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PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE;
Patente de Invencidn. [J Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo I. [ Capitulo Ii. _
N\ Nombre: AVENTIS PHARMA S.A.
e e Franeiauiaa y extsianis bajo bos IDENTIFICACION
SOLICITANTE y 0 0
) Direccion: 20 Avenus Raymond Aron cc. NIT
) 92160 Antony ' CE. D Otro D
Francia Cual
Damicliia: Antony Numero —
‘ Francia. —
@ Nombra: EMILIO FERRERD IDENTIFICACION
Diraceitin: Carrera 4°. No. 72-35 c.C. 5 NIT 0O
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE | ... 211 88 50 cee. 0O oo O
O APODERADO |_ " i Cua!
; slisples@camyg.com, —_—
Domiciio:  Bogotd, Colombia. Nimero 438018 T.P 31,929
1. Michae! L. MILLER 2. Ravi V.J. CHARI —
® 4 Maymont Driva, 174 Winchastar Street,
Framingham, Newton,
Massachusetts 01701, Massachuseits 02461,
mvsn‘;%n (BS) | Eetados Unidos de América Estados Unilos de América
3. Erkan BALOGLU. 4. Alain COMMERCON
8 BanjaminTerraca, 1 Bis Rue Charles Floguet,
Slaneham, F-84400 Viry sur Seine
Massachusetis 02150, Francia
" Estados Unidos de América
@ PCT (86)
Solicitud Intemacional No. ECT/EP2005/014177  Fecha: 2 de diciembre de 2005,
Publicacion Intemacional No. WO 2006/061258 A3 Fecha: 15 de junio de 2008,
Titulo (54) |
@ ENTES CITOTOXICOS QUE COMPREND

TAXANOS NUEVOS.
@ Clasificacién Internacional (61) CO7D 483/06 ; 6 o9 T8]20; BE{k 39 395

e »Sfoo
Prioridad 1 (33) Pais de Origen (32)Fecha | (31) Namero de Salicitud |
sild no[] EP de dici 04202808.6
@ Comprobante de pago No.: 07-42,925 Fecha: 28 de mayo de 2007 ﬁ
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Anex s:

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacion de la solicitud por $ 482.000.00.
Comprobante de pago por relvindicacién de prioridad.

_l'loﬁtc:’t.lmento Que acredita la existencla y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuare el caso.

Documento da cesidn del inventor al salicitante o a su causame.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de a solicitud intemacional al casteflano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA,

Traduccidn del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licancia o autorizacién de usc de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser al caso, cartificado de depdsilo del material bioldgico.
Arte final 12x12
De ser 8! caso, informacién sobre otras solictudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencidn
Otros; VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

FIGURA CARACTERISTICA

de esta solicitud.

Solicito 1a concesidn de la patante,

NOMBRE: EiLQFERRERO
FIRMA : i’wg— e m—

C.C. 438.018 de Usaguén T.P. 31,929

S
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DOCUMENTOS ANEXQS

1. [ Publicacin Internacional WO 2008/081258 A3
Peacripoidn:
Paginas 44 en e idioma ariginal
Paginas 47 en espafiol
Rewvindicaciones: Nimere {s) 30
Flguras; Kimars {&)

2. Xl Farma PCTASAI210. Informe de Buequeda Intemacional.

3. [OExiracko de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL
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CONSULADO GENERAL DE COLOMELA

PARIS, FRANCIA

No. 45T .
Purix, Novicmbre 30 de 2000

El suseritg Cdnsul General de Colombia en Pariy, vistos los dorumentos preseniladus por
Ios interssadod,

CERTIFICA:

Que el sehor Richard REQUENA, quien constetd que la sulcnlicarido de In firmg ded
signatario dal poder precedents fue efecivala gu conformided con la ley francesa, ejorefs en
la fechs las Funciones de Adjumte Admindstrative de In Admilslstracign Contral de In
Direccion de boa Fromeeses en e Exterior y de Jex Extronjeros e lmm:i! del
Minisierie de Asantos Exterlores de Framos, y que sy fma dgfispopde & le
registrads en este Consglado; 2 2
. - JE » ﬁ-ﬁ
Que ba compadila AVENTIS PHARMA 5.A. &5 una socledad conali mi:h%?ﬂuugdu nﬂu
Jeyes Je la Repiblics Francesa y que eymple con su gbjulo conforme & Jag 'Ztiﬁ’“ﬂfj -'vé‘é
Al T 2

Qu s schiors Magall LE PENNEC quion on su calided da ApoqRmqhesit s i &
Fﬂmﬂl otarga &l pocler precedents csli beyal ¥ cxpresamente fﬂltndﬁﬁg i cROR @ areaiLy
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Fagauo Impuesto de Tinbee por vakar de US$7,00 (SIETE DOLARES DB LOS ESTADOS
UNIDOS DE AMERICA)

Pagados Darechos Congulares por valor de US$1S (QUINCE DOLARES DE LOS
ESTADOQS UNIDOS DE AMERICA)

Total: USS2 (VEINVIDOS DOLAREE DE LOS ESTADOS UNIDOS DE
AMERICA), .

12, RUE DE BERNI - 75008 PARLS - TEL. . 01 59 03 #1 91 - TELEFAK : U 4Z BE@ 92 82
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TRADUCCION DOFICIAL No. 28400 DE UN DOCUMENTO ESCRITO ENM
FRANCES, EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SFLLA CON EL SELLO DEL
TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFICIAL EFECTUADA EL DIA 14 DE
DNCIEMBRE DEL ANC 2000 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.. 153848 DE
BOGOTA, TRADUCTOR QOFICIAL BEGUN RESOLUCION No. 28%0/81 DEL 19 DE
DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIQ .DE JUSTICIA DE
COLOMBIA _

Autenticaciones que se hallan a continuwackin de un documenic de represe nteciin y
poder conferido en francds y en espaial por AVENTIS PHARMA $.A. domicliada en
Antony, Francia, y otorgado 5 be Ducigres Gemman Cavelier TPA 832, Gnr;zaln
Perdomo TPA B31, Emillc Ferrero TPA 31929 ¥ Luz Clemencia de Pasx, TPA 23555,
bdos domicikadas an Bogowd, Cofombla, Camera 4 No 72-38.

Dado en Antany, ol 31 da qctuhﬂ-e ded 2000. Firma lizgible de Megsli LE PENNEC.
Sello: AVENTIS PHARMA S.A. Apoderada

Republica Francasa,

BN j
O 1 BPFG mP Dy
B ru e, IUTARIG

PRI oy vy d-'ﬁﬂlr'n.'fﬁﬂ =Il':i'l":tlﬁ-§

Salo an nta dal Minlsterin da HﬂI;HIIi E::terjﬂ:é.-.. Hace constar que I pressnie
cerificaciin de firma ag ha efectuado de confarmided con ke ley francesa. Por ell
Minisiro y por delegacion. Fimatko (legials): Richard Requena,

Qtro sallo de Minieterio de Reletlonas Exterioss dal 29 de naviembre d‘t;l aic 2000,
hajo el N0.018302 - Replbiica Framcesa 010,

BANCE = BEMRIL
K. Miningicin Na, 91
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" ANENOD EN ESPARCL

Cerlificacibn, por para dal Consulade General de Gnlmphh an Paris, Francla,
Mo 4878, dal 30 de noviembra del afip 2000, de la firma de Richard Requena quisn
deaempena (s funclones de Adjunio Adminisiretive de la Agminiastrecidn Central ge
la Direccion de los Franceses en i Exterior y de fos Extranjeros en Francia del
_ Ministerio de Asuntos Exieriores de Francia. Agdemds, ceriifica la axistencla y
representacién de fa compafila AVENTIE PHARMA §.A. y certifica n.qn.- la Saflora
Magali LE PENNEC decempena el camo de Apoderada de dicha compalila y ests
facultada legal ¥ expresamenis para conferir el presenie poder. Seflo del Consulado
Generdl de Colembia en Paris, F;agndn el impuesto de timbne por valor de velntidés

dilares {LUS$22 no). Bello y firma del Clingul Ganaral, Alejandro Bords Rojas.
' Ly ey L oy ]

0 MOTAM BEATD LEL o iz
.-H'rn AGE SOMNENEF: ONE LN
SN Cosioe SO B DIFE]

{agslizacijn ¢e Ja finne de Alejandro Borda Rojas por el Iilrslerln d
"‘f
Exteriores en Bogota No. BOASS3el 12 de diciemtre dal el 2000, F‘Fma. :3% Hu'f A 3

P-‘-- l"‘#’s'ﬁ'.'. l..._ ._:". -

SuagRED --{‘:r;-'{'..u..-- :
Jefe de lagalizaciones. LS LA St
o, L] R rmr.ﬂ.f

r !-.:I',-H.I".'." - IW'HESFI

A ik e

Es traduccion fiel y compliata dea ::u-l sa Jsle copia en los archives de esta oficir:

para confrontaciin y & ks cual me rlrmll:.

Traduccién clichel No. 284/00_ Imacztis Oikiv m‘? gé/ﬁ?

JEAN = JACCRES b, Towen

Colo; 12457-801-001-7 RANCES - ERANGL

R, Minj:sricls Mo 250007
Traducior: Jasr-Jacquas Turpin.

Santalé de Bogotd, D.C., 14 de diciembre dal ana 2000. %
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CAVELIER g

ABQQAADDES

COIFICKS SISEI
WER HTE; wow ComBnabagadas. oam CAZRERA 4 Me. T2 - 3K

TRLEFDN: 15371111 W7-381 1
LapdlL : avelien@culumsalnelau ROGO T s, COLOMER

TULLEAK: (57 110 17921 1571011 J10--190n

Sefior Jefe de la

CIVISICN DE NUEVAS CREACIONES
suparintendancia de Induatyxia y Comerqlo
E- EI DI

Poderdante ;AVENIIS FHARMA T.A.

Poder conferido el: 3I1-5{-2000

Yo, GERMAN CAVELIER, obrandg éen nmi ¢alidad gde apoderado
Prinaipal del poderdance arriba oeneionade, atentamente
-uan:l.fies:n Gatad que suatituys el poder gue me ha sido
conferido en la persona del doator EMI.LI:} FERRERD, Abogadn con

Tarjeta PFrofesional No. 31.923, <pn Lodag las facultades gue me
fuerpn conferidaa.

T .'::
faltan an fEce momenkto. figat 2% MAY 2067 R
- = "'f‘hm \.r"l-l;"!:- ‘_|‘|.-.|:|I _: . .:-
. . S ‘"‘w. Vi
Sefior Jafa, ' . o #‘3-# ﬁ- sino kil

. , Jl-l q i
{ L @ ,E“-za-:;z Racasen

T.F.A. bNo. 432
C.C. No. 2.477.924 de Bogokd

Acapba:

B8 TN

EMILIOQ FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.0. He, 438.019 de Usaguén

2e-7B40-2
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(I TNTERNATIONATL APFLICATION PUDLISHER UNDER THE PATENT CODFFIATION TREATY (FCT)

{19 World Tatatfaciupl Pregorty Orpinizatio
mamaiual Buredo

(&} Imlermulioms] Publienilsg Duyin
1S June 2008 (15062006}

MCT

LTI I e

(18] lalernatiomul Fubliestion Masiher

WO 2006/061258 A3

{51} Trtncnetisnal Polent Chisalfieylions
OO070 ORIy ADNG.DI] ASIN INEPS DG M)
9K NP (2086.04) ACIE 250 Q2006011

(21 Leiermellnng appllesibn Nusbers
PCTA 200080 141717

(B} Imarmelicsl FikEny Lok

* Deremitr 20405 {D2.121.2005)
(19) Filleg Langusge: Fuglab
(2% Puhlmiion 1.angnger ] ETTE ]

{3 Prarily Dake:
DEXCIES 1 Deczmber 2634 {17.12.2004) BP

i73) Applleamt (i o s Alpnaiad Sxates excepl LS): AWRN-
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CYTOTOXIC AGENTS cﬂM_FHTSI NG NEW TAXANES
EYELD OF THE INVENTION

The present iInvantion relates 1o novel cytokoxic agents and thelr therapautio
usa. Mora specilicaly, the lnvantion relates io novel cyintoxic apanis comprising
taxanes snd their thempeutic use. These nowel cyicioxwc pgents heve therapautic
use #s a result of dalivering the taxanea ko 3 specific cail populkaion In a4 tageted
fashion by chemically linking the taxane 10 a call binding agent.

BACKGRININD OF THE INVENTION

Many reports have appesftd on the stempied specific tameting of fumor
celis with manpelonal antibody-drug conjugates (Sela el al, I immuncconiugetes
189-216 {C. Vognl, ad, 1987} Ghose &l al, in Targeled Drugs 1-23 (E. Goldberg, ad,
1983); Clenar et &, in Antibody medioled dakvery sysfems 1-2) {J. Rodwall, ed,
1988}); Pletersz et al, in Ardody medisied deflvery sysfems 25-53 (J. Rodwell, ed.
1988); Bumat ¢1 A, In Anfifedy meotatad delvery systems 55-79 {J, Rodwell, ad,
1988} All mferences and patants tited harein are incorporated by refetence.

Cylatoode drugs such aa methotraxads, daunorublcln, doxoublein, vincristine,
vinblastine, melphalan, miomyeln C, and chiorambarcil have been canjugated 10 &
variely of muting morocional antibodles. In 2ome cases, the drug moleculas wane
Inked to the anibady molecules thraugh an infermediaty carrlar moleou's such as
ssrum albumin {(Gamell &l at, 48 Cancer Res. 2407-2412 (1906); Ohkawa =t ol 23
Cancer imyvnunol. !monunolher. 81-86 {1888Y, Endo el al, 47 Cancer Ras. 10781060
(1980)). dexiran [Hurwitz et 3l, 2 Appd Biccham, 25-38 {1080% Manabi et al 34
Biochem. Pharmarcal, 280-241 {1085% Dilman ¢t al, 46 Cancer Res, 4B86-4891
(18988Y Shoval st-at , B85 Prog. Ny Acad. Soi. 3276-8280 [1B8S)), or polygiutamie

acld (Tsukada of al 78 J. Nail Canc ingt 721-720 (1984); Kaio et Bl 27 J Med

Chenl. 1602-1607 {1084}, Taukade ot al 52 &. J. Cancer 111118 {1985)).

A wide anray of linker lachnologles has been amployed for the praparation of
|xch immuncomjugales #nd both cleavable and noncleavable tnkers have baan
investigated. In maosl cases, the full cyloioxic potentipl of the drugs could anly be

Lo
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observed, however, If tha driy molecules coLld be relsased from the canjgates in
unmodifiad fonn =i the tanped site.

One of the clgavable linkere thel has bean employad for the preparalion of
aniibody-grug conjugates is an acid-labile nker based on cls-aconilic acid that Wkes
edvantage of the aidic ermvironment of difierent infracelidar comparimenis suth as
the andosomas encourered during recepior medialed endocytosis and e
lyspaomes, Shen and Ryseér inroduced this method for (he preparation of
conjugates of daundivbitin wilh macromolacular camiers (102 Blochen. Bophys
Aes. Commun. T048-1054 (1981)). Yang and Rafsfald used the same lachnigue Lo
conjugate daunarybicin to an ant-malenoma anlibody (B0 J. Nadl, Canc. inst. 1154-
11589 (1988)). Dilmen &f al, 250 used an avkd-labile linker in a smier faghion L
prepara onjugates of damorubicin with en anti-T ¢ell antibody {48 Cancer Res
HOBT-8102 {19884,

An gliernaiive approach, explored by Tromsdl et sl Involved linking
daunorubicin 1o an antibody vis B peplide spacar arm {79 Proc. Malt Acad, Sof 625-
828 (1982)). This was dane under the promise that ke drug could be ralsased from
stich @ conjugala by the action of iysosomal pepliaases.

in virg cyoloxicity tesls, however. have mevesled ihal enbdbochtrug
conjugives revely achiaved the came oytaioxic polency as the free unconjugaled
drugs. This suggestad Ihatl mechaniems by which drug molecules are releasad from
the aniibodies sre very incflicient. In the arsa of immunotoxing, conjugeies fomed
via disulfide bridges betwaen nxmockonal anfbodies and calalylically active protein -
towis ware shown to be more aytoloxic than conjugaies containing ather linkers.
Sae, Lamber| et al, 280 J. 8ol Chém. 12035-12041 (1D35); Lamber et al, in
immunolaxing 175-208 (A, Frankel, ad. 1888): Ghetie et o, 43 Cancer Res, 2010~
2617 {1688). This was atiibuted to the high intracaeilar concanvalion of glulalitione
caniributing to e efficianl deavege of the disuilide bond bebwean an antbody
molecule ard 2 o  Dasplis his, there are only o kew reported axamples of the
use of dsullide bridges Sor the preparstion of comjugales batwesn drugs and
macromolecules. Shen ot of (260 J, Biol. Chem. 10805-10808 {1945]) descnbed tha
conversion of methodrexate into & mercaplosthylamide datvafive folowsd by
conjugalion with polw-D-lysine via & disulfide bond.  Another repor desorber The
preparation of & conjugate of tha ksullide containing toxic drug celicheamysin wilh
an aniibody (Hinman et al, 53 Coancer Res. 2336-3342 (1903)).
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One reason for the lack of disullide linked antibody-dnug conjugates Is e
unavailability of cytoloxic dugs poesessing & sulfur stom conteining maoisty that aan
be readily usad to link lhe drug ‘o an antibody via & disulfice bridge. Furinermore,
chasmics! modification of existing dnags.is difficult without diminishing their cylotoxic
poiential.

Another major drawback with exitling anfbody-frog conjugaies ks their
inakility 1o dalives @ sulficlant ooncentration af drug io the target site bacase of the
imited numbar of fargeied aniligens’ and theé relalively modensis cyloloxcity of
cancensiatic drugs ke metholexets, daunofubitin, and vincristine. In order 1o
athieve significain eytotoxidly, nkage of & large number of drug molkecules, either
diricily 1o the antibody or Iwough & polymeric carriar molecula, bacomea necessary.
Howevar, such hesvily modified prtedies ofien dispisy impaired binding 1o tha
1arget entigen and tast Jn v clearance from the biood siream.

In spite of the above described difficuifies, useful cyioinxic agants compdsing
cek binding moialies end 1ha group of cytotoxlc dougs Known as meytarsinoids have
been reporied (USSP 5208020, USP 5416054, and R. V. J, Chad, 31 Advanged
Drug Delivery Reviews 89-104 (1998)). Simiarly, useful eytotmdic agents compriaing
call binding moletles and analogues and dervalives of the pofent antiumor entibotic
C(-1085 have aiso been reporied (USP 5,475,002 and USP 5,585,49).

Paclteasl (Taxnl), & cylotssic natural product, and docetael (Taxagters), &
somi-gynihetic derivative, are wijely used in tha treatment of cancer. Thase
compenindis belong to the family ol compounda called texanes. Taxanes are miiotic
spindis polsoné thal inhibit \he depolymerization of fubulin, resulting in an merense in
thet rate of microtubuie assembly and cell death, Ynile docetaxst and pacikaxel are
useful agertts in the treatment of cancar, Whalr antilumor activity i3 Imited hénauss of
thalr non-specific loxicily lowards sbnormal cells,

Further, compounds Bke paciitaxel snd docetoxal themselves are not
suificiently potent (o be used In conjugates of cell binding agenis, Racently, a few
new docelaxet anaings with gresier potency than edher docetaxel or pacfitixe! haue
been described (Ofima ot al., 39, J Med Cherr, 3080-2995 [‘IHE}]. Mowevar, thase

eompaunds lack a suitable nclikmaiity that abicws Winkage via 3 clesvable bond o
cel binging agents,

W,
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Acoordingly, a method of treating disesses with faxames whersin thelr side
affects are reduced withoul conmpramising their yiokmdGity Is graatly needed.

S 6,436,931, US 6,272,738 and LIS 6,340,701 desoribed taxanes linked by
a disulfide bridge to tw monoolanal antibody. Those taxanes sesem to o not -
sHficknily potent o ba used.

ELUMMARY OF THE MVENTION

Ag disolosed in a firsl embadiment, one object of the tmesant imvention ia to
provide texarea that arg highly tode and What can sill ba elfeciively used n the

raatmeni of My diseasss.

Anciher ghiacl of tho present Invention is io provide novel taxangs.

Thess and othar obiects heve bean achiaved by pmowviding & cyinioxic agent
compiising one of mora 1axanes linked to & cell binding agenL

In 8 second embociment, the present invantion provides a iherapeutio
composition comglising ;

' {A) an effective ameail of one or mare kaxenes ilinked Ic a cell

birding agernd, and
(B) a phamacauiically aocepisble carrlar, diluent, or exeipient

n 3. third embodiment. the pressnt fmention pavides a method of kiling
aelecied cell populations compriing contscling largs) celle or lissue containing
farget cells, with & cylotosic amouni of a cyiolowic agent comprising cna or more
texanes linked lo & call binding agant,

DETAI DESC OF WEN

This invenlion ie based on the synthésis of noval laxanes that retain high
tylotpxicily snd ihal can be effecthely inke: & cell binding apents, || has pravioysly
heen shown thed the finkage of highly Sytotoxic drugs lo antibogies using & claavable
link, such as a disulfide bond, ensures tha relgase of fully acive dnugs inside the call,
and such conjugales are cylotoxic in an enllgen speciic manner {LUS 5,340,701 ;
US 6,372,738 ; US 6,436,631). However, the &t reveals [hat it 1a extremely difficut
o modiy existing drugs without diminishing thelr cytoloxic potanSal, The disclosed
invendion ovarcomes this problam by modifying the disclosed taxanse with chamical
moisties. As 2 residl, the disclosed novel taxanas preserve, and in 3ome Cases omild
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aven enhance, the cyloloxic polency of known laxenes. Tha cell hincing Agent-
laxane complexes permit the full measure of the cylatoxie action of tha taxanes lo be
apphed in a targetad fashion against uwamed calls only, tharefon, svolding sida
sifecis dus Lo damage to rom-targeted heakhy cells. Thus, the invantion provides
useful agants for the efmirefon of diseased of abnormal Sl hat am o be kdited or
lysed such s tumar cetts {pariculerly sofd lumor celis),

The cytoloxic agent acconding 1o the presant Ymantion comprises one or
more jaxanes linked ko a cell binding agenl via & iinking group, Tha Linking group s

_ part of a chernital moiety that I covalently bound to 8 texane through conventional

mthods, In a prefarned embodiment, the chemica! molety can be covsiently bound
o tha iaxane vid an ester linkage.

The laxanes useful in the present inwention have lhe formula (1) shown
balow

i
m 0 ' (n

Z = H or a rachcal nfhnnua Il

Rq & & fnker or an optionally substited aryl oF heteracyciic radical, alkd
heving from 1 30 10 carbon etoms, sfkenyl or alkynyl having from 2 1o 10 carbon
atomna, eyeloalky or cycloafkenyl having fem 3 o 10 carban atomg, =OR; o a
carbamate fomed from any of sald =l having fromy 4 10 10 carbon atoms, alkeny!
or alkyryd having om 2 to 10 carbon stoms, cyeioaikyl or cycicaikenyl having krom 3

b 10 carbon aloms, or optionally subsituted aryl or helerocyclyt radical, Preferably
R, is -DRzor an optkmally substifuted aryl or helerocychc radical

-R; is 2an 3Kyl radloal having from 1 to 10 carban aloms, atkemyl or alkynyl
having from 2 to 10 carbon aloms, cycloalkyl or cycioaikenyl having from 3 1o 10
caron atoms, opfionaly subsfiluled aryl or heterocyrdlc radical. Preferably Ry i an
alkyl group and mora preferably a substituted alkyl group Buch as g terberiy group., '

JZ____.
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R, I3 = linker or an optionally subatituted aryl or hewsrocychc radicat, alkyl
having from 1 to 10 carbon aloms, alKevyl or. alkynyl bawing fom 2 (o 10 carbon
aioms, cycloalicyt or cycloalkanyl having from 3 to 10 carbon Ftoms

Ry bs & dirker, H, @ hydmxy radical, an akoxy, an alkenyioxy, an cphianally
shclibied akanoyloxy, aroyioxy, akenoyloxy, slkyrenioxy, cyafoalkanayigey,
alkoxyacetd, alyithioacetyl, alkyloxycarbonyloxy, cyclioalkyloxy, cycoatkenyloxy,
carhamoyioxy. akylcarbamoyioxy, Or diilk;tzharpuﬁn:y. a haferocychic or aryl
afhar, ester or Carbamate, o, a kear, branched, or eycli; alkyl or alkeryl egter or
giher having frem 1 1o 10 carbon aloma or 3 carbamats of the fermula =CQCOX
whereln X 1s 4 nitrogen-conbaining heterocydle such 25 unsubstituled or substiuted
piperiding, morphoing, 'plpaﬁlﬁnu. N-mathylpipemzing, or a carbemate of the
fonmula ~OCONRyRye, whemein R, and Ry ane he same or diflierent and are H,
inear, branched, or cyclic ad having from 1 to 10 aioms or unsubslituted or .
gubgtitulsd gryl having from 1 % 10 carbon atoms. Preferably Ry is & linker or an
Skanoyioxy radical. )

RsorRyis H

Reis H

R;or R; and R form a bond {cyciic sihar)

R, = optionally subsWuiad aryl or hetaracyclic radical

. The prasent temlion wil be more completely described with Re 3 major
embodiments. .

Embodimant 1: R, is tha linker
Z = H or radical of formuda 1l

Ry i an oplionally subséiuted aryl or helerocyclle racical, alkyl having from 1
2 10 carbon siems, alkermyd or allkynyd having from 2 to 10 carbon atoms, cyclkealiog
or cyoloalkenyl having m 3 to 10 carhon atoms, —OR, of & carbamale formad from
ary of said élwl having iom 1 {o 10 carbon aioms, alkenyl or adogrnd having from 2
ta 10 carbon aloms, cycloalky or aycioalkanyi hawing from 3 lo 10 carbon sloms, or
optioraly substiuted aryl or helaracyclyl radical

R; Is sixyl having from 1 io 10 ¢arbon sams, alkenyl or syl having from 2
to 10 carbon alams, cycioalkyl or cycioatkanyl having from 3 I 10 carbon atoms,
opliorally eubglituted sryl or haterocyclio radizal
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Preferably, R, is i-bulowy, cotl, dimsthyacrylyl, lsobutanyl, hezam,
cyclopentenyl, cyclohexenyl, furg, pyrollyl, thiany, thiazohyl, imidazol, pynidy,
morpholing, pipsriding, piperazing, cxazolyl, ol bammolurany or berzethiemy.

meore preferably, Ry i§ -buloxy, isvhulenyl, oy, dimethyacryl, thiamd,
thigzot or furyl

R; is opfionailly substituted aryl or heterocyclic radical, alky having from 1 1
40 carhon atoms, alkermyl or alkynyl having from 2 to 10 casbon atoms, cycloelkyl o
cycicalkanyl heving lrom 3 ko 10 carbon Aloms

Profarably, R; i@ crolyl, dmelhylacryht, propenyl, -isobutenyd, hexenwl,
cyciopenianyl, cyclohexeny, furyl, pyrollyl, thiemd, thiazolyl, pyridyl, oxazoh, indolyl,
benzofuramy or banzothienyl.

More preferebly, Rs is mﬂ, crolyl, dimethyacrylyl, thienyl, thiampid,
pyridyt, tert-butyl, or furyl,

R, iz the Inking group.

Suitable finking groupa are well known in the art snd include disuifide groups,
thicather groupa, acid labile groupa, photolabik groups, peplidase Bhie groups and
eyerass labile grovps, Prafemed arg disullide groups and thioethar growps,

When tha kinking group is a Sinl- or dayliide-comaining group, the side chain
camying the thiol or disulfide group can be lingar or brancheéd, aromatic or
haserocyclic, Ona of ondinary ekill in the art czn readily identify sultable side chains.

Specific saxamphes of the thiol or disulfide-contaning subsituents Inchide
“O(CR R uI{CRypR1q )l OCHLHLL,EZ, -OCD{CR e TR R sl (OCH:CHy), B2,
“O{CRWRu)m {CR=CRYCR:gRs)n (QCHLLH, L SZ!, -O00-{CRy Ryl
[CRy=CRu{CRisRicin [OCHLCHe LS. OCONR o CR R CR1sRag
[OCHCHAS8Z, -OCOphanplX'S2", -0COMunyl-X'SZ, -0CO-oxazolyl-X'SZ, -

OCO-thimzo-X'SZ',  ~QCOthieyl-X'8Z.  -OCO-midagomi-X'SZ, -OCOD-
morphoing-X'S2Z,  -OCO-piparazing-X'S2', -OCO-ppeddine-X'SZ, ° eamd -

QCO-N-methyipipera2ino-X"SZ, ar -QCO-N-metivipiperazing-X'SZ, wharein:

Z' i H, n thial protective group or S,

%
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wherein X is & direct link or m lingar alkyl or branched alkyl having from 1-10
carbon atome or a pohweihyigne giyool spacer.with 2 0 20 rapeating sihylene oxy
unils; '

R ahd Ry ase Tha same or diffarent and are linear aikyl, branched all or
eyelic aky having from 1 to 10 carbon alams, or simple or subelituted aryl or
helerocydic, 8nd Ry can in addilon be H,

Ris. Ru, Ry 8rd Ry ara the same or diffigrent and are H ¢r a naar or
branched atkyl hawing from 1 to 4 carbon BinmE, '

Ryy arcd Ry ave H or alkyl,
n Ia an inleger of 1 1o 10,
m is an integer from 1 to 10 and aah also be 0,
y is an integer jrom 1 io 20 and can aleo ba @,
RscrRy s HR. s H

R; or Rs and R Jorm a bond |cychic ethet)
R; &= an optlonafly substituied aryl or hatarecyclhic radicat

Preferably, Ry is 3-methoxyphorml, 3-Giorophenyl, 2.5-cmetiomypheng,
furyl. mywoltd, thienyl, hlazoh, imilazold, pyridyl, indolyl, oxazolyl, benzofuramyl or
banzolhemt.

Embodimemnt 3: Ry s le linkar

Z & a radical of formuie 0
R, Ia the linking group.

Suitable linkmg growrs are well known in the arl end ncde diauifide groups,
thiogthar groups, acid lablle groups, photolabile groupe, peplidase labde groups and
emerase |abile groups. Frefemad are disulfide groups and thionther groups.

Whan the linking growp Is & $hiol- or disulfide-containing group, the slde dhaln
camying tha il or disulfide group can ba linear or branchad, aromstie or
heterecyclic, One of ordinary skill i the art can readily identify suilable sida chaing.

Speci: examples of the thiol- or disulfidecontaining substtuents include
~{CRy RuajulCR1sFgI{OCHCH:)SZ',  -O{CRyRid{CRuRRI (OCHCHy), ST,
{CRRn ([CRy=CRuYCRipRrgh: (OCHCHy) EZ, O-{CRuRaslm
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IDCHCH:LSZ'.  phaeyiX'SZ., furyl-XSZ', oxaroli- XS, thiazolyl-X'ST, Wnkenyk
¥82 imidezolyl ('8, morpholing-X"SZ, -piperazing-X'8Z', plpefiding-XSZ', furyl-
WEZ, JiendeX'S2, dhimoiASZ o ad | =Mmethvipiperazing-X'3Z',
-mophaling-X'32', ~Hperazine=-X"82". ~pipaniding-X"SX, or
-N-methyipiperazing-X'SE’, wherein:

Z' is H, & thiol protective group or SR,

whereln X' is a direct Ink or & linegr stkyl or breanched syl having from 1-10

cahon aloma or & polyalviens glyco) spacer with 2 10 ‘20 rapeating sémiona oxy
units; ' '

R' and R;; are the sama or different end are linzar alkyl, branched atkyl or

cyclic alkyl having from 1 w0 10 carbon atomé, o Simple or substimbed eryl or
heterooyeliic, and Ry &an in addition be H,

Ra R Ry 8nd Ry are the same or difsrant and are H or 2 Anear or
branched akyl having fram 1 10 4 carbon atoms,

Ritﬂl‘ﬂﬁnﬂmﬂﬂ'ﬂ‘hﬂ
n s 2n ntecrer of T (0 10,
M |5 &an inlegar fom 1 16 10 and ¢an slso be 0,
y i an integer from 1 w0 20 and can also ba 0.

R; is oplionafly subsfined aryl or helerocycic radizal, alkyl having from 1 o
10 carbon stams, akerny or alkynyl having from 2 io 10 earban gtoma, eycloalicy or
cycloalkanyl having fram 3 to 10 carbon atores

Preferably, R®; la arom, dimadhryiacryivl, propenyl, isobutenyl, _hexenyl,
cyclapemenyl, cyciohawenyl, furyl, pyoly, thienyl, thiezohd, Imidazolyl, pyridyl,
axazoh, indalvl, berenéuranyl or bevzathienyl

More preferably. Ry la lso-butenyl, crotyl, dmafhyacrylyl, dhienyl, thlazoly!,.
pyridy, tert-butyl, or furyl.

R, is H. & hydroxy radical, an alknxy, an alkenyioxy, an oplionally subsiitubad
akancyiory, aroploxy, aikenoyipxy, akynoviexy, cyCloalkangyloxy, alkexyacetyl,
akylthipacetyl, alkyloxycambonylony, cyoloalcplony, oyclonlanyloxy, carbamoyioxy,
acylcarbamoyknty, o dialkylcarbamoyioxy, & helerocyelic or aryl ether, ester or
carbamale, pr, 2 linear, tvanched, or cyclic slkyl or akenyl ester or ather having from

PCTIAFESA LT \‘I l
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1 1o 10 cerbon alpms or 8 carbamate of the formuda =0COX, whersin X lo a
niloen-contgining haterecycia such as unsubalituled or substituted piperidine,
morpholing, piperazing, N-mathylpiperazirk, o a cabamale of the formula -
DCONRRy, wherdn -R; and Ry Bre the same. or diierent sand era H, linear,
branchad, or cycic alkyl having from 1 Lo 10 atoms of simple or substluted aryl
having fram 5 {o 10 carban akoms;

RgorRris M
-Ral H
" Ryor R and R kxm a bond {cyciic gther)
R, is an oplionally substitulad n.yl or hatavocythc radical

Praforably, Ry is 3-methoxyphenyl, 3-chlormphenyl, 2 5-dimathoeyphenyl,

furd, pyroilyl, thismd, thiazolyl, oxazolyl, imidazotyl, pyridyl, Indoly, blnlﬂurilnrl or
berzaihisnyl, ' -

Embodiment 3: R, la tha linkar

£ 6 a radical of kxroula 11
'R, is an optionaily substhuted aryt or heteroeytlic radical, alkyl having froen 1
to 10 carbon alkms, alkenyl or alkynyl having from 2 10 10 carbon atoms, cyclosky
or Cyciealiemyd having fram 3 lo 10 carbon aloms, —OR; or B carbemgte formed from
any of sald alkyl henving from 1 to 10 carban atoms, alkenyl or akynsd having from 2

0 10 carbon stoms, cycloatod or cycioalkenyl having from 3 to 10 carbon atoms, or
optionaily subktiulad arvl or helerocyclyl radical

Ry is alicA radlcal having from 1 to 10 carbon atoms, akemyl or alkyny! having
from 2 io 10 carbon atoms, Cycloalkyl or cycloalkeryl having fram 3 to 10 carbon
aloms, uphumﬂy substituted aryl or helerouyullu radlr:al

Preferably, R, is l-buinxy, aolyl dimafindocrdyl, jscbutenyl, hemend,
cyclopersenyl, cyciohexenyl, furyl, pyroiy, thisnyl hiazalyl, imidazoiyl, pyridyl,
marphofino, piperiding, piperazing, oxazolyl, indolyl, banzofuranyl ar bensothienyl,

More preferably, Ry is t-butexy, istbuienyl, craty, dirriathyam‘l}d. thienyl,
thiazohy oF Uy

. Ry Is the linking group.
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Sullsbie linking groups are wall known in thi sl and include disulfide groups,
tinether groups, acid ke groups, photolablle groups, peplidess lablls gmups end
ealarass Iablle groups. Prefermex ane digutfide grovps and thioether groups.

When the linking group is a thidk o disufide-conlalning gioup, the side chain
carrying the. thiol or disulfice gralp can bé linear or branched, aroom®e or
hetsrocydis. One of ordinary ek in the ert can readlly identtfy suileblg side chalna.

_ SBpeclfic examples o the thiol or disulfide-conthining subsibmmis nchele
ACR LR CRRW(OCHCHSZ', | CRuRAkm [CRr=CRiaMCRaRigln
{OCHCH:\5Z, phamd-X"SZ, fun-X"S2', oxazoh-X'S2", thiazolylX"SZ, thlenyl-
X8, imichazoki-X"SE, whenein:

Z' 1s H, a thiol prolestive group or SR, @

. Whenain X" 5 a direct link or & Brear alkyl or branchad afil Praving From 1-10

rbon atoms or a polyathylana gliyeol spacer with 2 10 20 repeating ethylens oxy
Linita ;

R'i= ingar akyl, branched afkl or cyelia alkyl having from 1 to 10 carbon
atome, or simpe gr substiluted and or heterocyalic,

Ftﬂ.. Ry Rys ad Ry are the same or difforent and aré M or & inesr or
branchgd alkoy having irom 1 1o 4 carban atboms,

Ry and Ry are H ar alkyl,
nlo an inkeger of 1% 10,
m s an Meger fnom 1 o 10 and can also be 0,
y i8 an integar from 1 10 20 end can siso be 0,

Ry B H, & hydroxy radical, an alkoxy, an aikenyloxy, an optianally substiuted
alkarcylony, aroyloxy. akenoylkxy, sikynoyloxy, oploalkanoyiaxy, sikoxyazetyl,
alkylithicacetyl, alkylcoycarbonyloxy, cycioalkyioxy, cycioalkenyioxy, carbamevioxy,
slkylcarbanoyioxy, of diakylcarbamoyloxy, a halerocycic of aryl sther, ester or
cartbamaie, or, a finear, branched, or cyoiic alkyl or aleeryl estar or ether henving from .
1 to 10 carbon aloms or a carbamale of he formuda —OCOX, wharsin X is a2
nitrogen-corteining helerocycle sueh as unsubstituled or substitutad piperidino,
merpholing, pperanino, N-methyipiperazine, or & carbemnate of the fommula -
OCONRyRy, whersin Ry and Ry are the same or different and are H, linear,

branched, or cyclic alkyl having from 1 o 10 stoma or simple or Bubslituted arvi
having from & 1o 10 carbon aloms :
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RsorReIsH

Reia H,
Rror Ry and R form a bond {cyclic edher)
L R 12 an optionally subsiiluied any o helsrxytlc mdical

Praforably, Rs & 3-methaxyphenyl, 3-thkirophamd, 2,5-dimelhoxypharm,
furyl. pyrollyi, thisnyl, hiazolyl, Imidezolyl, pyridy, oxazolyl, indotvl, benzofuranyl or
benzoihlesmyl,

Thw folowing compounde of the Invention have been synthesizged
10

-~

a { -Tr X A 1 !:.-"'-l j .
N : :’I‘a'[‘gi Ay >l-,j1' )Luj‘gn LG
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Exact Mass: 1001.52

£ -{irl{sopropyls lylexy)-3'-daphenyl-3-{lsobubeny (2. debeneoy-2-{2,%
dimethaxyhetzoyll-docetaxs]l. To a solution of 10-acatexy-2<{triisopnmisivioxy)-
T-depheny-3"-feobulemd)-2-debanzayl-2-(2,5-dimethcaybe nzayl)-docelned {(1.30 g,

125 menol) In ethancl {25 mL) wes addad hydrazine monohydrate (10.5 mL) with®
“stirring. ARer 15 minutes the repclian was diluled with athwl acetste (50 mL) and tha

ofganic fayer was axiracted with ammonian chioride {60 mL), water (50 mL). and
briné {50 mL). The organic layer was hen dried over anhydrous sodium sulfate,
filterad, and concentraled In vacuo, The resiiug was purified on a silica gel cohomn
using 40% ethyl acelsle In hexane ss the sient The Factions coniaining the

&
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degired producl weme pogled and concenimied 0 gve 11 g of 2%
{hsnmpﬂsiylnxy}-&'—dephanyl—!-{isnht.hnyll-z-duhanzuyl-z-[z 5
dimathoxybenzoyl)-docelaxel as @ while soiid. 'H NMR (CDCI) & 1.08 (s, 24 I-I.}. 1.23
(6. 3H} 1.36 (5. 9 H). 1.67 (s, 3 H), 1.70 (3, 3 H). 1.76 (5, 3 H), 1.82{m, 1 H). 1.88 (5.
AR), 216 (s, 3 H). 2.21 {m, 1 K), 2.50 (m, 2 H}, 3.17 {brs, 1 H). 3.78 (s, 3 H), 3.88
(4 /=64 Hz, 1 H}, 3.95 (3, 1 H}, 418 {m, 2 H), 4,20 {d, J = .4 Hz, 1 H), 4.37 {4,
J=2 Mz, 1H), 4,41 (d, J= 84 Hz, 1H), 474 (1, /=2 Hz, T H} 480 (L. J = 0.8 Hz, 2
H), 517 {d, J= 1.9 Hz, 1 H). 5.32 [d, /= 8.2 Hz, 1 H}, 5.856 {d. /= 5.5 Hz, 1 H), 8.10
(LJ=BAHz 1H),683(d J=9.2Mz T H), 7.05(dd, J= 8.2, 3.0 Hz, 1 H}, 7.28 [d,
J = 3.0 Hz, 1 H). miz LC/MS for CaHyNOhwSiNa*: caled: 1024.5; foursd: 1024.5.

Mal Ol

CeyHyF aND S5
Exaoct Mass: 1133.47

T={irifllucromethamnesulfonyloxy)-2'-{lHisopropyisilylexy)-X-dephenyk3"-
fisobulenyl)}-2-debenzoyl-g-{2 f-dimethoxybentoyl|-docetaxel. A golution of 2-
(irigoprogyisilyloxy)-3'-daphanyl-3'-{isobuleryl }-2-debenzoyl-2-{ 2, S-dirmathouy-
benzoyl)-docedaxel {1.1 g, 1.1 mml] in mathylene chioride (7 mL) and pyniding {0.44
mk, 5.5 mmol} was cooled jo =30" G in @ dry ice and acetone hath. A solution
cetaining tnflic anhwdride (.37 mL, 2.2 mmal) dissslvad in molivwisne chioride {0.3
mL) wes added dropwise, The fesulling schution was aliowed 1o gradually wamm 1o
mom temperature with slimng. Afier ona hour the roaclion was diluted with elhyl
acelate {25 mL) and the organic layer was exracied wih ammonium chloride (25
mLh walsr (25 mL), and hiine (25 mi). The orpamic layer weg thon drisd over
anhydraus sodium sulfate, fllerad, and concankaiad in vacup. The residue was
purified on a silica ged column using 20% ethyl acelale in hexane as the eluam.
FracSons conlzining the desired product were pooled and conceninaled to give
5685my of 7?-{tiflucromethanesutionyloxy)-2-{trisopropyleilyioxy}-3-dephemd-3'-
{isobutemd)-2-debenzoy-2-(2 B-dimethoxybensoyl}-docataxal as 8 aokd.

TH NMR {CD13) & 1,10 (m, 24 H), 126 {8, 2 H), 1.38 (s, & M}, 1.88 {s, 3 H),
1.72 (a, 3H), 192 (s, 3H), 1.85 (s, 3 H), 2.20 (s, 3 H), 2.28 (m, 1 H). 231 {m, 1 H),
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250 (m, 1 HL .60 {m, 1 H), 2.80 (&, 3 H), 3.95(d, /=64 Hz, 1 H). 3.98 (5, 3 H),
435 (d, J=BO0Hz, 1H), 4.38(d, J=24Ha 1 H), 444 {d, J=8.0Hz 1 H}. .76 (L, J
= §.2 Hz, 1 H) 4.88 {m, 2 H), 5.2 {m, 2 H). 5.3 {dd, J= £.8, 10.4 H2, 1 H), 5.68 {J.
J=B4 M2, 1H) 613 (L J=88Hz, 1H), 6.85(d. J=B2Hz 1 H), 7.07 {dd, J= 3.2,
8.2 Hz, 1 H), 7-26 {d, J = 3.2 Hz, 1 H). miz LCMS for CaygHyFNDSSiNa*: caled:
1156.4; found: 1156.1,

T Ma

CsatiygFaNQ g SS a
Exacl MasT: 1131.45

F={trifluaromethanssulfonyloxy)-2'-{iriisoprogyisiiyloxy)-1-dephenyl-3"-
(scbutenyl)-10-oxo-2-debenzoyl-2-(2 S.dimethoxybenzoyl)-focatsusd. Top &
stimed solution of T-{triflucromeshanesulfonylory)-2'-(wilsopropyisilylocy=F-dephenyl-
3'-ﬁmbuuni}_-2-dehen:uyl-z-{2.5-dimuthouybln:nyl]-dnnlaml (585 mp. 0.5 mmel)
in metindens chionde (20 ml) was added 4-mefindmanphofine WN-oxide (NMO) {117
g, 1.00 mmol) followad by the addition of tetreprepyiammonum permihenate
(TPAP} (10 mg, 0.03 meof). The reaulting mixtume was allowad to stir at room
femparaturs wilh monoring. After 8 houwrs the maction was fillered through callie
and the pad of celita was fnsed with methWens chiaride. The combined supamatant
way concantreted In vacuo and ihe resulling residue was purified on a silica gel
column uging 26% sihyl acolate in hexane. The fraciions contalning the penducl
wene poclad and conceniraled to give 325 mg af T-{trifluoromathanesulfomiony)=2'-
{triscpropyislyloury -3 -daphem-3'-Jaotutenyl)-10-mm- 2 debenzowl-2-{2 5-
dimethorybanzond-docetassl 68 5 solid. :

TH NMRA {CDEI) & 1.10 {m, 21 H), 1.20 (s, 3 H), 1.30 (s, 3 H}, 1.38 {5, 9 H)
1.88{s, AH), 1.72(5,3H).L1.892¢a, 3 M), 184(s 3 H) 2.18(s, IH), 2.3 {m, 1 M)
235(m, 1 H), 2,623 {m, 1 H}, 2.83 {m, 1 H), 3.71{m, 2 H) 3.81 {&. 3H), 4.00 (s, 3 H),
43 {d, J=B4AHZ, 1HL 438 (d J=20Hz, 1 H), 445 (d, /= 8.4 Hz, 1 H}, 4.78 (1,
J=82Hz, 1H), 487 (m, 2H), 5.19(0d, 1 = 8.4, 10.0 Hz, 1 H}, 5.34 {d, J= 8.8 Hz, 1
HL5781(d, J=BOHz 1H),6.00(, JuBBHz, 1H), 688 {d J=92Hz 1H), 7.08
{dd, J = 32 82 Hz, 1 H) 7.25 (d, 4 = 32 Hz, ' H. miz LCM5S for
CoaHeFiNQwSSiNa™ caled:1154.4; found: 1154.4.

ﬁ_
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7o, Sc~epoxy-2'-{triisopropylshyloxy}-3"-dephenyl2'-{|sobutenyl)-
Z-dobenzoyl2-[2 S-dimethoxybenzoyl-docetamel. To & weil steved misture of
T-{Willuocromeaihane-sulfomioxy-2"-{Inisapropylsiyiowy --dephemd-3 {ileob utanyll-
10-omo-2-tebenzoyl-2+{2, 3-dmathoybenzoyl}-docstaxast (323 mg, 1.258 mmol) I
ethandl (3.5 mL) was added sodium BorOhwdide {58 mg, 1.5 mmol). Afler 19
minutes the reaclcen was diluted with a¥hyl acataia {15 mL) and exiraciad twica with
brne (18 mL). The organic kyer was dried over enhydroua sodium sudfete, fiensd,
and concentrated in vastuo. The reskdue was purified by siica plic using 50% alhv
acalata m haxane as the develpping sowant o give the desired product, Te 9o
epoxy-2'-{ triicapropyisilyloxy)-3 -dephenyl-3'-lanbule nyl)-2-debaneoyl-2-(2,5-
dimethoxybanzayl-docetaxsl (171 mg) and tha side prcluct 7o 1Dc-epoxy-2'-
(irimdfaropylsfyicey -3 -dephami-J'-{iscbutenyly-2-debenzoyl- 2-{2, 6
dimethaxybenzoyl)-docetaxel (78 mg)-

7o, Do-gpoxy=R"={trilz opropyisl yloxy)-Xude phanyl-3-ecbutenyd)-2-
debanzoyl-2-{1,5-dimethoxybenzoyl)-docetane!:

TH NMR (CDCI3) & 1.08 (m, 24 H) 1.24 {8, 3 H), 1.3B {s, & H}, 1.8& (s, 3 ).
+ 71 {5, IH), .78 (6, 3 H), 107 (5, AH.L 210({s. 3H), 2253 =233 (m, 2 H), 2.34 - -
245 (m, 2 H), 2.50 {d, J=3.2 Hz, 1 H}, 380 {=. 3H), 3083, I H}, 4.02{d. J 6.0
He, 1H, 425(d, Jm 72 Hz, 1 H), 434 (d, Jw 7.2 Hz, 1 H}, 445 (d, J= 2.4 Hz, 1 H},
.73 = 483 (m, 4 H), 4.98 (m, 2 H), 535 (d, /= 8.8 Hz, 1 H), 687 (d, J= B4 Hz, 1
H), B.97 [t Ju BB Hz, 1H), 696 (d, /= 9.2 Hz, 1 H). 7.08 (dd, J= 3.2 8.2 Hz, 1 H),

T28 (d. J= 2.2 Hz, 1 H). miz LCMS for CsaHmpND,SINa™ caled: 1008.5; found:
1908.4.

T, 10a-spoxy-2'-{triicoprapylaByioxy-3 -dephenyl-3-(isobusernyl}-2-
dahenzoyl-2-(2,5dimethoxybenzoylj-<locetaxel:

TH NMR {CDCIg) 5 1.40 {m, 21 HY, 1.19 (s, 3 H), 1.34 {x, 3 H), 1.39 {s, O H),
168 (5, 3HL 1.70{a, 3 H), 1.84 (s, 3 H), 1.88 (s, 3H), 2.07 (3, 3H), 2.21 {m, 1 H},
229 (m, 1 H), 238 (m, 2H), 286 (d, J= 7.6 H2, 1H}. 3.8% (5. 3 H). 388 {e. 2 H).
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439 — 4,47 (m, 4 H), 4.74 (1. J = B4 Hz, 1H), 4.82 (brs, 1 H), 4.80 (m, 1 H), 5.08 {d,
J= 4,4 Hz, T K} 535 (d, J = 8.8 Hz, 1 H), 5,42 {d, J=6.0 HZ, 1 H}, 6.12(t, J= 8.8
Mz, 1 H), 685 (d, J =8B Hz, 1 H} 7.07 {od, J= 32, B8 Hz, 1 H), 7.32(d, J= 32 k2,
1H) iz LCIMS tar CagMpyNO 5SiNa'": coled: 1008.5; found: 1006.4.

AR, o

B OME Mok

Mal s

TN g
Ey=cd Migas: 82737

Tu.‘lﬂmmf—dsﬁmnﬁ-!’-rbuunyil-z-ddlemyl-l-_ﬂ..ﬁ-
dimethoxybenzoyldocetanel, A sOhfion conteining 7o, 10o-epoxy-2'-
{wfsopropylsiyioxy)-F-dephenyl-3-{laobulenyt}-2-debenzoyl-2-{2, S-cfmethoxy-
benzoyl}docateal {20 mg, 0.02 mmol) dssolved In B 111 mpoure  of
acatonitrile:pyridine (2 mL) was cooled 10 0° € In an [ee bath. To this was addad
hydrogen I!uariiln-mridh {0.2 mL) end whe solution was altwed lo grrdually warn
to room temperashaa, After 16 hours the reaction wes dimted with ethyl acewte (15
mi) dand guenthed with B eahwated sodium bicarbohete soluion {15 mLl The
orpenie layer was washed once with brine (20 mL) and then drisd over arhydrous
sodum sulfate, fitared, and concentrated In vacuo, The crude residus was pudfed
by &ifica plic using T0% elhyl acslate in hmagnz ag Ihe developing soivent. The band
containing the desired procduct was scraped and ringed with atiwl ecetate ot the fler,
The crganic layers weie ¢oHmbined and concanlrated in vacuo O give 42 mg of
7o, 1 0a-apoxy-3-dephenyl-3'-isobutenyl)-2-debenaoyl-2-(2,3-dimethoxybanzo)-
docelaxel-as a whka wofid, .

TH NMR (CDTI3) 5 116 {8, 3 HY, 1.32 {3, 3 H), 1.41 (e, 5 H), 1.72 {s, 6 H).
1.85 (8. 3 H), 1.B8 {8, IH}, 2.03 (6, 3 H), 2.28 - 2.42 (m, 4 H), 2.69 (), J= 2.0, 72
Hz. 1 H), 3.81¢s, S M), 4.88 (s, 3 H) 4.25(dd, J= 2.4, 4.4, 1 H), 4.34 {d, J = 6.0 Hz,
1H) 4,36 (d. Jw 8.0 Hz, 1 H), 433 {d, y= 7.8 Kz, 1 HL 4.82 {m, 2 H), 3.00 (g, J=
©.2 Hz, 1 H), 3.08 (m, 1 H), 5.25 (d, J = 8.8 Hz, 1 H}, 5.35 {c, J=6.0 Hz, 1 H), 8.17
i, J=76H2, 1 H) 694 (d, J=92Hz Y H), T.08({dd, J=3.2,92 H2, 1 H), 720 {4,
J=12 Hz, 1 H). m/x LGOMS or CagHl NOLeNS™: caled: 850.4; found: 850.3,
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Ta.90-epowy-2'-3-dephanyl-3'-| isabutenyl}-2-deboanziyyl-2-( 2,5
dimethoxybenzoyljdocetaxel. A solullon conlpining  To,So-epoxy-2-
(iriisopropyisilyloxy}-5' -dephenyl-3 -{iscbuteny)-2-debenzoy-2{2 5
dimethoxybsnzeyl}-docetexsl (25 mg, 0.026 mmol) disgoved In & 131 muxiure of
acetonilrile: pyidine (2 mL) was cooled (> 0" C in an lce bath. To thia was addad
hydeogen iuoride-pyridine (0.20 mL) and the solulion was allowed Lo gradually werm
to radn lemperature. Alar 16 hours ™ie reastion was diluted wih athvd acetale (15
mL) and quenched with a saturaled sodivm bicarbonale solution {15 mLY Tha
organic layer was washed once with brine (20 mL) and then dried over anhydrous
sodivim sulfate, filierad, and concenfraled in vacuo. The crude residue was purified
by silica plic using 70% ethyl acaiaie in hexans as tha developing solvent. The band -
containing the desired producl was saraped smd rinsed wih aind acatals at Ihe fiitar.

" The organic leyers were combinad and concentrited in vacuo ko give 12 mg of

To.B0-apoxy-¥-depheml-3"-{isobulenyl)-2-debermeay-2-{2 S-dimathoybenzo)-
docetaxct gy 8 white salid,

TH NMR (COCH) & 1.42 (5. 3 HL 1.23 (s, 3 H), 141 {s, & H}. 1.73 (5, & H),
1.80 {8, 3 H}, 2.01 (8, 3H). 2.07 (5. 3 H), 215 = 2.21 {m. 1 H). 2.23 - 2.28 (m, { H),
2,30 -2.44 (M, 1 HL 243 - 2.48(m, 1 H), 252 (d. J=88 Hz, 1 H), .75 {br s, 1 H),
2,60 {5. 3 H), 3.93 (s, 3 H), 405 (d, J = 8.4 Hz. 1 H), 426 {4, J= 24, 48 Hz, 1 H),
430(d, J=76Hz 1 H), 4.32{d J=T.6 Hz, 1 H), 4,76 4,83 (m. 4 H), 401 {1, J =
2.0 Mz, 1 H), 4,68 (d, J= 0.6 Hz, 1 H), .28 (d, /= 8.4 Hz, 1 H), 5565 [d, J= 8.4 Hz, 1
H), 6.01 (L, J= 8.8 Hz, 1 H), 6.95{d. J =82 Hz, 1 H), 7.08 (dd. /=32 8.2 Hz, 1 H),
7-28 (d, J = 3.2 Hz, 1 HL m/z LOMS for CaHgNO.sNa': caled: BS2 4; fourxd: 852.3
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?g,ug-epn:y-z'-[mil-np-npylg!tylluﬂ-!'-:laph-nyl-a'-[ianhumyll-z-
debenzoyl-2{2. 5-dimethoxybenzoylj-10-acetexy-tiocetanel. To 2 solution of
7o, Da-apoxy-2"-{Ifisopropylsiyioxy)-3-gephanyk-3-(sobulényl}-2-debenzoyl-2-(2,5-
dimgthoxybenzoyi}-docataxel (B5 mg, 0.088 mmol) dissolvad in pyridine (1 mL)
under nirogan was sdded dimethylamino pyridine {DMAP) (16 mg, 0.13 mimal) and
scolic anhydnce {0025 ml, 028 mmel)l. The reatlion wes sfived al room
lempesatura and after 4 howrs wes dluted with ethyl scetata (20 mL) and washed
once with trine {28 mL). The organic [aver was separated, dried over anhydrous
eodium ulfate, ikered, and concenwaied In vacut. The reakiue was purifled by
ailica ptic using 0% ethyl aceiate In hexane as the daveloping solven!. The band
conisining the desired product was scraped and ringed wilh elhyl acetale af the fiker,
The organi |ayem were combined and concanirated in vacup o give 78 mg of
Tu.ﬂu-epnxy-z-:iriinprnpylsilﬂur}ﬂ‘-dsplmﬁ-ﬂ'—{lmhhnﬂj- 2-dabanzoyk2-{2 5-
dimethoxybenzoyl }-1 0-acatoxy-docstasf gs & white solid.

TH NMR {CDCIg) 8 4.10 {m, 21 H) 1.22 (s, 6 H), 1.38 (1, § H), 1.67 {3, 3 H).
.70 (s, 3 H), 1.73 {8, 3 H}, 1.94 (8. 3 H), 207 {s, 3 Hj, 210 {s, 3 H}, 2.31 {m, 3 H),
2.48 (m. 1 H), 3.78 {5, 3 H), 3.57 (s, 3H), 388 (0, /= GO Hz, 1 H), 4.24 [0, J= 7.2
He, 1 H) 4.32 {d, J= 7.2 Hz, 1 H), 4.45 (d, J = 20 Hz, 1 H), 4.77 {m, 2 H}, 4.82 (q,
J= 8.0 Hz, 1 H), 491 (9, 1 H}, 493 (¢, J = 8.2 Hx, 1 H), 538 (d, J = 8.4 Hz, 1 H),
6584 (d, J= 0.2 Hz, 1 H), 5./ {d, J= 8.0 Hz, { H}, 586 (, J= 8.8 Hz, 1 H), 6.94 (d,
JeBXHz, 1 H) T05{dd, J=3.2 9.2 Hz, 1 H), 7.28d, J= 3.2 H2 1 H. mizLC/MS
for GoyHyyNO1gSiNa": caled: 1050.5; found: 1050.5.
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T, Sc-apoxy-F-daphenyl-3 -(isobtanyl)-2-debenzoyl-2-(2, 5
dimathoxybenzoyl)-10-acetoxy-docetaxal, A sakdion contaving Ta.go-epaxy-2*-
{irisopropytadyioxy} F-dephanyk-Y-liscbutami}-2-Cebanzoyi-2-{2 3-
dlmﬂmvbermﬂﬂﬁ-amlmy—dmalﬂel (75 mg, 0.073 mmol} dissoived in & 1:1
mixluro of aceiorilrieqyridine (3 ml.) was cocled lo 0°C in an ko badh, To this was
added hydrogen Huofde-pysiding (0.5 mL) and the solution was allowed 1o graduslly
warm to mom lemperalure, Afles 16 howrs the maciion was diluted with ety
acetals (25 mi} end quenched with a salumied sodium bicarbonate solulion (25
mLi The onganic layer was washed onca with brine (30 mi) and then dried ower
anhydroua sodium sulale, fillared, and conceniraled in vacuo, The cruda resitiue
wet purified by slica plic weing 70% aifhyl acalals In hexane 33 tha devaloping
solvent. The band containing the desired protuc! was scraped and rinsed with ethyl
aceletz at the fiter. - The omganic layers wene combined and concentraied in vacua la
gve 52 mg of ToSa-epoxy-T-deghenyl-3'-(isobutenyl)-2-debanzoyl-2-(2 B-
dimethoxybenzoyl)-10-avaitxy-dacelaxs]. a

TH MR (CDCIZ) 8 1.26 (s, 3 H), 1.28 {s, 3 M}, 1.41 {s. 9 H), 1.74 (5. & H),
1,76 {8, I H), 1.68 (5, 3 H), 2.08(s, I H), 2.11 {5, 3 W), 218 im, 1 H}), 2.27 {m, 1 H),
238 (m YH), 240 {m, 1 H), 389(5, AHL 30148, TH), 384 (s, 3N, 402 (d, J=
0.0 Hz, 1 H), 4.28 {m, 2 H), 4.33 (d, J= T.2 HZ, 1 H}, .80 {m, 2 H), 4,86 {d, /= 0.4
Mz, 1 H). 4.91 (5. 1 H}, 8.00 (d, J= 8.2 Hz, 1 H}, 5.29 (d, /= 8.4 Hz, 1 H), 557 (d,
J=64 Hz, 1 H), 571 {d, J =6.4 Hz. 1 H). 5.01 {1, /= B.B Hz, 1 H), 5.96 (d, J=9.2
Hz, 1 HY, 7.07 {46, J = 32 9.2 Hz, 1 H), 7.28 {d. J = 32 Hz, 1 ‘H) miz LCIMS for
GasHgND JNa"; caled: 854.4; found; £94.5,

MeD e

CaaigiNO; ¢Sl
Ewact Macs 104353

Tee Su-apoxy-2'-{tricopropylaliyloxy)-3 -dephenyl-¥-{isabiianyt)-2-
debenzoyl-3-{2,5-dimethoxybenzoyil-il-methoxycarbomyloxy-docetaxasl, A
eoiion of  7o,Bo-epoxy-2-{insoprogyisiyioxy)-3-dephenyl-Y {iscbutersl)-  2-
debanzayl-2«2,5-dimalhoxybeleny j-docetaxsl (28 mg, 0.020 mmol) dissoived In
anhydrous setrahydrofuren (.65 mL} under nitrogen was cooled 1o -—40° € In & dry
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ioe and soctone bath. To this solulkom was added 1.0 M LIHMDS (0.04 mL, 0.038
menol) 2nd aflowed to stir for 15 minutes.  To this was added methwl chlomlormate
{0,003 mL. 0.038 mmel) arx the reaction was monitored at —80°C. After one hour
e reaclion was diuted with ethl scetate {15 mL} and exracied with water (15 mL)
folowed by washing the organic layer with brine (15 mL). The auganic layer was
dried over anhydrous sodium su¥ale, filered, and concentraied In vecwp. The
residue was purified by siiice pfic 1sing 5% methanol in methylane ciorkde as the
developing sobvent. Tha band containing the desired product was sorped End
finsed with ethyl scatele at the flier. The ongemic lyers were cambined and
concentreted In vacug t© give 8 mg of 7o,9c-epoxy-Z-{trisopropdsilyloxy)-2-
cephanyl=-3'-{Bobuteny)-2-tebanzovi-2-{2, S-dmethaxybenzoyl}- 10-
methoxycarbormldxy-docelaxel as a white solld. a

TH NMR {CDCI3) 6 1.10 {m, 21 H), 1.22 (8, 3 H), 1.24 (8, 3 H), 1.39 (2, 9 H),
1,88 (s, 3 Hj, 1.71 (%, 3 H), 1.75 (5. 3 H), 1.86 (s, 3 H). 2.08 {a, 3 H}, 2.30 {m, 3 H},

2.50 (. 1 H), 3.78 (g, I H), 3.80 (s, 3 H), 398 (d, J " 6.0 Hz, 1 H), 399 (s, 3 W),

425(d. J=T2Hz, 1 H), 4.3d (d, /= 7.2 Hz, 1 H}, 4,46 {d. J= 20 Hz, 1 H}, 4.78 {m,
2 W), 4.91 (m, 3 H}, 537 (d, J=8.4 Hz, 1 H). 5.57 {d. /= B4 Hz, 1 H}, .70 (d, 4 =
8.0 Hz 1 H), 593(), J=8.8Hz 1H) 683 {(d, J=92 Hg, 1 H), 7.06 (dd, S= 3.2 8.2

Hz, 1 H}, 7.30 (d, /= 3.2 Hz, 1 H) mdz LCIMS for C gt NOy:5iNa™ calcd 10656.5:
found: 1066.2.

CusHa1NOyy
Exnct Mags: 857,39
To Sc-epouy-3'-dophenyl-X.|isobutenyl-3-debenzoyl-2-{2,5-
dimethoxybenzoy]-18-methoxycarbonylaxy-docetaxel. A solufion coniwining
Ta, Sa-ep0xy-1'{risopropylsliyiowy)-2'-dephenyl-3"{iscbutemyl}2-debsnzayk-2-(2,0-
dimethoxybenzoyl}-1 0-mathexycarbanyiao-dacetaxel 9 myg, 0.008 mmol} dissatved
In a 1:1 mixtyne of acetonitriv.pyridine (1.2 mL) was cooled 10 0* C in n ica bath,
To this was addad hydrogan Aueride-pyridina (0,15 miL} and the sotulion was allowed
10 geacuslly warm o room tempessturs.  Afer 16 hours the reaction was dluted with
aihyl acalate {15 mL) and quanched with a saturatad sodium bicerbonate sofution

7.6
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{158 mLL Tha organic kayer was washed once wilih bring (15 mL) apd then dried over
gnhydrous sodium sullale, fillared, and concentrated in vacusa. The crude residua
was purified by silca plic using 0% et acalaie n hexane as the devaloping
golvertt. Tha band comtaining the dasired product was scraped and rinsed with ethyl
ecetate at the filtar. The organks layers wene combined and conaentrated In vacuo lo
gve 4 mg of ToSu-epun=3-tepha-3-(isobuiemd)-2-tabereoyk2-(2,6-
dimathoxyberzow)-10-methoxyeasbonyloxy-docelaxel,

TH NWR (GDGia) 5 1.25 {8, 3 M), 1.27 (s, 3 M), 1.40 (s, 8 H}, 1.73 (g, & H),
1.76 (8. 3 H}, 1.99 (3, 3IH). 2.07 (s. 3H}, 218 {m, 1 H), 2.25 {m, 1 H), 2.34 {m, 1 H),
2.48 (m. 1 H), 2.78 {53 H), 2.80 {s, 3 H). 2.83 [s, 1 H}, 382 {8, 3HL 4.01 {d, J » 6.0
Mz, 1 H), 4.28 {m, 2 H}. 4.31 (d, J= 7.6 Hz 1 H), 4.80 {m. 2 H}. 460 {s. 1 H), 4.94
{d, S=76Hz TH) 497 [l /=06 Hz 1 H), 5.27 (0, J= 7.6 Hz, 1 H), 5.55 (d, J =
6.0 HZ 1H),370(d, J=6DHx, 1H), 6.02{t, /J=6.6 M2, 1H), 695(d, J» 9.2 Hx, 1
M} 708 (dd, J = 3.2 B2 Mz, 1 H}. 7.2B (d. /= 3.2 Hz, 1 H). m/z LCMS for
CumHesNO JNa™: calgd: 910.4; found: 910.4.

>Loiﬂ ;:H—L A

Y M2

) S

Cagtipatl Gl
Exaat kieg= 066 58
Tn So-epoxy-2'-{triisapropylsiyloxy) 3'-de phanyl-3'-{Isobuyanyl)-2-

dhnnznyi-z-{z.s-ﬁnnttn:yhmzﬂi-i-ﬂim:hyaninuwhnﬁrluy—ducltlnl.

A soldion of 7o Sn-epoxy-2'-risopropyisilyicocy)-3-dephenyl-3'{isctulenyl)-2-
deberzoyl-2-{2,5-dmalnaxybereoyl)-docalal (28 my, 0.028 menol) disscived In
anhydrous belrehydroburan (0.65 mL) under nitregen wes cooled 1 —45° C ' a dry
ice &nd acetono bath, To his solulion was added 1.0 M LIHMDS [0.04 mL, 0.039
mmel] and allowed to stir for 18 mines. To fhis was added dimethyl carbamyl
chionde (0.003 mg, 0.031 mmal) and Ihe reaclion was monilored 2t =40° C.  After
ona hour tha reaction wae dilutad with sty acetale (15 mL) and eximcted with watar
{15 mL) followed by washing the organic layer with brine {15 mL). The ongenic laysr
waS dried over aniwdrous sodium sulfate, fikered, and concanrated In vacuo, The
raciiua was purified by eilica plic using 5% methanol in mathylene ohloride as the
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developing soivent The band conbmining the desired product was scraped and
fnsed with ethyl acetete al the fiter. The onganic layers wers cambimed and
concerfiraied M vacuo %o give 20 mg of ToBe-epoxy-2-{tisopropyisiyloxy)-3-
dephenyl-3-{Isobutenyl)-2-deberayl-2-{2 S-dimethoxybenzo - 1 O-dimetinramiro-
carbanyloxy-docataxel as & white sofld,

TH NMR {CDSI3) & 1.40 (my, 21 MY, 1.22 (s, B H), 1.3 (a, O H), 1.88 (5. 3 H),
1,74 {8, 3H). 1.7 (5, 3H), 1.98 (5, 3H). 2.08 (s, 3 H), 2.21 {m, 3 H), 2.48{m, 1 H),
2.93 mi{s, € H), 380 {3, 3 H). 3.56 (3, 3 H}, 3.56 (8, J= 6.0 Hz, 1 H), 4.25(d, J=T7.2
Mz, 1H), 433 {d, J=72Hz, 1 H), 448 (d, J=20H2z 1H). 4.77 (m, 2 H}, 4.88 (d,
J= 6.4 Hz, 1 H), 482 {m. 2 H). 836 (d, = 8.4 Hz, 1 H), .68 {d, J = 5.0 Hz, 1 H},
5.71 (g, Jw &4 Hz, 1 H), 5.83 (. J» 8.8 Hz, 1 H}, 695 (d, Jw B.2 H2, 1 H), 7.05 (dd,

J=8208.2Hz 1H), 7.30 {d, J= 3.2 Hz, 1 H). m/z LGMS for CasHieNo0ySINa ™
calod: 1079.68; found: 1072.8.

CocHgqMO
My L 18

To. So-apoxy-3'-dephamd-3'{ealurtenyl)-2-dehenzoyl-2-{2.5-

dimethoxybenzoyl}-10-dimethyaminocarbamyloxy-docetaxel. A soltion
comaning T, So-apoxy-2"-{ trisopropyisivloxy}-3"-dephamd-3'-{isnbu tenyl}-2-

dabanzoyl-3-{2, 5-di methooybarzo)-10-dimethyaminoea rbomioxy-docetexal (20
mg, 0.016 mmol) disscived in & 1:1 mbdure of acetonlirle:pwidine (1.2 mL) was
cooled 1o 0° G in an ice beth. To this was added myorogen fiuoride-pyridine {0.25
mL) and the solion wak allowsd to gradually warm to room tempersbene. Aftar 16
hours the reacsion was dlluted with sthy! scetats {15 mL) and quenched with &
saivrgted sodum bicarbonate solufen (15 mi). The organic layer was wathed onca
with briné (15 mL} and then dried over anhydmue sodium culfate, Biersd, and
concentratad in vacuo, The crude resitus wers purified by shiea ptic Lsing 70% ethyl
acetale in hexane as the dewsloping sohenl. The band conteinming the desined
product was seraped and rimsed with athyl acelats at the fifer. The omenic layvers
were oombined and concenirated it vacwo lo give 12 mg of Fo9c-mpoey-3-

A
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daephamd-3'={ isobulanyl)-2-dabenamyi=2={2 5-dimathtoybenami’-1 -dmethya mints

carboryloxy-docelaxel.

TH NMR (COCI) 5 1.24 (5, 3 H), 1.26 (8. 3 H), 1.40 {s, & H), 1.78 (&, 6 H}
1.74 (e, 3 H), 2.00 {e, 3 HL 2.07 (s, 3 H), 2.17 {m, 1 M}, 2,258 {m, 1 H). 2,38 (m, 1 H),
248 {m, 1 H}, 2,93 (5, 3 H}, 2.94 {s, A H), 3.70 {s, 3 K}, 2.80 (s,  H). 2.92 (s, 3 H),
4.02 {d, J= 6.0 Hz, 1 H), 4.28 (m, 2 H), 4.31 (o, J= 7.6 Hz. 1 H). 4.60 {m, 2 H), 4.89
(dJ=80Hz 1HL4B80{s, 1H), 487, J=88 M4z T !-'I], 528 (d, J = 8.4 Hz, 1 H),
5 7 [0, J = 8.0Hz, 1 H), B.70{d, J = 8.0 Hz, 1 H), .02 [t, J =84 ¥z, 1 H), 6.94 (¢,
J=92Hr 1 H), 7.05{(ad, J= 3209 2He, 1 H), 729 {d, /= 3.2 Hz, 1 H. mjz LC/MS
for CasHpaM0 sNa': caled: 823.4; found: 823.4
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10-Acetexy-T-jtriethylcibyl)-2"{tr Isopropyisiiyioxyh T-dophonyl-3'«{2-

furyl}-2-cabanzoyi-2-{2, 5-dimathoxybenzoyl}-docetaxel. A midure of (3R 45)-1-
tert-buioxycbonyl}-3-trieaprapyisilyioxy-4-{2-furl}-ezelidin-2.one (127 ¢ 310
mimaly end 7-{iriethylslly)-2-debenzoyk2-(2,5-dimatrxoybenzoyl}-baccatin 11l {1.9 g,
2.5 mmol) were dissolved ' anhydroys THF (20 mb). The mbawe was cooled 10
-40°C and 1.0 M LIHMDS (3.5 L, 3.5 mmoD wad Added dropwise, The reaction wae
glowsd to stir betwasn -40 and -20°C for 1 hean, ofter which il wes complaie. The
maction wes guenched with saturated aqueous ammonium dhiovide and gxracted
imo athy al:nhila {100 mL x 2). The combined organic bByers wem washed with
waler (30 mL x 1}, oried ovar megnesium Sullaie and conoentrated I wacwo, The
ruils rewidue wes purifind on @ slica gal colemn with 30 % ety acetatwm in hexanes
4t 1he eluesl, yiaking 10-Acetowy-T-{irlethylai}-2'{trisopropyleiyloky)-3'-dephenyl-
F-(2-uryf}-2-debenzoy-2-( 2, S-dimethaxybertroyl docetaxe| as a white sobd (2.88 g,
98 %): 'H NMR (CDCly) 5 0.53 {m, 5 H), 0.88 tm, 30 M), 1.18 s, & H), 1.36 (s, 9 H).
1.69(s, IH}, 1.85{m, 1 HL 1.68 (s, IH}, 2.91 (s, 3 H), 2.25 {8, I H), 236 (m , 2 M),
2.48 {m. 1 H), 3.33 {s, 1 H), 3.71 (5, 3 H), 3.72 [d, J= 6.8 Mz, 1 H), 2.87 {3, 3 H),
432 (d, J = B.0Hz, 1 H), 440 m, 2 H), 4.84 (d, J= 80, 1 H), 4.80¢d, /= 1.2 Mz, 1
Hy 524 (m.2H), 561{d, J=8.6HZ 1 H), B.12{t, J=B.4HZ, 1 H).8.1B(d, /= 3.2
Hz, t H), 827 {dd, J= 3.2, 20 H2, 1 H), 6.41 (s, 1 H), .88 (d, J =92 Hz, 1 H), 6.57
{od, = 9.2, 32 Hz, 1 H), .20 (d, J = 3.2 Hz, 1 H}, 7.28 (br 5, 1 H). m/z LCMS for
CaoHeNOShxNa": calod: 1102.8; found:1192.3.

CaaHppNQ 281
Exach Wass:. 105548

" 1D-Aetoxy2'{triisopropyisliyloxy)-F-dephenyl-3'-{2-fury)-2-debenzoyl-
2-{2 S-ampthoxybhenzoyl)-docetaxel, - 10-Acetoxy-7+(iriethylsiy)y-2-
(wikmpropyfsilykncy)-3'-dephecmyl-3'-{2-f0rvi}-2-debenzoyi-242,5-dimelhaxybhanzoyl -
docetaxel (870 mg, 0.57 mmol} wae dissohwad in eihanel (2.5 mL1 A solution of 5§ %
hydrochiore acke In sthancl (3.0 mL) was added dropwiss. The reaction wag alipwed
I &% at roorn lemparature for 5 b, pher which & wags compiete. The reaciion was

quanched with sakirzled aqueous eodium bicarbonale end the produet was

X
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extraciad inlo ethyl acelats (75 mL x 2) The combined dlhyl acataie lEves were
washed with water {28 mL x 1) and brine (25 mL x 1), driad ovar magnesium Jullale
and conoehiraled in vecle. The cnrde 10-Aoslory-2'-(hilsopropylsiviaxy)-3-
dephenyl-¥-{2-uryi}-2-debanzay-2-{2.5-dimethaxybenzoyl)-docelawel was used
wilhoul purification: 'H NMR (CDCh) & 0.82 {(m, 21 H), 1.12 {s, 3 H}, 1.25 (s, 3 H},
1,38 {», B H), 1.70 (3, 3 H}, 1.88{m, 4 H}, 2.19{s, 3 H). 2.27 (5, 3 H), 237 (m, 2 H},
2.51 (m, 1 H), 223 (s, 1 H), 3.74 (m, 4 H), 3.80 (s, 3 H), 4.28 (d, J= B4, 1 H), 4238
(m, 2 Hy, 4.90 {m, 2 H). 5.24 {m. 2 H}, 5,62 {d. /= 6.8 Hz, 1 H}, 5.19 {m, 2 H), $.30
{m, 2H), 688 (d, J= 92, 1 H), .00 {ad, J = 9.2, 3.2 H2, 1 H), 724 (d, J= 3.3 Hz, 1
H), 7.30 {br 5, 1.H). miz LCMS for CsHrNO,aSiNE" caled: 1078.5;: found: 1075.3.

0
>LDJL;|H )
PR BT N
m&“
CaaHygNQ 1381 M
Egr.l :lau’ 1013.45

Z'={lxilsopropyisilyioxy)-3'-dephenyl-3'-{ 2-{uryl)}-2-debanzoyl-2-{2.5-
dimethoxybanzoyl)-docataxal.  10-Acetoxy-2-(tritsopropystylony)-¥-daphenyl-d-
(2-fury}-2-fehenzow-2-(2,5-dimathoxybenzoyl}-docetaxel (605 my, 0.573 mmol} was
dissbived W ethanol {12.0 m!..] Hydrazine monohydrake (5,0 mL) was added
dropwise over b min, aler which the raaction was complele. The reaclion was
diistad with allhyl acalaie and quenched with sadurated aguecus Armmonmiurm chiqrns.
The product was extracied irda ethyl aceisle (75 mL x 2}, washed with watar (25 mL
% 1) and bwine (25 mi x 1), dried over anlwyidrous sodivm sullale and concentraled i
vecuo. Tha crude residue was purified on a sifoa gel column with 40 % sitwl acetale
in hexanss as the sluanl, Yelding 2'-{wiscprogpiallyloxy)-T-dephenyl-2-{2usyl)-2-
debanzoyl-2-{2, 5-dimethoxybanzoyl -docalaxel az a4 whia Bolid (507.6 mg, B7 %,
two sieps): 'H NMR (GDCL) 3 0.85 (m, 24 M), 1.11{s, 3H), 1.24 (3, 3 H), 1.40(s.
H). 1.79 (s, 3 H), 1.88 {m, 1 H), 1.91 (&, 3 H), 2.28 {5, 3 H}, 2.38 (m, 2 H} 2.57 (m, 1
H), 328 (brs, 1 H), 3.76 (s, 3H), 3.88 [0, J=5.8 Hz, 1 H), 2.92 (s, 3H). 4.19(m, 2
H}, 4.43 {d, J = 8.4 He, 1 H), 445 {d, J = 8.4 Mz, 1 H), 4.81{m, 2 H), 5.2¢ (m, 3H),
585 (0, J=8.8 Hz, 1 M), §.21 (. 2H), 6.31 {dd, J=3.2, 18, 1 H), 8.80 (d, J= 0.2
Mz, 1 H} T.02 {dd, J=8.2 3.2 Hz, 1 H), 7.23 (d, J= 32 Hx, 1 H), 730 {brs, 1 H).
méz LCAMS for SN0, SiNa": caled: 1036.5; foumd: 1038.2.

HO

oM
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7-{triforomethanesulfonyioxy}-2'<{triisopropylsilylaxy)-3'-dephenyl-3'-
{Zfuryl)-2-dubanzoyl-2-(2 S-dimethoxyberzoyt}-docetaxal.
1-{isopromyilyloxy)-3'-dephenyl-3-{ 2-luryi)-2-debenzoyl-242 5
dimethoxyhenzoylj-tdocetaxel (1.7 g, 1.68 mmol) was diesolved in melhylena chiorde
{10.0 mL) and coolad to -30 "C. Pyridina (0.68 mL, 3.4 mmol} was added, followatl
by triflic anhywdride (0.57 mL, 3.4 mmal) In methylere chionide (0.5 mL), uning the
reaction yellow, The reaction wes allowed to warm & 0'C slowly owver 1 h, 21 which
point It waa compiets,. The product was eximacied into ethyl agetse (150 mL x 1)
washed with wahr (50 mL x 1) and brine (50 mL % 1), dried ower magnesium sulfale
and conceniraied ir vacuo, The crude reside was purifisd on a silica gal column with
28 % ethyt scatmte in hexanes 36 ha elam, yieking 7-{irilucromathana-
sulformyloxy »2'-(Iisoprapylsilyloxy)-3-dephanyl-3'-{2-furylp2-deboreayl-2-{ 2, 5-
dimethoxybenzoyl}-dotetaxeal s 8 while salid{1-44 ¢, 75 %} 'H NMR (CDCly) & D.94
{m, 21 H} 1,09 {a, 3 H), 1.22 {5, IH}, 1.3% (s, BH] 1.92 {m, 6 H}, 2.30 (m, 5 H), 24D
fm, 1Hy 229 (m, 1 H}, 3.44 (g, t M}, 3.74 {5, 3 H}, 391 (s, 3 H). .95 [d, J = B.4 Hz,
T H), 401 {d, 4= 1.8 Hz, 1 H), 4.30 {d. J = B4 Hz, 1 H), 442 (d, J = BA H2, 1 H),
4,88 (m, 2 H), 524 {m, 2 H), 5.36 (m, 2 H), 584 (d, J = &4 Hz, 1 H), 821 (m, 2 H},
B30 (dd, J~32 16Hz 1H,8080(d J=92Hz, + H), 742 (dd, S > B2 3.2 Hz, 1
H), 7.19 (4, J = 3.2 Hz, 1 H), .30 {br &, 1 H} miz LCIMS for CayHy FaNOwS5ING":
calcd: 1168.4; foung-1158.4,

A,
va"w

CoghrpFahCyeS3i  Meo
Exact faas" 1142.41 o
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7-{trifluoramsthaneaulionyloxy}-2"-{irilsopropyls!iyloxy)-¥ -tephenyl-3'-

(ZFuryi}16-0x0-2=abarzoyl-2-(2,5-dimethoxybemoyl-docatazel. To a stimed
solulion of 7-{irfluoromathanasulanyouy)-2'{Irnsopropyisilyioxy)-3'-dephonyl-3'-{2-
furyf}- 2-debenzoyl-2-{2,5-dimethaxybenzoW)-docalaxel {(1.44 g, 126 mmol} In
methylens chioride (30 mL) was added 4-mathyimonholine N-owxide [NMO) [590 g,
5 mmel) followed by the addition of leapropylammemium pamuthenate (TPAP) (82
mg. 0.18 mmol). Tha.resuling mixiure was sllowed ta stir 6l room tempembue with
manitering. Affer B howrs Lhe reaction was lilered through ceilile and the pad of
calite was ringed with melhylene ¢hloride. The comhbined supssnalent was
concantrated in vacus and the resulting residue was purified on a silica oal columin
ming 10% ethyl acatals in hexane., The kactions containing ihe product wera
ponied and concaniraled [0 gve 618 myg of T<{lifluoromethanesulionycry)-2*-
{iriigopropy silylexy)-3'-depheanyld'-{2-huryl}-10-0x0-2-debenzov-2-{2 5
dimethoxyhenzopi}-docetaxe] as a said. 'H NMR {GDC!s) § 084 (m, 21 H), 1.15 (&,
JH} 1.25{s, 3 H}, 1.37 (5, B H}, 1.8G (s, B H), 214 {m, 1 K1), 2.27 (3, 3 H}, 2.32{m. %
H}2.81,{m, 1 H), 279 (m, 1 H). 3.67 {d, J= 6.4 HE, 1 H}, 3.73 (5, 3H), 285 (5, 1 H),
391{s, dH) 438 (6, Jw B4 Hz, 1H), 440 {0 J=84 Hz 1H), 4.81{d, /=88 7z 1
H), .88 {d, J= 1.2 Hz, 1 H), 5.17{m, 1 H}, 5.24 {m, 2 H), 5.72 {4, /= B0 Hz, 1 H).
B.A4( J=RAHz 1 HL.6.20{d. /=32 Hz, 1 H), 6.28 {4, /=3.2, 1.6 Hz. 1 K}, 6.50
(d, /=92 Hz, 1 H), 7.01 {ad, /= 8.2, 3,2 Hz, 1 H). 7.15 {4, J=3.2 Hz, 1 H), 7.28 {br
5. 1 H). mfz LOAAS for CmbgFiN 0 35iNa": calcd: 1168.4; foundt 1186.1.

BTiea

. = F| ] W)\v " H L
oyl Neo | CrarlesNOgll  MeD
Axpcl Maps: .HT.JI.'B 153 Exact Jlila;:'ﬂﬁ.-l? s

T, St poaty-2'-{triisopropyls iyioxy)-3"-dapho nyl-3'-{2-furyl)-2-
debenzoyl-2-2, b-dimathoxyhenzoyljdocetaxel and 7o, 10c-epoxy-2'-
(trimopropyisilyloxy)-3'-caphe nyl-3'-{2uryi}-2-debenzoyl-2-{2.5=
dimethoxybenzov-docetaxel.

Sodiumt bordhydride (102 mg, 2.7 mmoi) wes added 10 e T-itrifluoro-
mathanesulfonyloxy)-2'-{irisopropylsiiyienty)=T-cephanyl-3-(2-furyl}-§ 0-cxo-2-
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debenzoyl-2-{2, b-thimethoxybenabyl)-docetaxed (618 mg, 0.64 mmol) diesolvad in
athangl {70 mL}. After 5 min, tha reaction was complete and diluled with ethyl
acetaie. The product wes axracted Into gthyl acetate (100 mL x 1), washed with
waturated Atucous sodium chiorida (50 mi % 1), diied tver anhydrous sodium sulfsta
and conceniraded in vacuo. The crude residue wes purified on a siica gal column
with 50 % ethyt acelmie In hexanes s {he =hemt, yielding the 7o,Su-apoxy-2'-
(trisopropylsilyloxy}-3-daphenyl-3(2-funyl} 2-debenzoyl-2-+{2,8-dimethmybenzoyl}-
docataxel {258 mg, 48 %) and 7a,10c-apoxy-2'-{iriscpropyisiiyioxy)-3-dephenyl-3'-
{2-huryl} 2-debenzoyl-2-{2,5-dimathaxybenzoy)-docelaxsd (231 mp, 43 %)

7o, Soeapoxy-2'={triieopropyis iyl oxy)-3"-te phany]-3's{ 2-furyl}2-
debenzoyi-2-{2,3-dimethoxybenzoyl}-docetaxet: ‘*H NMR (CDCh) § 0.92 (m, 4
H), 1.08 (s, SH), 1.23 (s, 3H), 141 {5. B H} 1.77 (B, 3H), 1480 {3, 3H), 2155, 3
H}, 233 (m, 4H), 2,56 (d, J=0.8Hz, 1 H), 3.85 (5, 1 H}, 3.76 (8, 3 H), 3.93 (5. 3 H},
401 (d, J = 8.0 He, 1, H), 4.28{d, J=72 Hz, 1 H}, 4.32 {d, J= T2 Hz, 1 H}, 477 {m,
3 H), 482 {brs, 1 H), 485 (br s, 1 H), 5.27 {m, 2 H). 5.84 {d, J = 8.4 Hz, 1 H), B.06 {t,
J=B8Hz, 1H) 820 (d, /= 2.8 Hz 1 H), .20 (dd, /= 3.2, 20 Hz, 1 H), 6.90{d, J=
9.2 Hx, 1 H), 7.00 {dd, J=8.2, 3.2 Hz, 1 M}, 7.23(d, J= A2 Kz, 1 H}, 734 {s, 1 M}
miz LCIMS for CpHmMOeSINA": caked: 1020.5; jound:1020.4.

Tz, 100-apoxy-2"-{iriisopropylsliyloxy)-3-dephanyl-2-{2-huryl}-2-
debenzoyl-2-(2,5-dimethoxybenroyfi-docetaxsl 'H NMR (CDCS) 5 095 (m, 21
M}, 1.15 (5. 3 HY, 1,31 {3, 3 H), 1.39 (6, B H), 133 (m, & H), 211 (s, 3 H), 2.20-2.58
{m, 4 H), 382 {m, 2 H), 75 {s, 3 H), 189 (g, 2 H}, 4.40 (m, 3 H}, 478 {brs, 4 H).
4,82 {br s, T H), 5,08 (0, 4= 4.0 Hz, 1 H), 5.25 {m, 2 H}, 5.38 {d, + = 4.0 Hz, 1 H),
.18 {m, 2 H), 82T (dd, /= 2.8, 18 Hz 1 H), B.88 (d, /=62 Hz, 1 K), 8.00 {dd, J=
§.2, 3.2 He, 1 H), 7.22 {d. J = 3.2 Mz, 1 H), 7.29 {br 8, 1 H) mz LCMS far
CmHrNO.S3iNa": calcd: 1013.5; foundt1018.4.

CagHgaNg
Exact Moss: £319.33 -

A

1)aN
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70, 10a-apoxy-3-depheny-3'-{2-furyl=2-debenzoyl-2-{2,5
dimethaxybenzoy|jxdocataxal. 7o, 10w-apory-2™-{Wisopropylsiyioxy)-3'-dephanyk
-{lsobutenyl)-2-debanzoyl-2-(2.5-dimethoxybenzoyijdogalaval (48.1 mg, 0049
mmol} was diassolved in pyridine-acsloniile (1/1, 20 mL} and cooled io O'C.
HFipyriding {70:30, 0.5 mb) was added and iha reaction wag allowed o warm ©
om lemperakne siowly overnighl The reaclon was quenched with caluraied
aqueows sodlym bicerbonate and diluied with aihyl acetais. Tha athy] acetale layer
was washed with addibonal saturated agueous sodium bicarbonale {15 mbL X 2) and
the combinad aguatus tayers were then washed with eihyl acatale (40 mi x 2}. The
combined aliryl aosiate leyers were washed with water (15 mL x 2, dried over
anhydrous sodium sulfale and concenlmied it vacwo, Crude residue was purilied

" over sllica gel with 50 % elhy! acgiale in hexanes as the eluam, yvielding 7o, 10a-

apouy-J-gaphenyl-3'-{2-furyl}-2-debe ngoyi-2-(2, S-dimelhoxybenzoyl)-docataxal (325
mg, 81 %) 'H NMR (COCL) 5 1.16 (8, 3 H), 1.30 (8, 3 H), 1.40 (8, 9 Hj, 1.79(s, 3 H}, '
1.87 (s, 3 H), 2.03 (g. 3 H), 2,06 (m, 1 H), 2,34 {m, I H), 3.58 {5, 1 Hy 3.66 (dd, Jw
7.2, 28 Hz, 1 H), .78 {s, 3 H), 2.88 (s, I H), 3.93(d, / =4O Hz, 1 H), 4.34 {m, 2 H),
440 {d, JA TEHE 1 H), 467 ({d, J=20Hz 1H), 481 (brs, 1 H), S04 (d J= 2.0
Hz, 1 H). 6.34 {m, 3 H), 6.16 {br s, 1 H), .26 (d, /= 3.2 Hz, 1 H), 6.34 [ud, Jw 3.2
20Hz. 1H), 6.92{d, J=08.2Hz, 1 H), 7.03 (e, J= 0.2, 32 Hz, 1 H}, 724 (d, /= 3.2
T, 1HL 7.04 {4, J» 1.2 Hz, 1 H}. m/z LG/IMS far CoHeNQuNa™ calcd: 862.3; found:
aa23

CaaHashlyg
Exagf Mesd: 841,35

Ta,9c-apoxy=3'-dephemyh3{2-furyl}-2-debensoyl-2-(2.5-
dimethoxybenzoylj-docetaxel. 7a.Ba-apoxy-2'-{iriscpropylsivoxyl-3'-dophemi-'-
{2-furyl)-2-detemaon-2-(2.5-dimeoxybenzoyl Fdoceta el was desolved In pyridine-
acelonitridé (11, 1.5 ml) and cooled o 0'C. HRfpyridine (70:30, 0.2 mL) was added
ard tha reaclion was allowed to wam o room lemperature siowly overnight. The
reaction wes quenchad with seturated aquecus sodium bicarbonate and diuted with
eyl acatate. The elwl acelate layer was washad with additional sshraled aquecus
sodium bicarbonzte {10 ml_ x 2). The combinad equeous laysrs wars washed with
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athyl acalats {20 mL x 2). The combinsd athyl acelats layens wera then washed with
walar {10 mL x 2), dried over anhydroys sodium sulale and concentratiad in vacuo.
Cruda residus was prified over silica gel with 75 % wthyl acetate in hexanes as the
siuant yiekiing Tz, Ber-epoxy-3 ~dephenyl-3'-{2-fund}-2-debenzov-2-(2.5-
dimethoxybenzoylkdocetaxel as & white =olid (10.26 mg, 70 %) 'H NMR {CDCL) 5
108 (s, 3 HL1.23 {6. 3 H). 1.40 (s, B H}. 1.77 {3, 3 HJ.. 1.85 (s, 3 H}, 207 (s, 3 H),
2.21 {m, 2 H), 237 {m. 2 H), 250 {d, J=6.0 Hz, 1 H), 3.51 (s, 1 M), 371 {d, Jm 4.0

Hz, 1H), .77 (8, A H), 391 (s, IH), 4,02 (d, J=GA4HZ, 1H.LA28(d, J=T7.2Hz, 1

H), 4.28 (d. J=T7.2 Hz, 1 H), 488 (d, J = 2.8 H2, 1H}, 4,78 {m, 3 H}, 488 (br &, 1 H)
$5.32{m2H) 563 (d. J=B.4Hz, T H),601{l, J=68Hz, 1H},0.27 {d, J=3.2Hz. 1
HL,6.31(dd, J®»3.2, Z0Hz, 1H), 6.92{d, J=9.2Hz2, 1 H], 720 (dd, J=0.2, 3.2 bz,
1H. 724 {d J =32 Hz 1 H), 7.34 {d, J = 0a Hz, 1 HE miz LC/MS for
CagHasNOyha™ caled: BBA.S; found: BS4.3.

CoybyprOy 3l
Exact Mass: 103950

Ta,Sa-spoxy-2's(trilsopropyleilylony)-3-dephany’-3'-{2-furyl}-2-
debonzoyl-2-(7, 5-dimethoxybenzoyl)«fl-acetoxy-docetayxal, Acetic anhydride
(B.1 pl, D858 mmol) and DMAP (3 mg, 0.043 mmol) were added ko s solution u1'
?mw-ﬂrimnpmpﬂ: ilicory)-3'-dephenyl-3'-{2-Jur)-2-debanzoyl-2-{2,6-
dimethoxyberzov)-doetexe! {28.5 mg, 00288 mrol} in pyriding (0.5 mL). The
reetdon wes complets aiiér siining &t room temperaturs for A hours. Product was
extracted imic ethyt acetate (30 mL x 1), washed with water (15 mL x 1y and brine {15
mb % 1), dried ower anhydrous sodium antlale end coneantrmed in vacto, Crudse
regidua was purified over slica gal with 50 % eyl acelaty in haxanes as the eluanl,
vialding 7.a,8a-apoxy-2'-{iriisopropyisiyloxy)-3'-daphenyl-2-(2furyl} 2-deberzoyh-2-
(Z5-dimethoxybenzoy)-10-acetoxy-docetaxel g2 @ whiie soid (25 mg, 856 %) H
NMR (CDCly) 8 0,95 (m, 21 H), 1.28 (m, 6 H), 1.44 {5, 9 H), 1.78 {5, 3 H), 1.89 (s, 3
M). 213 (g, 3 H), 2.18 {s. 3 H). 240 {m, 4 H), 3.88 {s, 1 M}, 1.8D {9, 3 HY, 3.97 {8, 3
H), 4.02(d, /=64 Hz, 1 H), 4.27 {d, J = 72 Hz, 1 M), 4.35 (0, J= 7.2 Ha, 1 H). 4.82
{dd, J= 8.4, G.OHEZ 1 H), 4,86 {6, J= 5.0 Hz, 1 H), 4.85 {br 5, 1 H), 5,01 (8. 1 H),
5.31(8, 2 H). 6.72(m, 2 M), 5.01 {L. J = 8.8 Hz, 1 H), 6.24 {d. J= 3.2, 1 H]. .32 {d,

39
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J=32 16 Hz 1 H), 694 {d, J»82Hz 1 HL7.05 (dd, J=0.2 3.2 Hz, T H), 7.27
(d, J=3.2, 1H), 7.34 (d, J= 0.8 Hz, 1 H} miz LO/MS for CpfHe NOSiNa": caled:
1062.5; found: 10625,

g Oy 5 ol
Exaxct Mass: 853.30

Tt Su-apoxy=-3'-daphitmyl3-{2-furyl}-2-debenzoyl-2-{2,5-
dimethaxyberzoyl)- {0-scetoxy-dacaiaxel. Ta, Sa-epoxy-2°-{irieoprogpylsilykay)-3'-
dephamy-3'-{ 2-fund}-2-debenzoy-2.{2 ,5-dmathoxybenzoyl}.1 l-acalpxy-docetmeal
{25 mg, 0825 mmof} was dissolvad in pyridine-acetonirie (171, 1.5 miL) and fooled
to 0°C. HFipyridine (70:30, 0.25 mL) was axddad and tha reaclion wae allowsd o
warm o oom temperalure slowly owemight. The reaclion was quenched with
sdurabed squecus sodmim bicsrbonake and divted with albyl acelate. The sthyl
acelals Eyer was washed with addilional esiuraiad agueous endium bicarbonate (10
ml x 2). The combined aquecus layers were waghad with eihyl acetste {25 mL x 2).
The cambined sthyl acetate layars werg then washed with waler {10 mL x 2}, dried
over anhydrows sodium suliale and conceniratad iv vecuo. Crude residue was
purifiad over slica gel with 30 % efiryl aceiale In hexanes as the eluamnt weldng final
product, 7o So-#pmoy-3-dephemd-¥'-2-furyl-2-debanzoyl-2-{2,.5-dimethexybenzo)-
10-acakoxy-tocelaxel (172 mg, 78 %): "H NMR {CDCly) 5 1,24 (s, &, M), 141 (5, D
H), .M (s, 3 HL 1.94 (s, 3H), 2.10 (g, 6 H), 2.27(m, 2 H), 2.33 {m, 1 HL 2.46 {m, 1
H) 2.82 (8, 1 H) 2.79{s, 4 H}, 393 {6, 3H), 401 {d, J=6.0HL 1 H).. 426 |d, J =
72 Hz, 1 H), 430 {d, J =72 Hz, 1 H}, 4.72 {d, J= 3.8 Hz, 1 H), 4.80 {cd, J=05.8, 88
Mz, 1 H), 4.85(d, J= 5.0 HE 1 H), 488 {(bra, 1H), 534 {m, 2H}, 5.65 (d, J= 6.0 Hz,
1HLEM {d, J=6.0Hz 1H)L 802 (L J=&AHe, 1 HL8.20(d, J= 32 Hz 1 H),
B33 (m, 1H)LE88¢d, J=0.2 HL 1 H). 706 (dd, J=8.2. 324z, TH).T28(d, J=
3.2 Hz, 1 H), 7.38 {d, J = 1.2 Hz, 1 H). miz LCMAS or CyaHe N Oy Na™: caled: S06.4;
fqund: 8064,

T'=mobutenyl series with 55 linkers
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-thnﬂprupylsllvlu:ﬂ-ﬂ'—dqhen&&'-{'ﬂﬂhu‘lunyl}-!-dlhumﬂ-!—tﬂ.ﬂ-
dimathorybenzoylj-docetaxel,

] T-{trifluaromethanesu fonylexy)-2'-{trlsopropyikilyloxy)-3"-dephemyl-3'-
{lscbutenyl)-2-dabenzoyl-2-(1,5-dimal hoxyhenzoy!-docetaxel.

T-I,'lﬁﬂu;:rmulhil'-w Homyloxy}-2'-{triisopropyisityioxy)-3"-dephareyl-3'-
fisobutenyl)-10-0x0-2-debenzayl-2-{2, S-dimathoxybanzoyl)-docetaxel.

o Bo-apoxy-3'-{riisopropyis lyloxy) -3 -dephenyl-3'-{ sobutenyl)-2=
l 1t debinzoyl-2-(2,5dimethoxybenzoy]}-docstaxel

CayHpa NO 5508
Exact Mass: 133352

7a,9a-apoxy-2"{iriisopropylsliyioxy)-3'-dsphenyl-3{isabutenyi}-2-
¢ebanaoyl-2-(2,0-dimethoxybanzoyil10{4-methyldithfobutanoyl}-docataxal, To
a2 solulon of 7o,Se-ppaxy-2'-{irisopropyieilyicay)-3-dephenyl-3{isobuteny)-2-
15 'duhanzwl-z-{z.ﬁ-dimltmhampm-dmetxul {28 my, 0.023 mmal) digscived In
meltrylene chiodde (1.5 mL) undar nitrogen was added DMAR (3.3 mg, 0.028 mmol)
aid 4-methyidithicbularicio edld (50 g, 028 mmol). To this mixture was addad
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ditsoprogylcanbodiimide {0.045 mLl, 0.28 mmel) and We reeuliing mixjure was
allowed & Shr a1 room lempergture ovemight. The reaction wes then gquonchod with
amenorium chipride (15 mik) and exrecied wilh methylens chliorida (20 mL). The
onganic layer wes then waehed wilh bring {156 mlL) dred over anhytrous sodiem
sulfatg, Mered, and concenfrated In vacea, Tha residue was pudifiad by silca pllc
using 40% =thyl acetate in hexane 83 e doveioping schveint, The tand containing
the desied product wae scraped ard rinsed with ethyl acatale al e filer. The
owganic lryens wemn combined and concenlrated in vacuo to ghve 23 mg of To So-
epnxy-2'-{ifigopropyisinimoy)<3 iephesmyl-T={isobutenyl p2-dabengoyk2-{2 5-
dimethoxybenzoy - 10-{4-methyidilhiobularo }-docelaxsl as 8 white sohd.

TH NMR [SDCR) 5 1.10 {m. 21 H}. 1.21 (5. 3 H} 1.23 (5, 3 H}. 1.39 (5, 9 H).
1.68 (5. 3 H), 1.71 (8, 3 H) 1.74 (5, 3 H), 1.95 {s. 3 H)}, 2.08 {81, J= 2.0, 7.2 Hz. 2 H).
208 (s, 3H). 2.31 {m, 3 H). 240 (5. 3 H}. 2.49 (m, 3 H), 274 (8t J =20, 7.2 Hz, 2
H). 380 {s, 3 H}, 3.9 [a, 4 M), 425 (d, J= 7.2 He, 1 H), 4.33 {d,"J = 72 Hz, 1 H},
A 46 (d, J= 2.0 He, 1 H), 4.77 (M, 2 H}, 4.84 (d, J = 6.4 Hz, 1 H), 4.52 (g, 1 H), 492
(0, 4= 7.2 Hz, 1 H}. 5.36 {d, J = .4 Hz, 1 H), 5.71 (overlapping o, J = 6.4 Hz, 2 H),
5.90(L J = 8.8 Hz, 1 H), 6.85 (d, J» 9.2 Hz, 1 H), 7.06 {dd, J =3292 Hz, 1 H), 7.30

(L J=32 He 1 HY miz LOMS for CaigpMNDyeS:8iNa"™ caled: 1156.5; found:
1166.2. ]

{:-.-,Hr,:m1 ;.E 2
Exact Laes: 87730

T Su-apaxy=-3-daphamd-2'-EEohuty nyl]-2-<lebenxoyi-2-(2,5-
dimothoxybanzoyl]-10-{4-methyldith shutanoyl}-docetaxel. A solulion contining
Tor, Bu-aponry=2'-{Hisopropylslyloxy)-¥'-dephanyl-3'{Ecbuienyi)-2-dabenzoyl-2-{2 5.
dimethoxybenzayl)- 10-{4-mednddithiobuanoyl}docataxel {23 mg, 002 mmol)
diggahad Ina 171 e of eceloritrile:pyriding (1.8 mL) was cooled Yo 0°C inan ice
bath. To This was adchd hydrages Rucride-pyridine {0.25 mL) and tha sohlion was
aliowad b gradusly warm fo rcom tempersiure, After 16 hours The reasion was
dliuled with ethyl scewade {15 mL) and quenchad with a saturated sodium
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bicarboreve solulion {15 mL). The onganic layer wat weehed once with brine (16
mlL} and theen dried cwer aohydrous sodium aulfete, fillerad, and concentrated in
vacuo. The crude residue wae purified by silica plic. using §5% ethy aceta® in
nexane as the developing sclvent. The bend comaining the desied product was
scraped and rinsad wikh ethyl acakate at the filter; The ofganic Ayers were combinad
anvd conceninsted In vacuo o gve 18 mg of 7a, Bo-ppoxy-3-dephemyl-3'-{isobuteny)-
2-daberaoyi=2-1 2, 5-dimethoxybenzayl)-10-{4-mwethyid Brobuianayl l-docetexel.

TH NMR (CDCIa} 8 1.25 (s, 3 H), 1.28 {s, 3 H), 1.40 (s, 9 H), 1.73 {s, 8 H),
1.74 (8, 3H), 1.97 (3, 3H]. 204 (m, 2 H), 2.07 (s, 8 H), 217 {m, 1 K}, 2.25 {m, 1 H),
2,33 tm, 1 H), 2.39 {3, 3 H), 251 (m, 1 H), 273 {L, J# 72 Hz, 1 H), 3.79 (s, 3 H},
3.83 (s, 1 K} 3.09 (6. 3 H), 400 (d. f = 6.0 Hz, 1 H), 4.26 {m, 2 H), 431 {d, S = 74
Hz, 1HY, 4.78{m, 2 H), 4.84 {d, J= 8.0 Hz, 1 H}. 480 {s, 1 HY. 4.96 {8, J= 8.2 He, 1
HY, 527 (d, J = 8.4 Hz, 1 H), 5.68 (d, J ™ £.4 Hz, 1 H), 5.70 {d, 4 = 6.0 Hz,  H}, 6.00
(h J= 84 Hz, 1 H), 6.94(d, J=9.2 Hz, 1 H), 708 {dd, J = 3.2 9.2 Hz. 1 K, 7.28 id,
J=3.2 Mz 1 H) iz LOAS far CaMeeNDyeS:Na™ calod: 1000.4; Tound: 1000.2-

3-2-fury! series with 35 linkers

ﬂ?"‘" - a‘*“"’% ee .;'3“:. “ﬂé
S 2

The: labowing Inlermediates wers previously deasrined:

E’-{triilnpmpyIlll'flﬂnﬂ*i'-ﬂhinyI-E'-{I-ﬁ:rﬂ-!-:lﬁtmﬂ-:—l!.l—
dimethoxybamroyl)-doceiaxs|,

T-{trifuaromethanesulfonyloxy)-2*-(iriisopropylsilviaxy)-3'-dephamyl-2'-
(2-furyl)-2-debanzoyl-3-(2,5-dImethoxybe nzoy)-docataxsl,

'.I‘-[tr‘:ﬂuunmuthmsu|lnnylu:ﬂ-z'-l,‘m'lsnprupylallyluuﬁ-l‘-thpheml—ﬂ'-
(2-turyl)-10-ox0-2-debahroyl-2-[2, S-dimethoxybenzoylbdocetaxe!.

;"1/‘3('
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7o.Ba-epoxy-2'-fHrisopropylsdyloxy} 3 -dephanyl-3'-{ 2-furyl)-2-
debenzoyl-2-{L,5-dimathmxybenzoyl|-docataxel.

CariaNOy 5551
* Exaet Mass: 114549

T, Ba-apoxy-2'<{triksopropyisilyloxy)-3-dephenyl-Y-{2-fury)-2-
5  debenzoyl-3-{2 S-dimethoxybenzoylj-10-{4-methyldithiobulancyl)-tocetaxel.

DMAP (4.6 mg, 0.0374 mmol), 4-matiyldithiobutanoic acid {62 mg, D.374 mmol) and
DIC {565 mlL. .D374 mmol) wers added 1o @ sohsdion of 7o, Bo-opoxy-2-
(risopropyleilyloxy}-3'-dephenyl-3'-{2-furyl}-2-debenzayk2-{2, S5-dimathoxybenzoyk)-
docaiaxal (37.3 mg. 0.0374 mmol} in methwens chikride (0.5 mL). The reaclion was

10  slowed io stir at raom lemperalure overnighi, afier which § was complate end
quanched with saturaled aguecus ammonium chisride. Product was extractad inlo
ethyl aestate (25 mL, x 2], washed with wator (15 mbL X 1}, tried over magnesium
suifale ard conegniraied i vacuo. The crude residue was purlfied cver allica gel with
60 % ol aceiale . n hexane es the aluam, Yielding 7o,Sw-epoxy-2-

1S ({ulsopropylsiiyiowy)-3'-daphemt-3'={2-furyl}-2-debenzoyl-2-{2 S-dmathoxybenzov-
104 A-methyidithiowAanoyl j-dooetaxel (48,2 mg, 100+ %) 'H NMR (CDCIy) & 0.82
(m. 21 H), 1.24 {m.' B H). 1.41 {5, 8 H}, 1.73 (8. 3 H), 1.95 {s, 3 H), 205 {m, 2 H},
2.15 {8, 3 H), 2.32{m, 3H), 2.38 (g, 3 H), 2.44-2.58 (m 3 H), .72 im, 2 H), 365 {s, 1
H}, 3.77 (s, 3 H), .04 (s, 3 H), 3.88 (m, 1 H), 4.28 (m, 2 H), 4.77 (o, Jw 6.4, 6.0 Hz,

20 1H) 483(d, J=64Hz 1H) 492 (brs, 1 H), 4.57 (s, 1 H}, 5.20 (s, 2 H} 5.68 {m, 2
H). 588 {t, /= 8.8 Hz, 1 H) 6.20 (d, J= 3.2 Hz, 1 H), 6.2 [dd, J= 3.2, 20 Hz, 1 H).
BOO(d, J=92Hz 1 H), 7.1 (dd, /=92, 33 Hz, 1 H), 7.24 {d, J = 3.2 Hz, 1 H),

731 (d, & = 1.2, 1 H). miz LCMS for CeHuaNDoS:SiNe™ caled: 1166.5; found:
11684
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7. S poxy-3"-daphenyl-3'-{2-furyl)-2-dabenzoyh2+{2,5.
¢imethaxybemzoyl)-10-{4-methyldithiobutanaylpdocmtaxet 7o Sarepaxy-2-
(tnisopropyisitylcry)-2'-dephenyl-2'-{2-Turyl}-2-deberooyl-2-{ 2 8-dimethoxybenzoy -
10-(4-mathyidlthinbutanoyi-docetaxel (628 mg. 0.0374 mmal) wes dissohme in
pyridina-acetoniiria {1/4, 3.0 ml.} snd cooled 10 0°C. HF/pyrickne (70:30, .3 mL) waa
axded 2nd Ihé raaction-was allowed ko warm to room lemperaturs siowly overnighl
The reaction was quenched wiih saiuraled agqueous sodium bicarhonaty and dilutad
with ethyl acetale. The sthyl acelate layer was washed with addifona] saturatad
aquecus 62dium bicarbonata (16 mL x 2} and the combined sguenus laysrs were
then washed with iyl goalate (40 mL x 2). The combined st acetate layers wera
washed with water {15 ml x 2) dried over anhyiroue eodium sulfate end
concaniraled i vacuo. Crude nesidue was puried over slica ged with 50 % ethyl
aceipte In hexanes ms the elant yielding 7o, Su-epoxy=3'-daphenyd-2'-{ 2-furyi}-2-
deberznyl-2-(2 B-dimethoxybenzoy!)-10-{4-mathyldmobutancy-docetzxel (22.9
mg, 62 %, 2 s\epsk 'H NMR [CDCL) 8 1.24 (m, BM), 1.41 {2, 8 H), 1.74 (8, 3 H),
1.83 {s. 3 H). 2.04 {m, 2 H}, 2.08 (s, 3 H). 2.24 {m, 2 H}, 2.33 (m, 1 H}, 2.37 (3, 3 H),
242-255m, 3 H), 272 (1, S 6.8 He, 2 H). 3.62 (5, 1 H), 2.75{d, /= 8.4 Hz, 1 H),
3.78 (s, 3H)L 3835, 3H),399(d J=8.0Hz 1 H}, 428 (d, J= T2 H= 1 H), 4.20
{d, /= 72 Hz, 1 H) 470 (d, J = 3.8 Hz, 1 H), 4.77 {¢d, ./ = 8.8, 5.8 Hz, 1 H}, 4.83 {4,

=60 Hz, 1 H), 4,65 (bra, 1 H), 533 {wrs, 2 H), 567 fm, 2 HL B0V (L J=B.B Hz, 1
H) 6.284d, J=3.2 1 H), 6.32{dd, J=3.2, 20Hz, 1 H), 8.82{d, J= 92 Hz 1 H),
703 (dd, J= 02, 3.2 Hz, 1 H), 7.28 (d. J= 3.2, 1 H), 7.35 {m, 1 H). m/z LCIMS for
CoHasNC, #85Na": estert 1012, 3; found; 1012.2,

The aciivily of the compowxis of the present [nventlan weara determined
foliowing the proceeding described by Riow, Naudin and |.avells i Biochemical and
Biophysical Research Communications; Viol. 187, Noi, 1092, p 164-170,

L8



W 20606128

Iaxaly 3T

mn-dlaull'u:
R

.'|.

1 La—»'..‘x.- IGT-11-03%

-&.

“h.,.ll - T
f_ t’ WGY-11-032
—(:'
% oA i

) ,:.*;'ﬁ \é\n s Lo or.15.008
hjliﬁ
;f:ﬁ- “th J:"‘\}u GT-15013

S
Aohe g Ti-_;l;l,, —

ot

e
JJ_,H 1
ﬂ-:“ O HaT-13-087

m'ﬁ:‘-
Ayt Yo
cr‘\;;lr w .ﬁ.:nn'
Aok, o 7
ﬁ“f*)::"—;'%n T-18-083
F

i

IGT-18-083

0014

002

T 0.m0

03

L RE

.5

MOFT

0.043

0014

0.084

PCT/EP2UBSATLITY

ooIT

D.D24

0.041

.04



“i'

15

2AGEHGT NN PCTIEVRONSMLLITY

disuifdes
l shﬁ‘ ‘,.E ,ﬂ

*o f‘l,l L ,m.ﬁ-ma 02 045

&rfﬁ t}-.f J IGT-18-050 035 018
o :

et o KTAE-OTS 0025 0.0M

Conjugates of the taxanes of the invention and a cel hinding agent can be
formed wsing amy lechniques presantly known or [ater davelopsd.  NMumerous methods
of conjugation are mught in USF 5,410,084 and USP 5,475,092, The taxane ester oan
be madfied 1o-yeld 8 fee amino goup and then linked o an anilbody &r athar cell
bindirg agent v an acil |abile Fnker or B phoiplabile linker. The taxans ester can be
condensed with 8 peptite and subsaquently inked 10 a celt binding agent o producs a
papticisa labile linker. The hydmxyl group on the t3<ane eler can be succinyimed
and Wnkad o a call binding'agam to produce 8 conjugate that can be cleaved by
racdiular aatarases 1o arate free drug. Mo preferably, the taxane ethers, aslon,
o carbamales are tresled W0 geale a fma or protecied thiol group, and then tha

chasuffice- or thinl-Gortaining texanes ane linked o the c&ll binding agent via disulfide
bands.

Represenlafive conjugates of the inveniion are antibody-laxans, aniibody
fragmenitaxane epidernal growlh factor {EGF-izxans, mekmocye 'El'l'nulntlng
hormone IMSH) e, thyroid stimuialing homone (TSH)-IAXANE, aETO0SN-AENS,

eshogen arsloas-iaxane, androgentoxane, androgan analogue-taeane, and folals-
laxang,
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Taxane comjugates af anlbodies, anifpady Imgrenis, prolein or pepilde
homnanes, proisin or paptide growlh Tactors and olher prolaing are made: in the samea
way by known methods. For exampia, peptides. and aniibodies can ba modified wilh
toss linking reagents. such as  Neauccinimidy  3-{2-pyridyidiniojpropionake, N
succipbmid  44{2-pyricyidithinipentanpale  (8PP),  d-sucoinimidyloxpcarboryl-
o-rnathyl-o~{2-pyridyl dilhio}-aluene (SMPT), N-suctnimidyl-3-{2-pyridyidithio) butyrata
(SOPR), N-sulfosuscinimidyt-3-(2-{5-nitro-pyridyidithio) xriymate (SSNFB),
Z-minolhiclane, or S-acatyisuccinic anhydride by known medhods. Sag, Carigson =1 al,
173 Binchom, .. T23-737 (1078} Biatiler si al, 24 Blochem 1317-1524 (1985 Lambert
el al, 22 Bochem. 3513-3820 (1883) Kioiz st al, 88 Amh Bochern. Bophya 605
{1962% and Liu &l al, 18 Gipchem, 500 (1979), Blakey and Thompe, 1 Antibody,
imminoconjugater & Radiophermacacticals, 1-16 (1988), Womel &L al 1 AtCancor
Drup Design 173-184 {19881 Tha free or protected thiolconlaining cell binding agent
thus derved & then re=acled wilh a disulfide- or thiokcontalning faxane to praduce
conkayaies. The conjupetes can ba puriied by HPLG or by gl ﬁllrlﬁnn..

Prefarably monocional antiody- or eall binding agnt-.lauana cnjupgaies eve
those thal are joingd via a disulfidy bond, 4% discussed above, 1hal ara capabla of
delvering xane molecules. Such cell brdihg conjugates ane prepamsd by known
meinads such as by modifying monocional anlbodies with suacinomidy pyridyl-
ﬁithinpm;innih (SPOP) [Cadsson el al, 173 Bocham J T23-737 [(1678). The
reaulting HiopyTidy! growp 1 then displaced by weaiment with thiol-contairing taxanes
lo produce disulfide Hniled omjugaies.  Altemsively, in the capa of the aryldlikio-
taxanes, the iormalion of the cell bindiing conjugate is sffacted by direct displacermnant of
e aryl-fhiol of the taxane by sulffwednd groups previpusly inioduced inlo anibody
malecLies. Cnrijuglas contalning 1 to 10 laxene drugs Anked vig a disifides bridge ang
readly phepandd by eilher metod .

More specifically, a solulon of the dilhio-nlimpyridd modifed antibody at
corcentration of 2.5 mgfml in 0.05 M polassium phasphate buffer, at pH T.B santaining
4 mM EDTA & feated with the (hiolcomdaining taxane {1.3 molar eqf
dithiopyridd group),  The relesss of thiniropyridine fiom the maodiied anbibody
moniiored Epacirmpholomatrically et 325 nm and ks complats 'n gbout 16 hows. The
antiboch-taxane conjugata s purifiad end freed of unrescked drug and cther kw
molecular weldhl maberial by gel fitration through & colemn of Sephadex G-23 ar
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Sephacryl 5300, Tha number of txane moletias bound per anf:ody molecule ¢an be
defenmined by measping fha ratio of e absorbancs.al 230 nm and 273 fm.  An
avarage of 1-10 {axane molecuiesiantibody molacuie can be lnked via disulfide bunds
by this method.

The affect of conjupation on binding atfinsty towards the amtiogen-expressiog
¢eils ¢m &b deermrma] sing the methods previously described by Lin et al., 93 Proc.

Nall Acad S¢l B613-8623 (1996), Cyrowxicity of the taxanes and their andiagdy

uoojugatcs wo non-adharent cell Tines such as Namatwa and HL-60 ean be measured by

" haek-extrepotation of coll proliferation eurves as desoribed in Goldmacher et al, 135 .1

fmrnmed, 16483651 (1985). Cwatoxicity of these enmpuounds to adibereat cell lines
such ag COLO 205 and A-37S can be deteyminad by ¢lonosenic !.lsays & deseribed in
Goldmacher o2 al, 102 ./ Cedf Blad 1312-1319 (1986).

EXAMPLES:

Synthesis of 1GT-15-075-5¢ for Conjugation

i

Tu.ﬂu-unnlr-!'-diphumnl-a'-ﬂ-fuyﬂ-z-dammwl-a{:ﬁ-ﬂlmaﬁn:yhmnﬂdl‘.l-
{N-2,2-dimethyl-2-gulfhydryl-st hy!carbamoyi)-d seetaxel AGT-15-075-8H).

It & smaill viel dissolved 7o, Ba-apoxy-3-dephenyl-3'<{2-uryl}-2 -dehenzoy-2{2 3-
djmﬂhmyl}-‘lD-w-z.2—dmaﬂ1ﬁ-2—meﬂmmﬂﬁﬂlhyharhamm-dammel (36
mag, 0.0363 mmol} in & mixture of methanol (1,0 ML) and eMy! acetats 0.73mL). In
@ teparate vial diosolved DYT (56 my, 0.343 mmol) in 50 mM KP bufier pH 7.5 {0.73
L} which was then edded 1o the jaxeid solution. The reaction wae monitored by

&
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hplc unlil il was found 10 be complete (=19 Ir). The reaction was quenched with 50
mil KP buficr pH 6.5 (6 mL} and extracied with ethyl acelate (3 ¥ 20 mL). The
combingd organic layers wexe washed wilh water, driod over anhydrous sSodium
sulfate, and_mtrﬁlad. The residue was purified by hple using a diol column ta
give the ¢esired producl (27 mg, 79%) which wes immadialely sllquoied and siorad
lor uae In compgation. miz LOMMS for CeHeN2DSNa™: caled: 985.4; foung: 9955,

Conjugation of taxcids 1o monacional antibodies. HuC242 aniibody thet binds ko
the CanAg anligen preferantally expressed on the surlace of human oolon tumnor
celis and on olher solld tumors was selected for eonjugsiion of axoids.

In the FHrst siep, fhe antibody was réacied with lhe modifying agent N-
sulfosucoinimidyl  §-niro-2-pyridyldilhiobutancale  (SSNPB)- 1o inimduce
nilrapyridyldithio groups. A solulion of huC242 antibody (525 rag, 0.0038 mmol) et &
ooncérrration of B mp/mL in #n agquaous buiffer containing 0.058 M potagsbm
phosphate, 0.05 M sadium ochioride and 2 mM ullyhmdian'iimhn-lmi: acid
{EDTA). pH 8.5 (#5.6 mL} was treated with a B-fald molar axcess of 8 solulion of
SSNPB {0.0282 mmol, 15.62 mg) in dimelhyiacetamida (DMA) {3.28 mL). The
reaclion mixiurg was stioed at room tempersiure for B0 min, and then loaded on 1o a
Sephaxiax®520 gel fltration columa (50 mm x 35,6 mum, golumn voluma = 700 mL)’
thel had been previcusly squilirsied into an aqueous buffer containing C.08 M
pokassium phogphase, 0.08 M scdum chioride and 2 mis EDTA, pH 7.5 (656 mi).
The modified anlibady-cantaining fraciions were colaabed end pooled to yieki 502, 4
mg (95.7%) of produot. A smal aliquat of the madifiﬂ antibody was breated with
dilhiothrediad 10 cleava the pliro-pyridyl disulide end the ratessed niro-pyridine-2-
fione was assayed specimphotometrically (s = 10,884 Mo 'and sou
3,344 M'em”! for nitro-pyridine-2-thicne, and s = 217,560 Mcm for the

-antbedy. An aversge of 4.53 nitro-pyridyidisvifide molecules were linked per

molecule of antibody.

The modified antibody {502.0 mg, 0.0034 mmeol) was diuted to 2.5 mgimL 0 the
above’ buffer al pH 7.5 end then Wealed with a sokdion of the taxold IGT-16-075
{0.020 mymaol, 19.5 myg) in DMA, such that the final conceniralion of DA in Tha butfer
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was 20%. The conjugation mixiue was sfimed al raom temparature for 16 h. The
ramction mixiure was purifiag by passsga threwgh & Sapimcryl S300 gal filtration
column {50 mm x 42 ¢m, column volume = B25 mL}, that had been previously
aquiibrated in a phosphate-buffered saling (PBS) buffer al pH 8.5, Fractions
confalning monomene  anlody-taxoid canjugele were poolad and disiyzed into the
PBS buffer. The final conjugate (251 mg) wes asseyad spectrophgtometrically using
the loliowing extincion coalficiants: (o = 4299 M'an®, oy, = 565 MYem™ for

tha taxoid, &nd Sswm = 217,560 M'ecm™ for the enlibady. The conjugate conlained,
on the avermge, 4.16 axokd

fBinding Assay. The relefve binding affinities of e huC242 antibody-and ils taxcid
conjugate on amtigen-axpressing HT-28 humen colon lumor celle was delerminad
using & ﬂhuesnenaa-hasad atsay. The antibody-temid conjugele and naked
artibody Bl starting concertratians of + @ 107 b wara added to 95-wel round bottom
ples and tiratad using 3-fold sariEl dilulions so- that there are duplicaies for sash
toncentraton.  HT-28 cella, were added st 50,000 cells per wel 1 sach wel
oontaining various concentrations of the antibody or canjugate, 88 well as to control
wells. The plates weve Incubated on ice for 3 hours. After the incubaton periad, the
cells in the plate warg washad, and a Auorescencs labaled sacondary aniibody that
binde to & humanizad IgG, |ika hC242, was added, and the plales were incubatad
for 1 haur anice. The plates were washed again after the incuation period, and e
cally ane fixed with 1% fermeideinyde/PBS solution. The fluorescence in aach well of
ha platas was read ygsing a Beclon Dickinson FACSCatiur fudrascance awmbyzer.
Data are plotied ae a percant of the maximum fluorescenca obtained m i‘he highest
concentration of ankbody or conjugate (Flg. 1)

The results demcnstrale that conjugaten of kaxoids to anlibodies doss not siter the
binding &ffinity 1o target ceds.

in vitro potency and Specifichty of huC242-Taxoid conjugete Samples of ey
taxoid orhuC242-Taxcld corjupaie were added 10 a 96-wall fiat bollomad tisgue
culturs plate and Girated Laing senial diuens ranging from 1 x 1077 M 1o 3% 107 M.,
Human colon tumor celis, COLO 208, or human melanoma calla, A-375, were added

&\
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lo e wells in such & way that here were ripicate eamples for each drug
eonceniration for each cell ine, The plaies were incubsied st 37 °C in an
aimosphers of 5 % CO, for 4 days,

Al the @ixl of tha Incubation pariod, 20 pl of the tetrazolum reagent WST-B {2(2-
mesthoxy-nitropihenyl)-3-{4-nitropheny}-54{2, A-Asuliopheny}-2-letrazoium,
monosodium &all]) was added to each well, and the piaiae were miumed to the
incubaler for 2 hours, The absorbance iy each well of the plaies was than mezaured
using the Moiecular Devicas plate reader at 450 nm. Survving fraction of cells al
each conceniralion of axold or conjugate are plotted in Figs 2 a,b.

The resulls demonstrate that conjugsiion to antbodies renders high tagets
specificity to Ihe taxoid. Thus huC2424axokl is very potest in Xilling target rman
colon cancer COLG 205 calls with an 1IC80 value of B x 10" M. In conbrasl, apllagn
negatve cetls are ahoul 150-4okd lass sensitive, wilh an (Cey value of 12 x 10% M,
dﬂmms_lrating the anligen specificily of the cytotoxic effatt (Fig. 2x). The iee omid,
on the other hand, Is equally polent towards both cell lines (ICs; = 1 x 10°° M (Fg.
2b).
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1 - Taxanes hawing the folowing formuia (1] °

(M)

whersin 2 = H of 3 racital of foermuia 11

R, it & Anker or an optiohaly subslitled aryl or heteraocyellc radical, alkyl
having from 1 to 10 carbon atoms, akemd or alkynyl keving from 2 10 70 carbon
gtoms, oytloalky or cycloatkenyd having fram 3 0 10 carbon atoms, ~OR; o a
carkgmats kanmed irom any of said alkyt having fram 1 1o 10 carbon stoms, alkanyl
of alkynyl having from 2 1o 10 carbon atoms, cycloalkyl of cycipalkeny) having from 3
> 10 carbon atoms, o oplionally substituted aryl or heteracyciy radizsl.

Rz is an alky radical having from 1 to 1D carbon alSomd, alkenyl or Blkyrid
having from 2 10 10 carbon Btomns, 2ycloalkyl or cycioalkenyl having fiom 3 ko 10
carbon aloms, optionally substited ar or hetermeyclic adical.

Ry 19 a linker or Bn optioally subsiiluted and or heterocyciic radical, =fot
having from 1 to 10 carbon atoma, alkenyl or alkymyl having from 2 to 10 carbon
atome, cycloslicyl or cyolosikenyl having from 3 ta 10 carbon aloms

R, Ia a fker, H, a yroxy radical, an alkaxy, an alkenylioxy, an optionzily
substivied alkanoykay. emyloxy, alkenovioxy, @kyroviexy. cycloalkanovioxy,
atkoxyacelyl, alkylthioacetyl, mkyloxycabonyioxy, cycloalkyloxy, cycloalkenyinxy,
carbamoyioxy, alkykerbamoyioxy, or dalkyicarbamoyiexy, a helercyclic or anyh
ethar, exiar or carbamaie, or, a tingar, brenched, ar oytlloc alkyl gr allierd estar or

“glhver having from 1 1o 10 carbon aloms or 8 esrbamate of the formula -OCOX,

whesein X iz a nirogen-containing helerocyela such a8 unsubstitubed or substituted
piperidine, morpholine, piperazino, N-methyipiperazine. or & carbamats of the
fomula —OCONRgR., wherein Ry eng Ry Bre the same or dilterent and are H,
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knear, branched, of Eychic alkyl having from 3 io 10 aloms or simple or substituted
aryl having frem { io 10 carbon aloms,

Rs or Ry is H

Rais H

Ry ov Ry and R form a bond {cyclic ether)

Ry = oplionally substuted ar or heterocydic radical

2 ~ Compounds of formula (T) wherein R, is =OR; or an oplionally substitubed
aryl or & heteroeyclic radical ’

3 - Campounds of formula (1) wherein Rz is 2n alloyl group end momg
prafgrably a subslilvizd alkyl group such as a barbulyl group

4 — Compounds gf fonmuia {T) whenein Ryis a Enker or an alanayloxy nadical.

5 - Compounds of ¢laim 1 wherein N, is chosan among the following
susHluents 1-buldxy, crotyl, dimethylacndyl, isobutenyl. haxenyl, cydlepenieny,
cyclohexgnyl, furyl, pyrolyl, thieny, thigzo, imidazolyl, pyridyl, osazohd, indolw,
banzofurany or benzothienyl.

8 - Compourdds of claim % wherein Ry Iberigxy, Enbulenyl, onotbyl,
dimethyatrylyl, thian, thiazniy or furyl

T - Compounds of claim 1 wherein Ry [ chosan among the foliowing
substituents cratyl, dimethwlaeryil, propenyl, isobutenyl, ‘haexenyl, cyclopanienyl,
cycohaxenyl, furyl, pyokyl, thiimyl. ihiazolyl, Imidezoly, gyridyl, morphoiing,
piparidine, piperazing, seazolyl, indalyl, benzofimny or beszoihienyl,

8 - Compounds of cdalm 7 wherain Ry Is Iso-butenyd, cralyl, dimelthyacrylyl,
thienyl, thiazoiy, pyridyl, tert-bulyl, or fumyl.

' - Compounds of cin 1 wharain the finking groups are containing disulfide
groupa, thioether groups, acid labie groups, phololabile greups, peplidese Iabile
oroups and eslerapa labile graups.

10 - Compounds of claim 8 wherein the Inking group conlairg disulfida
ghoups and tiaethar groups.
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11 -~ Compounds of claim 10 wharein the linking group is & thicl- or dlaulfide-
containing group, the site chain carrying e thiof or disulfide grogp csn be linear or
branchad, aromnalic or heterosyclic.

12 - Compounds of daim 11 whangin #ha Fnking group et RT i chogsan
among the following substiuents  {CRuRWW{CRsRL{OCHCH, )82,
-OCRWF(CRuR el (OCHCHzYy 8Z', CRuRwWm  (CR=CRy)CR: sk
(OCH;CH),SZ:, -O-{CR1Rach {CR=CRu J(CR1R ) (OCH,CH,), ST,
-NR{CRARWWCR R [OCHLH,)SZ, phenyl-X"SZ,  furd-X5Z,
ezohd=X'S2', thiazoly-X'SZ, twmd-X'SZ", imidazolv-x'3Z, mopholino-X'SZ,
piparazino-X'8L, plperiding-X82', JurylX'52Z', -thiiny-X'5Z", -thixoly-X"SZ' and
~N-melhyiplpenaino-X'SE', -mompholing-X"SZ. piperazdnn-X'SZ, -piperiding-X'SZ',
or -N-melhwipiparazing-X'S2', wiiein: &

-L' % H, 9 ol pratective group or SR,

and wherein -X' is @ direct ink ar a linear akkyl or branched akyl having from
1-10 carbon ateme or a polyethyléne giycol spacer with 2 io 20 repesling ethylene
DXy Linite;

-R* antl Ry ary the same or rfifieront arwd are Onear alkyl, branched aiyl or

oyclic alkvl harving from 1 & 10 carbon aloms, or ﬂmplain or substiuted anyl or
haterocycic, and Ry 580 in addifion be H,

Ry, Fia Rin and Ry arg the same or different and are H or 2 (Ingar or
branched aliyl having from 1 (o £ carbon akoms,

%,y and R,q aire H or alkyl,
=i B @n integer of 1 ta 10,
=m ia an Integer from 1 to 10 and can siso ba O,
=y i8 an integer from 1 1o 20 and can aiso be 0.

13 - Compounds of claim 11 whergin the linking groig &1 R4 Is chaosen
among the followig substituents  -O{CRRy{CR1sR W O0CHCH:),S2Z,
LVCOCR R CRaRu)n {(OCHCH,), 8Z', ~O{CRuRn {CRECRWCR R 5
{OCHCH) ST, -OCO-{CRuRuIe  {(CR=CRpNCRuR) (OCHICH,)SZ',

~QCONRACR 3R JulCRyRw)s  (OCHCH:)ST, -0CO-phenyd-X'82, -OCO-

uryl-X'8Z, -OCC-oxazolyl-x"SZ", -0CO-thinzolyl-X'SZ, OCOWlenp-X'SZ', -OCQ-
imidarniyl-X'5Z,  -OCO-morpholina-X'SZ',  -OCO-plperazing-X'32', -OCO-
pipanding-X'SZ", ' and DCO-N-methylpperazino-X 'S, or
OCO-N-methylpiparazing-X'SE, wheren:

3D
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Z' & H, 2 lhiol protectiw group or SR,

whanain X' is a direct Iink or & linear alleyl or branched alkyl having from 1-10
carbon atoms or a polygthylene glyeol spacer with 2 to 20 repeating etindens oxy
units;

R' and Ry; are tha sama or different and are Bnaar aikyl: brapched alkyl or

cyciic alyl having from T kb 10 carbon aloms, or smple or substituled and or
hatercyciz, and Ry3 can in addition ha H,

Rix. R4 Rys 8 Ay are the same or differert and are B or a bnear or
branchad akyl having fnom 1 1o 4 carbon aloms,

Rir & Ry are H or 2l
nig an inleger of 1 1 1,
m is an imeger from 1 to 10 #nd can also ba 0,

y iz an inlager from 1 to 20 ard can also be 0.

14 - Compounds of daim 11 whefain the inking gsoup at R3 is choosen
among the foliowing substituents {CR,:R:J{CRaReWMOCH:CHAST, {CRuR1n
(CRy=CRuNCRRwm (OCHAHEZ,  phendX'SZ, funhXSZ, qamoit-X'SZ),
thipzoid-X"5Z", thiatwl-X'8Z, imidezold-X'5Z , whensin:

Z L.'. H, & thiol prosecive group or SR,

wherein X' iz a direct link or & near alkyl ar banched alkyl having from 1-10

carbon Atonm or @ polyedhylens glyeol spacar with 2 o 20 tepeating alhylens oxy
units ;

R'ls Knear alkyl, branchad aky or cyclic akyl having fram 1 to 10 carban
atoms, of simpie or substituted and or heterocydic,

Ria Riu Ris and Rip arg the aame of differant and are H of @ inesr or
branchad akyl having from 1 to 4 carbon atoms,

Rir & Ryy are H or glkyl,
nis an inlager ol 1 o 10,
m s an WMieger fkom { to 10 and can akko be O,
y is @m integer fram 1 (20 and can also be (),
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15 - Compounds of okalm 1 whansin R, I§ 3-methoxyphenyl, 3-chicrophanyl,
2 5-dimenaxyphenyl, furyl, pyrollyl thianyl, thiszolyl, imidezohd, pyriciyl, oxazot,
ndolyl, banzofuranyl or benzothianyl

16— Compaumds of claim 1 wharein RE is Hand Rand R7 lomn a bound

17 = Compouynds of claim 1 whenain la the compound of lormula [)
R, is the linker
2 = H or radical of formula Il

Ry s an cpkonally substituted aryl or hetsmocyclic radical, alkyl having from 1
in 10 carbon aioens, alkenyl or akynyl hawing from 2 to 10 carbon atoms, cycloalkyl
or cycloalkeny hendmg bom 3 to 10 carban sioms, =OR,; or a carbamete ymed from
any af sald alkyt having fram 1 k 10 carbon af{oms, alkemyd or ﬂtyn'plahﬂriﬂ from 2
to 10 carcon atoms, cycloaliyl or eycloalkenyl having from 3 W 1Q¢ carbon aloms, or
nplionaly substtuted aryl or helerocyelyl mdeal

R; Is an atky radeal heving from 1 to 10 carbon stoms, akemd or alkyny|
having from 2 10 10 carbon #oms, cycloalkyl or cycloalkeny! having fram 3 o 10
carbon aloms, optionally substituled aryl or heteracyclic radical

R; fa optionally subsihsed aryl & helerocydic radical, alkyl having from 1 to
10 carbon atoms, aker or alkynyl having from 2 1o 10 carbon aloma, cycinalkyl or
gycioalkenyl having from 3 to 10 carbon atoms

R, 5 the Inking group.

Rser R:imH

Hi is A

R; or R and R form a bond {eynilc sther)

R; is an oplionally subatiuled aryl or hetarocyolic radical

18 - Compounds of claim 1 whereln
Z is u radical of formuta ||
R, 15 tha lnking group.

R, is optlonally subslitded aryl or hebemocyckc radical, alkyl hendng from 1 bo
10 ¢arton atoms, akemy ar alkynyl having from 2 lo 10 eerban atoms, cycloalkyl or
eycioglkenyl having frem 3 to 10 cerbon atoms

i Is H, = hydroty radicsi, sn slloxy, &n alkenykay, an optionafly subsfiuied
aikanoyloxy, aroyloxy, akenoyioxy, alkynoyioxy, cycioglkanoylaxy, alkoxyacehyd,

3\
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alkyiihioacetyl, alkyloxycarbonyloxy, cycloalkyioxy, cycloalenyloxy, carbamoyloxy,
aikylcarbamoylmy, or diatkylcarbamoyioky, 3 halerocycliic or arvt ether, ester ar
carbamaie, or. a linear, brenchad, or eycllc atikyl or alkeny! estar o ether having from
1 ta 10 carbon aiome or @ carbamale of tha farmule —0COX, wharein X @ &
nirpgen-conleining heterocycls such as unsubstituted or. subslitulad piperidin~
morpholing, piperazine, M-melhwipiparsed, ™ @ carbamate of ihe formula -
DCONR Ry, wharein Ry ond Ry 268 tha same os diferent and are H, linesr,
Bwanched, or eyclic eyl having from 1 o 10 atoms or simple o subahied an
having from 5 15 10 carbon atome:

ReorRyisH

RiieH

Rror iy and R ke a bond (cychie elher)

R 16 an optionally subatituled aryl or hetanocyclic radical

18 - Gompounds of claim 1
whemin Ry is the inkar
Z is a radical of formula 1|

R4 I3 an optionaly substiluied aryl or heterocyclic Tadical. akyl having from 1
to 10 catbon atoms, alkenyl or aikymd having from 2 %0 10 carbon etema, cyclostiod
o cycioakany heving from 3 10 10 carbon eloms, ~OR; or a carbamate formed from
any of said akyt heving from 1 (o 10 carban aloms, alkenyl or alkynyl having rom 2

to 10 carben aloms, cycioalkyl or cycloalkenyl having Trom 3 1o 10 carbon stoms, or
oplionally substilutad eryl or hetsrocyehd radicel

Ry i alikyl races] having from 1 1o 40 carbon atams, aikermd ar alkyrryl having

from 2 ta 10 carbon atoms, cycloalkyl or cycloalkenyl having from 3 1 10 carbon
atoms, oplinraliy subslitulad aryl or heleracyelic radical

R; Is the linking qroup.

R, is H, a hydroxy radics), sn alkoxy, an alkenyloxy, an oplionally aybstiuted
alkanayioxy, aroyioxy, akenoyloxy, aliomoyknty, cycloalkanoyiony, alkoxvacsiyl
miiylihlopaetyl. sikysooyptarbonyloxy, t:.yt:l'ﬂﬂ'lhtlly, cycivalkenyloxy, cartamoyioxy,
alicylcarbamenoxy, or dialkylcarbamoyioxy, 2 heterocydic or arfl other, aster or
carbamale. or, & linear, branched, or cyxilc atiol or alkanyl gster or ether having firom
1 o 10 carbon aloms of @ carbamals of the formula —DCOX, whorsin X s a
nitrogen-containing  heterocycle such as unsubstitvied or subsiuisd piperiding,
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morpholing, plpersrino, N-meniplpeezine, or 8 carbamate of he formube —
OCONRR1 Whersin Ry and Ry are the szme or different and sve H, lnear,
branched, or cyclic abyl having from 1 lo 10 stoms or simple or substitubed Ayl
having from & to 10 carbon atoms;

R.orR;EH

Ry ls H.

Rror R and R facmm a bond (cyelic ether)

Ryis _an optionaly substiuted &yl or haterocyciic radical

20 - A cylotoxic agent comprising one of more txanes covalenily bonded 1o a
cell binding agem through a inking group, wherein at leasl one of said taxanes is a
gompound represenisd by formula (1)

wWhensin:

R {3 a linkar

R: s an alkyl radical heving fram 1 o 10 carbon elema, alkanyl or alkynyl
having from 2 to 10 carbon atoma, yeloatkyl or cycloalkanyl haning from 3 1o 10
carbon gloms, opllonaky substihded aryl or helerocyclic radical.

Ry ix an gptiohally cubstibsed ary or heterocycte radiesal, atkyt having frant 1

to 10 carbon aioms, alkenyl or allkyny! having fown 2 to 10 carbon mams, cycioaikyl -

or Gycioalkenyl having from 3 (3 10 carbon atoms

Ra Is H, 2 hydroxy radical, an akeoxy, an alkenyloxy, an optiongily substituted
alkanoyloxy. aroyloxy, atkenoylaxy, aloynoviosy, cycloalkanoyoxy, alkoxyacetyl,
alkylihicacetyl. alkvioxycerbonyloxy, cycioalkyloxy, cyckalkenylony, carbamnoyloxy,
alkyicarbamoyloxy, or dialyicarbamoyloxy, a hederocyclic or aryl afier, ester or

16
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carbamada, or, a [inear, branched, or cyclic alkyl or alkenyl esiar or sihar having from
1 to 10 carbon atoms or 8 carbamada of the formula —OCOX, wherein X I &
nirogen-odmigining heterocycis Suth &5 URSUbsiituled or- subskhried piperdino,
mopholng, pperazino, N-meihyipiperazind, or a carbamats of the formmla -
QCONRR, wheren R and Ry are the same or different eng sre H, [lnear,
branched, or-cyChc alkyl having from 1 to 10 atoma or S#nple or subsiituted 2yl
having from 1 1& 10 carbon aloms.

H.l. or Hr EH

Rqis H

R; or R, and R form a bord {oyelic ather)

Ry ll oplionally subslituted aryl or heterocychc radical

21 = A cylolaxic aganl ComMprising one of mone keoeanes covalently bonded la
a call binding agent through a Iir!hing group, wherein ai least one of said taxanes s a
comgxnmd represenied by karmuia {in:

wherdin:

R, I an optionally subetinied aryl or heterocyoic mdical, Wiyl having from 4
to 10 carbon atomns, alkenyl or alkynyl having from 2 1o 10 carbon ators, cycloalkyl
or cycloalkenyl having from 3 to 10 carben atoms, =0OR; or 8 carbemate lormed from
any of said akyl having from 1 ko 10 cawbon aloms, alkenyl or alkyny having from 2

10 10.carbon atoms, cycioalkyl or cycltakeml having from 3 to 10 carbon atoms, or
oplionally subsiilutad aryl or haterotychd nedicel. -
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Rz I8 an alkyl radical having from 1 to 10 carbon atoms, alkenyl or alkyrwl
having from 2 10 10 carben etoms, cydoalkyl or cyciaalkenyl having from 3 te 10
carbon atoms, oponally substituied and or heteroeyclic mdical

Ry 5 & linker

5 Ry Is M, 2 hydroxy radical, 2n slkoxy, &n aikenyioxy, en oplionally substiuted
- akanoyWoxy, afoWoxy, alkenowioxy, slkynoylexy, cycloakanoylowy. alkoxysceh,
alkythicacetyt, alkyloxycarbormdoxy, cycloalkylaxy, cycloalkenyloxy, carbamoykixy,
alkylcarbamenoxky, or diakylcatbamoyioxy, a halerocycic or aryf efher, esier ar
carbaynate, of, a linear, branohad, or cydic alky or atkenyl g5ter or ether having from
10 1 to 10 carbon stoma or 8 carbamete of the famula =DCOX, whemein X 1= a
ritrogen-containing hetsrocycle suth as unsubsiftuled or slmzad plperiding,
morphallnag, ptperazing, M-matiylpiperazing, or a clrhallmsle of the formuvla —
OCONRsRyp, whesaln Ry 8nd Ryg ate the same or difleront and ara H, linear,
ranchad, or cyciic alkyl havmg from 1 lo 10 moma or elmple or substiiuted acy|

I5 having from 1 io 10 carben aloms.

Rsor Ryfa H
Refs K
Ryor Rs and R form a bond {cyclic alher)

Ra = optionafy subsiftuted ar or heterocyelic mdical
20

22 - A cylrioxic agent comprising one or more taxanis covalentty bonded to
& coll bireding agenit through a Nnking grecsp, wherain gt laast one of sald taxenes ks a
compound represenied by formada {IN);

wy lm>=u::|
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wheanein:

Riis il'l opilonally substited aryl or hetarocyclic mdicesd, elkyl having from 1
io 10 carbon atoms, alkeny or aikyr having from 2 1o 10 caebon atoms, cycioalkyl
or cychkalkanyl having {rom 3 1o 10 carbon atoms, —OR; or & carbamate fommad from

any of said alkyl hendng from 110 10 carbon atoms, alker or slkynyl having from 2
10 10 caxbon atoms, cycloaikyl or cycloalkenyl having fram 3 to 10 carbon soms, or
opRonaly .-.uhuhluad aryl or haterocychd radieal.

Rz i& an alkyl radical having froen 1 to 10 carbon atoms, aikermd ar alkymyl
heving from 2 io 10 carbon aipms, cyolealkyl or cvcloalkemd having from. 3 \o 10
oérbon aloms, optionally subsiiluted aryl or helerocyclic radicat,

Rg ke an oplionally substiluted aryl or heterocychc redieal, alkyl having from 1

to 10 carbon etoms, aleny or alkynyl having from 2 b 10 r.a:hun alams, oycloalipl
or cycioalkanyl having from 3 fo 10 carbon atomns

Ry ic a linkgr

RsorRyio H

RaisH _

Ryor Ry ond R fn;'m a bord (cycic ether)

Ry = opfionally subsiituted snd ar heberncyclio radical

7R therapeulic aomposiion comprising:

(A)  atherapeulically eftactive amount of the cylotende agent of any one of
claime 19, 26, or 21; and

(B} phammaceulically acceplable camler,

24 - The cytoloxic sgent of amy one of claims 19, 20, or 21 whesein the ool
binding 2gent &5 seleciad from the group conelsting of antibodies, en antibady

fragment, interferans, lymphokines, homones, vitamins. growih faciars, colony
Blimulaling keafars, and transferin,

25 - The ciiotoxic agent of any one of claims 19, 20. or 21 whenain the cal
bireling agentl is an anlibody.
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28 - The aytokuic agant of any ona of ciaims 19, 20, or 21 wharein the cel
binding 2gent i$ & monacionsl andibody,

27 = The cytblndic égend of any ong of clalms 19, X0, or 21 whersin the cal
bind\ng egent is an antigen specilic antibody fragenent.

5 28 - The cytotexic agent of any ona of ciaims 18, 20, or 21 whersin ihe
antibody frgment is sFY, Fab, Faly, or F{ab'k.

29 . The cyiotoxie agent of amy me of caines 19, 20, or 21 wherain the cell
kinding agent is B growlh Raclor or colony siimulating Eeios.

30 - A madhod of kiing aslected call populations comprising comacting lamet
0  celaor liszsua containing targel cells with an effeclive emounl of the cyictoxle agent
of any one of claims 20, 21, or 22
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' . Flg. 2a In viiro potency of huC242-Txmxkd IOT-15-073 towardy antigen positive
COLD 205 cells and antigen negativa A-3T5 cetle.
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AGENTES CITOTOXICOS QUE COMPRENDEN TAXANGS NUEVDS

CAMPO DE CHON

L= prasante invencion a2 refiere a nuevos agentes cloixicas y su utitizacidn
terapéutica. Mas especificaments, Ia Invenclén se refisre & -ruevos agentes
gltotdxicos que comprenden baxanocs y su ulilizacion teraputica, Eslos nuevos
agentes citoloxicos tlenen wilizacion terapéulica coma resitade de proporclonar
teXants 3 una poblacidn celular eepecifica dz forma dingida medlante enlace
guimico del taxano can el agante de uniin a la c&iia.

TEC DE LA INVENCION

=

Se han descrto muchps Intentos da difgir especiflcaments conjugados
anticuarpo-firmaco a células tumoralies (Sela ¢f af, en /mminoconjugalss 188-218
{C. Vogel, ad. 1587); Ghose of al, an Targeted Drugs 1-22 (E. Goldbeng, =d. 1983);
Diener &t al, en Anfibody medialed dallvary systems 1-23 (). Rodwell, ad. 1888);
Pisfarsz ai pl, an Aniady mediated delivery systems 25-53 {J. Rodwel, ad. 15&5};
Bumaol ef al., en Anthhady mediated defivery 2ysiems 55-79 {J. Rodwell, ed. 198a).

Todag |oa raferenciac ¥ pafaﬂes citedas @0 6sbe lexto 3= incorporan come
rederancia.

Se han conjugado farmeoos chotoxicas, lales come  melolssxato,
deunorubicina, doxomublcing, wvincristina, vinblastina, melfaldn, milomicina © y
clorambucilp, con verios anticuerpoe monpcloneles murinos. En alpunoe casoa, las
molécules del frmaco sa unieron @ las moléculas del anticusspo & lravés da una
malécula partadora infermedia, tal como albdming eérica (Gamett = af.: 48 Cancer
Fes. 2407-2412 (1986); Ohkawa of 2l 23 Cancer kmmunol Imnunother. 81-86
(1886); Endo &l al, 47 Cancer Ras. 1076-1060 {19805}, dexirano (Hurwitz a¢ al., 2
Appd, Biochem, 26-36 {1980); Manabi & al, 34 Biochem. Pharmacnl Z88-291
{(1%85); Dilman et al, 46 Cancer Res 48884891 (1886); Shoval sf al, 85 Froc
Nal, Acad, Scl. BT5-8280 {1888)), o acido poliglutdmice (Teukada &f &), 73 J. Natl,
Came. ingk 721-728 {19Ba); Kate nf &l 27 J Mod Chem. 1602-1807 (19B4);
Teukada of al,, 52 Br. J Cancer 111-116 {195'5]}.

Se ha empleado une emplla red de Scnologlas d= conectores para la
preparacion de tales Inmunoconjugades ¥ s han invesllgads tanto coneciores
sscindibles como no e=sdindibles, En la mayorfa de 1o cases, &l potendal clotixico
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total de los fArmacos adlo podia obzarvame, sin ambhamgo, of laa molécylas de

farmact s podian lberar de ks conjudedos an &l luger diana de fomm no
morificads.

Linp de ios coneciores escindibles que se ha empleaco para la preparacidn
de conjugados asticusrpo-famaco es un coneclor &tide [Abi basado en ol dcido eis-

" aconitico qua koma ventaja del medip Acide de ke diferentes comparlimentos

colvlaraa, falaz coma o8 endosomas enconnados dureste la endodtosls medlada
por & receptor y ks lispsomas. Shen y Ryser introdujsron est= método pars |a
preparacian de ::uhiuqad da 1a daunonabicing con velicuos meaomoleculares
{102 Blochem. Blophya Rsx Commun. 1043-1034 (1983)), Yang y Relsfekf usaron
la misma Ponica para conjugar la daunorubicinz con un m‘ﬂ'mrpuﬂantimulamma
{80 J. Nafl Canc inst 1154-1158 {1888)). Dilman ei & tambian UEron un conactor
dcldo [dbll da forma simller para preparer comugedos de daunorublcine can un
anticverpo anli-téhvia T (18 Cancer Res. B097-G102 !‘.1955 )

Un enfoque sliernsivo, explorado por Trouel el alf, mplca enlazer la
daunorubicing con un anficuerpo a Tavés de un puente espaciador peptidico (79
Proc, Nall. Acad So 828-820 (1B32)). Esio 58 hzo ron la premisa de que sl

farmaco ¥bre podra lbherarse de tel conjupedo par ecclén de lea peplidades
ligpedmicas.

Bin embargo, loa ensaycs de chotoxicidad /n vim han demosirado que las
conjugados anticusrpo-firmaco raramernie ak=wizan la misma patencia diotdxdes
eue los famacos libres sin conjugar. Esto sugirid qua ke macanismes a Waves de
log e lns moléculas de #rmaco se llberan de los anlicuanpoe son muy ineficacas.
En el drea de lax inmunoioxinas, los conpgados formadoa madianle puantea de
disutfuro entre ks anticuarpos monodonales ¥ las loxings proteicas calalificamants
activas moatrarcn ser mas cltoldxlcos que los conjugados que contienen otroe
conectores. Véanse Lamberd et o). 260 J. Biol Chem, 12035-12041 (1Ba85);
Lamben of al., en fmnwnoloxins 175-209 (A, Frankel, ed. 1988}, Gheti= & a1, 48
Cancer Res, 2610-2817 ({198B). Esto se airbuyd o la elevada concemtracion
intraceluar da la glutationa que contribuye & una esdsidn eficaz dsl enlace de
disulfure entre la malécula da anticusrpo ¥ una loKina, A pesar de esto, solo 5= han
descrith unoa pacon ejlemplos de |a wllzecién de puentes de disuliuro para la
praparaciin de conjugadoa anfre fiemacos ¥y macromoldculas, Shen of ol (260 J
Bid, Cheq, 10905-10208 (1885)) describieron la conversitn del matstrexalato an un
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darivadn da mercaptoatitamica sealids por conjugacidn con polrD-lisina medianta
un anlace ce dAsulfure, Otro informes descritld la préparacion de un conjugado de la
caliqueamicina; firmaco que contiene risufso, con un entlouerpo {Hinman of &i., 53
Cancer Res. 3336-3342 (1993)}, :

Una razbén para Ia falia de conjugedoa antlcuerpo-fdmaco wunkdos por
disefurc =5 I= falta d= dizsponibilidad de fArmacos chotéxicos q|:|= tengan un resto
que contiene un atomo do azufre que pusda uilizarse fciimente para unir el
fdrmaco ¥ el entlcuerpo B rawés de un puente de disulfuro. Ademas, es dificll la
modificacién ouimica de Ips firmacos existentes sin disminuir su pokencal
citotoxico.

Oira desventaja piincipal d= los conjugados aﬁicuerpn-ﬁ.inga:u existentes
B6 EU incapacidad para suministrar una concentrackin suficienta de [Enmaco en el
lrgar diana debldo al nimero Imiiedo de antigenos dirigkdos y la cltotoxicidad
relativasnente moderads de los firmacos cancercestilicos como metctrexato,
daunocrubicina y vincristina. Can el fin de oblener una cifploxicidad significativa,
hece neceserla Ie wnlon de un gren ndmero de mokéculas de fmaco, bien
directamente al anticverpo o mediard® una molécula poriodorn polimérica. Sia
amh_rgn'. lalas anticeamcs modficados de forma imporanys presentan o manudo
un enlace debilitado con el anllgeno diensa y un aclaremiento 2n & Mjo sanguinen in
vivo rdpido.

A pesar de las dificulades descrilas antesiormante, ce han descrito agentes
cilobdxicers wtiles que comprenden resios de unidn a a8 célula y el groms de [Amacos
citotdxicos conocidos come maitansinoides {USP E.EHE.U.ED. USP 5416.084 y R W,
J. Chad, 31 Advenoed Drug Delivery Reviews B8-104 {1088)), De manera similar,
tembidn & han deseritc agentes cliotdoxices que compranden restos de Uunakdn a la
calula y andlegos y dedvadcs sl potenta anlibidtico anfitumoral CC-1D85 (USP
8.475.092 y USP §.685.499).

El paclitaxal {Taxol), un producto natural citotéxico, y ol docetaxel (Taxoi=re),
un derivadn semisintéfico, se utlizan ampliamente en el ratamierio conlra el
chncer. Esos compuesios penenecan a la iemilfa d&a compuestos dsnominados
laxanes. Lo% la¥ands &on vamanos del huso acromalico gua inhiben la
despolimerizaditn de la fubulina, produciende un aumeni en la lasa de
agrupamiento da los microtubulos y 1a muerte celular. Mienirae qua al docetaxal ¥ al
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paciitavel son agantea Utllas an o tratanermo del cancar, su actividarl anlilurnoral es
limitada debido a su taxicidad no espacifica frende 2 cilulas anormales.

Adetnas, (08 compuestos com e pacitaxel v o docetaxel por ol mismos no
son suficienternents polehies para Utilzarse en ¢onjugados <on agemes dé union a
la célula. Redemement= se han descrilo slguros anédlogos del docetae] nuevos
con mayor polencia tanto que & docetaxel como que =l pac ool Iwao Ojima ef ar,
J Mad. Chem. 30, 3889-59898 (1990)]. Sin embargo estoe compusstos presentan
una felim de funconaloed adecuada que permite su mion B ravés de uh enlece
eagindible com agentes de unidn a In célula.

Consecuentemenle, &s muy nacasardo un método pera trﬁ' anfermedadas

con taxanos en & gque dus efectos colierales s= reduzcan sin COMPrOMEeT Su
citol cnacaclaxd,

Loa documentos LIS 6.436.831, US 6.372720 v US 8.340.701 describan

taxancs anlarados medianta Un puen e da drufure al enticuarpe monocional. Estos
taxanos no parecen ser suficientes para ser ulilizados.

SUMARIO DE LA IMVENCION

Como se describe2 en un primer mods de reallzackn, un objelivo de |a
prasante kwenckin €8 propoecionar kanos que son muy Hixicos y que pueden
ademas uiiizarss ehcazmente en al trstamiento da muchas enfermedadies,

Otra objetivo da la pragenta |nvancibn &3 propafcionar teomnos NUSVOS.

Eslos y oiroe objetivoe ee han alcanzado proporcionzndo un agente
citoldrico que comprande una o mé3a ExEnas unides & un agente de uridn & la
célula.

En un s&gundo modo de realtzecidn, Ia presente Invencldn proporcions una
composicion berapéutica que comprende:

(A) una canlidad sficaz da uno o mas laxanos Nidos a un agante de unidn

kb oélula, v
(B} un vahiculp, diluyente o excipients fammacéuticamente acepiable,

En un tevcer modo de remllzaclSn, o presente lnvenddn proporciona Ln
métoio para eliminar pobiacionss celulares elegldas que comprende ponar an
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conkacta las células diana a el tejido que cantiens las células diane eon una camtidad

chotocdcs de un egenta clotdxicn que ¢omgwdnds uno o mAs taxanos unidos a un
agente de union a la c&lula.

DESCRIPCION DETALLADA OE LA INVENCION

Eata invencibn s& basa en | sintesis de nuevos laxanos qua mantanen su
citphoxicidad ¥ qUe 5& pueden enlazar eficazmenis con agentas da wnion a la célula,
Previnmenie se ha demostrado que la unidn de fdrmocos muy clfotédaeos &
Anlicusrpos ‘usando una union escindibks, tal comp un anlacs de digulfurg, asegura
la lborackn do farmacos tobakmente activos demtro de la célula ¥y que tales
conjugados son cllotdedeos de la forma especifica de loa anfigenas (LIS 8.340.701;
US 8.372.738: LIS 6.4%6.931). Sin embamo, |a técnica demuesira que &%
extremadamente dificil medificar los farmacos axistentss sin disminuir su polencial
citoldxico, La invencidn descite supers este problemsa modificanda los taxanca
descritos con restos quimicos. Como resulado, fos nuevos toxanos descriiog
preeervan, y n sigunos casoe puedan incluen aumentar, la potencia dtdaica e
Ios taxance conocldos. Los complefoa agente de unlon a la cdivla-taxang parmiten la
medida kotal de la accion citoloxica de los laxanos que s van a aplicar de formna
dirigida frenle a lag células no deseadas, evitando por lo tanto loe efectos
colatarales debidos et dafio &n laa chlules sanaa que no son diana. Asl, | Invencian
proporciona agantes Ufies para la afiminacion de células emtermas o anormales que
deban ser efminsdas D deecompuesine, ialee como las colules tumorales
(particularmente, les céiules de tumor sdildo).

El agante citotdxico sageh A presende invancién comprenda uno o mag
iaxanos unidos B un agente de unidn a la ¢célula mediante un grupa enlazante, El
grupo =nlazante &3 parfe de on restd quimico que %e enlaza covolentementa a un
texano mediante matodoe convencionales. En un medo g8 real@acion praferido of
resto quimico puede estar enlzado covelentemente al taxano mediante Una union
asher,

Los taxanos Uides en la presente invencion tlenen la férmula {IY mossrada a-
cortinuacién:
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Z =H o un radical da formuta R,

R, @1 un conector § un arlio opclonelmania sustituldo o radlcal heterocleiles,
alquilo qus tiere de 1 2 10 Atomos de carbono, alquenio o alquiniio que tiene d=2 2
10 &tomos de carbono, cicloalquile ¢ ciclealquenilc gue tisne de 3 A 10 algmoe de
carbonp, —ORy o un carbamedo formedo a partk d= cualquiera de dichas aiqullaa que
tiepzn de 1 @ 10 dtomos de carbono, alqueniios o alquinilos que Genen da 2 2 10
alomoe de carbona, niﬂualcplns o cicipaiquenice que tianen de 2 a 1] Alomes de
carbono o arlo oppolonaimente austido o radical heterncielllo. Prefariplamente Ry
2% -ORy 0 un arilo o radical hetarociclico apcionaimente sustituido,

R; e un radical alquio que tiene da 1 a 10 Stomos de carbono, akuenilp o
alquinlle que tiene de 2 a 10 Aomes de carbona, <icloalguild o cicloalguenio que
tiena da 3 a 10 Homos de Carbong, arlg opcasAlMenia _watil.uidu o radical

haterociclica. Preferiblamanta Rz e un grupo alquiln y neds preferiblements un grupa .

alquiin sustihidn, tal camo um grupo ser-builo.

R1 @5 un coneclor o un anike opcienalmenta sustibdido o radical haterociclico,
alquilo que tiens de 1 a 10 Stomos de carbono, Elq,uerilm-:l Blquinlio que Bene de 2 a
10 Atormos de carbono, cicloalguilo o cicloakjuenilo gue tiene de 3 a 10 dtomos da
carbone. '

R, ea un conectar, H, un redcal hidroxl, un sleoxd, un alqueniioxl, un radical,
ppcionaimanta . guslitvids, alcanoloyi, amloxi, alquantdoxd,  alquinailoxi,
cicloalcanoliox], aleoxiacetio, aluilicacetiln, stcploxicarbanilasi, cicloalguiloxi,
dclnalaueniicd, carbamollox], alopilicarbamalloxl o dlﬁlqulnsrbsmullmd, un &fer,
ésier o caxbamato heterociclico o da arlo o un ésler o ébter da alquilo o alguanilo
Ensal, ramificadp o cicico qua tiene de 1 a 10 diomoee da carbono o un carbamato
de férmula “DCOX, en s que X && un hetaroclcls que cantiapns nilrdgeno, talex
cemo pperidine, moriclino, piperazino, N-metilpiperazing, susiiiuida o ma sustituico,
© un carbamato de fémmula =DCONRRy, on la que Ry y Ry won el mismo o

Ao
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diferenies y aon H, Alquilo iineal, mii’mdn 0 clclico que tiena de 1 a 30 Slomos da
carbono 0 Erike NG suMiluido & sustiiuido qua tiene da 1 a 10 Afomos de carbone.
Preferiblamente, R, 25 un conector o un radical alcanoiloyd.

R: o Rr #on H.
Hl H.H.
Ry o Ry ¥ R forman un enlace {&ter ciclico).

Ry = arito opcionalmanie susfuido o radical heteroclelico,

La plesante Fivenciin 56 describlrd mas completamente con sus 3 modos de
realizacidn piincipales.

Mode do roalimeion 1: R, es al conectar.
2 =H ¢ un radical de fixmula ll.

Ry &8 un ailo opcionalmente susiiuide o radical heteroclclico, elguilg que
tiene da 1 a 10 dlomos de carbono, alguenile a elquinia que tiens de 2 a 10 4tomos
da carbona, cicoalquilc o cldealqueniio que tiens de 3 a 10 dtomes de carbono,
=0ORs 0 un carbamato formado a partir de cualquiera de dichos elqullos que Hanes
da 1 a 10 dtomoa de carbona, alquenios o alquiniics que Henen da 2 a2 1 Atomos
de carbono, cicloalquilos o cldoalquenilos que Henen de 3 a 10 stomas de carbono
G anlo n-pdmﬂbﬁanta sustituido o radical heteraciciln.

R; 88 un alquiln que iigne da 1 a 10 4tomoa da carbono, alquanio © alquinilo
que B=ne t:ie 2 & 10 stomos de carbono, cGclealguilo o cdoslqueniio que tiene de 3 a
10 Ao do carbono, arlo opcionalmente susliluide o radical heterocidico.

Preferiblemeniz, R, 3 t-butaxd, crotip, dimetliacrlia, iscbutanilo, hexenlia,
cicdopentenilo, ciclchexenila, furilo, pirclile, Henflo, Barolilo, Imidazolile, piridile,
mareling, pipardn, plpeazing, oxazolo, indolli, benzofuranilo o banzodenks,

Més preferiblemente, Ry s -bubmd, isabiianilo, crotlio, dimetilagrilila, tienlio,
tiazolilo o Rurilo.

R; &6 arilo opcionaliments sustituido o radical heterociclico, alouilo que tiene

de 1 a 10 Atnmos da carbonn, alquenlia o alquiniie que Sene de 2 & 10 atomos de
carbono, ciclpaiyuilo o cickalkquenilo que fana da 3 a 10 atomos da carbano. '
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Proferiblemente, Ry es crotilo, dimetilacrililo, propenilo, isabutenilo, hexenilo,
cidopentenilo, ciclohexenilo, furilo, pirdlilo, tienko, tiazolilo, pirdilo, oxazolilo, indofio,
benzofuranilo 0 benzotienilo.

Més preferiblementa, R, es iso-butentilo, crotio, dimetilacrililo, tienilo, tiazoldo,
piridilo, ter-butilo o furilo.

R, 85 el grupo enlazante.

En la téenica son bien canocidos grupos enlazantes adecuados e incluyen
grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos dcido ldbites, grupos foto-ldbiles, grupos
peptidasa Iabiles y grupos esterasa labiles. Se prefieren los grupos disulfuro y
lioéter. )

Cuando el grupo enlazante es un grupo que contiane tiol o disulfurg, s
cadena lateral que contiene el grupo tiol o disulfuro puede sar lindhl o ramificada,
aromética o heterociclica. Los experios en Ia técnica pueden identificar facimente
cadenas Iaterales adecuadas,

Ejemplos especificos de los sustituyentes que contienen tiol o disulfuro
incluyen.  -O(CR;sRu)u(CRisRw)(OCH,CHR),SZ, -OCO(CR;3Rw)m(CRi:R1e)s
(OCHZCHJ),SZ', -0{CR11R14)nl{CR\7=CR1XCR R 1e)m(OCH;CH,,SZ', -OCO-
(CR13RuInlCR1y=CRyp}CR5R18)m{ OCH2CH,),SZ', -OCONR{CR13R14)m{CR15R1¢)n
(OCH,CH,}),SZ', -OCO-fenil-X'SZ’, -OCO-fwril-X’SZ', -OCO-oxazoli-X'S2’, -OCO-
tiazolik-X'SZ', -OCOAHieni-X'SZ', -OCO-imidazoll-X'SZ’, -OCO-morfolino-X'SZ',
-OCO-piperazino-X'SZ', -OCO-pipearidino-X'§Z' y -OCO-N-metilpiperazino-X'SZ', o
-OCO-N-metilpiperazino-X'SZ', en los que:

- Z'es H, un grupo pratecior de tiol o SR',

- en los que X' es un enlace direcio o un alquiio lineal o un alquilo
ramificado que tiene de 1-10 4tomos de carbono o0 un polistilenglicol
espaciador con 2 a 20 unidades etilenoxl que se repiten;

- R y R,z s0n el mismo o diferentes y son aiquilo ineal, aiquito ramificado o
alquilo ciclico que tiene de 1 a 10 stomos de carbono, o arilo sencillo o
sustituido o hetesociclico, y Rz pueda ser ademas H,

= R, Ry, Ris ¥ Ry 80n el mismo o diferemes y son H o un aiql.ilo ineal ©
ramificado que tiene de 1 a 4 d&iomos de carbono,

- R“ y R“ sonHo alquilo.
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- nesun niimero entero de 1 a 10,
- mesun nimeroenterode 1a 10 y puede ser también 0,

- yesunnumero antero de 1 a 20 y puede ser también 0.
RsoRys0nH, Ryes H,

Ryo R; ¥y R forman un enlace (éler ciclico).
Ry 68 un arilo opcionaimente sustituido o radical heterociclico.,

Preferiblemente, Ry es 3-metoxifenilo, 3-clorofenilo, 2,5-dimetoxifenilo, furilo,

pirohlo, tienilo, tiazofilo, imidazolfo, piridio, indolio, oxazollo, benzofuranilo o
benzotienilo.

Modo do reallzacién 2: R, es el conector.

Z s un radical de fdrmula |l.
R, es el grupo entazante.

En la técnica son blan.conocides grupos enlazantes adecuados e incluyen
grupos disulfuro, grupes tiodter, grupos écido isblles, grupos foto-lablles, grupos

peptidasa Ables y grupos esierasa ldbides. Se prafieren fos grupos disulfuro y
tioéter.

Cuando el grupo enlazante es un grupo que contiena tiol o disulfuro, la
cadena lateral que contiene &l grupo tiol o disulfuro puede ser tineal o ramificada,
aromatica o heterociclica. Los expertos en la técnica pueden identificar facimente
cadenas lalerales adecuadas, ' '

Ejemplos especificos de sustituyentes que contienen tiol o disulfuro incluyen:
“{CRuR1Jm{CR15R18)n(OCH,CHy),SZ, ~O(CR1i1R1)alCRsR16)s{ OCH2CH,),SZ',
«CR13R1)m{CR7=CRs)}{CR1sR 1) OCHsCH;},SZ’, -O«{CR1aR )l CR7=CRya}-
(CRuR1)m(OCH.CH)SZ, -NRup{(CR13R1)m(CR1sR1)a(OCH;CH2),SZ', fenit-X'SZ',
furi-XSZ, oxazolil-X'SZ', tlazohl-X'SZ, tienl-X'SZ’, imidazolll-X'SZ’, morfolino-X'SZ’,
-piperazino-X'SZ', piperidino-XSZ', -furil-X'SZ', ienil-X'SZ', -Hazoll-X'SZ" vy
—N-metilpiperazing-X'SZ’, -morfolino-X'SZ’, -piperazino-X'SZ', -piperidino-X'SZ', o
“N-metilpiperazino-X'SZ', en los que:

- 2'es H, un grupo protecior de tiol o SR,
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- en los qua X' es un entace directo o un alquilo Eneal 0 un alguilo
ramificado que tiena de 1-10 4tomos de carbono o un polietilenglicol
espaciador con 2 a 20 unidades etiienoxi que se repiten;

- R’y Ri2 s0n ol mismo o diferenies y son alquilo linea), elquilo ramificado o
alquilo ciclico que tiene de 1 a 10 4tomos de carbono, o un arlo sencilo o
sustituido o heterociclico, y R,3 puede ser ademsas H,

= Rixn Ri Rus ¥ Ry s0n el mismo o diferentes y son H o un alquilo lineal o
ramificado qus tiene da 1 a 4 Stomos de carbano,

- Ry ¥y Ry s0n H o alquilo,

- hes un nimero entero de 1a 10,

- mes un nimero entero de 1 a 10 y puede ser tamblén 0, o
-y es un numero enteso de 1 a 20 y puede ser también 0.

Ry &3 un arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico, alquilo que
tisne de 1 a 10 dtomos de carbona, alqueailo o alquinilo que tiene de 2 a 10 4tomos
da carbono, cicloalquiio o cicioalquenilo que tiene de 3 a 10 atomos de carbono.

Preferiblements, R; as crolilo. dimetilacrililo, propenilo, isobutenilo, haxanilo,
ciclopenteniio, ciciohexenilo, furllo, pirdlilo, tiendo, tiazolilo, imiiazoilio, piridiio,
oxazolilo, indolilo, benzofuraniio o benzatienilo.

Mas preferiblemente, R, es iso-butendlo, cretilo, dimetilacrifile, lienilo, tiazolilo,
piridilo, ter-butilo o furilo.

Rs es H, un radical hidrod, un alcoxi, un alqueniloxi, un radical,
opcionalmenie sustituido, alcanciloxi, arofloxi., alquenoiloxl, alquinoioxi,
cicloalicanoiloxl, alcoxiacetilo, alquilioacetio, alquiloxicarbonioxi, cicloalquiloxi,
cicloalquentioxi, carbamolloxi, alquilcarbamoiloxi o dialquitcarbamolloxi, un é&ter,
éater o carbamato heterociclica o ds ariko 0 un éster o éter de alquio o alquenilo
lineal ramificado o ciclico qua tiene de 1 a 10 dtomos de carbono o un carbamato de
férmula =OCOX, en ta que X es un helerociclo que contiene nitrégeno, tal como
piparidina, morfoiino, piperazina, N-metilpiparazino sustituidas o no susiituldos, a un
carbamato de f&rmula =OCONR4R,g, en la que Ry ¥ Ry son ¢l mismo o diferente y
son H, alquio lineal, ramificado o clclico que tiene de 1 a 10 &tomops de carbono o
arilo sencio o sustitluido que tiene de 5 a 1D 41omos de carbono.

Rs o RysonH.
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Re 28 H.
R; 0 R; ¥y R forman un enlace (éter ciclico).
Ry 5 un artlo opcionalments sustituido o radical heterociciico,

Preferiblemente, R, €8 3-metoxifenilo, 3-clorofenilo, 2,5-dimetaxifenio, fuilo,
pirolilo, tienllo, tiazolllo, oxazolio, imidazolilo, piridilo, indolilo, benzofuranilo o
benzotieniio.

Modo de reallzaclén 3: R, e3 el conector.

Z es un radical da férmula |1

R, es un arilo opcionatmente sustituido o radical heterociclico, alquilo que
liene de 1 a 10 dlomas de carbono, alquenilo o alquinilo que tiene dg 2 a 10 dtomos
de carbono, cicloalquilo o citloalquenilo que tiene de 3 a 10 dlomos de carbono, -
OR; o un carbamato formado a partir de cuaiquiera de dichos alquilos que tienen de
1 a 10 Atomas de carbono, alquenilos o alquinilos que tienen de 2 a 10 &tomos de
carbono, cicloalquilos o cicloalquenilos que tisnen de 3 a 10 dtomoes de carbono o
ario opcionaknente sustituido o radical heterociclilo.

R; es un radical alquilo que tiene de 1 a 10 dtomos de carbono, alquenilo o
alquinilo que tiene de 2 a 10 stomos de carbono, cicoalquilo ¢ cicloalquenilo que
tiene de 3 a 10 4tomos de carbono, adio opcionaimente sustituido o radical
heterociciico.

Preferiblemente, Ry es t-buioxi, crolilo, dimetitacrililo, isobutenilo, hexenilo,
ciclopenteniio, ciclohexenilo, furilo, pirofilo, tienilp, tiazolilo, imidazolila, pisidilo,
morfolino, piperidino, piperazino, oxazolilo, indolilo, benzofuranilo o benzotisnilo.

Mds preferiblemente, R, es t-butoxi, isobutenilo, crotilo, dimetilacrililo, tienilo,
tiazoldo o furilo. )

R, s ol grupo enlazante.

En la técnica son bian conocidos grupos enlazentes adecuados e incluyen

grupos disulfuro, grupos tiodler, grupos écido ldbiles, grupos foto-idbiles, grupos-

paptidasa libiles y grupos esterasa labiles. Se prefieren los grupas disulfuro y
tioéter.

Cuando el grupo enlazante es un grupo que contiene tiol o disulfuro, la
cadena lateral que contiena el grupe tiol o disulfuro puede ser neal o ramificada,

S\
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aromética o heterociclica, Los expertos en la técnica pueden identificar ficiimente
cadenas |aterales adacuadas.

Ejemplos especificos de sustituyentes que contienen tiol o disulfure incluyen;
«{CR1Rw)a(CR1:R1)(OCH,CH,),SZ", {CR13R1a)a{CR7=CR1}{CRsR 1)
(OCH,CH,),SZ, fenik-X'S2', fmd-X'SZ', oxezoll-X'SZ, tiazolB-X'SZ, tleniF-X'SZ’,
imidaxolit-X"SZ’, en los que:

- Z' es H, un grupo protector de tiol o SR',

- en los que X' s un enlaca directo o un alquila lineal o un aiquio
ramificado que tlene da 1-10 atomos de carbono 0 un polietilenglicol
espaciadar con 2 a 20 unidades etilenoxi que se rapiten,

- R’ es un alquilo lineal, alquilo ramificade o alquilo clclico que tiene de 1 &
10 dtomos de carbono, 0 un arlio sencillo o sustituido o heterociclico,

= Ru, Ria, Ry ¥ Ryp 800 el mismo o diferentes y son H o un alquilo lineal o
ramificado que tiene de 1 a 4 dtomos de carbono,

- Ry YRy san H o alquilo,

- A esun ntmen entero de 1a 10,

- Mmes un numero entero de 1 a 10 y puede ser tamblén 0,
- yas un nimero entero de 1 a 20 y puede ser también 0.

Ry es H, un radical hidroxi, un alcoxi, un alqueniloxi, un cadical,
opcionaimente  sustituido, alcanofioxi, arciloxi, alquenciloxi, alquinoiloxi,
cicioalcanviloxl, alcoxiacetilo,. alquiltioaceifio, alquiloxicarbonioxi, cicioalquiloxd,
cicloalqueniloxi, carbamoiloxi, alguilcarbamolioxi o dialgulicarbamoilox, un éter,
éster o carbamato heterociclico o de arilo o un éster o éter de alquilo o alquenilo
lineal ramificado o clclico que tiene de 1 a 10 Atomos de carbono o un carbamato de
férmula -OCOX, en ta que X es un heterociclo que contiene nitrdgeno, tal como
piperidino, morfolino, piperazino, N-metipiperazino sustituidos o no sustituidos, o un
carbamato de fémula ~OCONRgR ¢, n la que Ry ¥ Ry son el mismo o diferente y
son M, aiquilo ineal, ramificada o ciclico que tiene da 1 a2 10 diomas de carbono o
arilo sencilio o suatituido que tiene de 5 a 10 dtormos de carbono.

R‘”Hl
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Ry 0 Rq Y R forman un enlace (éter ciclico).
R; as un arilo opcionaimente sustituido o radical heterocidlico.

Preferiblemente, Ry @3 3-metoxifenilo, 3-clorofenilo, 2,5-dimetoxifenilo, fudilo,
pirolilo, tienilo, tiazofilo, imidazolio, piridilo, oxazolilo, indolio, benzofuraniio o
5 benzotienilo.

Sa han sinietizado los siguientes compuestos de la invencién:

i g g 0
i i g g

Bree  en) Existen muchas otras posibilidades

o

£
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Serie con 3'-izobutenilo

o 0 on
ka o
JRoATE
MeO o
CgaHyaNO4gSI
PM oxacto & 100152

Z'{trilsoproplisililox|)-3'-desfenil-3’({iscbutenil)-2-desbenxoll-2{2,5-
dimetoxibenzoll)}-docetaxel. Se afladiéd can agitaciébn hidrazina monohidratada
(105 mL) a una disolucibn de 10-acetox-2'-(Irisopropilsililoxi)-3'-desfenl)-3'-
(isobutenil)-2-desbenzol-2-(2, 5-dimetoxibenzoid)-docetaxel (1,30 g, 1,25 mmoles) en
otanol (25 mL). Después de 15 minutos se diluyé la me2cia de reaccidn con acetato
de etilo (50 mL) y la fase orgénica se extrajo con coruro de amonio (50 mL), agua
(SO mL) y saimuera (50 mL). La fasa arganica se secd luego sobre sulfato de sodio
anhidro, se filtr y se concenird a vacio. El residuo se purificd sobre una columna de

SYU
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g% de sille utizEndo acatste o6 elilo o) 4D% Bn hexano como akryenie. Las
lraction=s que cartanfan @ procucio deseado ea munigion ¥ e concaniraron para
dar 1,1 g de 2-idtlsopropilsilloxt)-3'-desfenil-3'<{lsobutanil)-2-desbenzoll-2<2 5-
dimetexibenzoil}-~docetaxel como un solido anco, "H NMR {C5Ck) § 1,08 {5, 24H),
1,23 {s. 3H), 1,36 {a, OH). 1,87 (s, 3H), 1,70 {s, 3H), 1,78 {s, 3}, 1,82 (m, 1H}, 1.88
{8. 3H), 2,18 (3, MH), 2,21 (m, 1H}, 2,50 {m, 2H), 3,37 {br 5, tH}, 3,7 (s, 2H), 3.85
{d, J= 8,4 HZ, 1H), 3.95 (g, TH), 4,18 {m, 2H)}, 4,29 {d, J = 8,4 Hz, 1H), 4.37 (d, J=2
Hz, 1H), 4,41 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 4,74 {i, J= 9 Hz, 1H), 4,80 (t, J= 19,8 Hz, 2H}, 5,17
{d, =18 Hz, 1H}, 5,32 {d, J= 8,2 Hz, 1H), 5,85 (d. /= 6,8 Hz, 1H}, 6,10 [t /= 8.8
Hz, 1Hj, 8,93 (d, J = 92 Hz, 1H), 7,05 {dd, J = 9,2, 3,0 Hz, tH), 7,28 (d, J/ = 3,0 Hz,
TH). méz LCAS para eb CpaHpND,SiNa™ caleulado: 1024,5; enconirado: 10243,

CyH g g0 551
PM axpeto: 11,3347

T-iriflusromsetanosutfoniiox =2'-{trilaopropilsHiloxly-2"-desfend-
¥'{isabuten[l}-2-desbanzoil-24{2, 5-dimetoxibanzeil)-doegtaxel. S= enfrid A -30°C
oh un bafo de hislo seco y acelona una discluciin de 2'-{uiisoproplisililexd)-3'-
desferil-F-({isobuleni)-2-desberzal-2-{2, 5-dimetoxi-benzolydocetlaxel (1,1 g, 1.1
mmoles}.en cloruro da medilena (7 mL,) v pliding (044 ml, 5.3 mmoies). 56 afiadi
gaie & gola una disolucidn qua contenla anhidride wifico (0,27 mL, 2,2 mmotes)
disusito en clorurn de matfilenc (0,3 mL). Se dejd que |a discluckdn resultante se
caleniara 2 l=mparetura ambiente cen agitecién, Despuds o 1na hora se diuyd la
mezcha de reacsitn con acetato de el (25 mL) ¥ In fase organica se exkrajo con
tlorurg da amoenin {26 mL), acua (25 ml) ¥ salmuara (25 mL), La fase orgéinica s
sect luego sobre sulfato de endio anhidro, e filknd ¥ se cancentrd a vaclo, B regiduo
se purifict scbre una columna da gel de aifice villzandoe acetato de atilo &l 20% en
hexana como eluyente. Lat fracclonas que conienian el producto degeado se
reunieron y se cancentraron para dar 585 my de 7-(triftuoremetanoeuifonkboxi)-2'-

{irieopropilsililex)-3-deefienil-3'-(sobuierd)-2-deshanzail-2-(2,8-dimetoxibenzoil)-
dacetaxel comp un sdlide. 'H NMR (CDCL) & 1,10 {m, 24H), 1,26 {3, 3H), 1,38 {s.
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gH), 1,68 (s, 3H), 1.72 {5, 3H), 1,82 {&, 3H), 1,95 (&, 3H), 2,20 {8, 3H}, 2,28 {m, 1H),
2,31 (my, M), 2,60 {m, 1H). 2,80 {m, 1H}, 3,805, 3H), 3,85 {d. J= 6.4 Hz, 1k}, 3,08
{8, 3H), 4,38 (¢, J = 8,0 Hz, 1H}, 4,38 (d, J = 2.4 Nz, 1H), 4,44 {d, S = 8,0 Hg, 1H},
476, /=982 Hz, 1M}, 4,88 {m, 2H), 5,33 {m, 2H), 5,38 {dd, J = 0.8, 104 Hz,1H),
5,68 (d, J=5.4 Hz, 1H), 8,13 {. /= 8,8 Hz, 1H), 6,35 {d, J =22 Hz, 1H}, 7,07 {dd, J
=32, 8.2 Hz, 1H), 7,28 (d, J= 3,2 Hz, 1HL miz LO/MS para el CsysHrF sNO SSiNa™
caleulado: 11564 enoontrado; 1156, 1. :

CuatizaFgNO8Si
Pt pxacta; 1135145

T-{trifiuorometancaul fonllexl}-2'{trils opropilsililoxl j-3"-d csfenil-
#(isobutenilj-10-0xs-2-deshanzail-242,5-dimetoxibenzoll-docetaxsl. A una
disolucion agitada de 7-{rifluoremstancsufonitoxi)-2'-{irisopropilefliox)-3-desfeni-
3-{izsobutenl)-2-dashenzol-2-(2 5-dimetoxibanzoll)-docetaxal (585 nvyg, 0,6 mmokas)
en ckrura de metileno (20 mL) se Ie afadid N-6xido de 4-matimarfoline (NMQ) {117
mg, 1,00 mmeles) saguido por adiciin d= perrutenato de tetrapropllamonio (TPAF)
(10 mg, 0,03 mmelas) Se agild la mezcla a temperatura ambiente con seguimsnto.
Decpués da B horag, @ mezcl de eaccidn se fitnd' a raves de calta y fa
almohadilla de cellta 5% lavé con cloruro de metileno. E| sobrenaidante combinado ee
concetrd a vacko ¥ ¢ reaiduo resullante s& purificd en una columna da gel de sifice
utilizando scetato de etito al 25% en hexano. Las fracclones que contenlan el
prodcic dessado 66 reunl=rom y s concenkaron para dar 325 mg da 7-
itifluwomelawrsuFondoxi-2'-{irisopropilsiiioxi)-3'-desfenil-3'-{lsobubenil)-1 0-bxo=-2-
deabenzcil-2-{2.5-dimetedbenzoill-docetaxel como un sélido. TH NMR (CDCIg) &

1,10{m, 23H), 1,20 {5, 3H). 1,30 (=, 3H). 1,36 (8. BH). 1.86 {8, 3K}, 1.72 (s, 3H), 1,92
{8, 3H), 1,94 (s, 3H), 2,18 {s, 3H), 2,23 (m, 1H}), 2,35 (m, 1H]}, 2.83 (m, 1H). 2,83 {m,

1H}, 3.71 (m, 2H), 3,81 (5. 3H), 4,00 (s, 3H),-4,34 (d, J= 8,4 Hz, 1H), 4,30 (&, /= 2.0
Hz, 1H}, 4,45 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,75 {t, /= 8,2 Hz, 1H), 4,87 (m, 2H}, 5.18 {dd, J =
B0, 10,0 Mz, 1H), 5.34 (d, J= 8,8 Hz, 1H}, 5.78 (d, J » E.O Hz, 1H), 6,08 §f, /=B0,8
Hz, 1H), 688 (d, J= 82 Hz, 1H), 7.09 {dd. J=3,29.2 H2, 1H), 7,25 {d, J =32 Hz,

=
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1H). m/iz LC/MS para el C.,HpF;NOSSiNa’: calculado: 1154,4; encontrado:
1154 .4,

CpatzgNO1sSH
PM exscio: $83,52

Ta,%a-epoxl-2’(trilsopropliisililoxi)-3'-desfonil-3'(isobutenil)-2-
desbenzoil-22,5-dimetoxibanzoll)-docetaxel. Se afladié borohidruro de sodio (58
mg, 1,5 mmoles) a una disolucién bien agitada ds 7-(friflucrometano-sulfonBoxi)-2'-
(trisopropilsHilknd)-3-desfenil-3'-{isobutenil)- 10-oxo-2-desbenzoil-2-(2 8-dimetoxi-
benzoil)-docetaxel (323 mg, 0,286 mmoles) en etanol (3,5 mL). Daspués de 10
minutos la mezcla de reaccién se diluyd con acetato de etila (15 mL) y se extrajo
dos veces con salmuera (15 mL). La fase orgdnica se secd sobra sulfato de sodio
anhidro, sa filtrd y se concentré a vacio. El residuo se purificd por PTLC sobre silice
utiizando acetato de etilo al 50% en hexano como disolvente revelador para dar el
producto deseado, 7a.9a-epoxi-2'-(triisoprapisikioxi)-3'-desfenil-3'-(isobutenil)-2-
desbanzoil-2-(2,5-dimetoxibenzoil}-docetaxel {171 mg), y el productoe secundario
7a,100-epoxi-2'<{trisopropilsilioxi)-3'-desfenil-3'-(laobutenil)-2-desbanzoil-2-(2,5-
dimetoxibenzoll)-docetaxel (78 mg).

7a,8a-epoxi-2-{trilsoproplisililoxi}-3'-desfenil-3'(isobutenil)-2-
desbenzolil-2-{2,5-dimotoxibonzoil)-docetaxael.

1H NMR (CDCI3) § 1,09 (m, 24H), 1,24 (s, 3H), 1,38 (s, 9H), 1,68 (s, 3H),
1,71 (s, 3H), 1.78 (s, 3H), 1,87 {8, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,23 - 2,33 (m, 2H), 2,34 - 2,45
{m, 2M), 2,50 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 3,80 (s, 3H), 3,98 (s, 3H), 4.02 (d, J= 8,0 Hz, 1H),
4,25 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,34 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,45 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 4,73 -
4,83 (m, 4H), 4,98 (m, 2H), 5,35 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 5,67 (d. /= 6,4 Hz, 1H), 687 {¢,
J=88 Mz, 1H), 6,86 (d, J= 9,2 Hz, 1H), 7.08 (dd, /= 3,29,2 Hz, 1H), 728 (d, J =
3,2 Hz, tH). m/iz LC/MS para el CaHNO:sSiNa": calculado: 1008.5; encontrado:
1008,4.
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1a,10a-epoxi-2'{triisopropilsililoxi}-3'-desfenil-3'(isobutenil)-2-
desbenzoll-2-{2,5-dimetoxibenzoil)}-docetaxel.

1H NMR (CDCi3) 5 1,10 (m, 211}, 1,19 (s, 3H), 1,34 (s, 3H), 1,39 (s, 9H),
1,68 (8, IH), 1,70 (s, 3H), 1,84 (s, 3H), 1,88 (s, IH), 2,07 (s, 3H), 2,21 (m, 1H). 2,20
(m, 1H), 2,38 (m, 2H), 3,66 (d, J = 7,6 Hz, 1H}, 3,81 (s, 3H), 3,96 (s, 3M), 4,39 - 4,47
(m, 4H), 4,74 (t, J=8,4 Hz, 1H), 4,82 (br s, 1H), 4,90 (m, 1H), 5.08 (d, J= 4,4 Hz,
1H). 5,35 (d, J = B,8 Hz, 1H), 5,42 (d. J= 6,0 Hz, 1H}, 6,12 {t, J = 8,8 Hz, 1H), 8,95
(d, J=8,8 Hz, VH), 7.07 (dd, J = 3,2, B.8 Hz, 1H), 7,32 {d, J= 3,2 Hz, 1H). m/z
LC/MS para-al CoHyyNQ1,SiNa™: calculado: 1006,5; encontrado: 1008 4.

PH exacte: B27,37

70, 10a-epoxi-3'desfenil-3'(isobutenil)-2-desbenzoil-2{2,8-
dlmetoxibetﬁolll-docetuel. Se enfrid a 0°C en un bafa de hielo una disolucién
que contenia 7o, 10a-epoxi-2'=(trisoproplisliloxi)-3'-desfenil-¥'-(isobutenll)-2-
desbenzoil-2-{2, 5-dimetoxi-benzoll}-docetaxal (20 mg, 0,02 mmoles} disueito en una
mezcla 1:1 de acstonlirlio:piridina (2 mL). A eslo ¢ le aftedib fluoruro de hidrégeno-
piridine (0.2 mL) y se dejo que ka disolucién se calentara graduaimente hasta
temperatura ambiente. Después de 18 horas, la mezcla de reaccién se dikuyd con
acetato de etilo (15 mL} y se extinguié con una disolucién saturada de bicarbonato
de sodio (15 mL). La fasa orgdnica se lavd una vez con saimuera (20 mL) y ivego se
sect sobre- sulfato de sadio anhidro, sa filtrd y se concentnd a vacio. El reskiuo bruto
se purificd par PTLC sobve sifice utilizando acetato de etilo al 70% en hexano como
disolvente revelador. Se recogld la fraccién que contenia i producio deseado y se
lavd con acetato de efio en el filiro. Las fases organicas se combinaron y se
concentraron a vacio para dar 12 mg de 7a,10u-epoxi-3'-desfenil-3'-(isobutenil)-2-
desbanzoi-2-(2,5-dimetoxibenzoily-docalaxel como un sdlido blanco. 'H NMR
{COCL) 8 1,19 (s, 3H), 1,32 (s, 3H), 1.41 (s, 8H), 1,73 (s, 6H), 1.85 (s, 3H), 1.89 (s,
3H), 2,03 (s, 3H), 2,28 ~ 2.42 (m, 4H), 3,69 (dd. J = 2,0, 7.2 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H),
3,89 (s, 3H). 4,25 (¢dd, /= 2.4, 4,4, 1H), 4,34 (d, J= 6,0 Hz, 1H), 4,36 (d, / = 8,0 Hz,
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1H), 4,53 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.82 {m, 2H), 5,00 (d, J =B8,2 Hz, 1H), §,08 {(m, 1H},
525 (¢, J = 8,BHz, 1H), 5,35 {d, /= 6,0 Hz, 1HL 8,147 L S = 7.8 Hz, 1H), 5,94 (d, 4=
9.2 He, 1H), 708 (dd, /=32, 9.2 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 3,2 Hx, 1H}:. miz LOMS para
el CysHsrN D“Silt.l_n': calkuixdo: 850.4; encontrado: 860,3.

| ¢ H a‘%
NH O
)li\iﬂjﬂ '-'-"l'é F'ﬂ-.u

W0 Me
CigHpghO4g
Pl gansio; 479,29
=
To,Bu-spoxi-2-2"-desfenil-3"{isohutenll)-2-desbanzoil-2-{ 2, 5-

dimatoxibenzoil}-docetaxel. 3¢ énfild a 0% &0 un bafle de hieldo una disolucian
qua comenla 7o, Ba-sposd-2'(iriisopropilelllioxi}-F-desfen-3'-fizcbutanil-2-
dashenzoil-2-(2 5-dmetoxdbenzoilj-docelaxel (25 my, 0,028 mmoles) disusito en yna
mezela 1:% de scelonitrlo:piidina (20 mL), A estn se ke afi=xdid fluanm de
hidrdgeno-pirikdma (0,25 mL) y se deld oue |a dieolucddn sa calentare gradualments
hasia tqni:era!ura ambiente. Despisés de 16 hores, la mezcka de reaccidn e diuyd
con acsale de glilo (15 ml) y ee extinpuid con una dizolucion saturada d=
blearbonato de sodlp (15 ml). La fase omdnica se lavd una vz con saimuera (20
mL) ¥ luego se 8&ch sobre sulfelo de sodio anhidm, se fitrd ¥ == toncentnd a veclo.
B residuo brato se purtfled por PTLG sobre silice wtilizandn acatsto de etllo al 70%
en Meézang como disolvenis revelador. Se recogih la fracciin gque contenia el
praducto tessado y se lavh con acetato de etlla &n al dltro. Las fazes orgénicas ae
combinaron ¥ 58 conceniraron a vacio para dar 12 mg de To,So-8poxi-3-desfanik3'-
isobutenil)-2-desbenzoil-2-(2.5-dimetoxibenzaill-docetaxel como un stiido blanco.
NMR (COCL) & 1,12 Is, 3H), 1,23 {8, 3H), 1,41 (5, BH), 1,73 (8, BH), 1,80 (g, 3H),
2,01 (a, 3H), 2,07 {g, 3H), 2,75 - 2,21 {In, 1H}, 2,23 — 2,28 (m, 1H), 2,36 = 2,44 {m,
1H}, 2,43 — 2,45 (m, 1H), 2,52 {d, J =6,8 Hz, 1H), 3,75 (br 5, 1H). 3,50 (s, 3H}, 3,93
{8, 3H), 4,05 {d, v w84 Hz, 1H), 426 {d, J =24, 4 8 Hz, 1H). 4,30 (d. J = 7,8 Hz,
1M}, 4,32 (d, /= 7.8 Hz, 1H), 4,78 = 4,83 {nh, 4H), 4,27 {1, J = 2,0 Hz, 1H), 4,58 (d, J
= 8,8 Hz, 1H), 5,26 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 5,85 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,01 (t, = BB Hz,
1H), 6,96 {d. J =~ 9,2 Hz, tH), 7,06 (dd, 4= 3,2 2,2 Mz, 1H), 7,28 (g, J = 3.2 Hz, 1H).

m'z LCMS para ¢ CsHaMND,Na™ calculado: 852,4; gncontrado; 852.3.
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PM sxacta: 1027.63

Ta,Sg-epoxi-2'{triisopropiisililoxi)-3'desfenil-3'(isobutenil)-2-
deshenzoli-2-{2,5-dimetoxibenzoil)-10-acetoxi-docetaxel. A una disolucién de
7u,9a-epaxi-2’-(trisopropilsililoxi}-3'-desfenil-3'<(isobutenil)-2-desbenzoil2-(2,5-
dimetoxibenzoil)-docetaxel (85 mg, 0,086 mmoles) disuelto en piridina (1 mL) &n
atmésfera de nitrégeno, sa le afladid dimetiaminopiridina (DMAPY (16 mg, 0,13
mmoles) y anhidrido acético (0,025 mL, 0,28 mmoles). Se agité 1a mezcta de
reaccién a temperalura ambiente y después de 4 horas se diluyd con ecetato de
etilo {20 mL) y se lavé una vez con salmuera (25 mL). Se separd Ia fase orgénica,
se secd sobre suffato de sodia anhidro, se fitrd y se concantrd a vacio. El residug se
purificd por PTLC sobre slice ulilizando aceialo de etilo al 50% en hexano como
disolvente revelador. Se recogié la fraccidn que contenia el producto deseado y se
lavd con acetalo de eiiio en el firo. Las fases organicas se combinaron y se
concentraron a vaclo para dar 75 mg de 7u Su-epoxi-2'-(risopropiksliioxi)-3'-
desfenil-3'<{isobutenil)-2-deshenzol-2-(2.5-dimetaxibenzoil)- 10-acetoxi-docetaxel
como un sdlido blanco. TH NMR (CDCla) § 1,10 (m, 21H), 1,22 (s, 6H), 1,38 (s, 6H),
1,87 (s, 3H), 1,70 (s, 3H), 1,73 (s, 3H), 1,84 (s, 3H), 2,07 (8, 3H), 2,10 (s, 3H), 2,31
(m, 3H), 2,48 (m, 1H), 3,78 (8, 3H), 3,97 (s, 3H), 3.98 (d, J=6,0 Hz, 1H), 4,24 (d, J=
7.2 Hz, 1H), 4,32 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4.45 (d. J = 2,0 Hz, 1H), 4,77 (m, 2H), 4,82 (d,
J = 6,0 Hz, TH), 4,91 (s, 1H), 4,93 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 5,38 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,68
{d, J= 8,2 Hz, 1H), 5,70 (d. J/ = 6.0 Hz, 1H), 5,89 {t, /= 8,8 Hz, 1H), 6,84 (d, J= 9,2
Hz, 1H), 7,05 {(dd, J = 3,2 2 Hz, 1H), 7.28 (d, J = 3,2 Hz, 1H). m/z LC/MS para e}
CsHaNO,sSiNa": calculado: 1050,5; encontrado: 1050,5.

(O
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T1a,9n-apoxi-3'-desfenil-3'{isobutenil)-2-desbenzoil-2-(2,5-
dimetoxibanzoll)-10-acetoxi-docotaxel. Se enfrid a 0°C en un bafio de hielo una
disolucidn que contenfa 7«,Sa-epoxi-2’-(riisopropilsililoxi)-3'-desfenil-3'-(isobutenil)-
2-desbenzoil-2-(2,5-dimetoxibenzoil}-10-aceioxkdocetaxel (7§ mg, 0,073 mmoles)
disuelto en una mezcia 1:1 de acefonildlo:piridina (3 mL). A esto se le afladid
fiuoruro de hidrégeno-pifidina (0,5 mL) y se dejé que la disoluciSn se calentara
gradualmente hasta temperatura ambiente. Después de 16 horas, la mezcla de
reaccién se diluyd con acetato de etflo (25 mL) y se extinguié con una disolucién
saturada de bicarbonato de sodio {25 mL). La fase orgdnica se tavé una vez con
saimuera (30 mL) y luego sa secHd sobre sulfato de sodio anhidro, se fillré y se
concentrs a vacio. El residuc bruto se purificd por PTLC sabre silice utiizando
acetsto de etilo al 70% en haxano como disolventa revelador. Se recogib la fraccién
que contenia el producto deseado y se lavd con acetato de etilo en el filtro. Las
fases orgénicas se combinaron y se concentraron a vacio para dar 52 mg de 7«,Sa-
epoxi-3'-desfenil-¥'-(isobutenil)-2-desbenzoil-2-(2, 5-dimetoxibenzoil}-10-acetoxi-
docataxal. TH NMR (CDCI3) 3 1,26 (s, 3H), 1,28 (s, 3H), 1.41 (s, 9H), 1,74 (s, 6H),
1,76 (s, 3H), 1,89 (s, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,11 (8, 3H), 2,18 (m, 1H), 2,27 (m, 1H), 2,36
(m, 1H), 2,49 (m, 1H), 3,81 (s, 3H), 3,91 (s, 1H), 3,94 (s, 3H), 4,02 (d, J = 6,0 Hz,
1H), 4,28 (m, 2H), 4,33 {d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,80 (m, 2H), 4,88 (d, J = 84 Hz, 1H),
491 (s, 1H), 5,00 {d, J = 9,2 Hz, 1H), 5,29 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,67 (d, /= 6,4 Hz,
1H), 5,71 (d, J = 8,4 Hz, tH), 6,01 (t, J = 8,8 Hz, 1H), 6,98 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 7.07
(dd. J= 3,2 9,2 Hz, 1H), 7,28 {d, J = 3,2 Hz, 1H). m/z LC/MS para el CH; NOyNa™
calculadao: 894 4; encontrado; 894,5.
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Tz, S-apoxi-2°-{trilise propiteilil oxd]-3' -dasfenil -3 ko butenl)-2-

dlsbenznll.-z-lz,ﬁ-d'mﬁhuibanzuIIH G-metoxicarbanfoxi-docetnzel. Se enhlé &
~40°C en un hafio de hlelo seco y acatora wna dischudon da 7o,Sa-epoxi-2'-
(triisopropilililoxi)-3'-desfenit-3'-(isobutent}-2-desbanzoil-2-+(2,8-dimetoxibenzoil)-
docetaxel (28 myg, 0,028 mmoles) disuaito en tetrahidrofurand anhido (0,65 ml) en
smésfera de nitrogenn. A ests disclucién e ke afladld LIHMDS 1.0M {0,04 mi.
0.039 mumoles) ¥ ep aglth durante 15 minuloa. A esto == le afadib doraformaty da
metilo (0,003 mL, 0,036 mmoles) y I8 reaccién se siguid a <10°C. Despuée de una
hora se dilyd la marcla de feaccidn con acetala da elllo (15 mL) y se exirajo con
agua {13 mL} seguide por lavado de la iase orgdneca con salmuem (15 mL). La fase
organica.Bp 3ecH scbrg sullaly d= sodk anhidro, se filtrd y s coneentnd a vacio. El
rasidua sa purificd por PTLC scbre sitica uliizando metanal &l 5% en cloruro e
metilena como disalveni® reveladar. Se recogld Ia fraccidn aue contenia el producta
deseado y se lawh con acelato de ellio en el filtro. Las fasss orgdnicae 9e
combinaroh y & ¢oneentraron a vacic para dar 9 g de' 7o Be-epoxt-2'-
{Irilsupmpismhn]-ﬂ'-dasfen!-&'-{hnbu‘lﬁml}-z-dasbenzmhz-{z S-dimetoxibereoily-10-
meloxicarbonilaxi-docetaxel come un 8dido btanco. TH NIMR- (CDCl3) 3 1,10 {m,
21HY, 1,22 (3, 3H), 1,24 (g, 3H}, 1,38 {8, 9H), 1,88 (5. 3H}, 1,71 (8, 3H),"1,76 (s, 3H),
1,96 {s, 3H}, 2,08 {g, 3H), 2,30 fm, 3H), 2,50 {m, 1H), 3,78 {s, 3H), 3,80 (5, 2, 3.98
(d, J = 8,0 Hz, 1H), 3,89 {s. 3H), 4,25 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 4,34 {d, J = 7.2 Hz. 1H).
4,458 ¢d, J=20Hz, 1H), 4,78 {m, 2H}, 4,91 (m. 3H), 5,37 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 5,57 (d.
J = BA Hz, 1H), 5,70 {d, J = 6,0 Hz, 1H), 5,93 (t, J= 8.8 Hz, 1H), 6,86 (d, J = 9.2 Hz,
1H), 7.08 (dd, /= 3,2 9.2 Hz, 1H), 7.30 (d, J = 3,2 Hz, 1H}. mz LC/NS para el
CesHgNOSNa" caltulado: 1068, 5; encontrado: 1088, 3.
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?n.iu.—egnl-ﬁ' -desfenil-3'{isobutenil)-2-des banzail-2-{2 8-
dimetoxibanredij-10-metexicarbonlloxi-docetaxal. Sa enfrid 8 0°C ¢n un baio de
hitlv una deolcitn que condenia Tu, Se-epoxi-2"{irksnpropilsiiloxd)-3'-desfent-3-
(isobulanily-2-desherzol-2-(2, 5-dimslmdbenzol)- 10-metwdcarbonl oxi-doceteeel (B
g, 0,008 mmoles) disuslla an una mezcla 1;1 de acetonitfo’piridina (1,2 mL} A
esio s= k¢ afiadid fupruro de hidnogeno-piridina (0,15 mL) ¥ 86 dejd que o diaclueién
8 Cialentara gradusiments hasta fernperahirs ambighie. Después de 16 horas, la
mezcla de reactidn sa difuyd-cen acstan da aifle {15 mL) v se sxtinguid con una
disolucidn salurada da bicarbonate de sodio (15 mL). La fass organica se lavd una
vez con Balmuers (15 mL} ¥ luaga ea eecd sobre 2uifate ¢a sodio enhidro, se fitrd v
58 concenind a vacio. El residun bruto 2a purificd par PTLE sobre silice utifando
acetalo de efilo al 80% en hexano coma disolvante revalador, Sw recogid 1s freccian
que contenia el producic dessado ¥ e lavd con ecatatd de efilo en el fitro. Lae
fayes orgénicas se combinaron ¥y 5e concentraron 2 vacio para dar 4 mg d@ T Ho-
spaxi-3'-desfanil-3-{iscbutenl}-2-deshenzoil-2-{2, 5-dimatox ha naeal}- 10-
mwicxicarhoniloxi-docetaxel. 1H NMR {CDCIa) § 1,25 (s, 3H), 1,27 (s, 3H}, 1,40 (5,
BH), 1,73 (8, BH), 1,78 (s, 1), 1,69 (8, 3H], 2,07 &5, M), 2,18 {n, 1H), 2,25 (m. 1H),
234 {m, 1H)}, 2,48 tm, 1H), 3,78 {s. 3}, 3,80 (=, 3H), 3,B3 (s, 1H}, 3,82 {5, 3H}, 4,01
(d, J= 8,0 Hz, TH), 4,28 (m, 2H), 4,31 [d, J=T.8 Hz, 1H}, 4,80 {m, 2+), 4,90 {3, 1H),
404 (d. J=7,6Hz, 1H), 4,07 {d, /= 8,6 Hz, 1H), 5,27 {d, J = 7.8 Hx, 1H), 5.55 {d, J
= 8,0 Hz, 1H), 5,70 {d, J = 6,0 Hz, 1H), 6,03 {, S = &§,8 Hz, 1H}, 6,96 (d, J=9,2 Hz,
1H), 7,08 [dd, J = 3,2 8,2 Hz, H), 7,28 (d, J = 3,2 Hz, 1H). miz LCMS para &l

.CasHzmMNO,;Ne": calculada: 810,4; encontrade: 910,4.
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7o, B-apnxl-2{frigapropileilloxd)-3 -destenil-¥{FEobuteni)-2-
desbanzall-2-[2, S-dimetoxibanzoil}-10-dimetilaminocarbonlloxi-docetaxel. S8
enfrid @ -40°C en un bailo de hiek 3aco y acelona rna disolucidn de Vo, Sa-tpoxi-2-
(risopropilsili oxi) -3 -destenil-3'-{isobutenil)-2-desbenzoil-2-2 J-dmeioxbanziil)-
docetaxel (28 mg, 0,028 mmoles) disushn en telrahidrfuranc anhidro (0,65 mL} en
pimdafera de nitrogano, A esla disolucidn se ke shadio LIHMDS 1,0M {0.04 mi,
0,038 mmoles) ';r ga gt duranie 15 mimsos. A esto e8 le afadd doruro de
dimetilcarbamie {0,003 mg, 0031 mmoles) y ea sigulé Ya raaccitn a —4D" C.
Despuds de una hora ee diuyh bs mezcla de reacclén con acetato de erile (16 mL) ¥
se exirajo con agua (15 mL) seguido por lavack de |n fase organica con sabnuera
(15 mL}. La fase orgdnica ee secd snbre sulfato de sodlo Bnhidro, sa fillrd y se
concentrt & vack. B reeidus e purificd par PTLC sobre silice utilizando matanol al
5% =n clarwrp de metilane comeo dischvente revelador. Se recogld e fraccibn que
contenia &l productn dessada y ee [avd con acetato de etiio an &l fitro. Las fases
ormgénicea se cambinaron y se concemraren a vaclo para dar 20 mg da 7o, Bo-epoxi-
2'-{trisopropilsilloxij-3*-desfenil-3'-{isctnte nil)-2-desbenzoil-2-(2, 5-dimetoxbenzoil)-
10-dimetiaminocarbaniloxi-docetaxel coma un sélida blance. TH NMR (CDCHa) §
1,10 {m, 21H}, 1,23 {g, AH), 1,39 {3, OH), 1.68 {s, 3H}, 1,71 {5, FH), 1,73 (5, 3H), 1,98
{s. 3H), 2,09 {a, 3H}, 2,31 {m, 3H), 2,48 (m, 1H), 2,93 (s, BH), 2,80 (s, 3HY, 3,94 (s,
3. 3,68 {d, S=60Hz, 1H), 4,26 (d, S 7.2 He, 1H}. 433 {d, J= 7.2 Hz, 1H), 4,48
(d, = 2,0 Hz, TH), 4,77 {m, 2H}, 4,88 (d, J = 8.4 Hz, 1H). 4,92 (m, 2H), 5,38 (d, J =
B4 Hz, 1H), 5,88 {d, J = 8,0 Hz, 1H), 571 (d, J = 8,4 Hz, 1H}, 5,83 (t, J=8,8 Mz,
iH), 8,85 (d, /= 9,2 Hz, 1H), 7,05 {dd, J = 3,2 9,2 Hx, 1H), 7,30 (d, /= 3,2 Hz, 1H}).
miz LGS pama &l CssHyddOneSINE™, calcutado: 1079.8: encontrada: 1078,5.
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Ta,9¢-apod-3"-desfenil-3' [ sobutonil - 2-deshenzoil-2-{2, 5-
dimetoxibenzail}-10-dimetilaminccarbhonlioxi-docetaxel. Be enfiid a D'C en un
bafio de hislo una disoluckédn que confenia 7o, 9c-spoxl-2-{trisopropilsliliod-3-
dalsl'en‘llaa'-{isnbuwnill-z-deshenznll-Z—[E.E-—dimelmihenznil]n-m-
dimeti@minecarboriloxi-cocataxel (20 mg, 5,018 mmolas) disuelinen una mezcia
1:1 da acetoniile:piriding (1,2 mL). A @sty se fe afadld fluorure < hidrigeno-
pifidina {026 mL} y se dejd que la disolucifn o celeniara graduaimenl= hasis
temperaiura ambisnte. Daspuéa de 16 horas, la mezcla de reaccion ce diluyd con
acetalo de atile (16 ml) ¥ 58 ecdkinguid con una disohicidn satursda de bicarbonato
da sodia (15 mL), La fass orgénica e lava una vez con salmuara {15 mL) v luego &8
sacd sobre sulisto de sodio anhidra, se filird v 8 concentrd a vacio. El residuo bruto
ae puiificd por PTLC scbre silce uliizando aveialo de elile al 76% en hexano como
disolvente revelador. Se recogia ke fraccion gue tantenfa el productn deseado v se
kwd con acetaio d2 efic an el fillno. Las fases ovgénicas se combinaron y se
conceniaron a vacio para der 12 mg de 7e,Bo-apoxi-3'-desfenil-3'-{sobutend)-2-
desbenroil-2-{2, 5-dimeloxibanzoil)- 10-dimatilaminecabonioxi-docatmxel

TH NMR {(CDCI3) & 1,24 (8, 3H), 1,26 {5, 3H), 1,40 {s, BH), 1,73 (s, 6H), 1,74
s, 3H), 2,00 (&, 3H), 2,07 (e, 3H), 2,17 {m, 1H}, 2,25 {m, 1H)}, 2,38 {m, 1H), 2,48 (m,
1H), 2,83 (g, 3t%), 2,84 {a, 3H), 3,79 (¥, IH). 3,86 (B, 1H). 3,92 (g, 3H), 402 (d, J =
B,0 Hz, TH}, 4,28 {m, 2H), 4.31 {d, J = 7.5 Hz, 1H), 4,80 {m, 2H), 4,89 {d, J = 6.0 Hz,
1H), 4,80 {s, 1H}, 4,97 (. J= 98 Hz, 1H}, 5.26 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 5,67 (d, J= 8,0
Mz, 1H), 570 i, /= 8,0 Hz, 1H), 8,02 (t J =84 Hz, 1H), 6,84 {d, /= 0.2 Hz, 1H),

706 {dd, J =32 9,2 Hx, TH) 7.20 {d, J = 3.2 Hz, 1H). oz LC/MS para of

CupHauMN=2DOwmNa': calculado: 9234 encontrade; 923.4,

o3
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10-acatox|-T-{trletlsiii}-2'-{kllsoproplisiilioxl)-3' -deafenl-3"{2-furl}-2-
deabenznil-2-{2,5-dimedoxibenzoil}-docetaxel Se disolvid en THF anhidro {20 mL)
una mezcla da [3R45)1-lar-butexicadonil)-3-wisopropilsilloxd-4-{2-furil)-azetidin-2-
ona {127 g, 3,11 mmoles} y T-{riatisil)-2-deshenzoll-2[3,5-dimetoxienzol)-
bacate I (1.9 g, 2,5 mmoles). Se anftid la mezcla a -40°C y =& afiadid gola & gota
LiHMDS 1,0M (3,5 mL, 3,5 mmolas). Ba agid la mezcla da reacciin entre 40 ¥y -
20°C duraniz 1 hore, despufs de lo ousl fue completa. La reeccldn 2a extinguld con
clonro de amonio acucso sakurado v s= extrajo con acetalo de atila (100 mL X 2).
Las Eases oiganicas combinadas se lavaron con agua (33 mL x 1), se secaron sobre
sulfato de magnesio ¥ se concentraron a vacio. Ef resldus bruta da purficd en una
columna de gel de silice con acetato de =tilo al 30% =n mezcla da hexanos como
eluyanie, ableniéndosq 10-acefunt-7-{rietisili)-2'"-{iriisopropileililod)-3'-desfeni-3'-(2-
ﬁri]-z-desben:niLE{I,E-ﬁnﬂlnxibanzoiI]-qhmlaﬁl como un edlido blancn (288 g,
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g8%%): *H NMR {CDCly) 50,53 {m, 6H}, 0,69 (tm, 30H), 4,18 {5, 6. 1.36 {s, 9H), 1,68
(s, 3H), 1,85 (m, 1H}, 1,86 (9, 3H), 2,11 {s, 3H), 2.25 (s, 3H), 2,35 {m , 2H), 2,46 (m,
iH}, 3,33 {s. 1H), 3,71 [», 3H), 3.72 (d. /= 8,8 Hz, 1H), 3,87 (5, 3H), 4,22 (d, /= 8,0
Hz, 1H), 4,4D [m, 2H), 4,84 {d, J=28,0, 1H}, 4,89 {d, J= 1,2 Hz, 1H), 6,24 (m , 2H},
5,61 (d. J = 5,8 Hz, 1H), 6,12 {t, J = 8.4 Hz. 1H). 6,18 (d, J= 3,2 Fz, 1H), 8,27 (dd,
=332, 2,0 Hz, 1H), 6,41 (9, 1H), 6,88 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 8,87 {ed, J = 6.2, 3.2 Hz,
1H), 7,20 {d, J = 3,2 Hz, 1H), 7,28 {br 5, TH]. m'z LC/ME para @l CeoHy MO SisNa":
cazlculado: 11826, erconirada:1 192,35,

J\uﬁ‘-gu
CoNOySl Hﬂ&
P& sctercto: 1058 0

10-a¢etoxl-2'{triisocpro pilslll'l-n:l]-:!-' -daafem|-3(2-Furil)-2-desbenzoll -2-
{2.5-climetoxibenzoil}-docetaxel. S disobdé  10-acelowi-7-{tietisif}-2'-
{iopropisilicn)-3'-desfenl-3'<{2-furil}-2-desbenzoil- 22, 6-dimetoxbeanzoil)-
docetaxel (370 mg, 0,57 mmolee) &n etenol (2,6 mL). 32 afadid gotn B gota una
disolucidn de Acido clorhidrlen al 5% an eftanol (50 mL). 3e agltd la mezcla de
reacsion 8 emperatvre embisniz duranke 5 homas, después ¢e Jo cual la resocciin
fue complda. La reaccidn se extingutd con bicarbonato de smio acucso spturada y
¢l producio se extrajo con acetela de efilo (75 mL ¥ 2). Las Rees de acetato da atio
combinadas se lavaron con agua {25 mL x 1) ¥ salmuera (26 mL x 1), eb sécaron
sobre sulfato de magnesioc ¥ a2 concenktacon a vaclo. Bl 10-acetoxi-2'-
(triscproplisilloxiy3=desfeni-3"{2-furi}-2-desbemzol-2-{2, S-dimeta xibenzoil-
docetaxel bruta ea utilizd aln purificacitn: 'H NMR, (CDCL) & 0,82 {m, Z1H), 1,12 (s,
3HY, 1,25 (e, 3H), 1,39 {8, BH), 1,70 {8, 3H), 1,85 (m, 4H), 2,19 {5, 3H), 227 {s, 3H),
2,37 (m, 2H), 2,51 {m, 1H], 3,33 {8, 1H), 3,74 (m, 4H), 3,80 (5, 3H}, 4,26 (d J =84,

L L
a

iH), 4,38 {m, 2H), 4,60 {m, 2H), 5,24 {m, 2H), 582 [d, J = 6,8 Hz, 1H}, &,1% (m, 2H),.

5,30 (m, 2H), 8,88 (d, /=82, 1H), 7,00 (dd, /=92, 3,2 Hz, 1H), 7,21 (d, J= 3,2 ML,
1H). 7.30 (br 1, 1H). miz LGS pamm el CyHgNOySiNa": cakutadn: 1078.5;
sncontrede: 1073,3.
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2*4{triisopropilzililoxi)-3"desfeni|-3'(2-furll)-2-deabanzall-2-{2,5-

dimatoxibenzollj«docelaxel. Se dmeeolvid 0-aceioxi-2'-(rigapropisllox)-3'-
desfenli-¥'-[2-fuxl)-2-desbenzofll-2-(2, 8-dimetoxdbenzoil)-docetaxel (806 mg, 0.673
m;nnlﬁ] en =tanot {12.0 mL). Sz afindié goim & gola hidrazina monohidratada {3.0
mL) durante § minutos, despuds da Lo cual Ia reacckon we i:nrnplati La mazda da
reacclén se diluyd con acatain de ellic ¥ se extnguiS con clonrp de amonlo
saturado. El producto se exlrajo con acetsio de slilo {75 mL x 2), s= lavd con agua
(25 mL x 1) y ealmuama (25 mL x 1), se seco sobhme sulfato de eodio anhidro y se
concentrd a vaclp. El resldup bnudo de purificd en ung columne de gel de sillca con
acatato de etilo al 40% =n mezcla de haxanos como sluyente, obleniéndose 2-
(triieopropilsililoxd}-3'-d eefeni-3'-[2-furil)-2-dasbenzail-{2, 5-dimetoxicerzol }-docataxal
tomo un abfido blanco (5075 mg, 87%, dos elepas): 'H NV ({CDCKL) 8 0,85 {m,
21H}, 1,11 (%, 3H), 1.24 {5,. 3H), 140 (s, 9H), 1,79 (s, 3H), 1.86 {m, 1H), 1,81 (s, 3H),
2.24 (5, 3H), 2,38 {m, 2H), 2.5 {m. 1H}. 3.28 (br s, TH), 3,78 {s. 3H}, 2.68 {d, /=08,8
Hz, 1H), 3,92 (5. 3H}, 4,19 (m. 2H), 4.43 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.45 [d, J= 8,4 Hz, 1H),
4,91 [m, 2H}), 5.24 (m, EH]. 5,65 {d, Jm BB Hz, 1H), 8,21 [m, 2H}, 6,31 {dd, J = 3,2,
1.6, TH), 6.9 {d, J= 9.2 Mz, 1H), 7.02 (dd, /=92, 3.2 Hz, 1H), 7.23 {d, /= 3,2 Hg,
1H). T.20 {br s, 1H). m/iz LCAIS pera &l CuHrNOSiNa": ealculndo: 1036,5;
encontrado: 1035, 3. :

CogHraF NO1s 851 mﬂ\&_
PN azacto: 134543
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T=itrifiucrometancaulfonlioxl])-2'{trl | soprap|isillioxl -8 -desfenit-3'[ 2-
furil)=2-desbenzoil-2-{ 2, 5-dimetoxiberzoif-docetnxel. Se disohvid -
{irlieopropisiliked}-¥ -desfenil-3-(2 furil)-2-desbenzoil-{2,5-dimatoxibenzoili-docekaxel
(1.7 g, 1,68 mmaoles) en clarure de metlleno (10,0 mL} y s& enfrid a -30%C. Se afadld

- piridina {0,668 ml, 8.4 mmoles), seguida por anhidrido tifico (0,57 mL. 3,4 mmoles)

an diorun de mefleno (D5 mL), que hace gue la mezcla de reaccidn se vuslva
amarla. S calentd 8 reaccldn a 0°C lemtamenia durentz1 hora, purda en el gue la
reacciton fus completa. El productn 5= extrajo can acetato de etils {150 mL x 1), 54
kwd con agua {30 mL x 1) y saimuera [50 mL x 1), gacd eobra sulfato da
magnesio y se concentrd a vacko. El reatdun bruto de purlficd en ume columna de gel
de silics con acatalo da otio al 25% en mezrcla d= hexanos ¢oma eluyente,
obleniéndoee el 7-{triluarometanoeutioniloxi}-2-(inieopropilsilloxi)-3' -desfenil-¥-{2-
furlly-2-desbenzolk-2-(2, S-dimetoxibenzoll-docetaxel como un aificd"bianco {1.44 g,
75%}: 'H NMR {CDCly) 5 0,54 {m, 21H), 1,09 {3, 3H), 1,22 (s, 3H), 1,39 (s, §H) 1,82
(m, 6H). 2,30 (m, 5H), 2,40 {m, 1H), 2,78 (m, 1H], 3,44 (s, TH}, 3,74 (s, 3H), 3,01 {&,
3H), 395(d, /=84 Hz, 1H), 4,0 (d, J=1EHz, 1H), 4,30 (d, J= &84 Mz, 1H]}, 442
(d, J= B4 Hz, 1H}, 4,89 {m, 2H}, 5,24 {m, 2H), 5,36 {m, 2H), 5.64 (d, J = 6.4 Hz,
1H}, 6,21 {m, 2H}, 8,30 (dd, ./ = 3.2, 1,6 Hz, 1H), 8,90 (d, J =92 Hz, 1H]}, 7,2 {dd, J
=82 32 Hz iH), T,19id, J = 3,2 Hz, 1H), 7,30 {br 3, 1H). mz LC/MS pewa &l
CaHpFsNO 3S8a": calculada: 1168 4; encontrado: 1188,4.

CoaHzaFah0pS3  Med
PM smcto: 114341 . W

T=ltriflvorom etmnosufoniloxd)-2'-{triisopropilsilioxi)-3"-desfenil-3'[2-
furil-10-0%c-2-desbenzod-2-(2, 5-dimetoxibenzoilj-docataxel, A una disoluciion

' agltacka de T-(tifluorometanosulfonlond -2 {Wllsopropisifiloxi)-3'-desfenll-3'{2-hwrl}-2-
' deshef‘:ul—!—[!.ﬁ-dimetuuibennil}-ducutﬂel (1.44 g, 1,26 mmoles] =n clorura de

matitano (30 mL} §& le afadid N-Oxido de 4-metimorfoline (NMO) (580 mg, 5
mmolees) eeguido por adicién d= pemmutensio de tetrapropliemonla {TPAP) {82 mg,
0,18 mmolas). Be apitd la mezcla a femperatura - ambiente con segulmlento.
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Despuss de B hores, la mazela de reeccldn se fild B trevéa de celte y Ia
aimoheadila de celita se lavd con clorure de metileno, El sobrenadante combinado se
concentrd a vacio ¥ el residun resultante ee purificd en una columna da gel de siice
utlizando acetsto da oo al 10% en hexano. Las frectiones gue conlenian et
producto ceseade &8 nelneron ¥ 58 Concentraron para dar 819 mg da 7-
(riflucrometanosulfonfiond)-2' {rilsopraplsillloxl)-3'-deslenll-3'-(2-furl =1 0-0x0-2-
geabanzoll-2-(2,5-dmetnxibenzol)-docetasel como 1 s8hco, 'H NMR [CDCh) &
0,01 {m, &M), 1,16 (s, JH), 1.25 (8, 3H). 1.37 (5. BH). 1,80 (5. GH), 2,14 {m, 1H),
2,27 {g, IH) 2,32 (m, 1H) 2,61, {m, 1H), 2.79 {m, 1H), 3,87 {d, J = 6.4 Hz, 1H), 3,73
{8, 3H), X85 {9, 1H), 3,81 (s, 3H), 4,36 (d, /= B4 Hz, 1H}, 4.4D0 {d, J = 8.4 Hz, 1H),
4,81 (J, J=B& 1z 1H), 4,89 (d. J = 1.2 Hz. 1H}, 5,47 {m, TH), 5.24 (m, 2+, 5,72 {d, J
=B0Hz, 1H), 8,14 {t, J = 8,8 Hz, 1H), 820 {4, S= 3.2 Hz, 1H), 628 (d, /=3,2, 1,8
Hz, 1H), 8,50 {d, J = 8,2 Mz, 1K}, 7,01 (), J = 9,2, 3,2 Hz, 1H), 7.15 {d, J= 3,2 Hz,
1H), 7,29 (br s, 1H}. m/z LC/MS para al Cayl-FiNCheS3iNa": Calculado: 1188,4;
encontrado:4188,1.

CpaHysND1gSi Mec) | o MR
PM e-:afm: !1:1'.#! ’ e %mﬁﬂr

Ta,Sa-apoxl-2'-{trilsopropilsiilax])-3'-desfan|l-3'-{ 2-fur)-2-desbenzoil-2-
(2, 5-dimetoxdbenzall}-docetazel y  To.ida-epoxl-2'-{trilsopropifsliliond}-3'-
deafenil-3-(24urilj-2-desbenzoil-2-4{2, 5dimetoxibenzoildocetaxel.

¢ amhd borohidrure " dé =sodic (102 mg, 2,7 mmoles) 7=
(rucrometeanosulfaniioxl)-2'-{2-illaopropllabloxly-3'-teste nil-3'={2-frl)- 10-050-2-
desbermail-2«-(2 S-dimetoxibenzal)-docetael (618 mg, 0,54 mmoles) disusho =n

atanol {7,0 mL). Después d& 5 minutoe, 1a eaccicén e complefa y se Jdiluye con’

aceteko de etlo. El producto se extrajo oon ecelaio de etile {100 mL x 1), 5= lavd con
clonwt de sodiv acucsn saturdckd (50 ml 2 1), 3¢ 3200 sobhe suifale de sodie
anlld y = concantrd a vacio, El reschit bivio 5@ punticd en Una colunma de gel
de slice con acetato da ofilo o BO% en mezcla de hexanps come eluyents,
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obteniéndose el 7u.Bu-epn;:i-Z‘-tlr'isuprnpil:illnxl}-ﬂ'-dssfenil-:?;'-{z-ﬂ.,lriI}-2-
desbenzoll-2-{2,5-dimetcdbenzoil-doceiaxal (258 mg, 48%) y To,1Dn-8poxi-2'-
{wisopropiteill ced)-3'-depfenil-¥ -{2-funl)-2-desbanzol-2-{2 S-dmetoxibanzoil}-
docetaxel (231 43%).

Ta,3c¢-epaxi-2'{irilscpropilsiliioxi}-3'-desfenil-3'{2-furll}-2-desbenroil-2-
(2, 5-dimetoxtbenzoll}-docetaxel.

'H NMR (CDCh} & 0,82 {m, 21H). 1,08 {s, 3H). 1,23 (s. 3H]}, 1,41 (5, SH),
1,77 (s, 3H); 1,98 {5, SH), 2,15 (5, IH). 2,33 (m, 4H), 256 {d, J = &8 Hz, 1H), 3,55
{8, 1H}. 3,75 (s, 3H), 3,93 (5, 3H), 4,01 ¢d, /= 8.0 Hz, 1H), 4.25 {d, J = 7,2 Hz, 1H),
4,32 (d, J= 7,2 He, 1HY 4,77 (m, 3H). 4.92 (br 5, 1H), 4,95 (br 5, 1H), 5,27 {m, 2H),
5,84 (d, /=64 Hz, 1H), 6,08 (L J=8,8Hz. 1H). 6,20 (d, J= 2.8 Hz,-1HJ. 8,28 (dd, J
=32, 20 Hz, 1H), 6,20 (d, J=9,2 Hz, 1H), 70D {dd, J=8.2, 3,2 Hz, 1H), 7,23 (d, J
= 3,2 Hz, 1H), 7.31 (5. 1H). miz LC/MS para Bl CxHpeNOxSINa': calculada: 1029,5;
encontredo: 10204,

7, 10u-"epoxi-2*{trizsopropilsiilion] I-::‘.'-ﬂllfﬂni'l-ﬂ'-{i Juril)-2-dazbanzoll-
2-{2,B-dimatox [banzoll)-docetaxel,

TH NMR {COCl) 5 8,95 {m, 21H), 1,15 (s, 3H), 1,31 (s, 3H), 1,38 (s, OH),
1,83 {m, BH), 2,11 {3, 3H), 2,20-2,38 (m, 4H), 3,62 (m, 2H}, 3,75 (5, 3}, 3,80 (s,
3H), 4,40 (m, 3H), 4,78 {br s, TH), 4,92 {or &, 1H), 5.06 {d, J = 4,0 Hz, TH), 5,25 (m,
2H), 5,36 (d," = 6,0 Hz, 1H), 6,18 {m, 2H), 6,27 (dd, S = 2,8, 1,6 Hz, 1H), 6,B8 {d, J
=82 Hz 1H), 689 (dd. J=5,2, 32Hz 1H), 722 (d J=32 Hz, 1H), 7,29 (br »,
1H). m/z LC/MS para &l GgpHaNOSINS": calculado: 1018,5; encontradp: 1018,4.

ﬂna“ulﬂdn
PNl exacte: 839,04
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?::..1&:'-epnxi-i'-deshnil-i'{i;iurm-z-thshuzni!-Z-lz,s-dlmﬂnxlhinzullj-
docetaxel, Se disolvid 7o, 10c-eposd-2'-{trisopropilelllox -3 -desfenil-3'-{isobarte nll}-
2-gesbenzoil-{2 5-dimetoxdbanzoildocatasl (49,1 mg, 0,048 mmoles) en piridina-
acetonltdio (111, 2,0 mL} y s& enfrld a (PC. Se afiadid HF/piricira (70:30, 0.5 mL) ¥
s¢ dajd que la mexcls de reaccidn se r.alentar_: lenlamante hosta temperalura

" ambiente cduranfe & noche, La reaccion se extingukd con bicarbonalo de sodin

acupan sahrado ¥ e diluyd con ACEtaic de e, La fase de agetalo de etfio sa lava

" con bicarbonata de sadio acureo salurado adicional {15 mL x 2} y les fases acunsas

combinadas. & lavaran ¢an acetala de etllo (40 mL x 2). Les fases do acetatn de
alila combmdas &8 lvaron con agua (0% mL x 2), s= secaroa eohre sulfslo de
sodlp anhidro ¥y s concentraron a vaclo. EY residuo bruto ee purtflicd sobva gel d=
slice con acetalc de eWo al 504 en mezcla de hexanos como eluyente,
producends 7o, 10oc-epocd-3'-desfentl-3'-{ 2-furilj-2-détbeyroi-2-{2, 5-
dimetoxibengolly-docetxe (23,5 mg, 81%}): 'H NMR {CDCL) § 1,16 2, 3H}, 1.30 (s,
2H), 1,40 {s, OH), 1,79 (s, 3H}, 1,87 (3, 3H), 2,03 (&, 3H), 2,06 (m, 1H), 2.34 (m, 3H),
3,68 (g, 1H), 3,60 (dd, /= T.2, 2,6 Hz, 1H), 3,78 (8, 3H}. 3,68 (s, 3H), 3,83 {d, J= 4.0
Hz, 1H). 4,34 {m, 2H), 4,49 (d, /= 7,8 Hz, TH), 4,67 (d, /= 2,0 Hz, 1H}, 4,81 (br 5,
1K}, 5,04 {d, J = 2,0 Hz, 1H), 5.34 {m. 3H), B,18 (br &. 1H), 6,26 {d, J= 3,2 Hz, 1H),
8,31 {dd, J= 3.2, 2.0 Hz, 1H}, 8,92 {d, J= 9.2 Hz, 1H), 7,03 {dd, J = 8,2, 3,2 Hz, 1H).
724 (d, J= 322 1H). 7.54 {d, J = 1.2 Hz, 1H. miz LEMAS para el CguNOwNa":
calcutada; 882,3; enconirado: B82,.3.

CicaHmNOg M=l
M eracts: BA1,38

Tir, Sc-eporl-3-desfenB-3'{ 2-Furil)-2-desbenzoll-24{2,5-dimetoxibenzoll)-
docetael. o disolvio Tn.ﬁlu-apm:i-i'-{tﬂisurxnpil:iilnai}-&'—daafenl‘l-S‘-[E-fuﬁl’j-i-'
dibﬁ’ﬂ:ﬂil—!—{z,E—dim{.'tu:hnzﬁiﬂ-dmataxel en piridina-acetoniirlla {141, 1,5 mL} ¥
s2 enfid a 0*C. 8e afadld HF/plidina {70:30, 0,2 mL) y s= dejo aue la mezcla ds
reacclén s¢ Laknlare lentamenta hagta kemperatura ambienis duranie I3 nocha. La
I'_Hnr.‘.iﬁn s& exlinguld con bicarbonato de ;ndin_n:unsn sahwada y sa diuyd cor

prsa
r;{'l/'
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acetato de atilo. La fase de acelato de efilo se lavé con I:il:a'hunto ge sodio acLoso
seturadn adidonal {10 mé, X 2}. Las fases mouoses combinadas s¢ lavaron con
acetatn de afio (20 mi X 2}, Las fases de aceinto de etilo combinadas s2 |lavaron
entonces Con agua (10 mL x 2), s secaron scbre sulffato de sodio anhidro y se
cancentraron a vacio. B residuo biuto ea purificd esbre gel de silice con acetstns de
elilc al 76% en mezcla de hexanca coma aluyenis, produciendo o, Ba-sposdd'-
desfenil- 3'-{2-funls2-deshenznil-2-(2 5-dimatoxicenzol)-docataxsl coma un edlido
blanco (10,28 mg, 70%). 'H NMR (CDCl,) 3 1,08 {s, 3H), 1,23 (s, 3H), 1,40 {8, 8H),
1.77 (s, 3H); 1,85 {=, 3H), 2,07 (8, 3H), 2,21 (m, 2H}, 2,37 {m, 2H), 2,50 {d, J = 6.0
Hz, 1H}, 3,51 (s, 1H), 3,71 {d, J=4,0 Me. 1H). 3,77 [s. 3H}, 3,81 (s, 3H), 402 {d, J =
8.4 Hz, 1H). 428 (d, J=7,2 Hz, 1H), 4,29 (d, J = 7,2 Hz, 1H). 4,68 (d, /= 2,8 He,
1H}, 4.8 (m, 3H), 4,88 o 8, 1H), 5,32 (m 2H), 563 (4, J=B.4 Hz, 1H), 801 {}, J=
8,8 Hz, 1H), 6,27 {d, /= 3,2 Mz, 1H), 8,31 {dd, J= 3.2, 2,0 Hz, 1H),B92 (d, J =52
Hz, 1H), 7,20 {dd, J = B,2, 3,2 Hz, 1H), 7,24 (d, J = 3,2 Hz, 1H}, 7,34 {d, J= 0,8 Hz,
1H). miz LCAE para el CoHuNONa™ ¢altulado: BE4,5; encontrado: 864 3,

Crng HirpNOy 781

PH ez 1028,50

Ta,9o-2poxi-2 {triisopropils Mioxi)-3'-destenil-3"{ 2-4uril}-2-d oshenzoll-2 -
(R.5-dmetexibenzoil}-10-acetoxi-docataxel. Se afiadieron anhidrido scético (8,1

pl, 0,848 mmales} y DMAP {5 mg, 0,043 mmeles) & una disolucién de Ta,9a-ppoxi-

2'{Uiisopropisililood-Y-desfeni-3'-{2-furil)-2-da gbanzoil-2-(2, 5-dimeloxibenzoil)-

docataxel {28,5 mg, 0,02B8 mmoles) en piridina {0,5 ml). La reaccldn fue complets
después de egltar a temparatura ambiente durgnte 3 horas. €l -pl'ﬂl:ll.ll:ln 5= axiraje
con acetato de ebilo [30 mL x 1), s& avd con agua (18 mL x 1) ¥ salmueara {15 mL x

1), =& sech eobre sulfato de sodlo enhidre y se concentrd & vaclk. El meidun Hruts.

se parificd sobwe gal da silice con aceisto de etilo al 50% =n mezclz da haxanos
como eluyenie, produciando 7o, Su-epxd-2'-{tiisoproplistiioxni}-3"-desfanil-3' {2-furl)-
2-dasbenzoil-2-(2,5-dimetoxihenzail)-10-acatoxd-docetavel como un edhdo blanco
(23 mg, 85%): 'H NMR (CDCL) § 0,95 (m, 21H), 1,26 (m, BH), 1,44 (s, 4H}, 1.70 {5,
3H), 1.99 (s, 3H), 2,13 (8, 3H), 2,18 (8, 3H), 2,40 {m, 4H), 3,66 (5, 1H}, 3,80 (s, 3H),
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k2

3,97 (s, 3H), 4,02 (d, J=6,4 Hz, 1H), 427 (d, J= 72 Hz, 1H), 4,35 (d, /= 7,2 Hz,
1H), 4,82 (dd, J = 8,4, 6,0 Hz, 1H), 4,88 (d, /= 6,0 Hz, 1H). 4,85 (br s, 1H), 5,01 (s,
1H), 5,31 (8, 2H), 5,72 (m. 2H), 6,01 {t, J = 8,8 Hz, 1H), 8,24 {d, J = 3,2, 1H), 6,32
(dd, J=3.2, 1,6 Hz, 1H), 6,84 (d, J = 0,2 Hz, 1H), 7,05 (dd, J=9,2, 3.2 Hz, 1H), 7.27
(d, J =32, 1H), 7,34 (d, J = 0,8 Hz, 1H). m/z LC/MS para el CyHyNO;SiNa™;
calculado: 1082.5; encontrado; 1082,5.

CysHayNOyy °
PH exacto: §83,38

Ta,9a-epoxi-3'-desfonil-3'(2-furil)}-2-desbenzoil-2-{2,5-dimetoxibenzoil)-
10-acetoxl-docetaxel. Sa disolvid 7c,9u-epoxi-2'<{trilsopropilsililoxi)-3'-destenil-3'-
(2-furil)-2-desbenzoil-2-(2,5-dimetoxibenzoil}-10-acetoxi-docetaxel (2,5 mg, 0,025
mmoles) en pirlding-acetonitrito (171, 1,5 mL) y se enfrid a 0°C. Se afiadid
HF/piridina (70:30, 0,25 mL) y se dejé que la mezcla de reaccién se calentera
lentamente hasta temperatura amblente durante la noche. La reaccién se extinguié,
con bicarbonato de sodio acuoso saturado y se diluyé can acetato de elilo. La fase
de acetato de etilo se lavé con bicarbonato de sodia acueso saturado adicional (10
mL x 2). Las fasas acuosas combinadas se lavaron con acetato de etilo (25 mL x 2).
Las fases de acetalo de efilo combinadas se lavaron entonces con agua (10 mL x
2), se secaron sobrs sulfato de sodio anhidro y a8 concentraron a vaclo, El residuo
bndo se purificd sobre gel de sllice con acetato de efilo al BO% en mezcla de
hexanos como eluyente obteniéndose como producto final 7a,9a-epoxi-3'-desfenil-
3-(2-furll)-2-desbenzol-2-{2 5-dmetoxibenzoi)-10-acetoxi-docetaxel (172 mg,
78%): 'H NMR (CDCly) & 1,24 (s, 6H), 1,41 (s, 9H), 1,74 (s, 3H), 1,94 (s, 3H), 2,10
(s, 6H), 2,27 (M. 2H), 2,33 {m, 1H), 2,46 {(m, 1H), 3,62 (s, 1H), 3,79 (s, 4H), 3,93 (s,
3H). 4,01 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 4,28 (d, J= 7,2 Hz, 1H), 4,30 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4.72
(d, J= 3,8 Hz, 1H), 4,80 (dd, J= 5,6, B.8 Hz, 1H), 4,85 (d, J = 6,0 Hz, 1H). 4,89 (br' s,
1H), 5,34 (m, 2H), 5,65 (d. J = 6,0 Hz, 1H), 5,70 (d, J=6,0Hz, 1H), 602 (1, J=B38
Hz, 1H), 6,29 (d. J = 3,2 Hz, 1H), 6,33 (m, 1H), 6,94 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,05 (dd, J =
9,2, 3,2 Hz, 1H), 7,26 {d, J =~ 3,2 Hz, 1H), 7,36 (d, 4 = 1,2 H2, 1H). m/z LC/MS para
8l CuHNO,;Na*: calculade: 906,4; encontrado: 906,4.



10

12

Ja

Sare con Y-isobwtenilo con eanectorea 33

T T
e f*«_df ,c*» _ n&ﬁfﬁi

- %h Ay gjn&%
Cxw-ﬁ‘l- .

Previamenia &g han degcrito los siguianies intermedios;

2"{triisaproplisitiloxi)-3'-desfenfl-3'{ls obutenil)-2-desbenzoil-2{2,5-
dimetoxibenzollj-docataxe!,

7{triflucrometancsulfonBoxi)-2'-(rsopropilyiliox)-3"-desfani-
J'[isobutenil}-2-des henznll-E;lz.E-d imatxibenzoilj-docetaxel,

T4trifluorometancsulfondioxipa'-(triisopropllaiBloxi}-X'-desfanil-
Yjisabuten(l)-10-vxo-2-desbenzoil-1-{ 2, 5-dimetoxbenzoil)-docatane],

To, Bre-apoii-2{tilsopraplisililox]}-2"-destonll-2'{isobutenil)-2.
d nhnnznl-i-{!.!—ﬁﬂﬂnllhen:ﬂil}-du:euual.

CaH gD Ba8i
PN szaroc 113452

7o, 8¢ apoxl-2-[riisoprapilsifox!)-3'-desfenil-3'{ieobutanil)-2-
deabenzoil-2<{2,Sdimetmibonzail}10{4-matiithtichutano-docotaxel. A un@
disclucion da T, Su-apavi-Z-{irisa propisilila:d)-3'-desfenil-3'-{isobutenil)-2-
desbanzoi-2-(2 B-dimatoxibenzoill-dacataxal (I8 mg, 0,029 mmoles) disusito en
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cloruro de metileno (1,5 mL) en atmésfera de nitrdgeno, se le afiadié DMAP (3,5 mg,
0,028 mmoles) y &cido 4-metilditiobutanoico (4 mL, 0,28 mmoles). A esta mezcla se
le afiadié diisoproplicarbodiimida (0,045 mL, 0,28 mmoles) y |a mezcla resuftante se
agité durante la noche a temperatura amblents. La reaccion se extinguié entonces
con cloruro de amonlo (15 mL) y se extrajo con cloruro de metieno (20 mL). La fase
organica se lavé kiego con salmuera (15 mL), se secS sobre sulfato de sodip
anhidro, se fiitrd y se concentré a vaclo. El residuo se puificd por PTLC sobre sllice
utiizando acetato de etilo al 40% en hexano como disoivenie revelador. Se recogid
la fracclon que contenia el producto deseado y se lavd con acetato de etilo en el
fitro. Las fases organicas se combinaron y se concentraron a vacio para dar 23 mg
de To,9a-epoxi-2'<{irisopropilsiilaxi)-3'-desfenli-3'-(isobutenil)-2-dasbenzoil-2-(2,5-
dimetoxibenzoil)- 10-(4-metiditiobutancil)-docetaxel como un sélido blanco. 1H NMR
(CDCI3) 8 1,10 (m, 21H), 1,21 (8, 3H), 1,23 (s, 3H), 1,39 (s, 9H), 1%68 (s, 3H), 1,71
(s, 3H), 1,74 (s, 3H), 1,95 (s, 3H), 2,08 (dt, J = 2,0, 7,2 Hz, 2H), 2,08 (s, 3H), 2,31
(m. 3H), 2,40 (s, 3H), 2,49 (m, 3H), 2,74 (dt, J = 2,0, 7.2 Hz, 2H), 3,80 (s, 3H), 3,98
(s, 4H), 4.25 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 433 (d. J = 7,2 Hz, 1H), 4,46 (d, J = 2,0 Hz, tH),
4,77 (m, 2H), 4,84 (d, J=6,4 Hz, 1H), 4,92 (s, 1H), 4,92 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 5,36 (d,
J = 8,4 Hz, 1H), 5,71 (solapado d, J = 8.4 Hz, 2H), 5,80(t, J= 8.8 Hz, 1H), 6,95 (d, J
=9,2 Hz, 1H), 7,08 (dd, J = 3,2 9,2 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 3,2 Hz, 1H). mfz LC/MS
‘para el C5HpNO,.S:SiNa"; calculado: 1158,5; encontrado; 1158,2.

CoaHgrNO1032

PH exucio: 977,39

Ta.Su-epoxi-3'<desfenil-3'(Iscbutenil)-2—desbenzoli-2-{2,5-
dimetoxibenzoil)-10-{4-meatilditiobutanoil}-docetaxel. Se enfrid a 0°C en un baito
de hielo una disolucidn que contenia 7a.9o-epaxi-Z-(triisopropisifiloxi)-3'-desfenil-3'-
(isobutenli)-2-desbenzoil-2-(2,5-dimatoxibenzoil)- 1 0-(4-metilditiobutancil}~docetaxal
(23 mg, 0,02 mmoles) disuelto en una mezcla 1.1 da acetonitrio:piridina (1.8 mL). A
‘esto se le ahadié fluorure de hidrégeno-piridina (0,25 mL) y se dej6 que la disolucidn
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se calantara gradualmente hasta tamperatura ambiente. Después de 18 horas, la
mezcia de reaccién se diuyd con acelato ds efilo (15 mL) y se extinguid con una
disolucién saturada de bicarbonato de sodio (15 mL). La fase orgénica se lavé una
vez con salmuera (15 mL) y luego se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y
se concenird a vaclo. E! residuo bruto se purificd por PTLC sobire silice utiizando
acetato de stilo al 65% en hexano como disalvente revelador. Se recogid la fraceién
que contenia el producto deseado y se lavd con acetato de eilio en el filiro. Las
fases orgéinicas se combinaron y se concentraron a vacia para dar 18 mg de 7a,9a-
epoxl-3-desfenil-3'{isobuteni)-2-desbenzol-2-(2,5-dimetoxibenzoil)-10-(4-
metilditiobutanoil}-docetaxel. 1H NMR (CDCI3) 5 1,25 (s, 3H), 1,29 (s, 3H), 1,40 (s,
9H), 1,73 (s, 6H), 1,74 (s, 3H), 1,87 (8, 3H), 2,04 (m, 2H), 2,07 (8, 3H), 2,17 (m, 1H),
2,25 {m, 1H), 2,33 {m, 1H), 2,39 (s, 3H), 2,51 (m, 1H), 2,73 (t. J = 7.2 Hz, 1H), 3,79
(s, 3H), 3,83 (s, 1H), 3,93 (s, 3H), 4,00 (d, J= 6,0 Hz, 1H), 4,28 (m, 2H), 4,31 {d, J=
7.6 Hz, 1H), 4,78 (m, 2H), 4.84 (d, J = 6,0 Hz, 1H), 4,80 (s, 1H), 4,96 (d, J = 9,2 Hz,
1H), 5,27 (d, J= 8.4 Hz, 1H), 5,88 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 5,70 (d, J = B,0 Hz, 1H), 8,00
(t. J= 8,4 Hz, 1H), 6,94 (d, J=9,2 Hz, 1H), 7,05 (dd, /=3,29,2 Hz, 1H), 7,28 (d, J=
3,2 Hz, 1H). m/z LC/MS para el CyHezNOy:SaNa': calculado: 1000,4; encontrado:
1000,2. '

Serles con ¥-2-furil con conectores SS.

Praviamante se han descrito los siguientes intermedios;

2'{triisopropllslililoxi)-3'-deafenli-3'(2-furll}-2-desbenzoil-24(2,5-
dimetoxibenzoll}-docetaxel,

7-{triflucrometanosulfoniloxi)-2’{triisopropilsililoxl)-3'-desfenil-3'(2-
furll)-2-desbenzoll-2{2,5-dimetoxibenzoil)-docetaxal,

7-{trifluorometanosulfoniloxi)-2’{triisopropilsitiloxi)-3'-desfenll-3'(2-
furil)-10-ox0-2-desbenzoll-2+(2,5-dimetoxibenzoil)-docetaxel,
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Ta,5n-apaxi-2-{trilsopropilsBiloxi}-¥'-desteall-3% 2-furil) 2-desbenzoilz-
{2,5-dimetoxibanzof}-docetaxel

g5

" GgyHaaNO7 8,81
il examia: L1549

Ta,Sa-epox!-T{triisoprapilsiifaxi)-3'-desfenil-8'(2-lurll}-2-deshenzoil-2-

{2, 5-dimetoxibenzoil)-10-{4-matliditicbutanail}-docetaxel. Se afedieron DMAP
{4,8 mg. 0,0374 mmoles), dcido 4-metikiiliobutanokco {62 mg, 0,374 mmoles) y DIC
(58,5 uL. 0,0374 mmoles) a una dsolucidn de 7 e, Bee-gpaxi=2'-[trilaopra piksiiloxd)-3'-
desfenil-¥-(2-furilj-2-0ashenzoil-2-{2 5-cinatoxibenzoll}-docataxesl (37,3 mg, 0,0374
mmcles) #n cloruro da maillence (0.5 mL). Se agid 1a reaccim a tempersiura
amixenie durante le noche, después de 10 ¢unl la maccion fue completa y se
axtinguit con cloruro de amonic atuces saturado. Bl producto se extrajo con acetato
de stilo (25 mL x 2), se lavd con agua (15 mL x 1} s& sech eabre sulfato de
ragnesio ¥ 8& concentrd a vaclo. El residud bruto sa parificd sobre gel de silice con
acetelo de etilo al 50% en hexand como shryanle obteniéndose T Se-epod-2'-
{Iriisopropisililoxi}-3'-deateni-3'-(2-furil)-2-desbenzoli-2-{2, S-cAimetoxibenzail)-10-(4-
metikitiobutanslj-docatzee! (46.2 mg, 100%): *H NMR (CDGL) 5 0,92 (m, 21H), 1,24
{m, 8H), 1,41 (s, BH), 1,73 (5, 3}, 1,85 {8, 3H). 2.05 (m. 2H), 2,15 {s, 3H), 2,22 {m,
JH}, 2,30 (=, 3H), 2,44-2,58 {m 3H}, 2,72 (m, 2H), 3,85 {s, iH), 3,77 (&, 3H), 3,04 {»,
AH}. 3.88 tm, 1H), 4,28 (m, 2H), 4,77 (dd, J = E4, 6,0 Hz. 1H), 4,53 (d, J =64 Hz,
1H}, 4,82 {br 8, 1H), 4,97 (g, 1H), 5,28 {3, 2H} 5.08 {m, 2H), 5,98 {t, J=B,8 Hz, 1M},
6,20 {d, J=13,2 Hz, 1H}, 6,29 {dd, J = 3.2. 20 Hz, 1H), 69D {d, J=9,2 Hz, 1H), 7.01
{dd, J=8,2, 3,2 Hz, 1H), 7,24 (d, J= 32 Hx, 1H), 7,91 (d, J = 1.2, 1H). m/z LC/MS
para & CerHaNOw3,8iNa™ calkadedo: 1168,5; enconirado: 11684,
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T, Yo-epoxi-T-dasfoni-3'(2 -furfl}-2-cdesbenznll-2-(2, S-dimetoxdbanxall)-
10-(4-metliditiobutancill-docetaxel Sa disolvid 7e,Sx-epoxi-2'-{trilsopraphsilikoui)-
I'-deesfenil-3'-{2-furif)-2-gesbenzoil-2 {2, 8- dimefaxibanzoil}-1 0-{4-mestildtiobitanoll)-
docetaxel (42,8 mg, 0,0374 mmeles) en pirdina-acetoniia (111, 3,0mL} y 59 anfild
a 0°C. Se afiadid HF¥piriding (70:30. 0,5 mL) y 2e dejo que la mezcla de reaccion se
cletiera kentamants hasta temperature ambienta durante |4 noche. La reacsién sa
extinguit con blearbonaty de sodlo scuoso sahrado y ¢ difuyd con acaiats de efilp.
La fase de acetala de elilo s= lavd con blearbomale de sodio acuose saturedn
adiclonal {15 mL x %) ¥ las fapes acuoama combinadas se bvaron con acetato de
2lile (40 mL x 2). Les fases de scetato de etilo combinadas ¢s lavaron con agua (15

.mbLx 2), 38 S8CATON sobre sulfato de sadio anhidie vy 68 concentraron & vado. El

resldup bruto se puriich sobre gel de siice con acetata de etilo al 50% en mezcla do
hexance camo ejuyenla ocbtenléndose 7o, Ba-epoxi-3'-dasien-3'-{2-{wri)}-2-
desbenzoll-2-{2, 5-dimetcod henzoil)-10-(4-matidtiobitancil] docatexel {229 mg,
62%, 2 etapae): 'H NMR (COCly) & 1,24 (m , 6H), 1,41 {s, BH), 1,74 {s, 3H), 1,93 (8,
3H), 2,04 {m, 2HY, 2,08 (5, ZH), 2,24 {m, 2H), 2.33 (m, TH), 2.37 (s, 3H), 2,42-2,60
{m, 3H), 2,72 {, = 6.8 Hz. 2H), 3.62 (5, 1H), 3,75 [d, J = BA Hz. 1H), 3,75 (s, 3H).
3,93 (s, 3H), 3,00 (d, SJm 5.0 Hz, 1H), 426 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 43D {d, J= T2 Hz,
1H}, 4,70 4{d, J= 3,6 Hz, 1H), 4,77 (dd, J=8,B, 5,8 Hz, 1H), 4,83 {d, J=6,0FHz, 1H),
4,88 (b =, YH), 533 (br 5; 2H), 5,67 {m, 2H), 601 (L J=88Hz, 1H), 68 (d, J=
3.2, 1H), 832 {ud, J = 3.2, 2,0 Hz, 1M}, 6,92 [d. J =62 H=, 1H), 7,08 (dd, J= 9.2,
32 Hz, 1H), 7,25 {d, 4= 3,2, 1H), 7.35 (m, 1H). miz LCIMS para bl C,oHmOy3:Na":
caloulado: 101 2, 3; ancomtrada: 1042,3,

La acividad da lpe compuastos de la presente invenciin sa deterrnind
siguienda af pracedimiento descrito por Ricu, Naudin y Lavelle en Biochamical and
Blophysical Research Commaunications; Vel 187, N®1, 1652, pég. 184-170,
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Los conjugados da los Eaxanos da la imvenclon ¥ 9l agenta de untdn a la célula
se pueden formar uitizando cuakjuiars de lea Wcnicas conockdas actualments en la
teonica o que 3B desarrafien mas adelants. En lod decumenos LISP 5.418.064 y LISP
5.475.092 5o dasnrlhln numemsos métodos de sonjugaclin. El ésier del taxano se
pueds modificar para dar un grupo aminag ibre ¥ luego enfazarse al anticueipo o a ofro
agents de unidn a la célule mediante un conector labil o un conector kotolibl. El éster
del taxend pueda conders=rse ¢oN Un péptide y subsiguientendnte sniszarsa a un
sgenie de umidh a la clula pera producir un tonector pep!idasa labil. El grupo hidraxilo

dal dstar del taxano puede sor succinflado y enlazarse & un agante d2 union a | célula

para produdr un tonjugasio que puede ser escindido por Ies esteragas Intracelutares

para liberar ol Frmaco libre. Més preferiblements, los &teres, ssteres o carbamatos de

laxane 5@ lratén pare crear un prupo Bol lbre o proleglde y luago los &axanos que
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contienen disulfuro o tiol se unen al agente de unién a la célula mediante enlaces de
disulfuro.

Conjugados representativos de la invencién son anticuerpo-taxano, fragmento
de anticuerpotaxano, factor de crecimiento epidéemmico (EGF)-taxano, hormmona
estimuladora del melanocito (MSH)-taxano, hormona estimuladora del tiroides (TSH)-
taxano, estrégeno-taxano, anédlogo del estrégeno-taxano, andrégeno-taxano, andlogo
del andrégeno-taxano y folato-taxano.

Los conjugados de taxano con anticuerpos, fragmentos de anticuerpo,
hommonas proteinicas o peptidicas, factores de crecimiento proteinicos o peptidicos y
otras proteinas se elaboran de la misma forma por métodos conocidos. Por ejemplo,
los péptidos y anticuerpos se pueden modificar con reactivos de enirecruzamiento,
tales como 3-(2-piridilditio)propionato de A-succinimidilo, 4-(2-piridildit)pentancato de
N-syccinimidilo  (SPP),  4-succinimidil-oxicarbonil-a-metil-a-(2-piridilditio)-toluenc
(SMPT), butirato de N-succinimidil-3-(2-piridilditio) (SDPB), butimto de N-
sulfosuccinimidil-3-{2-{5-nitro-piridikditio) (SSNPB), 2-iminctiolano o anhidrido S-
acetilsuccinico por métodos conocides. Véanse, Carlsson et al., 173 Biochem. J. 723-
737 (1978); Blattler of al., 24 Biochem. 1517-1524 (1985); Lambert el al., 22 Biochem.
3913-3920 (1983); Klotz of al., 96 Arch. Biochem. Biophys. 605 (1962); y Liu et al., 18
Biochem. 690 (1979), Blakey y Thorpe, 1 Anthbody, Immunoconjugates &
Radiopharmaceuticals, 1-16 (1988), Wormell et al. 1 Anti-Cancer Drug Design 179-184
(1988). El agente de unién a la célula que contiene tiol libre o protegido obtenido de
esta forma se hace luego reaccionar con un taxano que contiene disulfuro o tiol para
producir loe conjugados. Los conjugados se pueden purificar por HPLC o por filtracién
en gel.

Los conjugadios taxano-anticuerpo monocional o taxano-agente de uni6n a la
célula preferidos son los que estdn unidos mediante un enlace de disulfuro, como se
ha indicado anteriormente, que son capaces de liberar las moléculas de taxano. Tales
conjugados de unién a la célula se preparan por métodos conocidos, tales como por
modificaci®n de los anticuerpos monocionales con piridil-ditiopropionato de
succinimidilo (SPDP) (Carisson et al, 173 Biochem. J. 723-737 (1978)). El grupo
tiopiridilo resultante se desplaza luego por tratamiento con taxanos que contienen tiol
para producir conjugados enlazados por disulfuro. Alternativamente, en el caso de los
arilditio-taxanos, la formacién del conjugado de unién a la célula se realiza por
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desplazamiento directo del ariltiol del taxano por grupos sulfhidrilo previamente
introducidos en las moléculas de anticuerpo. Conjugados que contienen de 1 a 10
farmacos de taxano unidos mediante un puente de disulfuro se preparan facilmente por
cualquier método.

Més especificamente, se trata una disolucion del anticuerpo modificado por
ditio-nitropiridilo a una concentracién de 2,5 mg/mL en disolucién tampén de fosfato de
potasio 0,05M, a pH 7,5, que contiene EDTA 2mM, con el taxano que contiene tiol (1,3
€q. molares/grupo ditiopiridilo). La liberacion de la tio-nitropiridina del anticuerpo
modfficado ‘se sigue espectrofotométricamente a 325 nm y se completa en
aproximadamente 16 horas. El conjugado taxano-anticuerpo se purifica y se libera del
farmaco sin reaccionar y otro material de bajo peso molecular por filtracién en gel a
través de una columna de Sephadex G-25 o Sephacryl S300. El nimero de restos
taxano enlazados por anticuerpo se puede determinar midiendo la relacion entre la
absorbancia a 230 nm y a 275 nm. Por este método se pueden enlazar mediante
enlaces de disulfuro una media de 1-10 moléculas de taxang/molécula de anticuerpo.

El efecto de la conjugacién sobre la afinidad del enlace hacia las células que
expresan el antigeno se puede determinar utiizando métodos descritos previamente
por Liu ef al., 93 Proc. Nafl. Acad. Sci B§18-8623 (1996). La citotoxicidad de los
taxanos y sus conjugados con el anticuerpo frente a lineas de células no adherentes,
tales como Namalwa y HL-60, se puede medir por extrapolacidn reversa de las curvas
de proliferacién celular como se describe en Goldmacher et al., 135 J. Iimmunal. 3648-
3651 (1985). La citotoxicidad de estos compuestos frente a las lineas de células
adherentes, tales como COLO 205 y A-375, se puede detemminar por ensayos
clonogénicos como se describe en Goldmacher ef al., 102 J Cell Biol. 1312-1319
(18886).

<5
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EJEMPLOS:

Sintesls del IGT-15-075-SH por conjugacién

Mgn
& 3 "o
CagtlpaN04 S
PM exacto: 872,39

7a,9a-epoxi-3'-desfenil-3'{2-furil)-2-desbenzoil-2-{2,5-dimetoxIbenzoil)-10-(N-
2,2-dimetil-2-sulfhidril-etlicarbamoil)-docetaxel (IGT-15-075-SH). ©

Se disolvid en un frasco pequefio 7a,Ba-epoxi-3'-desfenil-3'-(2-furil)-2-
desbenzoil-2-(2,5-dimetoxibenzoil)-10-(N-2, 2-dimetil-2-metilditio-etilcarbamoil)-
docetaxel (36 mg, 0,0353 mmoles) en una mezcla de metanol (1,0 mL) y acetato de
etilo (0,73 mL). En un frasco separado se disolvié DTT (55 mg, 0,343 mmoles) en
disolucion tampén de KP 50mM, pH 7.5 (0,73 mlL), que se afladi6é luego a la

disolucién de taxoide. La reaccién se siguié por HPCL hasta que se encontrd que se
habla completade (~19 horas). La reaccién se extinguié® con disolucién tampbn de

'KP 50 mM, pH 6,5 (6 mL) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 20 mL). Las fases

organicas combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre suifato de sodio
anhidro y se concentraron. El residuo se purificé por HPLC usando una columna diol
para obtener el producto deseado (27 mg, 78%) que se dividié inmediatamente en
alicuotas y se almacend para utiizarlo en la conjugaciébn. m/z LC/MS para
C.aHuN20,7SNa™: calculado: 995,4; encontrado: 995,5.

Conjugacién de los taxoides a anticuerpos monocionales.

Se eligieron anticuerpos huC242, que se enlazan al antigeno CanAg
expresado preferentemente sobre la superficie de células tumorales del colon
humano y en otros tumores sélidos, para su conjugacién con los taxoides.

En la primera etapa, el anticuerpo se hizo reaccionar con el agente
modificador 5-nitro-2-piridilditiobutanoato de N-sulfosuccinimidiio (SSNPB) para
introducir grupos nitropiridilditio. Una disolucién de anticuerpo huC242 (525 mg,
0,0036 mmoles) con una concentracién de 8 mg/mL en una disolucién tampdn
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acuosa que contenla fosfato de potasio 0,05M, cloruro de sodio 0,05M y écido
etilendiamintetra-acético (EDTA) 2mM, pH 6.5 (65,6 mL) se trat6 con un exceso
molar 8 veces de una disolucion de SSNPB (0,0288 mmoles, 13,62 mg) en
dimetilacetamida (DMA) (3,28 mL). La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 90 minutos y luego se cargé en una columna de filtracién en gel
Sephadex G25 (50 mm x 35,5 mm, volumen de la columna = 700 mL) que habia
sido previamente equilibrada con una disolucién tampén acuosa que contenia
fosfato de potasio 0,05M, cloruro de sodio 0,05M y EDTA 2mM, pH 7,5 (65,6 mL).
Las fracciones que contenian el anticuerpo modificado se recogieron y reunieron
para obtener 502,4 mg (85,7%) del producto. Una pequefia alicuota del anticuerpo
modificado se traté con ditiotreitol para escindir el disulfuro del nitro-piridilo y la
nitropiridin-2-tiona liberada se midié espectrofotométricamente (Eazgom = 10.964 M
tem™ 6280am = 3.344 M'cm! para la nitropiridin-2-tiona, ¥ e280nm = 217.560 M'cm™
para el anticuerpo). Se enlazaron una media de 4,53 moléculas de nitropiridil-
disulfuro por molécula de anticuerpo.

El anticuerpo modificado (502,0 mg, 0,0034 mmoles) se diluyé a 2,5 mg/mL
en la disolucién tampén anterior a pH 7,5 y luego se traté con una disolucién del
taxoide IGT-15-075 (0,020 mmoles, 19,5 mg) en DMA, de forma que la
concentracién final de DMA en la disolucién tampén fue de 20%. La mezcla de
conjugaciébn se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas. La mezcla de
reaccion se purfficd pasandola a través de una columna de filtracibn en gel
Sephacryl S300 (50 mm x 42 cm, volumen de columna = 825 mL) que previamente
se habla equilibrado con una disolucién de tampén fosfato salino (PBS) a pH 8,5.
Las fracciones que contenian el conjugado anticuerpo monomeérico-taxoide se
reunieron y se dializaron en la disolucién tampén de PBS. El conjugado final (251
mg) se analizé espectrofotométricamente utilizando los coeficientes de extincidn
siguientes; (eazmm = 4.299 M'cm™, ezsonm = 565 M'cm™ para el taxoide, ¥y €200mm =
217.560 M'cm™ para el anticuerpo). E! conjugado contenfa, de media, 4,16 de
taxoide.

Ensayo de unién.

Las afinidades de enlace relativas del anticuerpo huC242 y su conjugado
taxoide con las células tumorales de colon humano HT-29 que expresan el antigeno
se determinaron utilizando un ensayo basado en la fluorescencia. Se afiadieron el
conjugado anticuerpo-taxoide y el anticuerpo desnudo a concentraciones iniciales
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de 1 a 10™M en placas de 96 pozos de fondo redondo y se valoraron utilizando
diluciones de 3 veces en serie, de manera que habla duplicados para cada
concentracién. Se afladieron células HT-29, en concentracién de 50.000 células por
pozo, en cada pozo que contenian distintas concentraciones de anticuerpo o
conjugado, asl como en los pozos de control. Las placas se incubaron en hielo
durante 3 horas. Después del periodo de incubacion, las células en la placa se
lavaron y se afiadié un anticuerpo secundario marcado por fluorescencia que se
enlaza al IgG humanizado, como el huC242, y las placas se incubaron durante 1
hora en hielo. Las placas se lavaron de nuevo después del periodo de incubacion, y
las células se fijaron con una disolucién de formaldehldo/PBS al 1%. Se midid la
fluorescencia en cada pozo de las placas utilizando un analizador de fluorescencia
Becton Dickinson FACSCalibur. Los datos se representan como Eoroentaje de la
fluorescencia méxima obtenida para la concentracidn mds alta de anticuerpo o
conjugado (Fig. 1).

Los resultados demuestran que la conjugacién de los taxoides a los
anticuerpos no altera la afinidad de enlace a {ag células diana.

Potencia y especifidad in vitro del conjugado huC242-taxoide.

Se aiiadieron muestras de taxoide libre o de conjugado huC242-taxoide en
una placa de cultivo de 96 pozos de fondo plano y se valoraron utilizando diluciones
en serie que variaban de 1 x 10?M a 3 x 10”M. Se afiadieron células tumorales de
colon humano, COLO 205, o células de melanoma humano, A-375, a los pozos de
forma que habla muestras por triplicado para cada concentracion de farmaco en
cada linea celular. Las placas se incubaron a 37°C en una atmésfera de 5% de CO,
durante 4 dias.

Al final del periodo de incubacién, se afiadieron a cada pozo 20 ulL de
reactivo de tetrazolio WST-8 [2-(2-metoxi-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2-tetrazolio, sal monosédica)] y las placas se volvieron a introducir en el
incubador durante 2 horas. Se midié luego la absorbancia en cada pozo de las
placas utilizando un lector de placas Molecular Devices a 450 nm. La fraccion de
supervivencia de las células para cada concentracién de taxoide o conjugado se
representa en las figuras 2a y 2b.

Los resultados demuestran que la conjugacion con los anticuerpos hace que
el taxoide tenga una elevada especifidad de diana. Asi, el huC242-taxoide es muy



47

potente eliminando células diana COLO 205 de cancer de colon humano con un
valor de la ICs de 8x10°''"M. Por el contrario, las células con antigeno negativo son
aproximadamente 150 veces menos sensibles, con un valor de la ICs, de 1,2x10°M,
lo que demuestra la especificidad de antigeno del efecto citotdxico (Fig. 2x). Por otra

parte, el taxoide libre s igualmente potente frente a ambas lineas celulares (ICs ~
1x10"°M (Fig. 2b).
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REIVINDICACIONES

1 - Taxanos que tienen la siguiente férmuta (1):

en los que Z = H o un radical de férmula Il. °

R, e8 un conector o un arilo opcionalmente sustituido o radical heterocliclico,
alquilo que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, alquenilo o alquinilo que tiene de 2 a
10 4tomos de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene de 3 a 10 dtomos de
carbono, ~OR; 0 un carbamato formado a partir de cualquiera de dichos alquilos que
tienen de 1 a 10 4tomos de carbono, alquenilos o alquinilos que tienen de 2 a 10
atomos de carbono, cicloalquilos o cicloalquenilos que tienen de 3 a 10 4tomos de
carbono o arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclilo.

Rz o3 un radical alquilo que tiene de 1 a 10 &tomos de carbono, alquenilo o
alquinilo que tiene de 2 a 10 4tomos de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que

tiene de 3 a 10 &omos de carbono, arilo opcionalmente sustituido o radical
heterociclico.

R; es un conector o un arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico,
alquilo que tiene de 1 a 10 &tomos de carbono, alquenilo o alquinilo que tiene de 2 a
10 &tomos de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene de 3 a 10 atomos de
carbono.

R, es un conector, H, un radical hidroxi, un alcoxi, un alqueniloxi, un radical,
opcionaimente sustituido, alcanoiloxi, aroiloxi, alquenoiloxi, alquinoiloxi,
cicloalcanoiloxi, alcoxiacetilo, alquiltioacetilo, alquiloxicarboniloxi, cicloalquiloxi,
cicloalqueniloxi, carbamoiloxi, alquilcarbamoiloxi o dialquilcarbamoiloxi, un éter,
éster o carbamato heterociclico o de arilo o un éster o éter de alquilo o alquenilo
lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 dtomos de carbono o un carbamato
de féormula —OCOX, en la que X es un heterociclo que contiene nitrégeno, tales
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como piperidino, morfolino, piperazino, N-metilpiperazino, sustituido o no sustituido,
0 un carbamato de férmula -OCONRgRy, ©n la que Ry y Ry s0n el mismo o
diferentes y son H, alquilo lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 4tomos de
carbono o arilo sencillo o sustituido que tiene de 1 a 10 dtomos de carbono.

Rs 0 Ry son H.
Rges H.
Ry o R; ¥ R forman un enlace (éter ciclico).

R, ="arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico.

2 — Compuestos de formula (I) en la que R, es —Ogz 0 un arilo opcionalmente
sustituido o radical heterociclico.

[
3 — Compuestos de formula (I) en la que R; es un grupo alquilo y mas
preferiblemente un grupo alquilo sustituido, tal como un grupo ter-butilo.

4 - Compuestos de formula () en la que R, es un conector o un radical
alcanoiloxi.

S - Compuestos segln la reivindicacién 1 en los que R, se elige entre los
siguientes sustituyentes: t-butoxi, crofilo, dimetilacrililo, isobutenilo, hexenilo,
ciclopenteniio, ciclohexenilo, furilo, pirolilo, tienilo, tiazolilo, imidazolilo, piridilo,
oxazolilo, indolilo, benzofuraniio o benzotienilo.

6 - Compuestos segin la reivindicacibn 5 en los que R; es t-butoxi,
isobutenilo, crotilo, dimetilacrililo, tienilo, tiazolilo o furilo.

7 - Compuestos segin la reivindicaciébn 1 en los que R; se elige entre los
siguientes sustituyentes: crotilo, dimetilacrililo, propenilo, isobutenilo, hexenilo,
ciclopentenilo, ciclohexenilo, furilo, pirolilo, tienilo, tiazolilo, imidazolilo, piridilo,
morfolino, piperidino, piperazino, oxazolilo, indolilo, benzofuranilo o benzotienilo.

8 - Compuestos segun la reivindicacién 7 en los que Ry es iso-butenilo,
crotilo, dimetilacrililo, tienilo, tiazolilo, piridilo, ter-butilo o furilo.

9 - Compuestos segin la reivindicaciéon 1 en los que los grupos enlazantes
son grupos que contienen grupos disulfuro, grupos tioéter, grupos Acido labiles,
grupos foto-labiles, grupos peptidasa Idbiles y grupos esterasa labiles.
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+ 10 - Compuestos segin la reivindicaciéon 9 en los que el grupo enlazante
contiene grupos disulfuro y grupos tioéter.

11 - Compuestos segun ia reivindicacién 10 en los que el grupo enlazante es
un grupo que contiene tiol o disulfuro, la cadena lateral que contiene el grupo tiol o
disulfuro puede ser lineal o ramificada, aromética o heterocidlica.

12 -.Compuastos segln la reivindicacidon 11, en los que el grupo enlazante
en R1 se elige entre los siguientes sustituyentes:
~(CR13R14)m(CR15R1a)n(OCH,CH3),SZ", -O(CR13R14)m{CR15R18)n{OCH2CH,),SZ',
~CR13R14)m (CR17=CR18)(CR15R18)m(OCH;CH,),SZ’, -O-(CR 3R 14)m(CR17=CR1a)-
(CR15R16)m{OCH2CH2),SZ', -NR2(CR13R14)m(CR1sR18)s (OCH:CH;),SZ", fenil-X'SZ’,
furil-XSZ', oxazolil-X'SZ', tiazolil-X'SZ', tienil-X'SZ’, imidazolil-X'SZ’, morfolino-X'SZ",
-piperazino-X'SZ', piperidino-XSZ', -furikX'SZ’, -tienil-X'SZ’, -tiazoliFX'SZ' y
-N-metilpiperazino-X'SZ', -morfolino-X'SZ’, -piperazino-X'S2', -piperidino-X'SZ’, o
-N-metilpiperazino-X'SZ’, en los que:

- Z'es H, un grupo protector de tiol o SR’,

- yen los que -X' es un enlace directo o un alquilo lineal o un alquilo

ramificado que tiene de 1-10 atomos de carbono o un polietilenglicol
espaciador con 2 a 20 unidades etilenoxi que se repiten,

- R'y Ry2 son el mismo o diferentes y son alquilo lineal, alquilo ramificado o
alquilo ciclico que tiene de 1 a 10 dtomos de carbono, o arilo sencillo o
sustituido o heterociclico, y Ry; puede ser ademas H,

- Ris, Ry, Ris ¥ Ryg s0n el mismo o diferentes y son H o un alquilo lineal o
ramificado que tiene de 1 a 4 dtomos de carbono,

- Ry ¥y Ry son H o alquilo,
- nesunnumero entero de 1a 10,
- M es un numero entero de 1 a 10 y puede ser también O,

- yes un nimero entero de 1 a 20 y puede ser también 0.

13 - Compuestos segln la reivindicacién 11, en los que el grupo enlazante
en R4 50 elige entre los siguientes sustituyentes:
-O(CR13R14)m(CR15R18)n(OCH2CH,),SZ', -OCO(CR3R14)m(CR1sR16)s(OCHCH,),SZ,
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-O(CR13R14)m{CR17=CR1e)(CR15R16)m{OCH;CH28Z', -OCO-{CR13R14)m(CR17=CRys)-
(CR1sR1e)m(OCHZCH2),SZ', -OCONRz(CR1aR1)m(CR1sR1e)n (OCHzCH2),SZ', -
OCO-fenil-X'SZ', -OCO-furiX'SZ', -OCO-oxazolil-X'SZ', -OCO-tiazoli-X'SZ’, -OCO-
tienil-X'SZ', -OCO-imidazolil-X'SZ’, -OCO-morfolino-X'SZ’, -OCO-piperazino-X'SZ’, -
OCO-piperidino-X'SZ' y -OCO-N-metilpiperazino-X'SZ’, o
-OCO-N-metilpiperazino-X'SZ', en los que:

Z' es H, un grupo protector de tiol o SR,

- en los que X' es un enlace directo o un alquilo lineal o un alquilo
ramificado que tiene de 1-10 atomos de carbono o un polietilenglicol
espaciador con 2 a 20 unidades etilenoxi que se repiten,

- R'yR;z son el mismo o diferentes y son alquilo lineal, alquilo ramificado o
alquilo ciclico que tiene de 1 a 10 4tomos de carbono, o arilo sencillo o
sustituido o heterociclico, y Rq2 puede ser ademéds H,

= Rys Ry, Ris ¥ Rye s0n el mismo o diferentes y son H o un alquilo lineal o
ramificado que tiene de 1 a 4 4tomos de carbono,

- Ry ¥ Ry s0n H o alquilo,
- N es un nimero entero de 1 a 10,
- m es un nimero entero de 1 a 10 y puede ser también O,

- yes un nimero entero de 1 a 20 y puede ser también 0.

14 - Compuestos segln la reivindicacién 11, en los que el grupo enlazante
en R3 ee elige entre los siguientes sustituyentes: -
(CR13R14)m(CR1sR1e)a(OCH2CH2),SZ, (CR13R14)m(CR17=CRy)-
{CR1sR18)m(OCHCH,),SZ, fenil-X'SZ’, furil-X'SZ’, oxazolil-X'SZ’, tiazolil-X'SZ’, tienil-
X'SZ, imidazolil-X'SZ', en los que:

- Z'es H, un grupo protector de tiol o SR',

- en los que X' es un enface directo o un alquilo lineal o un alquilo
ramificado que tiene de 1-10 dtomos de carbono o un polietilenglicol
espaciador con 2 a 20 unidades etilenoxi que se repiten,

- R'es un alquilo lineal, alquilo ramificado o alquilo clclico que tiene de 1 a
10 dtomos de carbono, o arilo sencillo o sustituido o heterociclico,

A\
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- Ry Ria, Ris ¥ Ryg 80N el mismo o diferentes y son H o un alquilo lineal o
ramificado que tiene de 1 a 4 4tomos de carbono,

- Ry ¥ Rss 800 H o alquilo,
- nes un nimero entero de 1 a 10,
- m es un nuimero entero de 1 a 10 y puede ser también 0,

- yes un numero enteroc de 1 a 20 y puede ser también 0.

15 - Compuestos segun la reivindicacién 1, en los que R; es 3-metoxifenilo,
3-clorofenilo, 2,5-dimetoxifenilo, furilo, pirolilo, tienilo, tiazolilo, imidazolilo, piridilo,
oxazolilo, indolilo, benzofuranilo o benzotienilo.

16 - Compuestos segun la reivindicacién 1, en los que RSees Hy R y R7
forman un enlace.

17 - Compuestos segtin la reivindicacién 1 en los que en el compussto de
férmula (I):

R, o8 el conector.

Z = H o un radical de férmula Ii.

R4 es un arilo opcionaimente sustituido o radical heterociclico, alquilo que
tiene de 1 a 10 dtomos de carbono, alquenilo ¢ alquinilo que tiene de 2 a 10 4tomos
de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene de 3 a 10 itomos de carbono,
~OR; o un carbamato formado a partir de cualquiera de dichos alquilos que tienen
de 1 a 10 dtomos de carbono, alquenilos o alquinilos que tienen de 2 a 10 4tomos
de carbono, cicloalquilos o cicloalquenilos que tienen de 3 a 10 4tomos de carbono
o arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclilo.

Rz es un radical alquilo que tiene de 1 a 10 atomos de carbono, aiquenilo o
alquinilo que tiene de 2 a 10 atomos de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que
tiene de 3 a 10 Atomos de carbono, arilo opcionalmente sustituido o radical
heterociclico.

R; es un arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico, alquilo que
tiene de 1 a 10 dtomos de carbono, alquenilo o alquinilo que tiene de 2 a 10 atomos
de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene de 3 a 10 4tomos de carbono.

R, es el grupo enlazante.

RsoRyes H.

Rs es H.
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R; 0 R; y R forman un enlace (éter ciclico).
Rg s un arilo opcionaimente sustituido o radical heterociclico.

18.- Compuestos segun la reivindicaciéon 1 en los que:
Z o8 un radical de férmula Il.

R4 es el grupo enlazante.

R, es arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico, alquilo que tiene
de 1 a 10 4tomos de carbono, alquenilo o alquinilo que tiene de 2 a 10 dtomos de
carbono, cicloaiquilo o cicloalquenilo que tiene de 3 a 10 4tomos de carbono.

Ry o8 H, un radical hidroxi, un alcoxi, un alqueniloxi, un radical,
opcionaimente  sustituido, alcanoiloxi, aroiloxi, alquenolloxi, alquinollox,
cicloalcanoilox, alcoxiacetilo, alquiltioacetilo, alquiloxicarboniloxi; cicloalquiloxi,
cicloalqueniloxi, carbamoiloxi, alquilcarbamoiloxi o dialquilcarbamoiloxi, un éter,
éster o carbamato heterociclico o de arilo o un éster o éter de alquilo o alquenilo
lineal ramificado o clclico que tiene de 1 a 10 dtomos de carbono o un carbamato de
formula —OCOX, en la que X es un heterociclo que contiene nitrégeno, tal como
piperidino, morfolino, piperazino, N-metilpiperazino. sustituidos o no sustituidos, o un
carbamato de férmula -OCONRyR4, en la que R; ¥y R4 son el mismo o diferente y
son H, alquito lineal, ramificado o ciclico que tiene de 1 a 10 &tomos de carbono o
arilo sencilio o sustituido que tiene de 5 a 10 4tomos de carbono.

Rs 0 Ry son H.

Rses H.

Ry o R; ¥ R forman un enlace (éter ciclico).

R, es un arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico.

19 - Compuestos segiin la reivindicacién 1
en los que R; es ol conector.
Z es un radical de formula Il.

R, es un arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclico, alquilo que
tiene de 1 a 10 dtomos de carbono, alquenilo o alquinilo que tiene de 2 a 10 atomos
de carbono, cicloalquilo o cicloalquenilo que tiene de 3 a 10 atomos. de carbono,
-OR; o un carbamato formado a partir de cualquiera de dichos alquilos que tienen
de 1 a 10 atomos de carbono, alquenilos o alquinilos que tienen de 2 a 10 stomos
de carbono, cicloalquilos o cicloalquenilos que tienen de 3 a 10 dtomos de carbono
o arilo opcionalmente sustituido o radical heterociclilo.

as
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R; sa un radical alquily que tiene de 1 8 10 dlomos de carbong, akuenlio o
alquiniio gua tiens de 2 A 10 dtomos de carbano, cidoakqulln ¢ gickalquenlo que
Gene de 3 & 10 Stomos de carbonp, arilo opcionaliments sustibuido o radical
heterocldlica.

R @6 el grupo enlazants.

R, e H un radcal hidmsi, un aicoxl, un alguenlloxd, un' radical,
opcloraimente  eustihido, alcanoiked, arclox,  alquenciod,  alquinedcxd,
cicloalcanoilod,  alcoxiacetiio, akilivacetilo, alquiloxicarbonilos,  cldlvalquiloxl,
cicloalqueniiad, carbamoilod, alquilcarbemplioxi o dialquilcarbamoilox, un éter,
ésler o carhamata heterocickcn o de arlo © un éster o Ater da alguile o alguenil
linmal ramificacio o clelico que Bene de 1 a 10 Somos de carbono o un carbamato de
ferpnula —0C0X, en |8 que X es un heterocicly que contisna nirégene. Bl coma
plpariding, marfoling, piperseino, N-metipiperazinp sustitukios o no sustitudes, o yn
carbamatn de fsmula -OCONRR 1w, 2n 1a que Ry ¥ Ryg 300 &l mismo o difersmie y
son kl, akguiky irgal, ramificedo o ciclico que flene de 1 a 10 dtomos de carbond o
arllo ssncillo o sustituido que tiene de 5 B 10 dtamos de carbono.

R 0 Ry a0 K,

Rs 2a H,

Rro Rs ¥ R forman un anlace {&ter ciclico).

Ry &= un aiild apcivnalmente sustituido o radical helerociclico,

20 - Un egenfe claoloxico que compeende uno O méis taxanss enlakados
covalentemenia con un egenia de unién a [a célula a travae de un .grl.pn anazanbe,
en al que al menos uno de dichos taxance ee un compuesto represcitado por la
Rsrmula {11): '

¢IE >=c:

N
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an la qus:

Ry == un conectar.

Rs €% un radical alquio que tiena de 1 & 10 Slomps de carbono, alquenio a
alguinila que fiens de 2 & 10 Alomos de carbono, cidoalquin o cidoakuenilo que
tiene ce 3@ 10 &lomos de carbonp, aric opclonsimente austibide o radical
hetarociclico,

Ry &3 un erifo opcionaimande susthido o redical heteraciclic, alguile qus
tlene de 1 a 1D dlomos da carbono, alquenlio o akinilo que tiang de 2 & 10 étomos
de carbone, cicloalguilo o cleloakuenilo que tiena da 3 a 10 tomes d= carbone.

R, H, un radical hidrod, un alcesd, on slgusniked, un radical,
opclonalments  sustituido, alcandllox], eroloxi, akguencilo, alquinoliox),
cicloalcanpiloxi, slcoxiacetile, a¥juilioacetio, alquiloxicarboniloxi, cicloalquiloxi,
oicloalquanhiod, carbameilox, alqbﬂéali:amnilnxi o delquiicartamaiox, un étsr,
Bater o carbamats helitociclico o de arllo o un éster o dler de alquile o alguenik
ineal ramificado o clclico que tisne de 1 2 10 ddomos de carbono @ un carbamalo de
formula =OCOX, en & que X a8 un heterocidin que coimiene nitrdgeno, lal como
piperiding, madfoling, piperazino, N-metlipiperazino sustibicdes o no sustituldos, o un
carbamatn de fdrmula —OCOMNRyRy, &n la qua Ry ¥ Ry son e msmo o ditsrante v
éun H, alquila Irmal, remificade a ciclico quee fiene de 1 3 10 Momos de carbono o
arlo sencilln o sUsliluido que bane de 1 8 10 dtomae de Larbono.

Ry o Ry son H.
RsesH.
Ry 0 Rp ¥ R forman un enlace {é1er ddico).

R; = arilo optionalmente susiihiido o radical heteroclclico

21 = Un agents cotinico que comprende uno o mae Exanos enlazados
covalentemenie con un agente de unién & kB célule a ravés de un grupe enlaZante,

en bl que al manoa uno da Gches Wxanoes B8 un compusaeio represaads por la
formnula {1I):

ax
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an 3 gue:

R+ 86 un sfip ocpcionaimentie sustituie o radical heterociclico, siquile gue
liena de 1 a 10 #tomoe de cabono, alquenilo o alquinlip que lene :[; 2 a 10 #tomos
de carbone, cicloalqulio o cicloalquenlio que tiene de 3 B 10 dlomos de carbono,
—0R; 0 un carbamaty formade B partr de cualquiera de dichos alquiloa que tienen
de 1 @ 10 gtomos <o earbona, akuenilos o algquinilos que lienan de 2 & 10 stomos
da carbone, cicloalguilos o cicloalquenios aue tienen de 3 a 10 @&omns de carbano
o milo opcicnaimente sustituide o radical helerociclilo,

. Rz 2% un radical aquio qua tiene de 1 a 10 Fomos de carbong, akuenilo o
alquinilo que tiene de 2 a 10 dtomos dé carbono, ciclpalqulle ¢ titloalquaniio que

tieng de 3 & 10 domoe de carbong, afla opclonaimente sustibide o radical
hateracidllen,

Ra 88 un conector.

Ry &8 H, un radical hidoxi, un aleoxl, um alguanliod, un radical.
opcionalmnents " susthuiio, akanoiexl, amiln:i'. alquanoliox, aleuinoliod,
cicloalcanoiloxi, Mcoxiacetiio, alguiitioacatily, alguiloxicarboniloxi, cicloalgusloxi,
cicloalguetilonl, carbamolioxl, siguicarbamoliox] o dialquicarbamoliosd, un éter,
égter o carbamato heterociclico o de arilo 6 un sstar o &ter da aiquia o alquenlio
inaal ramiflcada o ciclico qua fiena de 1 a 10 dlomos de carbono ¢ un carbamato de
formula -0COX, an la que X &3 un heteroololo oque cantiena nitrdgens, il como
piperiding, morfolino, piperazino, N-mefipiperszing sustituidos o no susividos, o un
carkamato de formula “OCONRRy, @n I8 que Ry ¥ Ry son &l misma o difenent2 v
son H, alauils linesl, mmiflcado o ciclico que tiene de 1 2 10 domat de carbonp o
arlo sencilla o sustitulde que tishe da 1 2 10 Atomos de carbono.

Ry o Hi_l son H.
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Ryes H
Ry o R; ¥ R forman un enlaca {éler olcico).

Ry = arilo opeicnaimentes susthuido o radical heterocickco.

22 - Un agente citotdxico que comprenda ung o més laxanos entxzados
covalamementa con un egerme de unién a la célule & frevés de un grupo enlazanks,
" en el que al nenos uno da dichos koenos es LN compuesto represantado porls
fBomula (M-

en la qua;

R 3 un arip opcionaimenta susliuikdo o mdical heterociclico, ®iquile qua
Uena du 1 a 10 Atomos de carbone, aiquenilo o alquini que tiene de 2 » 10 atomoa
de cewbonp, cicloalquilo o cicloalquenilo qua tiena de 3 a 10 dlomos de carbano,
—0QR; & un carbamalo farmado a parir de oualquiera de dichoe alguilos que Genen
de 1 8 10 stomos da cerbono, algueniles o alquiniics qua tienen de 2 2 10 slomoe
de carbono, cicloaiquiics o doloslquenios que ienen da 3 & 10 dtomoe da carbono
o iile opcionalmante sustilvide o radical heterodicillo,

Rz es uni racical slquip que tiens de 1 2 10 dtomos de carbono, alquenile &
alquinllo que Wene de 2 B 10 dtomos da carbono, cickalquile o cicloalquenlio que

tiene da 2 a 10 slomos de cabone, arile opclondmente susthids o racical
heteraciclicn, : '

Ry &8 un arilo aprionaimente sustituido o radical haterociclico, elquile qua
tlanpe de 1 a 10 Aiomos de carbong, algueniio a aiquinid que liene de 2 a 10 atomos
da carbono, clooaiquile o cidoalguenilo nue tiane de 3 a 10 Alomos da carbonp.



10

15

20

23

R 96 un coneclor.

Ry 0 Ry 0N H.

Ry a8 H.

Rz 0 Ry R forman un erines (Eter oicica).

Ry = arilo opcionalmenta sustituide o radical hetarociclicn

23 - Una composicidn tefapautica qua comprance:

(A) unacantidad terlpéutlnamenta eficez del pgente cliatdxico segiin una
cualquiera da lag reivindicacionas 16, 20, & 21; y

(H] un vehitulo famacauticaments aceptable.

- 24 - Bl agants cotOxico s9gin una usliouiers de |ee reivindicaciones 18, 20
4 21 en el que ol egente de unién & la célula ae elige &nire &l grupe QU consiste e
anticusrpos, un Wagmenio de anticusrpo, intederonas, linfocines, hormonas,
vitaminas, Bciores dé crecimiento, faciones estimuladanes de colonias y lransferrina.

25 - E| agenie ciiotdxico sagiin ung cUakuiera o las reivindicaciones 18, 20
621 en &l que &l agenta de unkdn a la Giiva es un anticuerpo.

26 - El agemie clotdxico sagdn una coakyuiera ce las reivindicaciones 18, 20
& 21 an &l que &l agants de unidn a la calula es un anticuenpo monocional.

27 - El agemte cilotoxico sagain una cuslquiera de las reivindicaciones 19, 20
& 21 e el e el agente de uniGn a la célula es un fagmenio de anticusrpa
aspacico del antigena. ' '

28 - El agente citotdxico segin vwa cualqulera de les reh;'lnnl'mﬂmﬁg 18, 20
¢ 21 an &l ouie 8l fragmente de anticuarpo es 8FY, Fab, Fab' o F{ab’,.

. 28 - El agenie ¢iloléxico segin una cualguisra de las revindicaciones 18, 20
& 27 en el qua al agente dé unidn a la cékula es factor de crecimianto o un factor
estimulador da colanijas,



a1

30 - Un método para elminar poblaolones celulares EEIEEI'.‘II:;nd'H qua
comprance poner on contaclo [as cohlss diana o el kjdo que contiena las células
digana ¢on una cantided ehcar del agemte citokudco seguin una cualquiera da las
relvindlcaciones 2D, 21, 6 22
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Flg. 1: Afinkiades de snlaca relativas del mtll:uarpu huC242 y su conjugado
con taxolls huC242-1GT-15-075
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Fig. 2a. Potencia in vifro del huC242-taxolde IGT-15-075 frents a células COLG
205 posltlvas en o antigenas y células A-375 nogativas en el antigang.
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Comn remmltads 4del sxanen de forma, realisads con fundsamentn en el articulo 18 de
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Decisién 4BE. Cuoanda & - beabe Jde goggmentds) aborghdopr e el srkraniars, deban
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e Procedimleniks Civil.
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Nobifiquese al presents oficio conforme a lo diapsesto en =1 sameral 5.2, likteral
a), del capitulo guinte dal titulo primarc de 1a Siranlar mica Mo.10 d= 2001.
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