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RESUMO

METODOS PARA A PREPARAGAO DE CONJUGADOS CITOTOXICOS DE
MAITANSINOIDE E AGENTES DE LIGAGAO CELULAR

A invencdo proporciona um método para a produgdo de um

conjugado citotdéxico que compreende uma ou mais moléculas

de maitansindide e um  agente de ligacéo celular,

consistindo o referido método essencialmente no passo uUnico
de reagdo de uma ou mais moléculas de maitansindide,

contendo um éster reativo, com o agente de ligacgdo celular.
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DESCRIGAO

METODOS PARA A PREPARAGAO DE CONJUGADOS CITOTOXICOS DE
MAITANSINOIDE E AGENTES DE LIGAGAO CELULAR

AREA DA INVENGAO

A presente invencdo estd relacionada com um método
melhorado de preparacdo de conjugados citotdxicos que
compreendem maitansindides e agentes de ligacdo celular.
Estes conjugados tém uso terapéutico j& gque s&o entregues a
uma populacédo celular especifica de forma orientada.
ANTECEDENTES DA INVENQAO

Existem muitas descrigcdes sobre a tentativa de
direcionamento especifico para células tumorais de
conjugados de drogas de anticorpos monoclonais (Sela et al.
em Immunoconjugates 189-216 (C. Vogel, ed. 1987); Ghose et
al, em Medicamentos direcionados 1-22 (E. Goldberg,
ed.1983); Diener et al, em Sistemas de Entrega Mediados por
Anticorpos 1-23 (J. Rodwell, ed. 1988); Pietersz et al, em
Sistemas de Entrega Mediados por Anticorpos 25-53 (J.
Rodwell, ed.1988); Bumol et al, em Sistemas de Entrega
Mediados por Anticorpos 55-79 (J.Rodwel, ed. 1988)). As
drogas citotédéxicas como o metotrexato, a daunorubicina, a
doxorubicina, a vincristina, a vinblastina, o melfalano, a
mitomicina C e o clorambucil tém sido conjugadas com uma
variedade de anticorpos monoclonais murinos. Em alguns
casos, as moléculas das drogas foram ligadas as moléculas
dos anticorpos atraveés duma molécula transportadora
intermedidria como a albumina sérica (Garnett et al. Cancer
Res. 46:2407-2412 (1986); Ohkawa et al. Cancer Immumol.
Immunother. 23:81-86 (1986) ; Endo et al. Cacer Res.
47:1076-1080 (1980)), o dextrano (HUrwitz et al. Appl.
Biochem 2: 25-35 (1980); Manabi et al. Biochem Pharmacol.
34:289-291 (1985);Dillman et al. Cancer res. 46:4886-43891
(1986); Shoval et al. Proc. Nati. Acad. Sci. 85:8276-8280
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(1988)) ou o &cido poliglutdmico (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)).

Uma ampla gama de tecnologias de ligacao foi usada na
preparacdo de tais imunoconjugados e tanto os ligantes
clivdveis como os nédo clivédveis foram investigados. Na
maioria dos casos, o potencial citotdxico completo das
drogas s6 podia ser observado, no entanto, se as moléculas
da droga pudessem ser libertadas dos conjugados na forma
nao modificada, no local de acéao.

Um dos ligantes clivaveis que foi usado na preparacgdo
de conjugados de drogas de anticorpos é um ligante &cido-
1dbil baseado no &cido cis-aconitico, gque usa a seu favor o
ambiente &cido de diferentes compartimentos celulares como
os endossomas, encontrados durante a endocitose mediada por
receptores, e 0s lisossomas. Shen e Ryser introduziram este
método para a preparacdo de conjugados de daunorubicina com
macromoléculas transportadoras (Blochem. Biophys. Res.
Commun. 102:1048-1054 (1981)). Yang e Reisfeld usaram a
mesma técnica para conjugar a daunorubicina com um
anticorpo anti-melanoma (J. Natl. Canc. Inst. 80: 1154-1159
(1988)). Recentemente, Dillman et al. também usaram um
ligante &cido-1l4bil duma forma semelhante para preparar
conjugados de daunorubicina com um anticorpo anti-células T
(Cancer Res. 48:6097-6102 (1988)) .

Uma abordagem alternativa, explorada por Trouet et al.
envolve a daunorubicina ligada a um anticorpo através dum
brago peptidico espagador (Proc. Natl. Acad. Sci. 79: 626-
629 (1982)). 1Isto foi realizado sob a premissa que as
drogas livres podem ser libertadas dum tal conjugado pela
acado de peptidades lisossomais.

Os testes citotdxicos in vitro, no entanto, revelaram
que os conjugados de drogas de anticorpos raramente atingem

a mesma poténcia citotdxica que uma droga livre néao
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conjugada. Isto sugere que o0s mecanismos pelos quais as
moléculas da droga sdo libertadas a partir dos anticorpos
sdo Dbastante 1ineficazes. Na 4&rea das imunotoxinas, os
conjugados formados através de pontes dissulfeto entre os
anticorpos monoclonais e as toxinas proteicas
cataliticamente ativas, sdo mais citotdxicos que oS
conjugados que contém outros ligantes. Ver, Lambert et al.
J. Biol. Chem. 260: 12035-12041 (1985); lambert et al. in
Immunotoxins 175-209 (A. Frankel, ed. 1988); Ghetie et al,
Cancer Res. 48:2610-2617 (1988). 1Isto foi atribuido a
elevada concentracao intracelular de glutationa que
contribui para a clivagem eficaz da ligacdo dissulfeto
entre a molécula de anticorpo e a toxina. Apesar disto,
existem apenas alguns casos descritos do uso das pontes de
dissulfeto para a preparacao de conjugados entre drogas e
macromoléculas. Shen et al. descreveram a conversdo do
metotrexato num derivado mercaptoetilamida seguida da
conjugagao com poli-D-lisina através duma ligacéo
dissulfeto (J.Biol. Chem. 260:10905-10908 (1985)). Além
disso, um relatdrio descreveu a preparacgdo de conjugados de
trissulfeto, contento a droga téxica caliqueamicina, com um
anticorpo (Menendez et al. Quarta Conferéncia Internacional
Sobre Imunoconjugados de Anticorpos Monoclonais para O
Cancro, San Diego, Resumo 81 (1989)). Outro relatdrio
descreveu a preparagdao de um conjugado do trissulfeto,
contendo a droga téxica caligueamicina, com um anticorpo
(Himman et al, 53 Cancer Res. 3336-1142 (1993)).

Uma razao para a falta de conjugados de drogas de
anticorpos ligadas ao dissulfeto ¢ a indisponibilidade das
drogas citotéxicas que carregam atomos de enxofre contendo
um radical que pode facilmente ser usado para ligar a droga
a um anticorpo através duma ponte de dissulfeto. Além
disso, a modificacgdo gquimica das drogas existentes &
dificil sem ocorrer a diminuicao do seu potencial

citotdxico.
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Uma outra grande desvantagem dos conjugados de drogas
de anticorpos € a sua incapacidade para entregar uma
concentracado de droga suficiente no local de acao devido ao
numero limitado de antigénios alvo e a relativamente
moderada citotoxicidade dos medicamentos cancerostaticos
como o metotrexato, a daunorubicina e a vincristina. De
forma a atingir uma citotoxicidade significante, torna-se
necesséaria a ligacdo de um grande numero de moléculas da
droga, tanto diretamente ao anticorpo como através duma
molécula transportadora polimérica. No entanto, tais
anticorpos altamente modificados apresentam,
frequentemente, uma ligacd&o fraca ao antigénio alvo e uma
rdpida depuracdo da corrente sanguinea in vivo.

Os maitansindéides sédo drogas altamente citotdxicas. A
maitansina foi isolada pela primeira vez por Kupchan et al.
a partir do arbusto africano Maytenus serrata e Pprovou-se
ser de 100 a 1000 vezes mais citotdéxica gque os agentes
gquimioterdpicos para tumores convencionais como o)
metotrexato, a daunorubicina e a vincristina (Patente dos
Estados Unidos Ne° 3,896,111). Subsequentemente foi
descoberto que alguns micrébios também produzem
maitansindéides, como um maitansinol e ésteres C-3 de
maitansinol (Patente dos Estados Unidos N° 4,151,042). Os
ésteres C-3 do maitansinol e andlogos do maitansinol,
também foram descritos (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)).
Exemplos de andlogos do maitansinocl, a partir dos quais os
ésteres C-3 foram preparados, incluem o maitansinol com
modificagdes no anel aromdtico (por exemplo, dicloro) ou no
C-9, C-14 (por exemplo, grupo metil hidroxilado), C-15, C-
18, C-20 e C-4,5.

Os ésteres C-3 naturais e sintéticos podem ser
classificados em dois grupos:

(a) ésteres C-3 com &cidos carboxilicos simples (Patente
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dos Estados Unidos N° 4,248,870; 4,265,814; 4,308,268;
4,308,269; 4,309,428; 4,317,821; 4,322,348 e 4,331,598) e
(b) ésteres C-3 com derivados de N-metil-L-alanina
(Patente dos Estados Unidos N° 4,137,230; 4,260,608;
5,208,020 e Chem. Pharm. Bull. 12:3441 (1984)).

Os ésteres do grupo (b) sd&o muito mais citotdxicos que

os ésteres do grupo (a).
A maitansina ¢ um inibidor mitdético. Foi descrito que o
tratamento de células L1210 in vivo com maitansina resultou
em 67% das células acumulando em mitose. As células
controlo ndo tratadas demonstraram um indice mitdético que
variou entre 3.2 a 5.8% (Sieber et al. 43 Comparative
Leukemia Research 1975, Bibl.Haemat. 495-500 (1976)) .
Experiéncias com ovos de ouricos-do-mar e de ovos de
moluscos sugeriram gue a maitansina inibe a mitose por
interferéncia com a formacgdo de microtubulos através da
inibigcdo da polimerizacdo da proteina dos microtubulos, a
tubulina (Remillard et al. Science 189:1002-1005 (1975)).

Suspensdes 1in vitro de células leucémicas murinas
P388, L1210 e LY5178, demonstraram ser 1inibidas pela
maitansina a doses de 107 a 10* ug/ul, sendo a linha P388
a mais sensivel. Também se demonstrou que a maitansina € um
inibidor ativo do crescimento in vitro das células do
carcinoma nasofaringeo humano e a linha CEM da leucemia
linfobléastica aguda humana foi inibida a concentragdes tao
baixas como 10’ mg/ml (Wolpert-DeFillippes et al. Biochem
Pharmacol. 24:1735-1738 (1975)).

A maitansina provou ser ativa também in vivo. O
crescimento do tumor no sistema leucemia linfocitica P388
foi inibido num intervalo de doses de 50 a 100 vezes, o que
sugere um 1indice terapéutico elevado; também pode ser
demonstrada atividade inibitdria significante no sistema de
leucemia em ratos L1210, no sistema de carcinoma pulmonar
de Lewilis humano e no sistema de melanocarcinoma B-16 humano
(kupchan, Ped. Proc. 33:2288-2295 (1974)).
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Os métodos atuais de conjugacdo dos maitansindides com
agentes de ligacao celular (como os anticorpos) envolvem
dois passos de reacado. Um agente de ligacao celular, por
exemplo um anticorpo, € primeiramente modificado com um
reagente de reticulagcdao como o N-succinimidil piridil
ditiopropionato (SPDP) para introduzir grupo ditiopiridil
no anticorpo (Carlsson et al. Biochem. J. 173:723-737
(1978); Patente dos Estados Unidos N° 5,208,020). Numa
segunda etapa, um maitansindide reativo, com um grupo tiol
como o DMI1, ¢ adicionado ao anticorpo modificado,
resultando numa deslocacdo dos grupos tiopiridil nos
anticorpos modificados e, na producdo de conjugados
maitansindide citotdxico ligado ao dissulfeto/anticorpo
(Patente dos Estados Unidos N° 5,208,020).

Os métodos atuais de conjugacdo de maitansindéides com
anticorpos tém a desvantagem de sujeitar os anticorpos a
duas etapas de reacdo, necessitando como tal duas etapas
gel-filtracdo de purificacdo das proteinas para separar as
proteinas das moléculas orgédnicas pequenas nédo conjugadas,
como as SPDP e os maitansindides. Isto torna os métodos
caros e demorados e, também resulta num baixo rendimento do
produto.

Concordantemente, é bastante necessdrio um método para
a conjugagdo de maitansindéides com agentes de ligagdo
celular, em que o numero de etapas da reacdo é reduzido,
com a concomitante reducdo de tempo e gastos, e em gque haja
um aumento do rendimento.

RESUMO DA INVENGAO

De acordo com a invencédo, & descrito um processo com
apenas uma etapa, para a producdo de conjugados citotédxicos
de maitansindéides e agentes de ligagcdo celular, como
determinado na reivindicacdo 1. Os maitansindéides com uma
parte de dissulfeto gque carrega um grupo reativo, estao
ligados a agentes de ligacdo celular, como os anticorpos,

sem modificacgdo anterior do agente de ligacado celular. Este
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processo de conjugagdo minimiza o tempo de reagdo e de
processamento das moléculas de proteinas dos anticorpos
sensiveis e também minimiza as etapas de purificacédo das
proteinas melhorando, assim, o rendimento geral. Estes
conjugados sdo Uteis enquanto agentes terapéuticos que séo
entregues especificamente as células alvo e sao
citotdxicos.

Também aqui descritos, estdo novos métodos para a
sintese de maitansindides com uma parte de dissulfeto que
carrega um grupo reativo. Os maitansindides sdo moléculas
orgénicas que s8o sensiveis a condigdes aquosas de baixo pH
(pH 5 e inferior) ou elevado pH (pH 8 e superior) e tém
fraca solubilidade em solugdes aquosas. O novo método aqui
descrito ultrapassa estes problemas convertendo 0S
maitansindéides em maitansindides com um radical dissulfeto
gue carrega um Jgrupo reativo, em solventes orgénicos ou
misturas de solventes aquosos e orgadnicos. 0Os derivados de
maitansindides reativos resultantes tém melhor solubilidade
em solugdes agquosas e podem ser conjugados com agentes de
ligagdo celular numa vreacdo de etapa unica, em tampdes
aquosos sob condigdes suaves (pH 6-8). Uma vantagem
adicional ¢é que todos os maitansindides intermedidrios
neste processo podem ser completamente analisados antes de
serem conjugados. E descrita a sintese de maitansindides
adequados, com uma parte de dissulfeto que carrega um grupo
reativo, como os compostos 2 e 3a discutidos abaixo.

Também ¢é descrito um método para producdo de outros
derivados dos maitansindéides, como os compostos 6 e 10, que
podem ser usados na producdo de maitansindides com radical
dissulfeto que carrega um grupo reativo, como os compostos
2 e 3a.

Também s&o descritos varios novos maitansindides,
compostos 2, 3a, 6 e 10, cujos usos incluem a producao de
novos conjugados citotéxicos.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
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A Figura 1 mostra os resultados de uma experiéncia que
avalia a capacidade dos conjugados do maitansindide
huN901, preparado com 2 pelo método da presente invencéao,
seguido da purificacdo com cromatografia Sephanil S300
(@) ou com Sephadex G25 (o) e o anticorpo huN90l1l néo
conjugado (A) para eliminar as células positivas a
antigénio.
A Figura 2 mostra as vias de sintese dos maitansindides
com um radical dissulfeto que carrega um grupo reativo.
A Figura 3 mostra uma via de sintese alternativa dos
maitansindéides com um radical dissulfeto que carrega um
grupo reativo.
A Figura 4 mostra uma via de sintese alternativa de
conjugados citotdxicos.
A Figura 5 mostra uma via alternativa para a producdao de
L-DM1-TPA (composto 6).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Esta invencdo descreve um processo de etapa uUnica para
a sintese de conjugados citotdxicos que compreendem
maitansindides e agentes de ligacdo celular. Também & aqui
descrito um processo de sintese de novos maitansindides com
um radical dissulfeto que carrega um grupo reativo, como oS
compostos 2 e 3a. Além disso, é descrito um processo para a
sintese de novos derivados de maitansindides, como o©0sS
compostos 6 e 10. Também s&do descritos novos derivados de
maitansindides, como os compostos 6 e 10, gque sdo uteis na
produgdo de maitansindides com um radical dissulfeto que
carrega um grupo reativo, como os compostos 2 e 3a, que s&o
Uteis na sintese de novos conjugados citotdxicos.

A arte revela que é extremamente dificil modificar as
drogas existentes sem diminuir a seu potencial citotdxico.
Como se ensina aqui, este problema € ultrapassado por um
método de modificacdo de moléculas de maitansindides com
partes qguimicas reativas, especialmente moléculas de

maitansindides que contém um radical dissulfeto e um grupo
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reativo, o que permite a 1ligagcdo a agentes de 1ligacéo
celulares apropriados. Como resultado, 0s novos
maitansindéides descritos, com um radical dissulfeto que
carrega um grupo reativo, preservam, € em alguns casos até
aumentam, a poténcia citotdxica dos maitansindides
naturais.

Os conjugados de maitansindides citotdxicos—agentes de
ligagcdo celular permitem a medida completa da acgéo
citotdéxica dos derivados de maitansindides a ser aplicados
de forma direcionada apenas contra células indesejadas,
evitando, como tal, efeitos secunddrios devido aos danos
provocados em células saudaveils ndo alvo. Assim, a invencéo
proporciona novos métodos de criagdo de agentes uteis na
eliminagcdo de células doentes ou anormais gque devem ser
mortas ou lizadas, como as células tumorais
(particularmente células de tumores sdlidos), células
infetadas por virus, células infetadas por microrganismos,
células infetadas com parasitas, células autoimunes
(células gque produzem auto-anticorpos), células ativadas
(as células envolvidas na rejeicdo de enxertos ou em
doencas enxerto vs. hospedeiro) ou qualgquer outro tipo de
células doentes ou anormais, enquanto exibem os efeitos
secunddrios minimos.

Assim, a invencd@o ensina um método de etapa uUnica para
a producdo de conjugados citotdxicos que compreendem
maitansindéides e agentes de ligacédo celular. Também & aqui
ensinado um método para a sintese de derivados de
maitansindéides e maitansindéides com radical dissulfeto que
carrega um grupo reativo, que permite a ligacdo quimica a
um agente de ligacao celular, enquanto mantém uma
citotoxicidade elevada, tanto na forma ligada como na forma
liberta, ou em ambos o0s estados. Também sdo aqui descritos
derivados de maitansindides Gteis na producéo de
maitansindéides com um radical dissulfeto que carrega um

grupo reativo e maitansindides com um radical dissulfeto



EP2348024B1

gue carrega um grupo reativo, Uteis na sintese de novos
conjugados citotdéxicos.

Os conjugados citotéxicos agui descritos compreende um
ou mais maitansindides ligados a um agente de ligacéao
celular. De forma a ligar o maitansindéide ao agente de
ligagdo celular, o maitansindide deve ser primeiramente
modificado.

Os maitansindéides que podem ser usados para produzir
os derivados de maitansindéides reativos, capazes de serem
ligados a um agente de ligacdo celular, sao bem conhecidos
na arte.

Os conjugados de maitansindides citotdxicos—-agentes de
ligagdo celular permitem uma medida completa da acéo
citotdéxica dos derivados de maitansindides a @ serem
aplicados de forma direcionada apenas contra células néo
desejadas, evitando assim efeitos secunddrios devido aos
danos causados sobre células sauddveis ndo alvo. Assim, a
invengdo proporciona agentes uUteis e novos métodos de
criacdo dos mesmos, para a eliminacdo de células doentes ou
anormais que devem ser mortas ou lizadas, como as células
tumorais (particularmente células de tumores sdlidos),
células infetadas por virus, células infetadas por
microrganismos, c¢élulas infetadas com parasitas, células
autoimunes (células que produzem auto-anticorpos), células
ativadas (as células envolvidas na rejeicdo de enxertos ou
em doencas enxerto vs. hospedeiro) ou qualquer outro tipo
de células doentes ou anormais, enquanto exibem os efeitos
secundarios minimos.

Assim, a invencdo ensina um método de etapa Unica para
a producdo de conjugados citotdxicos que compreendem
maitansindéides e agentes de 1ligacdo celular. A invencéo
ensina ainda um método para a sintese de derivados de
maitansindéides e maitansindides com uma parte dissulfeto
que carrega um grupo reativo que permite a ligacdo quimica

a um agente de ligagdo celular, enquanto mantém uma
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citotoxicidade elevada, tanto na forma ligada como na forma
liberta, ou em ambos o0s estados. Finalmente, a invencao
descreve derivados de maitansindides tUteis na producgdo de
maitansindéides com uma parte dissulfeto que carrega um
grupo reativo e, maitansindides com uma parte dissulfeto
que carrega um Jgrupo reativo, Uteis na sintese de novos
conjugados citotdxicos.

O conjugado citotdxico, de acordo com a presente
invencgdo, compreende um ou mais maitansindides ligados a um
agente de ligacdo celular. De forma a ligar o maitansindide
a um agente de ligacdo celular, o maitansindéide deve ser
primeiramente modificado.

Os maitansindéides que podem ser usados na presente
invengdo para produzir os derivados de maitansindides
reativos, capazes de serem ligados a um agente de ligacéao
celular, séao bem conhecidos na arte e podem ser isolados a
partir de fontes naturais, de acordo com métodos conhecidos
ou preparados sinteticamente, de acordo com métodos
conhecidos.

Exemplos de maitansindides adequados incluem o
maitansinol e os andlogos do maitansinol. Exemplos de
andlogos do maitansinol adequados incluem os que tém um
anel aromdtico modificado e os que tém modificacgdes noutras
posicgdes.

Exemplos especificos de andlogos do maitansinol
adequados com um anel aromdtico modificado incluem:

(1) C-19-dicloro (Patente dos Estados Unidos N°4,256,746)
(preparado por reducdo LAH da ansamitocina P2);

(2) C-20-hidroxi (ou C-20-dimetil) +/- C-19-dicloro
(Patente dos Estados Unidos 4,361,650 e 4,307,016)
(preparado por dimetilacéo usando Strptomyces ou
Actinomyces ou decloragao usando LAH); e

(3) C-20-dimetoxi, C-20-aciloxi (-OCOR), +/- dicloro
(Patente dos Estados Unidos N° 4,294,757) (preparado por

acilacdo usando cloretos de acilo).
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Exemplos especifico de anadlogos de maitansinol
adequados com modificacgdes de outras posigdes incluem:

(1) C-9-SH (Patente dos Estados Unidos N° 4,424,219)
(preparado por reacao do maitansinol com HzS ou P;S3);

(2) C-l4-alcoximetil (dimetoxi/CH;0R) (Patente dos
Estados Unidos N° 4,331,598);

(3) C-14-hidrometil ou aciloximetil (CH,OH ou CH,;0Ac)
(Patente dos Estados Unidos N° 4,450,254) (preparado a
partir de Nocardia);

(4) C-15-hidroxi/aciloxi (Patente dos Estados Unidos
4,364,866) (preparado pela conversdao do maitansinol pelo
Streptomyces)

(5) C-15-metoxi (Patente dos Estado Unidos 4,313,946 e
4,315,929) (isolado a partir de Trewia mudiflora);

(6) C-18-N-dimetil (patente dos Estados Unidos N°
4,362,663 e 4,322,348) (preparado por dimetilacdo do
maitansinol pelo Streptomyces); e

(7) 4,5-dioxi (Patente dos Estados Unidos N° 4,371,533)
(preparado pela redugdo pelo titédnio tricloreto/LAH do
maitansinol)

De forma a ligar o maitansindéide ao agente de ligacédo
celular, o maitansindéide compreende um radical de ligacgéao.
O radical de ligacédo contém uma ligac¢do quimica gque permite
libertacdo de maitansindéides completamente ativos num local
particular. Ligacgdes quimicas adequadas sdo bem conhecidas
na arte e incluem ligacgdes dissulfeto, ligagbdes 4&cido-
lédbeis, 1ligacgdes fotoldbeis, ligacdes peptidase 1labeis e
ligacbes estér 1lédbeis. As preferidas sdo as ligacgdes
disseulfeto.

De acordo com a presente invencdo, o radical de
ligagdo compreende um grupo gquimico reativo. Numa forma de
realizacd&o preferida, o grupo quimico reativo pode ser
covalentemente ligado ao maitansinol através dum radical de
ligacéo duma ligacao dissulfeto.

Os grupos quimicos reativos particularmente preferidos séao
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0s ésteres N-succinimidil e os ésteres N-sulfosuccinimidil.

Os maitansindides particularmente preferidos
compreendendo um radical de ligacdo gue contém um grupo
quimico reativo s&o ésteres C-3 de maitansinol e os seus
andlogos, em que o radical de ligacdo contém uma ligacéo
dissulfeto e o grupos quimico reativo compreende um éster
N-succinimidil ou N-sulfosuccinimidil.

Varias posigbes nos maitansindides podem servir como
posicéo para a ligacdo do radical de ligacao. Por exemplo,
a posicdo C-3 com um grupo hidroxil, a posicdo C-14
modificada com o hidrometil, a posicdo C-15 modificada com
o hidroxi e a posicadao C-20 com um grupo hidroxi, podem
todas ser uUteis. No entanto, a posicdo C-3 & preferida e a
posigdo C-3 do maitansinol é especialmente preferida.

A medida que a sintese de ésteres de maitansinol com
um radical livre é descrita abaixo, em termos de ligacéo
dissulfeto contendo radicais de ligacgdo, um perito na arte
ird compreender que os radicais livres com outras ligagdes
quimicas (como descrito acima) também podem ser usados com
a presente invencao, assim como podem outros
maitansindides. Exemplos especificos de outras ligacgbes
gquimicas incluem ligacgdbes acido labeis, ligacgdes
fotoldbeis, ligacdes peptidase labeis e ligagbdes esterase
ldbeis. O descrito na Patente dos ESrados Unidos N°
5,208,020 ensina a producdo de maitansindides carregando
tais ligacdes.

A sintese de derivados de maitansindides e
maitansindéides com um radical dissulfeto que carrega um
grupo reativo pode ser descrita por referéncia as Figuras
1-4, onde os ésteres de maitansindéides contendo dissulfeto
sdo preparados.

A maioria dos métodos aqui descritos utiliza
maitansindéides contendo tiol (DM1), formalmente designado
por N°-diacetil-N’- (3-mercapto-l-oxopropil)-maitansina,

como reagente inicial. O DM1 é representado pela seguinte
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férmula estrutural (1) :

W

Producdo de Conjugados Citotédxicos
Os conjugados citotdxicos representacionais da
invencao sao anticorpos/maitansindide, fragmentos de

anticorpos/maitansindéide, factor de crescimento epidermal
(EGF') /maitansindide, hormona estimulante dos melandcitos
(MSH) /maitansindide, hormona estimulante da tiroide
(TSH) /maitansindide, estrogénio/maitansindéide, anadlogo do
estrogénio/maitansindide, androgénio/maitansindide e
andlogo do androgénio/ maitansindide.

O grupo reativo contendo maitansindides reage com o
agente de ligacéao celular para produzir conjugados
citotdxicos. Estes conjugados podem ser purificados por
HPLC ou por gel-filtracéo.

Esquema 1l: Mais especificamente, uma solugdo de um
anticorpo num tampdo aquoso pode ser incubada com um
excesso molar de maitansindéides com um radical dissulfeto
que carrega um grupo reativo. A mistura de reacdo pode ser
extinta por adicao de excesso de amina (como por exemplo a
etanolamina, taurina, etc.). 0O conjugado maitansindide-
anticorpo pode entédo ser purificado por gel-filtracéo.

O numero de moléculas de maitansindéide ligadas por
molécula de anticorpo pode ser determinado pela medicdo por
espectrofotometria da razdo da absorvancia a 252 nm e 280
nm. Uma média de 1-10 moléculas de maitansindéide/molécula

de anticorpo podem ser ligadas por este método.
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Os conjugados de agentes de ligacdo celular com drogas
de maitansindides da invencdo, podem ser avaliados no que
diz respeito a sua capacidade de suprimir a proliferacao de
vadrias 1linhas celulares nado desejadas 1in vitro. Por
exemplo, linhas celulares como a linha A-431 do carcinoma
epidermdéide humano, a 1linha celular SW2 do cancro das
células pequenas do pulmdo em humano, a linha SKBR3 do
tumor de mama humano e a linha Namalwa do linfoma Burkitt’s
podem ser facilmente usadas para anadlise da citotoxicidade
destes compostos. As células a serem avaliadas podem ser
expostas aos compostos durante 24 horas e as fracgdes
sobreviventes das células medidas em ensaios diretos por
métodos conhecidos. Os wvalores 1ICsy podem entdao ser
calculados a partir dos resultados dos ensaios.

Produgdo de Maitansindéides com um Radical Dissulfeto que
Carrega um Grupo Reativo

Os novos maitansindéides com um radical dissulfeto que
carrega um grupo reativo, aqui descritos, sdo os compostos
representados pela fédrmula 11:

DM1-S-S-CR1R;- (CHy) ,—CO,-X (11)

em que R; e R; sao independentemente H, CH;, C;Hs, alquilo
superior linear ou ramificado,

em que n & de 1-5, e

em que X & uma parte de um éster ativo e pode ser N-

succinimidil, N-Sulfosuccinimidil, N-ftalimidil, N—-
sulfoftalimidil, 2-nitrofenil, 4-nitrofenil, 2,4-
dinitrofenil, 3-sulfonil-4-nitrofenil ou 3—-carboxi-4-
nitrofenil.

Exemplos de alquilos lineares incluem propil, butil,
pentil e hexil.

Exemplos de alquilos ramificados incluem isopropil,
isobutil, sec.-butil, tert.-butil, isopentil e 1l-etil-
propil.

Formas de realizacdo preferidas da férmula 11 incluem

0s maitansindides com radical dissulfeto gque carrega um
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éster CO,-X reativo, em que X é um N-succinimidil ou N-
sulfosuccinimidil. Formas de realizacdo mais preferidas da
férmula 11 incluem os maitansindéides com um radical
dissulfeto que carrega um grupo reativo, em que R; € H, R
¢ CH;, n & 2 e CO0O,-X é um éster N-succinimidil ativo
(composto 2) ou CO,-X é um éster N-sulfosuccinimidil ativo
(composto 3a).

Novos maitansindéides com um radical dissulfeto que
carrega um grupo reativo podem ser preparados pelos novos
métodos descritos em seguida.

Esquema 2a: os maitansindides com  um radical
dissulfeto qgue carrega um éster N-succinimidil reativo
(composto 2) podem ser preparados por reacado de N? -
diacetil-N*-[3-(3-carboxi-1l-motil-propilditio)-1-
oxopropil]-maitansina (composto 6) com N-
hidroxisuccinimidina num solvente orgdnico seco na presencga
de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida.
HC1 (EDC.HCL) a temperatura ambiente durante aproximadamente
1-12h. A completacdoc da reagdo pode ser monitorizada com
técnicas quimicas padrdo como a cromatografia de camada
fina (TLC) ou cromatografia 1liquida de alta eficiéncia
(HPLC) . A seguir a completacdo da reacdo, o derivado do
maitansinéide com um radical dissulfeto que carrega um
éster N-succinimidil reativo (composto 2) pode ser
purificado usando cromatografia de gel de silica ou HPLC.
Outros agentes de condensagdo para além do EDC.HCL também
podem ser usados para a reacao, Como o) N, N’ -
diciclohexilcarbodiimida (DCC) .

Esquema 2b: O maitansindide com um radical dissulfeto
que carrega um éster N-succinimidil (composto 2) pode ser
preparado por um método alternativo. Uma solucdo de N-
succinimidil 4-(2-piridilditio)-pentancato (SPP) (composto
7) em metanol €& tratada com uma solucdo de DMl em metanol.
O tampdo de acetato de sédio (pH 3-5) ¢é adicionado e a

mistura da reacdo é agitada sob uma atmosfera de &argon a
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temperatura ambiente. O progresso da reacdo pode ser
monitorizado por HPLC usando uma coluna Vydac C-18. O
produto 2 pode ser purificado por HPLC.

Esquema 3a: O maitansindide com um radical dissulfeto
gue carrega um éster de N-sulfosuccinimidil (composto 3a)
pode ser preparado por reacgao do N?' -diacetil-N* -[3-(3-
carboxi-l-metil-propilditio)-1l-oxopropil]-maitansina
(composto 6) com o sal de sdédio N-hidroxisulfosuccinimida
(1-2 vezes mais excesso molar do que o 4&acido (6)) num
solvente orgadnico seco (como o cloreto de metileno, a
dimetilformamida, o) tetrahidrofurano, o) dioxano, o)
dietiléter) na presenca do 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-
etilcarbodiimida. HC1l (EDC.HCL) (1-2 vezes mais excesso
molar do que o acido (6)). A completacgdo da reacgdo pode ser
monitorizada usando técnicas quimicas padrdo como a TLC ou
a HPLC. A seguir a completacdo da reacgdo, o derivado de
maitansinéide com o radical de dissulfeto gue carrega o
éster N-sulfosuccinimidil (composto 3a) pode ser purificado
por cromatografia de gel de silica, ou por HPLC, ou por
precipitacdo por adig¢d&o de grandes volumes de acetato
etilico (semelhante ao método geral de preparacao do éster
N-sulfosuccinimidil como descrito por Staros, Biochemistry,
1982, 21:3950-3955). Outros agentes de condensacdo para
além do EDC.HC1l podem ser usados para a reacgao.

Esquema 3b: O maitansindide com um radical dissulfeto
que carrega um éster de N-sulfosuccinimidil (composto 3a)
pode ser preparado por um método alternativo. Uma solucgéo
de N-sulfosuccinimidil 4-(2-piridilditio)—-pentanoato
(sulfo-SPP) (composto 8) em metanol €& tratada com uma
solucdo de DMl em metanol. O tampdo de acetato de sdédio (pH
3-5) ¢é adicionado e a mistura da reacdo ¢ agitada sob uma
atmosfera de &rgon a temperatura ambiente. O progresso da
reacdo pode ser monitorizado por HPLC. O produto 3a pode se
purificado por HPLC.

Produgdo de Derivados de Maitansindides

17



EP2348024B1

Os esquemas 4a e 4b descrevem novos métodos para a
producdo de um derivado de maitansindéide a partir do DMl
(1). Este derivado do maitansindéide 6 ¢é formalmente
designado por N? -diacetil-N?-[3-(3-carboxi-1-metil-
propilditio) -1l-oxopropil]-maitansina e representado pela
férmula:

DM1-S-S-CR;R,— (CHy) ,—COOH (6)
R, = H, R, = CHs, n =2.

O derivado de maitansindéide 6 pode ser usado
diretamente na preparagcdo de um numero de conjugados
maitansindides citotdxicos—agentes de ligacdo celular.
Preferencialmente, o derivado de maitansindide 6 & usado na
producgdo de novos maitansindides com um radical dissulfeto
que carrega um Jgrupo reativo, usando os novos métodos
determinados nos Esquemas 2a ¢ 3a.

Esquema 4a: O derivado de maitansinéide 6 pode ser
sintetizado por troca do dissulfeto entre o DMl e o 4-(2-
piridilditio)-4cido pentandico (composto 5). Uma solugdo de
4-(2-piridilditio)-adcido pentandico em metanol ¢é tratada
com uma solug¢do de DMl em metanol. O tampdo de fosfato de
potdssio é adicionado e a mistura da reacdo € agitada sob
uma atmosfera de argon a temperatura ambiente. O progresso
da reacédo pode ser monitorizado por HPLC. O produto 6 pode
ser purificado por HPLC. O produto purificado pode ser
reanalisado por HPLC. A identidade do produto pode ser
estabelecida por espectrometria de massa de alta resolugdao
do sal de sdédio de 6.

Esquema 4b: O derivado de maitansindide 6 pode ser
preparado por um método alternativo em que o maitansinol é
acoplado com a mistura de dissulfeto N-metil-N-(3-
mercaptopropanoil)-L-alanina e trimetilsilietil 4 -
mercaptopentanoato (composto 9) para produzir o éster de
maitansinol (composto 10), o qual ¢é posteriormente
desprotegido para originar o composto 6.

Preparacdo de Agentes de Ligagdo Celular
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A eficdcia dos compostos da invencdo enquanto agentes
terapéuticos depende na selecdo rigorosa de um agente de
ligacdo celular. Os agentes de ligacado celular podem ser de
qualguer tipo presentemente conhecido ou, gque se torne

conhecido e inclua péptidos ou ndo péptidos. Normalmente,

estes podem ser anticorpos (especialmente anticorpos
monoclonais), linfoquinas, hormonas, factores de
crescimento, vitaminas, moléculas transportadoras de

nutrientes (como a transferrina) ou qualquer outro tipo de
moléculas de ligacdo celular ou substéncia.

Exemplos mais especificos de agentes de ligacéo
celular que podem ser usados incluem:

anticorpos policonais;

anticorpos monoclonais;

fragmentos de anticorpos como Fab, Fab’ e F(ab’),, 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));

interferdo (por exemplo alfa, beta, gama);

linfogquina como a IL-2, IL-3, IL-4, IL-6;

hormonas como a insulina, TRH (hormona 1libertadora de
tirotropina), MSH (hormona estimulante dos melandcitos),
hormonas esteroides como os androgéneos e os estrogénios;
factores de <crescimento e factores estimulantes de
colénias como o EGF, TGF-alfa, FGF. VEGF, G-CSF, M-CSF e
GM-CSF (Burgess, Immunology Today 5:155-158 (1984));
transferina (0’keefe et al. J. Biol. Chem. 260:932-937
(1985)); e

vitaminas como o folato.

As técnicas de anticorpos monoclonais permitem a
producdo de agentes de ligacdo celular extremamente
especificos na forma de anticorpos monoclonais especificos.
Particularmente bem conhecidas na arte sdo as técnicas para
a criacdo de anticorpos monoclonais produzidos por ratos,

ratazanas, hamsters ou qualquer outro mamifero imunizado
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com os antigénios de interesse, como as células alvo
intactas, antigénios isolados a partir das células alvo,
virus inteiros, virus inteiros atenuados e proteinas virais
como proteinas de revestimento viral. Também podem ser
usadas células humanas sintetizadas. Outro método de
criacdo de anticorpos monoclonais é o uso de bibliotecas de
fagdécitos de scFv (regido varavel de cadeia unica),
especificamente scFv humanos (ver, por exemplo, Griffiths
et al., Patente dos Estados Unidos N° 5,885,793 e
5,969,108; McCafferty et al., W092/01047; Liming et al., WO
99/06587). Além disso, os anticorpos ressurgidos descritos
na Patente dos Estados Unidos N° 5,639,641 também podem ser
usados, como podem os anticorpos humanizados.

A selecdo do agente de ligagdo celular apropriado é
uma questdo de escolha que depende da populacao celular
especifica que deve ser considerada alvo mas, de forma
geral os anticorpos monoclonais humanos sao preferidos se
houver um apropriado disponivel.

Por exemplo, o anticorpo monoclonal J5 é um anticorpo
IgGy, murino que é especifico para o Antigénio de Leucemia
Linfoblastoca Aguda Comum (CALLA) (Ritz et al. Nature
283:583-585 (1980)) e pode ser usado se as células alvo
expressarem o) CALLA Ccomo na doenca da leucemia
linfoblastica aguda. De forma semelhante, o anticorpo
monoclonal anti-B4 ¢é uma IgG; murina gque se liga ao
antigénio CD19 nas células B (Nadler et al. J. Immunol.
131:244-250 (1983)) e pode ser usado se as células alvo
foram células B ou células doentes que expressem este
antigénio como no Linfoma n&o-Hodgkin ou na leucemia
linfoblédstica crénica.

Adicionalmente, o GM-CSF que se 1liga as células
mieloides pode ser usado como um agente de ligagao celular
em células doentes de leucemia mieloide aguda. A IL-2 que
se liga as células T ativadas pode ser usada para prevenir

a rejeicdo de enxertos transplantados, para a terapia e
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prevencao da doenca enxerto-versus—-hospedeiro e para O
tratamento de leucemia aguda das células T. A MSH que se
liga aos melandcitos pode ser usada para o tratamento de
melanoma.

Os cancros da mama e de testiculos podem ser marcadas
com sucesso com estrogénio (ou anadlogos de estrogénio) ou
androgénio (ou andlogos de androgénio) respetivamente, como
agentes de ligacao celular.

EXEMPLOS

A invencdo serd agora ilustrada por referéncia a
exemplos, dos quais os Exemplos 2a-4 sao apresentados, nao
enquanto formas de realizacdo da invencado mas como exemplos
que sao Utels para entender a invencdo. A menos que
referido o contrédrio, todas as percentagens, razdes,
partes, etc. sao de peso. 0Os exemplos descritos abaixo sao
moléculas em que R; € H, R, € CH; e n é& 2. Uma sintese
semelhante pode ser levada a cabo para outras moléculas em
que Ry e R, sao, independentemente H, CH;, CyHs ou alquilos
superiores; e em que n é 1-5.

EXEMPLO Ta
Preparacdo de conjugados citotdéxicos usando o maitansindide
2:

Uma solugdo de anticorpo huN901 (2.5 mg/ml) num tampdo
aquoso (50 mM de fosfato de potéssio, 50 mM de cloreto de
sdédio, 2 mM de sal dissddico de adcido
etilenodiaminotetraacético), pH 6.5 foi incubada com um
excesso molar de 6 vezes de maitansindide 2 em
dimetilacetamida (DMA) para originar uma concentracdo final
de DMA de 20%. A reacgao prosseguiu durante 13h a
temperatura ambiente. A mistura de reacdo foi dividida e
duas porc¢des. Uma porcado foi purificada por passagem numa
coluna de gel filtracdo Sephadex G25 e a segunda porcédo foi
purificada por passagem numa coluna de gel filtracéo
Sephacryl S300. Em cada caso, as fracdes qgue contém o

conjugado monomérico foram reunidas. A concentragdo do
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conjugado foil determinada por espectrofotometria usando os
coeficientes de extincdo conhecidos para os componentes do
anticorpo e do DMl a 280 e 252 nM (para o huN901l:
O2600m=217,560 M 'cm ' e [s5m=80,062 M 'cm'; para o DMIL:
Oogonn=5, 700 M'cm ™ e [osonn=26,790 M ‘cm ') .

A purificacdo por cromatografia Sephadex G25 origina
um conjugado contendo, em média, 2.08 moléculas de DMl
ligadas por molécula de anticorpo (rendimento baseado no
anticorpo inicial = 60%). Purificacdo por cromatografia com
Sephacryl S300 resulta num conjugado contendo, em média,
1,61 de moléculas DM1 ligadas por molécula de anticorpo
rendimento com base no anticorpo inicial = 64%)

EXEMPLO 1b
Preparacgdo de conjugados citotdéxicos usando o maitansindide
3a:

Uma solucgdo do anticorpo huN901 (2.5 mg/ml) em tampéo
aquoso (50 mM de fosfato de potédssio, 50 mM de cloreto de
sdédio, 2 mM de sal dissddico de adcido
etilenodiaminotetraacético), pH 6.5, foi incubada com um
excesso molar de 12 wvezes de maitansindéide 3a em
dimetilacetamida (DMA) para originar uma concentracdo final
de DMA de 20%. A reagdo continuou durante 11lh a temperatura
ambiente. A mistura de reacdo foi dividida em duas porgdes.
Uma porcgao foil purificada por passagem numa coluna de gel
filtracéo Sephadex G25 e a segunda porcado foi purificada
por passagem numa coluna de gel filtracdo Sephacryl S300.
Em cada caso, as fragdes que contém o conjugado monomérico
foram reunidas. A concentracao do conjugado foi determinada
por espectrofotometria usando os coeficientes de extincgéo
conhecidos para os componentes do anticorpo e do DM1 a 280
e 252 nM (para o huN901l: [yg0nn=217,560 M cm ' e [s55n,=80, 062
M'cm?; para o DML: [hsone=5,700 M'lcm™* e yoonn=26,790 M 'cm
1) .

A purificacdo por cromatografia Sephadex G25 origina

um conjugado contendo, em média, 4.89 moléculas de DMl
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ligadas por molécula de anticorpo (rendimento baseado no
anticorpo inicial = 59%). A purificacgdo por cromatografia
Sephacryl S300 origina um conjugado contendo, em média,
4.16 moléculas de DMl ligadas por molécula de anticorpo
(rendimento baseado no anticorpo inicial = 58%).

EXEMPLO Z2a

Sintese do derivado de maitansindide (2) que carrega um
éster N-succinimidil reativo

Todas as reacdes foram realizadas sob uma atmosfera de
drgon. Todos o0s reagentes foram adquiridos através da
Aldrich Chemical Co., Nova Jersey. Os espectros de
Ressondncia Magnética Nuclear ('H NMR) foram adquiridos num
instrumento Bruker 400 MHz e os espectros de massa foram
adquiridos num instrumento Bruker Daltonics Esquire 3000
usando ionizacdo electrospray.

A sintese do maitansindéide contendo tiol (L-DM1, 1) foi
anteriormente descrita (Patente dos Estados Unidos N°
5,208,020) .

A preparagdo do 4-(2-piridilditio)- &cido pentandico
(PPA, 5): Um frasco de 1 L com duas bocas foli equipado com
uma barra de agitagdo, um funil e um termdémetro. O frasco
foi carregado com 150 g de 1,3-dibromobutano (0.74 mol) e
700 ml de sulfdéxido de dimetil. Uma solugdo de cianeto de
sédio (37.5 g, 0.76 mol) em &gua desionizada (79 ml) foi
adicionada gota a gota a uma taxa qgque nado permitiu que a
temperatura da reacdo excedesse os 65°C. Apds a adicgao
estar completa, a reacdo foi agitada durante a noite. A
mistura foi diluida com 700 ml de 4&agua desionizada e
extraida com uma solucdo de 1:1 de acetato etilico:hexanos
(2x 1.4 L). As camadas orgénicas foram combinadas e lavadas
sequencialmente com 700 ml de &agua desionizada e 700 ml de

cloreto de sdédio agquoso saturado. O solvente foi evaporado
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sob pressdo reduzida (~15 Torr). O residuo foi dissolvido

em 210 ml de etanol de grau reagente e transferido para um
frasco de 1L. A &gua desionizada (210 ml) e a tiouréia
(66.4 g, 0.87 mol) foram posteriormente adicionadas ao
frasco. O frasco foil equipado com um condensador de refluxo
e foi aquecido num banho de déleo com um agitador para
originar um refluxo médio. Apds 4 horas o banho de éleo foi
removido e o frasco foi arrefecido a temperatura ambiente.
A solucdo de 10 M de hidrdxido de sdédio (500 ml) foi
adicionada e a mistura foi agquecida com um banho de &leo
até um refluxo médio, com agitacd&o durante a noite. O banho
de O6leo foi removido e o frasco foi arrefecido a
temperatura ambiente. A solugcdo foi transferida para um
funil separador e lavada duas vezes com porgdes de 500 ml
de acetato etilico. A camada aquosa foi transferida para um
frasco de 2 L e arrefecida num banho de gelo/agua. O
acetato etilico (1 L) foi adicionado e os conteudos foram
rapidamente agitados a medida que o HCl1 concentrado foi
adicionado, até que a camada agquosa testada tivesse um pH
de aproximadamente 2. A camada de acetato etilico foi
separada e a camada aquosa foil extraida com acetato etilico
(2 x 1L). As camadas orgédnicas foram combinadas e
concentradas por evaporacgdo rotativa a temperatura ambiente
para originar um 4-mercapto acido pentandico, que foi usado
na etapa seguinte sem mais purificacgao.

Um frasco de 2 L contendo uma barra de agitacdo foi
carregado com 2-2'-ditiopiridina (300g, 1.36 mol), etanol
de grau reagente (1 L) e &cido acético glacial (42ml). Uma
solucdo de 4-mercapto acido pentandico bruto e acetato
etilico (400 ml) foi adicionada gota a gota durante 15
minutos e a reacgdo foili agitada sob &rgon durante mais 2

horas. O solvente foi removido por evaporacdo rotativa e o
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residuo foi tomado num minimo de acetato etilico e
purificado por cromatografia de coluna usando uma coluna de
gel de silica (6.25 x 27 cm). A coluna foi eluida com 4:1
hexanos:acetato etilico até todos os 2-2’-ditiopiridina
(Aldritiol-2) que ndo reagiram serem removidos. A coluna
foi entdo eluida com 4:1 hexanos:acetato etilico contendo
dcido acético a 2%. A eluicdo foi monitorizada por TLC e as
fracgcdes foram combinadas. O solvente foi entdo removido
por evaporacdo rotativa sob pressdo reduzida para originar
4-(2-piridilditio) -4cido pentandico (PPA, 5) puro como um
s6lido branco (40 g, 23% de rendimento geral). 'H NMR
(CDCL3) & 1.39 (d, 3H), 2.0 (t, 2H). 2.56 (t, 2H), 2.8-3.3
(m, 1H), 7.6-7.8 (m, 2H), 8.4-8.6 (m, 1H), 11.68 (s, 1H).
Preparacdo de N?-diacetil-N?-[3-(3-carboxi-l-metil-
propilditio) —l-oxopropil]—maitansina (L-DM1-TPA, 6) : uma
solugdo de 4-(2-piridilditio)-acido pentandico (5, 24 mg,
0.10 mmol) e L-DM1 (1, 30 mg, 0.041 mmol) em metanol
destilado em vidro (5 ml) foi vigorosamente agitada e 3 ml
de um tampdo aquoso (200 mM KHy;PO4, 2 mM EDTA, pH7.6) foram
adicionados gota a gota. A reacao foli deixada a repousar
durante a noite e o produto foi purificado por HPLC usando
uma coluna Vydac C-18, 10 x 250 mm, 30°C, taxa de fluxo de
4.75 ml/min com um gradiente linear de acetonitrilo (de 15%
85% durante 30 min) num tampdo de acetato de amdénia de 40
mM, pH 7.2. L-DM1-TPA (6) eluido com um tempo de retencédo
de 12 min. O produto foi recolhido a medida que o sal de
aménia foi tomado em 15 ml de acetato etilico. A solucgédo
foi lavada com sucesso com 4 ml de 1 M HCl seguido por 3 ml
de cloreto de sdédio saturado. A camada orgénica foi seca
sobre sulfato de sdédio anidro e o solvente foi removido sob
vacuo para originar 15 mg (37% de rendimento) do produto 6.
A identidade do produto foi estabelecida por espectrometria
de massa de alta resolugado: calculado para o idao molecular
sodificado = 892.2891, Encontrado = 892.2955. H' NMR (400
MHz, CDCls) & 6.84 (d, 1H, J =1 Hz), 6.76 (dd, 1H, J = 7,
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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,
34, J0 =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) .

Preparacdo do éster de N? -diacetil-N*-[3-(3-carboxi-
l-metil-propilditio) —-l-oxopropil]-maitansina N-
succinimidil (L-DM1-TPA éster succinimidil, 2): Uma solucgéo
de L-DM1-TPA (6) (10 mg, 0.011 mmol) em cloreto de metileno
(1.5 ml) foi tratada com N-hidrosuccinimida (10 mg, 0.086
mmo1l) e 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida.HC1
(21 mg, 0.11 mmol) com agitacdo vigorosa. A reacéo
continuou durante 2 horas apds o gue, aproximadamente a
metade do solvente foi removida sob vacuo. A restante
solucdo fol sujeita a preparativos para a cromatografia de
camada fina (duas placas de silica fina de 2000 microns)
usando uma fase mdével de (cloreto de metileno:metanol
95:5). A banda do produto desejado (2) foili removida da
placa e agitada com 20 ml de (cloreto de metileno:metanol
80:20) e filtrada a vacuo através dum funil de wvidro
sinterizado. O filtrado foi concentrado sob vacuo para
originar (8 mg, 0.0083 mmol, 75% de rendimento) de produto.
A andlise espectral de massa originou um pico de ié&o
consistente com M'+Na989.4. A fragmentacdo de 989.4 ides
originou 1id6es filhos, os quais foram também consistentes
com a estrutura de 2. H' NMR(400 MHz, CDCls) & 6.96 (d, 1H,
J=1.8 Hz), 6.81 (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 = 15.93 Hz), 5.41 (g, 1lH, 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
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(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).
EXEMPLO 2b
Método alternativo para a sintese do derivado de
maitansindéide (2) que carrega um éster N-succinimidil
reativo

Preparagdo do N-succinimidil 4-(2-piridilditio)-acido
pentandéico (SPP, 7): Uma solucdo de 4-(2-piridilditio)-
adcido pentandico (5.30 g, 123 mmol) em coreto de metileno
(525 ml) foi tratada com N-hidroxisuccinimida (14.3 g, 124
mmol) e 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida.HC1
(31.8 mg, 165 mmol). Os contetdos foram agitados a
temperatura ambiente durante 2 horas, apds as quais foram
adicionados 750 ml de acetato etilico. A solucdo foi lavada
com 0.5% de &cido acético agquoso (3 x 350 ml) e 1 vez com
150 ml de cloreto de sdédio aquoso saturado. A camada
orgénica foi seca sobre sulfato de sdédio anidro, filtrada e
o solvente foi removido sob vacuo por evaporacgdo rotativa.
O residuo foi retirado num volume minimo de acetato etilico
e carregada numa coluna de silica de 6.25 x 20 cm,
preenchido por lama com 1:1 hexanos: acetato etilico. A
coluna foi eluida com 1:1 hexanos:acetato etilico. As
fracgdes contendo o produto foram combinadas e o solvente
foi removido por evaporagdo rotativa. O 6leo resultante
(3lg) foi retirado num volume minimo de etanol de grau
reagente quente e magneticamente agitado a medida que 350
ml de éter de etilico foram adicionados, seguidos por 100
ml de hexanos. O precipitado resultante foi recolhido por
filtragcdo a vacuo e seco num forno de vacuo a 30 graus C
durante 12 horas, originando 18.7 g de SSP (7) como um
s6lido branco (18.7 g, 45% de rendimento). 'H NMR (CDCL3) &
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).Andlise elementar:
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Calculado: %C 49.4, %H 4.70, %N 8.20, %S 18.80. Encontrado:
$C 49.3, %H 4.68, %N 8.18, % 18.94.

Preparacdo do éster de N?' -diacetil-N* -[3-(3-carboxi-
l-metil-propilditio)-l-oxopropil]-maitansina N-succinimidil
(L-DM1-TPA éster succinimidil, 2): Uma solucdo do éster N-
succinimidil de 4-(2-piridilditio)-&cido pentandico (SPP,
7, 3 mg, 15 umol) em metanol (15 ml) reagiu com DM1 (1,
0.58 mg, 0.8 umol) em dimetilacetamida (0.1’ ml). Um tampéao
de fosfato de potéssio (0.5 ml de uma solugdo de 0.2 M, pH
6, 2 mM de EDTA) foi adicionado e a mistura da reacdo foi
agitado sob uma atmosfera de &rgon a temperatura ambiente.
O progresso da reacdo fol monitorizado por TLC em gel de
silica e o produto foi purificado por TLC de gel de silica
preparatdéria, como descrito acima.

EXEMPLO 3a
Sintese de um derivado de maitansindide (3a) que carrega um
éster N-sulfosuccinimidil reativo

Preparacdo do éster de N? -diacetil-N*-[3-(3-carboxi-
l-metil-propilditio)-1l-oxopropil]-maitansina N—
sulfosuccinimidil (L-DM1-TPA éster sulfosuccinimidil, 3a):
L-DM1-TPA (6.2 mg, 0.002 mmol) foi dissolvido em
dimetilacetamida (0.25 ml), ao qual foi adicionado um sal
de sédio de N-hidrozisulfosuccinimida (1.0 mg, 0.0046 mmol)
e diciclohexilcarbodiimida (1.0 mg, 0.0048 mmol). Apds 3
horas, foram adicionados 0.5 ml de &lcool diisopropil e o
precipitado resultante foi removido por filtragdo. A
andlise HPLC (coluna Vydac C-18, 10 x 250 coluna C18, 30°C,
taxa de fluxo 4.75 ml/min, 50 mM de tampdo pH 3.8 de
formato de trietilamdénio com um gradiente linear de metanol
(de 30% a 90% durante 30 minutos) do filtrado mostrando
dois picos, um de L-DM1-TPA nao reagido a 22 min e um de L-
DM1-TPA éster de sulfosuccinimidil a 19 min. O composto
eluido aos 19 min foi isolado e analizado por
espectrometria de massa, mostrando que tinha o pico

esperado consistente com o i&o molecular ndo sodificado (M’
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+ 2Na) de 3a, m/e 1091.4. A fragmentacgdo adicional de
1091.4 ides origina ides filhos previsiveis, m/e 1073.4 (M’
+ 2Na-H;0), 874 .4 (M" + 2Na-N-hidroxisulfosuccinimidina
sodificada) .

A  preparacao do éster de N?-diacetil-N*-[3-(3-
carboxi-l-metil-propilditio)-1l-oxopropil]-maitansina (L-
DM1-TPA, 6) e 4-(2-piridilditio)- &cido pentandico (PPA, 5)
ocorreu como determinado no EXEMPLO 2a acima.

EXEMPLO 3b

Método alternativo para a sintese do derivado de
maitansindide (3a) que carrega um éster N-sulfosuccinimidil
reativo

0 maitansindide 3a também pode ser preparado
diretamente por reagdo do DMl (1) com o sal de sédio de
sulfoSPP (o éster N-sulfosuccinimidil do 4-(2~-
piridilditio)- &cido pentandico, 8). O sal de sdédio
sulfoSPP (8a) pode ser preparado por acoplamento do PPA (5)
com o sédio de sal de N-hidroxisulfosuccinimida na presencga
de EDC.HC1l, pelo método descrito para o SPP (7) (ver o
Exemplo 2a acima). A reacdo do DMl com o excesso molar de
20 vezes do 8a em dimetilacetamida e o tampdo pH 6 de
fosfato de potdssio contendo 2 mM EDTA a temperatura
ambiente, origina o maitansindide 3a, o qual pode ser
purificado por HPLC como descrito no Exemplo 3a.

EXEMPLO 4
Método alternativo para a sintese do derivado de
maitansindide (6)

0O maitansindide 6 também pode ser diretamente
preparado a partir do maitansinol, como descrito na Figura
5. O composto 9 & preparado por troca de dissulfeto entre o
éster (2-trimetilsilil)etilico do PPA (5) e o N-metil-N—-(3-
mercapto-l-oxopropil)-L-alanina. 0 produto pode ser
purificado por cromatografia de coluna em gel de silica. A
esterificacdo do maitansinol com 6 equivalentes de 9, na

presenga de DCC (7.2 eq) e dimetilaminopiridina (DMAP) ou
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cloreto de zinco (1 eqg) em diclorometano, como previamente
descrito (Patente dos Estados Unidos 5,208,020= origina o
maitansindéide 10, o qual pode ser purificado por meios
quimicos padrdao, como a cromatografia em gel de silica ou
HPLC. O tratamento de 10 com 5 equivalentes de fluoreto de
tetrabutilaménio em tetrahidrofurano durante 30 min a
temperatura ambiente resulta na clivagem do grupo protetor
do (trimetilsilil)etilico para se obter 6, o qual pode ser
purificado por HPLC, como descrito no Exemplo Z2a.
EXEMPLO 5
Avaliagdo da poténcia in vitro dos conjugados huN901-DM1

Os conjugados huN901-DM1 preparados novo método de
etapa Unica, foram avaliados no que diz respeito a
citotoxicidade in vitro em relacgao a células que
expressassem antigénios, como descrito a segui. Um clone
das células A431 que expressam constitutivamente o
antigénio para o huN901 (NCAM/CD56) foram usadas neste
ensaio. As células foram colocadas em placas tratadas de
cultura tecidular com 6 pocgos a uma densidade de 2 x 10°
células/pogo em 2 ml de um meio DMEM suplementado com 10%
de SOro fetal de vitelo a 10% e penicilina +
estreptomicina. Um conjugado huN901-DM1 o anticorpo huN901
controlo foi adicionado aos pog¢os no momento da colocacgado e
as culturas foram incubadas numa incubadora de culturas
celulares a 37°C, 6% CO;, durante 5 a 7 dias, para formarem
coldénias ndo inferiores a 25 células/coldénia. As placas
foram entao lavadas com PBS, e posteriormente
fixadas/coradas durante 30 minutos a temperatura ambiente
com formaldeido a 10%/ cristal violeta (w/v) a 0.2% em PBS.
Os pocgos foram enxaguados 3 vezes com agua, secos pelo ar e
as coldnias foram contadas num microscdpio de dissecdo de
baixa ampliacdo. As fragdes sobreviventes foram calculadas
como o numero de coldnias nos pogos tratados por drogas/
numero de coldénias nos pogos ndo tratados.

Os resultados (Figura 1) indicam gque os conjugados
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huN901-DM1 preparados pelo método de uma etapa usando o
maitansindide 2, seguido pela purificacdo tanto por
cromatografia Sephadex G25 como por cromatografia Sephacryl
S300, foram eficazes a eliminar células positivas a
antigénio, com um valor de ICsp de 1 x 10 '° M. Em contrate,
o anticorpo huN901 ndo conjugado era nado tdxico.
A invencdo pode ser melhor compreendida com referéncia
as seguintes cldusulas ndo limitantes:
1. Um método para produzir um maitansindide com um
radical dissulfeto que carrega um éster reativo,
compreendendo a reacéao do o N?-diacetil-N%-[3-
carboxialquilditio)-1-oxopropil]-maitansina com um
composto hidroxi para obter um maitansindéide com um
radical dissulfeto que carrega um éster reativo.
2. No método, de acordo com a cldausula 1, o N? -diacetil-
N?' - [3-carboxialquilditio)-l-oxopropil]l-maitansina ¢é o
N? -diacetil-N® - [3-(3-carboxi-1l-metil-propilditio)-1-
oxopropil]-maitansina (6).
3. 0 método de acordo com a cldusula 1 compreende ainda
uma etapa de isolamento do éster do maitansindide produto
da reacéao.
4, No método de acordo com a cléausula 1, o composto
hidroxi referido é selecionado entre um grupo constituido
por N-hidroxisuccinimida, N-hidrosulfosuccinimida, N-
hidroxiftalimida, N-hidroxisulfoftalimida, 2-nitrofenol,
4-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, 3-sulfonil-4-nitrofenol e
3-carboxi-4-nitrofenol.
5. No método de acordo com a clausula 1, o composto
hidroxi referido é uma N-hidroxisuccinimida.
6. No método de acordo com a cldusula 1, o composto
hidroxi referido é uma N-hidroxisulfosuccinimida.
7. No método de acordo com a cléausula 1, o composto
hidroxi referido ¢ a N-hidroxisuccinimida e o referido
maitansindéide com um radial dissulfeto qgue carrega um

éster reativo é um éster N-succinimidil da N? -diacetil-

31



EP2348024B1

N - [3-(3-carboxi-1-metil-propilditio)-1l-oxopropil]-
maitansina (2).

8. No método de acordo com a cléausula 1, o composto
hidroxi referido ¢é uma N-hidroxisulfosuccinimida e o
referido maitansindéide com wum radial dissulfeto que
carrega um éster reativo é um éster N-sulfosuccinimidil
da N? -diacetil-N*-[3-(3-carboxi-l-metil-propilditio)-1-
oxopropil]-maitansina (3a).

9. Um método para produzir um maitansindide com um
radical de dissulfeto que carrega um éster reativo, que
compreende a reacgdo dum maitansindéide contendo tiol com
um éster de 4cido carboxilico reativo contendo um
dissulfeto reativo.

10. O método de acordo com a cléusula 9 compreende
ainda uma etapa de isolamento do maitansindide com um
radical de dissulfeto que carrega um éster reativo.

11. No método de acordo com a clausula 9, o éster de
4dcido carboxilico reativo contendo um dissulfeto reativo
¢ o N-succinimidil 4-(2-piridilditio)-pentanocato (7).

12. No método de acordo <com a clausula 9, o
maitansindéide com um radical de dissulfeto que carrega um
éster reativo é o éster N-succinimidil do N* -diacetil-
N*' - [3-(3-carboxi-l-metil-propilditio)-1l-oxopropil]-
maitansina (2).

13. Um método para produzir um maitansindide com um
radical dissulfeto que carrega um éster reativo
compreende a reacdo de um maitansindéide contendo tiol com
um éster de acido carboxilico reativo, soluvel em agua,
contendo um dissulfeto reativo.

14. O método de acordo com a cldusula 13 compreende
ainda uma etapa de isolamento do maitansindide com um
radical dissulfeto que carrega um éster reativo.

15. No método de acordo coma cldusula 13, o éster de
dcido carboxilico reativo, soluvel em Aagua, contendo um

dissulfeto reativo é o) sulfosuccinimidil 4—(2-
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piridilditio) —pentanocato (8).
16. No método de acordo com a clausula 13, o
maitansindéide com um radical dissulfeto gue carrega um
éster reativo ¢é o éster N-sulfosuccinimidil do N*' -
diacetil-N*"-[3-(3-carboxi-l-metil-propilditio)-1-
oxopropil]-maitansina (3).
17. Um método para produzir o N? -diacetil-N?-[3-(3-
carboxi-1l-metil-propilditio)-1l-oxopropil]-maitansina (6)
compreende a reacdo dum maitansindéide contendo tiol com o
4-(2-piridilditio)-4acido pentandico (5).
18. 0O método de acordo com a cldusula 17, inclui
ainda a etapa de isoclamento do N?' -diacetil-N* -[3-(3-
carboxi-1l-metil-propilditio)-1-oxopropil]l-maitansina (6).
19. Um método para produzir N -diacetil-N% -[3-(3-
carboxi-1l-metil-propilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6)
que compreende as etapas de

(a) combinacdo do N-metil-N-(3-mercaptopropanoil)-L-

alanina e do trimetilsililetil 4-mercaptopentanoato

(9) para formar um composto misto de dissulfeto

(b) acoplar um maitansindide ao produto de (a) para

produzir um éster de maitansindide (10), e

(c) desproteger o éster de maitansindide 10
20. O método, de acordo com a cldusula 19 compreende
ainda a etapa de isolamento do N?' -diacetil-N?-[3-(3-
carboxi-l-metil-propilditio)-1-oxopropil]-maitansina (6).
21. Um maitansindéide com um radical dissulfeto gue
carrega um éster reativo que compreende a fédrmula 11
seguinte:

DM1-S-CR1R;— (CH;) ,—CO,—X (11)

em que DMl é
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em que Ry e R, sédo, i1independentemente H, CHjz, Cy;Hs, um
alguilo linear superior ou um alquilo ramificado
superior,

em que n & 1-5, e

em que X é uma parte de um éster ativo e pode ser N-
succinimidil, N-sulfosuccinimidil, N-ftalimidil, N-
sulfoftalimidil, 2-nitrofenil, 4-nitrofenil, 2,4-
dinitrofenil, 3-sulfonil-4-nitrofenil ou 3-carboxi-4-
nitrofenil.

22. No derivado de maitansindide reativo, de acordo
com a clausula 21, Ry € H, R, &€ CH3, n & 2 e X & N-
succinimidil.

23. No derivado de maitansindéide reativo, de acordo
com a clausula 21, Ry € H, R, &€ CH3, n & 2 e X é& N-
sulfosuccinimidil.

24. 0 N* -diacetil-N*"-[3-(3-carboxi-1-metil-

propilditio)-1l-oxopropil]-maitansina (6) compreende a

\ j\/\w\r\iw

seqguinte férmula:

25. Um éster de maitansindide (10) compreende a

seqguinte férmula:
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REIVINDICAGCOES

1. Um método para produzir um conjugado citotdxico que
compreende uma ou mais moléculas de maitansinoides e um
agente de ligacd@o celular, o dito método consistindo
essencialmente na etapa uUnica de submeter a reacdo uma ou
mais moléculas de maitansinoides contendo um éster reativo
com um agente de ligacao celular, em gue o agente de
ligagdo celular nao foi anteriormente modificado para
carregar um grupo reativo para utilizacdo na conjugagdo com

as moléculas de maitansinoides.

2. O método de acordo <com a reivindicagdo 1, dque
compreende ainda uma segunda etapa de isolamento do

conjugado.

3. 0O método de acordo com a reivindicacgdo 1, em que o
dito éster reativo estd ligado a uma ou mais moléculas de

maitansinoides através de uma fracdo de ligacéo.

4. O método de acordo com a reivindicacdo 3, em que a
dita fracdo de 1ligagcdo ¢é uma ligacéo dissulfeto, uma
ligacdo &cido-14bil, uma ligacgdo fotoldbil, uma ligacéo

14bil a peptidase ou uma ligacdo labil a esterase.

5. 0O método de acordo com a reivindicacgdo 3, em que a

dita fracdo de ligacd&o é uma ligacdo dissulfeto.

6. 0O método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o
dito éster reativo ¢é um éster —reativo ligado ©por

dissulfeto.

7. O método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o
dito éster reativo €& um éster de N-succinimidilo, N-

sulfosuccinimidilo, ~N-ftalimidilo, N-sulfoftalimidilo, 2-
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nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo, 3-sulfonil-

4-nitrofenilo ou 3-carboxi-4-nitrofenilo.

3. 0O método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o

dito éster reativo é um éster de N-succinimidilo.

9. 0O método de acordo com a reivindicacdo 1, em que o

éster reativo é um éster de N-sulfosuccinimidilo.

10. O método de acordo com a reivindicacgdo 1, em gue o
dito agente de ligacdo celular é selecionado a partir do
grupo gue consiste em anticorpos monoclonais, anticorpos
policlonais, fragmentos de anticorpos, linfocinas,
hormonas, fatores de crescimento, vitaminas e moléculas de

transporte de nutrientes.

11. O método de acordo com a reivindicagdo 1, em gque o

dito agente de ligacdo celular € um anticorpo monoclonal.

12. O método de acordo com a reivindicagdo 1, em qgue o

dito agente de ligacéd@o celular ¢ um fragmento de anticorpo.

13. O método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
1 a 9, em que a molécula de maitansinoide é representada
pela seguinte fdérmula:

DM1-S-S-CR1 Ry— (CHy) ,—CO2—X
em que:

DM1-S- é representado pela seguinte férmula:
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R; e R; sdo cada um independentemente H ou alquilo linear
ou ramificado;

n é& 1-5;

X & N-succinimidilo, N-sulfosuccinimidilo, N-ftalimidilo,
N-sulfoftalimidilo, 2-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4~
dinitrofenilo, 3-sulfonil-4-nitrofenilo ou 3-carboxi-4-

nitrofenilo.
14. No método de acordo com a reivindicacdo 13, em que R;

€ H, R, € CHs;, n & 2 e C0;-X é& um éster de N-succinimidilo

ou um éster de N-sulfosuccinimidilo.

Lisboa, 26 de Outubro de 2015
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