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METODO PARA ACTIVAR LAS POBLACIONES bg CELULA ESPECIFICAS
UTILIZAND _CONJUGADOS MAITANSINOIDES DEL AGENTE DE ENLACE
CELULAR ENLAZADOS A TRAVES DE UN ENLAZADOR NO DIVISIBLE, DICHOS
CONJUGADOS, Y METODOS PARA HACER DICHQOS CONJUGADOS

Esta solicitud reclama el beneficio de la Sc;licitud de Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 80/509,801, presentada el 10 de octubre del 2003, la
descripcion completa de la cual se incorpora aqul por referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

Un método consistente con la presents invencién se refiere a la activacién de
poblaciones de céiula especificas utilizando conjugados maitansinoides del agente de
enlace celular enlazados a tr.avés un enlazador no divisible. Otro método conaia.tente con
la presente Iinvencién es un método para hacer el conjugado. Una composicién
consistente con la presents invencion se refiere a conjugados maitansinoides del agente
de enlace celular novedosoa en donde el maitansinoide estd enlazado a través de un
enlazador no divisible al agente de enlace celular. Otra composiciéon consiste con la

presente invencion se refiere a dsteras maitansinoides novedosos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los maitansinoides son férmacos altamente citotbxicos. La maitansina fue aislada
primero por Kupchan y otros, del arbusto Maytenus serrata del este de Africa y demostrd
que es de 100 a 1000 veces m4s citotéxico que los agentes quimioterapéuticos de céncer
convencionales de tipo metotrexato, daunorubicina, y vincristina (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 3,886,111). Subsecuentements, ee descubri6 que algunocs

microbios también producen maitansinoides, tales como maitansinol y ésteres C-3
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maitansinol (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,151,042). Los ésteras
C-3 sintéticos de maitansinol y los andlogos de maitansinol también han sido reportados
(Kupchan y otros, 21 J. Med. Chem. 31-37 (1878); Higashide y otros 270 Nature 721-722
(1977); Kawai y otros, 32 Chem. Pharm. Bull. 344.1'-3451 (1884)). Ejemplos de andlogos
de maitansinol a partir de los cuales se han preparado ésteres C-3 incluyen maitansinol
con modificaciones en el anillo aromético (por ejemplo decloro) o en el C-8, C-14 (por
ejemplo grupo metil hidroxilado), C-15, C-18, C-20 y C-4,5.

Los ésteres C-3 de existencia natural y sintéticos se pueden clasificar en dos
grupos: (a) ésteres C-3 con écidos carboxllicos simples (Patentes de loe Estados Unidos
de Norteamérica Nos. 4,248,870; 4,265,814, 4,308,268; 4,308,269; 4,300,428; 4,317,821;
4,322,348, y 4,331,588), y

(b) Esteres C-3 con derivados de N-metil-L-alanina (Patentes de los Estados
Unidoe de Norteamérica Noe. 4,137,230 y 4,280, 608; y Kawai y ofros , 32 Chem. Pharm.
Bull. 3441-3451 (1984)).

Se encontré que los ésteres del grupo (B) son mucho mas citotéxicos que los
ésteres del grupo (a).

La Maitansina @3 un inhibidor mitético. Se ha reportado que el tratamiento con
células L1210 in vivo con maitansina da como resultado que 67% de la células se
acumulen en mitosis. Se ha reportado que las células de control no tratadas de.muostmn
un Indice mitético en la escala de entre 3.2 a 5.8% (Sieber y otros, 43 Bibl. Haematol.
495-500 (18786)). Los experimentos con huevos de erizo de mar y huevos de aimeja han
sugerido que la maitansina inhibe la mitosis a travéa de la interferencia con la formacién
de microtdbulos a través de la inhibicibn de la polimerizacion de la protelna de
microtibulo, tubulina (Remillard y otros , 189 Science 1002-1005 (1975)).

Se ha encontrado que las suspensiones de célula leucémica de murino P388,
L1210, y LY5178, in vivo, son inhibidas a través de maitansina a dosis de 10 a 10" ug/mi
con la linea P388 siendo ia mas sensible. La Maitansina también ha demostrat_:lo que es

un Inhibidor activo del crecimiento in vivo de células de carcinoma nasofaringeas



10

15

20

25

humanas, y la linea C.E.M de leucemia linfobldstica aguda humana se reportd como
siendo inhibida a través de concentraciones tan bajas como 107 ug/mi (\_Nolpert—
DefFillippes y otros, 24 Biochem. Pharmacol. 1735-1738 (1975)).

La Maitansina también ha demostrado que es activa in vivo. El crecimiento de
tumor en el sistema de leucemia linfocitica P388 demostré que se inhibe sobre un rango
de dosis de 50 a 100 veces, lo que sugiere un Indice terapéutico alto; también la actividad
significativa inhibidora se podria demostrar con el sistema de leucemia de ratén L 1210, el
sistema de carcinoma de pulmén de Lewis humano y el sistema de melanocarcinoma B-
16 humano (Kupchan, 33 Ped. Proc. 2288-2295 (1974)).

Debido a que los maitansinoides son altamente citotéxicos, se espera que sean de
uso en el tratamiento de muchas enfermedades tal como céncer. Esta expectativa atn no
gse ha logrado. Las pruebas clinicas con maitansina no fueron favorables debido a un
nimero de efectos laterales ((lssel y otros, 5 Cancer Treat. Rev. 199-207 (1978)). Los
efectos adversos para el sistema nervioso central y los sintomas gastrointestinales fueron
responsables de que algunos pacientes rechazaran la terapia adicional, (Isse.l en 204), y
parece que la maitansina estuvo asociada con neuropatias periféricas que podrian
acumularse (Issel en 207).

Por consiguiente, se emplearon las técnicas de activacion para selectivamente
suministrar farmacos a la célula objetivo. Se han investigado ambos, los enlazadores
divisibles y los no divisibles para varios farmacos, perc en la mayoria de los casos,
incluyendo el caso de maitansinoides las pruebas de citotoxicidad in vitro ha revelado que
loe conjugadoe de anticuerpo-frmaco logran la misma potencia citotdxica que los
farmacos no conjugados libres. De esta forma, se ha aceptado en general que el
suministro activado de maitansinoides para que sea efectivo, el enlace entre el
maitansinoide y el agents de enlace celular debe ser divisible.

Ademas, en el érea de la inmunotoxinas, los conjugados que contienen
enlazadores con puentes de disulfuro entre loa anticuerpos monocionales y las toxinas de

proteina cataliticamente activas demostraron que son mas citotdxicas que los conjugados
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que contienen otros enlazadores. Ver, Lambert y otros, 2680 J. Biol. Chem, 12035-12041
(1885); Lambert y otros, en Immunotoxing 175-209 (A. Frankel, ed. 1888), y Ghetie y
otros, 48 Cancer Res. 2610-2617 (1888). Esto se atribuyé a la alta concentracién
Intracelular de glutationa que contribuye a la divigidn eficiente del enlace de disulfuro entre
una molécula del anticuerpo y una toxina. Méds recientements, un conjugado de
maitansincides enlazado al anticuerpo TA.1 de cancer de pecho anti-Her2 a través de un
entazador SMCC no divisible demostré que es 200 veces més potente que un conjugado
de maitansinoides enlazado a TA.1 a través de un enlazador que tiene un enlace de
disulfuro divisible (Chari y otros, 52 Cancer Res. 127-133 (1892)).

De esta forma, se han buscado los conjugados citotéxicos enlazados a través de
enlazadores divisibles que contiene disulfuro. Shen y otros describieron la conversion de
metotrexato dentro de un derivado de mercaptoetilamida seguido por la conjugacién con
poli-D-lisina a través de un enlace de disulfuro (260 J. Biol. Chem.
10805-10808 (1985)). La preparacibn de un conjugado del famaco téxico
caliciqueamicina que contiene trisufuro con un anticuerpo también se describi
(Menendez y ofros, Fourth Intemnational Conference on Monoclonal Antibody
Immunoconjugates for Cancer, San Diego, Abstract 81(19689)).

Las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,208,020 y 5,416,084,
las descripciones completas de las cuales estdn expresamente incorporadas aqul por
referencia, describen los conjugados citotéxicos que comprenden agentes de enlace de
célula enlazados a derivados maitansinoides especificos a través de enlazadores
divisibles, tales como los enlazadores que contienen grupos de disulfuro, enlazadores que
contienen grupos de acido inestables, enlazadores que contiene grupos foto inestables,
enlazadores que contiene grupos de esterasa inestables.

La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 6,333,410 B1, Ila
descripciéon completa de la cual expresamente &e incorpora aqul por referencia, describe
un proceso para preparar y purificar maitansinoides que contiene tiol para enlazar los
agentes de enlace a la célula, y la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
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68,441, 63 B1, la descripcion completa de la cual expresamente se incorpora aqul por
referencia, describe un método de un solo paso para preparar conjugados cltotéxicos de
maitansinoiies y agentes de enlace a la célula, en donde el enlazador es un enlazador
divisible que contiene disulfuro.

Ademads, la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,208, ensefia
conjugados de anticuerpo-maitansinoide con enlazadores no divisibles, en donde el
enlazador comprende un grupo maleimido. Sin embargo, la referencia no contiene datos
experimentales que demuestran que dichos conjugados son efectivos para tratar
enfermedades.

Se ha encontrado, inesperadamente que los conjugados citotdxicos de
maitansinoides y agentes de enlace a la célula a travée de enlazadores no divisibles son
extremadamente potentes, y en muchos casos tienen ventajas inesperadas sobre los
conjugados de maitansinoides y agentes de enlace a la célula con enlazadores divisibles.

BREVE DESCRIPICION DE LA INVENCION

Las modalidades no limitantes, ilustrativas de la presente invencién dMs a
continuacién superan las desventasjas anteriores y otras desventajas no descritas
anteriormente. También, la presente invencién no es requerida para superar las
desventajas descritas anteriorments, y una modalidad no limitante, Iluoﬁaﬁva de la
presente Invencién descrila a continuacién puede no superar ninguno de los problemas
anteriormente descritos.

Un aspecto de la presente invencién es un método para activar un mait.ansinoide
para una poblacién de células especifica comprendiendo poner en contacto una poblacién
de células o tejido que se sospecha que contiene células de dicha poblacién de células
seleccionada con un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular, en cionde uno
© méas de los maitansinoides estdn enlazados al agente enlazador celular a través de un
enlazador no divisible.

Otro aspecto de la presente invencién es un método para tratar tumores,

WA
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enfermedades autoinmunes, rechazos a injerto, enfermedad de injerto contra huésped,
infecciones virales, infecciones por parésito, y otras enfermedades que se pueden fratar a
través de terapia de activacion en donde el agente para la activaclén es un agente
enlazador celular, dicho método comprende administrar a un sujeto en la necesidad del
tratamiento una cantidad efectiva de un conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular, en donde uno o mas de los maitansinoides estd4 enlazado al agente enlazador
celular, o una formulacién farmacéuticamente aceptable o solvato de dicho conjugado.

Ofro aspecto de la presente invencioén es un conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular, en donde uno o més maitansinocides estdn enlazados al agente
enlazador de la célula a través de un enlazador no divisible.

Otro aspecto de la presente invencion es una composicién que comprende el
conjugado anteriormente descrito.

Oftro aspecto de la presente invencidn es un método par hacer el conjugado
anteriormente descrito.

Otro aspecto de la presente invencion son ésteres maitansinoides novedosos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la estructura de SMCC.

La Figura 2 muestra la estructura de DM1.

La Figura 3 muestra graficamente los resultados de un ensayo de anla.oe FACS
comparando el anticuerpo huC242 con el conjugado de anticuerpo-maitansinoide huC242-
SMCC-DM1.

La Figura 4 muestra grificamente la citotoxicidad de hucz42-SMcc-DM‘i .

La Figura 5 muestra la cromatografia de exclusién de tamafio para huC242-
SMCC-DM1.

La Figura 8A-C y la Figura 7 muestran gréficamente la citotoxicidad de huC242-
SMCC-DM1 comparada con los conjugados preparados con enlazadores que contienen
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La Figura 8A-D muestra grificamente la citotoxicidad de los conjugados SMCC-
DM1 enlazados a varios agentes enlazadores de la células.

La Figura 8 muestra gréficamente la cltotoxicidad del conjugado del anticuerpo-
maitansinoide huC242-SIAB-DM1.

La Figura 10A muestra grificamente la actividad anti-tumor de huC242-SMCC-
DM1 contra xenoinjertos de colon humanos COLO205 en ratones.

La Figura 10B muestra grificamente la actividad anti-tumor de huC242-SMCC-
DM1 contra los xenoinjertos humanos SNU18 en ratones.

La Figura 10C muestra graficamente |a eficacia anti-tumor de trastuzumab-SMCC-
DM1 contra xenoinjertos MCF7 humanos en ratones SCID.

La Figura 11 muestra grificamente grados de eliminacién de plasma de huC242-
SMCC-DM1 comparado con enlazadores que contiene disulfuro.

Las Figuras 12A-C muestran grificamente los resultados de los estudios de
toxicldad aguda de huC242-SMCC-DM1 comparado con conjugados preparados con
enlazadores que contienen disulfuro.

La Figura 13 muestra la durabilidad del arresto del ciclo de la célula y la actividad
destructora de la céiula a través de huC242-SMCC-DM1 comparado con conjugados
preparados con enlazadores que contiene disulfuro.

Las Figuras 14A-C- muesiran la activided del efecto espectador minimo de
huC242-SMCC-DM1 comparado con conjugados preparados con enlazadores que
contiene disulfuro. |

La Figura 15 muestra estructuras representativas de agentes de entrelazados
basados en maleimido.

La Figura 16 muesira estructuras representativas de agentes entrelazadores con
base en haloacstilo. |

La Figura 17 muestra la estructura de los conjugados de anticuerpo—SMCC-DM1.

La Figura 18 muestra la estructura de los conjugados anticuerpo-SIAB-DM1.

i
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La Figura 18 muestra la estructura de los conjugados anticuerpo-SMCC-DM4.

La Figura 20 muestra la estructura de los conjugados anticuerpo-SIAB-DM4.

La Figura 21 muestra la sintesis de un conjugado de agente enlazador
maitansinoide enlazado a través de un enlazador no divisible que no contiene S.

La Figura 22 muestra gréficamente la citotoxicidad de un enlazador DM no
divisible que no contiene S huC242.

La Figura 23 muestra griaficamente los resutados de un ensayo de enlace FACS
del enlazador DM1 no divisible que no contiene S huC242.

La Figura 24 muestira grificamente los resultados de un ensayo de enlace de
placa HER2 ECD comparando el anticuerpo trastuzumab con el conjugado de anticuerpo-
maitansinoide trastuzumab-SMCC-DM1.

La Figura 25 muestra gréficamente la cltotoxicidad y la especificidad de
trastuzumab-SMCC-DM1.

La Figura 26 muestra la cromatografia de exclusién de tamafio para trastuzumab-
SMCC-DM1.

La Figura 27 muestra gréficamente los resuliados de un ensayo de enlace de
placa HER2 ECD comparando el anticuerpo trastuzumab con el conjugado de anticuerpo-
maitansinoide trastuzumab-SIAB-DM1.

La Figura 28 muestra gréficamente la citotoxicidad y especificidad de Im;tuzumab-
SIAB-DM1.

La Figura 29 muestra la cromatografia de exclusién de {amafio para trastuzumab-

SIAB-DM1.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES ILUSTRATIVAS DE LA

INVENCION

La técnica revela que es extremadamente dificl para modificar los faérmacos
existentes sin disminuir su potencial citotéxico. Sin embargo, las Patentes de los Estados
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Unidos de Norteamérica Nos. 6,441,183 B1, 6,333,410 B1, 5,416,084, y 5,208,020
demuestran que los agentes citotéxicos potentes ge pueden crear a través de enlace de
maitansinoides con log agentes de eniace apropiados a travée de enlazadores
apropiados, especiaimente enlazadores divisibles que contiene grupos de disulfuro. El
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular permite la completa medicion de la
accién cltotéxica del maitansinoide que se va a aplicar en una forma activada contra
células no deseadas solaments, por lo tanto evitando los efectos laterales debido al dafio
de células sanas no activadas.

Los inventoras de la presente han desacubierto de manera inesperada que los
maltansinoides enlazados a agentes enlazadores celulares a través de enlazadores no
divisibles son superiores en varios aspectos importantes a los maitansinoides enlazados a
través de enlazadores divisibles. En particular, cuando se compara con oonjudados que
contiene enlazadores divisibles, los conjugados con enlazadores no divigibles muestran
una actividad anti-tumor equivalente tanto in vitro como in vivo, pero demuestran una
dieminucién marcada en el grado de eliminacién de piasma y en toxicidad.

De esta forma, esta invencidén provee un método mejorado para activar células,
especiaimente células que van a ser destruidas, tales como las células de tumor
(particularmente células de tumor sdlido), células infectadas con virus, céiulas I.nfectadas
con microorganismos, células infectadas con parasitos, células autoinmunes (células que
producen anticuerpos), células activadas (aquellas involucradas en el rechazo de injerto o
la enfermedad de huésped conira injerto), o cualquier otro tipo de célula de células
enfermes o anormales, mientras exhiben un minimo de efectos laterales.

El conjugado utiiizado en el método de la invencién tiene uno o més
maitansinoides enlazados a un agente enlazador de la célula a través de un enlazador no
divisible. En un método para hacer el conjugado, un agents enlazador celular, por ejemplo
un anticuerpo, primero se modifica con un reactivo de entrelazamiento tal como SMCC.
En un segundo paso, un maitansinoide reactivo que tiene un grupo tiol, tal como DM1, se

hace reaccionar con el anticuerpo modificado para producir conjugados anticuerpo-
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maitansinoide. Alternativamente, el maitansinoide se puede modificar con un reactivo de
entrelazamiento con un agente enlazador celular. Ver, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica No. 6,441,163 B1.

Maltansinoldes Adecuados

Los maitansinoides adecuados para uso en la presente invencién son bien
conocidos en la técnica, y se pueden aislar de fuentes naturales de acuerdo con métodos
conocidos, producidos utilizando técnicas de ingenieria genética (ver Yu y otros, 88 PNAS
7668-7873 (2002)), o preparados sintéticamente de acuerdo con métodos conocidos.

Ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen andlogos de maltansinol.
Ejemplos de andlogos de maitansinol adecuados incluyen aquellos que tienen un anillo
aromdtico modificado y aquellos que tienen modificaciones en otras posiciones.

Los ejemplos especificos de andlogos de maitansinol adecuados que iienen un
anillo aromético modificado incluyen:

(1) C-18-decloro (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4,258,748)
(preparado a través de reduccién LAH de anasamitocina P2);

(2) C-20-hidrox (o C-20-demetil)+/-C-19-decloro (Patentes de los Estados Unidos
de Norteamérica Nos. 4,381,650 y 4,307, 016) (preparado a través de la desmetilacién
utiiizando Strepfomycesor Actinomyoes o desclorinacion utiizando LAH);,y

3) C-20-demetoxi, C-20-aciloxi(-OCORY), +/~decloro (Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica No. 4,294,757) (preparado a través de acilacién utilizando cloruros de
acilo). .

Los ejemplos especificos de andlogos de maitansinol adecuados que tienen
modificaciones de otras posiciones incluyen:

(1) C-9-SH (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 4-.424.219)
(preparado a través de la reaccion de maitansinol con H2S o P,S,);

(2) C-14-alcoximetii{demetoxi/CH,OR) (Patente de loe Estados Unidos de

I2
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Norteamérica No. 4,331,588);

(3) C-14-hidroximetil o aciloximeti(CH,OH o CH;OAc) (Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 4,450,254) (preparado de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No.
4,364,06868) (preparado a través de la conversibh de maitansinol a través de
Streptomyces);

(5) C-15-metoxi (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 4,313,948
y 4,315,929) (aislado de Trewia nudifiora);

(8) C-18-N-demetil (Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos.
4,362,663 y 4,322,348) (preparado a través de la desmetilacién de maitansinol a través de
Streptomyces), y

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

Muchas posiciones en maitansinol se sabe que son (tiles como la posicién de
enlace, dependiendo del tipo de enlace. Por ejemplo, para formar un enlace de éster, la
posicién C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicién C-14 modificada con hidﬁ:ximetilo.
la posicién C-15 modificada con un grupo hidroxilo y la posicién C-20 que tiene un grupo
hidroxilo, todas son adecuadas. Sin embargo, la posicién C-3 es preferida y la posicién C-
3 de maitansinol es especialmente preferida. |

De acuerdo con la presente invencién, un maitansinoide preferido tiene un grupo
tiol libre. Los maitansinoides particularmente preferidos comprenden un grupo tiol libre
que contiene ésteres que incluyen N-metil-alanina y ésteres que contlenar.\ N-metil-
cisteina de maitansinol son ésteres C-3 de maitansinol y sus andlogos. Los ésteres
preferidos incluyen ésteres que incluyen ésteres que contienen N-metil-alanina y ésteres
que contienen N-metil-cisteina. La sintesis de los ésteres de maitansinol que .ﬁenen un
grupo tiol libre has sido previamente descritos por ejemplo en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 5,208,020, Chari y otros, 52 Cancer Res., 127-131 (1882), y
Liu y otros, 83 Proc. Natl. Acad. Sci.,, 8618-8823 (1688). Ademas, la Patente de los
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Estados Unidos de Norteamérica No. 8,333,410 B1, la descripcién completa de la cual se
incorporan aqul por referencia, provee un proceso mejorado para/ la preparacion y
purificacién de maitansinoides que contiene tiol adecuados para enlaces con el agente
enlazador de la células.

Muchos de los conjugados de la presents invencién ejemplificados més adelante
utilizan el maitansinoide DM1 que contiene tiol, formalmente denominado N>-deacetil-N*-
(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina. DM1 se representa a través de la siguiente formula
estructural:

MeO

La sintesis de! maitansinoide DM1 que contiene tiol ha sido previamente descrita
(Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,208,020).

La Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 10/849,1386, la descripcién
total de la cual se incorpora aqul por referencia, describe los maitansinoides que contiene
tiol estéricamente inhibido que lleva uno o dos substituyentes alquilo en el carbono a
llevando la funcionalidad tiol. Ademas, el grupo acllo de la cadena lateral de aminoacido
acilado del maitansinoide llevando el grupo sulfhidrilo posee una longitud de cadena lineal
de por lo menos tres 4tomos de carbono entre el grupo carbonilo de la amiia y el &tomo
de azufre. Estos maitansinoides novedosos son adecuados para uso en la presente
invencién. |

La sintesis de maitansinoides que tienen un grupo tiol estéricamente inhibido se
pueden describir a fravés de la referencia a la Solicitud de Patente de los Estados Unidos
de Norteamérica No. 10/849,138, especial mente la Figura 3 ahl. |

En un aspecto de la invencién, el maitansinoide contiene un grupo tiol

)4
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estéricaments inhibido y se representa a través de la férmula (II'-L),(li*-D), o (II'-D,L):

H J\ H Nj\ H O
AR
L D DL

@

Y;' representa

(CR7CRg){CRs=CR10)p(C=C)qAc(CRsCRa)mDu(CR11=CR12){C=C)sB{(CR;CR,):CR;R
2SH.

A, B, y D, cada una independientemente es alquilo ciclico, o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 4tomos de carbono, arilo simple o substituido, o un radical aromético
heterociclico o heterocicloalquilo.

De R, a Rz cada uno es independientemente alquilo lineal o0 alquenilo que tiene
de 1 a 10 &tomos de carbono, alquilo ciclico o ramificado, o alquenilo que tiene 'de 3a10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromatico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a Rz pueden ser H.

Lm,n o p qrs,t yucada uno independientemente es 0 o unenterode 1a 5,
siempre que por lo menos dosdel, m, n, 0, p, q, I, 8, t y u ambos no sean cero.

May representa un maitansinoide que lleva una cadena lateral en el hidroxilo C-3,
hidroximetilo C-14, hidroxilo C-15 o desmetilo C-20.

Otro Maitaneinoide (til en la invencién se representa por la formula (l1-L), (1I-D), o
(I-D,L):

A A

a
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' En la férmula (1)
; Y, representa (CR,CRs){CRsCRa)m(CRsCR4).CR:1RzSH.
R; a Ry son cada uno independientemente alquilo lineal, o alquenilo que tiene de
5 1 a 10 &tomos de carbono, alquilo ramificado o cliclico, o alquenilo que tiene de 3 a 10
adtomos de carbono, fenilo, fenilo substituido, un radical aromdtico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R, a R, pueden ser H. .

I, m y n con cada uno independientemente un entero de 1 a 5, y ademés n puede

ser 0.
10 May representa un maitansinol que lleca hidroxilo C-3, hidroximetilo C-1 4. hidroxilo
C-15 o desmetilo C-20.
@ Otro maitansinoide (til se representa por la férmula 4,".
15
20 o
en donde los substituyentes se definen por la formulas (ll') anterior.

Oftro maitansinoide Util ee representa a través de la formula 4,:

. 1,

4
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en donde los substituyentes son como se definieron en la fdrmula (lI) anterior.

Los preferidos son cualquiera de los compuestos anteriormente descritos en
donde R, e8 H y R; es metilo o R, ¥ R; son metilo.

Especialmente preferidos son cualquier compuesto anteriomente descrito en
donde R, es H, R; es metilo, Rs, Rs, R;Yy Rscadaunoes H, lymcadaunoes 1,ynes0;
y aquelios en donde R, y R; son metilo, Rs, Re, Ry, Rycadaunocoes H,lynson1,ynesO.

Ademas, el esterecisémero L-aminoacilo es preferido.

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

Ejemplos de akquilos ramificados o alquenilos que tienen de 3 a 10 &tomos de
carbono incluyen, pero no se limitan a, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, ter-butilo,
lsopentilo, 1-etiio-propilo, isobutenilo e isopentenilo. '

Ejemplos de alquilos ciclicos o alquenilos que tienen de 3 a 10 d4tomos de carbono
incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
ciclopentenilo, y ciciohexenilo. '

Los arilos simples incluyen arilos que tienen de 8 a 10 4tomos de carbono, y los
arilos substituidos incluyen arilos que tiene de 8 a 10 4tomos de carbono llevando por lo
menos un substituyente alquilo que contiene de 1 a 4 é&tomos de cémono. o
substituyentes alcoxi tal como metoxi, etoxi, 0 un substituyente halégeno o un
substituyente nitro.

Ejemplos de arilos simples que contienen de 6 a 10 dtomos de carbono. incluyen,
pero no se limitan a, fenilo y natftilo.

Ejemplos de arilo substituido incluyen, pero no se limitan a, nitrofenilo, dinitrofenilo.

Los radicales arométicos heterociclicos incluyen grupos que tienen un ar.|IIIo de de
3 a 10 miembros que contiene uno o dos atomos heterogéneos seleccionados de N, O o
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Ejemplos de radicales arométicos heterociclicos incluyen, pero no se limitan a,
piridilo, nitro-piridilo, pirrolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, y furilo.

Los radicales heterocicloalquilo incluyen compuestos ciclicos, que comprenden
gistemas de anillo de 3 a 10 miembros, que contiene uno o dos &tomos heterogéneocs,
seleccionadosde N, O 0 S.

Los Ejemplos de radicales de heterocicloalquilo incluyen, pero no se limitan a,
dihidrofurilo, tetrahidrofurilo, pirrolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, y morfolino.

Los maitansinoides particularmente preferidos que incluyen una cadena lateral que
contiene un enlace tiol estéricamente inhibido son maitansinoides N-deacetil-N-*(4-
mercapto-l-oxopentil)-maitarisina (denominado DM3) y N?-deacetil-N7-(4-metil-4-
mercapto-1-oxopentil)-maitansina (denominado DM4). DM3 y DM4 se representan a
través de la siguiente formula estructural:

DM3 DM

Agentes enlazadores de célula

La efectividad de los compuestos de la invenciébn como agentes tar.apéuﬁoos
depende de la cuidadosa seleccién de un agente enlazador apropiado de la célula. Los
agentes enlace a la célula pueden ser de cualquier clase actuaimente conocida, o que se
vuelven conocidos e incluyen péptidos y no péptidos. Generaimente, estos pl.neden ser
anticuerpos (especiaimente anticuerpos monocionales), linfocinas, hormonas, factores de

crecimiento, vitaminas, moléculas para el fransporte de nutrientes (tales como

1%



10

15

17

transferrina), o cualquier ofra molécula o substancia enlazadora de célula que
especificamente enlace un objetivo.

Los ejemplos mas especificos de agentes de enlace a la célula que se pueden
utilizar incluyen:

anticuerpos policlonales y monocionales, incluyendo anticuerpos completamente
humanoe,;

anticuerpoa de cadena Indiv;dual (policlonal y monoclonal); fragmentos de
anticuerpo (policlonal y monocional) tales como Fab, Fab', F{ab')z, y Fv (Parham, 131 J.
Immunol. 2885-2802 (1883); Spring y otros , 113 J. Immunol. 470-478 (1974); Nisonoff y
otros, 89 Arch. Biochem. Biophys. 230-244 (1860));

anticuerpos quiméricos y fragmentos enlazadores de antigeno de loe mismos;

anticuerpos de dominio (dAbs) y fragmentos enlazadores de antigeno de los
mismos, incluyendo anticuerpos camelid (Desmyter y ofros, 3 Nature Struct. Biol, 752,
1896);

anticuerpos tiburén llamados nuevos receptores de antigeno (IgNAR) (Greenberg
y otros, 374 Nature, 188,1985; Stanfield y otros 305 Science 1770-1773, 2004);

interferones (por ejemplo alfa, beta, gama),

linfocinas tales como IL-2, IL-3, IL-4, IL-8;

hormonas tales como insulina, TRH (hormona que libera tirotropina), MSH
(hormona que estimula melanocito), hormonas esteroides, talee como andrégenos y
estrogenos;

factores de crecimiento y factores estimuladores de colonia tales como EGF, TGF-
alfa, FGF, VEGF, G-CSF, M-CSF y GM-CSF (Burgess, 5 Immunology Today 155-158
(1864));

transferrina (O'Keefe y otros , 260 J. Biol. Chem. 832-937 (1685)); y

vitaminas, tal como folato.

Las técnicas de los anticuerpos monoclonales permiten la produccion de agentes
enlazadores de célula exiremadamente especiicos en la forma de anticuerpos
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monoclonales especificos. Particularmente bien conocidas en la técnica son las técnicas \,
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para crear anticuerpos monoclonales producidos a través de la inmunizacién de ratas,
hamsteres, o cualquier otro mamifero con el antigeno de interés, tal como la célula
objetivo Intacta, antigenos aisiados de la célula objetivo, el virus completo, el virus
completo atenuado, y protelnas virales tales como las proteinas de capa viral. Las células
humanas sensibilizadas también se pueden utilizar. Otro método para crear anticuerpos
monoclonales es el uso de colecciones de fago de scFv (regiéon variable de cadena
individual), scFv espacificamente humano (ver, por ejemplo, Griffiths y otros, las Patentes
de los Estados Unidos de Norieamérica Nos. 5,885,783 y 5,880,108; McCaﬂ‘eriy y otros,
WO 92/01047; Liming y otros, WO 89/08587). Ademas, anticuerpos que volvieron a salir a
la superficie descritos en la Patente de loeé Estados Unidos de Norteamérica No.
5,639,641 también se pueden utilizar, como los anticuerpos humanizados may. .

La seleccién del agente enlazador de la célula apropiado es un tema favorito que
depende de la poblacién de célula particular que se va a activar, pero en general los
anticuerpos monocionales humanos son preferidos si uno apropiado esta disponible.

Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal J5 es un anticuerpo IgG2a de murino que
es especifico para el Antigeno de Leucemia Linfobldstico Agudo Comun (CALLA) (Ritz y
otros, 283 Nature 583-585 (1980)) y se puede utilizar si la células objetivo expresan
CALLA tal como en la enfermedad de leucemia linfoblastica aguda.

El anticuerpo monoclonal MY® es un anticuerpo IgG, de murino que se enlaza
especificamente al antigeno CD33 (J. D. Griffin y otros, Leukemia Res., 521 (1 534)) y 8@
puede utilizar sl las células objetivo expresan CD33 con en la enfermedad de leucemia
mielaginosa aguda (AML).

Similarments, el anticuerpo monocional anti-B4 intercambiable también llamado
B4, es un IgG, que se enlaza al antigeno CD18 en células B (Nadler y ofros, 131 J.
immunol. 244-250 (1983)) y se puede utilizar si las células objetivo son células B o células
enfermas que exprasan este antigeno tal como en el linfoma no de Hodgkin o' leucemia
linfoblastica cronica.
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Adomés-. el anticuerpo monoclonal C242 que se enlaza al antigeno CanAg
(Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,552,283) se puede utilizar para
tratar tumores expresando CanAg, tal como cancer colorectal, pancredtico, de puimén de
célula no pequefia, y gastrico. HuC242 es una forma humanizada del anticuerpo
monocional C242 que se describe en la Patente de loe Estados Unidos de Norteamérica
No. 5,552,283 y para el cual el hibridoma se deposita con el Nimero de Identificacién
ECACC 980012601. Una forma humanizada se puede preparar a través de ya sea
aplicando la metodologla de injerto CDR (Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 5,585,089; 5,603,761; y 5,683,762) o la metodologla para volver a la
superficie (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica No. 5,639, 641). HuC242
también se puede utilizar para tratar tumores que expresan CanAg, tales como cancer
colorectal, pancreédtico, de pulmén de célula pequefia y gastrico.

Ademas, el anticuerpo trastuzumab se puede utilizar para tratar cénceres de
pecho y otros cédnceres, ialee como canceres de prostata y ovérico que exbtesan el
antigeno Her2.

Los anticuerpos anti-IGF-IR que se eniazan al receptor de factor de cracimiento
de insulina también son utlles.

El céncer ovirico y de prostata puede ser exitosamente activado con, por ejemplo,
un anticuerpo anti-MUC1, tal como anti-HMFG-2 (Taylor-Papadimitriou y otros, 28 Int. J.
Cancer 17-21, 1681) o hCTMO01 (56 Cancer Res. 5178-5185, 1968) y un a.nti-PSMA
(antigeno de membrana especifico de préstata), tal como J591 (Liu y otros, 57 Cancer
Res. 3620-3634, 1887) respectivamente.

Las moléculas no de anticuerpo también se pueden utilizar paI:a activar
poblaciones de célula especificas. Por ejemplo GM-CSF, que se enlaza a células
mieloides, se puede utilizar como un agente enlazador celular para activar las células
enfermas de leucemia mislaginosa aguda. Ademés, IL-2, que se enlaza Ias.células T
activadas, se puede utilizar para la prevencion del rechazo a transplante de injerto, para
terapia y prevencién de la enfermedad de huésped contra injerto, y para el tratamiento de

2/
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leucemia de célula T aguda. MSH, que se enlaza a melanocitos, se puede utilizar para el
tratamiento de melanoma. El adcido félico se puede utilizar para activar el receptor de
folato expresado en tumores ovarico y otros tumores. El factor de crecimiento epidérmico
(EGF) se puede utilizar para activar cadnceres escamosos objetivo tal como de pulmédn y
cabeza y cuello. La somatostatina ee puede utilizar para activar neuroblastomas y otros
tipos de tumor. Los cdnceres de pecho y testiculos pueden ser exitoesamente aclivados
con esirégeno (o andlogos de estrégeno) o andrégeno (o andlogos de an&rdgenos)

respectivamente como el agente enlazador de la células.
Reactivos de Entrelazamiento

El maitansinoide estd enlazado al agente enlazador de la célula a través de
medios de un reactivo de entrelazamiento que, cuando reacciona forma un enlazador no
divisible entre el maitansinoide y el agente enlazador de la célula.

Como se utiliza aqul, un "enlazador” es cualquier porcién quimica que enlaza un
agente enlazador de la célula covalentemente a un maitansinolde. En algunas iﬁstancias.
parte del enlazador se provee a través de un maitansinoide. Por ejemplo, DM1, un
maitansinoide que contlene tiol (Figura 2), es un derivado del maitansinoide natural,
maitansina, y provee parte del enlazador. La cadena lateral en el grupo hidm::ilo C-1de
maitansina termina en -CO-CH,, y la cadena lateral de DM1 termina en -CO-CH-CH-SH.
Por consiguiente el enlazador final se ensambla con dos plezas, el reactivo de
entrelazamiento introducido dentro del agente enlazador de la célula y la cadana. lateral de
DM1.

Los enlazadores divisibles son enlazadores que se pueden dividir bajo condiciones
moderadas, @8 decir condiciones bajo las cuales la actividad del fdrmaco maitan;inoido no
esta afectada. Muchos enlazadores conocidos se ubican en esta categoria y se describen
mdas adelante.

Los enlazadores que contienen disulfuro son enlazadores divisibles a través del

70
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intercambio de disulfuro, que puede ocurrir bajo condiciones fisiolégicas.

Los enlazadores inestables de acido son enlazadores divisibles en el pH 4cido.
Por ejemplo, ciertos compartimientos moleculares, tales como endosomas y liscsomas,
tienen un pH écido (pH 4-5), y proveen condiciones adecuadas para dividir enlazadores
inestables de acido.

Los enlazadores que son foto-inestables son dtiles en Ia superficie del cuerpo y en
muchas cavidades del cuerpo que son accesibles para la luz. Ademas, la luz infrarroja
puede penetrar el tejido.

Algunos enlazadores se pueden dividir a través de peptidasas. Solamente ciertos
péptidos son facilmente divisibles dentro y fuera de las células, ver por ejemplo Trouet y
otros, 79 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 626-829 (1882) y Umemolo y otros 43 Int. J. Cancer,
677-684 (1988). Ademds, los péptidos estdn compuestos de a-aminodcidos y enlaces
peptidicos, los cuales quimicamente son enlaces de amida entre el carboxilato de un
aminodcido y el grupo a-amino de un segundo aminodcido. Otros enlaces de amida, tal
como el enlace entre un carboxilato y el grupo e-amino de lisina, se entiende que no son
enlaces peptidicos y se consideran no divisibles.

Algunos enlazadores se pueden dividir a travée de esterasas. Otra vez solamente
ciertos ésteres se pueden dividir a través de las esterasas presentes dentro o fuera de las
células. Los ésteres se forman a través de la condensacion de un écido carboxllico y un
alcohol. Los ésteres simples son ésteres producidos con aicoholes simples, tales como
alcoholes alifaticos, y alcoholes ciclicos pequefios y arométicos pequefios. Por ejemplo,
los presentes inventores no encontraron esterasa que dividiera el éster en C-3 de
maitansina, ya que el componente alcohol del éster, maitansinol, es muy grande y
complejo.

Un enlazador no divisibles es cualquier porcién quimica que es capaz de enlazar
un maitansinoide a un agente enlazador de la célula en una forma covalents, estable y no
cae bajo la categoria listada anteriomente de enlazadores divisibles. De esta forma los
enlazadores no divisibles son substanciaimente resistentes a la division inducida por

X3
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écido, divisién inducida por luz, divisién inducida por peptidasa, division inducida por
esterasas, y division del enlace de disulfuro. p

"Substanciaiments resistente® a la divisién significa que el enlace quimico en el
enlazador o que se adhiere al enlazador es por lo menos un 80%, preferiblemente por lo
menos 85%, mds preferiblemente por lo menos 90%, ain més preferiblemente por lo
menos 95%, y de preferencia por lo menos 98% de la poblacion del conjugado
maitansinoide del agente enlazador celular permanece no divisible a través de un acido,
un agente foto-inestable, una peptidasa, una esterasa, o un compuesto quimico o
fisiolégico que divide el enlace quimico (tal como un enlace de disulfuro) en un enlazador
divisible, durante dentro de unas cugntas horas a varios dlas de tratamiento con
cualquiera de ios agentes anteriormente descritos.

Ademéds, °no divisibles™ e refiere a la habilidad del enlace quimico en el enlazador
o adhesién al enlazador de soportar la division inducida por un acido, un agente de
divisién foto-inestable, una peptidasa, una esterasa o un compuesto quimico o fisiolégico
que divide un enlace de disulfuro, a condiciones bajo las cuales el maitansinoide o el
agente de enlace de la célula no pierde su actividad.

Una persona con experiencia ordinaria en la técnica facilmente distinguira los
enlazadores no divisibles de los divisibles.

Un ejemplo de un control apropiado paera probar si un enlazador es
substanciaimente resistente a la division es un enlazador con un enlace qufmico, tal como
un enlace de disulfuro, que es aceptable para la divisién a través de cualquiera de los
agentes anteriormente descritos. Se puede probar si un enlazador es substanciaimente
resistente a a divisién a través de la medicién de la estabilidad de los oonjugado.s a través
de ELISA, HPLC, u otros medios adecuados, durante un periodo de tiempo que se
extiende de entre unas cuantas horas a varios dias, tipicamente de 4 horas a 5 dlas. Los
ensayos ELISA se pueden utilizar para medir el nivel del conjugado estable en la

concentracién de plasma.

Los enlazadores no divisibles también se caracterizan en que la vida media in vivo
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de los conjugados que comprenden los enlazadores no divisibles es generaimente de Q/

alrededor de 20% mas alta que Ia de los conjugados que comprenden enlazadores
divisibles. En ratones, la vida media /n vivo de conjugados IgG-maitansinoides enlazados
a través de los enlazadores no divisibles es de por lo menocs 4 dias.

Los reactivos de entrelazamiento adecuados que forman los enlazadores no
divisibles entre el maitansinoide y el agente enlazador de la célula son bien conocidos en
la técnica, y pueden formar los enlazadores no divisibles que comprenden un atomo de
azufre (tal como SMCC) o que estan sin el &tomo de azufre.

Los reactivoe de entrelazamiento preferidos que forman los enlazadores no
divisibles entre el maitansinoide y el agente enlazador de la célula comprenden una
porcién basada en maleimido o haloacetilo. De acuerdo con la presents invencién, dichos
enlazadores no divisibles se dice que se derivan de la porcién basada en maleimido o
haloacetilo. Los reactives de entrelazamiento que comprenden un porcién basada en
maleimido incluyen 4- (maleimidometil)ciclohexancarboxilato de N-succinimidilo (SMCC),
N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxi-(8-amidocaproato), el cual es un
analogo de “cadena larga” de SMCC (LC-SMCC), éster N-succinimidilico de. acido K-
maleimidoundecanoico (KMUA), éster N-succinimidilico de écido y-maleimidobutirico
(GMBS), éster N-hidroxisuccinimidico de acido g-maleimidocaproico (EMCS), égter de m-
maleimidobenzoil-N-hiiroxisuccinimikia (MBS), éster N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida
[AMAS], succinimidil-8-{(3-maleimidopropionamido)hexanoato {(SMPH), 4-(p-
maleimidofenil)-butirato de N-succinimidile (SMPB), y N-(p-malelmldofenil)i;odanato
(PMPI) (ver Figura 15 para esiructuras representativas de reactivos de entrelazamiento
basados en maleimido. Estos reactivos de entrelazariento forman los enlazadores no
divisibles derivados de porciones basadas en maleimido.

Los reactivos de entrelazamiento que comprenden una porcibn basada en
haloacetilo incluyen N-succinimidil-4-(yodoacetil}-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de
N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA) y N-succinimidilo de 3-
(bromoacstamido)propionato (SBAP) (ver Figura 16 para las estructuras representativas
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de reactivos de entrelazamiento basados de haloacetilo. Estos reactivos de
entrelazamiento forman los enlazadores no divisibles derivados de porciones basadas en
haloacetilo.

Ya que los ésteres aclivos descritos en las Figuras 15 y 18 estén comprendidos de
ésteres de N-succinimidilo y sulfosuccinimidilo, otros ésteres activos, tales como los
ésteres de N-hidrox ftalimidilo, ésteres de N-hidroxi sulfoftalimidilo, ésteres de orto-
nitrofenilo, ésteres de para-nitrofenilo, ésteres de 2,4-dinitrofenilo, ésteres de 3-sulfonil-4-
nitrofenilo, ésteres de 3-carboxi-4-nitrofenilo, ésteres de pentafiurofenilo, y ésteres de
sulfoniltetrafluorofenilo también se pueden utilizar.

Los reactivos de entrelazamiento particularmente preferidos forman los
enlazadores no divisibies que no contienen un &tomo de azufre. La Figura 21 muestra una
molécula maltansincide derivatizada éon un agente de entrelazamiento que se.deriva de
un acklo a,o-dicarboxilico (un acido dioicio de alcano o alqueno en donde el aicano o
aiqueno tiene de 3 a 24 atomos de carbono). Cuando se hace reaccionar con el agente
enlazador de la célula, el reactivo de entrelazamiento formaré un enlazador no divisible
que no contiene azufre (enlazador no divisible que no contiene S).

La molécula maitansinoide de la Figura 21 se hace como sigue. Primero un
monoésater de 4cido adipico (también conocido como écido hexanodioxo o &cido 1,6-
hexandicarboxllico) se prepara a través del tratamiento con un equivalente de 2-
trimetisililetanol en presencia de diciciohexilcarbodiimida. La activacién del grupo de acido
carboxilico restante con cloroformeato de isobutilo, seguido por la reaccién con N-metil-L-
alanina, provee la N-metil-L-alanina acilada. La reaccién con maitansinol en la presencia
de diciclohexilcarbodiimida y cloruro de zinc, seguido p'or la remocién del grupo protector
de trimetilsililo con fluoruro de tetrabutilamonio, provee ell éster maitaneinoide llevando un
grupo carboxi libre. La esterificacién del grupo carboxilo a traves de la reaccién con sulfo
N-hidroxisuccinimida en la presencia de diciclohexilcarbodiimida provee el éster_ activo de
maitansinol que puede reaccionar con un agente enlazador de la célula para dar el

conjugado no divisible que no contiene un atomo de azufre.
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Los enlazadores no divisibles que no contienen un dtomo de azufre también se (|9
pueden derivar de otras porciones basadas en acido dicarboxllico utilizando el método
descrito anteriormente. Otras porciones basadas en &cido dicarboxilico adecuadas

incluyen, pero no se limitan a, acidos dicarboxilicos de la formula general (IV):

HOOC-X~Y1-Za-COOH
(V)

En la formula (1V), X es un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado
que tiene de 2 a 20 atomos de carbono, Y un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo
llevando de 3 a 10 &tomos de carbono, y Z es un grupo aromético substituido o no
substituido llevando de 6 a 10 &tomos de carbono o un grupo heterociclico substituido o
no substituido en donde el &omo heterogéneo se seleccionade N, O 0 S, yendonde |, m
o n son cada uno 0 o 1, siempre que todos no sean 0 al mismo tiempo.

Los maitansinoides se derivatizan para contener un éster activo que puede
directamente reaccionarse con un agente enlazador de la célula para formar un conjugado
que tiene un enlazador no divisibles que no contiene S que puede raprosentarn'e a través

de la fSrmula 5:

en donde X, Y, Z, |, m y n todos se definen como para la formula (IV) anterior, y
ademaés en donde E junto con el grupo carbonilo forma un éster activo tal como- N-hidroxi
succinimidilo o ésteres de sulfosuccinimidilo, éater N-hidroxi de ftalimidilo, éster de N-
hidroxi sulfoftalimidilo o éster de orto-nitrofenilo, éster de para-nitrofenilo, éster de 2.4-
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dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster de 3-carboxi-4-nitrofenilo, éster de ql
pentafiuorofenilo, y éster de sulfonil tetrafluorofenilo.
El preferido es un maitansinoide derivatizado representado por la férmula 6:

en donde n representa un entero de 3 a 24, y E tiene la misma definicién que para

el maitansinoide de la férmula 5.
Una modalidad més preferida es el maitansinoide derivatizado representado por la
férmula 7:

en donde R es H 0 SOs-Na".

Los compuestos de la férmula 5, 8, y 7 son maitansinoides novedosos.

Los Ejemplos de grupos alquilo, alquenilo o alquinilo lineales que tienen de 2 a 20
dtomos de carbono incluyen, pero no se limitan a, etilo, propllo, butilo, pentilo, hexilo,
propenilo, butenilo, y hexenilo.

Los ejemplos de grupos alquilo, alquenilo o alquinilo ramificados que tienen de 2 a
20 4tomos de carbono incluyen, pero no se limitan a, isopropilo, isobutilo, sec-butilo, ter-
butilo, isopentilo, 1-etil-propilo, isobutenilo, isopentenilo, etinilo, propinilo (propargilo), 1-
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butinilo, 2-butinilo, y 1- hexinilo.

Los ejemplos de los grupos cicloalquilo o cicloalquenilo que tienen de 3 a 8 4tomos
de carbono incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexlo,
ciclopentenilo, ciclohexenilo, y cicloheptadienilo.

Los ejemplos de grupos arométicos que cor;tiene de 8 a 10 dtomos de carbono
incluyen, pero no se limitan a, fenilo y nattilo.

Los ejempios de grupos aromiticos substituidos incluyen, pero no se limitan a,
nitrofenilo y dinitrofenilo.

Los grupos arométicos heterociclicos incluyen, pero no se limitan a, grupos que
tienen un anillo de 3 a 10 miembros que contiene uno o dos atomos heterogéneos
seleccionados de N, O 0 S.

Los ejemplos de grupos arométicos heterociclicos substituidos o no substituidos
incluyen, pero no se limitan a, piridilo, nitro-piridilo, pirrolilo, oxazolilo, tienilo, tiazolilo, y
furilo.

Los radicales de heterocicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, compuestos
ciclicos, que comprenden sistemas de anillo de 3 a 10 miembros que contiene uno o dos
atomos heterogéneocs, seleccionados de N, 00 S.

Los ejempios de radicales de heterocicloalkquilo incluyen, pero no se limitan a,
dihidrofurilo, tetrahidrofurilo, tetrahidropirrolilo, piperidinilo, piperazinilo, y morfolino.

Los ejemplos de écidos o,w-dicarboxllicos de la formula general HOOC-X-Y-Zn-
COOH incluyen, pero no se limitan a, acido atlpico, dcido glutdrico, acido pimélico, acido
hexen-1,6-dioico, acido penten-1,5-dioico, acido ciclohexan-dioico, y dcido ciclohexen-

dioico.
Sintesls de Conjugados Cltotdxicos

Los conjugados de los agentes de enlace a la célula y maitansinoides e pueden

formar utilizando técnicas actualmente conocidas o Glitimamente desarrolladas.
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Los métodos de conjugacién de agentes de enlace a la célula con maltansinoides
generaimente involucran dos pascs de reaccion. En un método, descrito la Patente de los
Estados Unidos de Norteameérica No. 5,208,020, un agente enlazador de la célula, tal
como un anticuerpo, se puede modificar con un reactivo de entrelazamiento para
introducir uno o més, usualmente de 1 a 10 grupos reactives. El agente enlazador de la
célula modificada entonces se hace reaccionan con uno o més maitansinoides que
contiene tiol para producir un conjugado.

Alternativamente, como se describe en la Patente de los Estados Unidos de
Norteamérica No. 8,441,163 B1, un maitansinoide que contiene tiol primero se puede
modificar con un reactivo de entrelazamiento, seguido por la reaccién del maitansinoide
modificado con un agente enlazador de la célula. Por ejemplo el maitansinoide que
contiene tiol se puede reaccionar con los compuestos de maleimido descritos en la Figura
15 o con compuestos de haloacetio descritoe en la Figura 16, para dar un tioéter
maitansinoide llevando un éster de succinimidilo o sulfosuccinimidilo activado. La reaccién
de estos maitansinoides que contiene una porcién enlazadora acltivada con un agente
enlazador de la célula provee un método para producir un conjugado de maitansinoide de
agente de enlace no divisible.

En ofro aspecto de la invencién, como se describié¢ anteriormente, un
maitansinoide que no contiene un &tomo de azufre primero se puede derivatizar a través
de un reactivo de entrelazamiento basado en écido dicarboxllico, seguido por la reaccion
de agente enlazador de la célula, para formar un conjugado en el cual el maitansinoide
esta enlazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador no divisible que
no contiene S.

Tipicamente, un promedio de 1 a 10 maitansinoiles por anticuerpo se enlaza. El
conjugado puede purificarse a través de una columna Sephadex G-25.

Las descripciones complotas de las Patentes de los Estados Unidos de
Norteamérica Nos. 5,208,020 y 6,441,163 B1 se incorporan expresamente aqul por

referencia.
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Los conjugados figurativos de la invencion son derivados de anticuerpo-
maitansinoide, derivados de fragmento de anticuerpo-maitansinoide, conjugados de factor
de crecimiento-maitansinoide, tales como derivados del factor de crecimiento epidérmico
(EGF)-maitansinoide, conjugados de hormona-maitansinoide, tales como los derivados de
hormona estimuladora de melanocito (MSH)-maitansinoide, derivados de hormona
estimuladora de tiroides (TSH) -maitansinoide, derivados de estrégeno-maitansinoide,
derivados de andlogos de esirdgeno-maitansinoide, derivadoe de andrégeno-
maitansinoide, derivados de andlogos de andrégeno- maitansinoide, y conjugados de
vitamina-maitansinoide, tales como el maitansinoide de folato.

Los conjugados de maitansinoide de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo,
hormonas de proteina, factores de crecimiento de proteina, y otras proteinas se hacen en
la misma forma. Por ejemplo, los péptidos y anticuerpos se pueden modificar con los
reactivos de entrelazamiento no divisibles mencionados anteriormente. Una solucion de
un anticuerpo en un regulador de pH acuoso se puede incubar con un exceso molar de un
reactivo de entrelazamiento que modifica el anticuerpo tal como 4-(N-maleimidometil)-
ciclohexan-1- carboxilato de succinimidilo (SMCC), sulfo-SMCC, éster -maleimidobenzoil-
N-hidroxisuccinimida (MBS), sulfo-MBS, succinimidil-yodoacetato, o N-succinimidil-4-
(yodoacetil}-aminobenzoato (SIAB  N-succinimidil-4-(N-maleimidometif)-ciclohexan-1-
carboxi-{8-amidocaproato), el cual es un andlogo de “cadena larga® de SMCC (LC-
SMCC), sulfo-LC-SMCC, éster N- succinimidllico de éacido x-maleimidoundecanoico
(KMUA), sulfo-KMUA, éster N- succinimidilico de dcido y-maleimidobutirico (GMBS), sulfo-
GMBS, éster de N-hidrosuccinimida de acido maleimidcaproico (EMCS), auifo-EMcs,
éster N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), sulfo-AMAS, hexancato de
succinimidil-8-{(3-maleimidopropionamido) (SMPH), 4-(p-maleimidofenil)-butirato de sulfo-
SMPH, N-succinimidil (SMPB), sulfo-SMPH, isocianato N-{p-maleimidofenil) tPMPI).N—
succinimidil4- (yodoacstil)-aminobenzoato (SIAB), N-succinimidil yodoacetato{SIA),N
succinimidil bromoacetato (SBA) y 3-(bromoacetamido) propionato de N-succinimidio
{SBAP), como sa describe en la Iiteratura. Ver, Yoshitake y otros, 101 Eur. J..Biochem.
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897 (1979); Uto y otros, 138 J. Immunol. Meth. 87-84 (1981); Rich y otros 18 J. Med.
Chem. 1004-1010 (1975); Kitagawa y Aikawa, 79 J. Biochem. (Tohyo) 233-238 (1976);
Tanimori y otros, 62 J. Immunol. Meth. 123-128 (1983); Hashida y otros, 6 J. Appl.
Biochem. 58-83 (1984); Thorpe y otros, 140 Eur. J. Biochem. 63-71 (1984), Chrisey y
otroe 24 Nudl. Acid Res. 3031-3039 (19986), Annunziato y otros, 4 Bioconjugate Chem.
212-218 (1963), Rector y otros, 24 J. Immunol. Meth. 321-336 (1878), e Inman y otros 2
Bioconjugate. Chem. 458-483 (1991).

El anticuerpo modificado entonces &e trata con el maitansinoide que contiene tiol
(1.25 equivalents molar/maleimido o grupo yodoacstilo) para producir un conjugado. Las
mezclas se incubaron durante la noche a alrededor de 4°C. Los conjugados de
anticuerpo-maitansinoide se purificaron a través de filiracién a través de una columna
Sephadex G-25. E! nimero de moléculas de maitansinoide enlazadas por molécula de
anticuerpo se puede determinar a través de la medicién especirofotométricamente de la
relacién de la absorbancia a 252 nm y 280 nm. Tipicamente, se enlazd un promedio de 1-
10 maitansinoides por anticuerpo.

Un método preferido es para modificar anticuerpcs con 4-(N-maleimidometil)-
ciclohexan-1-carboxilato de succinimidile (SMCC) para introducir grupos maleimido
seguldo por la reaccién del anticuerpo modificado con un maitansinocide que contiene tiol
para dar un conjugado enlazado a tioéter. Otra vez, resultaron conjugados conde 1 a 10
moléculas del fdrmaco por molécula de anticuerpo. Ejemplos de conjugados de
anticuerpo-maitansinoide se muestra en las Figuras 17-20.

De manera similar, por ejemplo, los agentes de estrégeno y andrégeno de enlace
a la célula tales como estradiol y androestradiol se pueden esterificar en el grupo hidroxilo
C-17 a través de la reaccibn con un cloruro de acido carboxflico que contiene tio
apropiadamente protegido tal como cloruro de 3-S-acetilpropanoilo. También se pueden
emplear otros métodos de esterificacion como se describe en la literatura (Haslam, 36
Tetrahedron 2400-2433 (16880)). El andrégeno o estrégeque no contiene tiol protegido o
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libre entonces se pueden hacer reaccionar con un maitansinoide que contiene tiol para
producir conjugados. Los conjugados se pueden purificar a través de cromatografia de
columna sobre gel de sllice o través de HPLC.

Un método particularmente preferido es para modificar maitansinol con un
reactivo de entrelazamiento que da como resultado el enlace que no contiene ningun
étomo de azufre, seguido por la reaccién del maitansinoide modificado con un anticuerpo
para producir conjugados.

Eficacia terapéutica de los conjugados cltotéxicos de la Invencién

El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de la invencién se puede
evaluar para su habilitad para suprimir la proliferacion de varias lineas de célula /in vitro.
Por ejemplo, las Iineas de célula tales como la linea de carcinoma de colon humano
COLO205, Ia linea de célula de melanoma humano A375, la linea de célula de leucemia
mieloide humana HLGO, la linea de carcinoma de pecho humana SKBR3J, la linea de
célula de carcinoma epidemoide humana KB, se pueden utilizar para evaluar Ia
citotoxicidad de estos conjugados. Las células que se van a evaluar se pueden exponer a
los compuestos durante 24 horas y las fracciones sobrevivientes de las células se miden
en ensayos directos a fravés de métodos conocidos. (Ver, por ejemplo Goldmacher y
otros, 135 J. Immunol. 3648-3651 (1985), y Goldmacher y otros, 102 J. Cell Biol. 1312-
1319 (1986)). Los valores ICy entonces se pueden calcular a partir de los resultados de
los ensayos.

La alta citotoxicidad se puede definir como la exhibicién de una toxicidad que tiene
un ICy (la concentracién de inhibicién de una substancia tdxica que deja una fraccién
sobreviviente de 0.5) de alrededor de 10® M o menor cuando se mide in vitro con células
SKBR3 durante un tiempo de exposicién de 24 horas al fdrmaco.

La potencia in vitro y la especificidad objetivo de los conjugados de a'nti_cuerpo-
maitansinoide de la presente invencidn se muestran en la Figura 4. Los conjugados de
huC242 con DM1 utilizando el reactivo de entrelazamiento SMCC son altamente potentes

23
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en la destruccién de las células SKBR3 positivas de antigeno, con un valor ICyg de 3.5 x
102 M. En contraste, las células A375 negativas de antigeno son de airededor de 800
veces mencs sensibles, demoetrando que los conjugados de maitansinoide de la presente
invencion son atamente potentes y especificos.

El conjugado huC242-SMCC-DM1 fue de igual o mayor potencia cuando se
comparé con los conjugados preparados con enlazadores que contiene disulfuro en
ensayos de citotoxicidad clonogénicos (Figura, 6A-C) e indirectos (Figura 7). Estos
resultados fueron Iinesperados, con base en los datos previamente publicados que
demostraron que un conjugado de anticuerpo anti-Her2 para maitansinoides a través de
SMCC no mostraron una actividad especifica (Chari y otros, 52 Cancer Res, 127-133
(1992).

La actividad de los conjugados preparados con el enlazador no divisible SMCC no
esta restringida para los conjugados huC242. La actividad especifica in vitro también se
observé con los conjugados SMCC-DM1 de trastuzumab, un anticuerpo anti-Her2; My9-6,
un anticuerpo anti-CD33; KS77, un anticuerpo anti-EGFR; y N801, un anticuerpo anti-
CD58 (Figuras 8A-D y 25).

Ademds, los conjugados con los enlazadores no divisibles que muestran la
actividad especifica in vitro no estan restringidos para el enlazador SMCC. Un conjugado
huC242 de DM1 sintetizado con el enlazador no divisible SIAB mostrd una citotoxicidad
potente y especifica de antigeno en ensayoe clonogénicos in vitro (Figura 8). Ademas, un
conjugado trastuzumab de DM1 sintetizado con SIAB también fue citotdxico en ensayos
clonogénicos (Figura 28). Ademdas, un conjugado de enlazador no divisible que no
contiene S huC242 también demostré una citotoxicidad potente y especifica de antigeno
en ensayos clonogénicos in vitro (Figura 22).

Los conjugados de anticuerpo con DM1 utilizando el enlazador SMCC mostraron una
eficacia anti-tumor contra xenoinjertos de tumor humancs en ratones (Figura 10A-C).
Primero, como se muestra en la Fig. 10®, la inhibicion marcada del cracimiento de tumor
se observé en el tratamiento @ COLO 205 colon, con xenoinjertos de tumor con huC242-
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SMCC-DM1, en este experimento un grupo de cinco animales poseedores de tumores
subcutdneos establecidos, fueron tratados con huC242-SMCC-DMI en una dosis de
150ug/kg de DMI conjugado. Los tamafios de los tumores fueron medidos periédicamente
y sus resultados fueron ingresados en una grafica que muestra el iempo y el tamafio del
tumor después de la inoculacién. Todos los cinco animales tratados tuvieron un remision
completa, y aunque tres animales recayeron en diferentes puntos del experimento, dos
animales permanecieron libres de tumores hasta la terminacion el experimento (Fig. 10A).
En adicion como se demuestra en la Fig. 10B, esta actividad anti-tumor se observd en
dosis de conjugado que no tienen afecto sobre el peso del cuerpo del ratén, una medida
de la toxicidad del fdrmaco. En este experimento, tres grupos de cinco animales cada uno
poseedores de tumores subcutdnecs establecidos SNU, fueron tratados con huC242-
SMCC-DM1 en una dosis de 150ug/kg, 30pghkg, y 60ughkg de DMI conjugado
respectivamente.Los tamafios de loa tumores fueron medidos peribédicamente y sus
resultados fueron ingresados en una grafica que muestra el tiempo y el tamafio el tumor
después de la inoculacion.El huC242-SMCC-DM1mosiro un efecto de dosis-dependencia
antitumoral. Los resultados muesiran que el tratamiento de loe ratones llevando
xenoinjertos de tumor de carcinoma de colon COLO205 dio como resultado una regresion
completa de tumores, con algunos ratones permaneciendo libres de tumores detectables
durante 2 meses después del tratamiento (Figura 10B). Otra vez, esta actividad se obtuvo
@ una concentracién de conjugado que no mostrd ningun efecto en el peso del cuerpo del
ratén. Un conjugado de trastuzumab-SMCC-DM1 también mostré una regresion de tumor
significativa, en un modelo de xenoinjerto de tumor de ratén con la linea de células de
carcinoma de pecho MCF-7 carcinoma (Figura 10C).

La eliminaciéon de plasma del conjugado de anticuerpo-maitansinoide sintetirado
con un enlazador no divisible SMCC es muy lenta y comparable con la eliminacién del
anticuerpo solo. Esto estd en un contraste marcado con la eliminacién de plasma de
conjugados preparados con enlaces de disulfuro relativamente inestables tales como
huC242-SPP-DM1. Por ejemplo, la vida media de la eliminacién del conjugedo SMCC es
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de aproximadamente 320 horas, mientras que la vida media del conjugado SPP esta en el
rango de 40-50 horas (Figura 11). Sin embargo, la eliminacion del componente del
anticuerpo para cada tipo de conjugado es idéntica, sugiriendo que la diferencia en la
medicién del grado de eliminacién del conjugado se debe a la pérdida de maitansinoide
del conjugado del anticuerpo en el caso del conjugado SPP-DM1. El enlazador SMCC no
divisible es por consiguiente mucho méis resistente a las actividades de division del
enlazador maitansinoide presente in vivo que el conjugado SPP-DM1. Ademas el grado
de eliminacién disminuido para los conjugados enlazados SMCC, comparada con los
conjugados SPP-DM1, conduce a un Incremento de casi 5 veces sobre la exposicién
global del maitansinoide el animal segtin medido por el drea por debajo de la curva (AUC).
Esta exposicién incrementada tiene un impacto substancial en la eficacia del farmaco en
algunos casos.

Los conjugados de maitansinoide preparadoe con los enlazadores no divisibles
tales como SMCC muestran una tolerabilidad incrementada no esperada en ratones
comparados con conjugados preparados con enlazadores de disulfuro divisibles. Se llevo
a cabo una prueba de toxicidad aguda con una sola dosis intravenosa en ratones CD-1
hembra. Se condujo una comparacién de la tolerabilidad de un conjugado huC242-SMCC-
DM1 (no divisible) con conjugados huC242 preparados con enlazadores que contiene
enlaces de disulfuro divisible a través del monitoreo de la muerte de los ratones (Figura
12A y B) y los signos de toxicidad (Figura 12C y D) sobre una serie de cuatro dosis
escaladas de cada conjugado. Las dosie méxima tolerada (MTD) para el conjugado
SMCC-DM1 fue mayor la dosis mas alta probada (150 mg/kg), mientras que el MTD para
el conjugado enlazado con disulfuro SPP-DM1 estuvo en la escala de 45-80. mg/kg. A
150mg/kg, todos los ratones en el grupo tratado SMCC-DM1 sobrevivieron, mientras que
la toxicidad total se observé para todos los ratones en el grupo tratado SPP-DM1
mediante 98 horas después del tratamiento.

Se considera que los conjugados de maitansinoide imparten su actividad de
destruccién de la célula a través de la inhibicién de polimerizacién de microtibulo. Eeta
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inhibicién de polimerizacién de microtibulo conduce a un armresto del ciclo de la célula
principalmente en G2/M. El arresto dependiente del antigeno de células a G2/M a través
de conjugados de anticuerpo-maitansinoide se puede monitorear a través del andlisis de
citometria de flujo (Figura 13). E! tratamiento de células COLO205 con el conjugado
huC242-SPP-DM1 o huC242-SMCC-DM1 da como resultado un arresto G2/M completo
durante 8-10 horas. 30 horas después del tratamiento, sin embargo, algunae de las
células arestadas a través del tratamiento con el conjugado huC242-SPP-DM1 enlazado
a disulfuro escaparon del ciclo de la célula y reiniciaron la divisibn de células.
Sorprendentemente, lae células tratadas con el conjugado no divisible no escaparon del
bloque del ciclo de la célula en este ultimo punto del tiempo. La diferencia en la
durabilidad de la actividad de estas células en el punto en el tiempo de 30 horas, se juzgd
a través de un ensayo de exclusién de tinte utilizando azul de tripano. Estos resultados
demuestran una durabilidad inesperadas de los eventos moleculares inducidos por el
tratamiento con los conjugados del enlazador SMCC no divisible.

Un aspecto adicional de los conjugados preparados con los enlazadores no
divisibles comparado con los conjugados que tienen enlazadores de disulfuro divisibles es
la ausencia de actividad hacia las células negativas del antigeno cuando estédn en una
cercania préxima a las células positivas del antigeno, denominado aqul el efecto del
espectador. Es decir, los conjugados preparados con los enlazadores no divisibles tienen
una actividad de espectador minima. Ambos conjugados huC242-SPP-DM1 (divisible) y
huC242-SMCC (no divisible) mostraron una actividad destructora de la célula potente
hacia la linea de célula negativa del antigeno, Namalwa, cuando se cultivan
separadamente (Figura 14A-C). Sin embargo, el tratamiento con co-cultivos de células
COLO205 y Namalwa con huC242-SPP-DM1 revelaron una actividad destructora de
célula dramaitica del conjugado hacia aun las células Namalwa negativas del antigeno. En
contraste, el conjugado huC242-SMCC-DM1 no demuestra ninguna actividad espectadora
bajo estas condiciones. No se observé ninguna actividad destructora de célula contra
células Namalwa con el conjugado huC242-SMCC-DM1, ain cuando se co-cultivaron con
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las células COLO205 pc;sitivas del antlgeno. Esta actividad espectadora minima del
conjugado no divisible, segin medida en este ensayo in vifro, puede construir a la
tolerabilidad en aumento del conjugado con los enlazadores no divisibles observados en
estudios de toxicidad aguda.

Los resultados de los experimentos anteriores demuestran que los conjugados de
maitansinoide con los enlazadores no divisibles de la presente invencion poseen actividad
anti-tumor bastamente mejorada comparada con el conjugado maitansinoide del agente

enlazador celular anterior.
Métodos de uso

Los conjugados anteriormente descritos se pueden utilizar en un método para la
activacion de maitansinoides para una poblacién de célula seleccionada, el método
comprende poner en contacto una poblacién de células o tejido que &e sospecha que
contiene la poblacién de células seleccionada con un conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular, en donde uno o0 més maitansinoides estdn covalentemente enlazados
al agente enlazador de la célula a través de un enlazador no divisible y e agente
enlazador de la célula se enlaza a las células de la poblacién de células seleccionadas.

Los conjugados anteriormente descritos también se pueden utilizar en un método
para destruir células, el método comprende poner en contacto las células con un
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular, en donde uno o mas
maitansinoides covalentemente enlazados al agente enlazador de la célula a través de un
anlazador no divisible y el agente enlazador de la céiula se une a las células.

Los conjugados anteriormente descritos también ee pueden utilizar en un método
para el tratamiento de afecciones incluyendo, pero no limitdndose a, tumores malignos,
enfermedades autoinmunes, infecciones por microorganismo, e infecciones por parasito,
el método comprende administrar a un sujeto en la necesidad del tratamiento una

cantidad efectiva de un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular, en donde
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uno o mas maitansinoides estdn covalentemente enlazados al agents enlazador de la
célula a través de un enlazador no divisible y el agente enlazador de la célula se une a las
células enfermas o infectadas de la afeccion.

Ejemplos de condiciones médicas que se pueden tratar de acuert-:lo con los
métodos de la presente invencién incluyen, pero no se limitan a, malignidad de cualquier
tipo incluyendo, por ejemplo, cdncer de puimén, pecho, colon, préstata, rifidn, péncreas,
ovario, y érganos linféticos; enfermedades autoinmunes, tal como lupus sistémico, artritis
reumatoide, y esclerosis muitiple; rechazos a injerto, rechazo a trasplante de pulmén;
enfermedad de huésped contra injerto; infecciones virales, tales como infeccl|6n CMV,
infaccion VIH, SIDA, efc.; e infecciones por parasito, tales como giardiasis, amibiasis,
esquisistogsomiasis, y otras seglin determinadas por uno con experiencia en la técnica.

Los métodos se pueden practicar in vitro o in vivo. |

Los conjugados anteriormente descritos se pueden utilizar en un método de uso in
vivo para tratar, por ejemplo, células de médula espinal autélogas antes de su trasplante
dentro del mismo paciente con el fin de destruir células enfermas o malignas; I.as células
de médula espinal u otros tejidos antes se su trasplante con el fin de destruir células T y
otras células linfoldes y prevenir la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD); los
cultivos de célula con el fin de destruir todas las células excepto para las variantes
deseadas que no expresan el antigeno objetivo; o cultivos de célula con el fin de destruir
células varlantes que expresan el antigeno indeseado; el método comprende tratar las
células con una cantidad efectiva de un conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular, en donde uno o méde maitansinoides covalentemente enlazados al agente
enlazador de la céiula a través de un agente enlazador celular no divisible y el agente
enlazador de la célula enlaza las células que se van a destruir.

Las condiciones del uso in vitro clinico y no clinico se determinan répidamente a
travée de alguien con experiencia en la técnica.

Por ejemplo, el tratamiento se puede llevar a cabo como sigue. Se puede cosechar

médula espinal del paciente u otro individuo y después incubarse en medio que contiene
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suero que tiene adicionado el agente citotéxico de la invencion, en concentraciones en el
rango de aproximadamente 10 pM a 1 nM, durante aproximadamente 30 minutos a
aproximadamente 48 horas a alrededor de 37°C. Las condiciones exactas de
concentracién y tiempo de incubacién, es decir, la dosis puede facimente determinarse a
través de uno con experiencia en la técnica. Después de la incubacién las células de
médula espinal se pueden lavar con medio que contiene suero y regresarias al paciente
intravenosamente de acuerdo con métodos conocidos. En circunstancias en donde el
paciente recibe otro tratamiento, tal como un curso de quimioterapia ablativo o
emadicacién total del cuerpo entre el tiempo de la cosecha de la médula espinal y la
reinfusién de las células tratadas, las células de médula espinal tratadas se pueden
almacenar congeladas en nitrégeno liquido, utilizando el equipo médico esténdn;.

Para uso clinico in vivo, el agente citotdxico se pueden suministrar como una
solucidn o un polvo liofilizado que se probé para esterilidad y para niveles de endotoxina.
Ejemplos de protocolos adecuados para la administracion de conjugados son como
siguen. Los conjugados se pueden dar semanaimente durante 4 semanas como un bolo
intravenoso cada semana. Las dosis de bolos se pueden dar en 50 a 500 ml de salina
normal al cual se pueden agregar de 5 a 10 ml de alblimina de suero humano. Las dosis
serén de 10 mg a 2000 mg por administracién, intravenosamente (en el rango de 100 ng a
20 mg/kg por dia). Después de 4 semanas de tratamiento, el paciente pueden continuar
recibiendo el tratamiento sobre bases semanales.

Los protocolos especificos clinicos in vivo con respecto a la ruta de administracién,
excipientes, diluyentes, dosis, tiempos, etc., 68 pueden determinar a través de uno con
experiencia en la técnica segun la situacion clinica lo garantice.

Si se desea, otros agentes activos, tales como otros agentes anti-tumor se pueden
administrar junto con los conjugados.

Conjugados Novedosos, Composiciones y Métodos para Hacer los Conjugados

Mientras algunos conjugados de anticuerpos y maitansinoides enlazados a través

5
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de un enlazador no divisible son bien conocidos, otros son nuevos. Por consiguiente se
provee un conjugado de maitansinocide del agente enlazador celular que tiene un
maitansinolde enlazado a un agente enlazador de la célula a través de un enlazador no
divisible, siempre que el enlazador no comprenda un grupo derivado de un agente de
entrelazamiento seleccionado del grupo que consiste de: 4-(N-maleimidometil)-
ciclohexan-1- carboxilato succinimidilo (SMCC), sulfo-SMCC, éster m-maleimiiobenzoil-N-
hidroxisuccinimida (MBS), sulfo-MBS, y succinimidil-yodoacetato cuando el agente
enlazador de la célula sea un anticuerpo.

Lo conjugados nuevos &e pueden hacer y utilizar como se describid
anteriormente.

La composicion comprende el conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular y un potador.

El portador puede ser un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

Los portadores, diluyentes, y excipientes farmacéuticamente aceptables son bien
conocidos y se pueden determinar a través de aquellos con experiencia en la técnica
como las garantias de la situacién clinica.

Ejemploe de  portadores, diluyentee y/o  excipientes  incluyen:
(1) ealina regulada en su pH de fosfato Dulbecco, pH de alrededor de 7.4, que contiene o
que no contiene alrededor de 1 mg/ml a 25 mg/ml de albimina de suero humano, (2)
0.9% de solucion salina (0.8% p/v de NaCl), y (3) 5% (p/v) de dextrosa; y también puede
contener un antioxidante tal como friptamina y un agente estabilizador tal como Twaen 20.

Para estos nuevos conjugados, se proporcionan también los métodos para ia
sintesis.

Uno de los procesos para hacer el conjugado maitansinocide del agente enlazador
celular comprende:

(a) proveer el agente enlazador celular _

(b) modificar el agente enlazador de la célula con un agente de entrelazamiento, y
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(c) conjugar el agente enlazador modificado de la célula con un maitansinoide o un
maitansinoide que contiene tiol, por lo tanto proveyendo el enlazador no divisible entre el
agente enlazador de la célula y el maitansinoide o maitansinoide que contiene tiol para
producir el conjugado.

Otro proceso para hacer el conjugado maitansinoide del agente enlazador celular
comprende:;

(a) proveer el maitansinoide o un maitansinoide que contiena tiol,

(b) modificar el maitansinoide o maitansinoide que contiene tiol con un agente de
entrelazamiento, por lo tanto formando un enlazador no divisible, y

(c) conjugar el maitansinoide modificado o maitansinoide que contiene tiol con el
agente enlazador de la célula, por lo tanto proveyendo el enlazador no divigible entre el
agente enlazador de la célula y el maitansinoide o maitansinoide que contiene tiol para
producir el conjugado.

Un proceso adicional para hacer el conjugado de maitansinoide del agente
enlazador celular comprende:

(a) proveer el maitansinoide,

b) modificar el maitansinoide para proveer un maitansinol que no contiene azufre
que tiene un éster activo, y

(c) conjugar el maitansinoide modificado con el agente enlazador de la célula, por
lo tanto proveyendo un enlazador no divisible que no contiene S entre agents enlazador
de la célula y el maltansinol para producir el conjugado. Estos métodos se describen con
detalle mas adelante y en las patentes de los Estados Unidos de Norteamérica citadas en
la presente y expresamente incorporadas a la misma mediante referencia.

EJEMPLOS
Se ilustrard ahora la invencién a través de la referencia de sjemplos no limitantes.
A menos que se estipule oira cosa, los porcentajes, relaciones, partes, etc., estan en

peso.

&
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Los reguladores de pH utilizados en los siguientes experimentos fueron: 50 mM de
fosfato de potasio (KPS0 mM de cloruro de sodio (NaCly2 mM écido
etilenodiaminatetraacético (EDTA), pH 6.5 (Buffer A); 1x de salina regulada fosfato (PBS),
pH 6.5 (Buffer B); y 0.1 M de regulador KPi buffer/2 mM de EDTA a un pH de 7.5
(Regulador de pH de ensayo).

El SMCC (Producto No. 22360, M. W. 334.33 g/moles) y el SIAB (Producto No.
22320, M. W. 402. 15 g/moles) se adquirieron con Pierce. El anticuerpo huC242 es una
forma humanizada del anticuerpo monocional C242, descrito en la Patente de los Estados
Unidos de Norteamérica No. 5,552,203, para el cual el hibridoma se deposita con el
Nimero de Identificacion ECACC 80012601). El anticuerpo trastuzumab se obtuvo de
Genentech. DM1 (forma libre de tiol; M.W. 737.5 g/moles) se prepanrd como se describié
previamente en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Nos. 5,208,020 y
8,333,410 Bl.

La cromatografia se llevd a cabo utilizando columnas de cromatografla adquiridas
de Amersham Biosciences (columnas preempacadas Sephadex G25 NAP-25 (Amersham
17-0852-02); 3 columnas de desalinizacién conectadas en serie HiPrep 26/10, Sephadex
G25 de resina fina, (Amersham 17-5087-01)). También se ulilizaron columnas de
cromatografla TSK-GEL G3000SWXL (TOSOH Bicscience, 08541), con la columna TSK
GuardSWx (TOSOH Bioscience08543).

Los solventes utiizados en los siguientes experimentos fueron sulféxido de
dimetio (DMSO), dimetilacetamida (DMA), etanol (EtOH), y 100 mM del Reactivo de
Ellman (DTNB, disponible en Cayman Chemical) en DMSO.

EMPLO 1A

Preparacién de Conjugado huC242-8SMCC-DM1

a. Preparacién y Medicién del Conjugado huC242-SMCC-DM1
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La concentracién del anticuerpo se midié utilizando un coeficiente de extincién de
1.48(mg/ml)1 a 280 nm y un peso molecular de 147,000 g/moles.

b. Preparacién y Medicién de Ia Solucién Concentrada SMCC

Una solucién de 20 mM de SMCC (6.68 mg/mi) se prepard en sulféxido de dimetilo
(DMSO). La solucion se diluyé 1/40 en Regulador de pH de Ensayo y la absorbancia de
las muestras se midié a 302 nm. La concentracién de la solucién concentrada se calculéd

utilizando un coeficiente de extincién de 602 M cm™.

¢. Preparacién y Medicién de la Solucién Concentrada DM1

Una solucién de 10 mM de DM1 (forma libre de tiol) se prepard en
dimetilacetamida (DMA)(7.37 mg/ml) (Figura 2). La abgorbancia de las diluciones de la
solucién concentrada en etanol (EtOH) se midi6é a 260 nm. La concentracién del DM1
concentrada se calculd utilizando un coeficiente de extincién de 5700M™* a 280 nm. La
concentracién de los grupos sulthidrilo y tio libres (-SH) en la preparacién de DM1
cocnentrada se midié utilizando el reactivo de Ellman (DTNB). Las diluciones de la
solucién concentrada se prepararon en regulado de pH de Ensayo hecho de 3% (v/v) de
DMA, después se agregaron 100 mM de DTNB en DMSO (1/100 volumen). El incremento
en la absorbancia a 412 nm se midié contra un reactivo en blanco y la concentracién se
calculé utilizando un coeficiente de extincién de 14150 M 'em™. La concentracién de —SH
resultante del ensayo de Ellman se utilizé para representar la concentracién del

concentrado de DM1 en céiculos para las condiciones de conjugacion.

d. Modificacién de huC242 con el entrelazador SMCC
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El anticuerpo se dividié en dos muesiras; una se modificd utilizando un exceso
molar de 7.5 veces del entrelazador SMCC, la otra con un exceso molar de 8.5 veces del
entrelazador SMCC. Las muestras se hicieron reaccionar a 8 mg/ml del anticuerpo. Las
reacciones se llevaron a cabo en Regulador de pH A (85% viv) con DMSO (5% wiv)
durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion.

e. Cromatografia G25 para remover SMCC en exceso

‘Las mezclas de reaccion de huC242-SMCC se filtraron con gel a través de
columnas pre-empacadas de 1.5 x 4.9 cm de de resina Sephadex G25 equilibradas en
Regulador de pH A. Los volimenes de la carga y la elucién fueron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las eluciones del anticuerpo modificado se ensayaron para
determinar la concentraciéon del anticuerpo utilizando el coeficiente de extincién descrito
anteriormente. El rendimiento del anticuerpo modificado fue de 74.6% para la reaccién
SMCC de exceso molar de 7.5 veces y de 81.6% para ia reaccién SMCC de exceso molar
de 8.5 veces.

1. Conjugacién de huC242-SMCC con DM1

Las muestras del anticuerpo modificadas se hicieron reaccionar con un exceso de
1.7 veces de DM1 sobre el enlazador (asumiendo 5 enlazadores por anticuerpo). Las
reacciones se llevaron a cabo en 2.5 mg/ml de concentracién de anticuerpo en Regulador

de pH A (85% v/v) con DMA (3% v/v). Después de la adicion de DM1, las reacciones se
Incubaron a temperatura amblente durante aproximadamente 20 horas con agitacion.

g- Purificacién de la Conjugacién a través de Cromatografia G25

Las mezcias de reaccién de conjugacion se filtraron con gel a través de columnas

q
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pre-empacadas de 1.5 x 4.9 cm de resina Sephadex G25 equilibradas en Regulador de
pH B. Los volimenes de la carga y la elucién fueron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. El nimero de moléculas DM1 enlazadas por mole de huC242 se determind
midiendo ia absorbancia del material eluido en ambos, 252 nm y 280 nm. La relacién de
DM1/anticuerpo para la muestra SMCC de exceso molar de 7.5 veces se encontrd que es
3.54 y la relacién para la muestra SMCC de exceso molar de 8.5 se encontré que es de
3.65. El rendimiento del paso de conjugacién fue de 83.7% y 75.4%, respectivamente.
Ambos se conjugaron juntos, se filtraron de manera estéril, y se re-ensayaron para
concentraciones de farmaco y anticuerpo. La muestra sondeada se asigné como Lote #
171346C y se analizo para el enlace, citotoxicidad, especificidad, extensién de la
agregacién y contenido libre de farmaco.

CUADRO | Caracteristicas de huC242-SMCC-DM1

Namero de Conc. de la Conc. de DM1 Final DM1/Ab
referencla Proteina Final (ug/mi)
(mg/mi)
1713-146C 1.77 26.98 3.05
EJEMPLO 1B

Comprobacién in vitro de huC242-SMCC-DM1
a. Enlace

Las afinidades de enlace del anticuerpo huC242 y huC242-SMCC-DM1 se
compararon utiiizando un método indirecto en células COLO 205, donde, 5 x 10° celulas
por pozo fueron usadas, con una incubacién preliminar de tres horas en hielo. Los

resultados se muestran en la Figura 3. El anticuerpo desnudo se enlazé con un KD de
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5.1x10" M y la versién del conjugado se enlazé con un KD de 5.52 x 10" M. De esta tb

forma, la conjugacién con DM1 parece que no altera la afinidad de enlace de huC242.
b. Citotoxicidad y Especificidad

La citotoxicidad y especificidad del conjugado huC242-SMCC-DM1 se evalub
utilizando un ensayo clonogénico de exposicidn continua. Los resultados de muestran en
la Figura 4.

HuC242-SMCC-DM1 fue efectivo en la destruccion de células SKBR3 positivas de
antigeno (ICe = 3.5 x 102 M). La especificidad se demostrd a través de la comparacién
del valor IC5, de las células SKBR3 objetivo a aquel de ia linea de células negativas del
antigeno, A375, en donde el ICy, del conjugado fue mayor de 3.0 x 10° M.

¢. Andlisis de Cromatogrsfia de Exciusién de Tamafio

El conjugado se analizd utilizando una columna de exclusion de tamafio TSK3000
(Fig. 5). La pico 4 rgpresenln la fraccion del mondémero del conjuado mientras las picos
previas representan el multimer y las picos posteriores representan un fragmento. El area
bajo cada curva dividido por el total del area de ias picos representa la contribucién de la
pico a la muestra. La muestra del conjugado se encontrd siendo de 98.0% de mondmero.

d. Férmaco Libre

El porcentaje de farmaco libre se midi6 a través de ELISA y se encontrd siendo de
4.4%. '

EJEMPLO 2A

Vv
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Preparacién del Conjugado Trastuzumab-SMCC-DM1

El anticuerpo Trastuzumab se obtu\!o de Genentech para la conjugacién con DM1
utiizando el reactivo heterobifuncional no divisible de entrelazamiento SMCC. El
anticuerpo se intercambié con regulador de pH de 50 mM fosfato de potasio /2 mM de
EDTA, pH 6.0 en 50 mM de fosfato de potasio/50 mM de cloruro de sodio/2 mM de EDTA,
pH 6.5 (Regulador de pH A). El anticuerpo después se hizo reaccionar con el anlazador
SMCC con exceso molar de 7.5 veces y se purificé con resina Sephadex G25 antes de
conjugarse con DM1. El conjugado final otra vez se purificd con resina Sephadéx G25. El
conjugado resultante contuvo 3.2 moles de DM1 por mole de anticuerpo.

a. Preparacién y Medicién del Anticuerpo Trastuzumab

El anticuerpo Trastuzumab en 50 mM de fosfato de potasio /2 mM de EDTA,
regulador de pH 8.0 se pasd sobre una columna Sephadex G25 equilibrada con
Regulador de pH A y se eluyd con Regulador de pH A. Todos los reguladores de pH
utilizados en este experimento se comprobaron como estando libres de endotoxina
utilizando un método (Cambrex) de lisato de amoebocito Limulus {(LAL). La concentracién
del anticuerpo se midié utilizando un coeficients de extinclén de 1.45 mi mg™'cm' a 280 nm

y un peso molecular de 145,423 g.

b. Preparacién y Medicién de Solucién Concentrada SMCC

Se prepararon 20 mM de solucién de SMCC (6.82 mg/ml) en DMSO. La solucién
se diluyd 1/40 en Regulador de pH de Ensayo Yy la absorbancia de las muestras se midié a
302 nm. La concentracién de la solucién concentrada se calculé utilizando un coeficlente
de extincion molar de 602 M™'cm™.
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c. Preparacién y Medicién de Solucién Concentrada DM ’[,q/

Se prepard una solucién de 10 mM e de DM1 (forma libre de tiol) en DMA (7.37
mg/ml) (Figura 2). La absorbancia de las diluciones de la solucién concentrada en EtOH
se midi6 a 280nm. La concentracién de DM1 cocnentrada se calculé utilizando un
coeficiente de extincidn molar de 5700 M"icm™ a 280 nm. La concentracién de SH libre en
la preparacién de DM1 concentrada ae midié utilizando el reactivo de Eliman (DTNB). Las
diluciones de la solucién concentrada se prepararon en regulador de pH de Ensayo hecho
para 3% (viv) de DMA, y después se agregaron 100 mM de DTNB en DMSO (1/100
volumen). El incremento en la absorbancia a 412 nm se midié contra un reactivo en
blanco y la concentracion se calculé utilizando un coeficiente de extinciébn de 14150 M
em™. La concentracién de -SH resultante del ensayo de Eliman se utilizé para representar
la concentracién de DM1 concentrada en célculos para las condiciones de conjugacién.

d. Modificacién de Trastuzumab con el entrelazador SMCC

El anticuerpo se modificod utilizando un exceso molar de 7.5 veces de SMCC a 20
mg/mi del anticuerpo. La reaccién se llevé a cabo en Regulador de pH A (85% v/v) con
DMSO (5% viv) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacion.

a. Cromatograffa G25 para remover ¢ SMCC en exceso

La mezcla de reaccién de trastuzumab-SMCC se filtrd con gel a través de una
columna pre-empacada de 1.5 x 49 cm de resina Sephadex G25 equilibrada en
Regulador de pH A. Los volimenes de carga y elucién fueron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Amersham Biosciences). La concentracién de la solucién del
anticuerpo modificado se ensayd espectrofotométricamente utliizando el coeficiente de
extincién descrito anteriormente. El rendimiento del anticuerpo modificado fue de 88% con
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base en la concentracién de proteina.
f. Conjugacién de Trastuzumab-SMCC con DMI

El anticuerpo modificado se hizo reaccionar con DM1 en exceso de 1.7 veces
sobre el enlazador (asumiendo 5 enlazadores por anticuerpo). La reaccidn se llevd a cabo
a una concentracién de anticuerpo de 10 mg/ml en Regulador de pH A (84% viv) con
DMA (6% viv). Después de la adicibn de DM1, la reaccidon se incubd a temperatura
ambiente durante 16.5 horas con agitacién.

g. Purificaclén de la Conjugacién a través de Cromatografia G25

La mezcla de reaccién de conjugacidn se filtrd con gel a través de una columna
pre-empacada de 1.5 a 4.9 cm de resina Sephadex G25 equilibrada en Regulador de pH
B. Los volimenes de carga y elucidon fueron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Amersham Biosciences). El nimero de moléculas enlazadas por. mole de
trashzumab se determind a través de la medicion de la absorbancia en ambos, 252 nm y
280nm del material eluido. La relacién de DM1/anticuerpo e encontré siendo 3.13 y el
rendimiento del paso de conjugacion fue de 95.7%. El rendimiento global del conjugado
trastuzumab fue 84% con base en el anticuerpo de partida. El conjugado resultante se
analiz6é para enlace, citotoxicidad, especificidad, extensién de la agregacién y contenido

Iibra.de farmaco.
CUADRO I
Caracteristicas de Trastuzumab-SMCC-DM1
Nimero de Conc. de proteina | Conc. de DM1 Final DM1/Ab
referencia final {ug/mil)
{mg/ml)
1762.14 6.71 108 3.13
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EJEMPLO 2B

Comprobacién in vivo de Trastuzumab-SMCC-DM1

Los estudios de enlace mostraron que la conjugacién del anticuerpo a DM1 no
afectan el K, aparenta; ambos, el anticuerpo trastuzumab desnudo y el conjugado
trastuzumab-SMCC-DM1 tuvieron la misma afinidad de enlace a las placas ECD (5.5 x10°
1IM). la evaluacién de la citotoxicidad in vitro de las muestra mostrd que el conjugado
trastuzumab-SMCC-DM1 es ambos, altamente téxico (ICg 3.6x 102 M en la linea de
células positivas del antigeno y especlfico (ICxs mayor de 3.0 x 10° M en la linea de
células negativas del antigeno).

a. Enlace

La afinidad de enlace del anticuerpo trasturumab y trastuzumab-SMCC-DM1 se
compard utilizando en ensayo deenlace de placa HER2 ECD provisto por Genentech. Los
resultados se muestran en la Figura 24. Ambos, el anticuerpo desnudo y el enlace de la
versién del conjugado con un Kp aparents de 5.5 x 10" M. De esta forma, la conjugacién
con DM1 no altera la afinidad de enlace de trastuzumab.

b. Citotoxicidad y Especificidad

La citotoxicidad y especificidad in vitro del conjugado trastuzumab-SMCC-DM1 se
evalué utiizando un ensayo clonogénico de exposicién continua. Los resultados se
muestran en la Figura 25. Trastuzumab-SMCC-DM1 fue efectivo en la destruccién de
células SKBR3 positivas de antigeno (ICs =1.6 x 102 M). La especificidad se mostré
cuando se compard el ICg de las células SKBR3 objetivo con la linea de células negativas
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del antigeno, A375, en donde el ICy, del conjugado fue mayor de 3.0 x 10, @Q/

¢. Andlisis de Cromatografia de Exclusién de Tamaiio

El conjugado se analizé utilizando una columna de exclusion de tamafio TSK3000
(Fig. 26). El pico 1 representa el multimer, pico 2 representa el atenuador y el pico 3
representa el mondémero. El area bajo ada curva dividido por el total del area de los picos
representa la contribucién de los picos a !a muestra. La muesira del conjugado se
encontré siendo el 95.3% de mondmero.

d. Andlisis de Férmaco Libre

El porcentaje de farmaco libre se milié a través de ELISA y se enconiré siendo
3.4%.

e. Nivel de Endotoxina

El conjugado se comprobd utilizando una prueba LAL cromatogrifica y se
encontré que contiene 0.03 EU/mg.
EJEMPLO 3A

Preparacion del Conjugado Trastuzumab-SIAB-DM1

El anticuerpo Trastuzumab se obtuvo de Genentech para la conjugacién de DM1
utiizando el entrelazador heterobifuncional no divisible SIAB. El anticuerpo se hizo
reaccionar con el enlazador SIAB con exceso molar de 7.0 veces a un pH de 6.5 y se
purificé a través de resina Sephadex G25F. E! anticuerpo que contiene las fracciones se
sonded y se hizo reaccionar con DM1 durante la noche a condiciones de conjugacién
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estdndares de pH 6.5 y temperatura ambiente pero en la oscuridad., Se removié una
alicucta del matraz de reaccién y se analiz6 para determinar la incorporacién de DM1. La
alicuota se midi6 después de una filtracion NAP 5 para tener solamente 1.4 de
farmacos/Ab. Se agregd SIAB con un exceso de 8 veces adicional a la reaccién durante 2
horas y después el pH se incrementd a 8 justo antes de la adicion de DM1/SIAB con un
exceso de 1.5 veces. La reaccidn se dejé proceder y se purificd utilizando resina
Sepahadex G25F. El conjugado resultante contuvo 3.42 moles de DM1 por. mole de
anticuerpo.

&. Medicién del Anticuerpo Trastuzumab

La concentracién del anticuerpo ee midié utilizando un coeficiente de extincién de
1.45 mL mg'1 cm™ a 280 nm y un peso molecular de 145,423 g.

b. Preparacién y Medicién de Solucién Concentrada de SIAB

Se prepararon 18 mM de solucién de SIAB (7.2 mg/ml) en DMSO. Una exploracién
de longitud de onda de la solucidn diluida con regulador de pH 4 se registro para
propésitos de informacién solamente.

¢. Preparacion y Medicién de Solucién Concentrada de DM1

Se prepararon aproximadamente 30 mM de solucién de DM1 (forma de tiol libre)
en DMA. La concentracién de —SH libre en el preparacién de DM1 concentrada se midid
utiizando el reactivo de Eliman (DTNB). Las diluciones de la solucion concentrada se
prepararon en regulador de pH de Ensayo hacha para 3% (viv) de DMA, y después se
agregaron 100 mM de DTNB en DMSO (1/100 volumen). El incremento en la absorbancia

a 412 nm se midié contra un reactivo en blanco y la concentracién se calculd utilizando un
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coeficiente de extincién molar de 14150 M em™. La concentracién del -SH resultante del
ensayo de Ellman se utilizé para representar la concentracién del DM1 concentrada en

célculos para las condiciones de la conjugacion.

d. Modificacién de Trastuzumab con el entrelazador SIAB

El anticuerpo se modificd utilizando un exceso molar de 7.0 veces de SIAB a 20
mg/ml del anticuerpo. La reaccién se llevé a cabo en Regulador de pH A (85% viv) con
DMSO (5% viv) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacién en la oacuridad.

e. Cromatografia G253 para remover el SIAB en exceso

La mezcla de reaccién de Trastuzumab-SIAB se filtro con gel a través de
Columnas de Desalinizacién HiPrep 26/10 equilibradas con Regulador de pH A. Parece
que hay interferencia a 280 nm a partir del reactivo SIAB, por lo que se asumié que el
rendimiento del anticuerpo modificado es de 100% y se asumié una modificacién de 5
enlazadores/anticuerpo para la determinacién de la cantidad de DM1 en la reaccién de la

conjugacion.

f. Conjugacién de Trastuzumab-SL4B con DM1

El anticuerpo modificado se hizo reaccionar con un exceso de 1.7 veces de DM1
sobre el enlazador asumiendo un 100% de rendimiento y 5 entrelazadores/anticuerpo
como se manifestd anteriormente. La concentracién del anticuerpo en la reaccién se
estimé como siendo 12.5 mg/ml y la reaccidn se llevd a cabo en Regulador de pH A (97%
viv) con DMA (3% viv). Después de la dilucion de DM1, la reacciéon se incubd a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 16.5 horas con agitacion.

4
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g. Andlisis de la Reaccion de la Conjugacién

Se removieron 0.25 ml de la allcuota de la mezcla de reaccién y se filtraron con gel
sobre una columna pre-empacada de G25 Sephadex equilibrada en Regulador de pH B.
El nimero de moléculas de DM1 por mole de trastuzumab se determiné a través de la
medicién de la absorbancia a ambos, 252 nm y 280 nm del material eluido. La relacion de
DM1/anticuerpo ratio fue solamente de 1.4.

h. Reacclén de Modificacién/Conjugacién Adiclional

Un exceso molar de 8 veces de SIAB adicional se agregd y se dejd incubar
durante 2 horas a temperatura ambiente. Se agregdé un exceso molar de 1.5 veces de
DM1 sobre SIAB y el pH de la reaccién se increment6 a 8 con 1N de NaOH. La reaccion
86 incubd a temperatura ambiente en la oscuridad y se filrd con gel sobre una columna

de resina G25F equilibrada con Regulador de pH B.

1. Agrupacién y Caracterizacion del conjugado

Las fracciones que contiene la protelna se agrupar, filtraron y midieron a través de
la absorbancia a 252 y 280 nm. Las muestras del conjugado se comprobaron para el nivel
de endotoxina, el enlace, y citotoxicidad especifica y no especifica, el % de mondmero y
nivel de farmaco libre.

CUADRO ||| Caracteristicas de Trastuzumab-SIAB-DM1

Nimero de Conc. Proteina | Conc. de DM1 Final DM1/Ab
referencia Final {ug/ml)
(mg/mi)
1806-32 5.62 97.3 3.42
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EJEMPLO 3B

Comprobacién de Trastuzrumab-SIAB-DM1 /n vitro

Los estudios de enlace mostraron que la conjugacién del anticuerpo a DM1 no
afecta el K, aparente; ambos, el trastuzumab desnudo y el trastuzumab-SIAB-DM1
tuvieron afinidades de enlace similares (conjugado Kp aparente 1.2 x10'"°MAby 1.8 x 10°
1 M). La evaluacién de la citotoxicidad in vitro de la muestra mostré que el conjugado
trastuzumab-SIAB-DM1 en ambos, altaments t6xico (ICs 5 X107 M en la linea de células
positivas del antigeno SKBR3) y especifico (ICs mayor de 3.0 x 10° M en la linea de
células negativas del antigeno, A375).

a. Enlace

La afinidad de enlace del anticuerpo trastuzumab y trastuzumab-SIAB-DM1 se
compard utilizando en ensayo de enlace de placa HER2 ECD provisto por Genentech. Los
resultados se muestran en la Figura 27. Ambos, el trastuzumab desnudo y trastuzumab-
SIAB-DM1 tuvieron afinidades de enlace similares (1.2 x 10°'° M para el anticuerpo y 1.8 x

10"° de Ky aparente para el conjugado).
b. Citotoxicidad y Especiicidad

La evaluacion de la citotoxicidad /n vitro de la muestra mostré que el conjugado
trastuzumab-SIAB- DM1 es ambos, altamente téxico (ICex= 5x107'2 M en la linea de
células positivas del antigeno, SKBR3) y especifico (ICsx mayor de 3.0 x10* M en Ia linea

de células negativas del antigeno, A375). Ver Figura 28.

¢. Anélisis de Cromatografia de Exclusién de Tamafo



10

15

20

25

55 \p?/l/

El conjugado se analizé utilizando una columna de exclusién de tamafio TSK3000
(Fig. 29). El pico 1 representa el atenuador y el pico 2 representa el monémero.El area
bajo cada curva dividido por el total del area de los picos representa la contribucién de los

picos a la muestra. La muestra del conjugado se encontrd siendo 88.4% de mondmero.

d. Férmaco Libre

El porcentaje de farmaco libre se midié a través de ELISA y se encontrd que es de
0.35%.

e. Nivel de Endotoxina

El conjugadoc se comprobd utiizando una prueba LAL cromatogrifica y se
encontrd que contiene <0.04 EU/mg.

EJEMPLO 4

Conjugacién de huC242 Con un Reactivo de Entrelazamiento Que Forma un
Enlazador No Divisible Que No Contiene 8

Una solucién concentrada del reactivo de entrelazamiento (ver Figura 21 para
estructuras) se hizo en DMA, el precipitado insoluble se hizo girar, y la concentracién de la
solucién restante se determiné utilizando un coeficiente de extincién de 280 = 5700 M™
cm’ el cual es la extincién para DM1 a esta longitud de onda. Ya que el coeficiente de
extincién real para este material no ha sido medido, esto es solamente un estimado de la
concentracién. Se deberd observar que la relacién e2%/e™ para DM1 ee 4.7 (en ETOH)

mientras que /g2 para esta solucién del reactivo de entrelazamiento (en regulador de
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pH 7.5) se midié como 1.42, sugiriendo ya sea diferentes extinciones o impurezas

La reaccién de la conjugacién se llevd a cabo en una un escala de 2 mg utilizando
2.8 mg/ml del anticuerpo huC242 en 16% de DMA en Regulador de pH E, pH 7.5
{Regulador de pH = 50 mM de fosfato de sodio, 150 mM de NaCl, 10 mM de EDTA). Con
base en la concentracién de reactivo estimado de entrelazamiento de la solucién
concentrada, se utilizaron 30 equivalentes de entrelazador/anticuerpo (un experimento
anterior utilizando 10 equivalentes de entrelazador/anticuerpo produjo un conjugado con
solaments 0.8 DM1/anticuerpo). La reaccidn se dejé ir durante 3 horas y después el
conjugado se purificé a través de un pasaje sobre una columna Nap 10 (G25). Después
de Ia filtracién (fittro Milolex GV, 0.2 um de tamafio de poro), el conjugado tuvo 2.568
DM1/anticuerpo (Lot #num; 1749-119A, recuperacién del anticuerpo = 78%). Una allcuota
del conjugado se examiné a través de HPLC (columna HiPrep) DM1| libre y para un pico
de DM1 cuantioso se observd a 12.09'. La muestra por consiguiente se dializé en
Reguiador de pH B para deshacerse de este pico y después volverse a ensayar:

La muestra del conjugado final (Lot #num; 1749-124A) no tuvo DM1 libre a través
de HPLC y tuvo 1.84 de DM1/anticuerpo. La SEC HPLC se liev a cabo en un conjugado
para mostrar que fue 87% del anticuerpo monomérico.

b. Citotoxicidad y Enlace

Los inventores lievaron a cabo eniaces y estudios de citotoxicidad en el conjugado
DM1 del enlazador no divisible que no contiene S huC242. Primero, la afinidad de enlace
del anticuerpo huC242, huC242 SMNP-DM3, y huC242 que no contiene-S- de
enlazadores no divisibles-DM1 fueron comparadas usando un metodo indirecto en celulas
COLO 205. Ceuluas 5 x 10° por pozo fueron usadas con una incubacion preliminar de tres
horas en hielo. Los resuitados son mostrados en la Fig. 23, que demuestra que el
huC242-sin contener S de enlazadores no divisibles-DM1 el conjugado tuvo alrededor de

dos veces una constante de disociacién aparente mds alta que el anticuerpo libre (ver

J/P%

7Y,
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Figura 23). En adicion, el huC242-sin contener S de enlazadores no divisibles-DM1 tuvo
una citotoxicidad in vitro comparable con huC242-SMNP-DM3 (ICx del conjugado de
enlazador no divisible que no contiene S = 7.0 x 102 M) (ver Figura 22).

En tanto que se ha descrito la invencion en detalle y con referencia a modalidades
especificas de la misma, serd evidents para alguien con experiencia en la técnica que se
pueden hacer varios cambios y modificacién sin apartarse del espiritu y alcance de la
invencion.

Todas las patentes, publicaciones y otras referencias citadas aqul estin
expresamente incorporadas por referancia en su totalidad.

%,
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REIVINDICACIONES

1. Un método para activar maitansinoides para una poblacién de células
seleccionadas, el método comprende poner en contacto una poblacién de células o tejidos
que se sospecha que contienen la poblacién de células.seleocionadas con un conjugado
maitansinoide del agente enlazador celular, en donde uno o0 mas de los maitansinoides
covalentemente enlazados al agente enlazador de la célula a travée de un enlazador no
divisible y el agente enlazador de la célula se enlaza a las células de la poblacién de
células seiecclonadas.

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
enlazador no divisible es substancialmente resistente a la divisién Inducida por acido,
divisién inducida por luz, divisién inducida por peptidasa, divisidn inducida por esterasa, o
divisién del enlace de disulfuro.

3. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
enlazador no divisible no tiene un stomo de azufre.

4. El método de conformidad con la reivindicacién 3, caracterizado porque el
enlazador se deriva de una porcién basada en 4cido dicarboxllico.

5. El método de conformidad con la reivindicacién 4, caracterizado porque el
enlazador se deriva de una porcién basada de acido a,w-dicarbox(lico, en donde el acido
a,e-dicarboxllico tiene la féormula general HOOC-X,-YZ,-COOH, en donde X es un
grupo alquilo, alquenilo o aliquinilo lineal o ramificado, llevando de 2 a 20 &omos de
carbono, Y es un grupo cicloalquilo o cicloalqueniio llevando de 3 a 10 dtomos de carbono
y Z @3 un grupo aromético substituido 0 no substituido llevando de 6 a 10 4tomos de
carbono 0 un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el atomo
heterogénec se seleccionade N, O 0 S, y en donde |, m o n son cada uno 0 o 1, siempre
que todos no sean 0 al mismo tiempo.

8. El método de conformidad con la reivindicacién 5, caracterizado porqu'e ol écido

a,o-dicarboxllico es acido atipico, acido glutarico, acido pimélico, hexen-1, acido 6-dicico,
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acido penten-1,5-dioico, &cido ciclohexan-dioico, o dcido ciclohexen-dicico. /U

7. El método de conformidad con la reivindicacién, caracterizado porque el
enlazador no divisible tiene un dtomo de azuire.

8. El método de conformidad con la reivindicacién 8, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido

9. El método de conformidad con la reivindicacién 8, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido seleccionada del
grupo que consiste de 4- (maleimidometil)ciclohexancarboxilato de N-succinimidilo
(SMCC), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxi-{8-amidocaproato),
{(LC-SMCC), éster N-succinimidilico de acido x-maleimidoundecanocico (KMUA), éster N-
succinimidllico de é4cido y-maleimidobutirico (GMBS), éster N-hidroxisuccinimidico de
écido s-maleimidocaprolco (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida
(MBS), éster N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida [AMAS], succinimidil-8-((3-
maleimidopropionamido)hexancato (SMPH), 4-(p-maleimidofenil}-butiratoc de N-
succinimidilo (SMPB), y N-(p-maleimidofenil)isocianato (PMPI).

10. El método de conformidad con la reivindicacién 9, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de SMCC.

11. El método de conformidad con la reivindicaciéon 7, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién pasada den haloacetilo.

12. El método de conformidad con la reivindicacién 11, caracterizado borqua el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada de haloacetilo seleccionada del
grupo que consiste de N-succinimidil-4- (yodoacetil}-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato
de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), y 3- (bmmoabetamido)
propionato de N-succinimidilo (SBAP).

13. El método de conformidad con la reivindicacién 12, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de SIAB.

14. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caractsrizado porque el
enlazador es cualquiera de uno de un grupo hidroxilo C-3, hidroximetilo C-14, hidroxilo C-
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15 o desmetilo C-20 en por lo menos un maitansinoide. rL%q
15. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metil-alanina.
16. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metil-cisteina.

17. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque por o

meno N/‘?(H Tj\y.- ,./?er\w ../’?(H‘;J\w ) o (II-D,L):

)y
en donde:
Y, representa
(CR7Re){CRo=CR0)p(C=C)qAo{CRsRe)mDu(CR11=CR2)}{C=C)sB{(CR3R4):CR{R2S-,
en donde:

R, a Ry; cada uno es independientemente alquilo lineal o alquenilo que tiene de 1
a 10 atomos de carbono, alquilo ciclico o ramificado, o alquenilo que tiene de 3 a 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromédtico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a Rz pueden ser H.

A, B, y D, cada una independientemente es alquilo ciclico, o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 dtomos de carbono, arilo simple ¢ substituido, 0 un radical aromético
heterociclico o heterocicloalquilo.

lLm,n o p q.r 8t yucada uno independientemente es 0 ounenterode 1 a 5,
slempre que por lo menos dosdel, m, n, 0, p, q. I, 8, t y U ambos no eean cero.

May representa un maitansinoide que lleva una cadena lateral en el hidroxilo C-3,
hidroximetilo C-14, hidroxilo C-15 o desmaetilo C-20.

18. El método de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizedo porque R, es
metilo y R; es H o R, y Rz son maetilo.

19. El método de conformidad con la reivindicacién 17, caracterizado porque R; es
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metilo, Rz 88 H, Rs, Re, R7, RecadaunoesH,lymson1,ynes0. fba
20. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caractarizado porque por io
menos un maitansinokie esté representado pro la fdrmula (II-L), (1i-D), o (ll-D,L);

0 . [«] H [s]
L D DL )
o

en donde:

Y, represanta (CR;Rg}{CRsRe)m(CR3R4):CR1R2SH.

R, a Rs son cada uno independientemente alquilo lineal, o alquenilo que tiene de
1 a 10 &omos de carbono, alquilo ramificado o ciclico, o alquenifio que tiene de 3 a 10
&tomos de carbono, fenilo, fenilo substituido, un radical aromdtico heterociclico o
heterocicioalquilo, y ademés R;a Re pueden ser H.

I, m y n con cada uno independientements un entero de 1 a 5, y ademés n puede
ser 0.

May representa un maitansinol que lleva hidraxilo C-3, hidroximetilo C-14, hidroxilo
C-15 o desmetilo C-20.

21. El método de conformidad con la mivindicacién 20, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H o R, y R; son metilo.

22. El método de conformidad con |a relvindicacion 20, caracterizado porque R, es
metilo, Rz es H, Rs, Rs, Ry YRssoncadauno H, |y mson H, y nes 0; o en donde Ry y R;
son metilo, Rs, Re, Ryy Rg soncadaunoH,lymson1,ynes0.

23. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque por lo
mencs un maitansinoide esté representado por la formula 41"
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en donde:
Y, representa
({CrRa)1(CRy=CR10)p(C=C) Ao{CRsRe)mDW{CR11=CR12){C=C)iB{CRaR{)CR1R:S-,
en donde:

Rj & Ry2 son cada uno independientemente aiquilo o aiquenilo lineal que tienen de
1 a 10 é4tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado clclico que tiene de 3 a 10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo subsiituido o un radical aromdtico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés, Rz a Rz pusden ser H;

A, B, y D, cada una independientemente es aiquilo ciclico, o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 4&tomos de carbono, arilo simple o substituido, o un radical aromético
heterociclico o heterocicioalquilo.

lLm,nopqr s t yucadauno independientaments esOounentsrode 1a 5,
siempre que porlomenosdos de |, m, n, o, p, q, T, 8, t y u ambos no sean cero.

24. El método de conformidad con la reivindicacién 23, caracterizado porque R, es
metilo y R; s H 0 R, y R; son metilo.

25. El método de conformidad con la reivindicacién 23, caracterizado porque R, es
metilo, R; @s H, Rs,Re, Ry ¥ Rs son cada uno H, | y m son cada uno 1, y n es 0; o en donde
Ry y Rz son metiio, Rp, Re, Ry, Rssoncadauno H,lymson1,ynesQ.

26. El método de conformidad con la relvindicacion 1, caracterizado porque el por
lo mencs un maitansinoide esté reprasentado por la formula 41:
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en donde:

Y1 represanta (CR7Rak(CRsRe)m(CRaR4MCR1R2S-,

en donde:

R a R; cada uno independientements es aiquilo o alquenilo que tiene de 1 a 10
&tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado ciclico que tiene de 3 a 10 dtomos de
carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o heterocicioalquilo,
y ademés, R; a Ry pueden ser H; y

I, my n son cada uno independientemente un enero de 1 a 5, y ademés n puede

27. El método de conformidad con la reivindicacién 26, caracterizado porque R, es
metilo y R; es H 0 R y Rz son metilo.

28. El método de conformidad con la reivindicacién 28, caracterizado porque R, es
metilo, Rz @s H, Rg, Rs, R7 ¥ Rs cada uno es H, | y m son cada uno 1, y n es 0; 0 en donde
R1 y Rz son metilo, Rs, Rs, Ry, ResoncadaunoH,lymson1,ynes0.

29. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide es DM1.

30. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el por
lo menos un maitansinoide es DM3.

31. E! método de conformidad con la relvindicacién 1, caracterizado porque el por
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lo menos un maitansinolde es DM4.
32. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
maitansinoide se modifica con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre para

dar un compuesto de la fdrmula 5:

5

en donde X es grupo alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado llevando de 2
a 20 étomos de carbono, Y es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo llevando de 3 a 10
atomos de carbono, Z es un grupo aromético substituido o no substituido llevando de 8 a
10 4tomos de carbono o un grupo hetarociclico llevando de 6 a 10 &tomos de carbono en
donde el 4tomo heterogéneo se seleccionade N, Co S, yl, mynsoncadauno 0o 1,
siempre que todos no sean 0 al mismo ttempo, y E junto con el grupo carbonilo forma un
éster activo tal como N-hidraxi succinimidilo o ésteres de sulfosuccinimidilo, éster N-
hidroxi de ftalimidilo, éster de N-hidroxi de orto-nitrofeniio, éster de para-nitrofenllo, éster
de 2.4-dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster de 3-carboxi-4-nitrofenilo, éster
de pentafiuorofanilo, y éster de sulfonil tetraflucrofenilo.

33. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
maitansinoide se modifica con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre para
dar un compuesto de la formuia 6:

&b

A\
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en donde n representa un entero de 3 a 24, y E junto con el grupo carbonlio forma
un éster activo tal como N-hidraxi succinimidilo y ésteres de sulfosuccinimidilo, éster N-
hidroxi ftalimidilo, éster N-hidrox otro-nitrofenilo, éster de para-nitrofenilo, éster de 2,4-
dinirofenilo, éster  3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster 3-carboxi-4-nitrofenilo,  éster
pentafiurofenilo, y éster sulfonil tetrafluorofenilo.

34. El método de conformidad con la reivindicaciébn 1, caracterizado porque el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre
para dar un compuesto de la férmula 7:

en donde R es H o0 SO;Na".

35. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula se une a células de tumor; células infectadas con virus,
células infectadas con microorganismos, células infectadas con parésitos, células
autocinmunes, células activadas, células mieloides, células T activadas, células B, o
melanocitos; células que expresan CD33, CD33, CD19, CanAg, CALLA, o antigenos Her-
2; o células que expresan receptor del factor de crecimiento de insulina, el receptor del
factor de crecimiento, epidémico o el receptor de folato.

38. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula se une a las céiulas seleccionadas del grupo que consiste
de células de cancer de pecho, células de céncer de pristata, células de céncer ovarico,
células de céncer colorectal, células de céncer géstrico, células do céncer escamoso,
células pequeilas de céncer de pulmén, células de céncer testicular, y células de
neuroblastomna.
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37. El método de conformidad con la relvindicacién 1, caracterizado porque el
agente enlazador de ia chiula es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena individual, un
fragmento de anticuerpo que especificaments $e une a una célula objetivo, un anticuerpo
monocional anticuerpo, un anticuerpo monocional de cadena individual, o un fragmento de
anticuerpo monocional que aspecificamente se une a una célula objetivo, un anticuerpo
de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que especificaments se une a una
célula objetivo, una linfocing, una hormaona, una vitamina, un factor de crecimiento, un
factor estimulador de colonia, 0 una molécula para el transporte de nutrientes.

38. £l método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la céivia es un imerferdn, IL2, IL3, IL4, IL6, Insulina, hormona de
liberacién de tirotropina, hormona estimuladora de melanocito, una hormona esteroiie,
somatostatina, EGF, TGF-a, FGF, G-CSF, VEGF, MCSF, GM-CSF, dcido fdlico,
transferina, estrégeno, andlogos de estrdgeno, andrégeno, 0 andlogos de andrégeno.

39. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena individual, o un
fragmento de anticuerpo que especificaments se une a una célula objetivo.

40. El método de conformidad con la refvindicacién 1, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo recublerto, 0 un fragmento de anticuerpo
recublerto que especificamente se une a una célula objetivo.

41. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo humanizado, o un fragmento de anticuerpo
humanizado que especificamente se une a una célula objetivo.

42. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es a anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de
cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especificaments se une
a una célula objetivo.

43. El método de conformidad con la reivindicacién 1, camacterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, o un fragmento de
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anticuerpo monocional recublerto, que eapecificamente se une a una célula objetivo.

44. £l método de conformidad con ia reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la céiula es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monoclonal
humanizado que especificamente se une a una céiula objetivo.

45. El metodo de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo
quimérico, un anticuerpo de dominio, 0 un fragmento anticuerpo de dominio que
especificaments se une a una célula objetivo.

48. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agents enlazador de la céiula es a anticuerpo monocional, un anticuerpo monoclonal de
cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especfficamente se une
a células de tumor.

47. El método de conformidad con la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
monocional de cadena individual recubierto, © un fragmento de anticuerpo monocional
recubierto, que especificaments se une a células de tumor.

48. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es una anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificaments se une a células de tumor.

49. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caraclerizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo quimeérico, o un fragmento de anticuerpo
quimérico, un anticuerpo de dominlo, 0 un fragmento de anticuerpo de dominio que
especificamente se une a células de tumor.

50. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la céluia es a anticuerpo monocional, un anticuerpo manocional de
cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especificaments se une
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a células colorectales o células de cancer de pecho.

51. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
monocional de cadena individual recubierto, o un fragmento de anticuerpo monocional
recubierto que aspecificaments se une células de cdncer colorectal o células de céncer de
pecho.

52. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agents eniazador de la célula es una anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o0 un fragmentio de anticuerpo monocional
humanizado que especiicaments se une a células de céncer colorectal o células de
céncer de pecho.

53. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
monocional de cadena individual recubierto, o un fragmento de anticuerpo monocional
recubierto que especificamente se une a células de céancer de pacho.

54. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque el
agents enlazador de ia célula es una anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificaments se une a células de céncer de pecho.

55. El método de conformidad con cuaiquiera de las relvindicaciones 1 a 34,
caracierizado porque el agente eniazador de la célula es un anticuerpo anti-CanAg, un
anticuerpo anti-CD 18, un anticuerpo ant-CD33, un anticuerpo anti-CALLA, un anticuerpo
ant-EGFR, un anticuerpo ant-CD58, un anticuerpo anti-IGF-IR, 0 un anticuerpo anti-Her2.

58. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un anticuerpo My8-8, KS77, o
N9801 recubierto.

57. El método de conformidad con cualquiera de las relvindicaciones 1 a 34,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula as el anticuerpo trastuzumab,

,Uu\b
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anticuerpo B4, o anticuerpo huC242.

58. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula es el anticuerpo huC242.

59. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula es el anticuerpo trastuzumab.

80. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracierizado porque el
conjugado maitansincide del agente enlazador celular que comprende el enlazador no
divisible es menos tixico que un conjugado del agente enlazador de la célula
maitansinoide que comprende por lo menos un maitansincide enlazadc al agente
enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.

81. El método de conformidad con ia reivindicaciéon 1, caracterizado porque el
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular tiene una eliminacién de plasma
mas o menos igual que la de! anticuerpo solo.

62. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque la
dosis méxima tolerada del conjugado maitansinoide del agente eniazador celular
comprende el enlazador no divisible que es mayor que aquel para el conjugado
maitansinoide del agente enlazador de la célula que comprende por 0 menos un
maitansinoide eniazado al agente enlazador de la céiula a fravés de un enlazador
divisible.

83. El método de conformidad con la reivindicacién 1, caracterizado porque la
durabllidad de la actividad biolégica del conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular comprende el enlazador no divisible que es mayor que aquel de un conjugado
maitansinoide de! agente enlazador celular que comprende por lo menos un maitansinoide
enlazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.

64. El método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque la
actividad hacia las células negativas del antigeno del conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular que comprende el enlazador no divisible es menor que un conjugado
maitansinoide del agente eniazador celular que comprende por lo menos un maitansinoide

X
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enlazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.

85. El método de conformidad con la reivindicacidn 1, caracterizado porque el
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular exhibe una actividad de espectador
minima.

66. Un método para eliminar células, el método comprende poner en contacto
céluias con un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular, en donde uno o
maés maitansinoides estin covalentements enlazados al agents enlazador de la célula a
través de un enlazador no divisible y ol agente enlazador de la célula s6 une a las células.

87. El método de conformidad con la relvindicacién 68, caracterizado porque el
enlazador no divisible es substanciaimente resistente a la divisién inducida por acido, la
divisién inducida por luz, divisién induckia por peptidasa, divisién inducida por esterase, o
divisién del enlace de disulfuro.

68. El méindo de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
enlazador no divisible no tiene un d&tomo de azuire.

69. El método de conformidad con la reivindicacion 68, caracterizado porque el
enlazador de deriva de una porcion basada en écido dicarboxflico.

70. El método de conformidad con la reivindicacién 89, caracterizado porque el
enlazador se deriva de una porcion basada en dcido a,a-dicarboxilico, en donde ia
porcién basada en é&cido o,e-dicarboxilico tiene ia férmula general HOOC-X-Yy-Zm-
COOH, en donde X es a grupo alquilo, aiquenilo o alquinilo lineal o ramificado que lieva
de 2 a 20 &tomos de carbono, Y es un grupo cicloaiquilo o cicioalquenilo que lleva de 3 a
10 dtomos de carbono, Z es un grupo aromético substituido o no substituido que lieva de
8 a 10 &tomos de carbono 0 un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde
ol &tomo heterogéneo se seleccionade N, 00 S, y |, m y n son cada uno 0 o 1, siempre
que todos éstos no sean 0 al mismo tiempo.

71. El método de conformidad con la reivindicacién 70, caracterizado porque el
acido a-a-dicarboxilico es écido atipico, dcido glutérico, &cido pimélico, dcido hexan-1,6-

dioico, dcido pentan-1,5-didico, &cido cicliohexan-dioico, 0 cido ciclohexen-dioico.
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72. E| método de conformidad con la relvindicacién 88, caracterizado porque el
eniazador no divisibie tiene un 4tomo de azufre.

73. El método de conformidad con la reivindicacién 72, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido.

74. El método de conformidad con la reivindicacién 73, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcion basada en maleimido seleccionada del
grupo que consiste de 4-(maleimidometil) ciciohexancarboxilato de N-succinimidilo
(SMCC), N-succinimidil-4-(N-maieimidometil)-ciciohexan-1-carboxi-(6-amidocaproato) (LC-
SMCC), eéster N-succinimidilico de dcido K-maleimidoundecancico (KMUA), N-
succinimidilico de acido y-maleimidobutirico (GMBS), éster N-hidroxisuccinimidllico de
dcido s- maleimidcaproico (EMCS), éster N-hidroxisuccinimidilico de écido m-
maleimidobenzollo (MBS), éster de N-(z-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS),
hexanoato de succinimidil-8-((3-maleimidopropionamido) (SMPH), 4-(p-maleimidofenil)-
butirato de (N-succinimidilo (SMPB), y isoclanato de N-(p-maieimidofenilo) (PMPI).

75. El método de conformidad con la reivindicacion 74, caracterizado porque
elenlazador no divisible se deriva de SMCC.

76. El método de conformidad con ia reivindicacion 72, caracterizado porque
elenlazador no divisible se deriva de una porcion basada en haloacetilo.

77. El método de conformidad con la reivindicacién 76, caracterizado porque
eleniazador no divisible se deriva de a una porcién basada en haloacetilo saleccionada
del grupo que consiste de N-succinimidi-4- (yodoacetil}-aminobenzoato (SIAB),
yodoacetato de N-succinimidilo (SlA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), y 3-
{bromoacetamido) proplonato de N-succinimidilo (SBAP).

78. El método de conformidad con la reivindicacién 77, caracterizado porque
eleniazador no divisible se deriva de SIAB.

79. El método de conformidad con la reivindicacién 86, caracterizado porque el
enlazador estd en cuaiquiera de los grupos hidraxilo C-3, hidroximetilo C-14, hidroxilo C-
15 o desmetilo C-20 de por lo menocs un maitansinolde.

73
1)"9
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80. El método de conformidad con la relvindicacion 86, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide es un éster de maintasinol que contiene N-metil-alanina.

81. El método de conformidad con la reivindicacion 88, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide es un éster de manitansinol que contiene N-metil-cisteina.

82. El método de conformidad con la relvindicacion 68, caracterizado porque el por
lo menos un maitansinoide estd representado por la formula (II-L), (I'-D) o (IID,L):

Ak

L DL
ay |

Yy representa

(CR7R9)(CRe=CR10)(C=C)eAc(CRsRe)mD(CR11=CR12){C=C)sB{CRiR):CR1R7S-,

en donde:

R: a Rz son cada uno independientements alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 &tomos de carbono, alquilo o aiquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromédtico heterociclico o
heterociclioalquilo, y ademas R2 a R12 pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientements es alquilo ciclico o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 4tomos de carbono, arlio simple o substituido, 0 un radical aromdtico
heterocidico o heterocicioalquilo;

Lm, n, o, p qr s, tyuson cada uno independientemente O o un entero de 1 a 5,
siempre que por lo menos unodel, m, n, 0, p, g, I, 8, ty u ambos no sean cero; y

May representa un maitansinoide que lleva una cadena lateral en el hidroxilo C-3,
Hidroximetilo C-14, Hidraxlo C-15 o desmetilo C-20.

83. El método de conformidad con la reivindicacion 82, caracterizado porque R; es
metilo y R; es H 0 Ry ¥ Rz son metilo.

84. E| método de conformidad con la reivindicacion 82, caracterizado porque R, es
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metiio, R; es H, Rs, Rs, R7 y Rs s0n cada uno H, | y m son cada uno 4, y n es O; o en
donde R, y R; son metiio, Rs, R, R7, Rs s0Nn cadauno H,ilymson 1,ynes 0.

85. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el por
lo menos un maitansinoide esté representado por ia férmula (lI-L),(I-D), o (Il-D,L):

H O ' 0 G rH o}
May” (;)(TJ\‘? May” D?iru\ " W/’\!}\TJ\\H
£ D DL

an

en donde:

Y, representa

(CR7Ra){CRsRe)m(CR3R4)2CR1RS-, en donde:

Ry a Ry son cada uno independientemente, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 atomos de carbono, aiquilo o aiqueniio ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
atomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromdtico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a R, pueden ser H;

|, m y n son cada uno independientemente un entero de 1 a 5, y ademés n puede
ser0; y

May representa un maitansinoide que lleva la cadena lateral en el hidroxilo C-3,
Hidroximetilo C-14, Hidroxilo C-15 o desmetilo C-20.

86. El método de conformidad con ia reivindicacion 85, caracterizado porque R, es
metiio y Rz es H 0 R, ¥y Rz son metilo,

87. El método de conformidad con |a reivindicacion 85, caracterizado porque R4 es
metilo, Rz s H, Rs, Re, Ry Rs soncadauno H, lymsoncadauno 1, ynes 0; o en
donde R, y Rz son metilo, R, Rs, R, ResoncadaunoH,lymson1,ynesO.
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88. El método de conformidad con la reivindicacién 88, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide estA reprasentado por ia formula 4";

4"

en donde:

Y4' representa

(CRRM(CRg=CR 10)p(C=C)¢Ao(CRsRa)mDu(CR11=CR12}{C=ChB(CR3R:).CR1R:S-,
en donde:

R, a Rg son cada uno independientemente alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 &omos de carbono alquilo o alquenilo ramificado o cidlico que tiene de 3 a 10
étomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a Ry; pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientemente es alquilo ciclico o alquenilo cidico que
tiene de 3 a 10 dtomos de carbono arilo simple o substituido, 0 un radical aromético
heterociclico o heterocicloalquilo; y |, m, n, o, p, q. r, 8, t ¥ u son cada uno
independientaments 0 o un entero de 1 a 5, siempre que por lo mencs dos de |, m, n, o, p,
q, I, s, t y u ambos no sean cero.

89. £l método de conformidad con la reivindicacién 88, caracterizado porque R, es
metilo y R; s H 0 R, y Rz son metiio.

90. El método de conformidad con la reivindicacién 89, caracterizado porque Ry 6s
metilo, R8s H, Rs, Re, Ry Ry soncadauno H, lymson cadauno 1, ynes 0; o en
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donde R, y R; son metilo, Rs, Rs, Ry, Rz soncadauno H, lymson1,ynesD.
91. El método de conformidad con la reivindicacién 88, caracterizado porque el por
lo menos un maltansinoide estd representado por la fdrmula 41:

Pl

en donde:

Y1 representa

(CR7Ra)(CRsRe)m(CRaR4).CR3R2S-, en donde:

R, & Ry son cada uno independientemente, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 dtomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o clclico que tiene de 3 a 10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo substitukio o0 un radical aromdtico heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a Ry pueden ser H; y |, m y n son cada uno
independientemente un entero de 1 a 5, y ademés n puede ser 0.

92. El método de conformidad con la meivindicacion 91, caracterizado porque Ry s
metilo y Rz @8 H 0 R ¥ Rz son metifo.

93. El método de conformidad con la reivindicacion 91, caracterizado porque R, es
metilo, Rz 88 H, Rs, Rs, Ry Y Rg son cadauno H, lym son cadauno 1, ynes 0; o en
donde R, y R; son metilo, Rs, Re, R7, ResoncadaunoH, lymson1,ynes0.

94. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque por lo
menos un maitansinoide es DM1.

95. El método de conformidad con la reivindicacion 668, caracterizado porgue por lo
menos un maitansinoide es DM3.

98. El método de conformidad con |a reivindicacion 68, caracterizado porque por lo

%
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87. El método de conformidad con la reivindicaciéon 68, caracterizado porque el
maitansinoide estd modificado con un agents de entrelazamiento que no contiene azufre

yuget

para dar un compuesto de la fdrmuia 5

en donde X es a grupo aiquilo, alquenilo o aiquinlio lineal o ramificado que lleva de
2 a 20 4tomos de carbono, Y es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que lleva de 3 a 10
atomos de carbono, Z es a grupo aromético substituido o no substituido que lleva de 8 a
10 étomos de carbono o un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el
atomo heterogéneo se seleccionade N, 00 S, y |, m y n son cada uno 0 o 1, siempre que
todos éstos no sean O al mismo tiempo, y E junto con el grupo carbonilo forma un éster
activo tal como N-hidroxi succinimidilo y ésteres de sulfosuccinimidilo, éster N-hidrox
ftallmidilo, éster N-hidroxi orto-nitrofeniio, éster de para-hitrofenilo, éster 2 4-dinitrofenilo,
éster 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster 3-carboxi-4-nitrofenilo, éster pentafiurofenilo, y éster
sulfonil tetrafluorofenilo.

98. El método de conformidad con la reivindicacion 66, caracterizado porque el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene az.fre

para dar un compuasto de la férmula 6:

7?
7,63
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en donde n representa un entero de 3 a 24, y E junto con el grupo carbonilo forma
un éster activo tal como éster de N-hidroxi succinimidilo y sulfosuccinimidilos, éster N-
hidroxi fialamidilo, éster N-hidroxi orto-nitofenilo, éster pare-nitrofenilo, aster 2.4-
dinitrofenilo, éster 3-sulfonil4-nitrofenilo, éster  3-carboxi-4-nitrofenilo,  éster
pentafiuorofenilo, y éster sulfonil tetreflucrofenilo.

99. El método de conformidad con la reivindicacion 88, caracterizado porque el
maitansinoide estéd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene anufre

para dar un compuesto de la formula 7:

en donde R es H 0 SOy'Na®.

100. El método de conformidad con la reivindicacién 66, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula se une a las células seleccionadas del grupo que consiste
de células de cancer de pecho, células de céncer de pristata, células de céncer ovérico,
células de céincer colorectal, células de céncer géstrico, células de céncer escamoso,
células pequeilas de céncer de pulmodn, células de céncer testicular, y células de
neuroblastoma.

101. El método de conformidad con la reivindicacién 66, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena indlvidual, un

fragmento de anticuerpo que aspecificamente 6 une a una célula objetivo, a anticuerpo
monocional, un anticuerpo monocional de cadena individual, un fragmento de anticuerpo

36‘{
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monocional que especificamente se une a una céiula objetivo, un anticuerpo quimérico,
un fragmento de anticuerpo quimeérico que especificaments se une a una célula objetivo,
un anticuerpo de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que especificamente
86 une a una célula objetivo, una linfocina, una hormona, una vitamina, un factor de
crecimiento, un factor estimulador de colonia, 0 una moldcula para el transporte del
nutriente.

102. El método de conformidad con la relvindicaciéon 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un interferdn, IL2, IL3, IL4, IL8, insulina, hormona para la
liberacién de firotropina, hormona para la estimulacién de melanocito, hormona esteroide,
somatostatina, EGF, TGF-«, FGF, G-CSF, VEGF, MCSF, GM-CSF, écido f6lico,
transfarina, estrégeno, andlogos de estrégeno, andrégeno, o andlogos de andrégeno.

103. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena individual, o un
fragmento de anticuerpo que especificaments se une a una célula obpuvo

104. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula e un anticuerpo recubierto, un anticuerpo de cadena
individual recubierto, 0 un fragmento de anticuerpo recubierto que especificamente sa une
a una célula objetivo.

105. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la cdlula es un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena
individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo humanizado que especificaments se
une a una célula objetivo.

108. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de
cadena indlvidual, o un fragmento de anticuerpo monocional que aspecificaments se une
a una célula objetivo.

107. E] método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
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monocional de cadena individual recublerto, o un fragmento de anticuerpo recublerto que
especificamente 6 une a una céluia objetivo.

108. El método de conformidad con la relvindicacién 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, 0 un fragmento de anticuerpo monocional

_humanizado que especificamente se une a una céiula objetivo.

109. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo quimérico, o un fragmento de anticuerpo
quimérico, un anticuerpo de dominio, 0 un fragmento de anticuerpo de dominio que
especificaments se une a una célula objetivo.

110. El método de conformidad con la reivindicacion 88, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es a anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de
cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especificamente se une
a células de tumor.

111. El método de conformidad con la reivindicacion 88, caracterizado porqus el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
monocional de cadena individual recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que
especificaments se une a células de tumor.

112. El método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es una anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificamente se une a células de tumor.

113. El método de conformidad con la reivindicacion 86, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo
quimérico, un anticuerpo de dominio, 0 un fragmento de anticuerpo de dominio que
especificamente se une a células de tumor.

114. El método de conformidad con la reivindicacion 88, caracterizado porque el
agente enlazador de la céiula es a anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de
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cadena Individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especificaments se une
células de cancer colorectal o células de cancer de pecho.

115. El método de conformidad con la reivindicacién 86, caracterizado porque el
agente eniazador de ia céiula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
monocional de cadena individual recubierto, 0 un fragmento de anticuserpo recubierto que
especificamente se une células de cancer colorectal o células de céncer de pecho.

116. El método de conformidad con la reivindicacion 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, ¢ un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificamente se une células de cancer colorectal o células de céncer
de pecho.

117. E]l método de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porque el
agente enlazador de la céiula es un anticuerpo monocional recublerto, un anticuerpo
monocional de cadena individual recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que
especificamente se une a células de cancer de pecho.

118. El método de conformidad con la reivindicacion 68, caracterizado porque el
agents eniazador de la célula es una anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificaments se une a células de céncer de pecho.

119. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones a 89,
caracterizado porque el agente enlazador de la céljula es un anticuerpo anti-CanAg, un
anticuerpo anti-CD19, un anticuerpo ant-CD33, un anticuerpo anti-CALLA, un anticuerpo
anti-EGFR, un anticuerpo anti-CD58, un anticuerpo anti-IGF-IR, o un anticuerpo ant-Her2.

120. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 68 a 99,
caracterizado porque el agents enlazador de la célula es un anticuerpo My8-8, KS77, o
NS01 recubierto.

121. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 68 a 99,
caracterizado porque el agsnte enlazador de la célula es el anticuerpo trastuzumab,

vz
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anticuerpo B4, o anticuerpo huC242.

122. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 68 a 99,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula es el anticuerpo huC242.

123. El método de conformidad con cuaiquiera de las reivindicaciones 68 a 99,
caracierizado porque el agente enlazador de la célula es el anticuerpo C242recubierto.

124. El método de conformidad con la reivindicaciéon 68, caracterizado porque el
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular que comprende el enlazador no
divisible que es menos tixico que un conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular que comprende el por lo menos un maitansinoide enlazado al agente enlazador de
la céiula a través de un enlazador divisible.

125. El método de conformidad con la reivindicacion 68, caracterizado porque el
conjugado maitansinoide del agente eniazador celular tiene una eliminacién de plasma
aproximadamente igual a aqueila del anticuerpo scio.

128. El método de conformidad con la reivindicacién 66, camacterizado porque la
dosis méxima tolerada del conjugado maitansinoide del agente enlazador celular que
comprende el enlazador no divisible es mayor que aquel del conjugado del agente
maitansinoide del agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.

127. El método de conformidad con la reivindicacién 88, caracterizado porque la
durabilidad de la actividad biolégica del conjugado maitansinokie del agente enlazador
celular que comprende el enlazador no divisible es mayor que la de un conjugado
maitansinoide del agente enlazador celular que comprende por lo menos un maitansinoide
enlazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisble.

128. El métndo de conformidad con la reivindicacién 68, caracterizado porgque la
actividad hacia las células negativas del antigeno del conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular que comprende el enlazador no divisible es menor que aquella de
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular que comprende por o menos un
maitansinoide enlazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador

divisible.
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128. El método de conformidad con la relvindicacion 68, camacterizado porque el
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular exhibe una actividad de espectador
minima.

130. Un método de tratamiento de afecciones seleccionada del grupo que consiste
de tumores, enfermedades autoinmunes, rechazos a injerto, enfermedad de huésped
contra injerto, infecciones virales, @ infeccibn por parésito, el método comprende
administrar a un sujeto en la necesidad del tratamiento una cantidad efectiva de un
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular, en donde el uno o més
maltansinoldes estén covalentemente enlazados al agente enlazador de la célula a travds
de un enlazador no dlvisible y el agente enlazador de la célula se une a células enfermas
o células infectadas de la afeccion.

131. El método de conformidad con la reivindicacion 130, caracterizado porque se
seleccionan del grupo que consiste de céncer de pecho, colon, prostata, rifién, péncreas,
ovario y érganos linféticos.

132. El método de conformidad con la reivindicacion 130, caracterizado porque las
enfermedades autoinmunes se seleccionan del grupo que consiste de lupus sistémico,
artritis reumatoide y esclerosis matltiple.

133. El método de conformidad con la relvindicacién 130, caracterizado porque los
rechazos a injerto se seleccionan del grupo que consiste de rechazo al trasplante renal,
rechazo al trasplante cardiaco, y rechazo al trasplante de médula espinal.

134. El método de conformidad con la reivindicacidn 130, caracterizado porque las
infecclones virales se seleccionan del grupo que consiste de CMV, VIH y SIDA.

135. El método de conformidad con la reivindicacién 130, caracterizado porque las
infecciones por pardsito se seleccionan del grupo que consiste de giardiasis, amibiasis y
esquistosomiasis.

138. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracierizado porque @ eniazador no divisble es substancialmente resistents a la dlvision
inducida por écido, division inducida por luz, divisién inducida por peptidasa, la division
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induciia por esterasa, o divisién del enlace de disulfuro.

137. El método de conformidad con cuaiquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el enlazador no divisible no tiene un dtomo de azufre.

138. El método de conformidad con la reivindicacién 137, caracterizado porque el
enlazador se deriva de una porcién basada en écido dicarboxilico.

139. El método de conformidad con la reivindicacion 138, caracterizado porque ei
enlazador se deriva de una porcidn de dcldo a,e-dicarboxilico, en donde el écido
dicarboxilico tiene la férmula general HOOC-X-Y,-Zn~-COOH, en donde X es a grupo
alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado que lleva de 2 a 20 &tomos de carbono, Y
@8 un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que lleva de 3 a 10 &tomos de carbono, Z 8 un
grupo aromético substituido o no substituido que lieva de 6 a 10 Atomos de carbono o un
grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el 4tomo heterogéneo se
seleccionade N, 00 S, y|, m y n son cada uno 0 0 1, siempre que todos 6stos no sean 0
al mismo tiempo.

140. El método de conformidad con la reivindicacién 139, caracterizado porque el
&cido a,a-dicarboxilico es écido adipico, acido glutérico, dcido pimélico, dcido hexen-1,6-
dioico, pentan-1, écido 5-diocico, 4cido cilcohexan-dicico o écido ciclochexen-dioico. -

141. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracierizado porque el enlazador no divisible tiene un &tomo de azufre.

142, El método de conformidad con la reivindicacién 141, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido.

143. El método de conformidad con la reivindicacién 142, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido seleccionada del
grupo que consiste de 4-(maleimidometil) ciclohexancarboxilato de N-succinimidilo
(SMCC), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciciohexan-1-carboxi-(8-amidocaproato) {LC-
SMCC), éster N-succinimidllico de acido K-maleimidoundecanocico (KMUA), y aster N-
succinimidilico de &cido-malelmidobutirico (GMBS), éster N-hidroxisuccinimidico de écido
s-maleimidcaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoll-N- hidroxisuccinimida (MBS),
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éster de N-{a-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS), succinimidil-8-(P-
maleimidopropionamido) hexanoato (SMPH), 4-(p-maleimidofenil)}-butirato de N-
succinimidilo (SMPB), y N-(p-maleimidofenil) isocianato (PMPI).

144. El método de conformidad con la reivindicacion 143, caracterizado porque e}
enlazador no divisible se deriva de SMCC.

145. El método de conformidad con la reivindicacién 141, caracterizado porque el
enlazador no divislble se deriva de a una porcion basada en haloacetio.

148. El método de conformidad con la reivindicacién 145, caracterizado porque el
enlazador no divisible sa deriva de a una porcién basada en haloacetilo seleccionada del
grupo que consiste de N-succinimidil-4-(yodoacastil)}-amincbenzoato (SIAB), yodoacetato
de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), y 3- (bromoacstamido)
propionato de N-succinimidilo (SBAP).

147. El método de conformidad con la reivindicacién 148, caracterizado porgue el
enlazador no divisible se deriva de SIAB.

148. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el enlazador estd en cuaiquiera de los grupos Hidroxilo C-3,
Hidroximetilo C-14, Hidroxdlo C-15 o desmetiio C-20 de por lo menos un maitansinoide.

149. El método de conformidad con cualqulera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por lo menos un maitansinoide es un éster que contiene N-metilo-
alanina de maitansinol.

150. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por jo menos un maitansinoide es un éster que contiene N-metil-
cisteina de maitansinol.

151. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por lo menos un maitansinoide estd representado por la formula (I
L),(II'-D) o (II'-D,L):

e, H © He, H ©Q
AP T Y
D

L DL
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en donde:

Y1'representa
(CR7R{CRe=CR10)s(C=C)eAc(CReRa)mDu(CR11=CR12){C=C)sB{CR3R4):CRR2S-, en
donde:

R, a Ry; son cada uno independientemente alquillo o aiquenilo lineal que tiene de 1
a 10 dtomos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o clclico que tiene de 3 a 10
d@tomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromdtico heterociclico o
heterocicioalquilo, y ademés, R, a Rz pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientements as alquilo ciclico o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 dtomos de carbono arilo simple o substituido, o un radical aromético
heterociclico o heterocicioalquilo;

l,m,n,o,p,q,r,s, tyuson cada uno independientemente Oounenterode 1a 5,
siempre que por lo menos dos del,m, n, 0, p, q, T, 8, t y U ambos no sean cero; y

May representa un maitansinoide que lleva una cadena lateral en el hidroxilo C-3,
hidraximetilo C-14, hidroxdlo C-15 o desmetiio C-20.

152. Ei método de conformidad con la reivindicacién 151, caracterizado porque R,
es metilo y R; es H o R; y Rz son metilo.

153. El método de conformidad con la reivindicacion 151, caracterizado porque Ry
o5 metilo, Rze3 H, Rs, R, Ry Re soncadaunoH, lym soncada uno 1, ynes O; o en
donde R4 Y R; son metilo, Rs, Rs, Ry, ResoncadaunoH,lymson1,ynes0.

154. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por lo menos un maitansincide ests representado por la férmula (1i-
L),(-D), o (I-D,L):

A
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A A

en donde:

Y, representa

(CR7RaM(CRsRe)m(CRyR)CR1R2S-,

en donde:

R; & Ry son cada uno independientemente, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 &tomos de carbono aiquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
étomos de carbono, fenilo, fenilo substituido 0 un radical aromético heterociclico o
heterociclocalquilo, y ademés R; a Ry pueden ser H;

|, m y n son cada uno independientements un entero de 1 a 5, y ademds n puede
ser0;y

May representa un maitansinoide que lleva la cadena lateral en el hidroxlo C-3,
hidraximetilo C-14, hidroxilo C-15 o desmetilo C-20.

155. El méiodo de conformidad con la reivindicacion 154, caracterizado porque R,
es metilo y R; es H o0 R, y Rz son metilo.

158. El método de conformidad con la reivindicacién 154, caracterizado porque R,
es metilo, Rzes8 H, Rs, Rs, Ry Rssoncadauno H, [ ymson cadauno 1, yn es 0; o en
donde R; y Rz son metilo, Ry, Ry, Ry, ReSoncadaunc H,lymson1,ynesO.

157. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por o menos un maitansinoide estd representado por la fSrmula 41

/2/63
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en donde:

Y+ representa

(CR/RaW(CRy=CR10)p(C=C)Ao(CRsRa)mD(CR11=CR12){C=C)B{CR:R).CR1R2g-,
en donde:

R1 a Ry2 son cada uno independientements alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 dtomos de carbono, alquilo o aiquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterocicioalquilo, y ademés R; a R4 pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientemente es aiquilo ciclico o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 étomos de carbono arilo simple o substituido, 0 un radical aromético
heterocidlico o heterocicloalqullo; y

lLm,no,p4qrs,tyuson cada uno independientomente 0 o un entero de 1 a 5,
siempre que por lo menos unodel, m,n, 0, p, q, T, §, ty u ambos no sean cero.

158. El método de conformidad con la reivindicacién 157, caracterizado porque R,
es metilo y R; 83 H 0 Ry y R; son metilo.

158. El método de conformidad con la reivindicacién 157, caracterizado porque R,
o3 metilo, R es H, Rs, Re, R;yRe soncadauno H, lym soncadauno 1, ynes 0; o en
donde R, y Rz son metilo, R;, Rs, Ry, Rs son cadaunoH,lymson1,ynes0.

160. El método de conformidad con cuaiquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por o menos un maltansinoiie esta representado por la férmula 41:

&
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en donde.

Y, representa

(CR7Ra){CRsRe)m(CR3R4)CR1R2S-, @n donde:

R¢ a Ry son cada uno independientsments, aiquilo o alquenilo lineal que tienen 10
&tomnos de carbono, alquilo o aiquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10 &tomos de
carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o heterocicloalquilo,
y ademés R; a Ry pueden ser H; y

I, m y n son cada uno independientemente un entero de 1 a 5, y ademas n puade
ser 0.

161. El método de conformidad con la reivindicacion 180, caracterizado porque R,
os metilo y Rz s H 0 R, y Rz son metilo.

162. El método de conformidad con la reivindicacién 160, caracterizado porque R,
@3 metilo, R;e8 H, Rs, Re, Ry Rgson cadaunoH, |y msoncadauno 1, ynes 0; oen
donde R y Rz son metilo, Rs, Rs, Ry, ResoncadaunoH,!ymson1,ynesO.

163. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por lo menos un maitansinoide es DM1.

164. £l método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por io menos un maitansinoide es DM3.

165. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque por lo menos un maitansinoide es DM4.

166. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,

D
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caracterizado porque el maitansinoide esth modificado con un agente de entrelazamiento
que no contiene azufre para dar un compuesto de la formula 5:

en donde X es a grupo alquilo, alquenilo o alquiniio ineal o ramificado que lleva de
2 a 20 dtomos de carbono, Y es un grupo cicloaiquilo o cicloalquenilo que lieva de 3 a 10
dtomos de carbono, Z es a grupo aromdtico substituido o no substituido que lleva de 6 a
10 atomos de carbono o un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el
&tomo heterogéneo se seleccionade N, 00 S, y |, m y n son cada uno 0 o 1, siempre que
todos éstos no sean O al mismo tiempo, y E junto con el grupo carbonilo forma un éster
activo tal como ésteres de N-hidroxi succinimidilo y sulfosuccinimidilo, éster N-hidroxi
ftalamidilo, éster de N-hidroxi orto-nitrofenilo, éster de para-nitrofenilo, éster de 2.4-
dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster de 3-carboxi-4-nitrofenilo, éster de
pentafiuorofenlio, y éster de sulfonil tetrafiucrofenito.

167. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento
que no contiene azufre para dar un compuesto de la férmula 6:

en donde n representa un entero de 3 a 24, y E junto con el grupo carbonilo forma
un éster activo tal como Esteres de N-hidroxi succinimidilo y sulfosuccinimidio, éster N-

v
6
v
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hidrox ftalamidilo, éster N-hidroxi orto-nitrofeniio, éster para-nitrofenlio, éster 2.4-
dinitrofenilo, éster 3-sulfonil4-nitrofenilo, éster  3-carboxi4-nitrofenilo, éster
pentaftuorofenilo, y éster sulfonil tetrafiuorofenilo.
168. El método de conformidad con cuaiquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento
que no contiene azufre para dar un compuesto de la férmula 7:

en donde R s H 0 SOyNa".

169. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el agents enlazador de la célula @s un anticuerpo, un anticuerpo de
cadena individual, o un fragmento de anticuerpo que especificamente se une a células
enfermas o infectadas de la afeccion.

170. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque ei agente enlazador de la célula es un anticuerpo recubierto, un
anticuerpo de cadena Individual recubiertos, o un fragmento de anticuerpo recublerto que
especificamente se une a células enfermas o infectadas de la afeccién.

171. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un anticuerpo humanizado, un
anticuerpo de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo humanizado
que especificaments se une a células enfermas o infectadas de la afeccién

172. El método de conformidad con cualquiera de las relvindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el agernts enlazador de la célula es a anticuerpo monoclional, un
anticuerpo monocional de cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional
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que especificamente se une a céiulas enfermas o Infectadas de la afeccion.

173. El método de conformidad con cuaiquiera de [as reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un anticuerpo monocional
recubierto, un anticuerpo monocional de cadena individual recubierto, 0 un fragmento de
anticuerpo recubierto que especificaments se une a células enfermas o infectadas de la
afeccidn.

174. El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 130 a 135,
caracterizado porque el agente eniazador de la céiula es una anticuerpo monocional
humanizado, un anticuerpo monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento
de anticuerpo monocional humanizado que especificamente se une a células enfermas o
infectadas de la afeccion

175. El método de conformidad con la reivindicacidn 130, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo anti-CanAg, un anticuerpo anti-CD19, un
anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo anti-CALLA, un anticuerpo ant-EGFR, un anticuerpo
anti-CD58, anticuerpo anti-IGF-IR, 0 un anticuerpo anti-Her2.

176. El método de conformidad con Ia reivindicacén 130, caracterizado porque el
agente enlazador de la céiula es un anticuerpo My9-8, KS77, o N801recubierto.

177. El método de conformidad con la reivindicacion 130, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es en anticuerpo trastuzumab, anticuerpo B4, o anticuerpo
huC242.

178. El método de conformidad con la reivindicacién 130, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo huC242.

179. El método de conformidad con la reivindicacién 130, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo C242 recubierto.

180. Un método para uso in vitro para tratar- células de médula espinal autblogas
antes de su trasplante daniro del mismo sujeto con el fin de eliminar las células enfermas
o de tumor, cblulas de médula espinal antes de su trasplante con el fin de eliminar células
T competentes y prevenir la enfermedad de injerto contra huésped (GVHD); cultivos de

-3
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células con el fin de eliminar todas las céiulas excepto las variantes deseadas que no
expresan el antigeno objativo; o cultivos de céluias con el fin de eliminar céiuias variabies
que expresan el antigeno indeseado; ol método comprende tratar las células con una
cantidad efectiva de un conjugado maitansinoide del agents enlazador celular, an donde
uno o més maitansinocides covalentements enlazados al agente enlazador de la célula a
través de un enlazador no divisible y el agente enlazador de la célula se unen las células
que se van a eliminar.

181. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
enlazador no divisible es substanciaimente resistente a la divisién Iinducida por acido,
divisidn inducida por luz, divisién inducida por peptidasa, divisién inducida por esterasa, o
division del enlace de disulfuro.

182. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
enlazador no divisible no tiene un &tomo de azufre.

183. El método de conformidad con la reivindicacién 182, caracterizado porque el
enlazador se dariva de una porcién basada en écido dicarboxilico.

184. El método de conformidad con la reivindicacion 183, caraclerizado porgue el
eniazador se deriva de una porcidn basada en dcido a,a-dicarboxdlico que tiene la férmula
general HOOC-X-Y,-Zw-COOH, en donde X es a grupo alquilo, alquenilo o alquinilo lineal
o ramificado que lleva de 2 a 20 atomos de carbono, Y es un grupo cicloalquilo o
cicloalqueniio que lleva de 3 a 10 &tomos de carbono, Z es un grupo aromético substituido
o0 no substituido que lleva de 6 a 10 dtomos de carbono o un grupo heteraciclico
substituldo o no substituido en donde el 4tomo heterogénec se seleccionade N, 00 S, y
I, my n son cada uno 0 o 1, siempre que todos éstos no sean O al mismo tiempo.

185. £l método de conformidad con la reivindicacién 184, caracterizado porque el
dcido a,o-dicarboxilico es écido adipico, écido pimélico, dcido glutérico, &cido pimélico,
4cido hexen-1,6-dicico, écido penten-1,5-dioico, écido ciclohexan-dioico o #cido
ciclohexsn-dioico.

168. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
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eniazador no divisible tiene un &tomo de azufre.

187. El método de conformidad con la reivindicacién 188, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido.

188. El método de conformidad con la reivindicaciéon 187, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido seleccionada del
grupo que consiste de 4- (maleimidometil) ciciohexancarboxilato de N-succinimidiio
{SMCC), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carbaxi-(6-amidocaproato) (LC-
SMCC), éster de N-succinimidilico de dcido K-malemidbundecanoico (KMUA), éster de N-
succinimidilico de é&cido y-maleimidobutirico (GMBS), éster de N-hidraxdsuccinimidllico de
acido s-maleimidcaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N- hidroxisuccinimida
(MBS), éster N-(a-maleimidoacetoxi}-succinimida (AMAS), succinimidil-8-(p-
maleimidopropionamido)hexancato (SMPH), 4-(p-maleimidofenil}-butiado de N-
succinimidilo (SMPB), y N-(p-maleimidofenil)isocianato (PMPI).

189. El metodo de conformidad con la reivindicacion180, caracterizado porque el
enlazador no divisble se deriva de SMCC.

190. El método de conformidad con la reivindicacién 188, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de una porcion basada en haloacetilo.

191. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de a una porcién basada en haloacetilo seleccionada del
grupo que consiste de N-succinimidil-4-(yodocacetil}-aminobenzoato (SIAB), yodoacetato
de N-succinimidilo (SIA), bromoacetato de N-succinimidilo (SBA), y 3-(bromoacetamido)
propionato de N-succinimidilo (SBAP).

192. El método de conformidad con la reivindicacion 191, caracterizado porque el
enlazador no divisible se deriva de SIAB.

193. El método de conformidad con la reivindicaciéon 180, caracterizado porque el
enlazador es cualquiera de un grupo C-3 hidraxilo, hidroximetil C-14, Hidroxilo C-15 o
desmetilo C-20 de por lo menos un maitansinoide.

194. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
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por lo menos un maltansinoide es un éster que contiene N-metil-alanina de maitansinol.
1985. E! método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque por
lo menos un maitansinoide @s un éster que contiene N-metil-cisteina de maitansinol.
188. El método de conformidad con la reivindicacion 180, caracterizado porque por

lo menos un maitansinoide estd representado por la férmula (II-L), (I-D) o (II-D,L):

A

L D
a

en donde:

Y+ representa

(CRrRa)(CRy=CR10)¢(C=C)eAc(CRsRe)mDu(CR11=CR12){C=C)B{(CRsR)CR1R:S-,
en donde:

R, a R4z son cada uno independientamente alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 &tomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
étomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromstico heterociclico o
heterocicloaiquilo, y ademés R, a Ry; pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientemente es alquilo ciclico o alquenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 dtomos de carbono arilo simple o substituido, 0 un radical aromético
heterociclico o hetsrocicloalquilo;

lLm,nopaqr,s,tyuson cada uno independlentements 0 o un entero de 1 a 5,
siempre que por lo menos uno del, m, n, 0, p, q, I, 8, ty u ambos no sean cero; y

May representa un maitansinoide lleva una cadena lateral en el hidroxilo C-3,
hidroximetiio C-14, hidroxilo C-15 o desmetlio C-20. '

197. El método de conformidad con la reivindicacién 198, caracterizado porque R,
es metilo y Rz s H o R y Rz son metilo.

198. El método de conformidad con la reivindicacién 198, caracterizado porque R,
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es metilo, Rz @s H, Rs, Rs, Ry YyRs soncadaunc H, lym soncadauno 1, ynes 0; o en
donde R; y Rz son metilo, Rs, Re, R7, Re Son cadauno H,lymson1,ynes0.

199. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque por
lo menos un maitansinoide estd representado por la férmula (lIi-L), (1I-D), o (Ii-D,L):

LAt At
u./"{xl Y ey’ T/L "'/\RXT v
z p DL

(I

en donde:

Y, representa

(CR7Re){CRsRa)m(CRaR4).CR1R;S-, en donde:

R a Rg son cada uno independientemente, alquilo o aiquenilo lineal que tiene de 1
a 10 atomos de carbono alquilo o alquenilo ramificado o cidlico que tiene de 3 a 10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a Ry pueden ser H;

I, m y n son cada uno independientemente un entero de 1 a 5, y ademds n puede
ser0; y

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

200. El méiodo de conformidad con la reivindicacién 199, caracterizado porque R,
as metilo y Rz es H o R, y Rz son metilo.

201. El método de conformidad con la reivindicacion 199, caracterizado porque R
es metilo, R; @8 H, Rs, R, Rz7y Rg soncadauno H, lymsoncadauno 1, ynaes 0; o en
donde R, y Rz son metilo, Rs, Re, R7, Rs son cadauno H, lymsone1,ynesO.

202. E! método de conformidad con |a relvindicacidn 180, caracterizado porque por

lo menos un maitansinoide esta representado por la formula 41"

7,
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en donde:

Yy representa

(CR7Rgh(CRg=CR 10)p(C=C)Ac(CRsRa)mDu(CR11=CR12){C=C)sB{(CR3R4).CR1R2S-,
en donde;

Ry a R, son cada uno independientements aiquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 &omos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o cidico que tiene de 3 a 10
&tomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterodicloalquilo, y ademds R, a Ry, pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientementa es aiquilo ciclico o alquenilo ciclico que
tlene de 3 a 10 &tomos de carbono, arilo simple o substituido, 0 un radical aromético
heterociclico 0 heterocicloalquilo; y

Lm nop qr s tyuson cada uno iIndependientemente 0 0 .tnenterode 1 a 5,
siempre que porlomenos unodel, m, n, o0, p, q, I, 8, t y u ambos no sean cero.

203. E! método de conformidad con la reivindicacién 202, caracterizado porque R,
s metilo y R; es H o R; y Ra son metilo.

204. E] método de conformidad con la reivindicacion 202, caracterizado porque R,
es metilo, Rz 65 H, Rs, Re, Ry Ry soncadauno H, | y m son cadauno 1, ynes 0; o en
donde R, y Rz son metilo, Rs, Re, Ry, RasoncadaunoH,lymson1,ynesO.

205. E| método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque por
o menos un maltansinoide estd representado por la foérmula 41:
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en donde:

Y representa

(CR/RaM(CRsRe)m(CRaRICR1R:S-, en donde: ‘

R, a Ry s0n cada uno independientemente, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
a 10 diomos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
dtomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromédtico heterociclico o
heterocicloaliquilo, y ademds R; a Ry pueden ser H;

|, m y n son cada uno independientements un entero de 1 a 5, y ademas n puede
ser0;y

May representa un maitansinoide que lieva la cadena lateral en e} hidroxilo C-3,
hidroximetilo C-14, hidroxilo C-15 o desmetilo C-20.

208. El métode de conformidad con la relvindicacion 205, caracterizado porque R,
es metilo y R; s H o Ry y Rz son metilo.

207. El método de conformidad con Ia reivindicaciéon 205, caracterizado porque R,
es matilo, Rz e8 H, Rs, R, Ry Yy Rysoncadauno H, l ymsoncadauno 1, ynes 0; o en
donde R, y R; son metilo, Rs, Re, Ry, RssoncadaunoH,lymson1,ynesO.

208. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque por
lo menos un maitansinoide es DM1.

208. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque por
lo menos un mattansinoide es DMS3.

210. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque por

lo menos un maitansinoide es DM4.



10

15

25

211. El método de conformidad con la relvindicacién 180, caracterizado porque el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre

L{H

para dar un compuesto de la formula 5:

en donde X es a grupo alquilo, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado que lleva de
2 a 20 &tomos de carbono, Y @s un grupo cicloakyuilo o cicloalquenilo que lleva de 3 a 10
dtomos de carbono, Z es a grupo aromatico substituido 0 no substituido que lleva de € a
10 4tomos de carbono o un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el
#tomo heterogéneo se seleccionade N, 00 S, y|, m y n son cada uno 0 0 1, siempre que
todos éstos no sean 0 al mismo tiempo, y E junto con el grupo carbonilo forma un éster
activo tal como ésteres de N-hidroxi succinimidilo y sulfosuccinimidio, éster de N-hidroxi
ftalamidilo, éster de N-hidroxi orto-nitrofenilo, éster de para-nitrofenilo, éster de 2,4-
dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil4-nitrofenilo, éster de 3-carboxi-4-nitrofenilo, éster de
pentafluorofenilo, y éster de sulfonil tetrafluorofenio.

212. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
maitansinoide estéd modificado con un agents de entrelazamiento que no contiene azufre

para dar un compuesto de la férmula 6:

en donde n representa un entero de 3 a 24, y E junto con el grupo carbonilo forma

180
W
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un éster activo tal como ésteres de N-hidraxi succinimidilo y sufosuccinimidio, éster N-
hidroxi ftalamidilo, éster N-hidroxi orto-nitrofenilo, éster para-nitrofenilo, éster 2,4-
dinitrofenilo, éster 3-sulfonil4-nitrofenilo, éster 3-carboxi-4-nitrofenilo,  éster
pentafiuorofenilo, y éster sulfonil tetrafluorofeniio.

213. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre
para dar un compuesto de ia férmula 7:

en donde R es H 0 SOyNa’.

214. El método de conformidad con la relvindicacion 180, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena individual, © un
fragmento de anticuerpo que especificamente se une a las células que van a ser
eliminadas.

215. El método de conformidad con la reivindicacion 180, caracterizado porque el
agente enlazador de ia célula es un anticuerpo recubierto, un anticuerpo de cadena
individual recubierio, o un fragmento de anticuerpo recublerto que especificamente se une
a las células que van a ser eliminadas.

216. El método de conformidad con la reivindicacion 180, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena
individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo humanizado que especificamente se
une a las células que van a ser eliminadas.

217. E) método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
agents enlazador de la célula es un anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de

181



10

15

20

100

cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especificamente se une
a las células que van a ser eliminadas.

218. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
agente enlazador de la céiula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo
monocional de cadena Individual recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que
especificamente se une a las células que van a ser eliminadas.

219. El método de conformidad con la reivindicacion 180, caracterizado porque el
agente enlazador de la célula es una anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, 0 un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificaments se une a las células que van a ser eliminadas.

220. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular que comprende el enlazador no
divisible es menos tdxico que un conjugado maltansinoide del agente enlazador celular
que comprande el por [0 mencs un maitansinoide enlazado al agente enlazador de la
célula a través de un enlazador divisible.

221. El método de conformidad con la reivindicacién 180, caracterizado porque el
conjugado maitansinocide del agente enlazador celular tiene una eliminacién de plasma
aproximadamente igual a aquella del anticuerpo solo.

222. El método de conformidad con la relvindicacién 180, caracterizado porque la
dosis méxima tolerada del conjugado maitansinoide del agente enlazador de la célula
comprende el enlazador no divisible que es mayor que aquel del conjugado maitansinoide
del agents enlazador celular que comprende por o menos un maitansinoide enlazado al
agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.

223. El método de conformidad con la reivindicacion 180, caracterizado porque la
durabilidad de la actividad biolégica del conjugado maitansincide del agente enlazador
celular que comprende el enlazador no divisible es mayor que aquel de un conjugado
maitansinoide del agente enlazador celular que comprende por lo mencs un maitansinoide
eniazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.
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274. El conjugado maltansinoide del agente enlazador cejular de conformidad con
la reivindicacion 228, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un
anticuerpo  monocional recubierto, un anticuerpo monocional de cadena individual
recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que especificamente se une a células
de tumor.

275. El conjugado maitansinoide del agents enlazador celular de conformidad con
la relvindicacién 2268, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es una
anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo monocional de cadena individual
humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional humanizado que especificamente
se une a células de tumor.

278. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 220, caracterizado porque el agents enlazador de la céiula es un
anticuerpo quimérico, un fragmenio de anticuerpo quimérico, un anticuerpo de dominio, 0
un fragmento de anticuerpo de dominio que especificamente se une a céiulas de tumor.

277. El conjugado maitansinoide del agents enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 226, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un
anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de cadena individual, o un fragmento de
anticuerpo monocional que especificaments se une células de céincer colorectal o células
de cancer de pecho.

278. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacién 228, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un
anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo monocional de cadena individual
recubierto, o un fragmento de anticuerpo recubierio que especificamente se une células
de céncer colorectal o células de cancer de pecho.

279. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 226, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un
anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo monocional de cadena individual
humenizado, o un fragmento de anticuerpo monocional humanizado que especificamente
sa une células de cancer colorectal o células de cancer de pecho.

280. El conjugado maitansinoide de! agente enlazador celular de conformidad con
la relvindicacion 226, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un
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anticuerpo monocional recubierio, un anticuerpo monocional de cadena individual
recublerto, 0 un fragmento de anticuerpo recubierto que especificaments se une a cédiuias
de céncer colorectal o células de céncer de pecho.

281. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la relvindicacién 226, caracterizado porque el agents enlazador de la céiula es un
anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo monocional de cadena individual
humanizado, 0 un fragmento de anticuerpo monocional humanizado que especificamente
80 une a células de cAncer de pecho.

282. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 228, caracterizado porque ol agente enlazador de ia célula es un
anticuerpo anti-CanAg, un anticuerpo anti-CD 19, un anticuerpo ant-CD33, un anticuerpo
ant-CALLA, un anticuerpo ant-EGFR, un anticuerpo anti-CD56, un anticuerpo anti-IGF-
IR, o un anticuerpo anti-Her2.

283. El conjugado maitansinoide de! agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacién 282, caracterizado porque el maltansinoide es DM1, DM2, o DM3.

284. E! conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 228, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es un
anticuerpo My8-8, KS77, o NSO1recubierto.

285. El conjugado maitansinoide del agente entazador celular de conformidad con
la reivindicacién 2684, caracterizado porque el maitansinoide es DM1, DM2, o DM3.

288. El conjugado maitansinokie del agente enlazador celular de conformided con
la reivindicacién 228, caracterizado porque el agente enlazador de la célula es en
anticuerpo trastuzumab, anticuerpo B4, o anticuerpo huC242.

287. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacién 288, caracterizado porque el maitansinoide es DM1, DM2, o DM3.

268. El conjugado maitansinoide del agents enlazador celular de conformidad con
la reivindicacién 226, caracterizado porque el agente enlazador de la céiula es un
anticuerpo huC242.

289. El conjugado maitansinaide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacién 226, caracterizado porque el agente eniazador de la célula es un
anticuerpo C242 recubierto.
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280. El conjugado mattensinokie del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 226 o 227, caracterizado porqué el conjugado maitansinokie del agents
enlazador celular que comprende el enlazador no divisible es menos téxico que un
conjugado maitansinaide del agente enlazador celular que comprende por i0 menos un
maitansinoide enlazado al agente enlazador de la célula a través de un enlazador
divisible.

281. El conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 2268 o 227, caracterizado porque el conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular tiene una eliminacién de plasma aproximadamente igual a aquella del
anticuerpo solo.

292. El conjugado maitansinoide del agents enlazador cejular de conformidad con
la reivindicacién 226 o 227, caracterizado porque la dosis méxima tolerada del conjugado
maitansinoiie del agente enlazador celular comprende el enlazador no divisible que es
mayor que aquel para un conjugado maitansinocide del agente enlazador celular que
comprende por lo menos un maitansinoide enlazado al agente enlazador de la célula a
través de un enlazador divisible.

293. El conjugado maitansinoide del agenta entazador celular de conformidad con
la reivindicacién 226 o 227, caracterizado porque la durabilidad de la aclividad biologica
del conjugado maitansinoide del agente enlazador celular comprende el entazador no
divisible que es mayor que aquel de un conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular que comprende por lo menos un maitansinoide enlazado al agents enlazador de la
célula a través de un enlazador divisible.

2064, E| conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacion 226 o 227, caracterizado porque la activided hacia las células negativas
del antigeno del conjugado maitansinoide del agents enlazador cekiar comprende el
enlazador no divisible que es menor que aquel de un conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular que comprende por lo menos un maitansinokie enlazado al agente
enlazador de la céiula a través de un enlazador divisible.

295. El conjugado maitansincide del agente enlazador celular de conformidad con
la reivindicacién 228 o 227, caracterizado porque 6l conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular axhibe una actividad de espectador minima.
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298. Una composicion que comprende el conjugado maltansinolde del agente
enlazador celular de conformidad con la reivindicacién 226, y un portador.

297. Una composicién que comprende el conjugado maitansinoide del agente
enlazador celular de conformidad con la reivindicacion 227, y un portador.

298. La composicion de conformidad con la reivindicacién 208 o 297,
caracterizada porque el eniazador no divisible es substanciaimente resistente a la division
inducida por dcido, divisidén inducida por luz, divisién inducida por peptidasa, la divisién
induciia por esterasa, o divisién del enlace de disulfuro.

299. La composicibn de conformidad con la reivindicacibn 298 o 297,
caracterizada porque el enlazador no divisible no tiene un dtome de azufre.

300. La composicion de la reinvindicacién 299, caracterizada porque el entazador
se deriva de una porcién basada en dcido dicarboxilico.

301. La composicion de la reinvindicacion 300, caracterizada porque el enlazador
se deriva de una porcion basada de dcido a,n-dicarboxilico, en donde el &cido a,0-
dicarboxilico tiene la formula general HOOC-X-Y,-Z,-COOH, en donde X es a grupo
alquiio, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado llevando de 2 a 20 4tomo, Y es un grupo
cicloalquilo o cicloalquenilo que lleva de 3 a 10 4tomos de carbono, Z @8 un grupo
aromético substituido o no substituido que lleva de 6 a 10 &omos de carbono © un grupo
heterociclico substituido o no substituido en donde el &omo heterogéneo se selecciona de
N,OoS, yl, myn son cada uno 0 o 1, slempre que todos éstos no sean 0 al mismo
tiempo.

302. La composicién de conformidad con la reivindicacion 301, caracterizada
porque el écido a,a-dicarboxllico es écido adipico, &cido pimélico dcido giutarico, acikio
pimélico, dcido hexen-1,8-dioico, 4cido penten-1,5-dioico, dcido ciclohaxan-dioico o &cido
ciclohexen-dloico.

303. La composicibon de conformidad con la reivindicacion 298 o 297,
caracterizada porque el enlazador no divisible tiene un &tomo de azufre.

304. La composicién de conformidad con la reivindicacion 303, caracterizada
porque el enlazador no divisible se deriva de una porcién basada en maleimido.

305. La composicion de conformidad con la reivindicacion 304, caracterizada

porque ol enlazador no divisible se deriva de una porcidn basada en maleimido
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seleccionada del grupo que consiste de 4- (maleimidometil) ciciohexancarboxilato de N-
succinimidilo (SMCC),  N-succinimidil-4-(N-maieimidometil)-ciciohexan-1-carboxi-(6-
amidocaproato) (LC-SMCC), éster de N-succinimidilico de dcido K-maleimidoundecanoico
(KMUA), éster de N-succinimidilico de &cido y-maleimidobutirico (GMBS), éster de N-
hidroxisuccinimidico de dcido e-maleimidcaproico (EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-
N-hidroxisuccinimida (MBS), éster de N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida (AMAS),
succinimidil-8-((3-maleimidopropionamido) hexanocato (SMPH), 4-{p-maleimidofenilo)-
butirato de N-succinimidilo (SMPB), y isocianato de N-{p-maleimidcfenilo) (PMPI).

308. La composicitn de la reinvindicacion 305, caracterizada porque el enlazador
no divisible es SMCC.

307. La composicién de la reinvindicacién 303, en donde el enlazador no divisible
se deriva de una porcién basada en haloacetilo.

308. La composicién de la reinvindicacién 307, caracterizada porque el enlazador
no divisible se deriva de una porcidn basada en haloacetilo seleccionada del grupo que
consiste de N-succinimidil-4-(yodoacstil aminobenzoato (SIAB), yodoacetato de N-
succinimidilo (SlA), bromoacetato de N-succinimidiio (SBA), y 3-(bromoacetamido)
propionato de N-succinimidilo (SBAP).

309. La composicion de la reinvindicacién 308, caracterizada porque el enlazador
no divisible se deriva de SIAB.

310. La composicién de la reinvindicacién 298 o 297, en donde el enlazador esth
en cuaiquiera del grupo hidroxilo C-3, hidroximetilo C-14, hidroxilo C-15 o desmetilo C-20
de por loc menos un maitansinoide.

311. La composicién de la reinvindicacion 298 o 297, caracterizada porque por lo
menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metit-alanina.

312. La composicién de la reinvindicacion 298 o 297, caracterizada porque el por
lo menos un maitansinoide es un éster de maitansinol que contiene N-metil-cisteina.

313. La composicién de la reinvindicacién 298 o 297, caracterizada porque por o
menos un maitansinokie esté representado por la férmula (Ir-L), (II'-D) o (II'-D,L):

0 H ©O
S X " 3
o S e S e
o I I (o] l
L D DL
(11').

/)
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en donde:

Y:' representa

(CR/CRa){CRe=CR10)p(C=C)eAc(CRsCRo)mD.(CR11=CR12):{C=C)sB{CRaCRs):CR1R
25-, en donde:

R, a Ry; son cada uno independientemente alquilo o aiquenilo lineal que tiene de 1
a 10 atomos de carbono, alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
étomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radml aromético heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés Rz a Rz pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientemente es alquilo ciclico o alguenilo ciclico que
tiene de 3 a 10 4tomos de carbono, arilo simple o substituido, 0 un radical aromético
heterociclico o heterocicioalquilo;

lLm,n o pqrs, tyuson cada uno independientements 0 o un entero de 1 a 5,
siampre que por lo menos unode !, m, n, 0, p, q, I, 8, ty u ambos no sean cero; y

May representa un maitansinoide lleva una cadena lateral en el hidroxilo C-3,
hidroximetilo C-14, hidroxilo C-15 o desmetilo C-20.

314, La composicién de ia reinvindicacién 313, caracterizada porque R, es metilo y
R; s H 0 Ry y R; son metilo.

315. La composicion de la reinvindicacién 313, caracterizada porque R; es metilo,
Rzes H, Rs, Rg, R;yRgsoncadauno H, | ym son cada uno 1, ynes 0; c en donde Ry y
R, son metilo, R, Rs, Ry, RssoncadaunoH,iymson1,ynes0.

316. La composicidn de la reinvindicacién 296 o 299, caracterizada porque por lo
menos un maitansinoide estd representado por la férmula (Ii-L), (11-D), o (1I-D,L):

Hy H O . HC, 0 HC H O
288k aa e
L D DL

a

R; a Ry son cada uno independientemente, alquilo o alquenilo lineal que tiene de 1
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a 10 dtomos de carbono, aiquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
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dtomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterocicicalquilo, y ademés R; a Ry pueden ser H;

I, m y n son cada uno independientemente un entero de 1 a 5, y ademas n puede
ser0;y

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

317. La composicidn de la reinvindicaciéon 316, caracterizada porque R, es metilo y
Rz @8 H o R; y Rz son metilo.

318. La composicion de la reinvindicacién 316, caracterizada porque R, es metilo,
Rzes H, Rs, Rs, Ry Yy Rg soncada uno H, |y m son cadauno 1, ynes 0; oen donde Ry y
Rz son metilo, Rs, Re, Ry, ResoncadaunoH,lymson1,ynes0.

319. La composicién de la relnvindicacién 298 o 297, caracterizada porque el por
lo menos un maltansinoide esté representado por la formula 41

4

en donde:

Y, representa

(CR7CRa){CRs=CR10)s(C=C)qA«{CRsCReImD(CR11=CR12)}{C=C}B{CR:CR):CRR
25-, en donde:

R;a Ry; son cada uno independienternente alquilo o alquenik lineal que tiene da 1
a 10 4tomos de carbono alquilo o alquenilo ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
étomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterocicloalquilo, y ademés R; a Ry pueden ser H;

A, B, y D, cada uno independientements aes alquilo ciclico o alquenilo cidico que
tiene de 3 a 10 &tomos de carbono, arilo simple o substituido, o un radical aromético

27



10

15

25

108 VO

heterociclico 0 heterocicloalquilo; y

l,m, n o0 p, qr s, tyu son cada uno independientements O o un entero de 1 a 5,
siempre que por lomenos dosde |, m, n, o, p, q, I, 8, t y u ambos no sean cero.

320. La composicién de la reinvindicacidn 319, caracterizada porque R, es metilo y
Rz es H 0 Ry y R; son metilo.

321. La composicién de la reinvindicacién 319, caracterizada porque R es metilo,
R; @3 H, Ry, Rs, Ry Yy Re s0n cada uno H, | y m son cada uno 1, yn es 0; o en donde R, y
Rz son metilo, Rs, Rs, Ry, ResoncadaunoH,lymson1,ynes0.

322. La composicion de la reinvindicacion 206 o 297, caracterizada porque por lo
menos un maitansinoiie esti representado por la férmula 41:

4
an donde:

Y1 representa (CR/CR8)(CRsCRa)m(CR2CR4):CRR2S-, en donde:

R, a Ry son cada uno independientements, alquiio o alquenilo lineal que tiene de 1
10 4tomos de carbono alquilo o alquenile ramificado o ciclico que tiene de 3 a 10
&tomos de carbono, fenilo, fenilo substituido o un radical aromético heterociclico o
heterocicioalquilo, y ademés R; a Ry pueden ser H; y

|, m y n son cada uno independientemente un entero de 2 a 5, y ademés n puede
ser 0.

323. La composicién de la reinvindicacién 323, caracterizada porque R, 98 metilo y
R; es H 0 Ry y Rz son metilo.

324. La composicion de la reinvindicacién 323, caracterizada porque R, es metiio,
Rze8H,Rs, Rs, RryRs soncadauno H,iymsoncadauno 1, ynes 0; oendonde Ry y
Rz son metilo, Rs, Re, Ry, ResoncadaunoH,lymson1,ynesQ.

325. La composicién de la reinvindicacion 286 o 297, caracterizada porque por lo

menos un maitansinoide es DM1.



10

15

25

109

326. La composicion de la reinvindicacidon 208 o 287, caracterizada porque por lo
menos un maitansinoide es DM3.

327. La composicitn de la reinvindicaciébn 296 o 297, caracterizada porque por lo
menos un maitansinoide es DM4.

328. La composicién de la reinvindicacion 298 o 297, caracterizada porque el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre
para dar un compuesto de la férmula 5.

en donde X es a gru . ado que lleva de
2 a 20 &tomos de carbono, ~ dlevade 3a 10
étomos de carbono, Z 68 & yrupu aivinauuy suvsuILY U IR suusuwiuw que lleva de 8 a
10 4tomos de carbono o un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el
&tomo heterogéneo se seleccionade N, 00 S, y |, m y n son cada uno 0 o 1, slempre que
todos éstos no sean 0 al mismo tiempo, y E junto con el grupo carbonilo forma un éster
activo tal como ésteres de N-hkiroxi succinimidilo y sulfosuccinimidio, éster de N-hidroxi
flalamidilo, éster de N-hidroxi sulfoftalimidilo, éster de orto-nitrofenilo, éster de para-
nitrofenilo, éster de 2,4-dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenllo, éster de 3-carboxi-4-
nitrofenilo, éster de pentafluorofenilo, y éster de sulfonil tetrafluorofenilo.

329. La composicion de la meinvindicacion 208 o 297, caracterizada porque el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene azufre

para dar un compuesto de la férmula 6.

en donde n representa un entero de 3 de 24, y E junto con el grupo carbonilo
forma un éster activo tal como ésteres de N-hidroxd succinimidilo y sulfosuccinimidilo,

Ul
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éster de N-hidroxd fialamidilo, éster de N-hidroxi sulfoftalimidilo, éster de orto-nitrofeniio,
éster de para-nitrofenilo, éster de 2,4-dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster de
3-carboxi-4-nitrofenilo, éster de pentafiucrofenilo, y éster sulfonll tetrafluorofenilo.

330. La composicion de la reinvindicacion 2968 o 297, caracterizada porgue el
maitansinoide estd modificado con un agente de entrelazamiento que no contiene aznufre
para dar un compuesto de la formula 7:

en donde R es H 0 SO Na".

331. La composicién de la reinvindicacién 296 o 297, caracterizada porque el
agente enlazador de la célula se une a chiulas de tumor; células infectadas con virus,
células infeciadas con microorganismo, células infectadas con pardsito, células
autbinmunes, células activadas, células mieloides, celulas T activadas, células B, o
melanocitos; células que expresan los antigenos CD33, CD19, CanAg, CALLA, o Her-2; o
células que expresan el receptor de insulina del factor de crecimiento, el receptor
epidérmico del factor de crecimiento o el receptor de folato.

332. La composicién de la reinvindicacién 331, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula se une a células de tumor seleccionadas del grupo que consiste de
céiulas de céancer de pecho, células de cancer de prostata, células de céncer ovarico,
células de cancer colorectal, células de cancer géstrico, células de céncer escamoso,
células pequefias de céncer de puimén, células de céncer testicular, y células de
neuroblastoma.

333. La composicién de la reinvindicacién 296, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo, un anticuerpo de cadena individual, un fragmento
de anticuerpo que especificamente se une a una céiula objetivo, un anticuerpo
monocional, un anticuerpo monocional de cadena individual, un fragmento de anticuerpo
monocional que especificaments se une a una célula objetivo, un anticuerpo quimérico,
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un fragmento de anticuerpo quimérico que espacificaments se une a una chiula objetivo,
un anticuerpo de dominio, un fragmento de anticuerpo de dominio que especificaments se
une a una célula objetivo, una linfocina, una hormona, una vitamina, un factor de
crecimiento, un factor estimulador de colonia, © una molécula para el transporte del
nutrients.

334. La composicién de la reinvindicacion 298 o 287, caracterizada porque el
agente enlazador de la céiula es una linfocina, una hormona, una vitamina, un factor de
crecimiento, un factor estimulador de colonia, © una molécula para el transporte del
nutriente.

335. La composicion de Ia reinvindicacién 208 o 287, caracterizada porque el
agente enlazador de |a célula es un interferdn, IL2, IL3, IL4, IL8 insulina, hormona para la
liberacién de tirotropina, hormona para la estimulacién de melanocito, hormona esteroide,
somatostatina, EGF, TGF-«, FGF, G-CSF, VEGF, MCSF, GM-CSF, écido fdlico,
transferina, estrdgeno, analogos de estrdgeno, andrégeno, o andlogos de andrégeno.

338. La composicién de la reinvindicacion 298, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula @s un anticuerpo, un anticuerpo de cadena individual, 0 un
fragmento de anticuerpo que especificamente se une a una célula objetivo.

337. La composicién de la reinvindicacion 298, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo recubierto, un anticuerpo de cadena individual
recubierto, o un fragmento de anticuerpo recublerto que especificamente se une a una
célula objetivo.

338. La composicidon de la reinvindicacién 296, caracterizada pormque el agents
enlazador de la célula es un anticuerpo humanizado, un anticuerpo de cadena individual
humanizado, o un fragmento de anticuerpo humanizado que especificamente se une a
una célula objetivo.

339. La composicién de conformidad con la reivindicacion 296, caracterizada
porque ol agente enlazador de ia célula es un anticuerpo monocional, un anticuerpo
monocional de cadena individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que
especificamente se une a una célula objetivo.

340. La composicién de la reinvindicacion 298, caracterizada porque el agemnte
enlazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo monocional
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de cadena Individual recublerto, o un fragmento de anticuerpo recublerto que
aspecificamente se une a una célula objetivo.

341. La composicion de la reinvindicacién 298, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo monoclonal humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificamente se une a una céiula objetivo.

342. La composicién de la reinvindicacién 298, caracterizada porque el agente
enlazador de la cdlula es un anticverpo quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico,
un anticuerpo de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que especificamente
se une a una célula objetivo.

343. La composicién de la reinvindicacién 296, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de cadena
individual, o un fragmento de anticuerpo monocional que especificaments se une a
células de tumor.

344. La composicién de la reinvindicacion 296, caracterizada porque el agente
eniazador de la célula s un anticuerpo monocional recublerto, un anticuerpo monocional
de cadena individual recublerto, o un fragmento de anticuerpo recubierto que
especificamente se une a células de tumor.

345. La composicion de la reinvindicacién 298, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificaments se une a células de tumor.

346. La composicién de la reinvindicacion 296, caracterizada porque el agente
enlazador de la céiula es un anticuerpo quimérico, un fragmento de anticuerpo quimérico,
un anticuerpo de dominio, o un fragmento de anticuerpo de dominio que aespecificamente
sa une a células de tumor.

347. La composicién de la reinvindicacién 296, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo monocional, un anticuerpo monocional de cadena
individual, 0 un fragmento de anticuerpo monocional que especificamente se une células
de céncer colorectal o células de céncer de pecho.

348. La composicion de la remnvindicacion 296, caracterizada porque el agente

/4
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eniazador de la célula es un anticuerpo monocional recubierto, un anticuerpo monocional
de cadena individual recubierto, o un fragmento de anticuerpo monocional recubierto que
especificamente se une céiulas de céncer colorectal o células de céncer de pecho.

349. La composicion de la reinvindicacion 296, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, o un fragmento de anticuerpo monocional
humanizado que especificamente se une células de céncer colorectal o células de cdncer
de pecho.

350. La composicién de la reinvindicacién 298, caracterizada porque el agente
eniazador de {a célula es un anticuerpo monodional recubierto, un anticuerpo monocional
de cadena individual recublerto, o un fragmento de anticuerpo recubierio que
especificamente se une células de céincer colorectal o células de céncer de pecho.

351. La composicion de la reinvindicacion 298, caracterizada pomue el agents
enlazador de la céiula es un anticuerpo monocional humanizado, un anticuerpo
monocional de cadena individual humanizado, 0 un fragmento de anticuerpo monoclional
humanizado que especificaments se une a células de cancer de pecho.

352. La composicion de la reinvindicacién 288, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo anti-CanAg, un anticuerpo ant-CD 18, un
anticuerpo anti-CD33, un anticuerpo ant-CALLA, un anticuerpo anti- EGFR, un anticuerpo
anti-CD58, un anticuerpo anti-IGF-IR, o un anticuerpo anti-Her2.

353. La composicion de de la reivindicacion 352, caracterizada porque el
maitansinoide as DM1, DM2, o DM3.

354. La composicién de la reinvindicacion 296, caracterizada porque el agente
eniazador de la célula es un anticuerpo My9-8, KS77, 0 N901 recubierto.

355. La composicibn de la minvindicacién 354, caracierizada porque el
maitansinoide as DM1, DM2, o DM3.

358. La composicién de la reinvindicacién 298, caracterizada porque el agente
enilazador de la célula es en anticuerpo trashuzumab, anticuerpo B4, o anticuerpo huC242.

357. La composicibn de la rmeinvindicacibn 358, caracterizada porque el
maitansinoide es DM1, DM2, o DM3.

358. La composicién de la reinvindicacién 298, caracterizada porque el egente
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enlazador de la célula es un anticuerpo huC242.

359. La composicién de la reinvindicacién 288, caracterizada porque el agente
enlazador de la célula es un anticuerpo C242 recubierto.

380. La composicion de la reinvindicacion 298 o 297, caracterizada porque el
conjugado maitansinokie del agente enlazador celular que comprende el enlazador no
divisible es menos tixico que un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular
que comprende por o menos un maitansinoide enlazado al agente enlazador de la célula
a través de un enlazador divisible.

381. La composicion de la reinvindicacién 298 o 297, caracterizada porque el
conjugado maitansinoikie del agente enlazador celular tiene una eliminacién de plasma
aproximadamente igual a aquella del anticuerpo solo.

382. La composicién de la reinvindicaciéon 298 o 297, caracterizada porque la dosis
méxima tolerada del conjugado maitansinoide del agente enlazador celular que
comprende el enlazador no divisible es mayor que aquel para un conjugado maitansinoide
del agente enlazador celular que comprende por o menos un maitansincide enlazado al
agente enlazador de la célula a través de un enlazador divisible.

383. La composicion de la reinvindicacion 206 o 297, caracterizada porque la
durabilidad de la actividad biolégica del conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular que comprende el eniazador no divisible es mayor que aquel de un conjugado
maitansinoide del agente enlazador celular que comprende por lo menos un maitansinoide
enlazado al agente enlazador de ia célula a través de un enlazador divisible.

384. La composicion de la reinvindicacién 208 o 287, caracterizada porque la
actividad hacia células negativas de antigeno del conjugado maltansinoide del agente
enlazador celular que comprende el eniazador no divisible es menor que aquel de un
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular que comprende por o menos un
maitansinoide eniazado al agents enlazador de la célula a través de un enlazador
divisible.

385. La composicion de la reinvindicacion 298 o 297, caracterizada porque el
conjugado maitansinoide del agente enlazador celular exhibe una actividad de espectador
minima.

388. Un proceso para hacer el conjugado maitansinoide del agente enlazador

b
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celular de conformidad con la reivindicacion 226 o 227, el proceso comprende:

(a) proveer el agente enlazador de la célula

(b) modificar el agente enlazador de la céiula con un agente de entrelazamiento, y

(c) conjugar agente enlazador modificado de la célula con un maitansinoide o un
maitansinoide que contiene tiol por lo tanto proveyendo el enlazador no divisible entre el
agente enlazador de la céhla y el maitansinoide o maitansincide que contiene tiol para
producir el conjugado.

387. Un procaso para hacer el conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular de conformidad con la reivindicacion 0 227, el proceso comprende:

(a) proveer sl maitansinoide o un maitansinoide que contiene tiol,

(b) modificar el maitansinoide 0 maitansinoide que contiene tiol con un agente de
entrelazamiento para formar por lo tanto un enlazador no divisible, y

(c) conjugar el maitansinoide modificado 0 maitansinolde que contiene tiol con el
agente enlazador de la célula, por lo tanto proveyendo el enlazador no divisible entre el
agente enlazador de la céiula y el maitansinoide o maitansinocide que contiene tiol para
producir el conjugado.

388. Un procaso para hacer el conjugado maitansinoide del agente enlazador
celular de conformidad con la reivindicacion 226 o 227, el proceso comprende:

(a) proveer el maitansinoide,

(b) modificar e! maitansinoide con un agents de entrelazamiento que no contiene
azufre para producir un éster maitansinoide, y

(c) conjugar el éster maitansinoide con el agente enlazador de la célula, por lo
tanto proveyendo el enlazador no divisible entre el agente enlazador de la célula y el
maitansinoide para producir el conjugado.

369. Un compuesto de la férmula 5:

Mgrtt
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en donde X es a grupo alquiio, alquenilo o alquinilo lineal o ramificado que lleva de
2 a 20 &tomos de carbono, Y es un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo que lieva de 3 a 10
&tomos de carbono, Z es a grupo aromético substituido o no substituido que lleva de 8 a
10 &tomos de carbono o un grupo heterociclico substituido o no substituido en donde el
étomo heterogéneo se seleccionade N, O 0 S, y |, m y n son cada uno 0 o 1, siempre que
todos éstos no sean O al mismo tiempo, y E junto con e grupo carbonilo forma un éster
aclivo tal como ésteres de N-hidroxi succinimidilo y sulfosuccinimidio, éster de N-hidroxi
ftalamidilo, éstor de N-hidroxi sulfoftalimidilo, éster de orto-nitrofenilo, éster de para-
nitrofenlio, éster de 2,4-dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster de 3-carboxl-4-
nitrofenilo, éster de pentafiuorofenilo, y éster de sulfonil tetrafiuorofenilo.

370. Un compuesto de la formula 6:

en donde n representa un entero de 3 a 24, y E junto con el grupo carbonilo forma
un éster activo tal como ésteres de N-hidroxi succinimidilo y sulfosuccinimidio, éster de N-
hidroxi ftalamidilo, éster de N-hidroxi sulfoftalimidilo éster de orto-nitrofenilo, éster de para-
nitrofenilo, éster de 2,4-dinitrofenilo, éster de 3-sulfonil-4-nitrofenilo, éster de 3-carboxi-4-
nitrofenilo, éster de pentafluorofenilo, y éster de sulfonil tetrafluorofenilo.

371. Un compuesto de la formula 7:

et

#
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en donde R es H 0 SO;Na".

372. Un conjugado maitansincide del agente enlazador celular de la siguiente
formula: trastuzumab-SMCC-maitansinoide.

373. Un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de la siguients
formula:

trastuzumab-SMCC-DM1.

374. Un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de la siguients

férmula:
huC242-SMCC-maitansinoide.

375. Un conjugado maitansinoide del agente enlazador celular de ia siguiente

foérmula:
huC242-SMCC-DM1.

/gl
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RESUMEN

La presente invencidn describe un método para activar maltansinoides para una
poblacién de células seleccionada, el método comprende poner en contacto una
poblacién de células o tejido que se sospecha que contienen la poblacion de células
seleccionadas con un conjugado maitansinoide de agente enlazador de la céiula, en
donde uno 0 més maitansinoides estan covalentemente enlazados al agente enlazador de
la célula a través de un enlazador no divisible y el agents enlazador de la célula se enlaza
a las células de la poblacion de célula seleccionada.
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FIG. 1

SMCC (Succimidilo 4-{N-maleimidometil)ciclohexano-1carboxilato)
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FIG. 2

DM1 (Maitansinoide que contiene tiol)
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FIG. 3

Resultados del ensayo de enlace FACS comparando el
anticuerpo huC242 con el conjugado de anticuerpo-
maitansinolde huC242-SMCC-DM1 .

1010 109 108 107

1011
Concentraclén del registro Ab (M)

—a— huC242 Amteverse EC_ = 5.1 X 10-0M

-—ah

—o— huC242-SMCC-DM1, EC5, =5.52x 101 M



FRACCION DE CELULAS SOBREVIVIENTES

FIG. 4

Evaluacién de potencia de huC242-SMCC-DM1
Anilisis continuo de Ia exposicién clonogénica
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FRACCION DE CELULAS SOBREVIVIENTES

FIG. 6A

Cltotoxicidad de huC242-SMCC-DM1

vs. Colo 205(+) y A375(-)
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FIG. 6B

Chtotoxicidad de huC242 conjugados vs. Células COLO 205
Anédlisis de la exposicion clonogénica durants 24 horas
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FIG. 6C

Citotoxicidad de huC242 conjugados vs. Células COLO 208
Andlisls de la exposicién clonogénica durante 4 horas
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FIG. 7

Citotoxicidad In Vitro de huC242-SMCC-DM1
Conjugado vs. COLO 205(+) y células Namalwa (-)
Incubacién de 5 dias —- Anélisis MTT
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Fracclén sobreviviente
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FIG. 8A

Citotoxicidad de Trutmumab-éllcc-bm.
ve. SKBR3 y células A376
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FRACCION DE CELULAS SOBREVIVIENTES

FIG. 8B

Evaluacién de potencia de My$-8-SMCC-DM1, vs. Células THP-1

Anilisls continuo des la exposicién clonogénica

ICgp<3x 10711 M

104
: 10-11

LN B B B AN |

10-10 109
[anticuerpo], M

108

1,30

30’)

. '
—



FIG. 8C

Cltotoxicidad de KS77-SMCC-DM1 ve.
A431(+) y A378(-) células
Andlisis continuo de la exposicién clonogénica

%
|
3
R
3
o
w 102
=
o
(&)
2
10—y
1011 10'10 109 108
'Conuntraelén(m
—a— A431
ICsy=0x 10711 M

—e— A375




132

FIG. 8D

Citotoxicidad de N901-SMCC-DM1 conjugados ve.
CHD-163(+) y A431(-)
Andlisis continuo de Ia exposicién clonogénica
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FIG.9

Evaluacién de la potencia de huC242-8IAB-DM1, vs.
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FIG. 10A

Contra el cincer humano COLO 205 en xenografias
_de ratones SCID
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FIG. 10B

Actividad antitumor de huC242-SMCC-DM1
Contra el tumor gistrico humano SNU 16 en
xenografias de ratones SCID

20 30 40 S0 60 70 80 90 100

Diss posteriores a la Inoeullelén. del tumor

—o— PBS

—i- huC242-SMCC-DM1, 15 pg/kg
—O—~ huC242-SMCC-DM1, 30 po/kg
—{ huC242-SMCC-DM1, 60 ugkg



Volumen del tumor MCF7 (mm?)

FiG. 10C

Actividad antitumor de Trastuzumab-SMCC-DM1
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FIG. 11

Estudios farmacocinéticos de huC242-SPP-DM1

y huC242-SCC-DM1 conjugados en ratones CD-1
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FIG. 12A

Supervivencia de ios ratones CD-1

tratados con huC242-SPP-DM1
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FIG. 12B

Supervivencia de los ratones CD-1
tratados con huC242-SPP-DM1
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FIG. 12C

Peso corporal de los ratones CD-1
tratados con huC242-SPP-DM1
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Concentracién de huC242 conjugados: 8 x 10 M
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FIG. 15

Estructuras representativas de los agentes maleimido
basados en vinculos cruzados
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FIG. 16

Estructuras representativas de los agentes haloacetil-basados en'
vinculos cruzados
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FIG. 17

Estructura de DM1 y anticusrpo-DM1,
conjugados desds anticuerpos maleimido-
derivetizados. Como un ejempio fue utiltzado el
reactivo en vinculos cruzados
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T FIG. 18 |
"o Estructuras del anticuerpo-DM1 conjugados desds anticuerpos haloscetil-
derivatizados.

Elempio utilizado del reactivo de vinculos cruzados de SIAB (Estructura
superior) y el reactivo de SIA (Estructura inferior)
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FIG. 19

Estructuras de DM4 y anticuerpo-DM4 conjugadas
derivadas desde anticuerpos maleimido-derivatizados.
Ejempio Utilizado del reactivo de vinculos cruzados
SMCC

Anticuerpo-DiM4 Conjugado



FIG. 20

Estructuras del anticuerpo-DM4 conjugadas desde anticuerpos
' haloacetil-derivatizados.
Un sjempio utiiizado del reactivo de vinculos cruzados de SIAB
{Estructura superior) y el reactivo de SIA (Estructura inferior)
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FIG. 22

Chtotoxicidad de huC242 enlazador no divisible que no contiene 8-
DM1 y hC242-SMNP-DM3 ve. Células COLO 205 y anélisis continu
de la exposicién clonogénica
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FIG. 23

Ensayo del enlace FACS del enlazador DM1 no divisible que no contisne S y
huC242-SMNP-DM3 a las células de COLO 205
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FIG. 24

ELISA: Enlace del anticuerpo
Trastuzumab-SMCC-DM1 y
Trastuzumab a las placas de ECD
revestidas de 0.3 ng/pozo
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Citotoxicidad de Trastazumab-SMCC-DM1 vs. Células SKBR3 y A375

FIG. 25

Analisis continuo de la exposicién clonogénica
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FIG. 26

Cromatografia de exclusion de tamafio para
Trastuzumab-SMCC-DM1
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) FIG. 27

ELISA: Enlace del anticuerpo
Trastuzumab-SIAB-DM1 y
Trastuzumab a las placas de ECD
revestidas de 0.3 ng/pozo
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FIG. 28

Citotoxicidad de
Trastuzumab-SIAB-DM1 vs.
Célutas SKBR3 y A375
Anélisis continuo de la
exposicién clonogénica
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FIG. 29

Cromatografia de la exclusiéon de tamafio para
Trastuzumab — SIAB-DM1




