mL de acetaio de etilo y la mezcla fue filtrada al
vacio a través de papel filtro de curso. El filtrado fue lavado con 2mL de solucién de
bicarbonato de sodio saturada seguida por 1 mL de solucién de cloruro de sodio saturada.
La capa orgénica fue secada sobre 2 g de sulfato de sodio anhidro, después el solvents
fue removido bajo vacio. E} residuo fue purificado mediante cromatografia de silice
utiiizando una mezcia de diclorometano y metanol para remover el maitansinol que no
reacciond. Las fracciones que contienen el producto deseado fueron combinadas y el
solvente fue removido bajo vacio para dar una mezcia de los diasteromeros 4c y 4d. El
residuo fue recolectado en un volumen minimo de acetato de etilo y purificado en una
columna de 50 cm por 250 cm, 10 micron Diazem™ CN utllizando como fase mévil una
mezcla-88:8:24 de hexano, 2-propanol y acstato de efilo. La velocidad de flujo fue de
118mL/min. El producto deseado 4c eluido con un tiempo de retencion de 11 minutos, el
diasterémero indeseable 4d tuvo un tiempo de retencién de 1® minutos. Las fracciones
que contienen el producto deseado fueron combinadas y separadas del solvente bajo

gL
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vacio para dar 12.0 mg de producto 4c (38% de rendimiento). '"H NMR (CDCL): 8 0.80
(3H, 8), 1.18-1.23(IH, m), 1.26-1.38 (8H, m), 1.42-1.48(1H, m), 1.53-1.63 (2H, m), 1.64
(3H, s), 1.80-1.89 (1H, m), 1.80-2.09 (1H, m), 2.18 (1H, dd, J=3 Hz y 14 Hz), 2.32 (3H, s),
2.33-2.42 (1H, m), 2.49-2.62 (2H, m), 2.88 (3H, 8), 3.04 (1H, d, J=8 Hz), 3.11 (H, d, J=11
Hz), 3.23 (3H, 8), 3.35 (3H, 8), 3.49 (1H, d,J=9 Hz), 3.83 (1H, d, J=12 Hz), 3.98 (3H, s),
4.27 (1H, £J=10 Hz), 4.79 (1H, dd,J=3 Hz y 12 Hz), 5.41(1H, qJ=7 Hz), 5.86 (1H, dd J=9
Hz y 15Hz), 6. 21 (1H, s), 8.42 (1H, dd,J=ll Hz y 15 Hz), 6.85 (1H, d, J=1. 5 Hz), 8.73 (1H,
d, J=11 Hz), 8.81 (1H,d,J=1. 5 Hz). MS (M + Na+) calc.: 834.3, encontrado: 834.3.
N®-deaceti-N*-{4-mercapto-1-oxopenti)maitansina (L-DM3, 4a): L-DM3-SMe
(4c, 12 mg, 0.015 mmol) se disolvib 1.0 mL de una mezcia 1:1 de acetato de etilo y
metanol. Se agregd después una soluciéon de ditiotreitol (18 mg, 0.117 mmol) en 0.50 mL
de 50 mM regulador de pH de fosfato, pH 7. 5. La solucioén de reacciéon fue agitada
magnéticaments bajo una atmésfera de argén durante 3 horas, después se agregd 1mL
de 200 mM reguiador de pH de fosfato, pH 6.0 y la mezcla fue exiraida tres veces con
porciones de 2 mL de acetato de etilo. Las capas orgéanicas fueron combinadas y lavadas
con 1 mL de solucién de cloruro de sodio saturada, secadas después sobre 1 g de sulfato
de sodio anhidro. El solvente fue removido bajo vacio y el residuo fue recolectado en un
volumen minimo de acetato de etilo y purificado en una columna de 50 cm x 250 ecm, 10
micronDiazem™ CN utilizando como fase mévil una mezcla 70:8:22 de hexano, 2-
propanol y acetato de etilo. La velocidad de flujo fue de 22 mL/min. El producto deseado
eluido con un tiempo de retencién de 10 min. Las fracciones que contienen el producto
puro fueron combinadas y el solvente fue removido bajo vacio para dar 11 mg de producto
4a (97% de rendimiento). '"H NMR (CDCh): & 0.80 (3H, s), 1.19-1.23 (1H, m), 1.28-1.36
(8H, m), 1.42-1.48 (1H, m), 1.53-1.83 (2H, m), 1.84 (3H, s), 1.80-1.80 (1H, m), 1.80-2.08
(1H, m), 2.18 (1H, dd, J=3 Hz y 14 Hz), 2.33-2.42 (1H, m), 2.48-2.62 (2H.m), 2.88 (3H, 8),
3.04 (1H, d, J=9 Hz), 3.11 (H, d, J=11Hz), 323 (3H, 8), 3.35 (3H, ), 3.49 (1H, d.J=8Hz2),
3.83 (1H, d,J=12 Hz), 3.98 (3H, 8), 4.27 (1H, t, J=10 Hz), 4.79 (1H, dd, J=3 Hz y 12 Hz),
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5.41 (1H, q,J=7 Hz), 5.66 (1H, dd J=9 Hz y 15 H2), 8.21 (1H, 8), 6.42 (1H, dd,J=11 Hzy 15
Hz), 8.85 (1H, d,J=1. 5 H2), 6.73 (1H, d,J=11 Hz), 6. 81 (1H, d,J=1. § Hz). MS: (M + Nat)
calc.: 788.3, encontrado: 788. 3.

EJEMPLO 3
Sintesis de Maitansinoide 4g, h (FIG. 3c).

R-1,3-DI-O-p-toluensulfonil-butano (17): A solucién de R-(-)}-1, 3-butandiol (18,
2.00 g, 22.22 mmol) en una mezcla de piridina seca (40mL) y tolueno seco (80 mL), fue
fratada con cloruro de p-toluenesulfonilo (12.70 g, 68.864 mmol) bajo argén a 0°C.
Después de la agitacién a 0°C durante 5 minutos seguida por agitacién a temperatura
ambiente durante 2 horas, la mezcla fue evaporada bajo vacio, redisuelta en acetato de
etilo, y lavada con 0.1 M NaHCO, acuoso, seguido por NaCl saturado. Las capas
organicas fueron secadas sobre MgSO 4, filirada y el solvente fue evaporado.

La purificacibn mediante cromatografia sobre gel de sllice, fluyendo 1:2 (vi)
acetato de etiiohexano dioc 8.51 g (74%) del producto de titulo 17. Rf = 0.40 (1:1
EtOAchexano); 'H NMR(CDCh) 7.76 (dd, 4H, J = 1.0, 8. 0 Hz), 7.35 (dt4H, J =04, 8.0
+8. 0 Hz), 4.70 (m, 1H), 4.03 (m, 1H), 3.84 (m,1H), 2.48 (s, 6H), 1.82 (m, 2H), 1.28 (d, 3H,
J = 8.3 Hz); 13C NMR 145.17, 133.00, 130.11, 128.12, 127.91, 76.28, 66.21, 36.08, 21.86,
21.08; MS: 420.99 (M + Na) +,421. 93(M+1+Na)+.

$-4-O-Etlixantic-pentannitrilo (18): A solucin de R-1,3-di-O-p-toluensutfonil-
butano (17,4. 80 g, 12.08 mmol) en DMSO seco (50 mL) fue tratada con NaCN (0.65).
Después de la agitacién a temperatura ambiente bajo argén durante 18 horas, la mezcla
de reaccién fue dllukia con acetato de etilo, lavada de manera sucesiva con 1.0 M de
NaH,P0, frio pH 7.5, agua y 1.0 M de NaH,P0Q, pH 4.0. La capa orgénica fue separada y
sacada sobre MgS0,, filtrada, y después evaporada para dar 2.63 g de crudo de R-3-O-p-
toluensulfonil-pentannitrilo. MS 275.80 (M + Na)*, 278.75 (M + 1 +Na)*. El producto fue
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utilizado directamente sin purificacion adicional.

A la solucién de crudo de R-3-O-p-toluensulfoni-pentannitrilo (2.63 g) en etanol
(15mL) se agregd O-etihantato de potasio (4. 55 g) en etanol (50 mL). Después de
agitacién durante la noche bajo argén, la mezcla fue concentrada, diluida con acetato de
etilo, y fillrada a través de una columna de sllice corta. El eluyents fue concentrado y
purificado por medio de cromatografla sobre gel de silice, eluyendo con 1:4 (viv)
EtOAc/hexano, para dar 1.54 g (83%, 2 etapas) del producto de tiulo 18. Rf = 0.40 (1:4
EtAchexano). ‘H NMR (CDCh) 4.67 (dd, 2H, J = 7.1, 14.2 Hz), 3.88 (ddd,1H, J = 7.0,
14.0, 21.9 Hz), 2.50 (t, 2H J = 7.3 + 7.8 Hz), 2.08 (m, 2H), 1.44 (m,8H); 13C NMR 213.04,
119.16, 70.28, 44.57, 32.10, 20.20, 15.21, 13.93; MS:226. 51(M+Na)", 242.51 (M + K)".

Acido S-{+)4-Metilditio-pentanoico (19): A una solucién de S-4-O-Etilxantic-
pentannitrilo (18.1. 95 g (9.61 mmol) en una mezcia de etanol (10 mL) y agua (150 mL) se
agregaron 5.0 g de NaOH. La mezcla de reaccién fue sometiia a reflujo durante la noche
bajo argén. La mezcia fue enfriada a temperatura ambiente y diluida con agua (150 ml) y
extraida con 1:1 EtOAc/hexano (2 x 100ml). La capa acuosa fue acidificada con HyPO,
para un pH de 2.5-3.0 y extraida con EtOAc (8 x 75 ml). Las capas orgénicas fueron
combinadas, secadas sobre MgS0,, filtradas y evaporadas hasta sequedad para dar el
écido S-4-mercaptopentanoico crudo. Este producto crudo fue utilizado directamente para
la siguiente etapa sin purificacion adicional.

A una solucién de acido S-4-mercaptopentanoico crudo (1.2 g) en una mezcia de
etanol (50mL) y 0.5 M NaHzPO,, pH 7.0 (75ImL). se agregd mediante goteo metil
metantiolsulfonato (1.47 g, 11.65 mmol) en 0.5 THF seco (5 mL) durante 45 minutos a
0°C. Después de la agitacién bajo argén a 0*C durante 30 minutos, seguida por agitacion
a temperatura ambient® durante 2 horas, la mezcla fue concentrada y extraida con
diclorometano (2 x 50 ml). La capa acuosa fue acidificada con H,P0O, hasta pH 2.5-30 y
axiraida con EtOAc (4 x 100 ml). Las capas orgdnicas fueron combinadas, secadas sobre

MgS0,, filtradas y evaporadas. El residuo fue purificado mediante cromatografia sobre gel
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de silica, eluyendo con (1:100:400 HOAc/EtOAc/hexano) para dar 1.43 g (83%) del
producto de titulo 19. Rf= 0.32 (1:100:400 HOAc/EtAc/hexano); 'H NMR (CDCly) 2.91
(ddd, 1H, J = 8.8, 13.7, 20.5 Hz), 2.53 (t, 2H,J = 7.7 + 7.4 H2), 2.42 (s, 3H), 1.94 (m, 2H),
1.38 (d, 3H, J = 8.8 Hz); 13C NMR 179.18, 45.35, 31.58, 30.73, 24.70, 21.05; MS: 202.
92(M+Na)*, 203.91 (M+HNa)*; [a] = 41.35 (c = 2, CHyOH).

N-metil-N-{4-(S)-metilditio-1-oxopentyI[-S-alanina  (15a); Acido S-(+)<4-
(Metilditio)-pentanoico (19) fue convertido en el ester de N-hidroxisuccinimidilo 20, a
través del método descrito anteriormente para el compuesto. La reaccién con N-metil-L-
alanina a través del procedimiento antes descrito para el compuesto 15 dio 15a, (62 % de
rendimiento). H' NMR 5 1.38 (3H, d,J = 7), 1.42 (3H, d, J = 7), 1.93-1.98 (2H, m), 2.40
(3H., 8), 2.50-2.53 (2H, m), 2.90-2.95 (1H,m), 2.99 (3H, 8), 5.14 (1H, q, J=7), MS: (M + Na)
caic. : 288.1, encontrado: 288.1

N2-deacetil-N2-{4-{S)-metiiditio-1-oxopentil)maltansina (DM3-SMe, 4g, h)
Maitansinoi (11) fue acoplado con 15a, utilizando DCC y cloruro de zinc en diclorometano,
como se describi6 antes para la sintesis de 4c. Se obtuvo una mezcla de 2 diasterémeros
que tienen la porcién N-metil-S-alanil (4g, S, S) y la porcién N-metil-R-alanil (4h, R, S).
Los diasterémeros fueron separados mediante HPLC en una columna de ciano Kromasil
(4.8 mm x 250mm), utilizando una elusién isocrética a una velocidad de flujo de 1 mL/min,
con haxano:acetato de etilo:2-propanol (68:24:8, viv/v). Bajo asas condiciones, el isbmero
4g (S.S) eluido en 24.5 minutos. Especiro de masa: m/z 834.2 (M + Na)*. El pico para el
otro isémero 4h (R, S) fue separado y eluido a 34.8 minutos. MS: m/z 834.2 (M +Na)".

EJEMPLO 4
Sintesis de Maitansinoide 4k, 1 (FIG. 3d)

$-1,3-Di-O-p-toluensulfonil-butano 22: Una solucién de S-(-}-1, 3-butandiol (21,

2.00 g (22. 22 mmol) en una mezcla de piridina seca (40 mL) y tolueno seco (80mL) fue
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tratado con cloruro de p-toluensulfonilo (12.70 g, 68.84 mmol) bajo argén a 0°C. Después
de la agitacién a 0°C durante 5 minutos seguida por agitacién a temperatura ambiente
durante 2 horas, la mezcia fue evaporada bajo vacio. El residuo fue redisuelto en acetato
de etilo, lavado con 0.1 M NaHCO, acuocso, y NaCl saturado. La capa orgdnica fue
separada, secada sobre MgSO,, filtrada y evaporada. El residuo fue purificado mediants
cromatografia sobre gel de sflice, eluyendo con 1:2 acetato de etilo/hexano para dar 8.25
g (71%) del producto de titulo 22 Rf = 0.40 (1:1 EtOAchexanc); 'H NMR (CDCh) 7.76 (dd,
4H, J = 1.0, 8.0Hz), 7.35 (dt, 4H, J = 0.4, 8.0 +8.0 Hz), 4.70 (m,1H), 4.03 (m, 1H), 3.84
(m,1H), 2.48 (s, BH), 1.82 (m, 2H), 1.28 (d, 3H, J = 6.3 Hz); 13C NMR 145.17, 133.00,
130.11, 128.12, 127.91, 78.28, 66.21, 36.08, 21.88, 21.08; MS: 420.99 (M + Na)*.

R-4-O-Etiixantic-pentannitrilo (23). Una solucitn de S-1,3-di-O-p-toluensulfonil-
butano (22,6. 25 g (15.70 mmol) en 80 DMSO saco (50 mL) fue tratada con NaCN (0.85
g). La mezcla de reaccién fue agitada bajo argén durante 18 horas a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion fue diluida después con acetato de etilo, lavada de
manera secuencial con 1.0 M de NaH;PO, frio, pH 7.5, agua y 1.0 M de NaH.PO, pH 4.0.
La capa orgénica fue secada sobre MgS0,, fillrada, evaporada para dar 3.62 g crudo de
§-3-O-p-toluensulfonil-pentannitrilo. El producto fue utiiizado directamente sin purificacion
adicional.

A una solucién de S-3-0-p-toluensulfonil-pentannitrilo crudo (3.62 g) en etanol (50
mL), se agregd O-etibantato de potasio (5.72 g) en etanol (100mL). Después de la
agitacién bajo argén durante la noche, la mezcia fue concentrada, diluida con acetato de
etilo y filtrada a través de una columna coria de gel de silice. El eluyente fue concentrado,
y @l residuo fue purificado mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con 1:4
EtOAc/hexano para dar 2.0 g (62%, 2 etapas) del producto de titulo 23.Rf = 0.40 (1:4
EtAchexano). *H NMR (CDCh) 4.67 (dd, 2H, J = 7.1, 14.2 Hz), 3.88 (ddd, 1H, J = 7.0,
14.0, 21.9 H2), 2.50 (t, 2H J = 7.3 + 7.6Hz), 2.08 (m, 2H), 1.44 (m, 6H); 13C NMR 213.04,
119.18, 70.28, 44.57, 32.10, 20.20, 15.21, 13.93; MS: 228.51 (M + Na)", 242.51 (M + K)".
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Acido R-{-}4-Metilditio-pentanocico (24): Una solucién de R-4-O-Etibantic-
pentannitrilo (23, 2.0 g, 9.85 mmol) en una mezcla de etanol (10 mL) y 200 ml de agua fue
tratada con NaOH (6.0 g). La mezcla de reaccién fue sometida refiujo durante la noche
bajo argon. La mezcla fue diluida con agua (150 ml) y extraida con 1:1 EtOAc/hexano (2 x
100 mi). La capa acuosa fue acidificada con HsP0, a pH 2.5-3.0 y extraida con EtAc (8 x
75 ml). Las capas orgénicas fueron combinadas, secadas sobre MgS0O,, filtradas y
evaporadas hasta sequedad para dar el &cido R-4-mercaptopentanoico crudo. Esie
producto crudo fue utilizado directamente para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

A una solucién de 1.80 g del acido R-4-mercaptopentanoico crudo en una mezcia
de etanol (50 mL) y 0.5 M NaH;PQ,, pH 7.0 (75 mL) se agregé mediante goteo metil
metantiolsulfonato (1.98 g, 15. 53 mmol) en THF seco (7mL) sobre 45 minutos a 0°C. La
mezcla de reaccion fue agitada bajo argén a 0°C durante 30 minutos y después a
temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla fue concentrada y exraida con
diclorometano (2 x 50 ml). La capa acuosa fue acidificada con HsPO, a un pH 2.5-3.0 ¥
extraida con EtOAc (4 x 100 ml). Las capas organicas fueron combinadas, secadas sobre
MgS0,, filtradas y evaporadas. El residuo fue purificado mediante cromatografia sobre gel
de silice, eluyendo con 1:100:400 HOAc/EtOAc/hexano para dar 1.65 g (93%) del
producto de titulo 24. Rf = 0.32 (1:100:400 HOAc/EtOAc/hexano); 'H NMR (CDCI3) 2.91
(ddd, 1H, J =8.8, 13.7, 20.4 H2), 2.53 (t, 2H, J = 7.7 + 7.4 Hz), 2.42 (s,3H), 1.96 (m, 2H),
1.38 (d, 3H, J = 8.8 Hz); C NMR 179.46, 45.67, 31.91, 31.07, 25.02, 21.38; MS: 202.9
(M+Na)*, 203.9 (M+1+Na)"*; [a] = -39.16 (c = 2, CH;OH).

N-metil-N-[4-{R)-metliditio-1-oxopentif]-S-alanina (15b): Acido R-{+)-4-Metilditio-
pentanocico (24) fue convertido en el éster N-hidroxisuccinimdilo 25, a través del método
antes descrito para el compuesto 14. La reaccién con N-metil-L-alanina a través del
procedimiento antes descrito para el compuesto 15 dio 15b. MS: m/z (M + Na): calc.
288.1, encontrado: 288.1

N®-deaceti-N"{4-{R)-metilditio-1-oxopenti)maitansina (DM3-SMe, 4k, 1):
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Maitansinol (11) fue acoplado con 15b, utilizando DCC y cloruro de zinc en diclorometano,
como se describié antes para la sintesis de 4¢. Se obtuvo una mezcla de 2 diasterdmeros
que tiene la porcién de N-metil-S-alanilo (4k, S, R) y la porcién de N-metil-R-alanilo (41, R,
R). Los diasterdmeros fueron separado mediante HPLC en una columna de ciano
Kromasil (4.6 mm x 250 mm), utilizando una elusion isocrética a una velocidad de flujo de
1 mL/min, con hexano:acetato de etilo:2-propanc! (68:24:8, viv/v). Bajo estas condiciones,
el isémero 4k (S.R) eluido en 23.9 minutos. Espectro de masa: m/z 834.2 (M + Na)*. El
pico para el otro isomero 4l (R, R) fue separado y eluido a 33.7 minutos. MS: m/z 834.2 (M

+ Na)*, +,

EJEMPLO 5a
Citotoxicidad In vitro de Maitansinoides y Conjugados Anticuerpo-Maltansinoide

La linea celular KB (ATCCCCI-17) es de origen epitelial humano. La linea celular
SK-BR-3 (ATCCHTB-30) fue establecida a partir de un adenocarcinoma de senc humano.
Las lineas celulares de tumor de colon humano COLO 205 (ATCC CCL-222) y HT-29
(ATCC HTB 38), la linea celular de melanoma humano A-375 (ATCC CRL 1619), la linea
celular de linfoma de Burkitts humano Ramos (ATCC CRL-1598) y la linea celular de
leucemia mieloide humana HL-80 (ATCC CCL-240) se obtuvieron a partir de ATCC,
Maryland. Las lineas celulares fueron cultivadas Medio Eagles modificado de Dulbecco
(DMEM, Biowhittaker, Walkersville, MD) con L-glutamina complementada con suero
bovino fetal al 10% (Hyclone, Logan, Utah) y 50 pg/mL de sulfato de gentamicina (Life
Technologies, Rockville, MD). Las células fueron mantenidas a 38-37.5°C en una
atmoésfera humidificada que contuvo 8% CO..

El estudio de citotoxicidad ejecutado utilizd una prueba clonogénica. Las lineas
celulares de prueba fueron colocadas en placas en cépsulas de cultivo de 6-pozos en un

nimero constante de 1000 células por pozo. Las células fueron incubadas con
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concentraciones variables (0 hasta 3 nM) de los diferentes maitansinoides (libres o
conjugados para anticuerpos) durante 72 horas. El medio fue aspirado después desde las
placas y reemplazado con medio fresco. Se permitié el crecimiento de los cultivos y la
formacién de colonias, durante un total de 7-10 dias después de la colocacién en placas.
Los cultivos fueron fijados y teflidos después con 0.2% de violeta cristal en 10%
formalina/PBS y se contaron las colonias. La eficiencia de la colocacién en placas de
células no tratadas (solo medio) se determiné al dividir el nimero de colonias contadas
entre el nimero de de células colocadas en placas. La fraccion sobreviviente de las
células expuestas de los fdrmacos se determind al dividir el nimero de colonias en pozos
que fueron expuestas al farmaco entre el nimero de colonias en los pozos de control.

Los resultados de las mediciones de citotoxicidad in vitro de los nuevos
maitansinokles de la presente invencion se muestran en la Figura 4. Los nuevos
maitansinoides 4c, que tienen enlaces de disulfuro impedido son altamente citotdxicos
hacia las dos lineas celulares probadas, SK-BR-3 y A-375, con valores ICs; que varian
desde 7 x 107* M hasta 2.5 x 10! M. Por lo tanto, la incorporacién de sustituyentes de
alquilo en el carbono que tiene la porcion disulfuro ha preservado la potencia citotéxdca
elevada. El maitansinoide que contiene el tiol estéricamente impedido 4a de la presente
invenciébn es 30 hasta 50 veces més potente que el maitansinoide no impedido
comespondiente previamente descrito 1. Por lo tanto, la incorporacién de sustituyantes de
aiquilo en el &tomo de carbono que tiene ia porcién tiol mejora enormemente la potencia.

Los resultados de la prueba in vitro de conjugados de anticuerpo de los
maitansinoides de la presente invencién se muestran en las Figuras 4c y 4d. El enlace de
los dos nuevos maitansinocides, 4a o 4b, al anticuerpo huC242 activado contra tumores de
colon humano, resultd en eliminacién especifica de antigeno de céiulas T objetivo. Por lo
tanto, los conjugados son altamente potemtes hacia células COLO 205 positivas a
antigeno, con valores ICg que varian desde 1.1 hasta 1.3 x 10! M. En contraste, los
conjugados son 100 hasta 200 veces menos citotdxicos hacia las células A-375 negativas
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a antigeno, demostrando que los nuevos maitansinoides de la prasents invencién produce
conjugados que poseen eniaces disulfuro esbtiricamente impedidos, y exhiben alta
citotoxicidad especifica objetivo.

EJEMPLO 5b
Preparacién de conjugados chotéxicos de anticuerpo huC242 utilizando
Maitansinoldes 4a o 4b (METODO A, FIG. 5 a, b)

Una solucién de anticuerpo huC242 (8 mg/mL) en regulador de pH acuoso (50 mM
fosfato de potasio, 50 mM domuro de sodio, 2 mM sal disbdica de 4écido
etilendiamintetraacético), pH 6.5, fue incubada durante 2 horas con un exceso molar 7 a
10 veces de SPDP [succinimidil3-(2-piridilditio)propionato, 3a), o con N-succinimidil-4-(2-
piridilditio)butanoato (SPDB, 3b). La mezcla de reacciéon fue purificada mediante el paso a
través de columna de filtracién de gel Sephadex G25. La concentracién del anticuerpo fue
determinada de manera especirofotométrica utilizando los coeficientes de extincion para

ol anticuerpo Casamn = 217,560 Mem™.

[246] El anticuerpo modificado fue diluido hasta 2.5 mg/mL en regulador de pH
acuoso (50 mM fosfato de potasio, 50 mM doruro de sodio, 2 mM sal distdica de éacido
etilendiaminetetraacético), pH 6.5, y después tratada con un exceso molar de 1.5 a 2.5 de
DM3 o DM4 en dimetilacetamida (concentracion final de DMA fue 3% v/v). La mezcia de
reaccién fue incubada durante 18 horas a temperatura ambients. La mezcia de reaccidén
fue purificada mediante paso a través de una columna de filtracion de gel Sephadex(G25.
La concentracién del conjugado fue determinada de manera espectrofotométrica

utilizando los coeficientes de extincién conocidos para el anticuerpo Sasemm = 217,560 M™
CM- Y Eamanm = 80, 062 M cm™; para DM3 0 DM4, Ea00nm = 5,700 M7 cm™* y €252, =

26,790 M cm™). El conjugado resultants fue monomérico y contenia, en promedio, 3.2-

4
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3.5 moléculas de DM3 o DM4 enlazadas por molécula de anticuerpo.

EJEMPLO Sc
Preparacién de conjugados citotéxicos de anticuerpo huC242 utllizando
Maitansinoides 4a o 4b (METODO B, FIG. 5¢)

Una solucion de anticuerpo huC242 (8 mg/mL) en regulador de pH acuoso (50 mM
fosfato de potasio, 50 mM cloruro de sodio, 2 mM sal disédica de #cido
etilendiaminetetraacético), pH 6.5, fue incubada durante 2 horas con un exceso molar de
7 hasta 10 veces de SMCC[succinimidil4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxilato,
26). La mezcia de reaccién fue purificada mediante paso a través de una columna de
filtracibn de gel Sephadex G25. La concentracién del anticuerpo fue determinada
espectrofotométricaments utilizando los coeficientes de extincién conocidos para el
anticuerpo €280 = 217,560 M-'em™.

El anticuerpo modificado fue diluido hasta 2.5 mg/mL en regulador de pH acuoso
(50 mM fosfato de potasio, 50 mM cloruro de sodio, 2 mM sal disddica de &cido
etilendiamintetraacético), pH 6.5, y después tratado con un axceso molar de 1.5 hasta 2.5
de DM3 o DM4 en dimetilacetamida (concentracién final de DMA fue 3% vA). La mezcla
de reaccién fue incubada durante 18 horas a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccién fue purificada mediante paso a través de una columna de filtracién de gel
Sephadax G25. La concentracibn del conjugado se determine de manera
espectrofotométrica utilizando los coeficientes de extincién conocidos (para el anticuerpo

€a00nm = 217,560 M cm™ y Eamnm = 80,082 M'em™; para DM3 0 DM4, E2s0mm = 5,700 M
em™ ¥ €amnm = 26,790 Mem™). El conjugado resultants fue monomérico y contuvo, en

promedio, 3.2-3.5 DM3 o DM4 moléculas vinculadas por molécula de anticuerpo.
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EJEMPLO 5d

Praparacién de conjugados citotéxicos de anticuerpo huC242 utilizando
Maitansinoides 4a o 4b (METODO C, FIG. 5d)

Una solucién de anticuerpo huC242 (8 mg/mL) en regulador de pH acuoso (50 mM
fosfato de potasio, 50 mM cloruro de sodio, 2 mM sal disédica de é&cido
etilendiamintetraacético), pH 6.5, fue incubada durante 2 horas con un exceso molar de 7
a 10 veces de SIAB [N-succinimidil{4-yodoacstil)Jaminobenzoato, 27). La mezcla de
reacciéon fue purificada mediante paso a través de una columna de filtraciéon de gel
Sephadax G25. La concentracién del anticuerpo fue determinada de manera
espectrofoiométrica utilizando los coeficientes de extincion conocidos para el anticuerpo

E280nm = 217,560 M 'em™.

EJEMPLO 6
Eficacla In vivo de conjugados de huC242-Maitansinolde contra xenégrafos HT-29.

Ratones SCID hembra de cinco semanas de edad (20 animales) fueron inoculados
en forma subcutinea en el flanco derecho con células de carcinoma de colon humano HT-
29 (1.5 x 10°® células/ratdn) en 0.1 mL de medio libre de suero. Los tumores fueron
cultivados durante 11 dias hasta un tamafio promedio de 100 mm®. Los animaies fueron
divididos de manera aleatoria en cuatro grupos (5 animales por grupo). El primer grupo
recibié el conjugado huC242-DM1 (dosis DM1 de 75, pg/kg, qd x 5) administrado en forma
intravencsa. El segundo grupo recibié el conjugado huC242-DM3 (dosis DM3 de 75 ug/kg,
qd x 5) administrado en forma intravenosa. El tercer grupo recibié el conjugado huC242-
DM4 (dosis DM4 de 75 pg/kg, qd x 5), en tanto que un cuarto grupo de animales sirvié

como controles y recibleron PBS utilizando el mismo programa de tratamiento que en los
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grupos 1-3.

Los tamafios de los tumoras fueron medilos dos veces por semana y los
volimenes de tumor fueron calculados con ia férmula: volumen de tumor = 1/2 (longitud x
anchura x altura). El peso de los animales también se midié dos veces por semana. Los
resultados se muestran en la Figura 7. Los tumores en el grupo de control de ratones
crecieron hasta un tamafio de casi 1000 mm® en 35 dias. El tratamiento con huC242-DM1
resultd en un retraso del crecimiento de tumor de 18 dias, en tanto que los conjugados
hechos con los maitansinoides 4a y 4b de |a presente invencién fueron significativamente
més eficaces y prolongaron el retraso del crecimiento del tumor hasta 28 dias y 38 dias,
respectivaments.

EJEMPLO 7
Eficacia in vivo de Conjugados huC242-Maitansinoide contra xenégrafos COLO 205

Ratones SCID hembras de cinco semanas (20 animales) fueron inoculadas en
forma subcutdinea en ef flanco derecho con céiulas de carcinoma de colon humano COLO
205 (1.5 x 10® células/ratén) en 0.1 mL de medio libre de suero. Los tumores crecieron
durante 11 dias hasta un tamafio promedio de 100 mm”®. Los animales fueron divididos de
manera aleatoria en cuatro grupos (5 animales por grupo). El primer grupo recibié el
conjugado huC242-DMI (dosis DM1 de 75 pg/kg, qd x 5) administrtado en forma
intravenosa. El segundo grupo recibié el conjugado huC242-DM3 (dosis DM3 de 75,
ng/kg, qd x 5) administrado en forma intravenosa. El tercer grupo recibié el conjugado
huC242-DM4 (dosis DM4 de 75 ug/kg, qd x 5), en tanto que un cuarto grupo de animales
sirvieron como controles y recibieron PBS utilizando el mismo programa de tratamiento
que en los grupos 1-3.

Los tamafios de los tumores fueron medidos dos veces por semana y los

volimenes de tumor fueron calculados con la fdmula: volumen de tumor = 1/2 (longitud x

K
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anchura x altura). El peso de los animales también se midié dos veces por semana. Los
resultados se muestran en la Figura 8. Los tumores en el grupo de control de ratones
crecieron hasta un tamafio de casi 900 mm® en 24 dlas. El tratamiento con huC242-DM1
resultd en un retraso del crecimiento de tumor de 20 dias, en tanto que el conjugado
hecho con el maitansinoide 4a de la presente invencién fue considerablemente mas eficaz
y ocasiond la regresion completa del tumor que durd 45 dias. El tratamiento con el
conjugado hecho con el maitansinoide 4b de la presente invencién fue incluso mas eficaz,
dando como rasultado la curacidn de todos los animales tratados.

EJEMPLO 8
Eficacla In vivo de conjugados MY9-8-Maitansinoide contra xenégrafos HL-60

Ratones SCID hembras de cinco semanas (20 animales) fueron inoculadas en
forma subcutdnea en el flanco derecho con células de leucemia mieloide humana HL-60
(1.5 x 10° células/ratdn) en 0.1 mL de medio libre de suero. Los tumores crecieron durante
12 dias hasta un tamafio promedio de 100 mm®. Los animales fueron divididos de manera
aleatoria en cuatro grupos (5 animales por grupo). El primer grupo recibié el conjugado
MY8-8-DM1 (dosis DM1 de 200 ug/kg, qd x 5) administrado en forma intravenosa. El
sagundo grupo recibid el conjugado MY9-8-DM3 (dosis DM3 de 200 pg/kg, ad x 5)
administrado en forma intravenosa. El tercer grupo recibié el conjugado MYS-8-DM4
(dosis DM4 de 200 pg/kg, qd x 5), en tanto que un cuarto grupo de animales sirvieron
como controles y recibieron PBS utilizando el mismo programa de tratamiento que en los
grupos 1-3.

Los tamafios de los tumores fueron medidos dos veces por semana y los
volimenes de tumor fuercn calculados con la férmula: volumen de tumor = 1/2 (longitud x
anchura x altura). El peso de los animales también se midi6 dos veces por samana. Los

resultados se muestran en la Figura 9. Los tumores en el grupo de control de ratones
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crecieron répidaments hasta un tamaiio de casi 900 mm® en 21 dias. El tratamiento con
MYS-8-DM1 resultd en un retraso del crecimiento de tumor de aproximadamente 20 dias,
en tanto que los conjugados hechos con los maitansinoide 4a y 4b de la presente
invencién fueron significativamente mdés eficaces prolongando el retraso de crecimiento
del tumor hasta mas de 20 dias.

EJEMPLO 9
Preparacién de un conjugado cltotéxico de anticuerpo huMy9-8 utilizando
Maltansinoide DM4 (4b).

Una solucién de anticuerpo huMyS8-8 a una concentracién de 8 mg/mL fue
incubada durante 2 horas con un exceso molar de 8.5 de SSNPB [sulfosuccinimidil4-(5'-
nitro-2'-piridilditio)butirato] en 50 mM regulador de pH de fosfato de potasio, pH 8.5, que
contiene 2 mM écido etilendiamintetraacético (regulador de pH A) con 5% de etanol, El
anticuerpo modificado fue purificado mediante paso a fravés de una columna de filtracién
de gel Sephadax G25 equilibrada en regulader de pH A y la concentracién del anticuerpo
purificado se determiné de manera especirofolométrica utilizando el coeficiente de
exdincion para el anticuerpo a 280 nm. El anticuerpo modificado fue diluido hasta 4.9
mg/mL con regulador de pH A e incubado durante 18 horas a temperatura ambiente con
1.7 veces de exceso molar de DM4, el cual fue agregado a la mezcla de reaccién como
una solucion de abastecimiento en dimetilacetamida (concentracién final de
dimetilacaetamida fue de 3% w).

El conjugado anticuerpo-fdrmaco fue purificado mediante paso a través de una
columna Sephadex G25 equilibrada en PBS, pH 8.5. La concentracién del conjugado fue
determinada de manera espectrofoloméfrica utilizando los coeficientes de extincién

conocidos para el anticuerpo y DM4 (para el anticuerpo, Ezeom = 208,460 M 'cm™, Easamm =



10

15

20

25

72,261 M'cm™; para DM4, €200 = 5.700 M'em™ E2enm = 28,790 M'cm™) El conjugado

anticuerpo-fdrmaco resultante contenia un promedio de 3.8 moléculas de DM4 por
molécula de anticuerpo. El andlisis bioquimico demostré que el anticuerpo permanecié
como més del 94% monomérico después de la conjugacion y tuvo una afinidad de enlace
comparable a la de un anticuerpo meodificado como se determiné mediante la citometria
de fiujo. La cantidad de farmaco asociada con el anticuerpo que no se enlazd de manera
covalents (férmaco libre) fue determinada mediante andlisis HPLC y encontrado como
menos del 1% del fdrmaco enlazado total.

EJEMPLO 10
Selectividad y Eficacia in vitro del conjugado huMy8-6-DM4

La citotoxicidad de huMy8-8-DM4 hacia células que expresan CD33 (HL-60) y
células Namalwa CD33-negativas fueron probadas utilizando un ensayo clonogénico, en
donde la actividad de eliminacién celular es determinada mediants la cuantificacién del
nimero de colonias que pueden crecer después del tratamiento. huMy8-8-DM4 exhibe
potente actividad de eliminacién celular hacia células de tumor humano CD33-positivo HL-
80 in vitro (Figura 10). No se observd toxicidad significativa hacia células Namalwa CD33-
negativo humanas, indicando que la citotoxicidad dependiente de CD33 se debid al
direccionamiento especifico del anticuerpo anti-CD33, huMy8-8 del conjugado.

EJEMPLO 11
Eficacla in vivo de conjugados huMy8-8-DM4 contra xenégrafos de tumor humano
HL6GO0 en ratones SCID

La eficacia de huMy8-8-DM4 in vivo se determiné en ratones SCID que tienen

o)
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xendgrafos de tumor humano HL-80. Las celulas HL-80 fueron inyectadas en forma
subcutdnea y se permitié que los tumores crecieran hasta un tamafio promedio de 100
mm®. El conjugado HuMyS-8-DM4 fue suministrado por via intravenosa una vez al dia
durante 5 dias en la dosis indicada en la Figura 11. La dosis es expresada como pg DM4
en el conjugado, la cual comesponde a una dosis de anticuerpo de aproximadamente 87
ug de anticuerpo por ug de DM4. El volumen del tumor fue medido como una indicacién
de la eficacia del tratamiento y el peso corporal del ratbn fue monitoreado para indicar la
toxicidad debida al tratamiento. huMy8-8-DM4 induce el retraso prolongado del
cracimiento del tumor de xendgrafos de célula humana HL-80 en dosis que ocasiona poca
toxicidad (Figura 11). La eficacia de huMyS-8-DM4 también fue comparada con aquella de
huMy®-8-DM1.

De manera inesperada, se encontré que huMyB-8-DM4 fue més efectivo que
huMy8-8-DM1. HuMyS-8-DM4 mantuvo a los animales en completa remisién (CR) durante
aproximadamente sesenta dias, en tanto que los animales tratados con huMy9-8-DM1

tuvieron una recaida después de aproximadamente 20 dias en CR.

EJEMPLO 12

Preparacién de un conjugado ciotéxico de anticuerpo huB4 utilizando
Maitansinoide DM4 (4b).

Una solucién de anticuerpo huB4 a una concentraciéon de 20 mg/mL fue incubada
durante 1.5 horas con un exceso molar de 8 veces de SSNPB[sulfosuccinimidil 4-(5"-nitro-
2'-piridilditio)butirato] en 50 mM regulador de pH de fosfato de potasio, pH 6.5 que
contiene 2 mM écido etilendiaminetetraacético (regulador de pH A) con 5%
dimetilacetamida. E! anticuerpo modificado fue purificado mediante paso a través de una
columna de filtracibn de gel Sephadex G25 equilibrado en regulador de pH A y la
concentracién del anticuerpo purificado fue determinado de manera espectrofotométrica
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utilizando el coeficiente de extincién para el anticuerpo a 280 nm (199,560 M'em™). El
anticuerpo modificado fue diluido hasta 8 mg/mL con regulador de pH A e incubado
durante 3 horas a temperatura ambiente con un exceso molar de 1.7 veces de DM4, que
fue agregado a la mezcla de reaccibn como una solucion de abastecimiento en
dimetilacetamida (concentracién final de dimetilacetamida fue 3% vA). E! conjugado
anticuerpo-firmaco fue purificado mediante paso a través de una columna Sephadex G25
y una columna SephadexS300, ambas equilibradas en regulador de pH PBS, pH 6.5. La
concentracion de conjugado fue determinada de manera espectrofotométrica utilizando

los coeficientes de extincidn conocidos para el anticusrpo (Eassem 199,560 Miem™; Samne:

67,850 Mecm™) y DM4 (Easonm = 5.700 Mem™, €22 = 28,790 Mcm™). El conjugado de

anticuerpo-farmaco resultante contenia un promedio de 4.0 moléculas de DM4 molécula
de anticuerpo. El andillsis bioquimico demostrd que el anticuerpo permanecié en mas del
98% como monomérico después de la conjugacion y tuvo una afinidad de enlace
comparable con la del anticuerpo modificado como se determiné mediante citometria de
fiujo. La cantidad de farmaco asociada con el anticuerpo que no fue enlazado de manera
covalente (férmaco libre) fue determinada mediante andlisis HPLC y fue de

aproximadamente 2% del farmaco enlazado total.

EJEMPLO 13
Selectividad y Eficacia In Vitro del conjugado huB4-DM4

La citotoxicidad de huB4-DM4 hacia células que expresan CD10 (Ramos) en
comparacién con una linea celular CD19-negativa (Colo 205) se probé utilizando un
ensayo en base a MTT, en donde la actividad de eliminaciéon celular es determinada
mediante la cuantificacién del nimero de células viables que permanecen después del

tratamiento con conjugado. El nimero de células viables es determinado por medio de
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cuantificacién especirofotométrica después de la incubacidén de las céiulas con el tinte
vital MTT. HuB4-DM4 exhibe potents actividad de eliminacién celular hacia CD18-células
de tumor humano Ramos positivas in vitro (Figura 12). No se observd toxcidad
significativa hacia las células CD19-negativas, indicando que la citotoxicidad dependients
de CD19 se debié al direccionamiento especifico mediante el anticuerpo anti-CD19, huB4.

EJEMPLO 14
Eficacla In vivo del conjugado huB4-DM4 contra xenégrafos de tumor humano
Ramos an ratones SCID

La eficacia de huB-DM4 In vivo se determine utiizando ratones SCID que tienen
establecidos xentgrafos de tumor Ramos humanos. Las células Ramos fueron inyectadas
en forma subcuténea y se permitié que los tumores crecieran hasta un tamafio promedio
de 100 mm®. El conjugado HuB4-DM4 fue suministrado por via infravenosa como una sola
Inyeccion en las dosis indicadas en la Figura 13a. La dosis es expresada como ug DM4
en el conjugado, la cual corresponde a una dosis de anticuerpo de aproximadamente 44
;g de anticuerpo por pg de DM4. El volumen de tumor fue medido como una indicacién de
la eficacia del tratamiento y el peso corporal del ratdn fue monitoreado para indicar la
toxicidad debida al tratamiento. En dosis de més de 50 pg/kg, HuB4-DM4 ocasiona la
regrasién completa de los tumores en todos fos animales. Los animales permanecieron
sin enfermedad medible durante aproximadamente 35 dias en el grupo de tratamiento de
100 mg/kg, y durante més de 55 dias en los dos grupos de dosis més elevada. Estos
tratamientos ocasionaron muy poca toxicidad, si es que la hubo (Figura 13b) como se
determind por medio los cambios en el peso corporal de los animales tratados.

<©
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REIVINDICACION

1. Un maitansinoide que tlene, en C-3, C-14 hidroximetil, 0;15 hidroxi, o C-20
desmetilo, una cadena lateral de aminoécido acilatada con un grupo acilo que tiene un
grupo sulfhidrilo impedido, en donde el &tomo de carbonc del grupo acilo que tiene la
funcionalidad tiol tiene uno o dos sustituyentes, dichos sustituyentes que son CHs, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y en adicién uno de los
sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo adilo tiene una longitud de cadena lineal
de por lo menos tres &tomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el 4tomo de

azufre.
2. Un compuesto representado por la formuta 4"
P
en donde:
Y representa
(CR/CRe)1(CR=CR10}yC=CoA{CRSCRa)mDu(CR11=CR12){{C=C)sB{CR:CR):CR1R2
Sz,

en donde:
Rs ¥y Rz son cada uno de manera independients CHs, CaHs, alquilo o alquenilo

lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
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ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomas de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético 0 heterocicloalquilo, y ademés R, puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 dtomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

Rs, R4, Rs, Re, Ry, Re, Ry, R4y, ¥ Ryz 800 cada uno de manera independients H,
CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 Atomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o cidico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono,
fenilo, fenil sustituide o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

L m,n,op,Qq,r 3 Ytsoncada uno de manera independients 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dos del, m, n, 0, p, q, r, 8 ¥y t nO sean cero en
ningtin momento.

Z es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 4tomos de carbono, alquilo o aiquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo.

3. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque Ry
es H, Ryes metiloy Z es H.

4. El compuesto de conformidad con !a reivindicacién 2, caracterizado porque, en
donde R, y R2 son metiloy Zes H.

5. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque, en
donde R, es H, Rz es metilo y Z es -SCH,.

8. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 2, caracterizado porque, en
donde R; y Rz son metilo y Z as -SCH;.

7. Un compuesto represantado por la fdrmuila (I-L), (I-D), o (I-D, L):

w P A P AP

D DL

m
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en donde:

Y representa (CR7CRg)1{(CRsCRe)m(CRsCR4).CR,R2SZ, en donde:

Ry y Rz son cada uno de manera independiente CH,, CzH,, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico
que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, Ry ¥ Rs sOn cada uno de manera independiente H, CHs, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independientemente un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede ser 0,

Zes H, SR 0 -COR en donde R es alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene
desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, aiquilo o alquenilo ciclico que tiene desde 3 hasta
10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo; y

May representa un maltansinoide que Hene la cadena lateral en C-3, C-14
hidroximetilo, C-15 hidroxi o C-20 desmetilo.

8. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque R,
as H, R; es metilo, Rs, Re, R7, yYRs soncadauno H, lym soncadauna1,nes0, yZesH.

9. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque R, y
Rz son metilo, Rs, Re, Ry, RgsoncadaunoH,lymson1,nes0,yZesH.

10. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque R,

08 H, Rz2 @8 metilo, Rs, Re, R7, Y RasoncadaunoH,lymsoncadauno1,nes0,yZes -



10

15

20

25

SCH;.

11. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 7, caracterizado porque R,
y Rz son metilo, Rs, Re, Ry, ResoncadaunoH,lymson 1, nes 0, y Z es-SCHj.

12. El compuesto de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o
12, caracterizado porque @i compuesto esta representado por la formuta (I-L).

13. Un compuesto representado por la formula 4:

en donde:

Y representa (CR/CRg)1(CRsCRe)m(CRsCR4)-CR1R2SZ, en donde:

Rs ¥ Rz son cada uno de manera independiente CH,s, CzHs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 Atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicioalquilo, y ademés R, puede ser H;

Rs, Ry, Rs, Ra, Ry y R son cada uno de manera independiente H, CHy, C;Hs,
alquilo o aiquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 atomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterocioclico aromético o heterocicioalquilo;

I, m y n son cada una de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede serQ; y

Z es H, SR 0 -COR, en donde R es alquilo o aiquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidlico que tiene desde 3
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hasta 10 dtomos de carbono, o ariio simpie o sustituido o radical heterociclico aromético o
hetarocicloaiquilo.

14. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 13, caracterizado porque R,
as H, Rz es metilo, Rs, Re, Ry, Y Rs Son cada uno H; lym son cadauna 1;nes 0; y Z es H.

15. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 13, caracterizado porque Ry
y Rz son metilo; R5, Ry, Ry, RgsoncadaunoH,lymson1;nes0;yZesH.

18. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 13, caracterizado porque R,
es H, Rz s metilo, Rs, Re, Ry, y Rs son cada unoH, lymsoncadauna 1, nes0,yZ es -
SCHs.

17. El compuesto de conformidad con la reivindicacion 13, caracterizado porque R
¥ Rz son metilo, Ry, Rs, Ry, ResoncadaunoH,lymson1,nes 0, yZ es -SCH,.

18. Un conjugado de maitansinoide-agente de eniace celular que comprende poar lo
menos un maitansinoide enlazado al agente de eniace celular, en donde el agente de
eniace celular es enlazado al maitansinocide utilizando la funcionalidad tiol o disulfuro que
esta presents en el grupo aciic de una cadena lateral de aminoécido acilatada encontrada
en C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidroxi o C-20 desmetilo del maitansinoide, y en donde el
grupo acilo de la cadena lateral de aminodcido acilatada tiene su funcionalidad tiol o
disulfuro ubicada en un 4tomo de carbono que tiene uno o dos sustituyentes, dichos
sustituyentes que son CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10
&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidlico que tiena desds 3 hasta 10
&4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromdtico o
heterociclcalquilo, y ademés uno de Ios sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo
acilo tiene una longitud de cadena lineal de por lo menos tres atomos de carbono antre la
funcionalidad carbonilo y el 4&tomo de axufre.

18. El conjugado de maltansinoide-agents de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 18, caracterizado porque el agente de eniace celular comprende por lo

menos un sitio de enlace de un anticuerpo.

\55
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20. Eil conjugado de maitansinocide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 19, caracterizado porque el anticuerpo es MY9, anti-B4 o0 C242.

21. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 19, caracterizado porque el anticuerpo es MY9 humanizado o de superficie
adicional, anti-B4 humanizado o de superficie adicional, o C242 humanizado o de
superficie adicional.

22. Un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular, en donde el

maitansinoide estA representado por la formula 44"

en donde: &’

A, B, y D cada uno de manera independiente es cicloalquilo o cicioalquenilo que
tiene de 3 hasta 10 atomos de carbono, arilo simple o sustituido, o radical heterociclico
aromético o heterocicioalquilo;

Rs, R4, Rs, Rs, Rz, Rs, Re, Ryy, ¥ Ry2 80n cada uno de manera independiente H,
CHs, C;H;, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono,
fenilo, fenilo sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

lLm, nop,Qqr, s, ytson cada una de manera independiente 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dosdel, m, n, o0, p, q, I, 8 ¥ t no son cero en
ningan momento.

23. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizado porque R, es H y R; es metilo.
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24. E! conjugado de maitansincide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 22, caracterizado porque R, y R; son metilo.

25. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con
cualquiera de las reivindicacién 22, 23 o 24, caracterizado porque el agente de enlace
celular comprende por lo menos un sitio de enlace de un anticuerpo.

28. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 25, caracterizado porque el anticuerpo es MYS, anti-B4 o C242.

27. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 25, caracterizado porque el anticuerpo es MY4 humanizado o de superficie
adicional MY4, ant-B4 humanizado o de superficie adicional, o C242 humanizado o de
superficie adicional.

28. Un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular comprende por lo
menos un maitansinoide enlazado al agente de enlace celular, en donde el maitansinoide

esté representado por ia (lI-L), (II-D) o (lI-D, L):

HC, H
M?S('\v, WS P
I 1
o l
L . D '

DL
an
en donde:

Y representa (CR7CRa)1(CRsCRa)m(CR3CR4).CR1R2S-, en donde:

R: ¥ R; son cada unc de manera independients CHa, C2Hs, alquile o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 stomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico
que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicioalquilo, y ademés R, puede ser H;

R;, Rs, Rs, Rg, Ry ¥ Ra son cada uno de manera independiente H, CHy, C;Hs,

alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
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alquenilo ramificado o ciclico que tiene dasde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independientements un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0; y

May representa un maitansinoide que tiene la cadena lateral en C-3, C-14
hidroximetilo, C-15 hidroxi o C-20 desmetilo.

29. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 28, caracterizado porque R, es H, R, @s metilo, Rs, Re, Ry, ¥ Ry s0n cada
unoH;lymsoncadauna i, nes(.

30. El conjugado de maitansinoide-agents de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 28, caractarizado porque R; y Ra son metilo, Rg, Re, R7, Rs 80n cada uno H,
lymson1,nesO.

31. E! conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 28, caracterizado porque el maitansinoide estd representado por ia formula
(1-L).

32. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace calular de conformidad con la
reivindicacién 29, caracterizado porque &l maitansinoide estd representado por (a formula
(I-L).

33. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 30, caracterizado porque el maitansinoide esth representado por la férmula
(I-L).

34. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con ia
reivindicacién 28 a 32 o 33, caractarizado porque el agente de enlace calular comprende
por lo menos un sitio de enlace de un anticuerpo.

35. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 34, caracterizado porque el anticuerpo es MY®, anti-B4 o C242.

38. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la

b
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reivindicacién 34, caracterizado porque el anticuerpo es MY9 humanizado o de superficie
adicional, anti-B4 humanizado o de superficie adicional, o C242 humanizado o de
superficie adicional.

37. Un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular, caracterizado porque

ol maitansinoide estd representado por la formula 44:

4

en donde:

Y, representa (CR7/CRa)1(CReCRe)m(CRICRJCR1R:S-, €n donde:

R; y Rz son cada uno de manera independiente CHs, C;Hs, alquilo o aiquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 Atomos de carbono, alquilo o alqueniio ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, Ry ¥ Rs son cada uno de manera independiente H, CHy, C;H;,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilc o
alqueniio ramificado o cidlico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterocioclico aromético o heterocicioalquilo;

|, m y n son cada una de manera independients un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser 0.

38. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 37, caracterizado porque R, es H, Rz es metilo, Rs, Rs, Ry, ¥ Rs 80n cada
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uno H; lymsoncadauna 1; nes 0.

39. El conjugado de maitansinoide-agents de enlace celular de conformidad con Ia
reivindicacion 37, caracterizado porque R; y Rz son metilo; R5, Re, Ry, Ra 30n cada uno H,
lymson1;nes0.

40. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacién 37, 38 o 39, caracterizado porque el agente de enlace celular comprende
por lo menos un sitio de enlace de un anticuerpo.

41. El conjugado de maitansinoide-agente de eniace celular de conformidad con la
reivindicacion 40, caracterizado porque el anticuerpo es MY9, anti-B4 a C242.

42. El conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la
reivindicacion 40, caracterizado porque el anticuerpo es MYS humanizado o de superficie
adicional, anti-B4 humanizado o de superficie adicional, 0 C242 humanizado o de
superficie adicional.

43. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansincide-agente de enlace celular de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 24, 28 a 33, 37, 38 o 39, una sal farmacéuticamente aceptable 0
solvato de la misma, y un portador, diluyents o excipients farmacéuticamente aceptable.

44. Una composicion famacéutica que comprende una cantkiad efectiva del
maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la reivindicacién 25, una sal
farmacéuticamente acaptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente o0 excipiente
farmacéuticamente acaptable.

45. Una composicién famacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de eniace celular de conformidad con la reivindicacién 26, una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de 1a misma, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente acaptable.

48. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del

maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la reivindicaciéon 27, una sal
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farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

47. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con fa reivindicacion 34, una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma, y un portador, diluyenta o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

48. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la reivindicacién 35, una sal
farmacéuticaments aceptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

48. Una composicibn farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la reivindicacion 38, una sal
farmacéuticamente acaptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente o axcipiente
farmacéuticamente aceptable.

50. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de eniace celular de conformidad con ia reivindicacion 40, una sal
farmacéuticamente aceptable ¢ solvato de la misma, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

51. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la reivindicacion 41, una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

52. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
maitansinoide-agente de enlace celular de conformidad con la reivindicacidn 42, una sal
farmacéuticamente aceptabie o solvato de ia misma, y un portador, diluyente o excipiente
fammacéuticamente aceptable.

63. Un método de esterificacién de un maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetil, C-
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15 hidroxi, o C-20 desmetilo, con un aminoécido acilatado en donde el grupo acilo tiene
un grupo sulfhidrilo protegido, en donde el &tomo de carbono del grupo acilo que tiene el
grupo sulfhidrilo protegido tiene uno o dos sustituyentes, dichos sustituyentes que son
CH,,C;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilo
o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono, fenilo,
fenilo sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo, y ademas uno de los
sustituyentes puede ser H, y en donde el grupo acilo tiene una longitud de cadena lineal
de por lo mencs tres atomos de carbono entre la funcionalidad carbonilo y el 4tomo de
azufre, dicho método que comprende hacer reaccionar un maitansinoide en C-3, C-14
hidroximetil, C-15 hidroxi, o C-20 desmetilo, con el aminodcido acilatado en donde el
grupo acilo tiene un grupo sulthidrilo protegido.

54. Un méindo para |a esterificacién de maitansinol para dar a maitansinoide de la

formula 42:
4
en donde:
Y representa
(CR7CRs)1(CRe=CR10)yC=CA{CRsCRe)mDy(CR11=CR12){CuC)sB{CRyCR):CR1R>SZ;,
en donde:

R; ¥ Rz son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterocidico aromético o heterocicioalquilo, y ademés R, puede ser H;
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A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 4tomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

Rs, R4, Ra, Re. Ry, Rs, Re, R11, Y Ry2 80n cada uno de manera independiente H,
CH,, C:;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono,
fenilo, fenil sustituido o radical heterociclico aromatico o heterocicloalquilo;

L m,n,o,p q.r,s, ytson cada uno de manera independiente 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicién de que por lo menos dos del, m, n, 0, p, q, I, 8 y t no sean cero en
ningin momento.

Z; #s H, SR o0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 dtomos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 4tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo, dicho método que comprende hacer reaccionar maitansinol de la

astructura 11 en C3:

1

con un compuesto de la fsrmula (IIP-L), (II-D), o (II-D,L):

HG, o © He, H © 0

vo_ o M B HiG, H ,”\

f N Ya' N Yo' %N Y,

o | o | | ¥
L b D, 1,

er m.)

Y2’ representa
(CR7CRg)1(CRy=CR10)pCaCA{CRsCRa)mD.{CR11=CR12){C=C)sB{CRsCR)CR1R2
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en donde:

R; y Rz son cada uno de manera independiente CHs, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenllo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquiio, y ademés R, puede ser H;

A, B, D son cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene 3-10 dtomos de carbono, arilo
simple o sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicioalquilo;

Ra, R4, Rs, Re, R7, Rs, Ro, Ri1, ¥ Ry2 s0n cada uno de manera independiente H,
CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &omos de carbono,
alquilo o alquenilo ramificade o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &omos de carbono,
fenilo, fenil sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m,n, o, p, q,r S, Yytsoncadauno de manera independiente 0 o un entero desde
1 hasta 5, a condicion de que por lo menos dos de |, m, n, 0, p, q, I, 8 ¥ t no sean cero en
ningan momento; y

Zy es H, SR o -COR, en donde R es aiquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o aiquenlio ramificado o ciclico que tiene desde 3
hasta 10 4tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromatico o
heterocicloalquilo.

55. El método de conformidad con la reivindicaciéon 54, caracterizado porque el
compuesto de la férmula (I) esta representado por la fdrmula (I-L).

56. El meétodo de conformidad con la reivindicaciéon 54, caracterizado porque R, es
H y R2 as metilo.

57. Un método de esterificacién de un maitansinoide para producir un éster de
maitansinoide representado por la férmula (IV-L), (IV-D), o (IV-D,L):

H O .i-H 0
Ma!f/ﬂyr/u\vl M Q/’\Tkr/u\va }:@NiY
0 o My 0 l :
- D

D.L
(v}

\\Q\
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en donde:

Yz reprasenta

(CR7CRa)1(CRsCRa)m{CRyCR4)/CR1R2SZ;, €n donde:

R¢ ¥ Rz son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico
que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Ris, Rs, Rs, Re, R7 ¥ Rs son cada uno de manera independiente H, CH,, CzHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 4tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independientements un entero desde 1 hasta 5, y
ademds n puede ser 0; y

Z; es H, SR o -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 &omos de carbono, alquilo o akjuenilo ramificado o cidico que tiene desde 3
hasta 10 d&tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromstico o
heterocicloalquilo; y

May es un maitansinoide; ol méiodo que comprende hacer reaccionar dicho
maitansinoide en C-3, C-14 hidroximetilo, C-15 hidraxd o C-20 desmetilo, con un

compuesto de la fdbrmula

AL L 4L,

@D
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en donde:

Y2 representa (CR7CRg)1(CRsCRe)m(CR:CR).CR1R2SZ;, en donde:

R; Yy Rz son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico
que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido, o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademés R; puede ser H;

Rs, Rs. Rs. Rs, R7 ¥ Rp s0n cada uno de manera independiente H, CHa, CzHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o
alqueniio ramificado o clclico que tiene desde 3 hasta 10 a&tomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido, o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada uno de manera independientements un entero desde 1 hasta 5, y
ademas n puede ser D;

Z es H, SR o0 -COR en donde R as alquilo o alquenilo lineal o ramificado que tiene
desde 1 hasta 10 d&tomos de carbono, aiquilo o alquenilo ciclico que tiene dasde 3 hasta
10 4tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo.

58. El método de conformidad con la reivindicacion 57, caracterizado porque R; es
H, R; es metilo, Rs, Re, Ry, y Rs S0n cadauno H; ly m son cadauna 1; ynes 0.

59. El método de conformidad con la reivindicacién 58, caracterizado porque el
compuesto de la fdrmula (I} estA representado por la férmula (I-L).

60. El método de conformidad con la reivindicacion 58, caracterizado porque el
compuesto de fdrmula (llI-L) es el compuesto 15a (S, S), 15b (S, R) 0 una mezcia de 15a
(S, S)y 15b (S\R).

61. El método de conformidad con la reivindicacion 58, caracterizado porque e!
compussto de la formula (HI-D) es el compuesto 15 (R, S), 15 (R, R), o una mezcla de 15
(R, S)y 15 (R, R).
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62. El método de conformidad con la reivindicaciéon 58, caracterizado porque el
compuesto de la fdrmula (lIl-D, L) es N-metilalanina racémica acilatada con un grupo
carboxdlico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en el cual el centro de carbono que
tiene el &tomo de azufre es racémico o de quiralidad R o S para dar el compuesto de la
estructura 15.

83. El método de conformidad con la reivindicacién 60, caracterizado porque la
meazcla de 15a (S, S) y 15b(S, R) se hace mediante un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar acido 4-mercaptopentanocico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar 8l compuesto 14 con N-metil-L-alanina para dar la mezcla de
compusstos 15a(S, S) y 15b(S, R).

64. El método de conformidad con la reivindicacién 80, caracterizado porque el
compuesto 15a(S, S) es elaborado a través de un método que comprende:

(1) convertir (R)-1,3-butandiol en acido (S)-4-(metiditio)pentanoico 19;

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y

(3) hacer reacclonar el compuesto 20 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15a(S, S).

85. El método de conformidad con la reivindicacién 80, caracterizado porque el
compuesto 15b (S, R) es elaborado a través de un método que comprende:

(1) convertir (S)-1, 3-butandiol en dcido (R)-4-(metiditio) pentanoico 24;

(2) convertir el compuesto 25 en su éster de N-hidraxisuccinimida (25); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 25 con N-metil-L-alanina para dar el compuesto
15b(S, R).

088. El método de conformidad con la reivindicacion 61, caracterizado porque la
mezcla de compuestos 15(R, S) y 15(R, R) es elaborada mediante un proceso que

comprende:

\&
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(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopantanoico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster N-hidroxisuccinimida 14,

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-D-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15 (R, S) y 15(R, R).

67. El método de conformidad con la reivindicacién 62, caracterizado porque la N-
metilalanina racémica acliatada con un grupo carboxdlico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en la cual el centro de carbono que tiene el atomo de azufre es racémico o de
la quiralidad R o S para dar los compuestos de |a astructura de 15 se elabora mediante un
proceso que comprende:

(1) hacar reaccionar dcido 4-mercaptopentancico (12) con metil metantioisulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metilalanina racémica para dar la N-
metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico que ostenta una funcionalidad
tiol protegida, en la cual e! centro de carbono que tiene el &omo de azufre es racémico o
de la quiralidad R o S para dar los compuestos de la estructura 15.

@8. El método de conformidad con la reivindicacién 58, caracterizado porque Ry y
Rz son metilo; Rs, Rs, R7 Y Rs son cada unc H; 1 y m son cadauna 1; ynes 0.

69. El método de conformidad con la reivindicacion 68, caracterizado porque el
compuesto de la formula (lll-L) es el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina.

70. El método de conformidad con la reivindicacion 68, caracterizado porque el
compuesto de la fdrmula (lll-D) es el compuesto 10 que contiene N-metil-D-alanina;

71. El método de conformidad con la reivindicacién 88, caracterizado porque el
compuesto de la formula (lli-D, L) es el compuesto 10 que contiene N-metilalanina
racémica.

72. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 89, 70 o 71,
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caracterizado porque el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina o
N-metilalanina racémica es elaborado a través del proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar sulfuro de isobutileno (5) con el anion de acetonitrilo para dar
el compuesto 8;

(2) hidrolizar el compuesto 8 para dar el &cido 4-mercapto-4-metilpentanoico (7);

(3) convertir el compuesto 7 en el disulfuro 8 mediante la reaccién con metil
metantiolsulfonato;

(4) convertir el compuesto 8 en su éster de N-hidroxisuccinimida 9; y

(5) hacer reaccionar e compuesto ® con N-metll-L-alanina, N-metil-D-alanina, 0 N-
metilalanina racémica para dar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina, o N-metilalanina racémica.

73. Un método para hacer un maitansinoide a través del método de cualquiera de
las reivindicaciones 57,58, 58 o 80, que comprende ademas separar los diasterdmeros, si
estén prasentes, y purificar el maitansinoide mediante HPLC en silice enlazada con ciano.

74. A método para hacer un conjugado de maitansinoide-agente de enlace celular
que comprende hacer un maitansinoide purificado a través del método de conformidad
con la reivindicacién 73, y hacer reaccionar el maitansinoide purificado con un agente de
enlace celular que comprende un grupo ditio reactivo o un grupo sulfhidrilo.

75. El método de conformidad con la reivindicacién 74, caracterizado porque el
grupo ditio reactivo es un grupo ditiopiridiio o un grupo ditiopiridilo sustituido.

76. A método para hacer un conjugado de maitansinoide-agents de enlace celular
que comprande hacer un maitansinoide purificado a fravés del método de conformidad
con la reivindicacién 72, y hacer reaccionar el maitansinoide purificado con un agente de
enlace celular que comprende un grupo maleimido o un grupo haloacetilo.

77. Un método de esterificacion de maitansinol para dar un maitansinoide de la
formula 4,:

\‘U\
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en donde:

Y2' representa (CR7CRy)1{CRsCRe)m(CR3CR4).CR1R:SZ;,

en donde:

R: y Rz son cada uno de manera independiente CHy, C,Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 4tomos de carbono, alquilc o alquenilo ramificado o
clclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademéas R; puede ser H;

Rs, R4, Rs, Re, R7 ¥ Rs, son cada uno de manera independiente H, CHs, CaHs,
alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 dtomos de carbono, alquilo o
alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo
sustituido o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

|, m y n son cada una de manera independiente un entero de 1 hasta 5, y ademés
n puede ser 0;

Z> @8 SR 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta
10 4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10
dtomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromético o
heterocicloalquilo, dicho método que comprende hacer reaccionar maitansinol de la

estructura 11 en C3:

n
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con un compuesto de la férmula (llI-L), (11I'-D), o {(liI*-D,L):

o
L D DL

er {m)

Y2 representa

(CR7CRa)1(CRsCRe)m(CRiCR4)}:CR1R,SZ,,

en donde:

R; y R; son cada uno de manera independiente CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 atomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
hetsrocidico gromﬁtico o heterocicloalquilo, y ademas R, puede ser H;

Ra. R4, Rs, Re, Ry ¢Rs son cada uno de manera independiente H, CHs, C,Hs, alquilo
0 alquenilo lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo
ramificado o ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fanilo sustituido
o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

I, m y n son cada una de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
ademads n puede ser O;

Z; es H, SR 0 -COR, en donde R es alquilo o alquenilo lineal que tiene desde 1
hasta 10 atomos de carbono, alquilo o aikquenilo ramificado o cidico que tiene desde 3
hasta 10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical heterociclico aromdtico o
heterocicloalquilo.

78. El método de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque el
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compuesto de la férmula (I} estd representado por la formula (I-L).

79. El método de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque R, es
H, R; es metlio, R5, R8, R7, y R8 son cada uno H; | ym son cadauna 1; yn as 0.

80. El método de conformidad con la reivindicacion 77, caracterizado porque el
compuesto de la formula (lil-L) es el compuesto 15a (S, 8), 15b (S, R) o una mezcia de
15a (S, S) y 15b (S, R).

81. El método de conformidad con la reivindicaciéon 77, caracterizado porque el
compuesto de la férmula (lIl-D) es el compuesto 15 (R, S), 15 (R, R), o una mezcla de 15
(R.S)y 15 (R, R).

82. El métode de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque el
compuesto de la férmula (lI-D, L) es N-metilalanina racémica acilatada con un grupo
carboxilico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en el cual el centro de carbono que
tiene el &tomo de azufre es racémico o de la quiralidad R o S para dar los compuestos de
la estructura de 15.

83. El método de conformidad con la reivindicacién 80, caracterizado porque la
mezcla de 15a (S, S) y 15b (S, R) se hace por medio de un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar écido 4-mercaptopentanoico (12) con metiimetantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida (14); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-L-alanina para dar la mezcla de
15a (S, S) y 15b (S, R).

84. El método de conformidad con la reivindicacion 80, caracterizado porque el
compuesto 15a (S, S) se hace a travéds de un método que comprende:

(1) convertir (R)-1, 3-butandiol en &cido (S)-4-(metiditio)pentanoico 18,

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 20 con N-metil-L-alanina para dar el

compuesioi5a (S, S).
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85. E! método de conformidad con la relvindicacion 80, caracterizado porque el
compuesto 15b (S, R) se hace a través de un método que comprende:

(1) convertir (S)-1,3-butandiol en 4cido (R)-4-(metiditio) pentanoico 24,

(2) convertir ef compuesto 24 en su éster de N-hidroxisuccinimida (25); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 25 con N-meti-L-alanina para dar el
compuestoi5b (S, R).

868. El método de conformidad con la reivindicacién 81, caractarizado porque
mezcla de compuestos 15 (R, S) y 15 (R, R) puede hacerse a través de un procaso que
comprende:

(1) hacer reaccionar écido 4-mercaptopentanocico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14,

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-D-alanina para dar la mezcia de
compuestos 15(R,S) y 15(R.R).

87. El método de conformidad c¢on la reivindicacién 82, caracterizado porque la N-
metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en el cual el centro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de
la quiralidad R o S para dar los compuestos de la estructura de 15 se hace a través de un
proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar édcido 4-mercaptopentancico (12} con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metilalanina racémica para dar la N-
metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en el cual el centro de carbono que tiene el &tomo de azufre es racémico o de
la quiralidad R o S para dar los compuestos de la estructura 15.

88. El método de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque R, y

W
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R; son metilo: Rs, Rg, R7, yRs soncadaunoH; lymson 1;ynesO.

89. E! método de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque el
compuesto de la férmula (lll-L) es el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina.

90. Ei método de conformidad con la reivindicacidon 77, caracterizado porque el
compuesto de la formula (lll-D) es e compuesto 10 que contiene N-metil-D-alanina.

91. El método de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque el
compuesto de la férmula (il-D,L) es el compuesto 10 que contiene N-metil-alanina
racémica.

92. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 89, 80 o 91,
caracterizado porque el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina o
N-metilalanina racémica se hace a través da un proceso que comprende:

(1) hacer reaccionar sulfuro de isobutileno (5) con el anién de acetonitrilo para dar
el compuasto 6;

(2) hidrolizar el compuesto 8 para dar el &cido 4-mercapto-4-metilpentancico (7);

(3) convertir el compuasto 7 en el disulfuro 8 medianta la reaccién con
metiimetantiolsulfonato;

(4) convertir el compuesto 8 en su éster de N-hidroxisuccinimida 9; y

(5) hacer reaccionar el compuesto 8 con N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina o N-
metilalanina racémica para dar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina o N-metilalanina racémica.

93. El método para hacer un maitansinoide de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 77, 79 o 88, que comprende ademdas separar los diasterbmeros, si estan
presentes, y purificar el maitansincide madiants HPLC sobre sllica enlazada con ciano.

84. Un método para hacar un conjugado de maitansinoide-agente de enlace
celular que comprende elaborar un maltansinoide purificado a través del método de
conformidad con la reivindicacién 93, y hacer reaccionar el maitansinoide purificado con

un agente de enlace celular que comprende un grupo ditio reactivo 0 un grupo sulfhidrilo.
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95. El método de conformidad con la reivindicaciéon 84, caracterizado porque el
grupo ditio reactivo es un grupo ditiopiridilo o un grupo ditiopiridilo sustituido.

98. Un método para hacer un conjugado de maitansinoide-agente de enlace
celular que comprende elaborar un maitansinoide purificado a través del método de
conformidad con la reivindicacidn 83, y hacer reaccionar el maitansinoide purificado con
un agents de enlace celular que comprende un grupo maleimido o un grupo haloacstilo.

97. Un método de tratamiento que comprende administrar a un sujeto qgue necesita
el tratamiento una cantidad efactiva del conjugado de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 24, 28 a 33, 37, 38 o0 39, 0 una sal farmacéuticamente acaptable o
solvato de la misma.

98. Un método de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que necesita
el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la reivindicacion
25, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma.

99. Un método de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que necesita
el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la reivindicacién
26, o una sal farmacséuticamente aceptable o solvato de la misma.

100. Un método de tratamiento que comprende adminisirar a un sujeto que
necasita el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la
reivindicacién 27, o una sal farmacéuticaments aceptable o solvato de la misma.

101. Un meétodo de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que
necesita el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la
reivindicacién 34, o una sal famacéuticamente aceptable o solvato de la misma.

102. Un método de fratamiento que comprende administrar a un sujeto que
necesita el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la
retvindicacion 35, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma.

103. Un meétodo de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que
necesita el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la
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reivindicacion 38, o una sal farmacéuticamente acaptable o solvato de la misma.

104. Un método de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que
necesita el tratamiento una cantidad efectiva dal conjugado de conformidad con la
reivindicacién 40, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma.

105. Un método de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que
necesita el tratamiento una cantidad efectiva dal conjugado de conformidad con la
reivindicacion 41, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma.

108. Un método de tratamiento que comprende administrar a un sujeto que
necesita el tratamiento una cantidad efectiva del conjugado de conformidad con la
reivindicacion 42, o una sal farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma.

107. Un compuesto de la férmula Il

P L 0,
L DL

D

(I

an donde:

Y; representa (CR7CRg){(CRsCRe)m(CRyCR).CR;R25Z,, en donde;

Ry y R; son cada uno de manera independient® CH,, C;Hs, alquilo o alquenilo
lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o
ciclico que tiene desde 3 hasta 10 &tomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquilo, y ademds R, can be H;

Rs. R4, Rs, Rg, R7 ¥ R s0n cada uno de manera independiente H, CH,y, CiHs,
alquilo o alquenilo ramificado lineal que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, alquilo
o aiqueniio ciclico que tiene desde 3 hasta 10 dtomos de carbono, fenilo, fenilo sustituido
o radical heterociclico aromético o heterocicloalquilo;

L. m y n son cada unc de manera independiente un entero desde 1 hasta 5, y
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ademnas n puede ser 0; y

Z; s SR o -COR, en donde R es alquilo lineal, alquilo ramificada o alquilo ciclico
que tiene desde 1 hasta 10 &tomos de carbono, o arilo simple o sustituido o radical
heterociclico aromético o heterocicloalquiio.

108. Compuestios 10(S), 10 (R) o racémico 10,

108. Un método para hacer el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-
metil-D-alanina, o N-metilalanina racémica que comrpende:

(1) hacer reaccionar sulfuro de isobutileno (5) con el anién de acetonitrilo para dar
el compuesto 6;

(2) hidrolizar el compuesto 8 para dar el dcido 4-mercapto-4-metilpentanoico (7);

(3) conwertir el compuesto 7 en disulfuro 8 mediante reaccion con
metiimetantiolsulfonato;

(4) convertir 8l compuesto 8 en su éster da N-hkiroxisuccinimida 8; y

(5) hacer reaccionar el compuesto 9 con N-metil-L-alanina, N-metil-D-alanina, o N-
metilalanina racémica para dar el compuesto 10 que contiene N-metil-L-alanina, N-metil-
D-alanina, o N-metilalanina racémica.

110. Una mezcia de compuestos 15a (S, S) y 15b (S, R).

111. Un método para hacer a mezcla de compuestos 15a (S, S) y 15b (S, R), que
comprende:

(1) hacer reaccionar acido 4-mercaptopentanoico (12) con metilmetantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida (14); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil-L-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15a (S, S) y 15b (S, R).

112. Una mezcia da compuestos 15 (R, S) y 15 (R, R).

113. Un método para hacer una mezcla de compuestos 15 (R,S) y 15 (R, R) que

comprande:
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(1) hacer reaccionar écido 4-mercaptopentancico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14,

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metil- D-alanina para dar la mezcla de
compuestos 15 (R, S)y 15 (R, R,).

114. N-metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxlico que tiene una
funcionalidad tiol protegida, en el cual el centro de carbono que tiene el 4tomo de azufre
es racémico o de la quiralidad R o S para dar los compuestos de una estructura de 15.

115. Un método para hacer N-metilalanina racémica acilatada con un grupo
carboxdlico que tiene una funcionalidad tiol protegida, en la cual el centro de carbono que
tiene ol &#tomo de azufre @s racamico o de la quiralidad R o S para dar los compuestos de
la estructura 15, que comprende:

(1) hacer reaccionar &cido 4-mercaptopentanocico (12) con metil metantiolsulfonato
para dar el compuesto 13;

(2) convertir el compuesto 13 en su éster de N-hidroxisuccinimida 14;

(3) hacer reaccionar el compuesto 14 con N-metilalanina racémica para dar la N-
metilalanina racémica acilatada con un grupo carboxilico que tiene una funcionalidad tiol
protegida, en la cual el centro de carbono que tiene el dtomo de azufre es racémico o de
la quiralidad R o S para dar los compuestos de |a estructura 15.

116. Compuesto 15a (S, S).

117. Un método para hacer el compuesto 15a (S, S) que comprende:

(1) convertir (R)-1,3-butandiol en écido (S)-4-(metiditio)pentanoico 19;

(2) convertir el compuesto 19 en su éster de N-hidroxisuccinimida (20); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 20 con N-meti-L-alanina para dar el
compuestoi5a (S, S).

118. Compuesto 15b (S, R).

119. Un método para hacer el compuesto 15b (S, R) que comprende:
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(1) convertir (S)-1,3-butandiol en écido (R)-4-(metiditio) pentanoico 24,

(2) convertir el compuesto 24 en su éster de N-hidroxisuccinimida (25); y

(3) hacer reaccionar el compuesto 25 con N-meti-L-alanina para dar el
compuesto15b (S, R).

120. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad efectiva del
compuesio de cualquiera de las rmeivindicaciones 2, 8, 13 o 108, una sal
farmacéuticamente aceptable o solvato de la misma, y un portador, diluyente 0 excipiente
farmacéuticamente aceptable.

121. La composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicaciéon 122, que
comprende ademéas un anticuerpo.

122. Un método para inducir la eliminacidn celular en poblaciones celulares
selaccionadas que compraende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace celular
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 18 a 24, 28 a 33, 37 a40 0 41, una
sal o solvato de la misma.

123. Un meétodo para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace cslular
de conformidad con la reivindicacion 25, una sal o solvato de la misma.

124. Un méiodo para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
céiulas objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace celular
de conformidad con la reivindicacion 268, una sal o solvato de la misma.

125. Un método para inducir la eliminacion celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace celular

de conformidad con la reivindicacion 27, una sal o solvato de la misma.
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128. Un método para inducir la eliminacién celular en pobiaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace celular
de conformidad con la reivindicacién 34, una sal o solvato de la misma.

127. Un método para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agents de enlace celular
de conformidad con la reivindicacién 35, una sal o solvato de la misma.

128. Un método para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
celulas objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace celular
de conformidad con la reivindicacién 38, una sal o solvato de la misma.

128. Un método para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinolde-agente de enlace celular
de conformidad con la reivindicacion 42, una sal o solvato de la misma.

130. Un método para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner en contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansincide-agenia de enlace celular
de conformidad con la reivindicacién 43, una sal o solvato de la misma.

131. Un método para inducir la eliminacién celular en poblaciones celulares
seleccionadas que comprende poner an contacto células objetivo o tejido que contiene
células objetivo con una cantidad efectiva de un maitansinoide-agente de enlace celular

de conformidad con la eivindicacién 44, una sal o solvato de la misma.
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RESUMEN

Se describen nuevos maitansinoides que contienen tiol y disulfuro que tienen una
sustitucién mono o di-alquilo en el 4tomo alfa-carbono que tiene el &tomo de azufre. Se
describen también métodos para la sintasis de estos nuevos maitansinoides y métodos
para el enlace de esos nuevos maitansinoides a agentes de enlace celular. Los
conjugados de maitansinoide-agenta de enlace celular son utiles como agentes
terapéuticos, que son suministrados de manera especifica a células objetivo y son
citotéxicos. Estos conjugados exhiben eficacia terapéutica ampliaments mejorada en

modelos de tumor con animales en comparacién con los agentes previamente descritos.
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a) Citotoxicidad y especificidad in Vitro ded huC242-DMY y huc282-DM4 Conjugacicnse
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Eficacla In vivo de Conjugados huC242-Mattansinolde (Xendgrafos HT-28).
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Eficacia-In vivo de Genjugadoa hu€242-Maltansinolide (Xendgrafos COLO-205).
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FIGURA 9

Eficacla In vive de Conjugados MY-9-6-Maitansinolde (Xendgrafos HLS0).

2400-
—=~ Control
< —o— MYS-6-DM{
E -~ MY9-8-DM3
g —o—MYB-6-DM4
3
3
I
)
38 40

Dina (post-inoculacién)




FRACCION SOBREVIVIENTE

FIG. 10.- Actividad In Vitro del andlisis de la chotoadcided: Hulity®-8-DM4 hacla
lss céluln anfigeno-posiivia HL-80 y las células antigeno negativas de
Namajwa.
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FKG. 11.- Comparacion en vivo de la eficacia de las conjugaciones huMy9-8-

DM4 y huMyS9-6-DM1 contra HL-60 tumar humano xenoinjertado en ratones
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FIG. 12.- Anélisis In Vitro de la citotoxicidad de huB4-DM4
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FIGURA 13a.- Eficacia en vivo de la conjugacion huB4-DM4 contra
xenoinjertos Ramos en ratones SCID.
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Figura 13b.- Eficacia en vivo de la conjugacion huB4-DM4 contra xenoinjertos
Ramos en ratones SCID: Cambios del peso corporal en animales
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