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DESCRIPCION
Métodos para la preparaciéon de conjugados citotoxicos de maitansinoides y agentes que se fijan a las células
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento mejorado para preparar conjugados citotéxicos que comprenden
maitansinoides y agentes que se fijan a las células. Estos conjugados tienen un uso terapéutico ya que se dispensan
a una poblacion celular especifica de una forma dirigida.

Antecedentes de la invencion

Han aparecido muchos articulos sobre intentos de actuar selectivamente sobre las células tumorales con
conjugados de anticuerpo monoclonal y farmaco (Sela et al. en Immunoconjugates 189-216 (C. Vogel, ed. 1987);
Ghose et al., en Targeted Drugs 1-22 (E. Goldberg, ed. 1983); Diener et al., en Antibody Mediated Delivery Systems
1-23 (J. Rodwell, ed. 1988); Pietersz et al., en Antibody Mediated Delivery Systems 25-53 (J. Rodwell, ed. 1988);
Bumol et al., en Antibody Mediated Delivery Systems 55-79 (J. Rodwell, ed. 1988)). Los farmacos citotéxicos, tales
como metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina, vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C y clorambucilo, se
han conjugado a una serie de anticuerpos monoclonales murinos. En algunos casos, la molécula de farmaco se
conecté a la molécula de anticuerpo a través de una molécula vehicular intermedia, tal como seroalbumina (Garnett
et al. Cancer Res. 46: 2407-2412 (1986); Ohkawa et al. Cancer Immunol. Immunother. 23: 81-86 (1986); Endo et al.
Cancer Res. 47: 1076-1080 (1980)), dextrano (Hurwitz et al. Appl. Biochem. 2: 25-35 (1980); Manabi et al. Biochem.
Pharmacol. 34: 289-291 (1985); Dillman et al. Cancer Res. 46: 4886-4891 (1986); Shoval et al. Proc. Natl. Acad. Sci.
85: 8276-8280 (1988)) o acido poliglutamico (Tsukada et al., J. Natl. Canc. Inst. 73: 721-729 (1984); Kato et al. J.
Med. Chem. 27: 1602-1607 (1984); Tsukada et al. Br. J. Cancer 52: 111-116 (1985)).

Se ha empleado un amplio abanico de tecnologias de conectores para preparar tales inmunoconjugados y se han
estudiado tanto los conectores escindibles como los no escindibles. En la mayoria de los casos, sin embargo, sélo
se pudo observar el potencial citotoxico completo de los farmacos si las moléculas de farmaco se podian liberar
intactas de los conjugados en el sitio deseado.

Uno de los conectores escindibles que se ha empleado para preparar conjugados de anticuerpo y farmaco es un
conector inestable en acido a base de acido cis-aconitico y que se aprovecha de que el medio de diferentes
compartimentos intracelulares, tales como los endosomas que aparecen durante la endocitosis mediada por receptor
y los lisosomas, es &acido. Shen y Ryser presentaron este procedimiento para preparar conjugados de
daunorrubicina con vehiculos macromoleculares (Biochem. Biophys. Res. Commun. 102: 1048-1054 (1981)). Yang y
Reisfield utilizaron la misma técnica para conjugar la daunorrubicina a un anticuerpo antimelanoma (J. Natl. Canc.
Inst. 80: 1154-1159 (1988)). Recientemente, Dillman et al. también utilizaron un conector inestable en &acido de un
modo similar para preparar conjugados de daunorrubicina con un anticuerpo antilinfocitos T (Cancer Res. 48: 6097-
6102 (1988)).

Una estrategia alternativa, explorada por Trouet et al., implica conectar la daunorrubicina a un anticuerpo mediante
un brazo espaciador de naturaleza peptidica (Proc. Natl. Acad. Sci. 79: 626-629 (1982)). Esto se hizo bajo la
premisa de que el farmaco libre se podia liberar de tal conjugado mediante la accion de peptidasas lisosémicas.

Sin embargo, las pruebas de citotoxicidad in vitro han revelado que los anticuerpos conjugados a farmaco raramente
consiguen la misma potencia citotoxica que los farmacos sin conjugar, libres. Esto sugeria la ineficacia de los
mecanismos mediante los que las moléculas de los farmacos se liberan de los anticuerpos. En el area de las
inmunotoxinas, se demostré que los conjugados formados mediante puentes disulfuro entre los anticuerpos
monoclonales y las toxinas proteicas cataliticamente activas eran mas citotoxicos que los conjugados que contienen
otros conectores. Véanse Lambert et al. J. Biol. Chem. 260: 12035-12041 (1985); Lambert et al., en Immunotoxins
175-209 (A. Frankel, ed. 1988); Ghetie et al. Cancer Res. 48: 2610-2617 (1988). Esto se atribuyd a la elevada
concentracion intracelular de glutation, que contribuye a la escision eficaz del puente disulfuro entre una molécula de
anticuerpo y una toxina. A pesar de esto, se han publicado sélo unos pocos ejemplos del uso de los puentes
disulfuro para la preparacion de los conjugados entre farmacos y macromoléculas. Shen et al. describieron la
conversion del metotrexato en un derivado de mercaptoetilamida y luego la conjugacion con poli-D-lisina mediante
un puente disulfuro (J. Biol. Chem. 260: 10905-10908 (1985)). Ademas, en un articulo se describio la preparacion de
un conjugado de la calicheamicina, farmaco toxico que contienen trisulfuro, con un anticuerpo (Menendez et al.
«Fourth International Conference on Monoclonal Antibody Immunoconjugates for Cancer», San Diego, resumen 81
(1989)). Otro articulo describié la preparaciéon de un conjugado del farmaco toxico que contiene trisulfuro
caligueamicina con un anticuerpo (Hinman et al., 53 Cancer Res. 3336-3342 (1993)).

Una razon para la falta de conjugados entre anticuerpo y farmaco mediante disulfuro es que los farmacos citotéxicos
carecen de grupo funcional con un atomo de azufre que se pueda utilizar con facilidad para conectar el farmaco a un
anticuerpo a través de un puente disulfuro. Ademas, resulta dificil modificar quimicamente los farmacos ya
existentes sin disminuir su potencial citotoxico.

Otro inconveniente importante con los conjugados entre anticuerpo y farmaco existentes es que no son capaces de
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administrar una concentracion suficiente del farmaco al sitio deseado debido que el nimero de antigenos sobre los
que actuar selectivamente es escaso y a que la citotoxicidad de los farmacos cancerostaticos como el metotrexato,
la daunorrubicina y la vincristina, es relativamente moderada. Para conseguir una citotoxicidad significativa, se hace
necesaria la conexién de un gran ndmero de moléculas de farmacos de forma directa a un anticuerpo, o bien a
través de una molécula vehicular polimérica. Sin embargo, tales anticuerpos fuertemente modificados a menudo se
fijan peor al antigeno diana y se eliminan in vivo del torrente circulatorio con rapidez.

Los maitansinoides son farmacos muy citotdxicos. La maitansina fue aislada primero por Kupchan et al. del arbusto
del Africa oriental Maytenus serrata y se demostré que era de 100 a 1000 veces mas citotdxico que los
quimioterapicos contra el cancer convencionales, como el metotrexato, la daunorrubicina y la vincristina (patente de
los EE. UU. n.° 3.896.111). Posteriormente se descubri6 que algunos microorganismos también producian
maitansinoides, tal como el maitansinol y los ésteres del maitansinol en C-3 (patente de los EE. UU. n.° 4.151.042).
También se han descrito ésteres sintéticos del maitansinol en C-3 y analogos del maitansinol (Kupchan et al., J. Med.
Chem. 21: 31-37 (1978); Higashide et al., Nature 270: 721-722 (1977); Kawai et al. Chem. Pharm. Bull. 32: 3441-
3451 (1984)). Ejemplos de analogos del maitansinol a partir del cual se han preparado los ésteres en C-3 incluyen el
maitansinol con modificaciones en el anillo aromatico (p. ej., descloro) o en C-9, C-14 (p. ej.,, grupo metilo
hidroxilado), C-15, C-18, C-20y C-4,5.

Los ésteres en C-3 que se producen de forma natural y sintética se pueden clasificar en dos grupos:

(a) Esteres en C-3 con &cidos carboxilicos simples (patentes de los EE. UU. n.°s 4.248.870; 4.265.814; 4.308.268;
4.308.269; 4.309.428; 4.317.821; 4.322.348; y 4.331.598), y

(b) Esteres en C-3 con derivados de N-metil-L-alanina (patentes de los EE. UU. n.°s 4.137.230; 4.260.608; 5.208.020
y Chem. Pharm. Bull. 12: 3441 (1984)).

Se hallé que los ésteres del grupo (b) eran mucho mas citotoxicos que los ésteres del grupo (a).

La maitansina es un inhibidor mitético. El tratamiento de las células L1210 in vivo con la maitansina se ha descrito
que da lugar a que el 67% de las células se acumulen en mitosis. Se han descrito células de control sin tratar para
demostrar que el indice mitético oscila de entre el 3,2 al 5,8% (Sieber et al. 43 Comparative Leukemia Research
1975, Bibl. Haemat. 495-500 (1976)). Los experimentos con huevos de erizo de mar y huevos de almeja han
sugerido que la maitansina inhibe la mitosis al interferir con la formacién de los microtibulos a través de la inhibicién
de la polimerizacion de la proteina del microtibulo, la tubulina (Remillard et al. Science 189: 1002-1005 (1975)).

In vitro, las suspensiones de células leucémicas murinas P388, L1210 y LY5178 se ha visto que se inhiben por la
maitansina a dosis de 102 a 107! ug/ul, de las que la linea P388 es la mas sensible. También se ha mostrado que la
maitansina es un inhibidor activo del crecimiento in vitro de las células de carcinoma nasofaringeo de humano y se
describié que la linea CEM de leucemia linfoblastica aguda de humano se inhibia por concentraciones de tan solo
107 mg/ml (Wolpert-DeFillippes et al. Biochem. Pharmacol. 24: 1735-1738 (1975)).

También se ha demostrado que la maitansina es activa in vivo. El crecimiento tumoral en el sistema de leucemia
linfocitica P388 se mostré que se inhibia a lo largo de un margen de dosis de 50 a 100 veces, lo que sugeria un
indice terapéutico elevado; también se pudo demostrar una actividad inhibidora significativa con el sistema de
leucemia de raton L1210, el sistema de carcinoma de pulmén de Lewis de humano y el sistema de melanocarcinoma
B-16 de humano (Kupchan, Ped. Proc. 33: 2288-2295 (1974)).

Los procedimientos actuales para la conjugacion de maitansinoides con los agentes que se fijan a las células (tales
como los anticuerpos) implican dos etapas de reaccién. Un agente que se fija a las células, por ejemplo un
anticuerpo, se modifica primero con un reactivo de entrecruzamiento, tal como piridilditiopropionato de N-
succinimidilo (SPDP, por su nombre en inglés) para introducir grupos ditiopiridilo en el anticuerpo (Carlsson et al.
Biochem. J. 173: 723-737 (1978); patente de los EE. UU. n.° 5.208.020). En una segunda etapa, un maitansinoide
reactivo con un grupo tiélico, tal como DM1, se afiade al anticuerpo modificado, lo que da lugar al desplazamiento de
los grupos tiopiridilo en los anticuerpos modificados y la produccién de conjugados citotéxicos entre el anticuerpo y
el maitansinoide unidos por un disulfuro (patente de los EE. UU. n.° 5.208.020).

Los procedimientos actuales para la conjugacion de maitansinoides con anticuerpos presenta los inconvenientes de
someter los anticuerpos a dos etapas de reaccion, lo que requiere dos etapas de purificacion de proteinas por
filtracion en gel para separar las proteinas de las moléculas organicas pequefas sin conjugar, tales como el SPDP y
los maitansinoides. Esto hace que los procedimientos sean caros y largos, y también tiene por resultado un
rendimiento bajo del producto.

De acuerdo con esto, se necesita encarecidamente un procedimiento para conjugar los maitansinoides con los
agentes que se fijan a las células, en el que se reduzca el nimero de etapas de reaccion, con una reduccién
concomitante de tiempo y de costes, y en el que se incremente el rendimiento.
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Compendio de la invencion

De acuerdo con la invencién, se describe un procedimiento en una etapa para la producciéon de conjugados
citotoxicos de maitansinoides y agentes que se fijan a las células, tal y como se expone en la reivindicacién 1. Los
maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo estan unidos a agentes que se fijan a las
células, tales como anticuerpos, sin una modificacion previa del agente de fijacion a las células. Este procedimiento
de conjugacién disminuye al minimo el tiempo de reaccion y el tiempo de procesamiento para las moléculas
proteicas sensibles de anticuerpos, y también disminuye al minimo las etapas de purificacion de la proteina, lo que
mejora el rendimiento global. Estos conjugados son Utiles como agentes terapéuticos que se suministran
especificamente a las células deseadas y son citotéxicos.

También se describen en la presente memoria procedimientos nuevos para la sintesis de maitansinoides que tienen
un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo. Los maitansinoides son moléculas organicas que son sensibles a las
condiciones acuosas de pH bajo (pH 5 o inferior) o pH alto (pH 8 y mas elevado), y son poco solubles en las
soluciones acuosas. El nuevo procedimiento descrito aqui supera estos problemas al convertir los maitansinoides en
maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo, en solventes organicos o mezclas de
solventes acuosos y organicos. Los derivados reactivos resultantes de maitansinoides son mas solubles en las
soluciones acuosas y se pueden conjugar a agentes que se fijan a las células en una sola etapa de reaccioén en
tampones acuosos en condiciones suaves (pH 6-8). Una ventaja adicional es que todos los maitansinoides
intermedios del procedimiento se pueden analizar completamente antes de conjugarlos. Se describe la sintesis de
los maitansinoides adecuados que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo, tal como los compuestos 2 y
3a que se explican a continuacion.

También se describe un procedimiento para producir otros derivados de maitansinoides, tales como los compuestos
6 y 10, que se pueden utilizar para la produccién de los maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un
grupo reactivo, tales como los compuestos 2 y 3a.

También se describen varios maitansinoides nuevos, los compuestos 2, 3a, 6 y 10, cuyos usos incluyen la
produccién de nuevos conjugados citotoxicos.

Breve descripcién de las figuras

La figura 1 muestra los resultados de un experimento que analiza la capacidad de los conjugados huN901-
maitansinoide preparados con 2 mediante el procedimiento de la presente invencion, seguido de la purificacion por
cromatografia con Sephacryl S300 (e) o bien con Sephadex G25 (o), y el anticuerpo huN901 sin conjugar (A) para
destruir las células que expresan el antigeno.

La figura 2 muestra la via de sintesis de los maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo.

La figura 3 muestra una via alternativa de la sintesis de maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un
grupo reactivo.

La figura 4 muestra la via de sintesis de los conjugados citotoxicos.
La figura 5 muestra una via alternativa para la produccion de L-DM1-TPA (compuesto 6).
Descripcion detallada de la invencion

Esta invencién describe un procedimiento en una etapa para la sintesis de conjugados citotéxicos que comprenden
maitansinoides y agentes que se fijan a las células. También se describe en la presente memoria un procedimiento
para la sintesis de maitansinoides nuevos que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo, tal como los
compuestos 2 y 3a. Ademas, se describe un procedimiento para la sintesis de nuevos derivados de maitansinoides,
tales como los compuestos 6 y 10. También se describen nuevos derivados de maitansinoides, tales como los
compuestos 6 y 10, que son Utiles para la produccion de maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un
grupo reactivo. También se describen nuevos maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo
reactivo, tal como los compuestos 2 y 3a, que son Utiles para la sintesis de nuevos conjugados citotoxicos.

La técnica revela que es muy dificil modificar los farmacos actuales sin disminuir su capacidad citotéxica. Como se
ensefia en la presente memoria, este problema se supera mediante un procedimiento de modificacion de las
moléculas de maitansinoides con restos quimicos reactivos, en particular las moléculas de maitansinoides que
contienen un resto disulfuro y un grupo reactivo, lo que permite la conexion a los agentes adecuados que se fijan a
las células. Como resultado, los maitansinoides nuevos descritos que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo
reactivo protegen y, en algunos casos incluso realzan, la capacidad citotdxica de los maitansinoides que se
producen de forma natural.

Los conjugados citotoxicos entre el maitansinoide y el agente que se fija a las células permite medir completamente
la accion citotoxica de los derivados de maitansinoides al ser aplicados de forma dirigida sélo contra las células
indeseadas, lo que evita los efectos secundarios debido dafios en las células sanas por una accién no selectiva. Asi
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pues, la invencién da a conocer nuevos procedimientos para fabricar agentes Utiles para la eliminacion de células
enfermas o anormales que se tienen que destruir o lisar, tales como células tumorales (en concreto células
tumorales solidas), células infectadas por virus, células infectadas por microorganismos, células infectadas por
parasitos, células autoinmunitarias (células que producen autoanticuerpos), células activadas (las implicadas en el
rechazo del injerto o en la enfermedad del injerto contra el huésped) o cualquier otro tipo de células enfermas o
anormales, al mismo tiempo que muestra un minimo de efectos secundarios.

Asi pues, esta invencion ensefia un procedimiento en una etapa para la produccién de conjugados citotdxicos que
comprenden maitansinoides y agentes que se fijan a las células. También se ensefia en la presente memoria un
procedimiento para la sintesis de los derivados de maitansinoides y los maitansinoides que tienen un resto disulfuro
que lleva un grupo reactivo que permite la unién quimica a un agente que se fija a las células al mismo tiempo que
conserva una citotoxicidad elevada en la forma unida o bien en la forma liberada o en ambos estados. También se
describen en la presente memoria derivados de maitansinoides Utiles para la produccion de maitansinoides que
tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo y maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un
grupo reactivo Util para la sintesis de nuevos conjugados citotéxicos.

Los conjugados citotdxicos descritos en la presente memoria comprenden uno o varios maitansinoides conectados a
un agente que se fija a las células. Para conectar el maitansinoide a un agente que se fija a las células, se debe
modificar primero el maitansinoide.

Los maitansinoides que se pueden utilizar para producir los derivados reactivos de maitansinoides capaces de ser
unidos a un agente que se fija a las células se conocen bien en la técnica.

Los conjugados citotoxicos de maitansinoide y agente que se fija a las células permite medir completamente la
accion citotoxica de los derivados de maitansinoides a aplicarse de una forma dirigida so6lo contra las células
indeseadas, con lo que se evitan los efectos secundarios debidos a dafios en las células sanas por la accion no
selectiva. Asi pues, la invencion da a conocer agentes Utiles, y nuevos procedimientos para fabricarlos, para eliminar
células enfermas o anormales que se tienen que destruir o lisar, tales como células tumorales (en concreto células
tumorales sdélidas), células infectadas por virus, células infectadas por microorganismos, células infectadas por
parasitos, células autoinmunitarias (células que producen autoanticuerpos), células activadas (las implicadas en el
rechazo del injerto o en la enfermedad del injerto contra el huésped), o cualquier otro tipo de células enfermas o
anormales, al mismo tiempo que muestra un minimo de efectos secundarios.

Asi pues, esta invencién ensefia un procedimiento en una etapa para la produccién de conjugados citotéxicos que
comprenden maitansinoides y agentes que se fijan a las células. La invencion ensefia adicionalmente un
procedimiento para la sintesis de derivados de maitansinoides, y los maitansinoides que tienen un resto disulfuro
que lleva un grupo reactivo que permite la unién quimica a un agente que se fija a las células a la vez que conserva
una citotoxicidad elevada en la forma unida o bien en la forma liberada o en ambos estados. Finalmente, la
invencion describe derivados de maitansinoides Utiles para la produccién de maitansinoides que tienen un resto
disulfuro que lleva un grupo reactivo y los maitansinoides tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo util
para la sintesis de nuevos conjugados citotdxicos.

El conjugado citotdxico de acuerdo con la presente invencién comprende uno o varios maitansinoides conectados a
un agente que se fija a las células. Para conectar el maitansinoide a un agente que se fija a las células, primero se
debe modificar el maitansinoide.

Los maitansinoides que se pueden utilizar en la presente invencidon para producir los derivados reactivos de
maitansinoides capaces de ser unidos a un agente que se fija a las células se conocen bien en la técnica y se
pueden aislar de fuentes naturales de acuerdo con los procedimientos conocidos o se pueden preparar de forma
sintética de acuerdo con los procedimientos conocidos.

Los ejemplos de maitansinoides adecuados incluyen el maitansinol y analogos del maitansinol. Los ejemplos de
analogos de maitansinol adecuados incluyen los que tienen un anillo aromatico modificado y los que tienen
modificaciones en otras posiciones.

Ejemplos especificos de analogos adecuados del maitansinol que tienen un anillo aromatico modificado incluyen:

(1) C-19-descloro (patente de los EE. UU. n.° 4.256.746) (preparado mediante la reduccion de ansamitocina P2
con tetrahidruro de aluminio y litio);

(2) C-20-hidroxi (o C-20-desmetil) +/-C-19-descloro (patentes de los EE. UU. n.° 4.361.650 y 4.307.016)
(preparado mediante la desmetilacion con Streptomyces o Actinomyces o descloracién con tetrahidruro de
aluminio y litio); y

(3) C-20-desmetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/-descloro (patente de los EE. UU. n.° 4.294.757) (preparados por
acilacion con cloruros de acilo).

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

(1) C-9-SH (patente de los EE. UU. n.° 4.424.219) (preparado mediante la reaccion del maitansinol con H2S o
P2Ss);

(2) C-14-alcoximetil (desmetoxi/CH20R) (patente de los EE. UU. n.° 4.331.598);

(3) C-14-hidroximetil o aciloximetil (CH20H o CH20Ac) (patente de los EE. UU. n.° 4.450.254) (preparados a
partir de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (patente de los EE. UU. n.° 4.364.866) (preparados mediante la conversion del
maitansinol por Streptomyces);

(5) C-15-metoxi (patentes de los EE. UU. n.%® 4.313.946 y 4.315.929) (aislado de Trewia nudiflora);

(6) C-18-N-desmetil (patentes de los EE. UU. n.°s 4.362.663 y 4.322.348) (preparado mediante la desmetilacion
de maitansinol por Streptomyces); y

(7) 4,5-desoxi (patente de los EE. UU. n.° 4.371.533 (preparado mediante la reducciéon del maitansinol con
tricloruro de titanio/tetrahidruro de aluminio y litio).

Para unir el maitansinoide al agente que se fija a las células, el maitansinoide comprende un resto conector. El resto
conector contiene un enlace quimico que permite la liberacion de los maitansinoides totalmente activos en un sitio
concreto. Los enlaces quimicos adecuados se conocen bien en la técnica e incluyen puentes disulfuro, enlaces
inestables en &cido, enlaces fotolabiles, enlaces labiles a peptidasas y enlaces labiles a esterasas. Se prefieren los
puentes disulfuro.

De acuerdo con la presente invencién, el resto conector comprende un grupo quimico reactivo. En una realizacion
preferida, el grupo quimico reactivo se puede unir covalentemente al maitansinoide mediante un resto conector que
es un puente disulfuro.

Grupos quimicos reactivos particularmente preferidos son ésteres de N-succinimidilo y ésteres de N-
sulfosuccinimidilo.

Los maitansinoides particularmente preferidos que comprenden un resto conector que contiene un grupo quimico
reactivo son ésteres en C-3 de maitansinol y sus analogos, en donde el resto conector contiene un puente disulfuro y
el grupo reactivo quimico comprende un éster de N-succinimidilo o de N-sulfosuccinimidilo.

Muchas posiciones de los maitansinoides pueden servir de posicidon para unir quimicamente el resto conector. Por
ejemplo, se espera que sean Utiles la posicion C-3 que tiene un grupo hidroxilo, la posicion C-14 modificada con
hidroximetilo, la posicion C-15 modificada con hidroxi y la posicion C-20 que tiene un grupo hidroxi. Sin embargo, la
preferida es la posicion C-3 y la posicion C-3 del maitansinol es especialmente preferida.

Aunque la sintesis de ésteres del maitansinol que tienen un resto conector se describe a continuacion en términos
de restos conectores que contienen enlace disulfuro, el experto en la técnica comprendera que los restos conectores
con otros enlaces quimicos (como se describe mas arriba) también se pueden utilizar con la presente invencién,
como pueden otros maitansinoides. Los ejemplos especificos de otros enlaces quimicos incluyen enlaces inestables
en acido, enlaces fotolabiles, enlaces labiles a las peptidasas y enlaces labiles a las esterasas. La descripcion de la
patente de los EE. UU. n.° 5.208.020 ensefia la producciéon de maitansinoides que llevan tales enlaces.

La sintesis de los derivados de maitansinoides y los maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo
reactivo se pueden describir por referencia a las figuras 1 a 4, en donde se preparan los ésteres de maitansinoides
que contienen disulfuro.

La mayoria de los procedimientos descritos en la presente memoria utilizan el maitansinoide que contiene tiol (DM1),
denominado formalmente N2-desacetil-N?-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina, como el reactivo de partida. La DM1
se representa mediante la siguiente formula estructural (1):
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(1)
Produccién de conjugados citotoxicos

Los conjugados citotoxicos representativos de la invenciébn son anticuerpo/maitansinoide, fragmento de
anticuerpo/maitansinoide, factor de crecimiento epidérmico (EGF)/maitansinoide, melanotropina
(MSH)/maitansinoide, tirotropina (TSH)/maitansinoide, estrogeno/maitansinoide, analogo de estrégeno/maitansinoide,
andrégeno/maitansinoide y analogo de andrégeno/maitansinoide.

El maitansinoide que contiene el grupo reactivo se hace reaccionar con un agente que se fija a las células para
producir conjugados citotéxicos. Estos conjugados se pueden purificar por HPLC o por filtracién en gel.

Esquema 1. Mas especificamente, una solucion de un anticuerpo en tampon acuoso se puede incubar con un
exceso molar de maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo. La mezcla de reaccion se
puede parar por la adicion de una amina en exceso (tal como etanolamina, taurina, etc.). A continuacion, el
conjugado de maitansinoide y anticuerpo se puede purificar por filtracién en gel.

El nimero de moléculas de maitansinoide unidas por molécula de anticuerpo se puede determinar con la medicion al
espectrofotometro de la proporcién de la absorbancia a 252 nm y a 280 nm. Con este procedimiento se pueden unir
un promedio de 1 a 10 moléculas de maitansinoide por molécula de anticuerpo.

Los conjugados de los agentes que se fijan a las células con los farmacos maitansinoides de la invencion se pueden
evaluar por su capacidad para suprimir la proliferacion de diferentes lineas de células indeseadas in vitro. Por
ejemplo, para la evaluacion de la citotoxicidad de estos compuestos se pueden utilizar con facilidad las lineas
celulares tales como la linea de carcinoma epidermoide de humano A-431, la linea celular de cancer de pulmén
microcitico de humano SW2, la linea de tumor de mama de humano SKBR3 y la linea de linfoma de Burkitt Namalwa.
Las células a evaluar se pueden exponer a los compuestos durante 24 horas y las fracciones supervivientes de
células se pueden medir en ensayos directos mediante los procedimientos conocidos. A continuacion se pueden
calcular los valores de Clsp a partir de los resultados de los ensayos.

Produccién de los maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo

Los nuevos maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo descritos en la presente
memoria son los compuestos representados por la formula 11:

DM1-S-S-CR1R2-(CH2)n-CO2-X (11)
en donde R1y Rz son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs, alquilo superior lineal o ramificado,
endondenesdelab,y

en donde X es una parte de un éster activo y puede ser N-succinimidilo, N-sulfosuccinimidilo, N-ftalimidilo, N-
sulfoftalimidilo, 2-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo, 3-sulfonil-4-nitrofenilo o 3-carboxi-4-nitrofenilo.

Ejemplos de alquilos lineales incluyen propilo, butilo, pentilo y hexilo.
Ejemplos de alquilos ramificados incluyen isopropilo, isobutilo, sec-butilo, tert-butilo, isopentilo y 1-etil-propilo.

Las realizaciones preferidas de la formula 11 incluyen los maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un
éster CO2-X reactivo, en donde X es N-succinimidilo o N-sulfosuccinimidilo. La realizaciones mas preferidas de la
férmula 11 incluyen los maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo, en donde R1 es H,
R2 es CHs, n es 2 y CO2-X es un éster activo de N-succinimidilo (compuesto 2) o CO2-X es un éster activo de N-
sulfosuccinimidilo (compuesto 3a).

Se pueden preparar nuevos maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo mediante los
siguientes procedimientos novedosos que se describen.
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Esquema 2a: El maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo de N-succinimidilo (compuesto
2) se puede preparar al hacer reaccionar la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina
(compuesto 6) con la N-hidroxisuccinimida en un solvente organico seco en presencia del 1-[3-(dimetilamino)propil]-
3-etilcarbodiimida.HCI (EDC.HCI) a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 a 12 h. La complecion de la
reaccion se puede monitorizar con técnicas quimicas estandares, tales como cromatografia en capa fina (TLC, por
su nombre en inglés) o cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC, por su nombre en inglés). Después de
terminar la reaccion, el derivado de maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo de N-
succinimidilo (compuesto 2) se puede purificar por cromatografia en gel de silice o HPLC. También se pueden
emplear agentes de condensacion diferentes al EDC.HCI para la reaccion, tales como N,N'-diciclohexilcarbodiimida
(DCC).

Esquema 2b: El maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo de N-succinimidilo (compuesto
2) se puede preparar mediante un procedimiento alternativo. Una solucion de 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-
succinimidilo (SPP, por su nombre en inglés) (compuesto 7) en metanol se trata con una solucién de DM1 en
metanol. Se afiade el tampén de acetato de sodio (pH de 3 a 5) y la mezcla de reaccién se agita en una atmdsfera
de argén a la temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se puede monitorizar por HPLC con una columna
Vydac C-18. El producto 2 se puede purificar por HPLC.

Esquema 3a: El maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo de N-sulfosuccinimidilo
(compuesto 3a) se puede preparar al hacer reaccionar la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-
oxopropil]-maitansina (compuesto 6) con la sal sédica de la N-hidroxisulfosuccinimida (exceso molar de 1 a 2 veces
sobre el acido (6)) en un solvente organico seco (tal como cloruro de metileno, dimetilformamida, tetrahidrofurano,
dioxano, dietiléter) en presencia de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida.HCI (EDC.HCI) (exceso molar de 1 a
2 veces sobre el acido (6)). La complecion de la reaccién se puede monitorizar con las técnicas quimicas estandares,
tales como TLC o HPLC. Después de terminar la reaccion, el derivado de maitansinoide que tiene un resto disulfuro
que lleva un éster reactivo de N-sulfosuccinimidilo (compuesto 3a) se puede purificar por cromatografia en gel de
silice o por HPLC, o por precipitacion mediante la adicion de grandes volumenes de acetato de etilo (similar al
procedimiento general de preparacion de ésteres de N-sulfosuccinimidilo, tal y como se describe en Staros,
Biochemistry, 1982, 21: 3950-3955). Para la reaccion se pueden emplear agentes de condensacion diferentes al
EDC.HCI.

Esquema 3b: El maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo de N-sulfosuccinimidilo
(compuesto 3a) se puede preparar mediante un procedimiento alternativo. Una solucion del 4-(2-piridilditio)-
pentanoato de N-sulfosuccinimidilo (sulfo-SPP) (compuesto 8) en metanol se trata con una solucién de DM1 en
metanol. Se aflade tampdn de acetato de sodio (pH 3-5) y la mezcla de reaccién se agita en una atmésfera de argon
a la temperatura ambiente. El progreso de la reaccién se puede monitorizar por HPLC. El producto 3a se puede
purificar por HPLC.

Produccién de derivados de maitansinoides

Los esquemas 4a y 4b describen nuevos procedimientos para la produccion de un derivado de maitansinoide de la
DM1 (1). Este derivado de maitansinoide 6 se denomina formalmente NZ2-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-
metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina y se representa mediante la férmula:

DM1-S-S-CR1R2-(CH2)»-COOH (6)
R1i=H, R2=CH3z, n=2.

El derivado de maitansinoide 6 se podria utilizar directamente en la preparacion de una serie de conjugados
citotéxicos de maitansinoide con agente que se fija a las células. Preferiblemente, el derivado de maitansinoide 6 se
utiliza en la produccion de nuevos maitansinoides que tienen un resto disulfuro que lleva un grupo reactivo, mediante
el uso de los nuevos procedimientos presentados mas arriba en los esquemas 2ay 3a.

Esquema 4a: El derivado de maitansinoide 6 se puede sintetizar mediante intercambio de disulfuros entre la DM1 y
el acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (compuesto 5). Una solucién de acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico en metanol se
trata con una solucion de DM1 en metanol. Se le afiade tampdn de fosfato de potasio y la mezcla de reaccién se
agita en una atmosfera de argén a la temperatura ambiente. El progreso de la reaccion se puede monitorizar por
HPLC. El producto 6 se puede purificar por HPLC. El producto purificado se puede volver a analizar por HPLC. La
identidad del producto se puede determinar por espectrometria de masas de alta resolucion de la sal sodica de 6.

Esquema 4b: El derivado de maitansinoide 6 se puede preparar mediante un procedimiento alternativo, en donde el
maitansinol se conjuga con la mezcla de disulfuros de la N-metil-N-(3-mercaptopropanoil)-L-alanina y el 4-
mercaptopentanoato de trimetilsililetilo (compuesto 9) para producir el éster de maitansinoide (compuesto 10), que a
continuacion se desprotege para producir el compuesto 6.

Preparacion de los agentes que se fijan a las células

La eficacia de los compuestos de la invencién como agentes terapéuticos depende de la seleccion cuidadosa de un
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agente que se fija a las células apropiado. Los agentes que se fijan a las células pueden ser de cualquier clase
conocida en la actualidad o que se pueda llegar a conocer, e incluye péptidos y no péptidos. Por lo general, pueden
ser anticuerpos (en concreto anticuerpos monoclonales), linfocinas, hormonas, factores de crecimiento, vitaminas,
moléculas transportadoras de nutrientes (tales como la transferrina) o cualquier otra molécula o sustancia que se fije
a las células.

Los ejemplos mas especificos de agentes que se fijan a las células que se pueden utilizar incluyen:
anticuerpos policlonales;
anticuerpos monoclonales;

fragmentos de anticuerpos, tales como Fab, Fab'y F(ab")z, Fv (Parham. J. Immunol. 131: 2895-2902 (1983); Spring
et al. J. Immunol. 113: 470-478 (1974); Nisonoff et al. Arch. Biochem. Biophys. 89: 230-244 (1960));

interferones (p. €j., a, B, V);
linfocinas tales como IL-2, IL-3, IL-4, IL-6;

hormonas tales como insulina, TRH (tirotropina), MSH (melanotropina); hormonas esteroideas, tales como
andrdgenos y estrogenos;

factores de crecimiento y factores estimuladores de colonias, tales como EGF, TGF-a, FGF, VEGF, G-CSF, M-CSF
y GM-CSF (Burgess, Immunology Today 5: 155-158 (1984));

transferrina (O'Keefe et al. J. Biol. Chem. 260: 932-937 (1985)); y
vitaminas, tales como folato.

Las técnicas de anticuerpos monoclonales permiten la produccidon de agentes que se fijan a las células muy
especificos en forma de anticuerpos monoclonales especificos. Se conocen particularmente bien en la técnica los
métodos para crear anticuerpos monoclonales sintetizados tras la inmunizacion de ratones, ratas, hamsters o
cualquier otro mamifero con el antigeno de interés, tal como la célula diana intacta, antigenos aislados de la célula
diana, virus completo, virus completo atenuado y proteinas viricas, tales como proteinas de la cubierta virica.
También se pueden utilizar células humanas sensibilizadas. Otro procedimiento para crear anticuerpos
monoclonales es el uso de genotecas de scFv (region variable de cadena Unica) en fagos, en concreto de scFv de
humano (véase, p. €j., Griffiths et al., patentes de los EE. UU. n.°® 5.885.793 y 5.969.108; McCafferty et al., solicitud
de patente internacional WO 92/01047; Liming et al., solicitud de patente internacional WO 99/06587). Ademas, los
anticuerpos con su superficie recodificada descritos en la patente de los EE. UU. n.° 5.639.641 también se pueden
utilizar al igual que los anticuerpos humanizados.

La seleccién del agente adecuado que se fija a las células es una cuestién de eleccién que depende de la poblacion
concreta de células sobre la cual se desea actuar selectivamente, pero en general se prefieren los anticuerpos
monoclonales de humano si se dispone de uno adecuado.

Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal J5 es un anticuerpo murino IgG2a que es especifico del antigeno de la
leucemia linfoblastica aguda comun (CALLA, por su nombre en inglés) (Ritz et al., Nature. 283: 583-585 (1980)) y se
puede utilizar si las células diana expresan el CALLA, tal como en la enfermedad de la leucemia linfoblastica aguda.
De igual forma, el anticuerpo monoclonal anti-B4 es IgGi1 murina, que se fija al antigeno CD19 de los linfocitos B
(Nadler et al., J. Immunol. 131: 244-250 (1983)) y se puede utilizar si las células diana son los linfocitos B o las
células enfermas que expresan este antigeno, tal como en el linfoma de no Hodgkin o en la leucemia linfoblastica
crénica.

Adicionalmente, el GM-CSF que se fija a las células mieloides se puede utilizar como un agente que se fija a las
células enfermas de la leucemia mielégenea aguda. La IL-2 que se fija a los linfocitos T activados se puede utilizar
para la prevencién del rechazo del injerto trasplantado, para el tratamiento y la prevencién de la enfermedad del
injerto contra el huésped, y para el tratamiento de la leucemia aguda de linfocitos T. La MSH que se fija a los
melanocitos se puede utilizar para el tratamiento del melanoma.

Se puede actuar selectivamente y con éxito sobre los canceres de mama y de testiculo mediante el uso de un
estrégeno (o analogos de estrogenos) o un andrégeno (o anadlogos de andrégenos), respectivamente, como agentes
de fijacion a las células.

Ejemplos

La invencién se ilustrar4 ahora mediante referencia a los ejemplos, de los cuales los ejemplos 2a a 4 se presentan
no como realizaciones de la invencién, sino como ejemplos que son Utiles para entender la invencién. A menos que
se diga otra cosa, todos los porcentajes, proporciones, partes, etc., son en peso. Los ejemplos que se describen a
continuacion son moléculas en las que R1 es H, Rz es CHsz y n es 2. Se puede llevar a cabo una sintesis parecida
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para otras moléculas en las que R1 y Rz son cada uno independientemente H, CHs, C2Hs o0 un alquilo superior; y en
dondenesdelab.

Ejemplo la
Preparacion de conjugados citotoxicos con el maitansinoide 2:

Una solucién del anticuerpo huN901 (2,5 mg/ml) en tampon acuoso (fosfato de potasio a 50 mM, cloruro de sodio a
50 mM, sal disédica de acido etilenodiaminatetraacético), pH 6,5, se incub6 con un exceso molar de 6 veces de
maitansinoide 2 en dimetilacetamida (DMA) para dar una concentracién de DMA final del 20%. La reaccién se dejo
continuar durante 13 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se dividié en dos porciones. Una porcion se
purificé al hacerla pasar por una columna de filtracion en gel Sephadex G25 y la segunda porcién se purificé en una
columna de filtracién en gel Sephacryl S300. En cada caso se agruparon las fracciones que contienen el conjugado
monomérico. La concentracion del conjugado se determind en un espectrofotbmetro con los coeficientes de
extincion conocidos para los componentes anticuerpo y DM1 a 280 y 252 nm (para huN901, €2gonm = 217.560 M
cm!y €252nm = 80.062 Mt cm~1; para DM1, €280nm = 5.700 Mt cm™ y €2500m = 26.790 M~ cm?).

La purificacion por cromatografia en Sephadex G25 da un conjugado que contiene conectadas, de promedio, 2,08
moléculas de DM1 por molécula de anticuerpo (rendimiento basado en el anticuerpo de partida = 60%). La
purificacién por cromatografia en Sephacryl S300 da un conjugado que contiene conectadas, de promedio, 1,61
moléculas de DM1 por molécula de anticuerpo (rendimiento basado en el anticuerpo de partida = 64%).

Ejemplo 1b
Preparacion de conjugados citotéxicos con el maitansinoide 3a:

Una solucién del anticuerpo huN901 (2,5 mg/ml) en tampon acuoso (fosfato de potasio a 50 mM, cloruro de sodio a
50 mM, sal disddica del acido etilenodiaminatetraacético a 2 mM), pH 6,5, se incubd con un exceso molar de 12
veces del maitansinoide 3a en dimetilacetamida (DMA) para dar una concentracion final de DMA del 20%. La
reaccion se dejé continuar durante 11 h a la temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se dividié en dos
porciones. Una porcion se purificé al hacerla pasar por una columna de filtracion en gel de Sephadex G25 y la
segunda porcién se purificé en una columna de filtracién en gel de Sephacryl S300. En cada caso se agruparon las
fracciones que contenian el conjugado monomérico. La concentracién del conjugado se determind en un
espectrofotdmetro con los los coeficientes de extincién conocidos para los componentes de anticuerpo y DM1 a 280
y 252 nm (para huN901, €280nm = 217.560 Mt cm y €252nm = 80.062 M~ cm™, y para DM1, €280nm = 5.700 M2 cmty
€252nm = 26.790 Mt cm™2).

La purificacion por cromatografia en Sephadex G25 dio un conjugado que contenia conectadas, de promedio, 4,89
moléculas de DM1 por molécula de anticuerpo (rendimiento basado en el anticuerpo de partida = 59%). La
purificacién por cromatografia en Sephacryl S300 dio un conjugado que contenia conectadas, de promedio, 4,16
moléculas de DM1 por molécula de anticuerpo (rendimiento basado en el anticuerpo de partida = 58%).

Ejemplo 2a
Sintesis del derivado de maitansinoide (2) que lleva un éster reactivo de N-succinimidilo

Todas las reacciones se llevaron a cabo en una atmoésfera de argén. Todos los reactivos se compraron a Aldrich
Chemical Co., New Jersey. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN !H) se adquirieron en un
instrumento Bruker a 400 MHz y los espectros de masas se adquirieron en un instrumento Daltonics Esquire 3000
de Bruker mediante ionizacién por electropulverizacion.

Las sintesis del maitansinoide que contiene tiol (L-DM1,1) se ha descrito anteriormente (patente de los EE. UU. n.°
5.208.020).

Preparacion del acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (PPA, 5): un matraz de 1 | con dos cuellos se equip6 con una barra
de agitacién, un embudo de adicién y un termémetro. El matraz se cargé con 150 g de 1,3-dibromobutano (0,74 mol)
y 700 ml de sulféxido de dimetilo. Se le afiadié gota a gota una solucion de cianuro de sodio (37,5 g, 0,76 mol) en
agua desionizada (79 ml) a un ritmo que no permitié que la temperatura de la reaccién excediese los 65 °C. Después
de afiadirlo todo, la reaccién se agité durante una noche. La mezcla se diluy6é con 700 ml de agua desionizada y se
extrajo con una solucién 1:1 de acetato de etilo:hexanos (2 x 1,4 I). Las capas organicas se combinaron y se lavaron
secuencialmente con 700 ml de agua desionizada y 700 ml de cloruro de sodio acuoso saturado. El solvente se
evapord a baja presion (aproximadamente a 15 Torr). El residuo se disolvié en 210 ml de etanol de calidad para
reactivo y se transfiri6 a un matraz de 1 |. A continuacion se le afiadieron al matraz agua desionizada (210 ml) y
tiourea (66,4 g, 0,87 mol). El matraz se equip6 con un condensador de reflujo y se calentd en un bafio de aceite con
agitacion para dar un reflujo suave. Al cabo de 4 horas, se retiré el bafio de aceite y el matraz se dejé enfriar a la
temperatura ambiente. Se le afiadi6 una solucion de hidréxido de sodio a 10 M (500 mL) y la mezcla se calenté en
un bafio de aceite a un reflujo suave con agitacién durante una noche. El bafio de aceite se retird y el matraz se dejo
enfriar a la temperatura ambiente. La solucién se transfiri6 a un embudo separador y se lavdé dos veces con
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porciones de 500 ml de acetato de etilo. La capa acuosa se transfirid a un matraz de 2 | y se enfrié en un bafio con
hielo y agua. Se le afiadié acetato de etilo (1 I) y el contenido se agité rapidamente a medida que se afiadia HCI
concentrado hasta que la capa acuosa se comprobd que estaba a aproximadamente pH 2. Se separ6 la capa de
acetato de etilo y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 1 1). Las capas organicas se agruparon y se
concentraron por evaporacion rotatoria a temperatura ambiente para dar el acido 4-mercapto-pentanoico, que se
utilizé en la siguiente etapa sin mas purificacion.

Un matraz de 2 | con una barra de agitacion magnética se cargd con 2-2'-ditiodipiridina (300 g, 1,36 mol), etanol de
calidad para reactivo (1 I) y acido acético glacial (42 ml). Se afiadid6 gota a gota una solucion del acido 4-
mercaptopentanoico bruto en acetato de etilo (400 ml) a lo largo de 15 minutos y la reaccion se agité en argon otras
2 horas mas. Se retird el solvente por evaporacion rotatoria y el residuo se recuperé en muy poco acetato de etilo y
se purificd6 mediante cromatografia en columna con una columna de gel de silice (6,25 x 27 cm). La columna se
eluyo con hexanos:acetato de etilo a 4:1 hasta que se retir6 toda la 2-2'-ditiopiridina (aldritiol-2). A continuacion se
eluyo la columna con 4:1 de hexanos:acetato de etilo que contiene acido acético al 2%. La elucién se monitorizé
mediante TLC y se reunieron las fracciones. Luego se retir6 el solvente por evaporacion rotatoria a baja presion para
dar el acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (PPA, 5) puro como un soélido blanco (40 g, rendimiento total del 23%). RMN
1H (CDCl3) & 1,39 (d, 3H), 2,0 (t, 2H), 2,56 (t, 2H), 2,8-3,3 (m, 1H), 6,8-7,2 (m, 1H), 7,6-7,8 (m, 2H), 8,4-8,6 (m, 1H),
11,68 (s, 1H).

Preparacion de la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (L-DM1-TPA, 6): Se agitd
vigorosamente una solucién de acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (5, 24 mg, 0,10 mmol) y L-DM1 (1, 30 mg, 0,041
mmol) en metanol destilado anhidro (5 ml) y se le afiadio gota a gota 3 ml de un tampén acuoso (KH2PO4 a 200 mM,
EDTA a 2 mM, pH 7,6). Se dejé reposar la reacciéon durante una noche y el producto se purificé por HPLC con una
columna Vydac C-18 de 10 x 250 mm, a 30 °C, a la velocidad de flujo de 4,75 ml/min con un gradiente lineal de
acetonitrilo (del 15% al 85% durante 30 min) en tampdn de acetato de amonio a 40 mM, pH 7,2. La L-DM1-TPA (6)
se eluy6 con un tiempo de retencion de 12 min. El producto se recogié como la sal de amonio y se retom6 en 15 ml
de acetato de etilo. La solucién se lavé sucesivamente con 4 ml de HCl a 1 M seguido de 3 ml de cloruro de sodio
saturado. La capa organica se sec0 sobre sulfato de sodio anhidro y el solvente se retird al vacio para dar 15 mg
(rendimiento del 37%) del producto 6. La identidad del producto se establecié mediante espectrometria de masas de
alta resolucion: calculada para el ion molecular con sodio = 892,2891, hallada = 892,2955. RMN *H (400 MHz, CDCla)
6 6,84 (d, 1H, J = 1 Hz), 6,76 (dd, 1H, J = 7,1 Hz), 6,59 (dd, 1H, J = 14,11 Hz), 6,32-6,64 (m, 2H), 5,6-5,7 (m, 1H),
5,13-5,23 (m, 1H), 4,83 (dt, 1H, J = 9,3 Hz), 4,31 (dd, 1H, J = 12,1 Hz), 3,99 (s, 3H), 3,63 (dd, 1H, J = 13,1 Hz), 3,49
(d, 1H, J =9 Hz), 3,36 (s, 3H), 3,22 (d, 3H, J = 1 Hz), 3,12 (dd, 1H, J = 12,1 Hz), 2,75-2,91 (m, 5H) 2,54-2,72 (m, 4H),
2,34-2,52 (m, 2H), 2,20 (dd, 3H, J = 13,1 Hz), 1,7-1,9 (m, 4H), 1,66 (s, 3H), 1,42-1,5 (m, 2H), 1,37 (dd, 3H, J = 9,1
Hz), 1,2-1,3 (m, 7H), 0,81 (s, 3H).

Preparacion del éster N-succinimidilico de la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina
(éster N-succinimidilico de L-DM1-TPA, 2): Una solucion de L-DM1-TPA (6) (10 mg, 0,011 mmol) en cloruro de
metileno (1,5 ml) se tratd6 con N-hidroxisuccinimida (10 mg, 0,086 mmol) y 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilcarbodiimida.HCI (21 mg, 0,11 mmol) con agitacién enérgica. Se dejé transcurrir la reacciéon durante 2 horas, tras
lo cual se retir6 al vacio aproximadamente la mitad del solvente. La solucién restante se someti6 a una
cromatografia preparativa en capa fina (dos placas de silice de 2000 pm de grosor) con una fase mévil de (cloruro
de metileno:metanol 95:5). La banda para el producto deseado (2) se rascé de la placa y se agité con 20 ml de
(cloruro de metileno:metanol 80:20) y se filtré con vacio a través de un embudo de vidrio sinterizado. El filtrado se
concentré al vacio para dar (8 mg, 0,0083 mmol, rendimiento del 75%) del producto. El analisis espectral de masas
dio un pico basal con ion compatible con M* + Na 989,4. La fragmentacion del ion de 989,4 dio iones hijo, que
también eran compatibles con la estructura de 2. RMN H?! (400 MHz, CDCls) 6 6,96 (d, 1H, J = 1,8 Hz), 6,81 (d, 1H, J
=1,8 Hz), 6,48 (dd, 1H, J = 15,11 Hz), 6,27 (s, 1H), 6,14 (d, 1H, J = 11 Hz), 5,53 (dd, 1H, J = 15, 9,3 Hz), 5,41 (q, 1H,
J=6,9 Hz), 4,36 (dd, 1H, J = 12,1 Hz), 3,99 (s, 3H), 3,66 (s, 1H), 3,54 (d, 1H, J = 9,3 Hz), 3,4-3,54 (m, 5H), 3,36 (s,
3H), 3,35 (s, 3H), 3,21 (s, 3H), 3,12 (d, 1H, J = 12,7 Hz), 2,88 (d, 1H, J = 5,4 Hz), 2,7 (s, 4H), 2,5-2,65 (m, 5H), 2,1 (d,
1H, J = 9,4 Hz), 1,69 (s, 3H), 1,45-1,55 (m, 2H), 1,1-1,3 (M, 10H), 0,83 (s, 3H).

Ejemplo 2b

Procedimiento alternativo para la sintesis del derivado de maitansinoide (2) que lleva un éster reactivo de N-
succinimidilo

Preparacion del éster N-succinimidilico del acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (SSP, 7): Una solucién de acido 4-(2-
piridilditio)-pentanoico (5, 30 g, 123 mmol) en cloruro de metileno (525 ml) se traté con N-hidroxisuccinimida (14,3 g,
124 mmol) y 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida.HCI (31,8 g, 165 mmol). El contenido se agit6 a la
temperatura ambiente durante 2 horas después de lo cual se le afiadieron 750 ml de acetato de etilo. La solucion se
lavo con acido acético acuoso al 0,5% (3 x 350 ml) y una vez con 150 ml de cloruro de sodio acuoso saturado. La
capa organica se secO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se retiré al vacio el solvente por evaporacion
rotatoria. El residuo se recogi6é en un volumen minimo de acetato de etilo y se cargd en una columna de 6,25 x 20
cm de mezcla lechosa de silice empaquetada en hexanos:acetato de etilo a 1:1. La columna se eluyé con
hexanos:acetato de etilo a 1:1. Las fracciones que contienen el producto se combinaron y el solvente se retird
mediante evaporacion rotatoria. El aceite resultante (31 g) se recogié en un volumen minimo de etanol caliente de
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calidad para reactivo y se le afiadieron 350 ml de éter etilico con agitacion magnética, seguido de 100 ml de hexanos.
El precipitado resultante se recogi6 por filtracion con vacio y se sec6 en un horno al vacio a 30 °C durante 12 horas,
lo que da 18,7 g de SPP (7) como un sdlido blanco (18,7 g, rendimiento del 45%. RMN *H (CDCls) & 1,39 (d, 3H),
2,0 (t, 3H), 2,56-3,4 (m, 7H), 6,8-7,2 (m, 1H), 7,6-7,8 (m, 2H), 8,4-8,6 (d, 1H). Andlisis elemental: Calculado: % C
49,4, % H 4,70, % N 8,20, % S 18,80. Hallado: % C 49,3, % H 4,68, % N 8,18, % S 18,94.

Preparacién del éster N-succinimidilico de la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina
(éster succinimidilico de L-DM1-TPA, 2): Una solucién del éster N-succinimidilico del acido 4-(2-piridilditio)-
pentanoico (SPP, 7, 3 mg, 15 umol) en metanol (15 ml) se hizo reaccionar con DM1 (1, 0,58 mg, 0,8 umol) en
dimetilacetamida (0,1 ml). Se le afiadi6 tampdn de fosfato de potasio (0,5 ml de una solucién a 0,2 M, pH 6, EDTA a
2 mM), y la mezcla de reaccion se agitd en una atmésfera de argén a temperatura ambiente. El progreso de la
reaccion se monitorizé por TLC en gel de silice y el producto se purifico por TLC preparativa en gel de silice como se
describe mas arriba.

Ejemplo 3a
Sintesis del derivado de maitansinoide (3a) que lleva un éster reactivo de N-sulfosuccinimidilo

Preparacién del éster N-sulfosuccinimidilico de la N2-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-
maitansina (éster sulfosuccinimidilico de L-DM1-TPA, 3a): la L-DM1-TPA (6,2 mg, 0,002 mmol) se disolvio en
dimetilacetamida (0,25 ml), a lo cual se le afiadio la sal sddica de N-hidroxisulfosuccinimida (1,0 mg, 0,0046 mmol) y
diciclohexilcarbodiimida (1,0 mg, 0,0048 mmol). Después de 3 horas se afiadieron 0,5 ml de alcohol diisopropilico y
el precipitado resultante se retiré por filtracion. Analisis por HPLC (columna Vydac C-18, columna C18 de 10 x 250, a
30 °C, velocidad de flujo de 4,75 ml/min, tampdn de formiato de trietilamonio a 50 mM a pH 3,8, con un gradiente de
metanol lineal (del 30% al 90% durante 30 minutos) del filtrado mostré dos picos principales, una para la L-DM1-TPA
sin reaccionar a 22 min y otro para el éster sulfosuccinimidilico de L-DM1-TPA a 19 min. Se aislé el compuesto que
eluyo a los 19 min y se analiz6 por espectrometria de masas, lo que mostré que tenia el pico esperado congruente
con el ion molecular con dos atomos de sodio (M* + 2Na) de 3a, m/e 1091,4. La fragmentacion adicional del ion de
1091,4 dio iones hijo predecibles, m/e 1073,4 (M* + 2Na — H20), 874,4 (M* + 2Na — N-hidroxisulfosuccinimida con
sodio).

La preparacion de la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (L-DM1-TPA, 6) y el
acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (PPA, 5) fueron como se presenta en el ejemplo 2a mas arriba.

Ejemplo 3b

Procedimiento alternativo para la sintesis del derivado de maitansinoide (3a) que lleva un éster reactivo de N-
sulfosuccinimidilo

El maitansinoide 3a también se puede preparar directamente al hacer reaccionar la DM1 (1) con la sal de sodio de
sulfoSPP (éster N-sulfosuccinimidilico del acido 4-(2-piridilditio)-pentanoico, 8). La sal de sodio del sulfoSPP (8a) se
puede preparar mediante la conjugacon del PPA (5) con la sal de sodio de la N-hidroxisulfosuccinimida en presencia
de EDC.HCI, mediante el procedimiento descrito para el SPP (7) (véase el ejemplo 2a mas arriba). La reaccion de
DM1 con un exceso molar de 20 veces de 8a en dimetilacetamida y tampoén de fosfato de potasio a pH 6, que
contiene EDTA a 2 mM, a la temperatura ambiente da el maitansinoide 3a, que se puede purificar por HPLC segun
se describe en el ejemplo 3a.

Ejemplo 4
Procedimiento alternativo para la sintesis del derivado de maitansinoide (6)

El maitansinoide 6 también se puede preparar directamente a partir del maitansinol como se ilustra en la figura 5. El
compuesto 9 se prepara mediante el intercambio de disulfuros entre el éster (2-trimetilsilil)etilico del PPA (5) y N-
metil-N-(3-mercapto-1-oxopropil)-L-alanina. El producto se puede purificar mediante cromatografia en columna en
gel de silice. La esterificacion del maitansinol con 6 equivalentes de 9 en presencia de DCC (7,2 eq) y
dimetilaminopiridina (DMAP) o cloruro de cinc (1 eq) en diclorometano, como se describié previamente (patente de
los EE. UU. n.° 5.208.020) da el maitansinoide 10, que se puede purificar por los medios quimicos estandares, tales
como cromatografia en gel de silice o HPLC. El tratamiento de 10 con 5 equivalentes de fluoruro de tetrabutilamonio
en tetrahidrofurano durante 30 min a temperatura ambiente da lugar a la escisién del grupo protector (trimetilsilil)etilo
para producir 6, que se puede purificar por HPLC como se describe en el ejemplo 2a.

Ejemplo 5
Evaluacion de los conjugados huN901-DM1 por su potencia in vitro

Los conjugados entre huN901 y DM1 preparados mediante este nuevo procedimiento en una etapa se evaluaron por
su citotoxicidad in vitro contra las células que expresan el antigeno como sigue. En este ensayo se utilizé un clon de
células A431 que expresa constitutivamente el antigeno del huN901 (NCAM/CD56). Las células se sembraron en
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placas tratadas de 6 pocillos para cultivo de tejidos a una densidad de 2 x 10° células/pocillo en 2 ml del medio
DMEM complementado con suero de ternero fetal al 10% y penicilina + estreptomicina. Se afadié a los pocillos un
conjugado huN901-DM1 o el anticuerpo huN901 de control en el momento de la siembra en las placas, y los cultivos
se incubaron en un incubador para cultivo de tejidos a 37 °C, CO2 al 6%, durante 5 a 7, dias para formar colonias de
mas de 25 células/colonia. A continuacion, las placas se lavaron con PBS y después se fijaron/tifieron durante 30
min a la temperatura ambiente con formaldehido al 10%/violeta de genciana al 0,2% (p/v) en PBS. Los pocillos se
enjuagaron 3 veces con agua, se secaron al aire y las colonias se contaron con un microscopio disector con pocos
aumentos. Las fracciones supervivientes se calcularon como el nimero de colonias en pocillos tratados con el
farmaco/nimero de colonias en pocillo no tratado.

Los resultados (figura 1) indican que los conjugados huN901-DM1 preparados mediante el procedimiento en una
etapa con el maitansinoide 2, seguido de la purificacion mediante cromatografia en Sephadex G25 o en Sephacryl
S300 eran potentes a la hora de destruir las células que expresaban del antigeno, con un valor de Clso de 1 x 10710
M. En cambio, el anticuerpo huN901 sin conjugar no era téxico.

La invencion se puede entender adicionalmente con referencia a las siguientes clausulas no limitantes:

1. Un procedimiento para producir un maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un éster reactivo que
comprende hacer reaccionar la N?-desacetil-N?-[3-(carboxialquilditio)-1-oxopropil]-maitansina con un compuesto
hidroxi para producir un maitansinoide que tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo.

2. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, en donde la N?-desacetil-N?-[3-(carboxialquilditio)-1-oxopropil]-
maitansina es la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6).

3. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, que ademas comprende una etapa de aislamiento del éster de
maitansinoide que es el producto de la reaccion.

4. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, en donde dicho compuesto hidroxi se selecciona del grupo que
consiste en N-hidroxisuccinimida, N-hidroxisulfosuccinimida, N-hidroxiftalimida, N-hidroxisulfoftalimida, 2-nitrofenol,
4-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, 3-sulfonil-4-nitrofenol y 3-carboxi-4-nitrofenol.

5. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, en donde dicho compuesto hidroxi es la N-hidroxisuccinimida.
6. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, en donde dicho compuesto hidroxi es la N-hidroxisulfosuccinimida.

7. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, en donde dicho compuesto hidroxi es la N-hidroxisuccinimida y
dicho maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un éster reactivo es el éster N-succinimidilico de la N*-desacetil-
NZ-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (2).

8. El procedimiento de acuerdo con la clausula 1, en donde dicho compuesto hidroxi es la N-hidroxisulfosuccinimida
y dicho maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un éster reactivo es el éster N-sulfosuccinimidilico de la N?-
desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (3a).

9. Un procedimiento para producir un maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un éster reactivo que
comprende hacer reaccionar un maitansinoide que contiene tiol con un éster reactivo de acido carboxilico que
contiene un disulfuro reactivo.

10. El procedimiento de acuerdo con la clausula 9, que ademas comprende la etapa de aislar el maitansinoide con
un resto disulfuro que lleva un éster reactivo.

11. El procedimiento de acuerdo con la clausula 9, en donde el éster reactivo de acido carboxilico que contiene un
disulfuro reactivo es el 4-(2-piridilditio)-pentanoato de N-succinimidilo (7).

12. El procedimiento de acuerdo con la clausula 9, en donde dicho maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un
éster reactivo es el éster N-succinimidilico de la NZ?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-
maitansina (2).

13. Un procedimiento para producir un maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un éster reactivo que
comprende hacer reaccionar un maitansinoide que contiene tiol con un éster reactivo hidrosoluble de &acido
carboxilico que contiene un disulfuro reactivo.

14. El procedimiento de acuerdo con la clausula 13, que ademas comprende la etapa de aislar el maitansinoide que
tiene un resto disulfuro que lleva un éster reactivo.

15. El procedimiento de acuerdo con la clausula 13, en donde el éster reactivo hidrosoluble de acido carboxilico que
contiene un disulfuro reactivo es el 4-(2-piridilditio)-pentanoato de sulfosuccinimidilo (8).

16. El procedimiento de acuerdo con la clausula 13, en donde dicho maitansinoide con un resto disulfuro que lleva
un éster reactivo es el éster N-sulfosuccinimidilico de la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-
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maitansina (3).

17. Un procedimiento para producir la N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metil-propilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6)
gue comprende hacer reaccionar un maitansinoide que contiene tiol con el &cido 4-(2-piridilditio)-pentanoico (5).

18. El procedimiento de acuerdo con la clausula 17, que ademas comprende la etapa de aislar la N?-desacetil-N?-[3-
(3-carboxi-1-metilpropilditio)]-1-oxopropil]-maitansina (6).

19. Un procedimiento para producir N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6) que
comprende las etapas de

() combinar la N-metil-N-(3-mercaptopropanoil)-L-alanina y el 4-mercaptopentanoato de trimetilsililetilo (9) para
formar un compuesto de disulfuro mixto

(b) conjugar el maitansinol al producto de (a) para producir un éster de maitansinoide 10, y
(c) desproteger el éster de maitansinoide 10.

20. El procedimiento de acuerdo con la clausula 19, que ademas comprende la etapa de aislar la N?-desacetil-N?-[3-
(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6).

21. Un maitansinoide con un resto disulfuro que lleva un éster reactivo que comprende la siguiente férmula 11:

DM1-S-CR1R2-(CH2)n-CO2-X  (11)

en donde DM1 es

donde R:1 y Rz son cada uno independientemente H, CHs, CzHs, un alquilo superior lineal o un alquilo superior
ramificado,

endondenesdelab,y

en donde X es una parte de un éster activo y puede ser N-succinimidilo, N-sulfosuccinimidilo, N-ftalimidilo, N-
sulfoftalimidilo, 2-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo, 3-sulfonil-4-nitrofenilo o 3-carboxi-4-nitrofenilo.

22. El derivado reactivo de maitansinoide de acuerdo con la clausula 21, en donde R1 es H, R2es CHs, nes 2y X es
N-succinimidilo.

23. El derivado reactivo de maitansinoide de acuerdo con la clausula 21, en donde R1 es H, R2es CHs, nes 2y X es
N-sulfosuccinimidilo.

24. La N?-desacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metilpropilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6) que comprende la férmula
siguiente:

OH
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25. Un éster de maitansinoide (10) que comprende la férmula siguiente:
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir un conjugado citotéxico que comprende una o varias moléculas de maitansinoide y
un agente que se fija a las células, consistiendo dicho procedimiento esencialmente en la Unica etapa de hacer
reaccionar una o varias moléculas de maitansinoide que contiene un éster reactivo con un agente que se fija a las
células, en donde el agente que se fija a las células no se ha modificado previamente para que lleve un grupo
reactivo para ser usado en la conjugacion con las moléculas de maitansinoide.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que ademas comprende una segunda etapa de aislar el
conjugado.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho éster reactivo esta conectado a una o varias
moléculas de maitansinoide a través de un resto conector.

4. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde dicho resto conector es un puente disulfuro, un enlace
inestable en acido, un enlace fotolabil, un enlace labil a peptidasa o un enlace labil a esterasa.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, en donde dicho resto conector es un puente disulfuro.

6. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho éster reactivo es un éster reactivo conectado
por disulfuro.

7. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho éster reactivo es un éster de N-succinimidilo, N-
sulfosuccinimidilo, N-ftalimidilo, N-sulfoftalimidilo, 2-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo, 3-sulfonil-4-nitrofenilo o
3-carboxi-4-nitrofenilo.

8. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho éster reactivo es un éster de N-succinimidilo.

9. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho éster reactivo es un éster de N-
sulfosuccinimidilo.

10. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho agente que se fija a las células se selecciona
del grupo que consiste en anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpo, linfocinas,
hormonas, factores de crecimiento, vitaminas y moléculas transportadoras de nutrientes.

11. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho agente que se fija a las células es un
anticuerpo monoclonal.

12. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho agente que se fija a las células es un
fragmento de anticuerpo.

13. Procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde la molécula de maitansinoide
se representa mediante la férmula siguiente:

DM1-S-S-CR1R2-(CH2)n-CO2-X,
en donde:

DM1-S- esta representado por la formula siguiente:

MeD-

R1y Rz son cada uno independientemente H o un alquilo ramificado o lineal,
nesdelab;

X es N-succinimidilo, N-sulfosuccinimidilo, N-ftalimidilo, N-sulfoftalimidilo, 2-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo,
3-sulfonil-4-nitrofenilo o 3-carboxi-4-nitrofenilo.

14. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde R1 es H, Rz es CHs, n es 2 y CO2-X es un éster de

16
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N-succinimidilo o un éster de N-sulfosuccinimidilo.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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