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DESCRIPCION
Procedimiento y productos intermedios

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de derivados de N-metil-L-alanina y a un
procedimiento novedoso para los productos intermedios.

Antecedentes de la invenciéon

Se han presentado los procedimientos para la preparacion de los derivados de N-metil-L-alanina a partir de los
productos intermedios del acido ditioalcanoico y de N-metil-L-alanina en el documento de Patente de los Estados
Unidos de América N° 5.208.020. Los compuestos son Utiles para el enlace de los maitansinoides citotdxicos con los
agentes aglutinantes celulares tales como los anticuerpos. Los complejos de anticuerpo/maitansinoide son Gtiles como
profarmacos activados por los tumores.

Se ha desvelado, por ejemplo, la sintesis en etapas multiples del N-metil-N-(3-metilditio-propanoil)-L-alanina. Primero,
el acido 3-metilditiopropanoico se preparé mediante la adicién de metanotiosulfonato de metilo en etanol a una
disolucién de acido 3-mercaptopropanoico en agua. Después de la extraccion, el lavado y la concentracion, el acido
3-metilditiopropanocico se aisl6 por destilacion. Se afiadieron cloroformiato de isobutilo y trietlamina al &cido
3-metilditiopropanocico en THF para formar el correspondiente anhidrido mixto como producto intermedio.
Posteriormente, se afiadid una mezcla de N-metil-L-alanina y trietilamina en agua. Después de la extraccion, la
concentracion y la cromatografia, se obtuvo N-metil-N-(3-metilditio-propanoil)-L-alanina con un rendimiento del 34%.

Una deficiencia principal de los procedimientos de la técnica anterior es la necesidad de dos etapas de cromatografia
para retirar los productos secundarios de los productos de reaccién deseados. Adicionalmente, el uso de cloroformiato
de isobutilo en el esquema de la reaccién permite la racemizacion lo que conduce a un producto final que contiene el
enantiomero D no deseado. De esta manera, es necesario, en la técnica para los procedimientos mejorados, preparar
los derivados de N-metil-L-alanina con un exceso enantiomérico (ee) de pureza éptica > 95% en la que los productos
intermedios son mas estables, dando como resultado menos productos secundarios no deseados.

Sumario de la invencion

Un aspecto de la invencion se refiere a los procedimientos para la preparacion de los derivados de N-metil-L-alanina.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a los productos intermedios novedosos Utiles para la preparacién de los
derivados de N-metil-L-alanina.

Otro aspecto aun de la invencién se refiere a la preparacion de los complejos de agente aglutinante
celular/maitansinoide a partir de los derivados de N-metil-L-alanina o de los productos intermedios novedosos
producidos mediante los procedimientos de la invencion.

Descripcion detallada de la invencion

Mediante el término "reactivo de acoplamiento” como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones se
quiere decir un compuesto o compuestos que son capaces de formar un derivado activado del &cido
metilditiopropidnico o de sus homdlogos que es estable a la hidrdlisis en las condiciones de reaccion empleadas y que
produce un compuesto de Férmula | con un ee de pureza 6ptica > 95% cuando reacciona con N-metil-L-alanina.

La presente invencién proporciona un procedimiento para la preparacion de los compuestos de Férmula |

(o)
en la que
Les
T.
—CH—M~——(CH,),—
o
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en la que
R1 es H, metilo o etilo;
M es un enlace directo, CHy,

CHy CHzCHy

L ,0 —CH— |

a es 0 o un numero entero de 1 a 9 cuando M es un enlace directo con la condicion de que cuando M es uno o0 mas
atomos de carbono a es 0 o un nimero entero de 1 a 8;

d es un nimero entero de 3 a 8;y

Z es H o SRy, en el que R; es alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico.

La presente invencién también proporciona los productos intermedios novedosos que son Utiles en el procedimiento de
la invencion.

La presente invencion también proporciona la preparacion de los complejos de anticuerpo/maitansinoide mediante el
procedimiento de la invencion.

El procedimiento de la invencion comprende las etapas de la reaccion de una sal de un acido mercaptoalcanoico de
Formula Il

X
HO™ “LSH

’ (1I)
en la que L es como se ha definido anteriormente;
y los tiolsulfonatos de Férmula IlI

QS0,5Q (I

en la que Q es H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico,

en una reaccion de formacién de disulfuro en la que la sal sédica de un compuesto de Férmula Il en agua se afiade
lentamente a un compuesto de Férmula Il en tetrahidrofurano en un intervalo de temperatura entre aproximadamente
-15 °C y aproximadamente -5 °C para formar los productos intermedios de Férmula IV

X

Ho™ Lssa xv)

en la que L y Q son como se han definido anteriormente; y
la reaccion de un compuesto de Férmula IV en una reaccion de esterificacion
con un reactivo de acoplamiento tal como el de Férmula V

v}

en la que
R3 es H o una sal de uronio sustituida de féormula
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¢

I«
T

s

enlaque X es PFs 0 BF4, R7y Rg son independientemente alquilo lineal, alquilo ramificado, cicloalquilo o (CH2)e en el
que e es un numero entero de 3 a 8 con la condicion de que cuando Ry es (CHa)e, Rg s un enlace directo o una sal de
fosfonio sustituida de férmula

RI\ /alﬂ
T S

N\
Ro/ R

en la que X es FFs 0 BF4, Rg y Rio son independientemente alquilo lineal, alquilo ramificado, cicloalquilo o
heterociclico; y R4 y Rs son independientemente H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido
o heterociclico o R4 y Rs tomados en conjunto forman un enlace.

Si R3 es H, la reaccion se lleva a cabo en presencia de un reactivo de carbodiimida de Férmula VI

R11-N=C=N-R12 (Vl)

en la que

R11y R12 son independientemente alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico o
Ri1 es etilo y Ri2 es dimetilaminopropilo tal que el reactivo carbodiimida de Férmula (VI) es hidrocloruro de
1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDCLHCI). Preferentemente, el reactivo carbodiimida de Férmula VI es
hidrocloruro de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDCI-HCI) en la que Ri; es etilo y Rz es
dimetilaminopropilo o 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC) en la que Ri1 Yy Riz son ciclohexilo. Se prefiere
particularmente EDCI HCI.

Como alternativa, si Rz es una sal de uronio o de fosfonio, la reaccién se lleva a cabo en presencia de una base,
preferentemente trietilamina o diisopropiletilamina.

Estas reacciones forman compuestos de Férmula VII

R o
)

R n N

(@) LSSQ
o (VID

en la que R4, Rs, L y Q son como se han definido anteriormente.

La invencion proporciona un compuesto de Férmula VI
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en la que

R4y Rs son independientemente H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico
0 R4 y Rs tomados en conjunto forman un enlace,

R,

——CH—M——(CH,),—

Les
o
—(CGH,),
en la que
R1 es H, metilo o etilo;
M es CHa,
CHj
|
-CH-,
o
CHyCHj3
|
-CH-;

aes 0o unnumero enterode 1a8;
d es un nimero entero de 3 a 8;y
Q es H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, pirrolilo, furilo o tiofeno.

Los compuestos de Férmula VIl son ésteres activados y son productos intermedios novedosos del procedimiento de la
invencion y son estables a la hidrdlisis en las condiciones de reaccion empleadas y permiten el acoplamiento sin
racemizacion con N-metil-alanina.

Preferentemente, los compuestos son cristalinos.

Los compuestos de Formula VII reaccionan posteriormente con N-metil-L-alanina (Férmula VIII)
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0

para formar un compuesto de Férmula I.

(VIID)

Adicionalmente, la presente invencion también incluye un procedimiento para la preparacion de los compuestos de
Formula | que comprende la reaccién de un compuesto de Férmula VII con N-metil-L-alanina para formar un
compuesto de Férmula | y los compuestos de Férmula | se preparan mediante el procedimiento.

Los ejemplos de alquilos lineales incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo y hexilo. Los ejemplos de alquilos
ramificados incluyen isopropilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, isopentilo y 1-etil-propilo. Los ejemplos de alquilos
ciclicos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

Los ejemplos de arilos incluyen fenilo y naftilo. Los ejemplos de arilos sustituidos incluyen los arilos sustituidos con
alquilo, halégeno (tal como cloro, bromo y yodo), nitro, amino, acido sulfénico, acido carboxilico, hidroxi y alcoxi.

Los heteroatomos se seleccionan entre O, Ny S. Los ejemplos de heterociclos incluyen pirrolilo, piridilo, furilo y tiofeno.

Los compuestos de Formula 1l y sus sales se pueden preparar mediante los procedimientos conocidos a partir de los
materiales de partida facilmente disponibles como se ha descrito en el documento de Patente de los Estados Unidos
de América N° 5.208.020.

Los compuestos de Férmula Il tales como metanotiolsulfonato de metilo y bencenotiolsulfonato de S-fenilo se pueden
adquirir en compafiias de suministro quimico tales como Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI) o se pueden preparar a
partir de los materiales de partida facilmente disponibles mediante los procedimientos de oxidacion de disulfuro tal
como se ha descrito en Xia y col., Synth. Commun. 27, 1301 - 1308 (1997) y Pinnick y col., J Org. Chem. 45, 930-932
(1980) con la condicion de que Q no incluya cualquier resto que deje no operativo el procedimiento de la invencion.

Los compuestos ejemplo de Férmula V son:

N-hidroxisuccinimida (Va);

tetrafluoroborato de  O-(N-succinimidilo)-1,1,3,3-bis(tetrametilen)uronio o su  correspondiente
hexafluorofosfato (Vb);

tetrafluoroborato de O-(N-succinimidilo)-1,1,3,3-tetrametiluronio o su correspondiente hexafluorofosfato (Vc);

Los compuestos de Formula V se pueden adquirir en compafiias de suministro quimico tales como Fluka Chemical
Corp. (Milwaukee, WI) o se pueden preparar mediante los procedimientos conocidos a partir de los materiales de
partida facilmente disponibles. Por ejemplo, los compuestos de Formula V se pueden preparar mediante el
procedimiento de Knorr y col. en Tetrahedron Lett. 30, 1927 - 1930 (1989).

Los compuestos de Formula VI se pueden adquirir en compafiias de suministro quimico tales como Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO) o se pueden preparar mediante los procedimientos conocidos a partir de los materiales de partida
facilmente disponibles.

El compuesto de Férmula VII (N-metil-L-alanina) se puede adquirir en BACHEM Bioscience Inc. (King of Prussia, PA).

La reaccion para convertir los compuestos de Férmula Il en los compuestos de Férmula IV se lleva a cabo mediante la
adicion de una disolucién acuosa de una sal de un compuesto de Férmula Il a un compuesto de Férmula Il en un
disolvente organico polar immiscible en agua, preferentemente en un intervalo de temperatura menor que -5 °C. Mas
preferentemente, una disolucién acuosa de la sal sédica de un compuesto de Férmula Il se afiade lentamente a una
disolucién del compuesto de Férmula Ill en tetrahidrofurano en un intervalo de temperatura entre aproximadamente
-15 °C y aproximadamente -5 °C. Un intervalo de temperatura preferido particularmente es entre aproximadamente -10
°C y aproximadamente -5 °C.

Preferentemente, la reaccion para convertir los compuestos de Formula IV en los ésteres activados de Férmula VII,
cuando Rsz en la Formula V es H, se lleva a cabo en presencia de un reactivo carbodiimida en un intervalo de
temperatura entre aproximadamente 0 °C y aproximadamente 20 °C, preferentemente entre aproximadamente 0 °C y
aproximadamente 12 °C, en un disolvente tal como cloruro de metileno. Cuando Rz en la Férmula V es una sal de
uronio o de fosfonio, la reaccion se lleva a cabo en presencia de una base, preferentemente trietilamina o
diisopropiletilamina.

Preferentemente, la reaccién para convertir los compuestos de Férmula VIl en los compuestos de Férmula | se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar tal como etanol/trietilamina acuosos.
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Los reactivos, las condiciones y los productos intermedios usados en la presente invencién proporcionan altos
rendimientos de los compuestos deseados de Formula | haciendo al procedimiento adecuado para su utilizacion a
escala industrial. Adicionalmente, el procedimiento de la invencion tiene otras ventajas sobre los procedimientos
desvelados en el documento de Patente de los Estados Unidos de América N°. 5.208.020. Especificamente, el
procedimiento reivindicado convierte los compuestos de Formula Il en los compuestos de Férmula 1V sin la formacion
de los productos secundarios no deseados de disulfuros simétricos o de acido tioproprionico o de sus homélogos. En
consecuencia, no se necesita la etapa de aislamiento para los compuestos de Férmula IV y se puede usar un
procedimiento de una sola etapa para convertir los compuestos de Férmula Il en los productos intermedios novedosos
de Férmula VII, que se pueden aislar. Como alternativa, el producto intermedio de Férmula VII no se aisla y se puede
usar un procedimiento de una sola etapa para convertir los compuestos de Férmula Il en los compuestos de Férmula I.

Adicionalmente, el procedimiento reivindicado produce los ésteres activados de Férmula VIl que son cristalinos y
estables a la hidrolisis. En consecuencia, los compuestos de Férmula | producidos mediante la reaccién de
N-metil-L-alanina con los compuestos de Férmula VIl son esencialmente los isémeros L épticamente puros.

Mas preferentemente, el procedimiento de la presente invencién se usa para la preparacién de un compuesto de
Formula la que es N-metil-N-(3-metilditiopropanoil)-L-alanina.

HO\H/\NJ\/\S’S\
g

(Ia)
El procedimiento preferido se muestra de manera esquematica a continuacion.
lila
o MeSO,SMe s
— e — o T
S
HDJ\/\SH NaHCO, HO il
THFMH,O
Ila Va
Va
O riJ o o
OH 9]
- N-..., J\/\ "‘"S"‘-.,
EDCIHCI (Via) o g
CH,CI/THF [n]
vin Vila
g

Hoj(\NH

0 ] 0

N-Metil-L-Alanina HO \H/\MJK/‘\S#S\.
Yl _

Ll

EtOH, TEA , H,0

El procedimiento de la invencion se puede usar para preparar los complejos de agente aglutinante
celular/maitansinoide que son Utiles como profarmacos activados por los tumores. Los compuestos de Férmula VIl se
pueden convertir en un complejo de agente aglutinante celular/maitansinoide. Adicionalmente, los compuestos de
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Foérmula | producidos mediante el procedimiento de la invenciéon se usan como se ha descrito en el documento de
Patente de los Estados Unidos de América N° 5.208.020 para producir N-metil-L-alanina que contiene los derivados de
maitansinoide. Estos derivados se conjugan después con los agentes aglutinantes celulares, preferentemente con los
anticuerpos, mediante diversos engarces. Preferentemente, el engarce es un enlace disulfuro.

Se puede preparar un complejo ejemplo de agente aglutinante celular/maitansinoide mediante un procedimiento que
comprende las siguientes etapas:

(1) la esterificacion de maitansinol con un compuesto de Férmula | preparado mediante el procedimiento de la
invencién para formar un éster maitansinoide que contiene disulfuro;

(2) la reduccion del éster maitansinoide que contiene disulfuro preparado mediante la etapa (1) a un
maitansinoide que contiene tiol;

(3) la introduccion de grupos ditiopiridilo en un agente aglutinante celular; y

(4) el enlace del maitansinoide que contiene tiol producido en la etapa (2) con el agente aglutinante celular de
ditiopiridilo de la etapa (3) mediante un enlace disulfuro.

La presente invencién se describira ahora con referencia al siguiente ejemplo especifico, no limitante.
Ejemplo
Preparacion de N-metil-N-(3-metilditiopropanoil)-L-a  lanina (Ia)

Todos los reactivos utilizados en el presente documento fueron obtenidos por primera vez como se ha descrito a
continuacion.

Etapa 1: Preparacién de acido metilditiopropionico (I Va)

Un matraz de fondo redondo con tres bocas, de 3 I, equipado con un agitador de varilla y un termémetro, se cargé con
acido 3-mercaptopropionico (416,6 g, 3,93 moles, 1 eq, Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO) y agua (calidad de HPLC,
1,36 I, 1,36 kg, Burdick & Jackson, Muskegon, MI). Se afiadié bicarbonato sédico sélido (362,5 g, 4,31 moles, 1,1
equiv, Mallinckrodt, Phillipsburg, NJ) a una cantidad para controlar la formacion de espuma por la desgasificacion del
diéxido de carbono. La adicion fue endotérmica y tardé 1 hora, disminuyendo la temperatura de 20 °C a 10 °C. Un
matraz de fondo redondo con tres bocas, de 12 |, equipado con un agitador de varilla, un embudo de adicién de 2|, un
termdmetro y una entrada de nitrégeno se cargd con metanotiolsulfonato de metilo (540,0 g, 441,5 ml, 4,28 moles, 1,09
equiv, Aldrich Chemical Co.) y tetrahidrofurano (3,25 |, 2,89 kg, Burdick & Jackson) y la disolucién se enfrié en un bafio
de etilenglicol/hielo seco entre -8 y -10 °C y se coloc6 en una atmésfera de nitrégeno. La disolucién acuosa de
mercaptopropionato sodico preparada se transfirié al embudo de adicion y se afiadié a la mezcla de reaccion en una
cantidad para mantener la temperatura de reaccién menor o igual que -5 °C. En esta escala, la adicion tardé 2 horas y
el intervalo de temperatura fue entre -10 y -5 °C. La agitacion se continué en el mismo intervalo de temperatura y
después de 15 minutos, un ensayo para el control del procedimiento mediante HPLC mostro la desaparicién del acido
3-mercaptopropiénico. Después de agitar durante 40 minutos, se afiadi6 acido clorhidrico acuoso (3 N, 500 ml, EM
Science, Gibbstown, NJ) a la mezcla de reaccion hasta que el pH registré entre 3,0 y 3,5 mediante las tiras indicadoras
ColorpHast (intervalo de pH entre 0 y 6). La mezcla de reaccién se transfirio a un embudo de decantacion de 6 |, se
permitio la separacion durante 10 minutos y se aisl6 la fase organica superior. La fase acuosa se devolvio al matraz de
reaccion de 12 | y se afiadio cloruro de metileno (1,6 I, 2,18 kg, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ). Después de agitar durante
10 minutos, las fases se transfirieron a un embudo de decantacion de 6 | y se separd la fase organica inferior. Las fases
organicas se combinaron y se transfirieron a un matraz con tres bocas de 12 |, equipado con un agitador de varilla. Se
afiadio sulfato de magnesio (1,33 kg) y después de la agitacion durante 0,5 horas, la mezcla se filtré a través de un
embudo Buchner. El residuo sélido se aclaré con cloruro de metileno (1,6 1, 2,18 kg). Un ensayo de Karl-Fisher del
filtrado combinado y aclarado mostré un 0,35% de agua. El filtrado se almacené durante una noche a 15 °C. Un peffil
de impurezas del procedimiento mediante HPLC para el filtrado mostré un 97% de acido metilditiopropiénico mediante
el porcentaje del area con la presencia del disulfuro del acido 3-mercaptopropioénico no simétrico.

Etapa 2: Preparacion de 3-metilditiopropionato de suc cinimidilo (Vlla)

El filtrado del &cido metilditiopropionico se transfirié a un matraz de fondo redondo con tres bocas, de 22 1, y se enfrié a
0 °C en un bafio de hielo y sal. Se afiadié hidrocloruro de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (1,28 kg, 6,68
moles, 1,7 equiv, Aldrich Chemical Co.) durante 40 minutos a través de un embudo para transferencia de polvo y se
observé un aumento de temperatura de 10 °C. Se afiadié N-hidroxisuccinimida (525 g, 4,56 moles, 1,16 equiv, Aldrich
Chemical Co.) y se afiadié durante 8 minutos a través de un embudo y se observé un aumento de temperatura de 2 °C.
Después de agitar durante 1 hora entre 8 y 10 °C, un ensayo del procedimiento mediante HPLC mostr6 una conversion
en 3-metilditiopropionato de succinimidilo del 66,7% mediante un porcentaje del area; después de 2 horas, el ensayo
mostré una conversion del 98,4%. La reaccion se interrumpié después de 2,5 horas y la mezcla de reaccion se
concentré con un aspirador de agua a presion. El jarabe resultante se transfirié a un matraz de fondo redondo con tres
bocas, de 22 |, y se afiadié agua (8,3 |, 8,3 kg, Burdick & Jackson) mientras que la mezcla se agit6 vigorosamente.
Después de agitar durante 0,5 horas a temperatura ambiente, el sélido blanco que se formad se filtr6 usando un embudo
de vidrio sinterizado. La torta himeda de 1201 g se lavé con agua (2,11, 2,1 kg, Burdick & Jackson) y se secé durante
94 horas entre 20 y 25 °C a aproximadamente 2 torr hasta pesada constante en un horno de vacio GMP. El secado
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produjo 927 g del producto 3-metilditiopropionato de succinimidilo (94,7% de rendimiento en bruto) en forma de un
sélido de color blanco con un perfil de impurezas mediante HPLC mostrando un 94,6% mediante el porcentaje del area
y un espectro RMN que fue el mismo que el de la referencia de trabajo.

C, H, N Andlisis:  Calculado: C 38,54; H 4,45; N 5,62; S 25,67
Encontrado: C 38,20; H 4,48; N 5,58; S 25,44
RMN 2c (75 MHz, CDCls) : 6169,0, 167,1, 31,5, 31,1, 25,6, 23,2

Etapa 3: Preparacion de N-metil-N-(3-metilditiopropan  ol)-L-alanina (1a)

Un matraz de fondo redondo con tres bocas, de 22 |, equipado con un agitador de varilla, un embudo de adicién de 21,
un termometro y una entrada de nitrégeno se carg6 con 3-metilditiopropionato de succinimidilo (920 g, 3,69 moles, 1
equiv.) y etanol (graduacion del 100%, 11,0 |, 8,69 kg, Aaper, Shelbyville, KY). Se afiadieron N-metil-L-alanina (496,8
g, 4,82 moles, 1,3 equiv, BACHEM Bioscience Corp., King of Prussia, PA) y agua (1,1 1, 1,1 kg, Burdick & Jackson) a
temperatura ambiente. El lodo blanco resultante se puso en nitrégeno vy trietilamina (1,0 |, 0,73 kg, 7,21 moles, 1,96
equiv, Aldrich Chemical Co.) y después se afadié una cantidad tal que la temperatura no superé los 27 °C. La adicion
de trietilamina en esta escala dur6 4,25 horas. Un ensayo para el control del procedimiento mediante HPLC después
de 1,75 horas de la adicion de trietilamina mostré una conversion en N-metil-N-(3-metilditiopropanoil)-L-alanina al
80,8%. Los ensayos posteriores después de 3 horas de la adicion mostraron una conversion al 96,1% y una
conversion al 99% después de 4,25 horas.

La mezcla de reaccion se concentré durante 16 horas usando una bomba de diafragma de 35 a 40 °C. El HPLC del
concentrado mostré un pico de desarrollo tardio que se supuso que correspondia al éster etilico del producto. Se
afiadio acetato de etilo (7,0, 6,3 kg, J.T. Baker) y la mezcla se enfrié en un bafio de hielo a 15 °C. Se afiadi6é agua (3,0
I, 3,0 kg, Burdick & Jackson) y se observé una exotermia de 2 °C. El pH, medido con papel indicador ColorpHast, se
ajusto de 6,5 a 3 usando acido clorhidrico acuoso (3 N, 1,4 |, EM Science). La mezcla total de reaccion se transfirio a un
embudo de decantacion de 12 | y se aislé la fase organica superior. La fase acuosa se devolvio al matraz de reaccion
y se extrajo dos veces con acetato de etilo (2 x 3,0 |, en total 5,52 kg, J.T. Baker). Las fases organicas combinadas se
lavaron dos veces con agua (2 x 2,0 |, en total 4,0 kg, Burdick & Jackson) y se transfirieron a un matraz de fondo
redondo con tres bocas, de 22 |, equipado con una varilla agitadora y un termémetro. La disolucién se enfrid en un
bafio de hielo a 15 °C y se afiadié sulfato de magnesio (1,25 kg, Mallinckrodt) y se anoté una exoterma de 10 °C.
Después de agitar durante 30 minutos, la mezcla se filtr6 a través de un embudo de vidrio sinterizado de 2 | y el residuo
se lavé con acetato de etilo (1,0 |, 0,92 kg, J.T. Baker). El filtrado se concentré al vacio de 30 a 35 °C a presion de
aspiracién de agua. El concentrado se suspendio en hexano (3,1 1, 2,04 kg, J.T. Baker), se agité durante 2 horas y se
filtr6 a través de un embudo Buchner. Los sélidos se aclararon con hexano (1,0 I, 0,70 kg, J.T. Baker) y se secaron
hasta pesada constante en un horno de vacio GMP a 25 °C durante 26 horas para producir
N-metil-N-(3-metilditio-propanoil)-L-alanina en forma de un sélido de color blanco, 585,5 g (rendimiento sin corregir del
66,9%). Un ensayo quiral del producto con HPLC mostré un isémero L al 99,75% y un perfil de impureza mostré
N-metil-N-(3-metilditiopropanoil)-L-alanina al 99,13%.

C, H, N Andlisis: Calculado:  C 40,49; H 6,37, N 5,90; S 26,97
Encontrado: C 40,60; H 6,20; N 5,73; S 26,81

La presente invencién se puede incluir en otras formas especificas sin apartarse del espiritu o de los atributos
esenciales de la misma y, en consecuencia, se deberia hacer referencia a las reivindicaciones adjuntas, mas que a la
especificacion anterior, como se indica dentro del alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacion de los compuestos de Formula |

= 0
s
o l

(I)

en la que
Les

I

—=—=CH—M—(CH,) .
0]
—_— "

en la que
R1 es H, metilo o etilo;
M es un enlace directo, CHy,

CHy CHyCHy

-—CH— ,0 —CH— |

a es 0 o un numero entero de 1 a 9 cuando M es un enlace directo con la condicion de que cuando M es uno o mas
atomos de carbono a es 0 o un nimero entero de 1 a 8;

d es un nimero entero de 3a 8;y

2 es H o SRy, en el que R; es alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico; que
comprende las etapas de:

(1) la reaccion de una sal de un acido mercaptoalcanoico de Férmula Il

X

HO™ "LSH
(I1)

en la que L es como se ha definido anteriormente;
y los tiolsulfonatos de Férmula lll

Qso,8Q
(IIT)
en la que Q es H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico, en una
reaccion de formacion de disulfuro en la que la sal sédica de un compuesto de Férmula Il en agua se afade

lentamente a un compuesto de Férmula Il en tetrahidrofurano en un intervalo de temperatura entre
aproximadamente -15 °C y aproximadamente -5 °C para formar los productos intermedios de Férmula IV

10
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o

N

HO LSSQ av)

en la que L y Q son como se han definido anteriormente; y
(2) la reaccion de un compuesto de Formula IV en una reaccién de esterificacion con un reactivo de
acoplamiento de Formula V

R, R,
OR,

en la que
Rs3 es H o sal de uronio sustituido de férmula

o %,

enla que X es PFs 0BF4, Ry y Rs son independientemente alquilo, cicloalquilo o (CHz)e, en el que e es un
namero entero de 3 a 8 con la condicidn de que cuando Rz es (CH2)e, Rs es un enlace directo o una sal de
fosfonio sustituido de formula

RB\ /R10
|
R
+ 0
— PN X-
~
I Reg
N\
Re/ Ryo

en la que X~ es PFs 0 BF4, Rg Yy R1o son independientemente alquilo lineal, alquilo ramificado, cicloalquilo o
heterociclico; y R4 y Rs son independientemente H, alquilo lineal, alquilo ramificado, cicloalquilo, arilo, arilo
sustituido o heterociclico, o R4 y Rs tomados en conjunto forman un enlace,

con la condicion de que cuando R3 es H, la reaccion se lleva a cabo en presencia de un reactivo carbodiimida
de Férmula VI

Rq4-N=C=N-R,,

en la que

R11 y Ri2 son independientemente alquilo lineal, alquilo ramificado, cicloalquilo, arilo, arilo sustituido o
heterociclico, o Ri1 es etilo y R12 es dimetilaminopropilo tal que el reactivo carbodiimida de Férmula (V1) es
hidrocloruro de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDCI.HCI) y

adicionalmente con la condicion de que si R3 es una sal de uronio o de fosfonio, la reaccion se lleva a cabo en
presencia de una base, para formar los compuestos de Férmula VI

11
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R 0
0O
Rt AN

(o) LSSQ
o (VID)

en la que R4, Rs, L y Q son como se han definido anteriormente; y

(3) la reaccion de los compuestos de Férmula VII con N-metil-L-alanina (Formula VIII)

o

Ho\n/\,iJH

¢

para formar un compuesto de Férmula I.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en la que compuesto de Férmula Il tiene la estructura

Hoj\/-\su

(IIa);
el compuesto de Férmula Ill tiene la estructura
H,CSO,SCH4 (a) ;
el compuesto de Férmula IV tiene la estructura
;ﬁ\/\ S
N
HO 8 (IVa);
el compuesto de Férmula V tiene la estructura
o* h|l o
OH {va);

el compuesto de Férmula VI tiene la estructura

CHy_

NCH,CH,CH;—N==C===N——CH,CH,
cHy”

el compuesto de Férmula VIl tiene la estructura
o
0]
N\OJJ\/\SIS\
o

12

(VIa);

(VIII)
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el compuesto de Férmula | tiene la estructura

0O

HOWI\TJJ\/\S,S\

(Ia).

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 en la que el reactivo carbodiimida de Férmula VI es hidrocloruro de
1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida (EDCI-HCI) o dimetilaminopropilo o 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC).
4. El procedimiento de la reivindicacion 3 en la que el reactivo carbodiimida de Férmula VI es EDCIHCI.

5. Un compuesto de Formula VII

Rg o
O

St

0 LSSQ
o (VID)

en la que
R4y Rs son independientemente H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, arilo, arilo sustituido o heterociclico,
0 R4y Rs tomados en conjunto forman un enlace

R1
——CH—M——(CH,),—
Les
0]
—(CH,)4
en el que
R1 es H, metilo o etilo;
M es CHa,
CH3
|
-CH-,
o]
CH;CHj
|
-CH-;

aes 0ounnimeroenterode 1a8;

13
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d es un nimero entero de 3a 8;y
Q es H, alquilo lineal, alquilo ramificado, alquilo ciclico, pirrolilo, furilo o tiofeno.

6. El compuesto de la reivindicacién 5 que tiene la estructura

O
0
N« Jk/\ /S\
;; 0 s
o (VIIa).

7. Un procedimiento para la preparacion de los compuestos de Férmula | que tienen la estructura desvelada en la
reivindicacion 1 que comprende la reacciéon de un compuesto de Férmula VII que tiene la estructura desvelada en la
reivindicacion 1 con N-metil-L-alanina para formar un compuesto de Férmula 1.

8. Un procedimiento para la preparacion de un complejo de agente aglutinante celular/maitansinoide que comprende
las siguientes etapas:

(1) la preparacién de un compuesto de Férmula | mediante el procedimiento de la reivindicacién 1 o de la
reivindicacion 7 y la esterificacion del maitansinol con el compuesto de Férmula | preparado de esta manera
para formar un éster maitansinoide que contiene disulfuro;

(2) la reduccion del éster maitansinoide que contiene disulfuro preparado en la etapa (1) a un maitansinoide
gue contiene tiol;

(3) la introduccion de grupos ditiopiridilo en un agente aglutinante celular; y

(4) el enlace del maitansinoide que contiene tiol producido en la etapa (2) con el agente aglutinante celular de
ditiopiridilo de la etapa (3) mediante un enlace disulfuro.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en la que el agente aglutinante celular es un anticuerpo.

10. Un procedimiento para la preparacion de un complejo de agente aglutinante celular/maitansinoide que comprende
la preparacion de un compuesto de Formula | mediante el procedimiento de la reivindicacién 7, usando dicho
compuesto de Férmula | para producir N-metil-L-alanina que contienen un derivado maitansinoide mediante la
condensacion del maitansinol con el compuesto recién preparado de Férmula | y la conjugacion de dicho derivado con
un agente aglutinante celular.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en la que el agente aglutinante celular es un anticuerpo.

14
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