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Industria y Comercio 0686- 0000

Fecha: 2011 12 29 11:52.51 Dep. 2020 DlR NUEVASCR
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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
[E Patente de invencidn. n Patente de Modelo de Utilidad.
X capitulo 1. O capitulo 11,
Nombre: SANOFI
Sociedad constituida y existente bajo las :
SOLICITANTE |'eves de Francia. IDENTIFICACION
(71) Direccion: 174 avenue de France, C.C. D NIT I:I
F-75013, Paris, . CE. W Otro H
Francia
Cual
Domicilio: Paris, Ndamero
Francia
@ Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 42 No. 72-35 CC. IE NIT D
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| - 11 86 50 C.E. O oro ]
O APODERADO E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Hervé BOUCHARD 2. Marie-Priscille BRUN
c/o Sanofi-Aventis, cfo Sanofi-Aventis,
INVENTOR (ES) Département Brevets, Département Brevets,
(72) 174 avenue de France, 174 avenue de France,
F-75013, Paris, F-75013, Paris,
Francia Francia
3. Alain COMMERGON 4. Jidong ZHANG
c/o Sanofi-Aventis, c/o Sanofi-Aventis,
Département Brevets, Département Brevets,
174 avenue de France, 174 avenue de France,
F-75013, Paris, F-75013, Paris,
Francia Francia

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/FR2010/050986 Fecha: 20 de mayo de 2010
Publicacion Internacional No. WO 2011/001052 A1 Fecha: 06 de enero de 2011

Titulo (54}
@ NUEVOS CONJUGADOS, SU PREPARACION Y SU APLICACION TERAPEUTICA

Clasificacion Internacional (51) CO7D 273/008

Prioridad { (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud

.@

siXl no[ ER 29 de junio de 2009 0903170
s R 25 de noviembre de 2009 0905651




CAVELIER ABOGADOS COLO-00751-841-033-2 ID-207714
Comprobante de pago No.: 11-126467 Fecha: 28 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-122614 Fecha: 16 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-122615 Fecha: 16 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-125023 Fecha: 23 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-122578 Fecha: 16 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-122576 Fecha: 16 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-122577 Fecha: 16 de diciembre de 2011
Comprobante de pago No.: 11-122676 Fecha: 16 de diciembre de 2011

K ORDO OO000 H&EOO0XBEK X EIEe[

Anexos:

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacion de la solicitud por $ 571.000.00.

Comprobante de pago por 24 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $648.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder, si fuere el caso de SANOFI.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Copia de Ia caratula de la Publicacién Internacional WO 2011/001052 A1

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA,
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito de! material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS




@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

FIRMA Q/éél @é‘-ﬂ")é\/’)@a @é‘g@g,

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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CAVELIER ABOGADOS COLO-00751-841-033-2 ID-207714

DOCUMENTOS ANEXOS

1. @ Publicacion Internacional WO 2011/001052 A1
Descripcion:
Pé&ginas 124 en espafiol
Reivindicaciones: Numero 34

Figuras: Namero 2

2. @ Forma PCT/ISA/210. informe de Busqueda internacional.

3. E Forma PCT/IB/306. notificacion de la anotacién del cambio de nombre de la sociedad

solicitante de SANOFI-AVENTIS a SANOFI.

4, E Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL



CAVELIER o ' 179 Representacién y Poder con autenticaci6n notarial y Apostille

ABOGADOS para patentes de invencién.

EDIFICIO SISKI . .
CARRERA. 4a N* 72-35 Representation and " Power-of- Attorney with notarial

BOGOTA, 8 - COLOMBIA authentication and Apostille for patents.

PRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER- OF -
ATTORNEY
) %1
Yo (nosotros), abajo firmado (s)/] (we), the undersigned
SANOFI
domiciliado (s) enfof 174, avenue de France, 75013 Paris, France
por el presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555; in duc compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of

OSCAR CORREA BARBOSA, (pa.71027 y EDNA SARMIENTO the Commercial Code, do hereby appoint LUZ CLEMENCIA DE
CHARRY, tpa. 65794, domiciliados en la Carrera 4* N° 72-35, Bogot4, PAEZ, tpa. 23555; OSCAR CORREA BARBOSA, tpa.71027 y

Colombia, en obedecimicnto a lo dispuesto en el pardgrafo lo del EDNA SARMIENTO CHARRY, tpa. 65794, domiciled at Carrera 4°
Articulo 543 del Cédigo de Cotnercio, el primero como principal y los N° 72-35, Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as
demds como suplentes, en su orden, como mis (nucstros) representantes alternates, in the order of their appointment, as our representatives
en todos los asuntos de propicdad industrial con facultad para recibir for all industrial property matters with facully to receive notifications
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El and to appoint attorneys in and out of Court. The first aiternate shall
primer representante suplente rcemplazard al principal en caso de replace the principal in case of his absence or of temporal ot
ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla definitive impcdiment. The same rule will apply when the second
se aplicara cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar alternate representative is to replace the first one, or when the third is
al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el reprcsentante to replace the first or second alternates in their turn, or both of them,
principal, o ¢! primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos, second. In such cases, the principal representative, or the lirst or
declarardn su intencidén de no cjercer la representacion mediante second alternates in their turn, or both of them, shall state their
declaracién autenticada por Notario Pablico en Colombia, o por Notario intention not to act as representatives through a declaration given
u otro Funcionarie Publico, o Cénsul de Colombig, en el extranjero; y si before a Notary Public in Colombia, or beforc a Notary or another
sc tratare de impedimenio, con el certificado respectivo. Si alguno de los Public Official or a_ Colombian Consul abroad; and in casc of
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
cesare la ausencia o impedimento del representante principal, o de su appointees were to be definitely absent, the following alternate shall
primero o segundo suplentes, en su caso, podrin ejercer ia take his place. When the absence or impediment of the principal
representacion, en su orden, uno v otros segun el caso, asumiéndola por representative, or of the first or second alternate in their turn ceases,
el solo hecho de ejercerta, cesando en ese momento el ejercicio de la the representation can be taken again in their sequence, by the
representacién por €] primero, segundo o tercer suplente et su caso. principal, the first or second alternate depending on case, and the

mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the
representation by the first, sccond or third alternates in (heir turn
shall end at such time.

Ademds, conficro (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados, In addition, we grant a Power of Attorncy in favor of the
para obtener la proteccién de mi {nuestra) propiedad industrial y contra above._named attorneys.at .law so that they may obtain the
la competencia desleal, a cuyo efeclo autorizo (amos) a los dichos protection of my (our) industrial property and against the unfair
apodcrados para que me {nos) representen ante cualesquicra entidades o competition, for which purpose 1 (we) authorize the said attorncys to
personas, gjerzan o no jurisdiccién, especialmente antc las del orden represent me (us) before any authorities or persons, with or without
administrativo, contencioso_administrative vy judicial, asi como los jurisdiction,  specially those  administrative, administrative
tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes - contentious gand judicial, as well as before Arbitration Court, in all
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién; su renovacion, ' matters 'eoncerning the following: a) Obtainment of patents; its
traspaso, cambio de nombre o domicilio, cancelacion voluntaria; y_'él- renewal, assignment, change of name or domicile, voluntary

DEL CIRCULO]
MSTAR QUELA!

COMO HOTARID sexm@
DOE BOGOTA, D.C, HAGD

EXOTOCOPIA CONGIDE CON EL
1QUE HE TENIDOA, LAVISY
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lcal, proteccién  del consumidor, oposiciones u
ncelaciéon administrativa y judicial, nulidad, medidas
i£sion de licencias, la tutela, la proteccidn de secretos

Yy pProcesos que Promovamos o s¢ 11os promuevan. Y para que en todos
los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar,
recibir, renunciar, y ratificar los actos de agentes oficiosos,

o

canceilation, and the registration of licenses of use of the above
rights; b) Actions of unfair competition, protection to the consumer,
oppositions or observations, administrative or Court catcellation,
nullity, infringement, granting of licenses, the action for writ
mandamus, the protection of trade secrets, and in general the civil,
penal, and administrative suits relating to those rights; actions and
suits instituted by me (us) or against me (us). And that in all the
above matters they may substitute this Power of Attorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign, and ratify acts done by representatives without a
power of attorney.

Dado y firmado hoy/Given and signed thi9th of May 2011

¢n/in Paris

vy Josiane MERLIER
Director, Patent Administration

SANOFI

174, avenue de France
75013 PARIS - France
395 030 844 RCS PARIS

Firma

Signature

Je soussigné Me
Notaire & Paris,

ntoine BAILLY

¢ matériellament

Ia signature de Mem € | 94 (4a ¢ fﬂL\iK,

apposée sur le piédent document,

Cette certification n

mporte aucuns

vériﬁcat_ion de l'exactiide des faits et
actes mentionnés dans le présent document

© CAVELIER ABOGADOS
WPCLO751/1D.193561
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APOSTILLE

(Convention de La Hayve du § octobre 1961)

1. République frangaise

LepxéscntaWc .
2, a &1é signé par. &7 lﬁﬁfiéy ...............

R

3. ngiesant en qualité de.. . NQEIYC.

4, est revélu du scea/timbre de.. SO étude
Attesté

24 JUIN 201

! r d'oppel de Paris,
Rz '

Ryocatd

.
P LI E T PR YRR TE N

b aonent . . 0. O W

9. Scean :

"L'dpestille confirine senlevient Vourhenticité de I signature, du scean ou
tinrbre cur le docrment. Elle ne signific pas que le contenu du docinnent ast
correct o que lu Réanbligne frangaiss approtive sox contenu®™

£ CONO TOTARRD SEXTOR) DBk Gguio}
‘DEBOGOTA, D.C. HAG0 CONSTAR QU
-FOTOCOPIA CONCIDE CON EL ORIGIVAL
ETENIDOA LAVISTAZE . 750




“ BAILLY POMMERY CAURO

Notaires
Successeurs de Maitres BAILLY et BUCAILLE

30, rue La Boétie — 75008 PARIS
& 01.53.53.53.00 - Fax 01.53.53.53.01

Dossier suivi par / Matter followed by Mr Michaél FREDIER
Tél direct: 01 53 53 53 18/ Fax.: 01 5353 53 0!
E-Mail: mickael fredier. 7501 8@paris.notaires fr

NOTARY’S CERTIFICATE

I, the undersigned, Me Antoine BAILLY, Notary
Public in the firm of notaries « BAILLY-
POMMERY-CAURO » holding oﬁ" ice as Notary
Public at 30, rue la Boétie, Paris (8" district).

HEREBY CERTIFY THAT:

L SANOFI is a French company registered in the
Paris Trade and Companies Register under the
number 395 030 844, having its registered office
at 174 avenue de France, Paris (7501 3), and has
been validly incorporated in accordance with
French laws.

I1. Mrs Josiane MERLIER is well known to me
and is the person who signed the preceding
document.

Il Mrs Josiane MERLIER, in her capacity as
Director, Patent Administration, has sufficient
powers of representation and is duly qualified to
sign and represent SANOFI for the purposes of
the preceding document.

Done in PARIS,
On June 24, 2011

RCS PARIS A° D 323 377 390

Expediente seguido por D. Michaé! FREDIER
Tel. directo: 0f 53 53 53 00/Fax: 07 53 53 5301

Mail: mickael fredier. 7501 8@paris.notaires.fr

CERTIFICADO NOTARIAL

El abajo firmante, don Antoine BAILLY, Notario
miembro de la Sociedad Civil Profesional
«BAILLY-POMMERY-CAURO», titular de la
Notaria de Paris (Distrito 8) sita en 30, rue la
Boeétie.

CERTIFICO Y DOY FE DE QUE:

L SANOFI es una sociedad francesa inscrita en
el Registro Mercantil de PARIS con el N° 395
030 844 y con domicilio social en Paris (75013),
174 avenue de France, y que la misma se
encuentra validamente constituida de
conformidad con la legislacion francesa;

II. Conozco a D*® Josiane MERLIER y es la

persona que ha firmado el documento
precedente;

HI D* Josiane MERLIER ostenta, en su calidad
de Director de Administration de Patentes,
poderes de representacién suficientes y estd
debidamente facultada para firmar y representar
a la sociedad SANOFI a los efectos del
documento precedente.

Hecho en fARfS,
El 24 de junio 2011

COH0 nomto SEXTOIE) DEL SIRCULO?
DE BOGOTA, 0.C. HAGD CONSTAR QUE LA
LEOTOOOP COMCIDE CON
N EPIIDOA | A VISTA,

16 D1C 20N

i Jalme Vargas
10\\\\\ & NOTARIO



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

nas
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"L Aposiille confirute senlenrent anthendicité de la signatire, dit scean oit
simbre ur fe decument, Elle ne signifie pns que le contenn du document est
corvect an que lo Réprblique frangaise approuve son contenu®
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Traduccion No. 784/2011 de un documenio expedido en francés

CAVELIER
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4, No. 72-35
Bogoté 8 - Colombia

REPRESENTACION Y PODER
Yo (nosotros) abajo firmado(s)
SANOFI

Domiciliado(s) en 174, avenue de France, 75013 Paris. Francia

Por el presente nombramos a LUZ CLEMENCIA DE PAE?Z, tpa 23555; OSCAR
CORREA BARBOSA, tpa 65794, domiciliados en la carrera 4°. No. 72-35, Bogota,
Colombia, en obedecimiento a los dispuesto en el paragrafo 1o. del Articulo 543 del
Cédigo de Comercio, et primero como principal y los demds como suplentes, en su
orden, como mis (nuestros) representantes en todos los asuntos de propiedad industrial
con facultad para recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante suplente reemplazard al principal en caso de
ausencia ¢ impedimento temporal o definitivo de aquel. La misma regla se aplicard
cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar al primero, o el tercero al
segundo. En tales casos, el representante principal, o el primero, o segundo suplente, en
su €aso, 0 ambos, declarardn su intencién de no ejercer la representacién mediante
declaracién autenticada por Notarie Publico en Colombia, o por Notario u otro
Funcionario Pablico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero, v se trataré de
impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare
definitivamente, el siguiente tomard su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedimento
del representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en su caso, podran
ejercer la representacion, en su orden, unos y otros segh el caso, aswmiéndola por el
solo hecho de gjercerla, cesando en ese momento el gjercicico de Ia representacién por
¢l primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Ademds confiero (conferimos) poder a los abogados arriba nombrados, para obtener la
proteccion de mi (nuestra) propiedad industrial y contra la competencia desleal a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me (mos) representen ante
cualquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccién, especialmentc ante las del
orden administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de
arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asunitos: a) Obtencion de patentes
de inversion, su renovacidn, traspaso, cambio de nombre o domicilio, cancelacién
voluntaria y el registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones u obscrvaciones,
cancelacion administrativa y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, la tutela, la proteccion de secretos industriales y en general los juicios civiles,
penates, administrativos o contenciosos administrativos relacionados con  estos
derechos; acciones y procesos que promovamos 0 se nos promuevan. Y para que todos
los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar,

SR T TR T AR e
IOT:RID SE!TOEE} DEL CIRCULO
,D.C.HABD CONSTAR QUEL

(AL
Esﬁn:ﬁ\!gg;igZes Wo/'

Traductora e intérprete oficial
ian 133 del 30/G1/1992
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admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los actos
de agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy 9 de mayo de 2011 en Paris

(Firma ilegible)
Por Josiane MERLIER
Director, Administracién de Patente

Sello de SANOFI

174, avenue de France
75013 PARSS — Francia
395 030 8§44 RCS PARIS

El suscrito Notario Antoine BAILLY, Notario en Paris, certifica materialmente la firma
de la Sefiora Josiane MERLIER colocada en este documento.

Esta certificacién no comprende ninguna verificacién de ia exactitud de los hechos y de
los actos mencionados en este documento.

(Firma ilegible)
APOSTILLA
(Convention de la Haye, du 5 octobre 1961)
1. Repablica Francesa
Este acto pablico
2. fue firmado por: Notario BAILLY
3. Quien actia en su capacidad de: Notario
4, Lleva el Selio de: Notaria

CERTIFICADO

5. En:  Paris
6. El: 24 de junio de 2011
7. Por:  Procurador General del Tribunal de Apelacién de Paris
8. No: 45089
9. Sello/Estampilla:
10.  Firma: (Firma ilegible)
Jean Martin
Abogado General

(Sello del Procurador del Tribunal de Apelacién de Paris)

“La Apostilia confirma solamente la autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla sobre el
documento. Esta no significa que el contenido de! documento sea correcto o que la Repiiblica
francesa apruebe su contenido™,

Traduccién oficial No. 784/2011 de un documento expedido en francés. Traduccion
realizada por Jeannette Insignares Melo, traductora e intérprete oficial juramentada de
francés-espafiol, espafiol-francés segun Resolucion 5451 de 1982 del Ministerio de Justicia
Colombia. Bogotd, D.C., julio 19 de 2011.




Traduccién No. 785/2011 de un documento expedido en francés

BAILLY POMMERY CAURO
Notarios
Sucesores de los Notarios BAILLY y BUCAILLE
30, rue de la Boétic — 75008 PARIS
7 01.53.53.53.00 — Fax: (1.53.53.53.01

Expediente seguido por D. Michael FREDIER
Teléfono directo: 01 53 53 53 00/ fax 01 53 53 53 01

Mai : michacl fredier. 730 | &diparis notaires. (v

CERTIFICADO NOTARIAL

El abajo firmante, Notario Antoine BAILLY, Notario miembro de la Sociedad Civil
Profesional BAILLY-POMMERY-CAURO, titular de la notaria de Paris (Distrito 8),
sita en 30 rue 1a Boétie, Paris §.

CERTIFICO Y DOY FE DE QUE:

1. SANOF, es una sociedad francesa inscrita en el Registro Mercantil de Paris con el
No. 395 030 844 y con domicilio social en Paris (75013), 174 Avenue de France, y
que la misma se encuentra validamente constituida de conformidad con la
legislacion francesa;

II. Conozco a Dofia Josiane MERLIER vy es la persona que ha firmado el documento
precedente;

[lI. Dofia Josiane MERLIER ostenta, en su calidad de Director de Administracién de
Patentes, poderes de representacion suficientes y estd debidamente facultada para
firmar y representar a la sociedad SANOF1 a los efectos del documento precedente,

Hecho en Paris,
El 24 de junio de 2011

(Firma ilegiblc) (Firma ilegible)

Miembro de una asociacion autorizada. Se acepia el pago con cheque
RCS Paris No. D 323 377 360

APOSTILLA
(Convention de la Haye, du 5 octobre 1961)
1. Republica Francesa
Este acto piblico
2. fue firmado por: Notario BAILLY
Quien actia en su capacidad de: Notario

4, Lleva el Sello de:; Notaria
505 om0 SEXTOEL 05 ERTEL 3 CM%@Z& Lasfo U1
|

tad

nayl Jeannette Insighares Melo

pE BOGOTA,O.L.
earaanPin GON . . ) .
FQ?J% NG Mraduciora e interprete oficial
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CERTIFICADO

5. En:  Paris
6. El: 24 de junio de 2011
7. Por:  Procurador General del Tribunal de Apelacion de Paris
8. No: 45086
9. Sello/Estampilla;
10.  Firma: (Firma ilegible)

Jean Martin

Abogado General

(Sello del Procurador del Tribunal de Apelacién de Paris)

“La Apostilla confirma solamente Ia autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla sobre el
documento. Esta no significa que el contenido del documento sea correcto o que la Republica
francesa apruebe su contenido™.

Traduccion oficial No. 786/2011 de un documento expedido en francés. Traduccitn
realizada por Jeannctte Insignares Melo, traductora ¢ intérprete oficial juramentada de
francés-espafiol, espafiol-francés segiin Resolucién 5451 de 1982 del Ministerio de Justicia
Colombia. Bogota, D.C,, julio 19 de 2011. '

4V M@_ﬁ %;(/Oeév\ q
Jeannette Insignares M '

Traduciora e interprete oficial
Resclucion 133 det 301611992
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. 4 Certlile le pr t document

- Conforme & f'original
qui lui & &té présentd

+

sanofi-aventis Ref No. FR2§09-071 *,

ASSIGNMENT AND AGREEMENT

Effective as of 20\ June 2009, for value received and intending to be legally bound, l'we, the
undersigned joint inventor(s) {Assignor(s)), sell, assign and transfer to Sanofi-aventis (Assignee), 174 avenue
- de France, 75013 PARIS, F CE, and its successors, assigns and legal representatives, the entire right, title
and interest in and to my/our nvention and any improvements thereon for all countries of the world, refating in
and to the application for Letters Patent therefore, assigned Attomey Docket No.FR2009/071, and entitled

New conjugates, preparation of said conjugates and the therapeutic use of said conjugates
‘ and for all patent applications which claim priority to or are derived from said priority applications:

Priority Application Filing Date: 29 June 2009
Priority Application No.: France 0903170

Priority Apptication Filing Date: 25 November 2009
Priority Application No.: France 0905651

and all the rights and privileges, including any and all benefits under the International Convention for the
. Protection of Industrial Property, including the right to claim priority based on the abave applications, and
under any and all Letters Patent which may be granted therefore, and all right, title and interest in and to every
patent application filed or to be filed on said invention in any other ¢country or patent organization, including
continuations, divisions, renewals, revivals, and any substitute applications of said priority application, and any
and all patents which may issue thereon, and any reissues, pipelines and extensions, and governmental
b exclusivity rights of the same,

I/'we authorize and request competent authorities to grant and issue any and all patents on said

invention to said assignee or its successor, assigns and legal representatives, or fo such nominees as said
assignee may designate.

I/we agree that, when requested, I/we will, without charge to said assignee but at its expense, sign all
papers, take all rightful oaths, and do all acts which may be necessary, desirable or convenient for securing and
maintaining patents for said invention in any and all countries and for vesting title thereto in said assignee, its
successors, assigns, legal representatives or nominees.

l/we covenant with said assignee, its successors, assigns and legal representatives, that the rights and

property herein conveyed are free and clear of any encumbrance, and that I/we have full right to convey the
same as herein expressed.

. Signed at SL' t&&! ! ieg\a 0 ?3 a0 onthis 31% day of March 20190.
(City, State and Nation) —

Je soussigné '
M , Not:irfls':e!’!rn?s, c,c-'rt_xeﬁe n?atpolylnﬂERY
Signature: ) @ signature de Mt tuan, % Q)?'IR'EK‘;Q\‘ .

Inventor's Name=" COMMERGON Alain apposée sur le présent document.

; . ' Cette certification ne COMPOItE aUCHNe
{7 /S\Residential Address:  c/o sanofi-aventis, vérification de I'exactitude des fai N Nua"'e

Département Brevets, actes mentionnés dans le présent do 2
2 174 avenue de France, £ & o)
208 (5 Bostio - Vo 75013 PARIS, FRANCE " ™ ¢ AR > 'g,., : c:
Sl

Witnessed by:
:S \ J oW 6& Zhan

Oanie OROTEC

R
u.‘ﬁ-;! e D
o S

Vesq0



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 ocfobre 1 961)
1. République francaise

Le présent acte public

2aétésignépar Me BAILLY .. ...

3. agissant en qualité de... Notaire .~~~
4. est revétu du sceawtimbre de.. Son étude
Attestd

5. &4 Panis

6.le............ t I U LT zu" ...............................

7. par le Procureur général prés la Cour d'appel de Paris

8. sous n® 57‘34‘4’”-*—

9. Sceau : Vo 10. Signature,:
Ty R

b
n/
Y 2
o




’ ;, qui Wi a été présenté

£ Cam# ‘? docu'rn\;nt
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sanofi-aventis Ref No. FR2009/071

ASSIGNMENT AND AGREEMENT

Effective as of June 39, 2009 for value received and intending to be legally bound, I/we, the
undersigned joint inventor(s) (4ssignor(s)), sell, assign and transfer to Sanofi-aventis (Assignee), 174 avenue
de France, 75013 PARIS, F CE, and its successors, assigns and legal representatives, the entire right, titie
and interest in and to my/our in¥ention and any improvements thereon for all countries of the world, relating in
and to the application for Letterd Patent therefore, assigned Attorney Docket No.FR2009/071, and entitled

NOUVEAUX CONJUGUES, LEUR PREPARATION ET LEUR APPLICATION EN THERAPEUTIQUE
and for all patent applications which claim priority to or are derived from said prierity applications:

FR Priority Application Filing Date: June 29, 2009
FR Priority Application No.: 0903170
And
FR Priority Application Filing Date: November 25, 2009
FR Priority Application No.: 0905651

and all the rights and privileges, including any and all benefits under the International Convention for the
Protection of Industrial Property, including the right to cleim priority based on the above applications, and
under any and all Letters Patent which may be granted therefore, and all right, title and interest in and to every
patent application filed or to be filed on said invention in any other country or patent organization, including
continuations, divisions, renewals, revivals, and any substitute applications of said priority application, and any

and all patents which may issue thereon, and any reissues, pipelines and extensions, and governmental
exclusivity rights of the same,

I'we authorize and request competent authorities to grant and issue any and all patents on said

invention to said assignee or its successor, assigns and legal representatives, or to such nominees as said
assignee may designate.

I/we agree that, when requested, I/we will, without charge to said assignee but at its expense, sign all
papers, take ali rightful oaths, and do all acts which may be necessary, desirable or convenient for securing and
maintaining patents for said invention in any and all countries and for vesting title thereto in said assignes, its
successors, assigns, legal representatives or nominees.

I/we covenant with said assignee, its successors, assigns and legal representatives, that the rights and
property herein conveyed are free and clear of any encumbrance, and that I/we have full right to convey the
same as herein expressed.

- 0 s A
Signed at J?&M onthis 10 day of Nye 2210 . 2010.
(City, $fate and Nation) (

Signature: W

Inventor's Name: BOBCHARD Hervé
Residential Address: c/o sanofi-aventis,

Département Brevets,
174 avenue de France,
75013 PARIS, FRANCE
1. Witnessed by: 2. Witnessed by: . 7
Signature: /{})4 Signature: (
wlr e
L
Name: LQRGY 'Ja\nCE:\r Name: { '/L-'k J !'\ A kll Sr.c L/

G



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Républiique frangaise

Le prgsent acte public
2.2 été signé par. Me. BAILLY
3. agissant en qualité de.. Notaire
4. est revéty du scean/timbre de. SON €tude
Attesté
5. a Paris

R viecrem

7. par le Procureur général prés la Cour d'appel de Paris

-
e e e eyt g st serersmes SRR .
8. sous n° 5%342;,,,.'“*“”
9. Sceau : 1 <10 Signatuey i
Avam = 0 . e,
D T LYY Frepu "o...n.....------.4.---“-4.72@!

"L Apostille confirme senlement 'anthenticitd de la signainre, du sceau on
timbre sur le documient. Elle ne signifie pas que le comtenu du document est
correct ou que la République frarncaise appronuve son contenu”
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:

' Signed at

sanofi-aventis Ref No. FR2009/071

on this day of , 2010,
(City, State and Nation)

Signature:
Inventor's Name: COMMERCON Alain
Residential Address: c/o sanofi-aventis,

Département Brevets,

174 avenue de France,

75013 PARIS, FRANCE

1. Witnessed by:

Signature %

.- -

2. Witnessed by:

Signature: Q é /

Name:

Name: (mﬂ {/{ 1oy

Signed at udlu Gue Seine.

(City, &tate and Nation)

_&;
on this AD day of :lguﬂg , 2010.

Signature: }

Inventor's Name: BRUN Marie-Priscille

Residential Address: c¢/o sanofi-aventis,
Département Brevets,
174 avenue de France,
75013 PARIS, FRANCE

1. Witnessed by:

2. Witnessed by: -

Signature: Signature: T
-~ LA -
Name: | EROY Viticeab Name: Chncdeoa VISKey
. Vb / PN : ¢ —
Signed at DRLA BN ftin < onthis As  dayof - une , 2010.
(City, State and Nation)
Signature: a f)?h
Inventor's Name: ZHANG Jidong
Residential Address:  ¢/o sanofi-aventis,
Département Brevets,

1. Witnessed by:
Signature:

174 avenue de France,
75013 PARIS, FRANCE

2. Witnessed by:
Si gnatu_.re

P

Name:

LE] Ri T. qd{j&fgﬁg Me

[3‘ afé%%awj de M

- Namg:
An%’hea?encgfement

Notaire 4 Paris, cem em

"M Maais. AN GKJJ:J
apposée sur le présent document.
Cette certification ne comporte aucunc
vérification de Yexactitude des faits et
actes mentionnés dans le présent document.

\R BauclATR




SANOFI-AVENTIS

Société Anonyme au capital de 2 621 995 570 €
Siége social : 174 avenue de France — 75013 PARIS
395030 844 R.C.S. PARIS

ASSEMBLEE GENERALE MIXTE

DU 6 MAIT 2011

EXTRAIT DU PROCES VERBAL

Résolutions relevant de la _compétence de 1’assemblée générale

extraordinaire

...................................................................................................................

VINGT-SIXIEME RESOLUTION

Changement de dénomination sociale et modification corrélative des statuts

L’assemblée générale, statuant aux conditions de quorum et de majorité requises pour les assemblées
extraordinaires, connaissance prise du rapport du conseil d’administration décide de modifier la
dénomination de la Sociéié en Sanofi & compter de ce jour et de modifier en conséquence Particle 2

des statuts ainsi qu’il suit

« Article 2 - Dénomination M Antolne B A[LLY
Certifie le présent document
La société a pour dénomination sociale : Sanofi. » Conforme & forigina

quiui 5 4 présents

Cette résolution est adoptée :
970 406 003 voix pour
1 407 729 voix contre ou abstentions.

VINGT-SEPTIEME RESOLUTION

Pouwvoirs pour les formalités

[.’assemblée générale, statuant aux conditions de quorum et de majorité requises pour les assemblégs
extraordinaires, confére tous pouvoirs au porteur d’un original, d’une copie ou d’un extrait du procés-
verbal de ses déiibérations, pour effectuer tous dépdts (y compris tout dépdt au greffe compétent) et

formalités requis par la Joi.

Cette résolution est adoptée :
970 704 471 voix pour
1 109 261 voix contre ou abstentions.

sraesanaesany FrrirsanessavI e dessvareer tesersaraere R TR RAN AR Crsdada b aaenderiren.

. Felitti
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 oclobre 1961)

1. République frangaise

Le présent acte public
2.aété signé par. Me BAILLY,
3. agissant ¢n qualité de. Notaire .~
4. estrevéty du sceaw/timbre de. SON étude
Attesté

5. & Paris

el '1 UCsz' ...........................

9, Sceau : J - 10. S?gn'amre:.

. f I — e b o 1Y
................. . e RS L ST

"L'dpostille confirme senlentent Vauthenticitd de la signarure, du scentt ou
timbre sur le document, Elie ne signifie pas que Ie contentt du document est
correct ou que ln République frangaise appronve son contenn®




SANOFI-AVENTIS

Limited company with capital of € 2 621 995 570
Registered office: 174 avenue de France — 75013 PARIS
395 030 844 R.C.S. PARIS

COMBINED GENERAL MEETING

OF 6 MAY 2011

EXTRACT FROM THE MINUTES

..........................................................................................................................................

..........................................................................................................................................

TWENTY-SIXTH RESOLUTION

Change in company name and corresponding amendment of the articles of
association

The general meeting, acting under the conditions of quorum and majority required for
extraordinary meetings, being aware of the report by the board of directors, decided to
change the name of the company to Sanofi with immediate effect and to consequently
amend Article 2 of the articles of association as follows:

“Article 2 — Name
The name of the company is: Sanofi.”
This resolution was adopted by:

970 406 003 votes in favour
1 407 729 votes against or abstentions.

TWENTY-SEVENTH RESOLUTION

Powers for formalities

The general meeting, acting under the conditions of quorum and majority required for
extraordinary meetings, conferred all powers on the bearer of an original or of a copy
of or of an extract from the minutes of its deliberations, in order to carry out all filings
(including any filing at the relevant registry) and formalities required by law.

This resolution was adopted bv:
970 704 471 votes in favour
1 109 261 votes against or abstentions.

........................................................................................................ Certifted true copy
[signed]
M. Felitti

16



Traduccion oficial No. 1144/2011 de un documento expedido en inglés y legalizacién en
francés

sanofi-aventis Ref No. FR2009/071
CESION Y ACUERDO

Con vigencia del 29 de junio de 2009, por el valor recibido y con la intencién de
que sea legalmente vinculante, yo/nosotros, los suscritos inventores coparticipes
(Cesionistas), vendemos, cedemos y transferimos a Sanofi-aventis (Cesionario), 174
avenue de France, 75013 PARIS, FRANCIA, y sucesores, cesionarios y representantes
legales, el total derecho, titulo intereses de mi/nuestro invente y de cualesquier mejoras
de éste para todos los paises del mundo, relacionados con la solicitud de Patentes de
tnvencién por ellos, Expediente Abogado No. FR2009/071, y titulares.

NUEVOS CONJUGADOS, PREPARACION DE DICHOS CONJUGADOS Y EL USO TERAPEUTICO DE TALES
CONJUGADOS

y todas las solicitudes de patentes que reivindiquen prioridades de dichas solicitudes de
prioridad o que deriven de éstas.

Fecha de Solicitud de Registro Prioritario: Junio 29 de 2009
No. de solicitud de Prioridad: Francia 0903170
Fecha de Solicitud de Registro Prioritario: Noviembre 25 de 2009
No. de solicitud de Prioridad: Francia 0905651

y todos los derechos y privilegios, incluidos cualquiera y todos los beneficios de
conformidad con la Convencion para la Proteccién de la Propiedad Industrial, inciuido el
derecho a reivindicar prioridad basado en las anteriores solicitudes, y de conformidad con
cualquiera y todas las Patentes de Invencidon que sean otorgadas por ello, y todos los
derechos, titulos e intereses en cada una de las patentes registradas o por registrar de
dicha invencion en cualquier otro pais u organizacién de patentes, incluidas las
continuaciones, divisiones, renovaciones, reactivacion y toda solicitud substituta de dicha
solicitud prioritaria, y cualquiera y todas las patentes que puedan expedirse de éstas, y
cualesquier reediciones, en trdmite y extensiones, y los derechos exclusivos
gubernamentales del mismo.

Yo/nosotros autorizo/autorizamos y solicitamos a las autoridades competentes
otorgar y expedir cualquiera y todas las patentes de tal invencidon a dicho cesiortario o su

rudlle (o

Traductora e nterprete oficial
Raasolucitn 133 def 30/01/1997



sucesores, abogados y representantes legales, o al designado que el cesionario haya
podido designar.

Yo/nosotros acuerdo/acordamos que, cuando me/nos sea solicitado, sin cargo
alguno para dicho cesionario pero a sus expensas, firmaremos todos los documentos,
tomaremos los juramentos legales y realizaremos todos los actos que puedan ser
necesarios, aconsejables o convenientes para asegurar y mantener las patentes de tal
invencion en cualquiera y todos los paises y para transferir el titulo de propiedad de éste
en dicho concesionario, sus sucesores, abogados, representantes legales o designados.

Yo/nosotros convenimos con dicho concesionario, sus sucesores, abogados vy
representantes legales, que todos los derechos y bienes aqui transferidos estan libres de

cualquier gravamen, y que tengo/tenemos el pleno derecho a transferir la misma como se
ha expresado en este documento.

Firmado en Vitry/Seine - Francia, el 31 de marzo de 2010
(Ciudad, estado y nacidn)

Firma {Firma ilegible)
Nombre del Inventor: COMMERCON Alain

c/o Sanofi-Aventis
Departamento de Patentes
174 avenue de France
75013 PAR(S, FRANCIA

Testigos:
lidong Zhang {Firma ilegible}
Catherine DANIEL (Firma ilegible)

Sello del Notario Antoine BAILLY

Autenticacién de este documento conforme al original que le fue presentado
{Firma ilegible)

El suscrito Notario Hervé POMMERY, Notario en Paris, certifica materialmente la firma del
Sefior Alain COMMERGON colocada en este documento.

Este certificado no comprende ninguna verificacion de la exactitud de los hechos y de los
actos mencionados en este documento. -
(Firma ilegible)

Sello de BAILLY POMMERY CAURO
NOTARIOS ASOCIADOS DE UNA SCP

30, rue de la Boétie — Paris 8
| tﬂé AL Vk
eannette insfgnares flieic

Traduciora e intgrprete ohicia!
Resalucion 133 ol 30/01/1992



9

APOSTILLA

(Convention de la Haye, du 5 octobre 1961)
1. Republica Francesa

Este acto pablico
2. fue firmado por: Notario BAILLY

3. Quien actua en su capacidad de: Notario
4, Lleva el Sello de: Su Notaria
CERTIFICADO

5. En: Paris
6. El: 11 de octubre de 2011
7. Por:  Procurador General del Tribunal de Apelacién de Paris
8. No: 67341
9. Sello/Estampilla:
10.  Firma: (Firma ilegible)

Jean Martin

Abogado General

{Sello del Tribunal de Apelacion de Paris)

“La Apostilla confirma solamente la autenticidad de Ia firma, del selio o de la estampilla sobre el

documento. Esta no significa que el contenido del documento sea correcto o que la Republica
francesa apruebe su contenido”.

Traduccion oficial No. 1144/2011 de un documento expedido en inglés y francés. Traduccion

realizada pqr—ieannette Insignares Melo, traductora e intérprete oficial juramentada de

francés- esmnoi-frances e inglés-espafiol-inglés segln Resoluciones 5451 de 1982 y 133 de
;: ’1992 del I\/@lsteno de Justicia Colombia. Bogota, D.C., noviembre 22 de 2011.

v'\ e :E
S
o . ‘—.:‘;
(S L :i
= Lo
@ I TES eannette Insighates Meid
- % : Traductora e interprete oficial

Resolucion 5451 del §/11/1984




Traduccién oficial No. 1145/2011 de un documento expedido en inglés y legalizacion en
francés

sanofi-aventis Ref No. FR2009/071
CESION Y ACUERDO

Con vigencia del 29 de junio de 2009, por el valor recibido y con la intencién de
que sea legalmente vinculante, yo/nosotros, los suscritos inventores coparticipes
{Cesionistas), vendemos, cedemos y transferimos a Sanofi-aventis (Cesionario), 174
avenue de France, 75013 PARIS, FRANCIA, y sucesores, cesionarios y representantes
legales, el total derecho, titulo intereses de mi/nuestro invento y de cualesquier mejoras
de éste para todos los paises del mundo, relacionados con la solicitud de Patentes de
Invencion por ellos, Expediente Abogado No. FR2009/071, y titulares.

NUEVOS CONJUGADOS, SU PREPARACION Y SU APLICACION EN USO TERAPEUTICO

y todas las solicitudes de patentes que reivindiquen prioridades de dichas solicitudes de
prioridad o que deriven de éstas.

Fecha de Solicitud de Registro Prioritario: Junio 29 de 2009
No. de solicitud de Prioridad: Francia 0903170
Fecha de Solicitud de Registro Prioritario: Noviembre 25 de 2009
No. de solicitud de Prioridad: Francia 0905651

y todos los derechos y privilegios, incluidos cualquiera y todos los beneficios de
conformidad con la Convencién para la Proteccion de la Propiedad Industrial, incluido el
derecho a reivindicar prioridad basado en las anteriores solicitudes, y de conformidad con
cualquiera y todas las Patentes de Invencién que sean otorgadas por ello, y todos los
derechos, titulos e intereses en cada una de las patentes registradas o por registrar de
dicha invencién en cualquier otro pais u organizacién de patentes, incluidas las
continuaciones, divisiones, renovaciones, reactivacion y toda solicitud substituta de dicha
solicitud prioritaria, y cualquiera y todas las patentes que puedan expedirse de éstas, y
cualesquier reediciones, en tramite y extensiones, y los derechos exclusivos
gubernamentales del mismo.

Yo/nosotros autorizo/autorizamos y solicitamos a las autoridades competentes
otorgar y expedir cualquiera y todas las patentes de tal invencién a dicho cesiopario o su

AN

t

Jfgnnette insignareg Metd

Traductora e interprete oficial,
Resolucion 133 det 30/01/1992
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sucesores, abogados y representantes legales, o al designado que el cesionario haya
podido designar.

Yo/nosotros acuerdo/acordamos que, cuando me/nos sea solicitado, sin cargo
alguno para dicho cesionario pero a sus expensas, firmaremos todos los documentos,
tomaremos los juramentos legales y realizaremos todos los actos que puedan ser
necesarios, aconsejables o convenientes para asegurar y mantener las patentes de tal
invencién en cualquiera y todos los paises y para transferir el titulo de propiedad de éste
en dicho concesionario, sus sucesores, abogados, representantes legales o designados.

Yo/nosotros convenimos con dicho concesionario, sus sucesores, abogados y
representantes legales, que todos los derechos y bienes aqui transferidos estan libres de

cualquier gravamen, y que tengo/tenemos el pleno derecho a transferir la misma como se
ha expresado en este documento.

Firmado en Vitry/Seine - Francia, el 10 de junio de 2010
{Ciudad, estado y nacién)

Firma (Firma ilegible)
Nombre del Inventor: BOUCHARD Hervé

¢/o Sanofi-Aventis
Departamento de Patentes
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA

1. Testigo: 2. Testigo:
Firma: (Firma ilegible) {Firma ilegible)
Nombre: LEROY Vincent Nombre: Christian VISKOV

Sello del Notario Antoine BAILLY

Autenticacion de este documento conforme al original que le fue presentado
(Firma ilegible)

Firmado en

(Ciudad, estado y nacién)

Firma {Firma ilegible)
Nombre del Inventor: COMMERCON Alain

¢/o Sanofi-Aventis
Departamento de Patentes
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA

ea neée lnsugnaremm -
i

raductora e interprete oficial
Resolucion 133 gel 30/01/19%



1. Testigo:
Firma: (Firma ilegible)

Nombre: LEROY Vincent

2. Testigo:
{Firma ilegible)
Nombre: Christian VISKOV

Firmado en Vitry/Seine - Francia, el 10 de junio de 2010

{Ciudad, estado y nacién)

Firma
Nombre de! Inventor:

1. Testigo:
Firma: (Firma ilegible)

Nombre: LERQOY Vincent

{Firma ilegible)

Brun marie-Priscilie

¢/o Sanofi-Aventis
Departamento de Patentes
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA

2. Testigo:
{Firma ilegible)
Nombre: Christian VISKOV

Firmado en Vitry/Seine - Francia, el 10 de junio de 2010

(Ciudad, estado y nacion)

Firma
Nombre del Inventor:

1. Testigo:
Firma: (Firma ilegible)

Nombre: LERQY Vincent

(Firma ilegible)

ZHANG lJidong

c/o Sanofi-Aventis
Departamento de Patentes
174 avenue de France
75013 PARIS, FRANCIA

2. Testigo:

{Firma ilegible}
Nombre: Christian VISKOV

El suscrito Notario Antoine BAILLY, Notario en Paris, certifica materialmente la firma de los
Sefiores Hervé BOUCHARD, Jidong ZHANG y de la Sefiora Marie-Priscille BRUN colocadas

en este documento.

Este certificado no comprende ninguna verificacidn de la exactitud de los hechos y de los
actos mencionados en este documento.

(Firma ilegible)

Sello de Antoine BAILLY, Notario en Parfs ~ Corte de Apelacién

(Firma ilegible)

d’.

eannette In gnare Mefe
Traductora e intérprete oficial
Resolucion 5451 del 5/11/1982



APOSTILLA

(Convention de la Haye, du 5 octobre 1961)
1. Republica Francesa

Este acto publico
2, fue firmado por: Notario BAILLY

3. Quien actda en su capacidad de: Notario
4. Lleva el Sello de: Su Notaria
CERTIFICADO

5. En: Paris
6. El: 11 de octubre de 2011
7. Por:  Procurador General del Tribunal de Apelacion de Paris
8. No: 67 342
9. Sello/Estampilla:
10. Firma: (Firma ilegible)

Jean Martin

Abogado General

(Sello del Tribunal de Apelacion de Paris)

“La Apostilla confirma solamente la autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla sobre el
documento. Esta no significa que el contenido del documento sea correcto o que la Republica
francesa apruebe su contenido”.

o :
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o Traduc%én oﬁéjal No. 1145/2011 de un documento expedido en inglés y francés. Traduccion
. . realizagaypor Jeannette Insignares Melo, traductora e intérprete oficial juramentada de
L fraEfiéés‘féb’sbaﬁ@l_’-francés e inglés-espafiol-inglés segin Resoluciones 5451 de 1982 y 133 de
1992.del Ministerio de Justicia Colombia. Bogota, D.C., noviembre 22 de 2011.
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Traduccion oficial No. 1146/2011 de un documento expedido en francés

SANOFI-AVENTIS
Sociedad Andnima de capital de 2.621.995.570 €
Sede social: 174 avenue de France — 75013 PARS
395 030 844 R.C.S. PARI(S

ASAMBLEA GENERAL MIXTA
DEL 6 DE MAYO DE 2011
EXTRACTO DEL ACTA

Resoluciones que provienen de la competencia de la asamblea general extraordinaria

L T LT T L e T P T P PET R PTY ) L L N T P T Y PP R L LR TR L Ry

RESOLUCION VEINTISEIS

Cambio de denominacion social y modificacion correlativa de los estatutos

La asamblea general, estatuyendo en las condiciones de quérum y de mayoria requeridas
para las asambleas extraordinarias, con conocimiento del informe del consejo
administrativo, decide modificar la denominacion social de la Sociedad en Sanofi a partir

de ese dia y modificar en consecuencia el articulo 2 de los estatutos como sigue:

“Articulo 2 — Denominacién
La sociedad tiene por denominacién social: Sanofi”

Esta resolucion es adoptada:

970.406.003 votos en pro
1.407.729 votos en contra o abstencion

RESOLUCION VENTISIETE:

Poderes para las formalidades

La asamblea general, estatuyendo en las condiciones de quérum y de mayoria requeridas
para las asambleas extraordinarias, confiere todos los poderes al portador de un original,
de una copia o extracto del acta de sus deliberaciones, para efectuar todas las

/aé%‘ (s U
2annette instgnares Mele

Traductora e interprete oficial
Resolucion 5451 del 5/11/1982
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presentaciones (incluidas cualquier presentacion ante el secretario competente) y
formalidades requeridas por la ley.

Esta resolucion es adoptada:

970.704.471 votos en pro
1.109.261 votos en contra o abstencidn

.................................................................................................... (Firma ilegible)
M. Felitti
Sello del Notario Antoine BAILLY

Autenticacion de este documento conforme al original que le fue presentado
(Firma ilegible)
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1. Republica Francesa
Este acto publico
2. fue firmado por: Notario BAILLY

3. Quien actua en su capacidad de: Notario
4, Lleva el Sello de: Su Notaria
CERTIFICADO

5. En: Paris
6. El: 11 de octubre de 2011
7. Por:  Procurador General del Tribunal de Apelacion de Paris
8. No: 67 338
9. Sello/Estampilla:
10.  Firma: (Firma ilegible)

Jean Martin

Abogado General

(Sello del Tribunal de Apelacin de Paris)

“La Apostilla confirma solamente la autenticidad de la firma, del sello o de la estampilla sobre

el documento. Esta no significa que el contenido del documento sea correcto o que la
Republica francesa apruebe su contenido”.

Traduccidn oficial No. 1146/2011 de un documento expedido en francés. Traduccidn
realizada por Jeannette Insignares Melo, traductora e intérprete oficial juramentada de
francés-espafiol-francés seglin Resoluciéon 5451 de 1982 del Ministerio de Justicia Colombia.

Bogota, D.C., noviembre 22 de 2011.
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Traductora e mtérprete oficiai
Resolucion 5451 el 51111987
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(57) Abstract : The invention relates 10 a targeting agent, to which at least one cryptophycin is attached, of the formula (I), where:
Ry is a halogen atam and R; is an OH group, an acyl group derived from an amino acid AA ot a {C1-Ca)alkanoyloxy group; or elsc
Ri and R: together form an epoxy unit; AA denotes a natural of artificial amino acid; R3 is a (C,-Ce)alkyl group; R4 and RS are
both H or together form a CH=CH double bond between C13 and C14; Re and Ry are, independently from one another, H or a
(Ci-Coalkyl group; Rs and R, are, independently from cone another, H or a (C,-Ce)alkyl group: R, is at least one substituent of the
phenyl core selected from among: H, an OH group, (Ci-Ca)alkoxy, a halogen atom or a NHz, NH(C-Ce)alkyl, or N(C,-Ce)alky!
group, Ry is at least one substitnent of the phenyl core selected from among H or a (Cy- Ci)alkyl group; the rargeting agent and
the eryptophycin derivative being covalently bonded, the bond being located at the oriho (o), meta (m), or para (p} position of the
phenyl core containing the CR, unit.

(57) Abrégé : L'invention est relative 4 un agent de
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ciblage auquel est attaché au moins un dérivé de cryptophycine de formule (I) ; dans laquelle : R; représente un atome d'halogéne
et R; représente un groupe -OH, un groupe acyle dérivé d'un acide aminé AA ou un groupe (C;-Ca)alcanoyloxy; ou bien R, et R,
forment ensemble un motif époxyde; AA désigne un acide aminé naturel ou non-naturel; R3 représente un groupe (C-Ce)alkyle;
R4 et RS représentent tous deux H ou forment ensembie une double liaison CH=CH cntre C13 et C14; Rq ct R, représentent
indépendamment I'un de l'autre H ou un groupe (Ci-Cs)Jalkyle; Rs et Ro représentent indépendamment ' de l'autre H ou un
groupe (C;-Celalkyle; R o représente au moins un substituant du noyau phényle choisi parmi : H, un groupe OH, (C,-C.)alcoxy, un
atome d'halogéne ou bien wn groupe -NH., -NH(Ci-Cs)alkyle ou -N(Ci- Ce)alkyles; Ry représente au moins un substituant du
noyau phényle choisi parmi H ou un groupe (C;- Cs)alkyle; I'agent de ciblage et le dérivé de cryptophycine étant attachés de fagon
covalente, I'attachement se situant en position ortho (o), meta (m) ou para {p) du noyau phényle potteur du motif CR;.

(i)
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UEVOS CONJUGADOS, S$U PREPARACION Y SU APLICACION TERAPEUTICA

La presente invencion se refiere a conjugados de criptoficinas, a !as composiciones que los
contienen y a su aplicacion terapéutica, especialmente como anticancerosos. La invencion se
refiere también al procedimiente de preparacidon de estos compuestos asi como a los propios
derivados de criptoficinas.

[Area técnica]

Las criptoficinas son metabolitos secundarios que pertenecen a la clase de los macrociclos
depsipeptidicos producidos por las cianobacterias del género Nostoc. Su nombre se refiere al
hecho de que son altamente citotéxicas para las levaduras del género criptococcus. El primer
representante de esta clase de moléculas, la criptoficina-1 (C-1), ha sido aisladc en 1990 de la
cianobacteria Nostoc sp (ATCC 53789) (véase EiBler S., et al., Synthesis 2006, 22, 3747-3789).
La estructura, la formula general asi como la numeracién de los atomos de carbono de estos
compuestos, tal como la descrita en el documento WO 98/08505, se indican a continuacion:

Rl 2R3 1}5
4

o & N__g¢

E RS0 11 IRM

RgRl D\/R\'!(R;LE s} |

Las criptoficinas C-1 y C-52, que se caracterizan por una funcion epoxido representada mas

adelante, tienen propiedades anticancerosas. Se han realizado ensayos clinicos de fase Il en el

cancer de pulmén con C-52 (LY 355073): véase Edelman M.J., et al., Lung Cancer 2003, 39,

197-199; Sessa C., et al,, Eur. J. Cancer 2002, 38, 2388-96. La criptoficina C-55, profarmaco de

la C-52, se caracteriza en relacién a ésta por una funcién clorhidrina en lugar de la funcién

epoxido (Bionpally R.R., et al., Cancer Chemother Pharmacof 2003, 52, 25-33). La C-55 ha

resultade muy activa pero no es estable en solucion. Derivados de tipo glicinato de clorhidrina tal

como el compuesto C-55 Gly han sido igualmente descritos para ganar en estabilidad (Liang J.,
et al., Investigational New Drugs 2005, 23, 213-224).
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[Problema técnico]

La quimica de los conjugados es conocida desde hace muchos afios y ha sido aplicada a varias
familias de citotoxicos como por ejemplo los maitansinoides (WO 04103272), los taxanos (WO
06061258), las tomaimicinas (WO 09016516), las leptomicinas (WO 07144709), el CC-1065 y
sus analogos (WO 2007102069); véase también a propdsito de los conjugados, Monneret C., et
al., Bulfetin du Cancer. 2000, 87(11), 829-38; Ricart A.D., et al., Naiure Clinical Practice
Oncology 2007, 4, 245-255. Sin embargo, no se ha aplicado a los derivados de criptoficina

conjugados con anticuerpos o con otros agentes de seleccion de dianas celulares.

E! problema técnico que pretende resolver la presente invencion es proponer nuevos conjugados
a base de derivados de criptoficina, asi como de nueves derivados de criptoficina aptos para ser
conjugados.

[Técnica anterior]

Los documentos EP 0830136 y WO 98/08505 describen derivados de criptoficinas pero no
describen conjugados de criptoficinas. El documento WO 98/08505 describe derivados de
criptoficinas de la formula (A):

rl R3 RS

R? R
ArWA/\m;\fO

[ 5 14 gl

Tr I

Ri RB (A) en la que Ar puede representar un grupo Ar'

; RS54
de formula: ”*

alguilo(C,-Ce)(Rs7,Rs7.Rs7"), arilo, fenilo, heterocicloalquilo, un atomo de haldgeno, COORs;,
PO3H, SO3H, SORss, NRsgRea, NHORg:, NHORg:', CN, NO;, ORg, CH,ORsy', CH:NRgeReg,

)(_N. N-R,

en la que Rss representa H, un grupo alguilo(Cs-Cg),

alquilo(C1-CgYOR 100, . SRe3; Rss et Rss representan H, un grupo alquilo(C-Cg),
C{Rs7.Rs7".Rs7"), arilo, fenilo, heterocicloalquilo, un atomo de halégeno, COORsz, POsH, SOsH,
SO2Rss. NRssRgo, NHORg1, NHCHRg:", CN, NO3z, ORg2, CH,0Rg,', CH,OCORgs, CH:NRgsRgs',
alguilo (C4-Ce)OR1qq, 8lquilo(C1-C)NRseReq. El documento WO 98/08505 describe especialmente
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los siguientes compuestos:
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que se caracterizan por el grupo terminal —-NHC(=0)Ot-Bu. El documento WO 98/08505 no

precisa que estos compuestos sean aptos o destinados a ser conjugados.

El documento US 2007/0213511 describe inmunoconjugados de caligueamicina. Entre estos, se
menciona el MYLOTARG® (0 CMA-676) que es un inmunoconjugado de caliqueamicina utilizado
en el tratamiento de la AML (anti-CD33-caliqgueamicina), Véase también a proposito de los
conjugados: el documento WO 2006/042240.

Al-awar RS, et al,, J Med. Chem. 2003, 46(14), 2985-3007 y Al-awar R.S., et al., Mol. Cancer
Ther. 2004, 3(9), 1061-1067 describen derivados de criptoficina, asi como sus evaluaciones in

vivo.

El documento WO 08010101 describe un anticuerpo monoclonal anti-EphA2 asi como los
conjugados correspondientes que comprenden una o vanas moléculas de un compuesto
citotoxico unidas al anticuerpo monoclonal. El documento WO 08047242 describe un anticuerpo
monoclonal anti-CD38 asi como los conjugados correspondientes que comprenden una o varias
moléculas de un compuesto citotoxico unidas al anticuerpo monoclonal. El compuesto citotéxico
se puede elegir entes los maitansinoides, los taxanos, las tomaimicinas, las leptomicinas, el
CC-1065 y sus analogos.

El documento WO 2009/126934 describe los anticuerpos anti-CD70 y sus conjugados con
compuestos citotoxicos; entre los citotdxicos se cita la criptoficina. El documento WO
2009/134976 describe los conjugados con una tasa de sustitucién optimizada para administrar 'a

cantidad necesaria de citotéxico en la célula; entre los citotéxicos se cita la criptoficina.

El documento WO 2005/116255 describe los conjugados de aptameros y de un citotdxico que
puede ser una criptoficina {(véase [0037] y la Tabla 2), pudiendo comprender el conector una
cadena de PEG ([0038]). Mé&s particularmente, se describe la criptoficina Cryp-NHa:

o Pk

asi como sus conjugados de aptameros con los siguientes conectores: NHS-PEG-eritritol, pNP-

3]
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PEG-eritritol, NHS-PEG-octaPEG, pNP-PEG-octaPEG y PEG-comb (tablas 3 y 4). La naturaleza
de la unién sobre el ciclo fenilo (-CH,O-C{=0)-CMe-CH,NH-...) es diferente de la que se
contempla en la presente invencién. El documentc WO 2006/096754 describe igualmente los
conjugados de aptdmeros y de un citotdxico que puede ser también una criptoficina.

E! documento WO 2008/002993 describe los conjugados de un citotéxico de la férmula B-L-A
que comprende conectores hidréfilos, por ejemplo el conector de la formula:

. /N\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/OVO%\/O\/\“/ \(\S

GOoH

El citotoxico puede ser una criptoficina (pagina 46) pero sin precisar el punto de unién de!
conector. Un gjemplo de conjugado es el EC0262:

""u/\?\r
CO,

m:iﬁ:f l‘f@j ~ %ﬂ?*"(}o ﬁj{i:ﬁias,vo? ;l\@fc

en el que el conector y el punto de anclaje son diferentes del que se contempta en la presente
invencion.

[Definiciones]

Se entiende por:
« conjugado: un agente de seleccién de una diana celular al que esté unido de forma covalente
al menos una molécula de un compuesto citotdxico;
* agente de seleccion de una diana celular {o « cell binding agent » en inglés): una molécula
que tiene afinidad por una diana biclégica: se puede tratar por ejemplo de un ligando, una
proteina, un anticuerpo, mas particularmente monoclonal, un fragmento de proteina o de
anticuerpo, un peptido, un oligonucledtido, un oligosacérido. El agente de seleccion de una
diana tiene por funcion dirigir el compuesto biologicamente activo como un citotdxico hacia la
diana biolégica. Con preferencia, el agente de seleccion de una diana no es un aptamero;
s diana biolégica: un antigeno (o grupo de antigenos) localizado preferiblemente en la
superficie de las células cancerosas o células estromales asociadas a este tumor; estos
antigenos pueden ser por ejemplo, un receptor del factor de crecimiento, un producto de un
oncogén o de un gen « supresor del tumor » mutado, una molécula relacionada con la
angiogénesis, una molécula de adhesioén;
» conector: un conjunto de atomos gue permiten unir de forma covalente un compuesto
citotoxico con el agente de seleccion de la diana;

¢ grupo alquilo: un grupo hidrocarbonado alifatico saturado obtenido quitando un &tomo de

A
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hidr6geno de un alcano. E! grupo alquilo puede ser lineal o ramificado. A titulo de ejemplos, se
pueden citar los grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, iso-butilo, terc-butilo, pentilo,
2.2-dimetilpropilo, hexilo;

* grupo cicloalguilo: un grupo alquile ciclico que comprende entre 3 v 8 atomos de carbono
impficados en la estructura ciclica. A titulo de ejemplos, se pueden citar los grupos ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo;

 grupo heterocicloalquilo: un grupo cicloalquilo que comprende al menos un heteroatomo
(O, 8. N) implicado en el ciclo y unido a los atomos de carbono que forman el ciclo;

¢ grupo alcoxi: un grupo -O-alquilo, en el gue el grupo alquio es tal como se ha definido
anteriormente;

« grupo alcanoiioxi: un grupo —0-CO-alquilo, en el que el grupo alquilo es tal como se ha
definido anterfiormente;

« grupo alquileno: un grupo divalente saturado de férmula bruta -C,Ha,-, obtenido quitando dos
atomos de hidrégeno de un alcano. A titulo de ejemplos, se pueden citar los grupos metileno
(-CHz-), etilenc (-CH;CHg-), propileno (-CHCH,CH,-), butileno (-CH2CH,CH,CH,-), hexileno

(-CH,CH2CH,CH,CH.CH3-) 0 los grupos ramificados siguientes 13(54 \ W :

« con preferencia, el grupo alquileno es de formula —(CHy).-, representando n un nimero
entero;

= en los intervalos de valores, estan incluidos los limites (por ejemplo, un intervalo del tipo

«siendo n de 1 a 6 » o bien « comprendido entre 1y & » incluye los limites 1 y 6).

Abreviaturas utilizadas:

AcOEL: acetato de etilo; ALK: grupo alquileno(C,-Cy2), mas particularmente alquileno{C,-Cg), mas
particularmente de la forma —(CHy),- siendo n un niimero entero de 1 a 12, con preferencia de 1
a 6; aq.. acuoso; CCF: cromatografia en capa fina (TLC en inglés); CMS: cloruro de

metanosulfonilo; cripto indica el motivo de la férmula , cripto
indica especialmente uno de los derivados de criptoficina D4-Dy descritos mas adelante o un
derivado de criptoficina de un ejemplo; Rf: factor de retencion; DAR: tasa de sustitucion (relacion
farmaco-anticuerpo); DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0lundec-7-eno; DCC:
N,N'-diciclohexilcarbodiimida; DCM: diclorometano; DEAD: dietilazodicarboxilato; DIC:
N,N'-diisopropilcarbodiimida; DIPEA:; N, N-diisopropiletilamina; DMA: dimetitacetamida; DMAP:
4-dimetilaminopiridina; DME: dimetoxietano; DMF: dimetitformamida; DMSOQ: dimetilsulféxido;
EEDQ: 2-etoxi-1-etoxicarbonil-1,2-dihidroguinolina; EDCI: N-(3-dimetilaminoprapil}-N'-
etiicarbodiimida; EDTA: acido efilen-diamino-tetraacético; eq.. equivalente; Fmoc:
fluorenilmetoxicarbonilo;  HOBt:  1-hidroxibenzotriazol; HEPES: &cido 4-{2-hidroxietil)-1-
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piperazinetanosulfénico, mCPBA: dcido m-cloroperbenzoico; NHS: N-hidroxisuccinimida; NMP:
N-metilpirrolidinona; PA: presion atmosférica; PABAC: « carbonato de alcohol para-
aminobencilico »; PR: presién reducida; SEC: cromatografia de exclusién estérica; SPE:
extraccién sobre fase sélida; TA: temperatura ambiente; TBDMS: ferc-butildimetilsililo; TCEP:
hidracloruro de tris-(2-carboxietil)-fosfina; TEA: trietilamina; TFA: &cido trifluoroacético; TIPS:

triisopropilsitilo; THF: tetrahidrofuranc; tg. tiempo de retencién.

[Descripcién detallada de la invencion]
La invencion se refiere a un agente de seleccion de la diana, con el que esta unido al menos un
derivado de criptoficina de ta férmula (I):

en la que;
s R; representa un atomo de halégeno y R; representa un grupo —OH, un grupo acilo derivado
de un aminoéacido AA o un grupo alcanoiloxi{C4-Cy);
o bien Ry y R; forman conjuntamente un motivo epéxido;
+ AA indica un amingécido natural o no natural;
= Rj representa un grupo alquilo{C4-Cs);
* Ry ¥ Rs representan los dos H o forman conjuntamente un doble enlace CH=CH entre C13 y
C14;
* Rg ¥ Ry representan independientemente uno de otre H o un grupo alquilo{C4-Cs);
* Rgy Ry representan independientemente uno de otro H o un grupa alquilo(C4-Cs);
* Ryo representa al menos un sustituyente del niicleo fenilo elegido entre: H, un grupo -OH,
alcoxi(C+-Cy), un dtomo de halégeno o bien un grupo -NH,, -NHalguilo{C4-Cg) o -N{alquilo{C;-
Ce))ai
* Rq1 representa al menos un sustituyente del nicleo fenilo elegido entre H o un grupe
alquilo{C4-Ca);
estando unidos el agente de seleccion de la diana v el derivado de criptoficina de forma
covalente, situdndose la unidn en posicidn orto (0), meta (m) o para (p) del nicleo fenilo portador
del motivo CR;.
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posiciones orto (0), meta (m) o para( p):

Ry representa un atomo de haldégeno, mas particularmente Cl. Rj representa un grupo
alquilo{C4-Cg), mas particularmente Me. Rg y Ry representan independientemente uno de otro H
o un grupo alquilo{C4-Cg); mas particularmente representan independientemente uno de otro H o
un grupo Me. Rget Rq representan independientemente uno de otre H o un grupo alguilo(C4-Cs);
mas particularmente Rgrepresenta H y Ry representa isobutilo.

Ryo representa al menos un sustituyente del nucleo fenilo elegido entre H, un grupo OH,
alcoxi(C-C4), un atomo de halégeno. Se puede tratar también de un grupo -NH,,
-NHalquilo{C+-Cg) o -N(alquilo{C4-Cg)), tal como por ejemplo —NH; o —-NMe;, con preferencia en
la posicion 3 o 4 sobre el nucleo fenilo. Mas particularmente, el nicleo fenilo comprende dos
sustituyentes en la posicion 3 y 4 sobre el nicleo fenilo. Con preferencia, se trata de 3-Cl y
4-metoxi. Ry representa al menos un sustituyente del nlcleo fenilo elegido entre H o un grupo
alquilo(C4-C,4); mas particularmente H.

Mas particularmente, se pedra elegir uno de los sustituyentes Ry a Rqq entre los descritos en los
ejemplos. Cada sustituyente Ry a Ryy podrd adoptar también una de las configuraciones
espaciales (por ejemplo, R 0 S o bien Z o E) tal como se describe en los sjemplos.

AA representa un amino4cido natural o ne natural. Se puede tratar de un aminoacido a, B o y. Se
pueden citar especialmente los aminoacidos siguientes: alanina (Ala), B-alanina, acido 2-amino-
2-ciclohexilacético, acido 2-amino-2-fenilacético, arginina (Arg), acide aspdrtico (Asp), cisteina
(Cys), glutamina (Gln), acido glutamico (Glu}, glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (lle), leucina
(Leu), lisina {Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr),
triptdfano  (Trp), tirosina (Tyr), valina (Val), acido y-aminobutirico, Acido a,o-dimetil-y-
aminobutirico, acido B,B-dimetil y-aminobutirico, oritina (Orn), citrulina (Cit) asi como las formas
protegidas de dichos aminoacidos (por ejemplo, por acetilo, formilo, tosilo, niro). Con

preferencia, se trata de un aminoacido natural. Mas particularmente, se trata de la glicina.

R+ ¥ Rz pueden formar también conjuntamente un motive epéxida.

La union entre el derivado de criptoficina y el agente de seleccién de la diana se realiza por

intermedio de un conector L situado en posicién orto {o), meta (m) o para (p) del nicleo fenilo
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portador del motivo CRy; asi, el derivado de criptoficina apto para la conjugacidn tiene la férmula
{1n:

R, R,

0o
) o o HN o
Ry RGI JY\ l\©’Rqo
o] N o]
AL A )

La unidn al nivel del agente de seleccién de la diana se sitiia en el otro extremo del conector L al

nivel de un grupo reactivo presente sobre el agente de seleccion de la diana. Asi, L comprende
al menos un grupo quimico reactivo (GCR1) frente a un grupo quimico reactivo (GCR2) presente
sobre el agente de seleccion de la diana. La reaccidn entre GCR1 y GCR2 asegura la unidn del
compuesto de la férmula (Il) sobre el agente de seleccién de la diana mediante la formacién de
un enlace covalente. Asi, el derivado de criptoficina de la formula (I) es apto para ser conjugado
con un agente de seleccion de |a diana.

Los derivados de criptoficina de la presente invencidn, incluyendo los de los ejemplos, pueden
existir en estado de bases o de sales de adicion a acidos, especiaimente a los acidos
farmacéuticamente aceptables.

Como ejemplos de GCR1, se pueden citar:

(i) el grupo reactivo —SZ, para el cual Z, representa H o el grupo -SR,, ¢con R, representando un
grupe alquilo(C+-Cs), cicloalquiio(Ca-C;), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo(C3-Cy);

(i) el grupo reactivo -C(=0)-Z,R;, para el cual Z, representa un enlace simple, -O- 0 -NH-, mas
particularmente -O-, con R, representando H o un grupo alquilo(C4-Cs), cicloalquilo{Cs-C5), arilo,
heteroarilo o heterocicloalquilo{Cs-C7);

(i) uno de los grupos reactivos siguientes: -Cl, -N3, -OH, -NH,, el grupo reactivo maleimido

0
R
12
— i
N
}‘.\

9 o halcacetamido o con Ry; representando H o un grupo alquilo{C4-Cg), mas

ro |

particularmente Me en el caso de los compuestos de la formula {111):

R. R R
1R2! R‘ 5 o

G o o o HR._ o
Ry, l\©'ni
R'Io)g(\rq ) ’
R R ()

[o]
_”;j vé"m/\a .

que comprende el grupo G= -(CH,),Y con Y= -ClI, -N3, -OH, -NH,, 9 o o con Ryz
representando H o un grupo alquilo{C+-Cs), mas particularmente Me:
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10

(¢}
R
|

- jCr‘ﬁ»(\sro I
(iv} el grupo reactivo maleimidc ¢ o haloacetamido o con Ryz representando

LH

H o un grupo alquilo(C4-Cg), mas particularmente Me.

Mas particularmente, -SZ, puede representar —-SH o —~SSalquilo(C+-Cs), especialmente —-SSMe, o

= * b %
BT O R .
~SS-heteroarilo, especialmente N o 7N (siendo definidos X; y Xz mas
adelante). Mas paricularmente, -Z,R, puede representar -OH, -OCHj -OCH,CH=CH,,

o

a Naw
o-N Hso oY &
TN wocote ® _O_Q
° o o o © el grupo

menos un grupo electroinductivo tal como -NO. ¢ -Hal, especialmente -F. Se puede tratar por
F F

en el que Gl representa al

—o F
. _OO-N%
ejemplo de los grupos siguientes:; 0 FF . Otro tipo de grupo —C(=0)Z,Ry
- —0-N
N
es el siguiente: =N Los grupos reactivos —=SH y O  presentan una buena reactividad.

Mas particularmente, GCR1 podré ser elegido entre uno de los descritos en los ejemplos.

A titulo de ejemplo de GCR2, se pueden citar los grupos e-amino de las lisinas poriados por las
cadenas laterales de los residuos de lisina que estan presentes en ta superficie de un anticuerpo,
los grupos sacaridos de la regién bisagra o los tioles de las cisteinas por reduccién de los
enlaces disulfuros intra-cadenas (Gamett M.C., et al., Advanced Drug Delivery Reviews 2001,
53, 171-216). Méas recientemente se han considerado otros métodos como la intreduccion de
cisteinas por mutacion (Junutula J.R., et al., Nature Biotechnology 2008, 26, 925-332; WO
039026274} o la introduccién de aminodcidos no naturales que permitan otro tipo de reacciones
quimicas (de Graaf A.J., et al., Bioconjugate Chem. 2009, Publication Date (Web): February 3,
2009 (Review); DOI: 10.1021/bc800294a; WO 2006/069246 y segin Chin JW., et al., JACS
2002, 124, 9026-9027 (tecnologia ReCode®)). Estos modos de unidn utilizados con los
anticuerpos son aplicables al conjunto de los agentes de seleccion de la diana conocidos, en
funcién de su estructura.

Es igualmente posible modificar quimicamente el agente de seleccion de la diana para introducir
nueves grupos quimicos reactivos GCR2. Asi, es bien conocido por (os expertos en la técnica
como modificar un anticuerpo con ayuda de un agente de modificacion (véase especialmente el
documento WO 2005/077090 pagina 14). La modificacion permite mejorar la reaccién de
conjugacion y utilizar una mayor variedad de grupos GCR1.

3>
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Agenies de modificacién que permiten introducir grupos disulfuros

[0}
R.,S,S—ALK—CU)\O,:?
Ef agente de modificacion puede ser un éster activado de NHS de férmula © en
la que R representa un grupo alquilo(Ci-Cg), arilo, heteroarilo, cicloalguilo(Ca-C;),
heterocicloalquilo(Cs-C7) ¥y ALK representa un grupo alquileno(C4-Cs); por ejemplo, se puede
utilizar el piridilditiopropionato de N-succinimidilo {SPDP) o el piridilditiobutirato de N-
succinimidilo (SPDB o &ster N-hidroxi-succinimidilo de! acido 4-(2-piridilditio)butanoico) de forma
que se introduzcan los grupos reactivos GCR2 de ditiopiridilo (véase Bourdon M.A., et al.,
Biochem. J. 1978, 173, 723-737; US 5208020) los cuales pueden reaccionar a continuacion con
un grupo quimico reactiva GCR1 de tipo —8SH presente sobre el conector del derivado de
criptoficina con el fin de formar un nuevo enlace —S-S- (véase el ). 9 para un conjugado que
presenta un enlace disutfuro). El grupo N-hidroxisuccinimida reacciona preferiblemente con los
grupos amino presentes sobre el anticuerpo de manera que se forman enlaces amidas. Otro
ejemplo de agente de modificacion estd descrito en el documento WO 2004/016801, de formuia

X

; N\OWS\S S
0 xg xS xl xa

X,

D\N/\/{O\/ﬂ‘o/\/s\s \N
o b

o un analogo pegilado de formuia

estd descrito en el documento WO 2008/134976 o un

analogo sulfénico de formula ©

2009/134977 en los cuales:

- Xa, X4, X5, Xg representan H o un grupo alquilo{C,-Cg),
- X1y Xz representan -H, -CONXgXq, -NO,, representando Xg y Xo, H o un grupo alquilo{C4-Cg),
- Xy representa -SO3M* o H o bien un grupoe de amonio cuaternario

estd descrito en el documento WO

- a indica un nttmero entero que va de 0 a 4 y b indica un nimero entero que va de 0 a 2000, con
preferencia entre 1 y 200; a y b pueden tomar todos tos vatores entre 0 y 4 o entre 0 y 2000
respectivamente.

Agentes de modificacién gue permiten introducir grupos malgeimido
Otro ejemplo de agente de modificacién es el succinimidil-4-{N-maleimidometil)ciclohexano-1-

carboxilato (SMCC), un compuesto similar descrito en el documento EP ¢306943 o un sulfo-
SMCC (4-(N-maleimidometif)ciclonexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidilo). Se pueden citar

33
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como otros ejemplos: 9 como el 3-maleimido-propancaio de N-succinimidilo;
o [}
&/\)Lm.nfb
N H o
a ° como el 6-(3-maleimidopropionamido)hexanoato de N-succinimidilo;

Q
R
© a siendo b un nimero entero comprendido entre 0 y 2000, con

preferencia entre 1 y 200 (b puede tomar todos los valores entre 0 y 2000), como el 3-(2-{2-[3-
maleimido-propionilamino]-etoxi}-etoxi)-propancato  de  N-succinimidio o  SM(PEG);

0
O ALK N
Sl "I)I/ ):g
o e o

como el succinato de maleimidoetic y de N-succinimidilo;

0 como el  4-(4-maleimidofenilbutancato  de  N-succinimidilo o
N
o como el 3-maleimidobenzoato de N-succinimidilo,

Agentes de modificacidon gue permiten introducir grupos tioles

Otro ejemplo de agente de modificacion descrito en el documento WO 90/06774 es de formula
xm

XI\ S
NH," Hal-
x12

x13

en la que:

- Hal representa un atomo de haldégeno;

- Xyo representa un atomo de haldgeno o el grupo COOXqs, nitro, alquilo(C,-Cg) no sustituide o
halogenado, alcoxi(C,-Cg) no sustituido o halogenado, alquenilo(C»Cg) no sustituido o
halogenado, alquinilo{C»-Cs) no sustituide o halogenado, cicloalquilo(C3-Cg) no sustituido, arilo
no sustituide o sustituido con uno a tres sustituyentes seleccionados entre amino, atomo de
halégeno, grupo alquilo(C4-Cg) no sustituido o halogenado, alcoxi{Ci-Cg) no sustituide o
halogenado;

- cada uno de los Xy, X4z, X143 representa independientemente un dtomo de hidrogeno o bien
puede representar X;;

o X4 ¥ X114 forman conjuntamente un cicle alguileno(C»-Cs), no sustituido o sustituido con uno a
cinco grupos alquilo{C4-Cy);

© X1p 6 X414 forman conjuntamente con Xy un ciclo alguileno(C4-Cs), no sustituido o sustituido con
uno a cinco grupos alquilo{C1-Cy)

y X124 €5 -H o un grupo alquilo{C,-Cg).

3
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encontraran posibilidades para Xsg-X1a:

13

Con preferencia, Hal representa un atomo de cloro o de

bromo. En la tabla que sigue se

o Xy X1z X1 Hal
Me H H H cl
Ph H H H cl
1-Bu H H H cl
Me Me H H cl
{-CHo(CH2)aCHz-) H H cl
H {-CHz{CH;):CH,-) H Cl
Et H H H Br
Et Me H H cl
-WH H H H Cl
Me H Me H Cl
H H Me Me cl
Ph Me H H Cl
4-CIPh H H H cl
3-furanile H H H cl
-Pr H H H cl
Me Me Me Me Cl
CeHn H H H cl
CH.Br H H H cl
CF; H H H Ci
CH=CH, H H H ci
2-NH,Ph H H H cl
ﬁnzcr

5
Un ejemplo de iminotiolano preferido es el siguiente:

Agentes de modificacidén gue permiten introducir grupos haloacetamido

Otro ejemplo de agente de modificacion es el succinimidil-4-(N-yodoacetil-aminobenzoato

bt

{SIAB) o , 0 compuestos similares entre los cuales estan el succinimidil-N-

Q
[v]
qok‘
yodoacetato (SIA) © . el succinimidil-N-bromoacetato (SBA), o el succinimidil-3-(N-

bromoacetamido)propionato (SBAP) o un compuesto pegilado similar descrito en el documento

o)
o]

q\oil\/\oﬁ\/“m/\,

WO 2009/134976 © © , siendo b tal como se ha descrito precedentemente.
Las figuras 1 y 2 ilustran la modificacién de un grupo amino de un agente de seleccién de la
diana por et SPDP o bien por el iminotiolano preferido anteriormente.

Asi, se pueden introducir sobre el agente de seleccion de 'a diana grupos GCR2 disulfuros

40
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(-SSR}, especialmente de tipo piridildisulfuros ST g s N , en el caso en que
GCR1 representa —SH. Igualmente, se pueden introducir scbre el agente de seleccion de la
diana grupos GCR2 tiol (-SH), por ejemplo, con un iminotiolano, en el caso en que GCR1

O
representa disulfuro (es decir GCR1= —8Z, con Z.#H, por ejemplo Z,= —$ N ). En los dos
casos, el enlace covalente que se forma por reaccién entre GCR1 y GCR2 es un enlace disulfuro

escindible.

Es igualmente posible, en el caso en que GCR1 representa -SH, introducir en la superficie del
o]

—_—N |
agente de seleccion de la diana grupos GCR2 de tipo maleimido { © ) o haloacetamido (por
‘x\n\‘n/\ﬂro |
ejemplo, bromo- 0 yodoacetamido o ). Reciprocamente, se pueden introducir sobre el

agente de seleccion de la diana grupos GCR2 tiol (-SH), por ejemplo, con un iminotiolano, en el
Q
—nN | n
B \J‘/\Bra 1
caso en que GCR1 representa © o o . En este caso, el enlace covalente que se

forma por reaccion entre GCR1 y GCR2 es un enlace sulfuro no escindible.

4
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Tabla 1: ejemplos de modifi

15

del agente de seleccién de la diana cuando GCR1=-SZ,

agente de modificacion

GCR2 en la superficie del

P

de seleccion de la diana

g

g'rupza amino, especialmente lisina, de un
anticuerpo calificado MAb

pués de reaccién sobre un

conjugado

o}
ak
RoS—ALK A
~s7 o

o
R., ,s—ALKJJP(
S

i
|:R\ S,S—ALKJJ\NTMN’

9

o
Cripto -L* .S ALK ‘”\ “
el S NH-MAb

a

<]
O
S
O\ s—cucu—i ?‘Q
N 8 2T 07
o

S

o o, SOM
o
| =g~ )
$ {

o
N
Hy NHMAD
o 9

LA s CHICH—ICJ;( ers‘c“zc*‘z J?\ Eriplo.., | 88 CH,CH, _cl)LNH -
= a d NHIMAD > )
SPDP= N7 s ;| ;
)
@ S—CH,CH cn—ﬁ\ D A o @ o r 1 ‘I
P -
NS T T L s—chen cur”>< Z ,S—CH,CH,CM—U\! Gri pto .. S8 CHCHCHF
= o} N g7 277 N~ 7§ NHfMAD e NH-
SPDB s o
0 )
H a o . .
SMCC= © e {
| N N
sulfo-SMCC= d

4)4]%

?n’ pto Log Y

° . &,lx,
X \Ws\ N
[ S N
o X xS

o A
MA NHJ>(H"7<S‘S )
Xx, %
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" Nn\ﬂ/\,{o\/%o/\/s\s <y
o b

9

MA! |(NH\H/\/[0\/} o/\/s\ s/u,crypto
S b

X,
X,
oﬂo sop (NF | % SOH ‘rj/xi SOH
N Tson Syse% s INH. so s MABINH. So__L*Crypto
(I) e L] AR AR AR
Ss Sy 8 o N o "
<}
X1 s Xap X0 Xy X Xy X
X7 SH MABINH ! MABING
NH,* Hat .
Xz M P e i L sstCopto
4 *NH, X2 “NH, X%z
X3 Hat Hat g Hal o
%o LT
q o
0. 1
N N j\/ L
& X N ﬁ/©\ﬁ 0 M NH\n)i:'\ﬂ)l\/' NHp\ﬂJ\/u Crypto
SIAB= o ° o , ) .
S
Q o o o}
N~0JJ\/' F(on\/l MAL NH—”\/I M NH—IK/S-L'«Cryplu
SIA= © ° “

gi)oﬁ\/\oh\/ njo]/\l ‘

i’ﬁ1‘/\o‘kb\’n\g/\|

mhi}m’uf\/\a]g\/n\n/\l

H
“"j{\/\o‘}i\/ N\ﬂ/\s-u-crwm
°

la

g: nimero de funciones GCR2 sobre un agente de seleccion de Ja diana modificado; d: nimero de derivados de criptoficina sobre el agente de selecci

L* = fragmento de un conector L que comprende GCR1=-SZa y tal como L= -L*SZ,

i6n de fa diana MAb
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Mas particularmente en el caso en que GCR1 sea del tipo (iii) anterior, es posible modificar
quimicamente el agente de seleccion de la diana con ayuda de un agente de modificacion
adecuado o infroducir uno de los aminoacidos no naturales a fin de introducir las funciones
GCR2 adecuadas. Por ejemplo,
5 - con una funcién -N3: GCR2 puede ser un grupo -C=CH;
- con una funcidn -OH o -NH;: GCR2 puede ser una funcién acido carboxilico;

- con una funcién -Cl: GCR2 puede ser un grupo -SH.

Q

—N |

En el caso en que GCR1 representa un grupo reactivo maleimido © o haloacetamido

ELAR
10 p con Ry, representando H o alquilo(C4-Cg), mas particularmente Me, el derivado de

criptoficina puede ser representado por la férmula (lla) o (lib) que siguen:
Bro | 0

NR 2
o L A ‘KL H
V 9% o HN . - N
i; l\@ NS PeaeD
=
R, O/Lk/\/\[!I o
{lla) ' R R

(llb)

(L* representa un fragmento de un conector L tal como L= -L*-maleimido o bien L= -L*-

haloacetamido)
15

El derivado de criptoficina podra ser, en serie C-52 y C-1, uno de los siguientes D4-Dyg:

@A}'\ﬁl\g ¥y

peseaew

944



10

15

20

25

18

‘(\/C})
»\ BN l\OZ Jkr L\C[
Gly=glicinaio Gly=glicinato
0 un motivo equivalente descrito en uno de los ejemplos.

Mas particularmente, L esta en posicion para del motivo CR;.

Procedimiento de preparacion de los derivados de criptoficina

Los compuestos de la férmula (Il) se preparan segin ¢! Esquema 1 a partir de un derivado de
criptoficina de la férmula (111} y de un precursor del conector (PL):

IR Y B 1)
Esquema 1

G representa el grupo -CH=CHj, -(CH;),Y o bien -alguileno(C4-Cs)-Y siendo n un nimero entero
que va de 1 a 6 y representando Y —OH, -SH, -Cl, -OGP en el que GP indica un grupo saliente tal
como por ejemplo el grupo mesilate (OMs) o tosilato, o bien representando Y -Ns, -NH,, -COOH,
-NR12-CH3-C=CH en ¢l que Ry; representa H o un grupo alquilo{C4-Cg), més particularmente el
grupo metilo. El precursor de conector PL tiene por funcién introducir el conector L al nivel del
derivado de criptoficina después de la reaccién entre el grupo G y una funcién quimica presente
sobre PL.

HS_Q(CHZL\%_

G puede representar también el grupo

HS—( }%
) elegido entre unc de los 9 grupos siguientes (Ry2 v R’y representan H o un grupo
alquilo{C4-Ce)):

HS-ALKiN/ﬁ HS"“LK‘N’\l Ria HS-ALK” \O

N\ccaz)n%— X K/""(crcz)n%— ) HS*LK’N‘(GHZ)H%— )

(es decir que Y representa el grupo

(CHz)n

Ry

R R RI: RI!: ’
iz 12 : y
n M. HS-ALK. N~ oA, R
HS-ALK-CH;” \/TD/\‘]T (CHz)n%— . E’ \/T /\i'/ (cHo 5  HS{CH,CHOCH,CH ™ (CH), 5 | HS-ALK 4
1 1 T
0 -(CH2)w-SH

Sobre el Esquema 1, varias etapas y/o reacciones pueden ser necesarias para llegar al derivado
de criptoficina (I} a partir del derivado de criptoficina (Ill). Asi, por ejemplo, en el caso en gue
Zs=H, se prefiere introducir un conector L para el que Z,=-Salquilo{C;-Cg) utilizando el precursor
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de conector correspondiente, reducir después la funcion disulfuro —SSalquilo(C+-Cg) a funcion tiol
—SH. Se puede utilizar para esto por ejemplo el TCEP: véase a este prop6sito Burns J.A., et al.,
J. Org. Chem. 1991, 56(8), 2648-2650. Esta transformacién —SSalquilo(C+-Cs)3 -SH se puede
aplicar por ejemplo a los conectores Lqy ¥ Lyraade la Tabla il

—0—N
Del mismo modo, en el caso en que Z,Ry= © | se puede introducir un conector L para el

que Z,R,=-O-alilo utilizando el precursor de conector correspondiente, y después desproteger la
Q

—0-N
funcion —COOQOH e introducir O . La desproteccion se puede realizar por un tratamiento con
un catalizador de paladio, por gjemplo Pd(PPha)s en presencia de una amina « captora », por
ejemplo la morfoling; Ia activacién se puede realizar con el carbonato de N-N'-disuccinimidilo en
presencia de una base, por ejemplo la DIPEA o con la NHS en presencia de un agente de

acoplamiento, por ejemplo el DCC. Esta transformacién de un grupo ZyR, en otro grupo ZyRy
e}

—0-N
{por ejemplo, -O-alilc » © ) se puede aplicar para obtener otros grupos Z,Rs,
especialmente los descritos anteriormente.

En el caso en que R4 representa un dtomo de halégeno y R; un grupo acilo, se prefiere preparar
en primer lugar un compuesto de la formula (1) para et que R, representa un grupo -OH (una vez
introducido el conector), e introducir a continuacién el grupo acilo con ayuda del compuesto
acilante correspondiente.

Los Esquemas 1' y 1" ilustran del mismo modo la preparacién de un derivado de criptoficina que
comprende un coneclor que comprende respectivamente un grupo maleimido ¢ haloacetamido
(L representa un fragmento de un conector L tal como L= -L*-maleimido o bien L= -L*-
haloacetamido).
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Esquema 1'
Bro 1 0
Bro |
N%I o 0
m—{ Bre |1 o
o-N \—{ R o
HN NR,, _<_ HS
N . [s] N Bra | AN .
i*— Cripte L*— Cripto L'~ Cripta
{Ith)
Esquema 1"

Estos derivados se obtienen por reaccidn entre un derivado de criptoficina que comprende un
conector L' que comprende un grupe amino o tiol y un agente de modificacion que permite
introducir respectivamente un grupo maleimido o haloacetamido.

Ejemplos de reacciones entre el grupo G vy una funcién quimica presente sobre PL

« sustitucion nucledfila entre un precursor de conector PL portador de una funcion amina —NH-
(una sal de amina puede ser igualmente adecuada) y G=-{CH2),Cl o -(CH,),0OMs (véase por
ejemplo, la Tabla I, PLy4, Plza, Plgig, Plar.2s): esta reaccion se puede llevar a cabo en un
disolvente polar aprotico en presencia de una base, como por ejemplo la TEA o la DIPEA.
véase ej. 1, compuesto 7 0 €j. 15, compuesto 48;

» acilacidn entre un precursor de conector PL portador de una funcién halogenuro de
carbamoilo y G=-(CH3),OH {véase por ejemplo, la Tabla Il, PLs): esta reaccidn se puede llevar
a cabo en un disolvente polar aprético en presencia de una base amina comao, por ejemplo la
TEA.

Segln una variante, se puede hacer reaccionar igualmente un precursor de conector PL
portador de una funcion amina —NH- y G=-{CH),0-C(=0)-0-{4-nitrofenilo) obtenido a partir de
G=-(CHz).OH y de p-nitrofenilcloroformiato {(activacion de! alcohol bajo la forma de
carbonato) segan el esquema que sigue (Rq1z= H o alquilo(C+-Cs)):

-NHR4z + cripto-(CH3).Q-C(=0)-0-(4-nitrofenilo} > cripto-(CH2),0-C(=0)-NRy5-

» la activacién de un alcohol bajo la forma de carbonato se puede utilizar también para hacer
reaccionar un precursor de conector portador de una funcion —QH y G=-(CH;),NH. o —
(CH3)2OH para obtener respectivamente una funcion carbamato (-0-C(=0)-NH-) o carbonato (-
0-C(=0)-0-) segun los esquemas respectivos siguientes:
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-Q-C(=0)-0-(4-nitrofenilo) + cripto-(CHz)aNH; 3 cripto~(CH,),NH-C(=0)-0-

-OH + ¢ripto-(CHy},0-C{=0}-0-(4-nitrofenilo) 3 cripto-(CH;),0-C(=0)-0-.
(véase por ejemplo, la Tabla M, PLga.gp, Ploa.gs)
« esterificacion entre un precursor de conector PL portador de una funcién acido -COOH y
G=-(CHz),OH (véase por ejemnplo, la Tabla II, PL.4,): esta reaccién se puede llevar a cabo en
un disolvente polar aprético en presencia de una base amina como, por ejemplo la DMAP y de
un agente de acoplamiento, por ejemplo el DCC;
» amidificacion entre un precursor de conector PL portador de una funcion écido —COOH y
G=-(CHz).NH; (véase por ejemplo, la Tabla ll, PL14,): esta reaccién se puede llevar a cabo en
un disolvente polar aprético en presencia de un agente de acoplamiento, por ejemplo el EDCI o
el HOBt;
» amidificacion entre un precursor de conector PL portador de una funcion —NH, y
G=-{CH),COOH (véase por ejemplo, la Tabla I, PLy.): esta reaccion se puede llevar a cabo
en un disolvente polar aprético en presencia de un agente de acoplamiento, por ejemplo el
EDCI o el HOBt;
¢ cicloadicion 1,3-dipolar (llamada también quimica « click ») entre un precursor de conector
PL portador de una funcién alcina terminal y G=-(CH;),N; 0 bien entre un precursor de
conector PL portador de una funcién azida y G=-(CHz)nNR1,-CH>C=CH {véase por ejemplo, la
Tabla |l, PLs.1g): esta reaccion se puede llevar a cabo en un disolvente polar en presencia de
Cu(l) como catalizador (véase a este proposito, sobre la cicloadicion de Huisgen: Rostovisey
V.V, et al, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596-2589; Tornoe C.W.,, et al., J. Org. Chem.
2002, 67, 3057-3064);
« metatesis entre un precursor de conector PL portador de una funcion etilénica terminal y
G=-CH=CH; (véase la Tabla N, PLys, PlLy): esta reaccidn se puede llevar a cabo en un
disolvente polar aprético en presencia del catalizador de Grubbs de segunda generacion (CAS
N°246047-72-3, véase a este proposito, Poeilaut-Palena AA., et al., J. Org. Chem. 2008, 73,
2024-2027.

A propésito del conector L

El conector L se podra elegir entre uno de los siguientes:

-G' X {CR13R14)((OCHZCH2),(CR1sR15)y Q GCR;,

-G' X (CR13R14}{(OCHLCH3),-Y'-{CR1sR15), Q GCRy;

-G' X (CR13R14)=(CR17=CR18)(CR15R1s)u(OCHch_2)y Q GCR;;

-G" X {CR13R14){OCH2CH2),(CR17=CR1s)(CR1sR1g)u Q GCRy;

-G’ X {CR13R14}fenil-{{CR15R1g), Y’ Q GCR;. -G’ X (CR13R14)-furil-(CR15Rg) ¥’ Q GCR;.

-G' X (CR43R14)-0xazolil-{CR15R1g)y Y’ Q GCRy; -G’ X (CR13R14)-t1azoli-{CR1sRs) Y' Q CRy;
-G' X (CRyaR4)-tienil-(CRy5R 45}, Y' Q GCRy; -G’ X {CR3R4)rimidazolil-{CRsR6), Y' Q GCR;;
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-G' X (CRy3R14)-piperazinil-CO(CR1sR16), Y' Q GCRy, -G' X {CR13R14)-piperidinil-metil-NR -
CO(CRisR1g)ys Y’ Q GCRy; -G' X (CR1gR1a)-piperidinil-(CRysR1s), Y' Q GCRy, -G' X (CR13R 4}
piperidinil-NRy-(CR1sR1g)y Y’ Q GCRy:-G’ X (CRy3R1a)rtriazolil-{CR1sR1s), Y' Q GCRy. -G X
(CR13R14)-triazoli-{CR1sR1s)s Y' Q GCRy,
-G’ X (CRyaRa)-feni-(CR1sR1gly Q GCRy: -G’ X (CRyaRua)-furil--{CRisRis) Q GCRy, -G X
(CRy3R14)-0xazolil-{(CRisR1gly @ GCRy; -G' X (CRysRya)-tiazolil-(CRysRis)s @ GCRy -G' X

(CR13R14 tleni|—(CR15R1s)u Q GCRy;

-G X (CRyzRu)-imidazolil-{CRisRi)y @ GCRy; -G’ X

h
CR13R14) plperazinil-(CR15R1s) Q GCRy; -G" X (CR13R14)t—piperidinil-(CR15R16)u Q GCR1 -G X
(CRyaRqs)-piperidinil-metil-NR12-(CR4sR1g)y Q GCRy, -G’ X (CR13R14)-pipetidinil- NR12-(CR15R15)
Q GCR1 -G' X (CR13R14)rtT|aZO|I| (CR15R16)U Q GCR1

0

-G"Y {CR43R14)}(OCH:CH3),{CR45R16), Q GCRy;

-G"Y (CR13R14)W(OCH,CH3),-Y'-{CR1sR15)y Q GCRYy;

-G" Y (CR13R14){CR17=CR13){CR15R16),(OCH.CH;), @ GCR;,

-G" Y (CR13R14){ OCH2CH3),(CR17=CR1g){CR15R16)u Q GCRy;

-G" Y (CR13R14)-fenil-(CR1sR16)y Y Q GCRy, -G” Y (CR13R14)e-furil-(CR145R16), Y' Q GCRy.-G™ Y

(CR13R14)1'0X320|i|-(CR15R15)u Y'QGCR,,-G"Y

(CR13R14)|-tiaZO|'l|-(CR15R15)u Y Q GCR1; -G"Y

(CRyaR4)-tienil-{CR4sR1g)y ' Q GCRy. -G" Y (CRy3R g )-imidazolil-(CRsR1s)s Y' Q GCRy; -G Y
(CR1aR14)rpiperazinil-CO(CRsRig) ' Q GCR;y. -G" Y {CR43R44)-piperidinil-metil-NR4,-
CO(CR15R15)U Y Q GCR1; -G°Y (CR13R14)t-piperidinil-(CR15R15)u Y Q GCR1; -G'Y (CR13R14);-

piperidiniI—NR12-(CR15R1s)u Y'Q GCR1; -G"

Y (CR13R1ah—triazolil-(CRsR16), Y' Q GCRy;

-G" Y (CRqsRya)-fenil-{CR1sR16)y Q@ GCRy; -G” Y (CRyaRig)rfuri--{CR1sR15) Q GCRy, -G™ Y

(CR1aR1g)roxazoli-{CR1sRg)y Q@ GCRy; -G" Y

(CR13R14)1-tiazoliI—(CR15R15)u Q GCR1; -G" Y

(CRy3Ry4)tienil-{CRsR1g)y @ GCRy; -G Y (CRyzRig)-imidazoli-(CRisRg)y Q@ GCRy; -G" Y
(CRyaRy4)-piperazinil-{CR1sR1g)y Q GCRy; -G" Y (CRy3R14)-piperazinil-(CRsR46)y @ CCRy; G” Y
(CRysRya)-piperidinil-(CR1sR1s)y Q@ GCR;. -G Y (CRy3R14)-piperidinil-metil-NR12-(CR5R1g), Q
GCRy; -G" Y (CRyaR14)-piperidinil-NR2-(CR1sR46), Q@ GCRy, -G" Y (CR13R14)-triazolil-(CR15R )y

Q GCRy;

G’ representa un grupo ~-CH=CH- o0 -(CHy),-;

G” representa un grupo -(CHa)n-:

n representa un nimero entero que vade 1 a 6;

X representa un enlace simple o un grupo -CO-, -COQ-, 0 -CONR;2-, estando el grupo CO unido

aG’;

Y representa un grupo -0-, -OCQO-, -OCOQ0-, -QCONR12-, -NR12-, -NR{;CO-, -NR;2CONR' -, -
NR3C0O0- 0 -5(0)q-, estando el atomo O o el grupo NRy2 unidos a G";
Y’ representa un grupe -0-, -OCO-, -OC0O0-, -OQCONRz-, -NRyz-, -NR12CO-, -NR{zCONR'4-, -

NR2C00-, -5(0)¢-, -CO-, -CO0-, 0

-CONR2-;
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Riz, R'12, Ria, R4, Rys ¥ Ryg, Ri7 ¥ Ryg representan independientemente uno de otro H o un
grupo alquilo(C4-Cg);

t, u e y representan nimeros enteros que pueden ir de 0 (en el caso de grupo ausente) a 20 y
tales que t+u+y sea superior o igual a 1;

g representa un nimero entero que puede valer0, 10 2;

Q representa un enlace simple, un grupo alquileno(C4-Cyg} 0 un grupo {(OCH;CH,), siendo i un
nimero entero que va de 1 a 20, mas particularmente de 1 a 10, mas particularmente ain de 1 a
8, ode 1 a6 y alin mas particularmente de 2 a 5. i puede tomar cada uno de los valores de estos
intervalos, especialmente valor 2, 3, 4 0 5.

En el caso del conector de formula -G" Y (CR13R 14} (OCH2CH,)-Y'-(CR1sR16)y @ GCRy, si y vale
0 (sin grupo PEG) y cuando Q representa un enlace simple, entonces u no puede valer 0. Mas
particularmente, se excluyen los conectores que comprenden el motivo terminal ~NR1-C(=0)-0-
(Y'=NR42; u=0; Q=enlace simple y GCR=-C{=0)Z,R}}.

y representa un ndmero entero que va de 0 a 20, mas particularmente de 1 a 20, mas
particularmente ain de 1 a 10, de 1 a 8, o de 1 2 6 y ain més particularmente de 2 a 5. ¥ puede
tomar cada unc de 1os valores de estos intervalos, especialmente valor 2, 3, 40 5.

Algunos de estos conectores han sido descritcs en las solicitudes WO 07085930 y WO
09016516.

El conector L podra ser elegido entre uno de los de la formula (iv):

0

)l\ _—D—(CHn—~
RZ,-CO-ALK {AA)W (V)
en la que:

» (AA),, representa una cadena de w aminoacidos AA unidos entre si por enlaces

peptidicos;

e w representa un numero entero que vade 1 a 12, con preferencia de 1 a 6;

e n representa un niumero entero que vade 1 a 6;

¢ D representa uno de los motivos siguientes:
V,_Rig ViEV,
—NRz<" | -——NR?<\

T"-_ T“'-.

Vi OT Vi OT

RoRzx O (D1) RuRy O (D2)

S0
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Vf—-V“1
_NR1T<\V2 / Ve OTT\

RyuRy O (D3)
para los que:
R4z representa H o un grupo alquito(C4-Csg);
Ry, Rap, Rz, Razrepresentan independientemente uno de otro H, un dtomo
de haldgeno, -OH, -CN o un grupo alquilo(C4-C,);
T unido a (CHy),, representa NR4»u O;
V, representa O, S, NRy3;
V representa CRa 0 N;

V3, V4, Vs se eligen independientemente uno de otro entre CRy, o N,

Un ejemplo de D2 es el siguiente:

—4&
o0

Q
AA indica un aminoécido natural o no natural, mas particularmente elegido entre: alanina (Ala),
p-alanina, acido 2-amino-2-ciclohexilacetico, acido 2-amino-2-fenilacético, arginina (Arg), acido
aspartico (Asp), cisteina (Cys), glutamina (GIn), acido glutamico (Glu), glicina (Gly), histidina
(His), iscleucina (lle), leucina (Leu), lisina {Lys}, metionina {Met), fenilalanina (Phe), pralina (Pro),
serina (Ser), treonina (Thr), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr), valina {Val), &cido y-aminobutirico,

acido o,o-dimetil y-aminobutirico, acido B,p-dimetil y-aminobutirico, omitina (Qm), citrulina (Cit).

La formacion de cadenas (AA), tiene por férmula:
O

H
—t N‘ALKL}W\,

1
Ras en la que Ra; representa un residuc de uno de los aminoacidos descritos
anteriormente. Ejemplos de formacion de cadenas son los siguientes: Gly-Gly, Phe-Lys, Val-Lys,
Val-Cit, Phe-Phe-Lys, D-Phe-Phe-Lys, Gly-Phe-Lys, Ala-Lys, Val-Cit, Phe-Cit, Leu-Cit, lle-Cit,
Trp-Cit, Phe-Ala, Ala-Phe, Gly-Gly-Gly, Gly-Ala-Phe, Gly-Val-Cit, Gly-Phe-Leu-Cit, Gly-Phe-Leu-
Gly, Ala-Leu-Ala-Leu.

Los precursores de conectores son aquellos que comprenden los motivos -OH

correspondientes:
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\ Ris V=V V=V
—NR< 2[ —NR;<\ i\;%( ——NR;Q ’ /"lv5

% OH V3 OH Vz_%(OH

R20 R21 RZO R.'21 R20 R21
El documento WO 2005/082023 (véase especialmente las paginas 61-64) describe como
obtener ciertos precursores de conectores. Las preparaciones de los precursores de conectores
PL25 y PL26 descritos antes se pueden utilizar igualmente para obtener otros precursores de
5  conectores similares que comprenden otra formacion de cadenas (AA),.

El conector L podra ser elegido igualmente entre uno de los descritos en la Tabla Il o entre los
compuestos de los ejemplos. En todas las férmulas de conectores, NRyz 0 NR'y; representa mas
particularmente NH o NMe.

10
Preparacién de los compuestos de la férmula (Il
Caso en gue G=-(CH,),OH o -CH=CH,
)\ QH Ry Ry R, pRy
4 0 = t)
J\f HCIO,, 2 ,CQ)M NalO, “)\N)\f
RI J\/Nk)\@mn 0] Roj J\\/\Nl ?‘Rn HzofTHF v?k )V\NIO\G 0
Ry R; Ra
PPh.+, Br- gt Br- . ?
—= . TIPSO ? C‘{Wh ) [ B
HDJ@T . mapss'np R" BEY éﬂ??ﬂ o iy con m; Br-
TEOMSO m
Buli, THF i, THE P y mCPBA, DCM
A}
R R - R R
e 3 RS /\(\/\/\»J\FO \M
TIPSO
mumso
Ry RI ’K/\Nl nR'I J\/\NLO\OR‘B “Rj: J\>/\ l\E}‘m
Ry © R RgH e
Pg= comnueslo da fémuta (I} con
G=CHsCH,
‘“’! o ml 1E¢F
Ry PR
HO 04,0, HN. .- HN
R R,I b l \©Rw Ry R j l \O'Rm
Ry il?g;H ,L‘YN a
P, = compuesto de tSmula (I} con P, = compuesto de Mmula (III) con
G=CHOH G=-LHCH,OH
Esquema 2
15

P, se prepara segun indican las solicitudes WO 98/08505, WO 00/23429 o WO 00/34252 asi
como las publicaciones siguientes Rej R., et al, J. Org. Chem. 1996, 61, 6289-6295;
Salamonczyk G.M., et al., J. Org. Chem. 1996, 61, 6893-6900 o J. Med. Chem.1999, 42 (14),
2588-2603 (incorporadas aqui como referencia). En las paginas 158-158 de « The isolation,
20 characterization and development of a novel class of potent antimitotic macrocyclic
depsipeptides: the criptophycins », Chap.9, en « Anticancer agents from natural products »,
Tailor&Francis, CRC press book, isbn=0-8493-1863-7 se dan los esquemas de sintesis que
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permiten preparar los diferentes fragmentos (A, B, C y D) de criptoficina y llegar a P4, Rej R., et
al., J. Org. Chem. 1998, 67, 6289-6295 describe sobre los esquemas 1-6 la via de acceso a uno
de los derivados de criptoficina de la Figura 1 pero estos esquemas se pueden aplicar a la
preparacion de P4 utilizando los reactivos de partida idéneos.

P, permite preparar otros derivadaos de criptoficina con ayuda de las etapas detalladas a
continuacion:

Etapa (i): abertura del ciclo epbxido de P4 en medio acido qgue permite obtener la funcion dicl. Se
puede utilizar por ejemplo el &cido perclérico concentrado;

Etapa (fi). corte oxidante del diol con ayuda por ejemplo del peryodato de sodio:

Etapa (iii). reaccion de Wittig utilizando un halogenuro de fosfonio adecuado, por ejemplo un
bromuro, y una base fuerte tal como por ejemplo Buli;

Etapa (iv); reaccion de epoxidacion de Corey-Chaykovsky haciendo intervenir una sal de sulfonio
quiral, por ejemplo un triflato, en presencia de una base tal como por ejemplo KOH.

Etapa (v): desproteccion del éter sililado utilizando por ejemplo una solucién de fluoruro de
tetrabutilamonio.

El bromuro de 4-{triisopropilsiloximetil)benciltrifenilfosfonio se obtiene a partir del 1-(bromometil}-
4-(triisopropilsiloximetil)-benceno  (CAS N° 934667-38-6) cuya preparacion a partir de
1,4-bencenodimetanocl (CAS N° 589-29-7, producto comercial) esta descrita por Potter R.G., et
al., Organic Letters 2007, 9(7), 1187-1190. Los compuestos para los cuales Ry representa un
grupo alquilo(C4-C4) se obtienen de forma semejante a partir del diol correspondiente que es o
bien un producto comercial o bien se obtiene por C-alquilacidn de Friedel-Crafts a partir del
1,4-bencenodimetancl.

A parir del 1-(bromometil}-4-(triisopropilsiloximetil}-bencenc (CAS N°135408-73-0), cuya
preparacion estd descrita en el esquema 4a del documento EP 0496548 o en la pagina 83 del
articulo de Nevill C.R. Jr., et al., Bioorganic & Med. Chem. Lett. 1991, 1(1), 83-86, se puede
obtener el bromuro de fosfonio correspondiente. Los compuestos para los cuales Ry representa
un grupo alquilo(C1-C4) se obtienen de forma semejante a partir de un compuesto equivalente al
compuesto 1 descrito en la pagina 83 del articulo de Nevill C.R. Jr., et al., Bioorganic & Med.
Chem. Lett. 1991, (1), 83-86 que es o bien un producto comercial o bien se obtiene por
C-alquilacion de Friedei-Crafts a partir del acido p-tolilacético.

El triffuorometanosulfonato de {1R.4R,5R,6R)-4,7,7-trimetil-6-(4-vinil-bencil }-6-tichia-
biciclo[3.2.1]octano utilizado en |a etapa (iv) se obtiene a partir del (1R.4R 5R)-isotiocineol (véase
Aggarwal V. et al., JACS 2010, 132, 1828-1830) cuya preparacion a partir del (R)-limoneno (CAS
N°85327-98-3, producto comercial) esta descrita en esta misma referencia.
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El bromuro de trifenil(p-vinilbencil)ffosfonio (CAS N°118766-51-1) se obtiene a partir del derivado
bromado correspondiente (véase Drefahl G., et al., Chem. Ber. 1961, 94(8), 2002-2010) cuya
preparacion a partir del alcohol 4-vinilbencilico (CAS N°1074-61-9, producto comercial) esta
descrita en el articulo de Shimomura O., et al., Tetrahedron 2005, 671, 12160-12167.

A partir de P; o de Pg que son compuestos de la farmula {Ill) para los cuales G=-(CH,),0OH, se
pueden obtener otros compuestos de la formula (Il) que tienen otros grupos G.

Caso en que G=4{CH,) . Cl o —{CH,)N;
R, R R, Ri R

HI N ‘ 0 R( 0
Ny 0.0 HN tPhOJzP('O)Na HL. MsCLTEA Gl o HH.....

ol R IS Peasiie e s S el

R a, R,H R, @ S
e, Py
lmcpan OCM
W \/@AM)Y MO
chD)z (=0IN; Ho. _MeCLTEA  CI 0.0 HN._.-
|| 0 ‘ Rll o ’
Io{?,(n:ﬂl:@ “beu.mr Rs oJIE(‘Nlo Ej ) R,’:’[o‘b{q'*“lo [ Fre
11 13 ?

Esquema 3

A partir del grupo G=-CH,OH, se pueden obtener los grupos G=-CHaCl 0 -CH;Ns:

- la introduccién de -Cl se puede realizar en presencia de CMS: véase €. 1-compuesto 2;

- la azidacidn se puede realizar en presencia de difenilfosforazida (PhO);P{=0)N; y de una base,
por ejemplo el DBU. El Esquema 3 describe estas reacciones para el caso en que n=1 pero se
puede aplicar igualmente para n>1.

Caso en que G=4CH,),COOH

a g R
4 *3 pRs
Dl J\fo S Q S R "kfo
HO 0.\‘:,00 HN . - _Dess-Martin o 0 NaCIO,. NaHP , I 3 HN .-

0.0 .
~——————*"HC -
o R;{?\OJ‘Y\ “o PYT DCM Ry Rg o 0 2M32 hutenc Ry, j: 9%/\ l \I(}Rm
b e Ry O RR, N “o THFHO R OsRHN©
e, o .
lmCPSA, DCw
05\/@3\? of: .Jif 0% &t o
’\/@/\i Dess-Martin_ Q NaGIO, NaHP m
HO Ry, Ry J'Lx/\ l \@Rm Pyr, DCM " H Ry, R, l \O i 2Me—2 P R, Rg?\ Jl\/\ l Uﬁﬁ
f‘o QORR Q HFIHO BORRGE o
T e
P. . .
Esquema 4

A partir del grupo G=-(CH,);0OH, se puede obtener el grupo G=-CH,COOH por una oxidacién, El
Esquema 4 describe una doble oxidacion: primera oxidacidn con ayuda del reactivo de Dess-
Martin {véase "Encyclopedia of Reagents for Organic Synthesis"; Paguette L. A, Ed.; Wiley:
Chichester, UK, 1995, Vol. 7, 4982-4987 o Boeckman R.K. Jr., et al., J.J. "The Dess-Martin
Periodinane” Org. Synth. 2004, 10, 696-702) seguida de una segunda oxidacion de tipo Pinnick
en presencia de 2-metil-2-buteno (Pinnick H.W., Tetrahedron 1981, 37, 2091-2096). El Esquema
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4 describe estas reacciones para el caso de un compuesto de partida para el que n=2 pero se
puede aplicar igualmente para n>2.

Caso en que G=-(CH,),NH,

R, R
e N0
Ny 0,0, HN . TCEP _ HN 0q 0, HN_ .«
® —_— R
" R-Ioj;(\”lo\@“w MeOHH,0 " &IO&NL:@N
Ry © R RH R: = r R,H

Py P.
Esquema 5

1

10 A partir del grupo G=-CHyN3; cuya preparacién esta descrita en el Esquema 3, se puede obtener
el grupo G =-CH;NH; con ayuda de una reaccion de reduccion utilizando una fosfina como el
TCEP. A este propésito, véase: Faucher A.-M. et al., Synthetic Comm 2003, 33, 3503-3511:

By gR
Wo {:[ N %W W
HO. o0 HH._.~ f o . T
o R:IDL(‘NI*:@-R'“ DEAD, PPh, o B &I Re ™ Elon Ry RI @. R,
Fo " RURH THF R1 “o
P, P“ l
WO
HN 040, HN. -
Ry,
RAIDJB(‘N]“O Fe
Pur VR, RyH
Esquema 5'

15
Segln una variante, a partir del grupo G=-CH,OH, se puede obtener el grupo G=-CHyNH; con
ayuda de una reaccitn de Mitsunobu utilizando la trifenilfosfina y el DEAD. A este proposito,
vease: Mitsunobu O., Synthesis 1981, 1-28; Hughes D.L., Org. Reactions 1992, 42, 335-656;
Hughes D.L., Org. Prep. 1996, 28, 127-164. Los Esquemas 5 y 5’ describen el caso en que n=1
20 pero se pueden aplicar igualmente para n>1.

Caso en que G=-(CH-),-NR42-CH-C=CH
A partir del grupo G=-{CH,},Cl, se puede obtener el grupo G=-(CH,),-NR,-CH>-C=CH con ayuda
de una sustitucién nucledfila utilizando el compuesto de la férmula NHR2-CH-C=CH (R=H:

25  propargilamina; Rq2= alquilo(C4-Cs): preparado segun Mock W.L., et al., J.Org. Chem. 1989, 54
(22), 5302-8).

Caso en gue G=-(CH,),-SH

a R R.Rs o . o R‘Rs
] D0 HN o~ (Me,Si,S, TBAF S AL o 0 o N
Ry, R, J\ k/\ l | P Ry — Ry R, M l DRW
R OTNTD THFIagua Rj‘b [o]
E R’ R!H ® RY RBH
PH Pﬂ

30 Esquema 6
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A partir del grupo G=-(CH).Cl, se puede abtener el grupo G=-(CHz).SH por una funcionalizacién
directa con ayuda de trimetilsililtiolato de tetrabutilamonio preparado in sifu a partir de fluorura de
tetrabutilamonio y de hexametildisilatiano segiin Hu J. et al., J. Org. Chem. 1999, 64, 4959-4961
(véase ej. 8). El Esquema 6 describe esta reaccion para el caso en que n=1 pero se puede

aplicar igualmente para n>1. A lo largo de esta reaccion, se puede formar el dimero intermedio

de formula:
\NH /\Mk(cn n-55 (CH, )n
R 2 ¥ @
I Re f‘o J,\/‘N lo

Caso en que G=-ALK-SH

R

0. »./\ /s " Ry @Rs
@/\)\N 'gm v R J\Po
AL 1\(3« RIS B STt 5
IQ o fo Ra# JL,/N A a A, ™ R.a I N @

F Ry RRH

i) ImCPBA. DCM
¥

R R R R
0 "3 3 a 5
g W) (v} a H‘)\PQ
M ¥ BAF 12 g
oy, SC'TEA HO J 0.0 HN L T - S A - ST
R‘I

ALK s} -— ALK ¥ 0 N
ocM RnRiD :%)\@Rm THF Rur k (L
k) )\)'\/‘N ;7‘0 )g\/\N e
u R R H 8 R? REH ] R, HbH
S 5 Pas Py
Me TBAF .
¢ -)'THFlagua on R, Roa Ry, = Me, IPr, Bupor sjsmplo
Ry R R
U
R Bh‘
Esquema 7

F3 permite preparar otros derivados de criptoficina segin el Esquema 7:

Etapa (i): reaccion de Wittig utilizando un halogenuro de fosfonio adecuado, por ejemplo un
bromuro, y una base fuerte tal como por ejemplo BulLi;

Etapa (ii}. acoplamiento de Kumada utilizando un reactivo de Grignard adecuado, por ejemplo un
bromuro de alcoximagnesio protegido bajo la forma de éter sililado, en presencia de un
catalizador de paladio o de niquel (véase por ejemplo Organic Letters 2009, 11, 5686-5689 o
Synthesis 2009, 141, 2408-2412).

Las etapas (iii) a (v) se describen en el Esquema 2 y la etapa (vi) en el Esquema 6.

El bromuro de (4-bromobenciljtrifenilfosfonio es un producto comercial (CAS N° 51044-134). Los
bromuros de alcoximagnesio protegidos bajo la forma de éter sililado se pueden preparar a partir
de los bromoalcoholes correspondientes mediante proteccidn de la funcién alcohol con el
clorasilano adecuado y después formacién del organomagnesiano en presencia de magnesio en
un disolvente polar aprético anhidro como el THF (véase por ejemplo Organic Letters 2005, 7,
183-186). Los bromoalcoholes, lineales o ramificados comprenden 1 a 6 atomos de carbono,
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estan comercialmente disponibles, como el 3-bromo-1-propanol (CAS N° 627-18-9) o el 1-bromo-
2-propanol {(CAS N° 19686-73-8) o se pueden preparar a partir de los bromoésteres o
bromocetonas correspondientes segin métodos descritos en la bibliografia. £l clorosilano puede
ser, por gjemplo, el terc-butildimetilclorosilano (CAS N°18162-48-6) o el triisopropil-clorosilano
{CAS N°13154-24-0).

Caso en que G=-{CH;),-maleimido

WL \@R! DEAD — (P’W

1 mCPBA, DCM

“ij’ifr@ o - ¢m1©

Esquema 8

Come complemento del esquema 1' que describe un métode de preparacion de derivados de
criptoficina que comprenden un motivo maleimide, a partir de! grupo G=-CH,OH, se puede

—(EEn=N_ |
obtener el grupo G= ¢ por una reaccion de Mitsunobu en presencia de trifenilfosfina y de
DEAD segin Matuszak N. et al., J. Med. Chem. 2009, 52, 7410-7420. El Esquema 8 describe

esta reaccion para el caso en gue n=1 pero se puede aplicar igualmente para n>1.

Los Esquemas 1-8 anteriores se dan para un conector en posicion para, pero se podrian aplicar
de modo idéntico para las posiciones orto o meta. Del mismo modo, se dan para un derivado de
criptoficina pero se podrian aplicar a la preparacion de otros derivados de la formula (I1),
especiaimente D4-Dj.

Mas particularmente, en el caso de la C-52, se podran utilizar los compuestos siguientes cuyas
preparaciones estan descritas en Al-awar R.S,, et al., J. Med. Chem. 2003, 46, 2985-3007 o en
el documento WO 9808505:

o G=-CH;OH: compuesto 31b del esquema 5
G=-CH,CH,O0H: compuesto 49 del esquema

" 0,0 o HN_ . cl 9
E O%{\Nlo\@OMe =-CH,COOH: compuesto 51 del esquema

H 9 0 ej. 81 del documento WO 9808505

G=-C(=0)H: g}. 80 del documento WO
9808505
Por otra parte, a partir del compuesto 31b para el que G=-CH,OH, es posible obtener los

compuestos para los cuales G=-CH,Cl o -CH,N3:

* G=-CHClI; véase ejemplo 1. compuesto 2;
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¢ G=-CH;N3: la conversién de -CH,OH en -CH2N3 se puede realizar en un disolvente polar
aprético en presencia de difenilfosforazida y de una base como el DBU, véase ejemplo 19,
compuesto 60.
* G=-CHymaleimido: la conversién de -CH,OH en -CH:maleimido se puede realizar en un
disolvenie polar aprotico en presencia de maleimida, de trifenilfosfina v de DEAD.
La enseflanza de J. Med. Chem. 2003, 48, 2985-3007 se podria aplicar a otros derivados de
criptoficina que comprenden otros sustituyentes Rg-Rg.

Preparacién de los precursores de conector PL

PL podra ser uno de los siguientes:

o]

ZB-S-ALKJLN
PL, K/"“preparado segun el esquema que sigue:
HN’\
Jok ) o K’N""” j\ iy JDL
HO™ “ALK-SZa —-q AL o ZaSALK N’\ . ZaSALK N’ﬁ
J 07 alksza () l\/N\mc NH Cl

Etapa (i). activacién de! acido con ayuda de NHS; la activacion se realiza a temperatura
ambiente en presencia de un agente de acoplamiento como por ejemplo el hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-stilcarbodiimida en solucién en un disolvente aprotico anhidro como el
DCM. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 1, compuesto 4.

Etapa (ii); amidificacién con la piperidina N-Boc; el acoplamiento peptidico se realiza en un
disolvente polar aprético a temperatura ambiente en presencia de una base, que puede ser una
amina terciaria como la TEA o la DIPEA. Ef disolvente puede ser la DMF. Se podran seguir las
condiciones del ejemplo 1, compuesto 5.

Etapa (iii). desproteccion de la amina con ayuda de una solucién de &cido, por ejemplo acido
clorhidrico (por ejemplo, en solucién en dioxano). Se podran seguir las condiciones del ejemplo
1, compuesto 6.

El 4cido de partida, por ejemplo el dcide 4-metil-4-{metilditio)-pentanoico, puede ser comercial o
se puede preparar a partir de un acido carboxilico halogenado por tratamientos sucesivos con el
tioacetato de potasio y un derivado de tipo metanotiosulfonato. Véase también el documento
us 2719170,

ZaS-ALK,_
N
PL, gL preparado segun el esquema que sigue;
o
HJkALK-SZ ZaS-ALK-N
HN 2 ZaS-ALK-N/\I - . AL /\NH
k./“\boc Nepoe cl

Etapa {i): aminacién reductora con un aldehido; la reaccion se lleva a cabo a temperatura
ambiente en un disolvente polar aprético anhidro como el THF en dos etapas: formacion de un

complejo intermedio en presencia de isopropoxido de titanio y después reduccién in sift con un
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agente reductor como por ejemplo el cianoborohidruro de sodio. Se podran seguir las
condiciones del ejemplo 5, compuesto 17.

Etapa (ii): desproteccién de la amina con ayuda de una solucién de 4cido, por ejemplo &cido
clorhidrico (por ejemplo, en solucién en dioxano). Se podran seguir las condiciones del ejemplo
5, compuesto 18,

El aldehido de partida, por ejemplo el 2-metil-2-(metilditio)-propanal, puede ser comercial o se
puede preparar por oxidacion de un alcohol portador de un motivo disulfuro obtenido a partir de
un alcohol halogenado convenientemente protegido (por ejemplo bajo la forma de éter sililado)

por tratamientos sucesives con el tioacetato de potasio y un derivado de tipo metanctiosulfonato.

PL;  Z#SAKTNHR, preparado segln los esquemas que siguen:

Caso en que Ry,=H

i 0] I\J’/O\ (i) "
o] i i
ZaS-ALK‘J'L‘H + HN c; —_— ZaS—ALK’J ———  ZaS.ALK

2

2

Etapa (i): formacion de una oxima; el aldehido precedentemente descrito se disuelve en un
disolvente polar prético como el etancl y después se trata con hidrocloruro de O-
metilhidroxilamina a reflujo en presencia de una base como hidréxido de sodio. Se podran seguir
{as condiciones del ejemplo 3, compuesto 11.

Etapa (ii): reduccion de la oxima; la oxima se reduce por un tratamiento a reflujo con una
solucion de dimetilsulfuro de borano en un disolvente polar aprético anhidro como el THF. Se
podran seguir las condiciones del ejemplo 3, compuesto 12.

Caso en gue Ri;#H

0 NHR,,

AL A

i)
ZasALKT "H oyt ——  zas-alk

Etapa (i): aminacion reductora con un aldehido; la reaccidn se lleva a cabo a temperatura
ambiente en un disolvente polar aprético anhidro como el THF en presencia de un agente
reductor como por ejemplo el triacetoxiborohidruro de sodio.

Ry

ZaS-ALK)\O
PL, " preparado segun el esquema que sigue:

R Q R F}tz

il 1 N
HN H JLALK-SZn zas-aLk @y ZaSALK
_ - NH
N, N

ot ] “bac CH

Este conector se prepara de forma similar a la que se preserta para PL,.

Etapa {i}: aminacién reductora con un aldehido; la reaccion se lleva a cabo a temperatura
ambiente en un disolvente polar aprético anhidro como el THF en dos etapas: formacién de un
complejo intermedio en presencia de isopropoxido de titanio y después reduccidn in ity con un
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agente reductor como el ciancborohidruro de sodio. Se podrén seguir las condiciones del
ejemplo 5, compuesto 17.

Etapa (ii}: desproteccion de la amina con ayuda de una solucién de 4cido, por ejemplo acido
clorhidrico (por ejemplo, en solucién en dioxano). Se podran seguir las condiciones del ejemplo
5, compuesto 18,

o]
S . .
PLs  RUDCOAKSSAK-NRZ™™0 preparado segin el esquema que sigue:

il
BrALK-N(BooR,  — 0, Me-COS-ALK-N(BOOR,,

Il

(“)| QSSAU()'OZI:RI: l ()

i viii
HO-ALK-NHR,, o HO-ALK-N(Boc)R,, RbZbOC-ALK-55-ALK-N{Boc)R,, —(—-). RbZbOC-ALK-S5-ALK-NHR,,
i HC

{v Q = ix

! ) rNj‘SSALK)'Zth | (v#) ()
MsO-ALK-N(Boc)R,, _,,f_'L_ HS-ALK-N(BoC)R,, RbZbQC-ALK-SS-ALK-NR,,-COC

Etapa (i}: proteccidon de la amina; la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente en un
disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento de la amina con el dicarbonato de di-terc-
butilo en presencia de una base como por ejemplo la TEA.

Etapa {ii). transformacién del alcohol en bromuro; la reaccion se lleva a cabo a temperatura
ambiente en un disolvente polar aprético como et THF por tratamiento de la funcién alcohol con
CBry en presencia de una fosfina por ejemplo la trifenilfosfina; véase a este proposito Appel R.
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1975, 14, 801-811 o Desmaris N., et al., Tetrahedron Letters 2003,
44{41), 7589-7591.

Etapa (iii): sustitucion del bromuro por el tioacetato; la reaccion se lleva a cabo a temperatura
ambiente en un disolvente polar aprético anhidro como la DMF utilizando como nucledfilo el
tioacetato de potasio.

Etapa (iv): formacion del enlace disulfuro; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
prético anhidro como el metanol en presencia de una base como por ejemplo el metanolato de
sodio y de un reactivo que comprende un motivo piridil-disulfuro.

Segun una variante:

Etapa (v}: activacién de! alcohol bajo la forma de mesilato; Ia reaccion se lleva a cabo en un
disolvente polar aprético anhidro como el DCM por tratamiento con el cloruro de mesilo en
presencia de una base como por ejemplo la TEA.

Etapa (vi): formacion del ticl libre; la reaccion se lleva a cabo a reflujo en un disolvente polar
protico como una mezcla de etanolfagua en dos etapas sucesivas: desplazamiento del mesilato
por la tiourea y después hidrolisis in situ de la sal de isotiouronio por adicién de una base como
NaCOH.

Etapa (vii): activacion del tiol bajo la forma de piridil-disutfuro; la reaccién se lleva a cabo a
temperatura ambiente en un disolvente polar prétice como el etanol por tratamiento con un
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reactivo que comprende un motivo piridil-disulfurc en presencia de un acido como el acido
acético.

Etapa (viii). desproteccion de la amina con ayuda de una solucion de acido, por ejemplo acido
clorhidrico (por ejemplo, en solucién en dioxano).

Etapa (ix): activacion de la amina bajo la forma de cloruro de carbamoilo; la reaccion se lleva a
cabo en un disolvente polar aprético anhidro como el DCM por tratamiento con difosgeno en
presencia de una base como la TEA.

PLg  ROZD-OC-ALK (OCH,CH)—OH

Caso en que ALK=CH,CH,

preparado seglin el esquema que sigue:

Ruta A:
HoT0} O\}/ USRS NN OH @ Ho‘{'\/o Oy
Ruta B:

0 ) ; o N g
)\\DJ\_’//  wFrton L. J\\DMO/\%DH'JJ)—' HOMO/\__]rOH_‘i. ‘\“‘\/“OMO’\JFOH

Etapa (i): desproteccidén con ayuda de una solucidn de acido clorhidrico (por ejemplo, solucidn en
dioxano) o de acido triflucroacético.

Etapa (ii). proteccion del acido carboxilico bajo la forma de éster alilico; la reaccién se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprotico como la DMF en presencia de
bromuro atilico y de una base como el carbonato de potasio.

Etapa (iii). elongacién de la cadena de PEG; la reaccidn se lleva a cabo en un disolvente polar
aprético anhidro como el THF por tratamiento de un acido insaturado protegido bajo la forma de
éster con el alcoholato generado por la accién de sodio en cantidad catalitica.

Caso en que ALK#CH,CH,
o 0 ) o}
/l\\o’LALK—Has' H{’o\/jTOTHPM J\\OJLAU({_O/\,]—OTHPLHO’E\ALK{D/\,],OH o \\\‘/\OJLA'-K{Q’\’}’OH
i | i

Etapa (iv): elongacién de la cadena PEG; la reaccitn se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcohclato
de un dio! PEG monoprotegido bajo la forma de éter de tetrahidropirano (THP). La preparacién
de este tipo de diol PEG monoprotegido esta bien descrita en |a bibliografia, véase por ejemplo,
Richard A. et al. Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003,
59, 9083-9090.

Los alcoholes PEG que tienen una funcién &cido protegida bajo la forma de éster terc-butilico
estan comercialmente disponibles (como el 12-hidroxi-4,7,10-trioxadodecanoato de terc-butilo) o
se preparan a partir de! acrilato de terc-butilo y de un diol PEG. Los dioles PEG de partida estan
comercialmente disponibles para i=3 a 12.

&/
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PL,  ROZOCALKC(OCHLHA=NHR, preparado segun los esquemas que siguen:

Caso en gue ALK=CH,CH,
5 Caso en gue R»=H

° 0
HOL\BJ{\,OMHIW L \’AOJ\/\O’{’\/D‘}F‘/\u’m an VOJK/\O*\’D"]T‘/\NHI
uel
Caso en gue RqzH
o o
m ]
HOJK/\D‘E’\/ Odr ™ rim voj\/\O*{’\" Ot — VOJJ\/\O'{‘\" i T

| L)
[}

“\/\o’u\/\o‘{'\’o‘}rﬂma',
Caso en que ALK#CH-CH,
10 Caso en que Ryp=H
0 0
o J\ALK wa rHOT M L. o ek ~o ™0 ‘}r/\ _L
Hal=Bra) | = S j
» (Y !
}
2 i ,?L_ 0] jL
S Aok o A0 \},h/\m_h e A I T ‘]r-"\rlq - Ho ALK —o <0 4r~”‘N
= N
Caso en que RyzH
& " o
~o )LALK Hal *HO AP M o "o )LALK 0Oy -L_L
Hal=Brol i = | = o !
P & |

l
!
|
:

0]

0 o]
fi)
=g /tLALK 00 F N, sy Ao s L
=

0]
ho oAk —0 P Sy
S (‘\)\HA"
| oo A A A A

o]

= JJ\m«c 0 70 e NhBoc . =g ﬂLALK 0P ‘}:‘/\NR,,aoc 2. Sy imc o0 "}r‘-/\NHRﬂ

Etapa (i): proteccidén del acido carboxilico bajo ia forma de éster alilico; ta reaccion se lleva a
15 cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM en presencia de

alcoho! alilico, de un agente de acoplamiento come el EDCI y de una base como la DMAP. Se

podran seguir las condiciones del ejemplo 14, compuesto 42.

Etapa (ii): desproteccion con ayuda de una solucion de acido clorhidrico {por ejemplo, solucion

en dioxano) o de acido trifluoroacético. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 14,
20 compuesto 43,

Etapa (jii); alquilacién del atomo de nitrégeno; la reaccion se lleva & cabo en un disolvente polar

aprotico anhidro como el THF por tratamiento con una base como NaH en presencia de un

GZ.
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reactivo portador de un grupo nuclesfugo como un halogenuro de alquilo. Se podran seguir ias
condiciones del ejemplo 15, compuesto 46.

Etapa (iv):. elongacién de la cadena de PEG; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
aproético anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato
de un benzofenona-imina-PEG-alcohol generado por la accién de NaH o del naftalenuro de
potasioc como se describe en el documento WO 2007/127440;

Etapa (v): saponificacion del éster; la reaccion se lleva a cabo por reaccion de! éster con la litina
en presencia de agua.

Etapa (vi). proteccion de la amina; la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente en un
disolvente polar aprotico como et DCM par tratamiento de la amina con e! dicarbonato de di-terc-
butilo en presencia de una base como por ejemplo la TEA.

Los amino-PEG-4cidos estan comercialmente disponibles para i=3, 5, 6,10 o se pueden preparar
a partir del acrilato de ferc-butilo y del amino-PEG-alcohol correspondiente.

Los amino-PEG-alcoholes estan comercialmente disponibles por ejemplo para i=3, 4, 7, 8 o se
pueden preparar a partir de los dioles PEG, comerciaimente disponibles para i=3 a 12, segin el
procedimiento descrito en el documento US 7230101. La proteccién de 1a funcién amina por la
benzofenona se puede realizar por deshidratacion azeotrépica en presencia de un acido de
Lewis como el eterato de BF.

RZBOC-ALK-(OCH,GHlI_
PLs A
Caso en que AL K=CH,CH,
no‘f\/owo\\/i. Ho‘{\/owmﬂ-— HO‘{'\/oiT/\n’o\/‘\ = Mso’{\/o‘}r/\[(o“/“\“
Q 0 o] a]
o lov)
M 2 @ N
urbi’/\o’h\)l\o’\/' '— /ko N':}"{‘/\On Oo/\/

Etapa (i). desproteccidn del compuesto de partida con ayuda de una solucidn de &cido
ctorhidrico (por ejemplo, solucién en dioxano) o de Acido trifluoroacético. Se podran seguir las

H . .
preparado segun los esquemas gue siguen:

condiciones del ejernplo 16, compuesto 50.

Etapa (ii): proteccién de la funcién &cido carboxilico bajo la forma de éster alilico: la reaccion se
lieva a cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como la DMF en presencia
de bromuro alilico y de una base como el carbonato de potasio. Se podran seguir las
condiciones del ejemplo 16, compuesto 51.

Etapa (iii): activacién del alcohol bajo la forma de mesilato; la reaccién se lleva a cabo en un
disolvente polar aprotico anhidro como el DCM por tratamiento con el cloruro de mesilo en
presencia de una base como la TEA.

Etapa__(iv): reaccion entre la funcion mesilato y la funciénh amina del compuesto

Boch” |

M (alquilacién); Ia reaccién se lleva a cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar
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aprotico anhidro como el DCM en presencia de una base como la TEA. Se podran seguir las
condiciones del ejemplo 16, compuesto 52.
Caso en que ALKz CH,CH,

O u} 0
o V) ’ i
B e W N PPUPACVL I g 2 g o

Hal=@r,|

il

ALK+0/\\']1-OMS
Etapa (v): elongacién de la cadena de PEG; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidre como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato

o o ol
\/\U)Lm_{,o/\%"‘ggm-i MDJ\ALK‘{“O/\“}(NU)E% M ‘\\,/\oj\

de un diol PEG monoprotegido bajo 1a forma de éter de tetrahidropirano (THP). La preparacién
de este tipo de diol PEG monoprotegido esta bien descrita en la bibliografia, véase por ejemplo,
Richard A. et al. Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou £.G., et al. Tefrahedron 2003,
58, 9083-9090.

Los alcoholes PEG que comprenden una funcién acido protegida bajo la forma de éster terc-
butilico estadn comercialmente disponibles {como el 12-hidroxi-4,7,10-trioxadedecanoato de terc-
butilo) o se preparan a partir de! acrilate de terc-butilo y de un diol PEG. Los dioles PEG de
partida estan comercialmente disponibles para i=3 a 12.

Zth-'DO-ALK,_N
Ple . preparado segun el esquema que sigue:
boc bac n GH
r'u N
H— — O
N N N
H ALK\H,D\/\\\\ MTOA

o

Etapa (i). alquitacion de la amina; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar aprético
anhidro como el acetonitrilo con un halogenoalquilcarboxilato de alilo como el bromoacetato de
alilo en presencia de una base como por ejemplo la TEA. Se podran seguir las condiciones del
gjempio 13, compuesto 38.

Etapa (ii): desproteccion de la amina con ayuda de una solucién de &cido, por ejemplo acido
clorhidrico (por ejemplo, en solucién en dioxano). Se podran seguir las condiciones del ejemplo
13, compuesto 39. )

El halogenoalquilcarboxilato de alilo se puede obtener a partir del alcohol alilico y del halogenuro
de halogenoacilo correspondiente y comercialmente disponible para ALK=-(CHj}1- (como el
bromuro de bromoacetilo o el cloruro de 4-butancilo).

O
zunbccm.x’lLu/\
PL1o (L preparado segun los esquemas que siguen:

o4
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Caso en que ALK=CH,CH>

0

O ® O*OTOYL i l/\Nj\ U i (\N/U\D BUNENN i (\m::m
7 EN:] HoJ\/\“/N\) /% '\\\/\DJ‘\/\“,N\) Pe ok/\!j( A

la] o

Caso en que AL K# CH,CH,

[a} Q
o o OTO , 9 (‘Nj\ 0 (\N)Lo ) ) N)Lo
~oud, - ") . S TorN\) e L'H?’”‘Lr“\) PN =L0>—AL]KE(N\) P
{iii)
:\_0)\—ALK N\) HCI

Etapa (i). abertura del anhidrido ciclico; la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente en
un disolvente polar aprético anhidro como el DCM en presencia de una base como la TEA.

Etapa (ii}: proteccion del acide carboxilico bajo la forma de éster alilico; la reaccién se lleva a bo
a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM en presencia de alcohol
alilico, de un agente de acoplamiento como el EDCI y de una base como la DMAP.

Etapa (iii): desproteccion con ayuda de una solucién de acido clorhidrico (por ejemplo, solucién
en dioxano).

Etapa (iv): acoplamiento péptico; la reaccion entre el acido carboxilico y la amina se lleva a cabo
a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM en presencia de un agente
de acoplamiento como el sistema DIC / HOBt.

Etapa (v). saponificacién de! éster metilico; la reaccidn se lleva a cabo a temperatura ambiente
en una mezcla de disolventes polares como una mezcla de THFfagua en presencia de litina.

Los digcidos monoprotegidos bajo la farma de éster metifico estan comercialmente disponibles
para ALK=-(CHa}.¢- (como el éster monometilico del acido 1,6-hexancdioico).

N
RbZDBAC-ALK-{OCH,GH,); Y\z
PL14 0 preparado segun los esguemas que siguen:

Caso en gue ALK=CH,CH,
Caso en que Ry,=H

)
o o 0
HOM/\J?VANH, — gbﬁ\/*'o’\'i?»/‘nb
o

Z=Bro |

Etapa (i). formacion de la amida y activacion del acido; las dos etapas se realizan sucesivamente
en un disolvente polar aprético como el DCM: reaccion entre la funcidon amina y el

halogenoacetato de N-hidroxisuccinimidilo y después adicion in situ de un agente de
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acoplamiento como el DIC. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 17, compuesto 56.

Caso en que Ry;=H

0 i o o _ o
H0)|\/~{0/\.]|0\/\NH2 £ \o’k/‘b/\’]P\/\NH’l;)(F 8. Ho).\/“io/\’!P\/\NHR“
F . Jo

o Z=Bro |
i

/\fr-
Yo o O

[
Etapa (ii). protecciones del 4cido carboxilico bajo la forma de éster metilico y de la amina bajo la
forma de trifluoroacetamida; la reaccion se lleva a cabo en dos etapas sucesivas en un
disolvente polar aprético como el DCM: proteccion del acido por tratamiento con el
trimetilsilildiazometano en presencia de metanol y después proteccion de la amina por adicién de
anhidrido trifluoroacético y de una base como la TEA.
Etapa {iii): alquilacidn de la amina y saponificacion del éster; la reaccitn se lleva a cabo en dos
etapas sucesivas en un disolvente polar aprético anhidro como el THF: alquilacién de la amina
por tratamiento con una base como NaH en presencia de un reactivo portador de un grupo
nucledfugo come un halogenuro de alquilo RyzHal y después adicion de litina y de agua.
Etapa (i). a continuacién de la etapa (iii), se repiten las reacciones de la etapa (i) para el caso
Rqz=H.

Caso en que ALK=CH>CH,

Casp en que Ry,=H

0
| n . Al
)\*oj\um *HO’{’\"O\}*”/\';J W, /L\”o/“‘w.x——o%‘vo‘w “ ’mj\m—o’{"vo‘tr-/“NH,

EN
Hal=Bral » . l(i]
5 ; o
N, /L‘ALK - ,{—\,O -h__/\u /ll\,.z
z=8ro)

Caso en que Rqp=H

) a o
0 (v i : ]
“o )\ALK +al * Ho \}“/\',“ —— g ak-oT~0 \}r-/ﬁlq - pak—o TS0 ‘]r/\NHz
Hat=Brol | = e s

# I P l o
l(vn

o]

o o e
" ' (i & GOGF
q‘o JL\N_K_O—-{'\/O \]T‘/\'\'/IK/: L HG’OL\ALK—OM[—\’O VNH‘&, - \o’d\».u(—o’{'\’ ‘fr‘/\u :
o R
Z:Bro !

Etapa_(iv): elongacion de la cadena de PEG; la reaccidn se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato
de un benzofenona-imina-PEG-alcohol generado por la accion de NaH o del naftalenuro de
potasio (véase el documento WO 2007/127440);

Etapa {v): escision selectiva de la imina por hidrogenacién en presencia de paladio sobre carbon
(véase Wessjohann, L. et al., Synthesis 1989, 5, 358-63);
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Etapa (vi): proteccién de la amina por adicion de anhidrido trifluoroacético y de una base como la
TEA.

Los amino-PEG-4cidos estan comercialmente disponibles para i=3, 5, 6, 10 o se pueden
preparar a partir del acrilato de ferc-butilo y del aming-PEG-alcohol correspondiente.

Los amino-PEG-alcoholes estan comercialmente disponibles por ejemplo para i=3, 4, 7, 8 o se
pueden preparar a partir de los dioles PEG, comercialmente disponibles para i=3 a 12, segln el
procedimiento descrito en el documento US 7230101. La proteccién de la funcion amina por la
benzofenona se puede realizar por deshidratacién azeotropica en presencia de un acido de
Lewis como el eterato de BF;.

RbZb-CO-ALK-OCH,CH,)i”

PL;2 Z=Brél  preparado segn’:h los esquemas que siguen:
Caso_en que ALK=CH,CH,
Ruta A:
Ao b O B B0 O B s of O ) of o oH
" ‘F/Er Ar - lr/j)r \\/Z=Bro | ‘]1/\.!7 |t;)/\c])T
' 9
z’{-\IO: 0
e
o]
Ruta B:

O A TR U WGP "L B U RPN WU T U5 NN

[am

gz i\/‘fo — 2w j‘"‘[o g

Caso en que ALK+ CH,CH,
o . » a ] ; l/ L . a 2=Bral
/l\]‘o"J\ALK-HaI'H‘{'GA"fTHP . A‘u)l‘nuc-to/\,f” L. )hg ‘ALK -0 e 8. /J\\OAALK-L)/\"F
Hal = Br, t o lm)
r%f [} _ o
b’lLAchp/\']f e Sk e

Etapa (i}: activacion del alcohol bajo la forma de mesilato; la reaccion se lleva a cabo en un
disolvente polar aprético anhidro como el DCM por tratamiento con el ¢loruro de mesilo en
presencia de una base como la TEA.

Etapa (ii): intercambio mesilato / haldgeno; la reaccion se lleva a cabo a reflujo en un disolvente
polar aprético como la acetona con un halogenuro de sodio como el yoduro de sedio.

Etapa (iii): desproteccién con ayuda de una solucién de acido clorhidrico {por ejemplo, solucién
en dioxano) o de acido triflucroacético.

Etapa (iv}: activacidn del acido; la reaccién se lleva a cabo a temperatura ambiente en un
disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con la NHS en presencia de un agente de
acoplamiento como el DCC.

Etapa (v): elongacitn de |la cadena de PEG; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF por tratamiento de un acido insaturado protegido bajo la forma de

&7
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éster con el alcoholato generado por la accion de sodio en cantidad catalitica.

Etapa (vi): elongacion de la cadena de PEG; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholata
del diol PEG monoprotegido en éter de tetrahidropirano (THP). La preparacion de este tipo de
diol PEG monoprotegido esta bien descrita en la bibliografia, véase por ejemplo Richard A. et al.
Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003, 59, 9083-9090.
El intermedio formado se hidroliza selectivamente a pH 5 en hidroxi &ster.

Los alcoholes PEG que tienen una funcién acido protegida bajo la forma de éster terc-butilico
estan comercialmente disponibles (como el 12-hidroxi-4,7,10-trioxadodecancato de terc-butilo) o
se preparan a partir del acrilato de ferc-butilo y de un diol PEG. Los dioles PEG de partida estan
comercialmente disponibles para i=3 a 12.

PLyg  PEDCOALKHOCHCHI=SH b anarado segln los esquemas que siguen:

Caso en gue ALK=CH,CH,
Ruta A;

Ho‘f\/"]f/\n’o\\/ e ob oo L T S
© o

Q l(m 0

Hs‘{\/o!?/\T(OH

Q

Ruta B:

/k\oj\/ * HO’{'-\/D_}!H L/k\oj\/\o,{f\,ﬂ—]-ﬂ o, Hojvﬁ‘oAlfoT%p

. 0
)i
o] .
(iv) {iii)

HOMO/\‘L’SH -—_ \OJ\/'f\o/\]ro'“s -— \ok/\o’f\/o'ﬁ”

Caso en gue ALK=#CH.CH,

o o F a
. fui) i i)
/&OJLN-K'"" Hfox\,]—lOTHF' )\\oj\’““'@o/\'to” 2. WJL”-K‘iO/\’}P \ﬂ/l‘r\F — ~o akdo-FM
o

Hal =Br,1 l(m)

2 o
)
HGJ‘ALKJ&/\']?SH T o a0

Etapa (i): desproteccién con ayuda de una solucién de acido clorhidrico (por ejemplo, solucién en
dioxano) o de acido trifluoroacético. En este (ltimo caso, se puede formar trifluoroacetato de la
funcion hidroxi. Se escinde entonces de la etapa siguiente (ii).

Etapa (ji): proteccidn del &cide carboxilico bajo la forma de éster metilico; la reaccion se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el metanol por tratamiento
con el trimetilsilildiazometano.

Etapa (iii): activacién del alcochol bajo la forma de mesilato; la reaccidon se fleva a cabo en un
disolvente polar aprético anhidro como el DCM por tratamiento con el cleruro de mesilo en
presencia de una base como la TEA.

Etapa (iv): formacion del tiol libre y saponificacion del éster metilico; |a reaccién se lleva a cabo a

reflujo en un disolvente polar prético como una mezcla de etanolagua en dos etapas sucesivas:
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desplazamiento del mesilato por la tiourea y después hidrdlisis in situ de la sal de isotiouronio por
adicién de una base como el hidroxido de sodio.

Etapa (v). etongacion de la cadena de PEG; Ia reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF por tratamiento de un acido insaturado protegido bajo la forma de
éster con el alcoholato generado por la accién de sodio en cantidad catalitica.

Etapa (vi): elongacion de la cadena de PEG; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprético anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato
del diol PEG monoprotegido en éter de tetrahidropirano (THP). La preparacién de este tipo de
diol PEG monoprotegido esta bien descrita en la bibliografia, véase por ejemplo Richard A. et al.
Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003, 59, 9083-9090.
El conector con n = 8 (el acido 3-{2-mercaptoetoxi-hepta-(etilenoxi)lpropionico) esta disponible
comercialmente. Los alcoholes PEG que tienen una funcion &cido protegida bajo fa forma de
éster ferc-butilico estdn comercialmente disponibles (como el  12-hidroxi-4,7,10-
trioxadodecanoato de terc-butilo} o se preparan a partir del acrilato de terc-butilo y de un diol
PEG. Los dioles PEG de partida estan comercialmente disponibles para i=3 a 12.

PlLq, ROZDOC-ALKLOCH,CH). "OH preparado segun el esquema gue sigue:
Caso en que AL K=CH,CH

RSOSSN P

HOLTO/\‘}IO\/YOY LA \QJ\/TD/\,]-IO\/YO% L\OMD 0K

o 6 U
[m
o
0]
\\/\OJ\/[.O/\]TO\/YO\\[/ A T~ QJL/T o/\]TO\/YOH
s]

Caso en que ALK#CH,CH,

% OJ?\ALK—Haf * H{\o/\,l,omp . /\‘oix\m{o/\%’omp A Ho’ﬁ\ALK—Eo’\z]TO\[H‘;F

Hal = Br, |

o o Oj\f l(lii]
HOJ\ALKfo/\tO\/I(O“[/ - \O’ILAm[-O/\i:OWO\\/ -im———\ j\

o]
Im
X @ X
[~ 0 o ! T~ o CH
0 ALK{O/\']: \/jf \\/ 0 ALK[»O/\’]: \/j;],/
Etapa (i). elongacién de la cadena de PEG; la reaccion se Hleva a cabo en un disolvente polar
aproético anhidro como el THF por tratamiento de un acido insaturado protegido bajo ta forma de

éster con el alcoholato generado por 1a accién de sodio en cantidad catalitica.
Etapa (ii). desproteccién con ayuda de una solucidn de &cido clorhidrico (por ejemplo, solucién
en dioxano) o de &cido trifluoroacético. En este Gltimo caso, se puede formar el trifluoroacetato

A
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de la funcién alcohol eventualmente presente sobre la estructura. Este trifluoroacetato se
escinde entonces en la etapa siguiente (iii).

Etapa (iii): proteccién del acido carboxilico bajo la forma de éster metilico; la reaccion se lieva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el metanol por tratamiento
con el trimetilsilildiazemetano.

Etapa (iv). saponificacion del éster metilico; la reaccion se lleva a cabo a temperatura ambiente
en una mezcla de disolventes polares como una mezcla de THF/agua en presencia de litina.
Etapa (v): proteccién del acido carboxilico bajo la forma de éster alilico; la reaccion se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM en presencia de
alcohol alilico, de un agente de acoplamiento como el EDCI y de una base como la DMAP.

Etapa {vi). elongacion de la cadena de PEG; fa reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
aprético anhidro como et THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato
del diol PEG monoprotegido en éter de tetrahidropiranc (THP). La preparacion de este tipo de
diol PEG monoprotegido esta bien descrita en la bibliografia, véase por gjemplo Richard A. et al.
Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003, 55, 9083-9090.
Los dicles PEG de partida estan comercialmente disponibles para i=3 a 12.

PLis Rmco'ALK'(OCH’CH’)iOT%G‘% preparado segln los esquemas que siguen:
Caso en que ALK=CH.CH

Ruta A;

[a)
U] Q (il (i}
/k\oj\/‘fo/\]r"” —_ /%OMD/\%OMJ//’G ——Hoj\/-(o/\}ro“’/// — q‘oj\/’{o’\‘}roy{/
Q
Ruta B:

D -2 W SSNNPSILI W T

o]
o us.
q‘oj\/'fo/\%c’ﬁm/{’ iy HOMO/\']TO‘HLZ/{/
8]

Caso en que ALK#CH,CH,
j}\ + Mg ot JOL o j o,
/k‘o ALK-Hal | L© i )\\o axfo-~JoH — o ato ‘H{

Hal = Br, | o l(ﬁ)

q‘OJLALKJro/\%C"H,J/”// —- Hoji IR A

(o]
Etapa (i): sustitucién nucleofila; la reaccién se ileva a cabo en un disolvente polar aprético
anhidro como el THF en presencia de una bhase como NaH y de un halegenuro de alquinilo como
el bromuro de propargilo o el 4-bromo-1-butino. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 20,
compuesto 63.
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Etapa (ii): desproteccion con ayuda de una solucién de 4cido clorhidrico {(por ejempio, solucidn
en dioxano) o de acido trifluoroacético. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 20,
compuesto 65.

Etapa (iii): activacion del acido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; la reaccién se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como el DCC sobre soporte.

Etapa (iv): elongacion de la cadena de PEG; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF por tratamiento de un &cido insaturado protegido bajo la forma de
éster con el alcoholato generado por la accion de sodio en cantidad catalitica. Se podran seguir
las condiciones del ejemplo 20, compuesto 64.

Etapa (v}): elongacion de la cadena de PEG; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidre como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato
del diol PEG monoprotegido en éter de tetrahidropirano (THP). La preparacion de este tipo de
diol PEG monoprotegido esta bien descrita en fa bibliografia, véase por ejemplo Richard A. et al.
Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003, 59, 9083-9090.
Los alcoholes PEG que tienen una funcion acido protegida bajo la forma de éster ferc-butilico
estan comercialmente disponibles (como el 12-hidroxi-4,7,10-trioxadodecancato de terc-butilo) o
se preparan a partir del acrilato de terc-butilo y de un diol PEG. Los dioles PEG de partida estan
comercialmente disponibles para i=3 a 12.

N . .
PlLq ROZDOCALK{OCH,CH™ “ preparado segun los esquemas que siguen
Caso en que ALK=CH,CH,

o a " a ' 0
(0] iy {lii) o}
B S b . AN NS W NS PN q/\ﬂf/v
¢

Caso en que ALKzCH-CH-

0

JT j’\ . HTO/\‘]/N, ™ | § N, ™ 1 w g
0”7 “ALK-Hal ! a m{o/\i 2 Ha ALK[DA%‘ T — Mg N_K[n/\i'\f;

Hal=Br, | +}

Etapa (i): elongacién de la cadena de PEG; la reaccidn se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico anhidro como el THF por tratamiento de un acido insaturado protegido bajo la forma de
éster con el alcoholato generado por la accién de sodio en cantidad catalitica.

Etapa (ii). desproteccion con ayuda de una solucion de acido clorhidrico {por ejemplo, solucién
en dioxano) o de acido trifluoroacético.

Etapa (iii): activacién del acido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; 1a reaccion se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como el DCC sobre soporte.

Etapa (iv): elongacién de la cadena de hidroxi azido PEG; la reaccion se lleva a cabo en un
disolvente polar aprético anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado
con el alcoholato del hidroxi azido PEG.

gl



10

15

20

25

30

45

Los alcoholes azido PEG estan comercialmente disponibles o se pueden preparar a partir de los
dioles PEG correspondientes comercialmente disponibles para i=3 a 12.

ez
=

PLy7 RoZe-CO-ALK™  preparado segun el esquema que sigue:
o]

Q o
wo a0 g\OJLA _

Q
Etapa (i): activacion del acido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; |a reaccion se lleva a
cébo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprotico como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como el DCC sohre soporte.
Los acidos portadores de un grupo acetilénico estan comercialmente disponibles para
ALK=+CHz}n- con m=1 a 10 (como el acido 3-butinocico).

N \ )
PLig  RBZ-CO-ALK™ *preparado segun el esquema que sigue:

(]

i a
B b, 2 A e R
™07 “ALK—Hal o7 ALK—N, HO™ “ALK—N, 07 "ALK—N,
a

Hal =, Br, |
Etapa (i): sustitucion nucledfila del halegenuro por la azida; la reaccién se lleva a cabo en un
disolvente polar aprético como la acetona en presencia de azida de sodio.
Etapa (ii): saponificacion del éster metflico; la reaccidn se lleva a cabo a temperatura ambiente
en una mezcla de disolventes polares como una mezcla de THF/agua en presencia de litina.
Etapa (iii}: activacion del cido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; la reaccién se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como el DCC sobre soporte.
Los ésteres metilicos portadores de un motivo halogenoalquilo estan comercialmente disponibles
para ALK = -(CHy)r- con m=1 a 6 (como el bromoacetato de metiio).

RbZb-CO-ALK-{OCH,CH,JIO
PLyg HOCHCHIO s preparado segin los esquemas que siguen:
Caso en gue ALK=CH,CH,
Ruta A;
i} 9 _m
B L S NI SRS ¢ 4§ USRI
Ruta B:

% oif * Hfp~Joon — )Toj\/“fo/\‘}'“ - /JV M R T &HOMD/\%OW}\

lan
Q’ S GNP
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Caso en que ALKzCH,CH-

/\\ j\ +H QTHP L )Y JOL OH -&. J(-JL Fe}
07 “ALK-Hal {\0/\1: o ux-{-o’\«k 0" akto v

Hal=Br, | .
o l(l)

o]

?S‘oj‘u—[-o’\'kom\ — HOJLALK-[-O/\JTO%‘\
Etapa (i). sustitucion nuclebfila; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar aprotico
anhidro como el THF en presencia de una base como NaH y de un halogenuro de alquenilo
como el bromuro de alilo o el 4-bromo-1-butenoc.
Etapa (ii). desproteccién con ayuda de una solucién de acido clorhidrico (por ejemplo. solucion
en dioxano) o de acido trifluoroacético.
Etapa_(iii): activacion del acido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; la reaccién se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como el DCC sobre soporte.
Etapa (iv): elongacién de la cadena de PEG; la reaccion se lieva a cabo en un disolvente polar
aprético anhidro como el THF por tratamiento de un acido insaturado protegido bajo 1a forma de
ester con el alcoholato generado por la accién de sodic en cantidad catalitica.
Etapa (v). elongacion de la cadena de PEG; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprético anhidro como el THF o la DMF por tratamiento de un éster halogenado con el alcoholato
del diol PEG monoprotegido en éter de tetrahidropirano (THP). La preparacién de este tipo de
dio} PEG monoprotegido esta bien descrita en ta bibliografia, véase por ejemplo Richard A. et al.
Chem. Eur. J. 2005, 11, 7315-7321 o Sakellariou E.G., et al. Tetrahedron 2003, 59, 9083-9090.
Los alcoholes PEG que tienen una funcion acido protegida bajo la forma de éster terc-butilico
estan comercialmente disponibles (coma el 12-hidroxi-4,7,10-trioxadodecancato de terc-butilo) o
se preparan a partir del acrilato de ferc-butilo y de un diol PEG. Los dioles PEG de partida estan
comercialmente disponibles para i=3 a 12,

PLyg Rezocak”™ preparado segun el esquema que sigue:

[*]
o o
ot 0 gOJLA /
0

Etapa (i): activacion del acido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; la reaccion se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disclvente polar aprétice como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como el DCC sobre soporte.

Los Acidos portadores de un grupo etilénico estan comercialmente disponibles para ALK=-
(CHa)w- con m= 1 a 10 (como el acido 3-butenoico).

Ply Z3S-ALKCHyNR-(CHCH,0)-CHCH,NRR, pranarado seqan los esquemas que siguen:

13
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(vi) (i) | N NBoc (viiy H,N
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HEo~J;NHEoc O O BT B, Mo o fiHBoc Wi NJ\/.\TO AR o

25

00 o l(ili)

HCI H
Zas-atk, _f

\//\{'OA\AT.::HRI‘I A

ALK-SZa
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ZaS-ALK . H HN R'
A R TS il fiv) LN I T

Caso en gue Ry; et R'y#H

i i N. vill) N, 3
Hf o™~ NHBoc U s’o\/‘fo/\iﬁHB"cﬂ' 1o NHBac il P o R Boe

d“b j)L (iii)
ZaS-ALK. _NR : i) ZaS-ALK_ N . H” “ALK-SZa HN :
RN NR' Boc _ (vii) N NR',.Bec
13/\&)/'\,]—;_1 12700 R \/\fO/\’hﬂR“B‘x"T 2 \/*J[O/\,h_‘ 12
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Etapa (i): activaciéon del alcohol bajo la forma de tosilato; la reaccion se lleva a cabo en un
disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con el cloruro de tosilo en presencia de
Oxido de plata y de yoduro de potasio. Se podrén seguir las condiciones del ejemplo 8,
compuesto 23.

Etapa (ii): sustitucion nucledfila del tosilato; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico como el acetonitrifo por tratamiento con la azida de sodio. Se podran seguir las
condiciones dei ejemplo 6, compuesto 24.

Etapa (iii): reduccidon de la azida; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar como una
mezcla de THF/agua en presencia de trifenilfosfina. Se podran sequir las condiciones del
ejemplo 6, compuesto 26.

Etapa (iv): aminacidn reductora con un aldehido; la reaccidon se lleva a cabo a temperatura
ambiente en un disolvente pelar aprédtico anhidro como el DCM en presencia de un agente
reductor como el triacetoxiborohidruro de sodio y si es necesario de dcido acético como

catalizador. Se podran sequir las condiciones del ejemplo 6, compuesto 27.
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Etapa (v): desproteccion con ayuda de una solucion de acido clorhidrico (por ejemplo, solucién
en dioxano) o de &cido trifluoroacético. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 6,
compuesto 29.

Etapa_(vi). proteccion de la funcion NHBoc; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico como el THF o la DMF por tratamiento con 1 equivalente de base como el hidrurc de
sodio seguido por un halogenuro de bencilo como el cloruro de bencilo.

Etapa (vii}: escision del grupo bencilo y reduccion de la funcidn azido; la reaccién se lleva a cabo
en un disolvente prético como el metanol mediante el hidrégeno en presencia de un catalizador
como el hidroxido de paladio.

Etapa ({viii): alquilacion de la amina; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar aprético
anhidro como el THF por tratamiento con una base como el hidruro de sodio en presencia de un
reactivo portador de un grupo nucledfugo como un halogenuro de alquile. Se podran seguir las
condiciones del ejemplo 6, compuesto 25.

Los amino-PEG-alcoholes protegidos © no por un grupo Boc sobre la funcién amina estan
comercialmente disponibles (como el N-Boc-amincetoxi-etoxi-etanol o el 1-amino-3,6,9-
trioxaundecanil-11-ol) o se pueden preparar a partir de los dicles PEG, comercialmente
disponibles para i=3 a 12, segun el procedimiento descrito en el documento US 7230101. El
aldehido ZaSS-ALK-CHO, por ejemplo el 2-metil-2-(metilditio)-propanal, es comercial o se puede
preparar por oxidacién de un alcohol portador de un motive disulfuro obtenido a partir de un
alcohol halogenado convenientemente protegido (por ejemplo bajo la forma de éter sililado) por

tratamientos sucesivos con el tioacetato de potasio y un derivado de tipo metanotiosulfonato.

PLp, Z2S-ALKT "NRHCHCR,O)-CHCHNHR': hraparado segin los esquemas que siguen:

Caso engue Ryp v R'j,=H

N i) HN

Hfg™J;WHBoc L\Q\s’o\/‘fo NHBos A Mo mporphiiBoe ) HN_ g pNHECS
g0 o

W

™ 4o axcsza

HCI
zas-ak _f )  ZaS-ALK
T \/TO ::'Hz -

o)

H
o
(o]
Caso en que RyzH y R'j>=H

CHPh \@\ CH,Ph H;Fh
(vi) (] | iy N NB i) HN B
H{.O/\,].-NHBoc o H{‘O’\-};NBOC o s:o\/To 'ﬁsoc iy 3\/\‘0/\%1 oc (i) M, VTO’\%ﬂH o
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Caso en que Rip=H y R'j2H
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Etapa (i): activacion del alcohol bajo la forma de tosilato; la reaccién se lleva a cabo en un
disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con el ¢lorure de tosilo en presencia de
6xido de plata y de yoduro de potasio. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 6,
compuesto 23.
Etapa (ii). sustitucion nucleofila del tosilato; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico como el acetonitrilo por tratamiente con la azida de sodio. Se podran seguir las
condiciones del ejemplo 6, compuesto 24.
Etapa (jif). reduccion de la azida; la reaccidn se lieva a cabo en un disolvente polar como una
mezcla de THF/agua en presencia de trifenilfosfina. Se podran seguir las condiciones del
ejemplo 6, compuesto 26,
Etapa (iv): acoplamiento peptidico; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar aprético
como la dimetifformamida en presencia de agentes de acoplamiento como el sistema N,N'-
diisopropilcarbediimida/1 -hidroxibenzotriazol y de una base como la TEA.
Etapa (v): desproteccidn con ayuda de una solucion de acido clorhidrico (por ejemplo, solucién
en dioxano) o de &cido trifluorcacético. Se podran seguir las condiciones del ejemplo 7,
compuesto 32,
Etapa (vi}: proteccién de la funcidn NHBoc; la reaccién se lleva a cabo en un disolvente polar
aprotico como el THF ¢ la DMF por tratamiento con 1 equivalente de base como el hidruro de
sodio seguido por un halogenuro de bencilo como el cloruro de bengilo,
Etapa (vii}: escisién del grupo bencile y reduccién de la funcién azido: la reaccién se lleva a cabo
en un disolvente protico como el metanol mediante el hidrégeno en presencia de un catalizador
como el hidréxide de paladio.
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Etapa (viii}: alquilacidn de la amina por aminacion reductora con un aldehido; la reaccién se lleva
a cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético anhidro como el DCM en
presencia de un agente reductor como el triacetoxiborohidrure de sodio y si es necesario de
acido acético como catalizador.

Etapa (ix). alquilacion del grupo NHBoc; la reaccidén se lleva a cabo en un disolvente polar
aprdtico anhidro como el THF por tratamiento ¢on una base como el hidruro de sodic en
presencia de un reactivo portador de un grupo nucledfugo como un halogenuro de alquilo. Se
podran seguir las condiciones del gjemplo 6, compuesto 25.

Los amino-PEG-alcoholes protegidos o no por un grupo Boc sobre la funcién amina estan
comercialmente disponibles (como el N-Boc-aminoetoxi-etoxi-etanol o el 1-amino-3,6,9-
trioxaundecanil-11-0l) 0 se pueden preparar a partir de los dioles PEG, comercialmente
disponibles para i=3 a 12, segun el procedimiento descrito en el documento US 7230101. El
acido carboxilico ZaS-ALK-CO.H, por ejemplo el acido 4-metil-4-(metilditio)-pentanoico, puede
ser comercial o se puede preparar a partir de un acido carboxilico halogenado por tratamientos
sucesivos con el ticacetato de potasio y un derivado de tipo metanotiosulfonato.

Plyy Z8S-{CHLHONCHCHNHR , pranarado segan los esquemas que siguen

Caso en gue Ryp=H
HO- Lo~ gt imoe B N _w HS L~ iBoe M zas ot
Jo
Zas\k\o/-}i\,NHz

HC!

Caso en que Rjx=H
HO g} NHBoS U MsO~[~ ], NiBoc o HS-L~~q . NHBoe _fiy 288~ g MNHBoo

v 1
Zﬂsx[/\ofnyl:'i]e S 288-{ g NRy;Boo

Etapa (i): activacion del alcohol bajo la forma de mesilato; la reaccién se lleva a cabo en un
disolvente polar aprotico anhidro como el DCM por tratamiento con el cloruro de mesilo en
presencia de una base como la TEA.

Etapa (ii): formacion del ticl libre; la reaccion se lleva a cabo a reflujo en un disolvente polar
pritico como una mezcla de etanol/agua en dos etapas sucesivas: desplazamiento del mesilato
por la tiourea y después hidrélisis in situ de la sal de isotiouronio por adicion de una base como
el hidrdxido de sodio.

Etapa (iii): proteccion del tiol; la reaccién se lleva a cabo en una mezcla de disolventes polares
como una mezcla de etanollagua con un reactivo que comprende una funcion
metanotiosulfonato como el metil-metanotiosulfonato en presencia de una base como el
carbonato de sodio.

Etapa {iv): desproteccitn con ayuda de una solucion de acido clorhidrico (por ejemplo, solucién
en dioxano) o de Acido trifluoroacético.
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Etapa (v): alquilacién de la amina; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar aprético
anhidro como el THF por tratamiento con una base come el hidruro de sodio en presencia de un
reactivo portador de un grupo nucledfugo como un halogenuro de alquilo.

Los amino-PEG-alcoholes protegidos 0 no por un grupo Boc sobre la funcién amina estan
comercialmente disponibles (como el N-Boc-aminoetoxi-etoxi-etanol o el 1-amino-3,6,9-
trioxaundecanil-11-cl) o se pueden preparar a partir de los dioles PEG, comercialmente
disponibles para i=3 a 12, seglin el procedimiento descrito en el documento US 7230101.

o] O
H
RbZLOC- A'-KJLHI(N\‘:)I\H @/\OH
O S

HZN\H,NH
PL;, o preparado segun el esquema.que sigue:
- T - -~
\l oH L | o o m \/[ E\/OL (i) W ﬂ\jL O/\OH
Fmaek ™ >y T FmochN Ty NN T e T FmoeHN Ty O T o T Y N
o o HN \/lLUH o o - H
(L-citruting K
H
HA - N J"\",NH HA \ﬂ,NH |(iV)
o o 6 i
e} o\r’Ho Z " om \l/Ho #om
\\/\OJLALK-*LN/ N\)LN b ) W N\/U\N %
H ‘jr I H ) N \", . H
° o o' e
i
\ \/\OJ-AL‘K “o D Y
HN H Q
;1’” “h o oT
=g ,um.K 'U‘ou

Etapa (i) activacion de la Fmoc-L-valina bajo la forma de éster de NHS; la reaccién se lleva a
cabo en un disolvente polar aprético anhidro como el THF por tratamiento con la NHS en
presencia de un agente de acoplamiento como el DCC.

Etapa (ii): acoplamiento peptidico entre la Fmoc-L-valina-NHS v la L-citruling; la reaccion se lleva
a cabo en un disolvente polar como una mezcla de dimetoxietano/THF/agua en presencia de una
base como el bicarhonato de sodio.

Etapa (jii): acoplamiento peptidico con el alcohol 4-aminobencilico; la reaccién se lleva a cabo en
un disolvente polar como una mezcla de DCM/metanol en presencia de un agente de
acoplamiento como 1a EEDQ.

Etapa (iv): desproteccion de la amina Fmoc; la reaccion se Ileva a cabo en un disolvente polar
como una mezcla de DCM/metanol en presencia de una base como la dietilamina.

Etapa (v): activacion del acido carboxllico bajo la forma de éster de NHS; la reaccion se lleva a
cabo en un discivente polar aprético como el DCM por tratamiento con la NHS en presencia de
un agente de acoplamiento como el hidrocloruro de EDCI.

Etapa (vi); acoplamiento peptidico entre el dipéptido y el éster de NHS; {a reaccién se lleva a
cabo a ftemperatura ambiente en un disolvente polar aprético como una mezcla de



10

15

20

25

52

DCM/acetonitrilo.
Los didcidos monoprotegidos bajo la forma de éster alilico estan comercialmente disponibles
para n=2 (succinato de menoalilo) o se pueden preparar por transesterificacion de los

monoésteres metilicos o terc-butilicos que estan comercialmente disponibles paran=2 a 6.

0 b 9
RbeOC-ALK-(OCHchz)i)I\E N\/u\ﬁg/\ oH
o H

HN NH
Plas Q preparado segln el esquema que sigue:
0] () H\/ﬁ\ () H\i /©/\ OH
FmocHN OH " EmocHn Y N e S, N OH . FmocHN N N
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H o H,N\n,NH H,NTNH "
LY o

o [+
L\ 0 0 0 /©/\0H il a /©/\OH
o FLK_/\EO/\‘EJ\FE/H\E)I\E v . an “\)\H
o - o s

o}

\/‘oinx—/‘[‘o/\#\o}:\g

H,N.
j\ ' {v} o 2 T
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H,N\n,NH
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Etapa (i): activacion de la Fmec-L-valina bajo la forma de éster de NHS: |a reaccién se lleva a
cabo en un disolvente polar aprético anhidro como el THF por tratamiento con la NHS en
presencia de un agente de acoplamiento como el DCC.,

Etapa (ji): acoplamiento peptidico entre la Fmoc-L-valina-NHS y la L-citrulina; la reaccion se lleva
a cabo en un disolvente polar como una mezcla de DME/THFfagua en presencia de una base
como €l bicarbonato de sodio.

Etapa {iii}: acoplamiento peptidico con el alcohol 4-aminobencilico; la reaccion se lleva a cabo en
un disolvente polar como una mezcla de DCM/metanol en presencia de un agente de
acoplamiento como la EEDQ.

Etapa (iv): desproteccion de |la amina Fmoc; la reaccion se lleva a cabo en un disolvente polar
como una mezcla de DCM/metanol en presencia de una base como la dietilamina.

Etapa (v): activacion del acido carboxilico bajo la forma de éster de NHS; la reaccién se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como el DCM por tratamiento con
la NHS en presencia de un agente de acoplamiento como ei DCC sobre soporte,

Etapa (vi): acoplamiento peptidico entre el dipéptido y el éster de NHS; la reaccién se lleva a
cabo a temperatura ambiente en un disolvente polar aprético como una mezcla de
DCWM/acetonitrilo.

Los didcidos PEG monoprotegidos bajo la forma alilo se preparan segun la descripcién de
preparacién del conector Lqg.
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PL3; Z=Brol
El bromoacetato y el yodoacetato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo son productos comerciales cuyos
numeros CAS son respectivamente 42014-51-7 y 39028-27-8.
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Precursores de conectores

Derivados de criptoficina de la formula (11> *

activacion por NHS

& 0
G Reacciones' Familia d . derivada m a
: amilia de conectores aeriva L )
PL P L \©i
ejemplos de PL del precursor PL on)fﬂlo one
conlL=
[} )oL )OL
HS
PL, Sty {CHa)C) Ly ZaSALK ’Q K N‘;\N\/y
NH eHa, % i
ZaS-ALK., HS
s N/\ sustitucion N/\| ) /(\ Y /\
PL; Lt (CHz)CI | sustitucis L, Mgy, 3 us S
y [para Z.=H, etapa R
suplementaria de R, 112
PLy 8 .g AN ANHR,, ~(CHy)CI | Feduccion] La ZzS-ALK"l'\(caq,)n HS ></N ¥
R =HOR ,=Me % Ry7H :€j.3 0R ;=Me :0}4
s qu N |
~, ! N.
PL, s \O ~(CH2)oCl L LA \O =0
NH N (e 3 v 4
Ryz=H 0 Ryy=Me (CHax
o R o
° | R s 3 |
PLs ~oJk/\/s\s></Nj(C' -(CH2),OH| acilacién Ls RbZb-CO-ALK-SS-ALK™ Y ‘(cn,);%— "~0J\/\/5\5></NY0\J(
o o 0 o [}
L* activacion, oo %- 2 o TN oo
. OH - acoplamiento, RbZb-CO-ALK-(OCH,CH, )i~ ~(CHy),; &Z 0
PLs "o e Y {CHz):OH [transformacién Lea o \ior : \é(\/ g I
eventual de un ZyRs °
en otro ZyRy, por
ejemplo, para
R 3 R 0. o. oM
(CH2)NHz —0K{ Ley Rbzb-CO-ALK-OCH,CH, I~ O er, 3- e ll/\/ ol T ~t
2R 9 o o
desproteccion,




pZa

55

-(CHz)n
COzH

esterificacion,
{transformacion
eventual de un ZyRy
en otro ZR,, por
ejemplo, para

?

0

ZyRe= °
desproteccion,
activacién por NHS]

Lec

[
RbZb-CO-ALK-(OCH,CH )i OJ\(CH,)" -

o
[*]
§"‘0Mo 3\/\°j\,§

[¢]

PL;

S J\/\lo AR

Ry, =HoMe

<CHa)Cl

sustitucion
nucledfila,
{transformacién
eventual de un ZuRy
en otro ZsRy, por
ejemplo, para

Q

—o-
ZRe=
desproteccion,

activacion por NHS]

nbzn-co-ALK-(ocn,cn,li’N‘(CHZ)"-E-

by eiront

Ry =H :e].14 0 R =Me :¢).15

-(CH2)n
OH

activacion,
acoplamiento,
{transformacién
eventual de un Z,Ry
en otro ZyRy, por
ejemplo, paéa

ZoRe= °
dasproteccién,

activacién por NHS

-(CHz),
COzH

Ra

RDZb-CO~ALKA(OCH2CH’W'NTO\(CH,)"%—
o

o Ru
&o 3)/\,0 oo \'ro 2
°
o

Ry, H: 8}38 OR ,=Me

amidificacion,
[transformacién
eventual de un ZyRy
en otro ZyRy, por
ejemplo, para

—~0-1

ZoRe= °
desproteccion,
activacién por NHS

Ruzxrcc»ALx{ocn,cHz)A\Nj\(cm) _5_
Ry

L o}
9.0 Ao /\1130\/2 i\%

R,=HoMe ®©




73

56

T )
sustitucion RbZD-CO-ALK-(OCH,CH,in a
/\/o\f(\’(o\/}:m teofil Y N, 0
L(CH,),Cl | nucledfila, N
PLs ) ON o [(CHaNCL | O Ls &"‘(cm 3 Y . Q
eventual de un ZyRy, 8j.16.
o en otro Z,Rs, por Rbe-CO-ALK\N/\ Q o
N ejemplo, para &t N
-(CH2).Cl
PL, \g/\K/NH {CHz)n! ° Ly k/N\(CHz)..—E‘ 8 Oy
—0-N, 5 ©j13
o NH = )l\
ZoRe=  © y 'OY\J\
PLyo \/‘o’k/\[("J +(CHz)aCl | desproteccion, L1o ROZ>-COALK G & X '[)N
<] activacion por NHS] ‘(CHz)..‘E— o ¥
o o -+
RbZb-CO-ALKAOCH,CH,Jin
PL /);"- O 2| sustitucion L (0GH,CHy) r,«J\/sO\(chJ °§ Y %
" o oj\/foz\%ov\Ni,sr nucleofila 1 R e a T SIS G
& ) H 3
P an ~4
Q)
o ws- O PR
e d-| sustitucion - s—(O -0. 0] SM
PL+2 g‘ oJK/To/\‘}f\/\sv Tudedfila L2 RbZb-CO-ALK-(OCH,CH)i CHS &OE/\/ ol Nk, My
[
9 _—
sustitucién _S. .0. 0. S.
PLy3 oo O~ HCHCT | s Lys RbZb-CO-ALK-(OCHCHI” 5 (CHy) 3~ &zol(\/ ol
- amidificacion, RbZb-CO-ALK-(OCH,CH, i o °g
(CHz)eNH: de?proggccién, L1ga ~(OCH; Z)Y CHad g\ok/iof\,}’ov\rn\)(
n
PLi o~ Oj\/‘fo’\ko\/\rm activacio o 8 _ )
] (CHOH gsteriﬁcacic}n, L Ran-CO~ALK-(OCH2CH,)iY0\( CH) _5_
~(CHa ) esproteccion, 14h 2 N, 0. 0,
activacién o 5 ° o™ \/\g/ ~¥
Q N=N
o &,O\[]/\/O\MOMN\/%
o
o S DU ,
PLss o, -(CHZ)aNs | cicloadicién Lis | mozscoauiocHom sy, 3 (‘EN_O
1 A Lo
0 [ ° oo
o
20 N, Ny




%

57
o]
s RbZb-CO-ALKHOCH,CH N'i:\q\/r'{“ Q“’h
. -CO- )i~ N
PLis q 0o~y [(CHaNRe] cicloadicion L (CH) 3 N0
Y OJ\/TO/\’], N, |(CHNR )
cj\/\/
P N=N
N, Z e ;
PLs7 g o -(CHz)N3 | cicloadicion L1z Rbe-CO~ALKJ\’N\(CH,],,-E—
0 4cido 5-hexinoico
Q
O - ) - NN Re
PLig T (CHINR:#| cicloadicion Lis rozbcoak Aoy 3
o CH,C=CH
° L]
PLig g.oﬂ\/{.o’\‘}?\/\/ -CH=CH; | metatesis L RbecO—J\LK-{OCH,CH,\I’O‘(’N
o
o
PlLyg gofk/\/\ -CH=CH; | metatesis L2o RbZb-CO-ALK™ A4
(e
( Rz
MeSS%NM\e/TO,\A}_,NHw,, T T s N~y
Ply, . ~(CH2),C! L2y zasaLkchy Mo M eHa, 3 RoyeHOR M 0}
‘1= H o Me
| NHR" nucleéfila R / / H NG
MeSS></\|( \/To’\]r K [para Z,=H, etapa 2 {12 HS w o~
. ZaS-ALK._N. N. T
PLy, o s ' “(CHAC! | suptementaria de L2 2 o™~ M ena3- o ~ i
R'y= Ho Me reduccion] © Ry=HOR' ,=Me: ef.7
Ry vs ﬁu
MeSS-(CH,CH,0);-CH,CH,NHR. ) ~
Plzs ZR.;; HoMe — |(CHeRCI Las Zas-(cuzcuzoycuzcuz/N‘(CHI)“_}_ ~ o™
Ry=HoMe
0
H %H
S emd | o Ty
: & T g o
n_}"ﬂ activacion, Q Ie VY 7N
pL o - acoplamiento, L _g_‘n /N
24 »_/ju o (_\ (CHz)NH3| desproteccion, 24 0)_“ s/
B! NH activacion RbZD-CO-ALK <\ HN AN
e . b

_° °

wa{




58

H
oy o M
on j;’ {CH) ] 1, S
q >/_J<
_g-?‘ N activacion,
o / - acoplamiento, O _NH o
Plas \<_7> No° <—-\N" (CH2):NH2| desproteccion, Lzs HNj/__
e o \ e
o aY activacion /HAO " ] .
Oy A, N O NH By
L. Y HN" S0 g;( o o
RbZb-CO-ALK-(OCH,CH,)! Neg o o
Tro tos
o, -
s N o o
ea3-| sustitucion s
Plas ? ’u\/z nudleofila L2s Rbe/k/s’O\(cn,)"-%— o NQ
Z=1,8r

para més detalles, véase también la parte « ejemplos de reacciones » anterior.
los ejemplos se dan para un derivado de criptoficina particular, pero se pueden aplicar a todo derivado de criptoficina de la formula (Il), especialmente Dy-Ds.

5Oz

corresponde a una estructura de conector escindible de disulfuro elegido entre los conectores Ly a Ly 0 L2y a Las.

4 Ry2 y R'120 H 0 grupo alquilo(C4-Cs), por ejemplo, metilo; n: nimero entero que va de 1 a 6; it niimero entero que va de 1 a 20, mas particularmente de 1 a 10, mas
articularmente de 1 a 8, o de 1 a 6 y aln més particularmente de 2 a 5. i puede tomar cada uno de los valores de estos intervalos, especialmente valor 2, 3,4 0 5.
en la Tabla 0, L se da aqui en posicién para, pero es posible obtener compuestos con L en orto o en meta de forma similar.
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Procedimiento de preparacién del conjugado
El conjugado se obtiene por el procedimiento que consiste en:

(i) poner en contacto y dejar reaccionar una solucidén acuosa del agente de seleccion de la diana
eventualmente tamponada y una solucion del derivado de criptoficina de 1a formula (11);

(i) separar después opcionalmente el conjugado formado en la etapa (i) del derivado de
criptoficina y/o del agente de seleccibn de la diana que no haya reaccionado y/o de los
agregados que se hayan formado.

Mas particularmente, no se separa en la etapa (i) el conjugado de la etapa (i) del derivado de
criptoficina que no haya reaccionado ni de los agregados que se hayan formado y se deja en la
solucidn el agente de seleccion de |a diana que eventualmente no haya reaccionado.

La puesta en contacto tiene por funcién dejar reaccionar los grupos quimicos GCR1 y GCR2 con
el fin de asegurar la unién del derivado de criptoficina sobre el agente de seleccion de la diana
mediante formacion de un enlace covalente; con preferencia,

s cuando GCR1 representa —SZ,- se modifica el agente de seleccion de la diana con
ayuda de un agente de modificacion de forma que se introduzcan sobre el agente de
seleccién de la diana los grupos GCR2 adaptados, especialmente los descritos en la
segunda columna de la Tabla |

o grupos quimicos disulfuros en el caso en que GCR1 representa —SH;
o grupos quimicos tiol en el caso en que GCR1 representa -SZ, con Z.#H,
o grupos quimicos maleimide o yodoacetamido en el caso en que GCR1
representa —SH;
En el caso de un anticuerpo (MAb), se encuentran las férmulas de los conjugados en la
cuarta columna de la Tabla [;

* cuando GCR1 representa —C(=0}-Z,Ry,: la reaccion tiene lugar preferiblemente sobre las
funciones amino del agente de seleccion de la diana, especialmente los grupos e-amino
portados por las cadenas laterales de los residuos de lisina {Lys) de un anticuerpo. En el
caso de un anticuerpo (MAb), se obtiene en este caso un conjugado de fa formula; MAb-
[NH-C(=O)-L*-cripto]y con L* = fragmento de un conector L que comprende
GCR1=-C(=0}-ZyRy y tal coma L= -L*C(=0}-Z Ry,

= en presencia de un derivado de criptoficina de la férmula (Ill) con G= -(CH,),Y, el agente
de seleccion de la diana comprende grupos —-SH cuando Y= -Cl, grupes -C=CH cuanda
Y= -N3 o grupos acido carboxilico cuando Y=-0OH o -NH.;

= en presencia de un derivado de criptoficina que comprende un grupo quimico reactivo
GCR1 de tipo maleimido o haloacetamido, el agente de seleccién de la diana comprende
grupos quimicos tioles.

Yo
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Se entiende por « agregados » las asociaciones que se pueden formar entre dos agentes de
seleccion de la diana o mas, habiendo sido o no modificados los agentes de seleccién de la
diana por conjugacion. Los agregados son susceptibles de formarse bajo la influencia de un gran
nimero de parametros tales como una concentracion elevada de agente de seleccidn de la
diana en la solucion, el pH de la solucién, fuerzas de cizallamiento elevadas, el nimero de
dimeros injertados y su caracter hidrofobo, la temperatura (véase las referencias citadas en la
introduccidon de J. Membrane Sci. 2008, 318, 311-3186), no habiéndose aclarado a veces con
precision la influencia de algunos de ellos. En el caso de las proteinas o de los anticuerpos, se
puede referir a AAPS Journal, « Protein Aggregation and Bioprocessing » 2006, 8(3),
E572-E579. El contenido en agregados se puede determinar con ayuda de técnicas conocidas
tales como la SEC (véase a este proposito, Analytical Biochemistry 1993, 212 (2), 469-480).

La solucién acuosa del agente de seleccién de la diana puede ser tamponada por ejemplo con
ayuda de tampones tales como por ejemplo el fosfato de potasio o el acido
N-2-hidroxietilpiperazin-N'-2-etanosulfénico {(tampén HEPES) o una mezcla de tampones tal
como el tampdn A descrito mas adelante. El tampdén depende de la naturaleza del agente de
seleccion de la diana. El derivado de criptoficina se disuelve en un disolvente organico polar, por
ejemplo el DM3C o la DMA.

La reaccion tiene lugar a una temperatura comprendida generalmente entre 20 y 40 °C. La
duracion de la reaccion puede variar entre 1 a 24 h. La reaccion entre el anticuerpo y el derivado
de criptoficina puede ser seguida por SEC con un detector refractométrico y/o uliravioleta con el
fin de determinar el progreso. Si la tasa de sustitucion es insuficiente, se puede dejar reaccionar
durante un tiempo més largo y/o afiadir el derivado de criptoficina. Se puede referir al método
general dado en la parte de los ejemplos para mas detalles sobre las condiciones particulares.
Modos particulares estan descritos en los ejemplos 9, 10, 11, 25, 26 o 27.

Los expertos en la técnica disponen de diferentes métodos cromatograficos para la separacién
de la etapa (fi). el conjugado puede ser purificado por ejemplo por cromatografia de exclusién
estérica {SEC), por cromatografia de adsorcién (como la de intercambio de iones, IEC), por
cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC), por cromatografia de afinidad, por cromatografia
sobre soportes mixtos como la hidroxiapatita ceramica o por HPLC. Se puede utilizar igualmente
la purificacién por dialisis o diafiltracion. '

Después de la etapa (i) o (i), la solucion del conjugado puede sufrir una etapa (i) de
ultrafiltracion yfo de diafiltracion. Se obtiene asi como resultado de estas etapas el conjugado en

solucion acuosa.

3+
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Anticuerpo

El anticuerpo (véase a este propésito, Janeway et al. « Immunobiology », 5™ &dition, 2001,
Garland Publishing, New York) se podra elegir enire los descritos especialmente en los
documentos WO 04043344, WO 08010101, WO 08047242, WO 05009369 (anti CAB) o
WO 2010014812. El anticuerpo puede ser eventualmente modificado con ayuda de un agente de
modificacion con el fin de favorecer la unién del derivado de criptoficina (véase anteriormente). El
anticuerpo puede ser especialmente monoclonal, polictonal o multiespecifico. Se puede tratar
también de un fragmento de anticuerpo. Se puede tratar también de un anticuerpo murino,

humano, humanizado ¢ quimérico.

Conjugado

Un conjugado comprende generalmente del orden de 1 a 10 derivados de criptoficina unidos de
forma covalente al agente de seleccion de la diana (se trata de la tasa de injertos o “relacion
farmaco-a-anticuerpo” o “DAR” en inglés). Este nimero varia en funcién de la naturaleza del
agente de seleccion de la diana y del derivade de criptoficina asi como de las condiciones de
trabajo utilizadas en el precedimiento de conjugacién (por ejemplo nimero de equivalentes de
derivado de criptoficina con respecto al agente de seleccion de la diana, tiempo de reaccion,
naturaleza del disolvente y del eventual codisolvente). La puesta en contacto del agente de
seleccion de la diana y del derivado de criptoficina lleva a una mezcla que comprende varios
conjugados que se distinguen individualmente unos de otros por DAR diferentes; eventualmente
el agente de seleccion de la diana que no haya reaccionado; eventualmente los agregados. La
DAR que se determina sobre la solucién final corresponde por tanto a una DAR media.

En el caso en que el agente de seleccion de [a diana sea un anticuerpo, la espectroscopia UV
puede ser un método utilizado para determinar la DAR. Este método se inspira en el presentado
en Antony S. Dimitrov (ed), LLC, 2009, « Therapeutic Antibodies and Protocols », vol. 525, 445,
Springer Science. Consiste en medir la absorbancia de una solucion de conjugado después de la
etapa de separacidn (i) a dos longitudes de onda denominadas A1 y A2. Se utilizan los
coeficientes de extincion molares siguientes del anticuerpo desnudo y del derivado de criptoficina
medidos previamente a la conjugacion.
Las absorbancias de la solucidén de conjugado a A1 et A2 (As1) v (Ax2) se miden sobre el pico
correspondiente del espectro SEC (esto permite calcular una “DAR{SEC)"} o utilizando un
espectrofotometro UV clasico { esto permite calcular una “DAR(UV)”). Las absorbancias se
pueden expresar bajo la forma:

As1 = (Co X €pa1} + (CA X €a11)

Asz = {Cp X €p22) + (Ca X £a22)

gcuaciones para las que:

V2
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* ©Cp y cp indican respectivamente las concentraciones en la solucién de la parte del
conjugado relativa al derivado de criptoficina y de la parte del conjugado relativa al
anticuerpo;

* gn,1Y €pazindican respectivamente los coeficientes de absorcion molares del derivado de
criptoficina antes de la conjugacién a las dos longitudes de onda A1 y A2, coeficientes
medidos sobre los compuestos de fa formula () de tipo SZ, con Z,=-SMe o de
tipo -C(=0}ZyR;, con ZyRy= OMe 0 QCH,-CH=CH;;

* &ay eteaazindican respectivamente los coeficientes de absorcion molares del anticuerpo

desnudo a las dos longitudes de onda A1 y .2.

Se entiende por anticuerpo desnudo, el anticuerpo al que no estd unido ningln derivado de
criptoficina, es decir el anticuerpo antes de la etapa de conjugacion.

La resolucion de estas dos ecuaciones lleva a;
Co = [(eant X Ax2) - (arz X A1)l / [(ep32 X Eant) - (Eara X €pat)]

ca = [Au — (Co X €024)] / €A

La DAR media corresponde entonces a ¢p / ca. En el caso de los derivados de criptoficina, se
puede considerar la longitud de onda A1= 280 nm y segun la naturaleza del derivado de
criptoficina, A2 se elige en la gama de longitudes de cnda especificas 246 nm - 252 nm. La
DAR(UV) es con preferencia superior a 0,5, més particularmente esta comprendida entre 1 y 10,
alin mas particularmente entre 2 y 7.

El conjugado se puede utilizar como anticanceroso. Por la presencia del agente de seleccion de
la diana, el conjugado se vuelve muy selectivo frente a las células tumorales en vez de las
células sanas. Esto permite dirigir el derivado de criptoficina en un entorno proximo a éstas o
directamente al interior de las mismas (a este propésito, véanse fas publicaciones siguientes que
describen la utilizacidon de conjugados de anticuerpos monoclonales en el tratamiento de
canceres: « Antibody-drug conjugates for cancer therapy » Carter P.J., et al., Cancer J. 2008, 14,
164-169; « Targeted cancer therapy: conferring specificity to cytotoxic drugs » Chari R., Acc.
Chem. Res. 2008, 41, 98—107). Es posible tratar canceres sélidos o liquidos. Se puede utilizar el

conjugado solo 0 en combinacién con al menos otro agente anticanceroso.

E! conjugade se formula bajo la forma de una solucién acuosa tamponada a una concentracion
generalmente comprendida entre 1 y 10 mg/ml. Esta solucidn se puede inyectar bajo la forma de
perfusion tal cual o bien se puede rediluir para formar una solucién de perfusion.

77
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[Ejemptos]
Métodos analiticos utilizados

Cromatografia de liquidos de alta presién — Espectrometria de masas (LCMS)
Método A1

El analisis se realiza en un aparato Waters ZQ y una columna XBridge Cig 2,5 um (3x50 mm) a

70 °C con un caudal de 0,9 ml/min, un gradiente de elucidn (7 min) de (A) aguafacido formico al
0,1 % y de (B) acetonitrilo/acido férmico al 0,1 % (gradiente: de 5 % a 100 % de B en 5,3 min; 5,5
min: 100 % de B; 6,3 min: 5 % de B) y una jonizacidn en electronebulizacion en modo positivo

y/o negativo.

Método A2

El andlisis se realiza en un aparato Waters UPLC-SQD y una columna Acquity BEH Cqg 1,7 um
(2,1%50 mm) a 50 °C con un caudal de 1 ml/min, un gradiente de elucion (2 min) de (A)
aguafacido formico al 0,1 % y de (B) acetonitrilofacido formico al 0,1 % (gradiente: de 5 % a 50 %
de B en 0.8 min; 1,2 min: 100 % de B; 1.85 min: 100 % de B; 1,25 min: 5 % de B) y una

ionizacion en electronebulizacién en modo positive y/o negativo.

Método A3

El analisis se realiza en un aparato Waters UPLC-SQD y una columna Acquity BEH Cqg 1,7 pm
(2,150 mm) a 70 °C con un caudal de 1 mi/min, un gradiente de elucién {2 min) de (A)
aguafacido formico al 0,1 % y de (B) acetonitrilofacido férmico al 0,1 % {gradiente: de 5% a 50 %
de B en 1 min; 1,3 min: 100 % de B; 1,45 min: 100 % de B; 1,75 min: 5 % de B) y una ionizacidn

en electronebulizacion en modo pesitivo y/o negativo.

Metodo A4

El analisis se realiza en un aparato Waters ZQ y una columna Phenomenex Kinetex Cyg 100A
2,6 um (3x50 mm) & 45 °C con un caudal de 1 ml/min, un gradiente de elucién (6 min) de (A}
aguafacido férmico al 0,1 % y de (B) acetonitrilo/acido formico al 0, 1 % (gradiente: 6 % de B: 0,8
min; de 6 % a 100 % de B en 4,1 min; 4,8 min: 100 % de B; 5,0-6,0 min: 6 % de B) y una

ionizacion en electronebulizacion en modo positivo y/o negativo.

Método AS

El andlisis se realiza en un aparato Waters ZQ y una ¢olumna Phenamenex Kinetex Cqg 2,6 um
(3%1000 mm) a 50 °C con un caudal de 0,8 mlfmin, un gradiente de elucion (8 min) de (A)
aguafacido formico al 0,1 % vy de (B) acetonitrilofacido férmico al 0,1 % {gradiente: 4 % de B:
0,15 min; de 4 % a 100 % de B en 6,85 min; 7,1 min: 100 % de B; 7,4-8,2 min: 4 % de B) y una

ionizacion en electronebulizacién en modo positive y/o negativo.
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Espectrometria de masas (MS)

Los espectros se han realizado por introduccién directa sobre un aparato WATERS GCT
(introduccidn directa sin LC).

Cromatografia de exclusién estérica — Espectrometria de masas de alta resolucion (SEC-HRMS)

El andlisis puede necesitar una etapa previa de desglicositacion del conjugado. Esta se realiza
afadiendo a la solucion de conjugado 2 % en volumen de una solucion de enzima PNGasa F
{preparada compietando hasta 100 ml un frasco de 100 unidades de liofilizado de enzima N-
glicanasa con agua milliQ). La solucidn se homogeniza con ayuda de vortex y se incuba a 37 °C
durante 19 h. La muestra desglicosilada esta lista para ser analizada por SEC-HRMS. El analisis
cromatografico se realiza en un aparato Agilent HP1100 y una columna Waters Biosuite 250 HR
SEC 4 pm (4,6x300 mm) a 30 °C con un caudal de 0,4 ml/min y una elucién isocratica de (A)
formiato de amanio 25 mM pH=7 / (B) acetonitrile 70/30, de 15 min. La espectrometrla de masas
se realiza en un aparato Waters QTOF 1l con una ionizacién en electronebulizacion en modo

positivo. Los espectros de masas son analizados con el programa informatico Waters MaxEnt1.

Cromategrafia de exclusidn estérica (SEC HPLC)

El analisis se realiza en un aparato Merck Lachrom Elite HPLC con un detector
espectrofotométrico L2455 DAD y una columna Tosoh Bioscience TSKgel G3000 SWXL 5 um
(7.8%300 mm}) con un caudal de 0,5 ml/min y una elucion isocratica de 30 min con un tampén a
pH=7 que contiene KCI 0,2 M, KHzPO, 0,052 M, K;HPQ4 0,107 M v 20 % en volumen de
isopropanol.

Resonancia magnética nuclear 'H (RMN)
Los espectros RMN 'H han sido realizados en un espectrometro Bruker Avance DRX-300, DRX-
400, DRX-500 o DMX-600. Los desplazamientos quimicos se dan en ppm.

Método general utilizado para preparar_los conjugades en el caso de los derivados de
criptoficina que comprenden un conector L terminado por -SZ,
Método en dos etapas sucesivas

Primera etapa
El anticuerpo se moedifica en primer lugar por un éster activado de NHS, con e! fin de introducir

en su superficie los grupos piridildisulfuros. Una solucidn de anticuerpo huZH11 en un tampén
acuoso a pH=6,5 que contiene fosfaio de potasio 0,05M y NaCl 0,05 M (designado como
tampdn A) se trata con 5 a 10 equivalentes del éster activado de NHS en solucidn en DMA de tal
suerte que la concentracion final de anticuerpo esté comprendida entre 5 v 10 mg/ml y el
porcentaje de DMA en el tampon acuoso sea de 5 %. La reaccion se continda durante 2 h a

temperatura ambiente. Se deposita la mezcla sobre una columna de filtracién sobre gel (matriz
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Sephadex™ G25, GE Healthcare) previamente equilibrada en un tampén acuocso a pH=8 que
contiene HEPES 0,05 M, NaCl 0,05 M y EDTA 2 mM. E! anticuerpo modificado se eluye con el
tampon HEPES a pH=8, se recoge y después se vaiora por espectrometria UV con el fin de
determinar la concentracion en anticuerpo de la muestra asi como el numero de grupos
piridildisuifuros. Una porcién del anticuerpo modificado se trata con el ditiotreitol con el fin de
reducir el enlace disulfuro, la piridina-2-tiona liberada se valora por espectrometria (coeficientes
de extincion: e3aznm: 8080 M'cm™, 280 nm: 5100 M'em™ para fa piridina-2-tiona, v €280 am:
208380 M 'em™ para el anticuerpo). Como media, de 3 a 6 grupos piridildisulfuros son injertados
por molécula de anticuerpo.

Segunda etapa

La solucion de anticuerpo modificado de la primera etapa se diluye en el tampdn acuoso a pH=8
descrito anteriormente y después se trata con una solucién del derivado de criptoficina (5
equivalentes) de tal manera que la concentracion final en anticuerpo sea de 3 mg/ml y ef
porcentaje de DMA en el tampdn acuoso sea de 20 %; el nimero de equivalentes de derivado de
criptoficina se expresa con respecto al nimero de moléculas de piridildisuifuro introducidas
durante la primera etapa. La reaccion se continGia durante la noche a 30 °C o bajo una agitacion
de aproximadamente 2000 rpm. La mezcla se analiza por SEC HPLC con el fin de determinar |a
tasa de injerto del derivado de criptoficina sobre el anticuerpo. Si la tasa de sustitucion es
insuficiente, se trata la mezcla con 1 a 5 equivalentes suplementarios de derivado de criptoficina
en DMA durante 3 h a 30 °C o bajo una agitacién de aproximadamente 2000 rpm. La mezcla se
filtra sobre un filtro Millex®-3V 5 pm {membrana PVDF, Durapore, Millipore) y después se
purifica por filtracion sobre ge! utilizando una matriz Superdex 200 pg (columna HiLoad 16/60
desaladora, GEHealthcare) previamente equilibrada en un tampén acuoso a pH=865 que
contiene fosfato 0,01 M, NaCl 0,14 M y 10 % a 20 % de NMP. Se recogen las fracciones que
contienen el anticuerpo conjugado bajo la forma monomérica, se relnen y se concentran sobre
Amicon Ultra-15 (membrana Ultracel 10k o 50k, Millipore) hasta una concentracién comprendida
entre 2 y 5 mg/ml. Se realiza finalmente un cambio de tampdn con el fin de eliminar e! disolvente
organico del tampon de conservacion del conjugado. Se deposita el conjugado sobre una
columna de fiitracién sobre ge! compuesta de una matriz Sephadex™ G25 (columnas Nap-5, -10,
PD-10, Hiprep 26/10 desaladora, GE Healthcare) previamente equilibrada con un tampén acuoso
de composicién y pH adaptados a cada conjugado. El conjugado final se valora por
espectrometria UV utilizando los coeficientes de extincién determinados para el anticuerpo v el
derivado de criptoficina correspondiente con el fin de medir la concentracion en anticuerpo v el
numero medio de citotdxico por anticuerpo. La tasa de sustitucidn se puede calcular igualmente
a partir de la desconvolucién del espectro SEC-HRMS del conjugado.

Método en dos etapas de « recipiente tinico»

Ei anticuerpo se modifica en primer lugar por un éster activado de NHS, con el fin de introducir
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en su superficie los grupos piridildisulfuros. Una solucion de anticuerpo hu2H11 en un tampén
acuoso a pH=6,5 que contiene fosfato de potasio 0,05 M y NaCl 0,05 M se diluye con el tampén
fosfato a pH=6,5 y una solucion acuosa de HEPES 1 N de tal manera que la proporcién final de
tampén fosfato inicial a pH=6,5 y de HEPES sea de 96/4 con el fin de obtener un pH=~7,5-8. Esta
solucion de anticuerpo se trata con 5 a 10 equivalentes del éster activado de NHS en solucion en
DMA de tal manera que la concentracion final en anticuerpo esté comprendida entre 5 y 10
mg/ml y el porcentaje de DMA en el tampén acuoso sea de 5 %. La reaccién se continla durante
2 h a temperatura ambiente. La solucién de anticuerpo asi modificado se diluye directamente con
una mezcla 96/4 de tampon fosfato a pH=6,5 y de HEPES y después se trata con una solucion
del derivado de criptoficina (4 equivalentes) en DMA de tal manera que la concentracion final en
anticuerpo sea de 3 mg/ml y el porcentaje de DMA en el tampon acuoso sea de 20 %; el nimero
de equivalentes de derivado de criptoficina se expresa respecto al nimero de equivalentes de
éster activado de NHS introducidos durante la primera etapa. La reaccidén se continda durante la
noche a 30 °C o bajo una agitacién de aproximadamente 2000 rpm. La mezcla se analiza por
SEC HPLC con el fin de determinar la tasa de injerto del derivado de criptoficina sobre el
anticuerpo. Si la tasa de sustitucién es insuficiente, se trata la mezcla con 1 a 5 equivalentes
suplementarios de derivado de criptoficina en DMA durante 3 h a 30 °C o bajo una agitacién de
aproximadamente 2000 rpm. La mezcla se filtra sobre un filtro Millex®-SV 5 pm (membrana
PVDF, Durapore, Millipore) y después se purifica por filtracién sobre gel utilizando una matriz
Superdex 200 pg (columna HiLoad 16/60 desaladora, GEHealthcare) previamente equilibrada en
un tampén acuoso a pH=6,5 que contiene fosfato 0,01 M, NaCl 0,14 M y 10 % a 20 % de NMP.
Se recogen las fracciones que contienen el anticuerpo conjugado bajo la forma monomérica, se
rednen y se concentran sobre Amicon Ultra-15 (membrana Ultracel 10k o 50k, Milfipore) hasta
una concentracion comprendida entre 2 y 5 mg/ml. Se realiza finalmente un cambio de tampdn
con el fin de eliminar ei disolvente organico del tampdn de conservacion del conjugado. Se
deposita el conjugado sobre una columna de filiracion sobre gel compuesta de una matriz
Sephadex™ G25 (columnas Nap-5, -10, PD-10, Hiprep 26/10 desaladora, GE Healthcare)
previamente equilibrada con un tampdn acuosc de composicion y pH adaptados a cada
conjugado. El conjugado final se valora por espectrometria UV utilizando los coeficientes de
extincién determinados para el anticuerpo vy el derivado de criptoficina correspondiente con el fin
de medir la concentracion en anticuerpo y ef niimero medio de citotéxico por anticuerpo. La tasa
de sustitucién se puede calcular igualmente a partir de la desconvolucion del espectro SEC-
HRMS del conjugado.

Método general utilizado para preparar los conjugados en el caso de derivados de

criptoficina que comprenden un conector terminado por —C(=0\Z.Ry,

Una solucion de anticuerpo hu2H11 en un tampén acuoso a pH=8 que contiene HEPES 0,05 M,
NaCl 0,05 M y EDTA 2 mM o que esta compuesto de una mezcla 96/4 de un tampoén acuoso a
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pH=6,5 que contiene fosfato de potasio 0,05 M y NaCl 0,05 M/ HEPES 1 N se trata con un
exceso de una solucion en DMA del derivado de criptoficing de tal manera que la concentracion
final en anticuerpo sea de 3 mg/ml y el porcentaje de DMA en el tampon acuoso sea de 20 %. La
reaccidn se continda durante 3 h a 30 °C o bajo una agitacion de aproximadamente 2000 rpm.
La mezcla se analiza por SEC HPLC con el fin de determinar la tasa de injerto del citotoxico
sobre la poblacién de anticuerpos monoméricos. Si la tasa de sustitucién es insuficiente, se trata
la mezcla con 1 a 5 equivalentes suplementarios de derivado de criptoficina en DMA durante 3 h
a 30 °C o bajo una agitacion de aproximadamente 2000 rpm. La mezcla se filtra sobre un filtro
Millex®-SV 5 pm (membrana PVDF, Durapore, Millipore) y después se purifica por filtracién
sobre gel utilizande una matriz Superdex 200 pg (columna HiLoad 16/60 desaladora,
GEHealthcare) previamente equilibrada en un tampdn acuoso a pH=6,5 que contiene fosfato
0,01 M, NaCl 0,14 M y 10 % a 20 % de NMP. Se recogen las fracciones que contienen el
anticuerpo conjugado bajo la forma monomérica, se reunlen y se concentran sobre Amicon Ultra-
15 (membrana Ultracel 10k o 50k, Millipore) hasta una concentracién comprendida entre 2 y 5
mg/ml. Se realiza finalmente un cambio de tampén con el fin de eliminar el disolvente orgénico
del tampén de conservacién del conjugado. Se deposita el conjugado sobre una columna de
filtracion sobre gel compuesta de una matriz SephadexTM G25 (columnas Nap-5, -10, PD-10 o
columna Hiprep 26/10 desaladora, GEHealthcare) previamente equilibrada con un tampén
acuoso de composicion y pH adaptados a cada conjugado. El conjugado final se valora por
espectrometria UV utilizando los coeficientes de extincidon determinados para el anticuerpo vy el
derivado de criptoficina correspondiente con el fin de medir la concentracidn en anticuerpo v la
tasa de injerto. La tasa de sustitucion se puede calcular igualmente a partir de la desconvolucién
del espectro SEC-HRMS del conjugado.

Los métodos descritos para el caso de! anticuerpo hu2H11 se podrian aplicar también de forma

similar a otros anticuerpos, asi como a otros agentes de seleccion de la diana.

Ejemplo 1: (E)-(3S,10R,168)-10-(3-Clore-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-16-[(5)-1-({2R,3R}-3{4-
[4-{4-mercapto-4-metil-pentanoil)-piperazin-1-ilmetil]-fenil}-oxiranil)-etil]-6,6 -dimetil-1,4-
dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

o]
HS e Q
N/\,@”\Nﬁ‘l\@
E oY e
Compuesto  2:  (E)-(35,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-16-{(S)-1-[(R}-3-(4-cloro-metil-

fenil)-oxiranil]-etil}-3-isobutil-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-
tetraona
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HO [o g e HN, Gl (o]} [ Nge o HN._ o ]
THANE — 7 TS0
1 2
El compuesto 1 (30 mg; 42,9 umol, preparado segin Al-awar R.S., et al., J. Med. Chem. 2003,
46, 2985-3007) se disuelve en DMF anhidra (2 ml) y se enfria la mezcla a 0 °C antes de la
adicion de la TEA (107 pmol) y después del CMS (64,6 umol). Después de 15 min, se retira el
bafic y se continda la agitacién durante 12 h a temperatura ambiente. Se diluye 1a mezcla por
adicion de AcOEt (2 ml) y |a fase orgénica se lava con agua (2x1 ml), con una solucién acuosa
saturada de NaHCO; (1 ml) y con una solucion acuosa saturada de NaCl (1 mi). La fase orgénica
se seca sobre MgS0, y, después de filtracidn y evaporacién de los disolventes a presion
reducida, se obtiene el producto 2 bajo la forma de un aceite incoloro que cristaliza (25 mg; 81
%). RMN "H (500 MHz, DMSO-d6): 0,77 — 0,83 (m, 6 H); 1,02 (s, 3 H); 1,04 — 1,07 (m, 3 H); 1,14
(s, 3H) 1,28 -136 (m, 1 H); 1,54 — 1,63 (m, 2 H);, 1,80 - 1,87 {(m, 1 H); 2,24 - 2,33 (m, 1 H);
2,63-273(m, 2H), 2,96 - 3,06 (m, 3 H); 3,28 - 3,32 (m, 1 H); 3,83 (s, 3H);, 3,93 (d, J=1,6 Hz,
1 H); 4,27 (ddd, J=11,3, 8,0, 3,6 Hz, 1 H); 4,78 (s, 2 H); 4,93 (dd, J=9,6, 3,6 Hz, 1 H); 5,13 (dd,
J=10,8, 5,1 Hz, 1 H); 5,81 (d, J = 14,8 Hz, 1 H); 6,49 (ddd, J=15,0, 11,2, 3,7 Hz, 1 H}; 7,07 (d, J =
8,5Hz, 1 H); 7,18 (dd, J=8.5, 1,9 Hz, 1 H); 7.23 (d, J =96 Hz, 1 H)}; 7,28 (d, J = 1.9 Hz, 1 H);
7,34 (d, J=82Hz 2H); 747 (d, J = 8,2 Hz, 2 H); 8,35 (d, J=8,2 Hz, 1 H). LCMS (A1): ES m/z =
713[M+H]"m/iz=T715[M - H" tg = 5,17 min.

Compuesto 4: 4-Meti-4-metildisulfanil-pentanoato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo
o oy
HOJ\/WS‘S/ —_— gj\"o’“\/ﬁ(s*s’
0
2 4

A una solucidn, purgada con argon, del compuesto 3 (3,05 g, 15,7 mmol, preparado segin el
documento WO 2007085930} en DCM (30 ml) se afiaden sucesivamente NHS (17,3 mmol) y
cloruro de EDCI (17,3 mmol). Se agita la mezcla durante 3 h a temperatura ambiente antes de
lavarla con un tampon fosfato a pH=6 (2x30 ml) y después con una solucion saturada de NaCl
(30 ml), se seca sobre MgSO, y se concentra a sequedad. El aceite ambar obtenido gue
cristaliza, se lava con una mezcla de heptano/AcOEt 75/25 y se filtra sobre un vidrio sinterizado
para dar el compuesto 4 bajo la forma de un sélido blanco (2,08 g, 45 %). El filtrado se concentra
a sequedad y el producto bruto obtenido se purifica por cromatografia scbre gel de silice,
eluyendo con una mezcla de heptano/AcOEt de 50/50 a 0/100. Las fracciones que contienen el
producto esperado se concentran a sequedad y se recogen en éter isopropilico (5 mi); el
precipitado se filtra por vidrio sinterizado para dar el compuesto 4 esperado (1 g, 22 %). RMN H
{400 MHz, DMS0Q-d6): 1,29 (s, 6 H); 1,922 1,98 (m, 2 H); 241 (s, 3 H); 2,72a 2,78 (m, 2 H); 2,81
(s, 4 H). LCMS (Ad): El, m/z = 291 [M + H]".
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Compuesto 5: 4-(4-Metil-4-metildisulfanil-pentanoil)-piperazin-1-carboxilato de terc-butilo

o 0
9 \s’S\Y\/lLN/\
g‘ows“s’ - K,N\",o\\/
4 5 ©

En un tubo Wheatton se cargan el compuesto 4 (200 mg, 686 umol), la 1-Boc-pipgrazina (686
pmol), la TEA (755 umol) y la DMF (1,6 ml). Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante
la noche y después se diluye con AcOEt (5 ml), se fava con agua (2x5 ml), se seca sobre MgSO,
y se concentra a sequedad. Se recoge el producto bruto en éter isopropilico (3 ml); el precipitado
se filtra sobre vidrio sinterizado para dar el compuesto 5 (213 g, 86 %). RMN 'H {400 MHz,
DMSO-dg): 1,27 (s, 6 H); 1,41 (s, 9 H); 1,73 2 1,87 {m, 2 H); 2,34 a 2,41 (m, 2 H); 2,40 (s, 3 H);
3,23 a 3,36 (m parcialmente enmascarado, 4 H); 3,39 a 3,45 (m, 4 H). LCMS (A2): ES m/z = 3683
[M + H]™ m/z = 307 [M + H — C4Hgl"; tr = 1,08 min.

Compuesto 6: Hidrocloruro de la 4-metil-4-metildisulfanil-1-piperazin-1-il-pentan-1-ona

(o]

\szSNN/ﬁ \s’s\\/\jN
k/N\ﬂ/oﬁ/ —_— K/NH

5 © ] o
A una solucion del compuesto 5 (213 mg, 588 pmol) en dioxano (4,4 mi) se afiade una solucidn
de HCl 4 M en dioxano (4,4 ml). La agitacidén se continda durante 4 h a temperatura ambiente.
Se filtra la mezcla sobre vidrio sinterizado, el sélido obtenido se lava con dioxano (2 ml) y
después con éter isopropilico (2 ml) para dar el compuesto 6 (132 mg, 75 %) bajo la forma de un
sélido crema. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 1,27 (s, 6 H); 1,73 a 1,85 (m, 2 H); 2,37 a 2,45 (m,
2 H); 2,40 (s, 3H); 2,88 a 3,15 {m, 4 H); 3,62 a 3,73 (m, 4H); 9,39 (m extendido, 2 H). LCMS (A1):
ES mvz = 263 [M + HJ"; tg = 2,40 min.

Compuesto  7: (E}(38,10R,16S}10-(3-cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-6,6-dimetil-16-[(S)-1-
{(2R.3R}-3-{4-[4-(4-metil-4-metildisulfanil-pentancil}-piperazin-1-ilmetil)-fenil}-oxiranil)-etil]-1,4-
dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

-

) o}
WO ér\)\(ﬁ WO
HO. a0 o HNI«\@CI L~ 0.0 o HNI~ cl
1/50%?210 ? : /g")l?f\uf)::?
El compuesto 1 (20,3 mg; 29,0 pmol) se disuelve en DMF anhidra (0,77 ml) y se afiaden la TEA
(72,6 pmol) y después el CMS (43,6 pmol). Después de 12 h a temperatura ambiente, el
producto 2 formado no se aisla y se afaden la TEA (58,0 umol) y después el hidrocloruro de la

4-metil-4-metildisulfanil-1-piperazin-1-il-pentan-1-ona 6 (34,8 umol). Se agita la mezcla durante
72 h suplementarias a temperatura ambiente antes de diluirla con AcOEt {10 ml). La fase

96



10

15

20

25

30

35

70

organica se lava con agua {2x2 ml), con una solucién acuosa saturada de NaHCO; (2 ml)y con
una solucién acuosa saturada de NaCl (2 ml). Después de secado sobre My SO, v filtracion, se
evaporan los disolventes a presién reducida. El producto bruto de la reaction se purifica por
cromatografia sobre ge! de silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 98/2. Se
obtiene un solido blanco, 7 (5,7 mg; 21 %). CCM (DCM 90/MeOH 10): Ri::0,6; RMN 'H (400
MHz, DMSO-d6): 0,75 - 0,81 (m, 6 H); 1,01 (s, 3 H); 1,05(d, J = 6,8 Hz, 3 H) 1,12 (s, 3H); 1,26
(s, 6H); 1,28 - 1,33 (m, 1 H); 1,52 ~ 1,61 (m, 2 H); 1,76 — 1,83 (m, 2 H); 2,27 — 2,38 (m, 4 H);
2,39 (s, 3H); 2,64 - 274 (m, 2H); 2,95 - 3,05 (m, 2 H); 3,24 — 3,34 (m, 6 H}; 3,44 (br. s., 4 H);
3,49 (s, 2 H); 3,81 (s, 3 H); 3,88 (d, J = 1,7 Hz, 1 H); 4,22 — 4,29 (m, 1 H); 4,92 (dd, J=9,9, 3,5 Hz,
1H), 5,08 -5,15 (m, 1 H); 5,81 (d, J = 14,2 Hz, 1 H); 6,48 (ddd, J=15,2, 11,3 3,5 Hz, 1 H); 7,05
(d, J=8,6Hz, 1H); 7,17 (dd, J=8,4, 2,3 Hz, 1 H); 7,22 (d, J = 9,3 Hz, 1 H); 7,25 - 7,34 {(m, 5 H):
8,34 (d, J=8,1 Hz, 1 H); LCMS (A1): ES m/z =843 [M + H]"; m/z = 941 [M = H["; tg = 4,03 min.

Ejemplo 1 (E)-(38,10R,168)-10-(3-Clorc-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-8, 3-dimetil-16-§(S)-1-
((2R,3R)-3~{4-[4-(4-mercapto-4-metil-pentanoil)-piperazin- 1-imetif]-fenil}-oxiranil)-etil}-1,4-dioxa-
8,1 1-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetracna

VOA \/OA/\/WO
o0y,

ijl“(j o oy LT

El producto 7 (9,6 mg; 10,2 pmol) se disuelve en una mezcla de etanol (1,2 ml' fagua (1 ml) y se
agita la mezcla. Se afiade a continuacidn el TCEP (25,4 pmol) y la mezcla se «gita durante 5h a
temperatura ambiente, Se diluye la mezcla por adicién de AcOEt y la fase orc dnica se lava con
una mezcla 1/1 de agua y de una solucién acuosa saturada de NH,CI (1 ml). D 2spués de secado
de la fase organica sobre MgSQy, filtracidn y evaporacion de los disolventes a presion reducida,
el producto final, Ej1, se obtiene bajo la forma de un sélido blanco (6,5 mg; 71 %). CCM (DCM
90/MeOH 10): Rf = 0,56; RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,76 — 0,81 (m, 6 H); 1,01 (s, 3 H); 1,06
{(d, J=6,8Hz, 3H); 1,13 (s, 3 H); 1,24 (5,6 H); 1,27 — 1,31 {m, 1 H); 1,56 — 1,64 (m, 2 H); 1,73 —
1,85 (m, 3 H); 2,26 - 2,33 (m, 3 H); 2,36 — 2,45 (m, 4 H); 2,63 — 2,75 {m, 2 H); 2,95 - 3,06 (m, 3
H); 3.34 — 3,36 (m, 1 H); 3,42 - 3,51 (m, 6 H); 3,82 (s, 3 H); 3,89 (s, 1 H); 4,22 — 4,29 (m, 1 H);
4,92 (dd, J=9,8, 3,4 Hz, 1 H); 5,12 (dd, J=10,8, 4,9 Hz, 1 H); 5,81 (d, J = 15,2 H:z, 1 H); 6,48 (ddd,
J=15,0,114,3,4Hz, 1 H); 7,06 (d, J=8,3Hz, 1 H); 7,18 (dd, J=8,3, 15 Hz, 1 }); 7,24 (d, J=9,8
Hz, 1 H); 7,26 — 7,36 (m, 5 H); 8,37 (d, J = 7,8 Hz, 1 H); LCMS (A2): ES m/z = 397 (M + H]"; m/z
=895 [M - HJ"; tr = 0,97 min.
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Eiemplo 2: (F)-(38,6R,10R,16S)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[i $)-1-({2R,3R)-3-
{4-[4-(4-mercapto-4-metil-pentanoil)-piperazin-1-ilmetil}-fenil}-oxiranil}-etil]-t-metil-1,4-
dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

0
HS P 0}
NWQMLC
Jeasals
Compuesto 9: (E}-(38,6R,10R,165)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-16-{(S)-1-[(R)- 3-(4-cloro-metil-
fenil)}-oxiranil}-etil}-3-isobutil-6-metil-1 4-dioxa-8, 11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,£ ,8,12-tetraona

HO. 0, .0 o 21 N Gl Cl Dy O 0 HN._ N Cl

LA — 7
8 ]
El compuesto 8 {49 mg; 71.4 pmol, que se puede preparar segin Al-awar R.S., et al., J. Med.
Chem. 2003, 46, 2985-3007) se disuelve en DCM anhidro {5 ml) y se enfria la mezcla a 0 °C
antes de afadir la DIPEA {428 umol) y después el CMS (214 umol). Se deja que la mezcla
vuelva a temperatura ambiente y se continda ia agitacién durante 40 h a temperztura ambiente.
Se hidroliza la mezcla con 5 ml de agua y la fase acuosa se extrae con DCM (3x5 nl). Se rednen
las fases organicas, se lavan con una solucion acuosa saturada de NaHCO; (10 ml) y con una
solucidén acuosa saturada de NaCl (10 ml) y se secan sobre MgSQO,. Después de filtracion y
evaporacion de los disolventes a presidén reducida, se purifica el producto bruto por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de DCM/MeOH de 10040 a 90/10. EI
compuesto 9 se obtiene bajo la forma de un solido blanco (37 mg; 79 %). RMN 'H (500 MHz,
DMSO-d6): 0,78 (d, J = 6,6 Hz, 3 H); 0,80 (d, J = 6,6 Hz, 3H); 1,01 (d, J=6,9 Hz, 3 H); 1,05 (d, J
=86,9 Hz, 3 H); 1,30 (m, 1 H); 1,54 (m, 1 H); 1,60 {m, 1 H); 1,82 (m, 1 H); 2,27 (m, 1 H); 260 a
2,78 (m, 3 H), 2,97 a 3,05 (m, 2 H); 3,15 (m, 1 H); 3,41 (m, 1 H); 3,81 (s, 3H); 3,92 (d, J = 1,6 Hz,
1H), 4,26 (ddd, J=38y 8,2y 11,5Hz, 1 H), 4,77 (s, 2 H); 4,88 (dd, J = 3,8 y 9,6 Hz, 1 H); 5,12
(ddd, J=15y 5,3y 11,2 Hz, 1 H); 5,80 (dd, J = 1,5y 15,0 Hz, 1 H); 6,47 {ddd, J=3,7y 11,2y 15,0
Hz, 1 H);, 7,05(d, J=85Hz, 1 H; 7,17 (dd, J =22y 85Hz, 1 H), 7,23 (dd, J = 2,7 y 8,1 Hz, 1
H); 7,29 (d, y=2,2Hz, 1 H);, 7,32 (d, J = 8,2 Hz, 2 H); 7,45 (d, J = 8,2 Hz, 2 H); 8,34 (d, J=8,2 Hz,
1 H). LCMS (A2): ES m/z = 703 [M + H]" m/z = 701 [M - H]" m/z = 747 [M - H + HC:D,H] pico de
base: tr = 1,17 min.

Compuesto 10: (E)-(3S,6R,10R,168)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-6-me il-16-[(5)-1-
({2R.3R)-3-{4-[4-(4-metil-4-metildisuifanil-pentancil)-piperazin-1-ilmetil]-fenil}-oxiranil)- etil]- 1,4-
dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en0-2,5,9,12-tetraona
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Cl 0. .0 HN, . Cl N 0 0 o HN._ . Cl
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El compuesto 9 (36,6 mg; 52 umol) se disuelve en acetonitrilo anhidro (3 ml) y después se
anaden sucesivamente la DIPEA (260 umol) y el compuesto 6 (156 ymol). Se agita el medio de
reaccion durante 20 h a temperatura ambiente y después se hidroliza por adicién de 4 ml de
agua. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3x4 ml), se relnen las fases organicas, se lavan con
una solucion acuosa saturada de NaHCQ; {5 ml} y con una solucion acuosa saturada de NaCl (5
ml). Después de secado sobre MgSQ, vy filtracion, los disolventes se evaporan a presion
reducida. El producto bruto de la reaccidn se purifica por cromatografia sobre gel de silice,
eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 95/5. El compuesto 10 se obtiene en
forma de un solido blanco (39 mg; 80 %). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,78 (d, J = 6,6 Hz, 3
H); 0,80 (d, J = 6,6 Hz, 3 H); 1,01 (d, J = 6,9 Hz, 3 H); 1,05 (d, J = 6,9 Hz, 3 H); 1,26 (s, 6 H);
1,30 (m, 1 H); 1,53 (m, 1 H); 1,60 (m, 1 H); 1,752 1,84 (m, 3 H); 226 a2 2,37 (m, 7H); 2,39 (5, 3
H); 2,612 2,77 {m, 3 H); 2,96 a 3,05 (m, 2 H); 3,15 (m, 1 H); 3,38 (m parcialmente enmascarado,
1H): 3,44 (m, 4 H); 3,48 (s, 2H); 3,81 (5,3 H); 3,88 (d, J = 1,6 Hz, 1 H); 4,27 (ddd, J=40y 8,1y
11,5 Hz, 1 H); 4,88 (dd, J = 3,8 y9,6 Hz, 1 H); 5,12 (ddd, J=1,6 ¥y 5,3 y 11,5 Hz, 1 H}; 5,80 (dd, J
=16y 151 Hz 1H) 647 (ddd, J=3,6 y 11,5y 15,1 Hz, 1 H); 7,05 (d, J =8,5 Hz, 1 H); 7,17 (dd,
J=22y85Hz, 1 H);7,23(dd, J=26y9,2Hz, 1 H); 727 (d,J=84Hz, 2H);,7,29(d, J =22
Hz, 1 H); 7,32 (d, J = 8,4 Hz, 2 H); 8,35 (d, J=8,1 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 929 {M + H]";
mfz = 927 [M - H]™; m/z = 973 [M - H + HCO,H] pico de base; tg= 0,99 min.

Ejemplo 2: (E}-(3S,6R,10R,16S}-10-(3-Cloro-4-metoxi-bengil }-3-isobutil-6-metil-16-[{S)-1-
((2R,3R)-3-{4-[4-(4-mercapto-4-metil-pentanoil}-piperazin- 1-iimetilj-fenil}-oxiranil }-etil]-1,4-dioxa-
8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

\S'Sr’\j\’\n o 7(\/0%’\ ./WWV"
' L g 0%(00 ml»\l(jcl L NN A Oj:o o ml\@q
_IOMOJO' Ej2 /L\O)Y\HD o
El producto 10 (34 mg; 36,6 pmol) se disuelve en una mezcla de etanol (4,3 ml) { agua (3,6 ml) y
se agita la mezcla. Se adiciona a continuacion el TCEP (146 pmol), la mezcla se hace incolora y
se agita durante 2 h a temperatura ambiente. Se diluye la mezcla por adicién de AcOEt (20 ml) y
la fase orgénica se lava con una mezcla 1/1 de agua y de una solucidén acuosa saturada de
NH.CI (20 ml). La fase acuosa se extrae con 2x20 ml de AcOEt, las fases orgénicas se reinen y
se lavan con una solucion saturada de NaCl (20 ml). Después de secado sobre MgSQ,, filiracion
y evaporacion de los disolventes a presion reducida, el producto bruto se purifica por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de DCM/MeQOH de 98/2 a 80/10. El
compuesto Ej2 se obtiene bajo la forma de un sélido blanco (28,2 mg; 87 %). RMN 'H (500 MHz,
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DMSO-d6). 0,77 (d, J =66 Hz, 3H); 0,79 (d, J=6,6 Hz, 3H); 1,01 (d, J= 6,9 Hz, 3 H): 1,04 (d, J
=6,9 Hz, 3 H); 1,27 (m, 1 H); 1,31 (s, 6 H); 1,53 {m, 1 H); 1,59 (m, 1 H); 1,77 (m, 2 H); 1,82 (m, 1
H), 2,24 22,32 (m, 3H); 2,34 a 2,44 (m, 4 H); 2,62 22,76 (m, 4 H); 2,98 a 3,04 {m, 2 H); 3,15 (m
1H), 3,41 (m, 1H); 346 (m, 4 H); 3,48 (s, 2 H}; 3,81 (s, 3 H); 3,88 (d, J = 2,0 Hz, 1 H); 4,26 (ddd,
J=3,4y 8,3y 11,5 Hz, 1 H); 4,88 (dd, J = 3,7 y 10,0 Hz, 1 H); 5,12 (ddd, J=2,0 y 5,3y 11,1 Hz, 1
H). 5,80 (dd, J=2,0y 15,0 Hz, 1 H); 6,47 {ddd, J=3,7 y 11,1 y 15,0 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,3 Hz,
1H) 7,17 (dd, J =20y 83 Hz, 1 H); 7,23 (dd, J =29y 9,3 Hz, 1 H); 7,27 (d, J = 8,5 Hz, 2 H);
7,29(d, J =2,0Hz, 1 H); 7,32 (d, J = 8,5 Hz, 2 H); 8,35 (d, J=8,3 Hz, 1 H). LCMS (A2). ES m/z =
883 [M+H]; miz=881 M- HJ"; tr = 0,92 min.

Ejemplo 3: (E)-(38,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[{S)-1-((2R,3R)-3-{4-
[(2-mercapto-2-metil-propilamino)-metil]-fenil}-oxiranil)-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-
diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

HSUVQAE";E\@[

Compuesto 11: 2-Metil-2-metildisulfanil-propionaldehido O-metil-oxima

pLoleg

7 o )
S FOHNTTS — S
s
7« CH s 1

5 g (33,3 mmol) de 2-(metilditio)-isobutiraldehido se disuelven en 50 mi de etanol, bajo atmasfera
inerte. Se afiaden sucesivamente una suspensidon de 5,56 g (66,54 mmol) de cloruro de O-
metithidroxilamina en 50 ml de etanol y después 6,65 ml (66,54 mmol) de NaOH. La mezcla, de
color blanco sucio, se calienta a reflujo durante la noche. Después de volver a temperatura
ambiente, se vierte la mezcela en 500 ml de agua. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3%175
ml), las fases organicas se relinen, se lavan con una solucién saturada de NaCl (200 ml) y se
secan sobre MgSO,. Después de filtracion y concentracién a presion reducida, se obtiene el
compuesto 11 en forma de un aceite incoloro (5,89 g, 32,9 mmo!).

Compuesto 12: 2-Metil-2-metildisulfanil-propilamina

N’O\ NH

I BH, 2
\3,576 i . \‘s/ THF \S’S%
- 12
En un matraz purgado con argdn, se introducen sucesivamente, a temperatura ambiente, 1,78 g

(9.9 mmol) de éter de oxima 11, 19 ml de THF anhidro v 99,5 mi de una solucion 2 M de

metilsulfuro de borano en THF. La mezcta se calienta durante 16 h a reflujo. A continuacion se

para la reaccion, se deja que la mezcla vuelva a temperatura ambiente antes de anadir 100 ml
de MeOH gota o gota cuidadosamente, a 0 °C mientras se forma una espuma y después a

79
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temperatura ambiente. Se evapora la mezcla a presion reducida para dar aproximadamente 2,8
g de un aceite amarillo que se recoge en 30 ml de una solucion de HCI 5 a 6 N en isopropanal.
La mezcla se mantiene a reflujo 1 h y después se deja a temperatura ambiente durante la noche.
Después de evaporacion a presién reducida, el residuo obtenido se recoge con 80 mlde HCI 1 N
y después se extrae con éter dietilico (3x20 ml). La fase acuosa se trata con amoniaco acuoso al
30 % hasta obtencion de un pH de 12,5-13, esto es 12 ml (fase acuosa violeta palido) y después
se extrae de nuevo con 3x20 ml de éter. Las fases organicas se relinen, se secan scbre MgS0Qs,
se filtran y se evaporan a sequedad a presion reducida para dar 760 mg de producto bruto. Este
residuo se purifica finalmente por cromatografia sobre gel de sllice eluyendo con una mezcla de
DCM/metanol de 100/0 a 90/10. El compuesto 12 se obtiene en forma de un aceite amarillo
palido (301 mg, 20 %). LCMS (A2): ES m/z = 152 [M + H]"; tr = 0,27 min.

Compuesto 13: (E}-(3S,10R,16S}-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil- 16-[(S)}-1-((2R, 3R)-3-{4-
[(2-metil-2-metildisulfanil-propilamino}-metil]-phenil}-oxiranif}-etil]-6,6-dimetil- 1, 4-dioxa-8,11-diaza-
ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetracna

O i — P

A una solucién, purgada con argén, de 25 mg (35 umol) del compuesto 2 en 3,1 ml de DMF
anhidra, se afiaden sucesivamente, a temperatura ambiente, 9,8 pl (70 pmol) de TEA y 6,3 mg
{42 umol} del compuesto 12. La agitacion se continda a 40 °C. Después de 72 h de reaccidn,
queda compuesto 2 de partida, se afiaden entonces 9,8 Jl (70 pmol) de TEA v 6,3 mg (42 pmol)
de la amina 12. Después de 72 h suplementarias a 40 °C, alin queda compuesto 2: se afiaden
6,3 mg {42 pmol) de la amina 12 y se continlia la agitacion a 40 °C. Un dia mas tarde, la reaccién
es completa. Se diluye la mezcla en 10 ml de AcOEt, se lava con 2x10 ml de agua, 10 mi de una
solucidn saturada de NaHCO; y 10 ml de una solucién saturada de NaCl. Después de secado de
la fase organica sobre MgSQ,, ésta se filtra y después se evapora a presién reducida para dar
30 mg de producto bruto. Este residuo se purifica por cromatografia sobre gel de silice eluyendo
con una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 93/7. El compuesto 13 se obtiene en forma de un
polvo blanco (23,3 mg, 81 %). CCM (DCM 90/MeOH 10): Rf=0,55; RMN 'H (500 MHz, DMSO-
d6): 0,76 a 0,81 (m, 6 H); 1,02 (s, 3H); 1,07 (d, J=6,9Hz, 3H); 1,13 {8, 3 H);1.27a 1,33 (m, 7
H); 1,52 a 1,63 (m, 2 H); 1,82 (sxt, J=6,8 Hz, 1 H); 2,06 (s ancho, 1 H); 2,25 a 2,34 (m, 1 H); 2,37
(s, 3 H); 2,57 (s, 2 H); 2,66 a 2,76 {m, 2 H); 2,97 a 3,06 (m, 3 H); 3,332 3,38 (m, 1 H); 3,75 (s, 2
H), 3,83 (s, 3H); 3,88 (d, J = 1,6 Hz, 1 H); 4,27 (ddd, J=3,7 y 8,0 y 11,4 Hz, 1 H); 4,93 (dd, J =
3,7y97Hz, 1H), 512 (dd, J=58y 11,3 Hz, 1 H);, 5,82 (dd, J = 1,5 y 15,2 Hz, 1 H); 6,49 (ddd,
J=3,8y 11,3y 15,2 Hz, 1 H); 7,07 (d, J =8,5Hz, 1 H); 7,18 (dd, J= 1,9y 8,5 Hz, 1 H}; 7,23 (dd, J
=26y95Hz, 1H);7,26(d, J=82Hz, 2H); 7,30 (d, J=1,9Hz, 1 H); 7,35 (d, J = 8,2 Hz, 2 H);
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8,35 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 832 [M+ H]"; m/z = 830 [M - HI"; tx = 0,96 min.

Ejemplo 3: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(S)-1-((2R,3R)-3-{4-[(2-
mercapto-2-metil-propilamino)-metil)-fenil}-oxiranil}-etif]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-
ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

ﬂ”‘

I
bx/@jl/ ct HS
B 13 Av\jﬂ) S s ’”\/\N’&o\@n

El producto 13 (10,6 mg; 12,8 pmol) se disuelve en una mezcia de etanol (1,5 ml) / agua (1,26
ml). Se adiciona a continuacién TCEP (9,1 mg, 31,9 umol) y se agita la mezcla durante 2 h 30
min a temperatura ambiente. Se diluye la mezcla en 15 ml de AcOEL y la fase organica se lava
con una mezcla 1/1 de agua y de una solucién acuosa saturada de NH,CI (5 ml). Después de
secado de la fase organica sobre MgSQ,, fiitracion y evaporacion de los disolventes a presién
reducida, el producto bruto obtenido se purifica finalmente por cromatografia sobre gel de silice
eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 92/8. EI compuesto Ej3 se obtiene bajo la
forma de un sélido blanco (6.4 mg; 63 %). CCM (DCM 90/MeOH 10): Rf=0,47; RMN 'H (500
MHz, DMSQ-d6}): 0,80 a 0,86 (m, 6 H); 1,06 (s, 3 H); 1,11 (d, J =69 Hz, 3 H); 1,18 (s, 3 H); 1,31
a 1,38 (m, 7 HY; 1,57 a 1,67 {m, 2 H); 1,87 (sxt, J=6,8 Hz, 1 H); 2,29 a 2,38 {(m, 1 H); 2,56 (s, 2
H); 2,70 a 2,80 (m, 2 H); 3,00 a 3,11 (m, 3 H); 3,39 a 3,43 {m, 1 H); 3,82 (s, 2 H); 3,87 (s, 3 H);
392(d,J=19Hz, 1H), 4,31 (ddd, J=3,6 y8,0y 11,5 Hz, 1 H); 4,97 (dd, J =3,7 vy 9,7 Hz, 1 H};
517 (dd, J=58y 11,3Hz, 1 H); 5,86 (dd, J = 1,4 y 15,1 Hz, 1 H); 6,54 (ddd, J=3,8 y 11,3y 15,1
Hz, 1H);, 7,11 (d, J=87Hz, 1 H); 723 (dd, J=19y 8,7 Hz, 1 H); 7,27 (dd, J = 2,7 y 9,6 Hz, 1
H), 7,31 (d, J=8,0Hz, 2H); 7,34 (d, J = 1,9 Hz, 1 H); 7,42 (d, J = 8,0 Hz, 2 H); 8,40 {d, J=8,0 Hz,
1 H). LCMS (A2): ES m/z = 786 [M + H]"; m/z = 784 [M - H]"; t = 0,92 min,

Ejemplo 4: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(5)-1-{{2R,3R)-3-{4-
[({2-mercapto-2-metil-propil}-metil-amino)-metil]-fenil}-oxiranil)-etii]-6,6 -dimetil-1,4-dioxa-
8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetracha

S E I, l\ﬁ

Compuesto 14: Metil-[2-metil-2-metildisulfanil-prop-(E}-iliden)-amina

-

p )
NH

~arS + o2 —_— e =S

K e

Se disuelve 1 g (6,66 mmal) de 2-{metilditio)-isobutiraldehido en 10 ml de THF anhidro, en
atmosfera inerte. Se afiade ia solucion de metilamina 2 M en THF (33,3 ml, 66,6 mmol) y

/0]
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después se agita la mezcla durante 5 h a temperatura ambiente. Se diluye con 50 ml de AcOEt,
se lava con agua (30 ml), con una solucion saturada de NaCl (30 ml) y se seca sobre MgSQ,.
Después de filtracion y concentracion a presién reducida, se obtiene el compuesto 14 en forma
de un aceite amarillo palido (1,01 g, 93 %). RMN *H (400 MHz, cloroformo-d): 1,46 (s, 6 H); 2,36
(s, 3H); 3,32 (5, 3H); 7,52 (s, 1 H).

Compuesto 15: 2-Metil-2-metildisulfanil-propilamina
o]
e T’;’OT" e
s % YO 1 %
14 o 15

Una solucion del compuesto 14 (1,01 g, 6,185 mmol) en 30 ml de THF se purga con argdn y se
enfria a 0 °C antes de afiadir, a 0 °C, 1,44 g (6,80 mmol) de triacetoxiborohidruro de sodio. La
agitacion se continta durante 15 h a temperatura ambiente: queda imina de partida; se afiaden a
0 °C, 1,44 g (6,80 mmol) de triacetoxiborohidruro de sodio y 354 ul {6,185 mmol) de acido
acético y después se continla la agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla se
diluye con 50 ml de AcOEt y se lava con agua (50 ml). E! pH de la fase acuosa se ajusta a 12
aproximadamente por adicion de 14 ml de una solucion acuosa de sosa 1 N y después se extrae
con éter dietilico (3x50 ml). Las fases organicas se relnen, se lavan con una solucion saturada
de NaCl (50 ml) y se secan sobre MgSQ,. Después de filtracion y concentracion a presién
reducida, el compuesto 15 se obtiene en forma de un aceite incoloro (695 mg, 68 %). RMN H
(400 MHz, DMSO-d6); 1,25 (s, 6 H); 1,47 (m extendido, 1 H); 2,31 (s, 3 H); 2,38 (s, 3 H); 2,53 (m,
2 H). LCMS (A2): ES m/z = 166 [M + H]"; tg = 0,28 min.

Compuesto 16: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-{(S)-1-{(2R, 3R)-3-(4-

{[(2-metil-2-metildisulfanil-propil}-metil-amino]-metil}-fenil }-oxiranil }-etil)-8,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 1 1-
/g: l S\SX/N /ogé o HNI.\ cl
: )5/\ L, Fynghe L
N ?

El compuesto 16 se puede obtener por sustitucion nucledfila del grupo cloro del derivado 2 por fa

diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

amina 15 aplicando el método descrito para la preparacion del compuesto 30.

Ejemplo_4: (E}-(35,10R,18S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-16-{{S)-1-[(2R,3R)-3-(4-{[(2-
mercapto-2-metil-propil}-metil-amino]-metil}-fenil)-oxiranil}-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-
ciclohexadec-13-eno-2,5,8,12-tetraona
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El ejemplo 4 se puede obtener aplicando el método descrito para la preparacién del ejemplo 6
compuesto 16.

Ejemplo 5: (E)-(3S,10R,165)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[{S)-1-({2R,3R)-3-{4-
[4{2-mercapto-2-metil-propil)-piperazin-1-ilmetil)-fenil}-oxiranil)-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-
8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetracna

Hsm”“@/}ij e

Compuesto 17: 4-(2-Metil-2-metildisulfanil-propil)-piperazin-1-carboxilato de terc-butilo

HQ . L \5’57(\'@ )

1 . Y
A una solucion, purgada con argon, de 1-Boc-piperazina (1,0 g, 5,37 mmol) en THF anhidro (20
ml) se afiaden el 2-{metilditio)-isobutiraidehido (5,37 mmol) y el isopropéxido de titanio (V) (8,71
mmol). La mezcla se agita durante 20 min a temperatura ambiente y después se realiza una
nueva adicion de 2-(metilditio)-isobutiraldehido (5,37 mmol) y de isopropoxido de titanio (IV)
(6,71 mmol). La agitacidn se continia durante 2 h y después se afiaden 12 ml de etanol y se
continua la agitacién durante 5 min. Se afiade cianoborohidruro de sodio (5,37 mmol), se agita la
mezcla durante 1 h antes de afiadir 5,37 mmoles suplementarios de cianoborohidruro de sodio.
Se continta la agitacién durante 1 h. La mezcla se concentra a sequedad y después se recoge
en AcOEL. Se afade agua produciendo la formacién de un precipitado que se filtra sobre vidrio
sinterizado, se lava con AcOEt y con agua. E! sélido obtenido se solubiliza en una solucion
acuosa de HCI 1 N (50 ml), se neutraliza el medio con una solucién acuosa de NaOH 5 N y
después se extrae con DCM. Las fases orgénicas se relinen, se lavan con una solucion saturada
de NaCl, se secan sobre MgSQ,, se filtran y se concentran a presion reducida. EI preducto bruto
se purifica por cromatografia sobre gel de sflice eluyendo con DCM/metanci de 100/0 a 97/3. El
compuesio 17 se obtiene bajo fa forma de un aceite amarilio palido (650 mg; 40 %). RMN *H
(400 MHz, DMSO-dB): 1,26 (s, 6 H); 1,39 (s, 9 H); 2,39 (s, 3 H); 2,42 (s, 2H); 2,44 2 2,48 (m, 4
H). 3,27 {m parcialmente enmascarado, 4 H). LCMS (A1) ES m/z = 321 [M + H]" m/z = 265 pico
de base; tg = 3,02 min.
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Compuesto 18: Hidrocloruro de 1-(2-metil-2-metitdisulfanil-propil)-piperazina
~ -3
S N ~ 3
7 K/NTO\}/ _— Y\N/WNHC'H
J 18

A una solucion del compuesto 17 {322 mg, 1,01 mmol} en dioxano (13 ml) se afiade una solucion
de HCI 4 M en dioxano (5 ml). La agitacidn se contimia durante 16 h a temperatura ambiente. La
mezcla se filtra sobre vidrio sinterizado, y se lava el sdlido obtenido con dioxano para dar el
compuesto 18 (231 mg, 90 %) en forma de un polvo blanco. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 1,31
(s ancho, 6 H); 2,42 (s, 3 H); 2,59 a 3,38 (m muy extendido, 10 H); 8,78 (m extendido, 2 H).
LCMS (A2): ES miz = 221 [M + H]"; tr = 0,46 min.

Compuesto  19: (E)(3S5,10R.168)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-6,6-dimetil-16-[{S5)-1-
((2R,3R)-3+{4-[4-(2-metil-2-metildisulfanil-propil}-piperazin-1-iimetil}-fenil}-oxiranil}-etil}- 1 4-dioxa-
8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraocna

Cl 0, .0 o HN_ cl ] 0. 0 o HN, o Cl

2 onrﬁlcj@:? o 13 E Oyulo\@?
A una solucién, purgada con argén, del compuesto 2 (15,02 mg, 20,93 pmol) en DMF anhidra
(0,9 ml) se afiade una solucidn del compuesto 18 (25,12 ymol) y de TEA (52,3 umol) en DMF (1
ml). La mezcla se agita a 40 °C bajo argdn. Después de 24 h, se afiaden 25,12 pmol del
compuesto 18 y 31,4 umol de TEA. Después de 24 h suplementarias a 40 °C, la reaccién se ha
terminado. Se diluye la mezcla con AcOEt (6 ml) y se lava con agua (2x6 m!), una solucion
saturada de NaHCOs (8 ml) y una solucion saturada de NaCl (6 ml). Después de secado de la
fase organica sobre MgSQ,, ésta se filtra v después se evapora a presion reducida para dar 46
mg de producto bruto. Se purifica el residuo por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con
una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 95/5. El compuesto 19 se obtiene en forma de un polvo
blanco (5,2 mg, 28 %). RMN 'H (500 MHz, DMS0-d6): 0,76 (d, J = 6,4 Hz, 3 H); 0,78 (d, J = 6,4
Hz, 3 H); 1,01 (s, 3H); 1,06 (d, J= 6,8 Hz, 3H); 1,13 (s, 3 H); 1,25 (5, 6 H); 1,27 a 1,33 (m, 1 H});
1,51a1,63 (m, 2H); 1.76 2 1,85 (m, 1 H); 2,232 2,32 (m, 1 H); 2,37 {m, 4 H); 2,39 (s, 3 H); 2,41
(s, 2 H); 2,563 22,56 (m, 4 H); 2,63 @ 2,76 (m, 2 H); 2,94 a 3,06 (m, 3 H); 3,34 (m parcialmente
enmascarado, 1 H); 3,40 a 3,48 (m, 2 H); 3,82 (s, 3 H}; 3,87 (d, J = 2,0 Hz, 1 H); 4,26 (ddd, J=3,8
y7.8y11,3Hz, 1H), 4,82 (dd, J=38y98Hz, 1H);507a514 (m, 1 H); 581 (d, J=152Hz 1
H); 6,48 (ddd, J=38y 11,3y 15,2 Hz, 1 H), 7,06 (d, J=8,5Hz, 1 H); 7,18 (dd, J=2,2y 8,5 Hz, 1
H); 7,21 a 7,32 {m, 8 H); 8,35 (d, J=8,3 Hz, 1 H). LCMS (A1): ES m/z = 901 [M + HI"; m/z = 451
pico de base; tg = 4,33 min.
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Ejemplo 5: (E)-{3S,10R,168)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(S)-1-((2R,3R)-3-{4-[4-(2-
mercapto-2-metil-propil}-piperazin-1-ilmetil]-fenil}-oxiranil}-etil]-6,8-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-
ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

s <Al s
JRACT R SO @@A’ A GO
b )\/\ ’J“\o St ’U\//\Hlo “o

- 1 /.\ |

El producto 19 (5,7 mg; 6,3 umol) se disuelve en una mezcla de etanol (0,8 ml) / agua (0,5 ml).
Se adiciona a continuacién TCEP (4,54 mg, 15,83 ymol) y se agita la mezcla durante 1 h a
temperatura ambiente. Se diluye la mezcla en 7 ml de AcOEt y la fase organica se lava con una
mezcla 1/1 de agua y de una solucion acuosa saturada de NH4Cl (7 ml). Después de secado de
la fase orgénica sobre MgS0,, filtracién y evaporacién de los disolventes a presion reducida, el
producto bruto obtenido se purifica por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una
mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 95/5. El compuesto Ejb se obtiene bajo la forma de un sélido
blanco (2,95 mg; 55 %). RMN "H (500 MHz, DMSO-d6): 0,77 (d, J = 6,3 Hz, 3H); 0,78 (d, J = 6,3
Hz, 3 H); 1,02 (s, 3 H); 1,06 (d, J=6,9Hz, 3 H); 1,13 (s, 3H); 1,27 (5, 6 H); 1,29 2 1,34 (m, 1 H);
1,522 1,63 (m, 2 H), 1,82 (m, 1 H); 2,29 (m, 1 H); 2,37 (5,2 H); 2,39 a3 2,41 (m, 4 H); 2,57 a 2,62
{m, 4 H); 2,65 a 2,76 {m, 2 H); 2,96 a 3,06 (m, 3 H); 3,34 {m, parcialmente enmascarado, 1 H):
3,46 (5, 2 H), 3,83 (s, 3H); 3.88 (d, J=2,2 Hz, 1 H); 4,27 (ddd, J=3,7 y 8,0y 11,5 Hz, 1 H); 4,93
(dd, J =37y 9,7 Hz, 1 H); 512 (m, 1 H); 5,82 (d, J = 15,2 Hz, 1 H); 6,49 (ddd, J=3,7 y 115y
152 Hz, 1 H); 7,07 (d, J=85Hz, 1 H); 7,18 (dd, J = 2,2y 8,5 Hz, 1 H); 7,21 a 7,33 (m, 6 H),
8,36 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A1): ES m/z = 855 [M + HJ*; m/z = 428 [M + 2HJ*" pico de base; tg
=413 min.

Eiemplo 6: (E)-{38,10R,16S)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(S}-1-({2R,3R)-3-{4-
[4-({2-[2-(2-{2-metil-[2-mercapto-2-metil-propilJamino-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etilymetilamino)-
metill-fenil}-oxiranil)-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en0-2,5,9,12-

tetraona
Jg/j/‘“’”\f °
| | H
s P e} HN, .~
HSLN\/\‘O/\/O\/\O/\/N jy\ l\@G
S ?

Compuesto 20: Tolueno-4-sulfonato de 2-{2-[2-(2-hidroxi-etoxi)-etoxi]-etoxil-etilo
03\ ,0\/\0/\/0\/\0/\\/0H

HO\/\O/\/O\/\O/‘VOH —_ 2

A una solucién, purgada con argdn y enfriada a 0 °C, se afaden sucesivamente 5 g (25,74

mmol} de tetraetilenglicol en 68,7 ml de DCM, en porciones con el fin de mantener una agitacion
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adecuada, 8,95 g (38,61 mmol) de &xido de plata y 5,40 g (28,31 mmol) de cloruro de tosiio. Se
afiaden 855 mg (5,15 mmol) de Kl en pequefas porcicnes con el fin de mantener la temperatura
de la mezcla inferior a 5 °C. Se continta la agitacién durante 1 h manteniendo la temperatura
inferior a 5 °C. Después de volver a temperatura ambiente, se filtra la mezcla sobre Clarcel, se
lava el residuc con DCM y después se concentra el filtrado a sequedad a presion reducida. Se
purifica el producto bruto por cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una
mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 95/5. El compuesto 20 se obtiene bajo la forma de un aceite
incoloro (5.4 g, 60 %). RMN 'H (400 MHz, DMS0Q-d6): 2,43 (s, 3 H); 3,40 (m, 2 H); 3,44 a 3,52
(m, 10 H); 3,58 (m, 2 H); 4,11 (m, 2 H); 4,53 (t, J = 5,4 Hz, 1 H); 7,48 (d, J = 8,3 Hz, 2 H); 7,78 (d,
J=8,3 Hz, 2 H). LCMS (A2): ES m/z = 349 [M + HI"; m/z = 371 [M + NaJ’; tr = 0,69 min.

Compuesto 21: 1-Azido-3,6-9-trioxaundecan-11-ol
0_-90\ ,O\AO/\/O\/\O/\,OH

—_— N‘,\/\O/\/O\,/\O/\_/DH
20 21

A una solucién de 54 g (15,51 mmol) del compuesto 20 en 40,6 ml de acetonitrilo anhidro se
afiaden 1,34 g (20,63 mmol) de NaN;y después se calienta la mezcla durante 6 h 30 min a
reflujo. Después de volver a temperatura ambiente, la mezcla se filtra sobre Clarcel y se
concentra a presidn reducida. Queda compuesto 20 de partida: se recoge el producto bruto en
25 ml| de acetonitrilo anhidro y se afiaden 230 mg (3,5 mmol) de NaN,. La mezcla se calienta a
reflujo durante 5 h. Después de volver a temperatura ambiente, se filtra sobre Clarcel y se
concentra a sequedad a presion reducida para dar el compuesto 21 en forma de un aceite
amarillo palido (3,37 g, 99 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 3,37 a 3,43 {m, 4 H); 3.45 a 3,58
{m, 10 H); 3,60 {m, 2 H); 4,54 (t, J=5,1 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 220 [M + H]"; m/z = 242
[M + Na]" pico de base; tg = 0,39 min.

Compuesto 22: N-Boc-aminoetoxi-etoxi-etoxi-etanol
Mo g O~ O ﬁ,ﬂxrrn\/\o/\/ox/\of\/o"'
2 o z

A una solucién, hecha inerte con argén, de 320 mg de paladio sobre carbén al 10 % en 5 ml de
AcOEt se afiade una solucién de 3,25 g (14,8 mmol) del compuesto 21, 6,46 g (29,6 mmol) de
dicarbonato de ferc-butilo y 4,13 ml (29,6 mmol) de TEA en 45 m! de AcOEL. La reaccién se lleva
a cabo durante 17 h a 30 °C bajo una presién de hidrégeno de 2 bares. Después de volver a
temperatura ambiente y presién atmosférica, se filtra fa mezcla sobre Clarcel y se concentra a
presién reducida. Se purifica el producto bruto por cromatografia sobre gel de silice utilizando
como eluyente una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 90/10. El compuesto 22 se obtiene bajo la
forma de un aceite incoloro (2,92 g, 67 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 1,37 (s, 9 H); 3,06 (q,
J=6,1Hz 2 H);, 337 (t J=6,1Hz, 2 H); 3,42 (m, 2 H); 3,46 a 3,53 (m, 10 H); 4,54 {t ancho,
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J=5,1 Hz, 1 H); 6,71 (t ancho, J=6,1 Hz, 1 H). LCMS (A1) ES m/z = 316 [M + Na]"; m/z = 194
pico de base; tr = 2,81 min.

Compuesto 23: Tolueno-4-sulfonato de 2-{2-[2-(2-tert-butoxicarbonilamino-etoxi}-etoxi]-etoxi}-
etilo

H s}
ﬁ/oxn/nx/\o/\/o\/‘\o/\/m" \\,OYN\/\O/\/O\/\O/\,OJ‘ -0
o ol

£ 23

A una sclucion, purgada con argén, de 3,06 g (10,42 mmol} del compuesto 22 en 20 ml de DCM
se afiaden 2,53 ml (31,26 mmol) de piridina. La mezcla se enfria a 0 °C y después se afiade gota
a gota una solucion de 2,98 g (15,63 mmol) de cloruro de tosilo en 10 ml de DCM. La agitacién
se continlia durante 15 h a temperatura ambiente. La mezcla se diluye en 20 ml de DCM, se lava
con una solucidn saturada de NaHCO; (30 ml), con agua (2x30 ml) y con una solucién saturada
de NaCl (30 ml) y se seca scbre MgSQ,.. Después de filtracién y concentracion a presién
reducida, el producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice utilizando como
eluyente una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 90/10. El compuesto 23 se obtiene en forma
de un aceite amarillo palido (4,38 g, 94 %). RMN "H (400 MHz, DMSO-d6): 1,37 (s, 9 H); 2,42 (s,
3 H); 305(q, J=6,1Hz, 2 H); 3,36 (, J = 6,1 Hz, 2 H); 3,46 {(m, 8 H); 3,58 (m, 2 H}; 4,10 (m, 2
H): 6,71 (t ancho, J=6,1 Hz, 1 H); 7,48 (d. J = 7.8 Hz, 2 H); 7,78 (d, J=7,8 Hz, 2 H). LCMS (A2):
ES m/z = 448 [M + H]"; m/z = 470 [M + Na]’; m/z = 348 pico de base; m/z = 492 [M - H + HCO;H]
itr = 1,00 min.

Compuesto 24: (2-{2-[2-(2-Azido-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etil}-carbamato de terc-butilo

H ] H
ﬁ,oxl‘r“\/\o/\/o\/\o/\/o\" -0 *O\H/N\/\O/\/O\/\O/\/Ns
o] 2 @ 24

A una solucidn de 4,38 g (9,79 mmol) del compuesto 23 en 25 ml de acetonitrilo, se afiaden
846 mg (13,02 mmol) de azida de sodio y después se calienta la mezcla durante 6 h a reflujo.
Queda compuesto de partida en proporcion importante: después de volver a temperatura
ambiente, se afaden 1,7 g (26,13 mmo!) a la mezcla. Se mantiene la agitacidon duranie 24 h a
reflujo. Después de volver a temperatura ambiente, la mezcla se filtra sobre Clarcel y se
concentra a presion reducida. Se purifica el producto bruto por cromatografia sobre gel de silice
utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 90/10. El compuesto 24 se
obtiene bajo la forma de un aceite amarillo palido (2,16 g, 69 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6):
1.37 (s, 9 H). 3,06 (9, J = 6,1 Hz, 2 H); 3,34 2 3,43 {m, 4 H); 3.46 a 3,58 (m, 8 H); 3,60 (m, 2 HY);
6,70 (t ancho, J=6,1 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 341 [M + Na["; tr = 0,81 min.

[OF
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Compuesto 25: (2-{2-[2-(2-Azido-etoxi)-etoxil-etoxi}-etil}-metil-carbamato de terc-butilo
\\,OTH\/\O'«/O\/\O/\/N___ *OTL\/’\O/\/U\/\O/\/W
o 24 o 25

A una solucion, purgada con argon y enfriada a 0 °C, se afiaden sucesivamente 2,06 g (6,47
mmol) del compuesto 24 en 25 ml de THF anhidro, a 0 °C, 854 mg (21,35 mmol) de NaH al 60 %
en dispersion en un aceite mineral (en porciones) y 886 pl (14,23 mmol) de yoduro de metilo. La
agitacion se continda durante 1 h a 0 °C y después durante 16 h & temperatura ambiente. Se
filtra la mezcla sobre Clarcel, se lava con THF y se concentra a presion reducida. Se purifica el
producto bruto por cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de
DCM/metanol de 99/1 a 90/10. E) compuesto 25 se obtiene en forma de un aceite incoloro (1,67
g, 78 %). RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 1,39 (s, 9 H); 2,80 (s ancho, 3 H); 3,29 (t parcialmente
enmascarado, J=5,6 Hz, 2 H); 3,38 (m, 2 H); 3,46 a 3,56 (m, 10 H); 3,60 (t, J=5,4 Hz, 2 H).

Compuesto 26: (2-{2-[2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil}-metil-carbamato de terc-butilo

| |
%OTN\/’\U/\/O\/\D/\/NS *OYN\/\O/\/O\/’\O/‘\/NHI
[s] o]

] %

A una solucion, purgada con argon, de 1,66 g (4,99 mmol) del compuesto 25 en 20 mi de THF se
afiaden sucesivamente 1,31 g (4,994 mmo!} de trifenilfosfina y 108 ! (5,99 mmol} de agua. La
agitacién se continda durante 25 h 30 min vy después se concentra la mezcla a sequedad y se
purifica por filtracidn SPE sobre un cartucho SCX (Varian) acondicionado y lavado con metanol y
después eluido con una solucién de amoniaco 0,5 N en metanol. El compuesto 26 se obtiene en
forma de un aceite incoloro (1,23 g, 80 %). RMN "H (400 MHz, DMSO-d6): 1,39 (s, 9 H); 2,85 (t,
J=59Hz 2 H); 280 (s ancho, 3H; 3,29 (t, J=59Hz, 2H); 3,36 (t, J=57Hz, 2H);345a
3,56 (m, 10 H). LCMS (A2): ES m/z = 307 [M + HI'; tz = 0,49 min.

Compuesto 27 Metil-[2-(2-{2-[2-(2-metil-2-metildisulfanil-propilamino)-etoxij-etoxi}-etoxi)-etil)-
carbamato de ferc-butilo
QrOTPE‘\/\G/\/O\/\O/\/NH:__ QrUT'L\/\O/\/va\o/\/“\)LSIS\
0 6 o) z

A una solucién, purgada con argédn, de 131 mg (426 umol} del compuesto 26 en 3 ml de DCM se
afladen sucesivamente 64 mg (426 umol) de 2-metilditio-isobutiraldehido, 126 mg (596 umel) de
triacetoxiborohidruro de sodio y 24,4 pl (426 pmol) de Acido acético. La agitacion se continda
durante 6 h a temperatura ambiente bajo Ar, se sofoca la reaccion por adicion de 1 mi de una
solucion acuosa de sosa 1 N y después se extrae la mezcla con 10 m! de éter distilico. Después
de concentracion a presién reducida, el producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de
silice utilizando coma eluyente una mezcla de DCM/fisopropanol 90/10 que no permite separar la
amina residual esperada de la amina de partida. El producte obtenido se purifica de nuevo por

cromatografia sobre fase inversa RP18 utilizando como eluyente una mezcla de aguafacetonitrilo

/0%
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de 95/5 a 5/95. El compuesto 27 se obtiene en forma de un aceite incoloro (67 mg, 36 %). RMN
H (400 MHz, DMSO-d6): 1,25 (s, 6 H); 1,39 (s, 9 H); 1,58 (m extendido, 1 H); 2,38 (s, 3 H); 2,59
(s, 2H}). 2,68 (t, J = 5,6 Hz, 2 H); 2,80 (s ancho, 3 H); 3,46 (t, J = 5,6 Hz, 2 H); 3,48 2 3,54 (m, 12
H). LCMS (At): ES m/z = 441 [M + H]"; tg = 3,29 min.

Compuesto 28: Metil-{2-[2-(2-{2-[metil-(2-méhil-2-metildisulfanil-propil)-amino]-etoxi}-etoxi)-etoxij-
etil}-carbamato de ferc-butilo
\\,OTJ‘V\O/\/O\/\QNH\/\LSﬁ\ _ . %OYPI*\/\O/\/O\/\D/\/'L\)LSA\
0 21 Q 28

A una solucion, purgada con argén y enfriada a 0 °C, de 65 mg (148 umol) del compuesto 27 en
1 ml de DCM se afiaden sucesivamente 19,5 mg (487 ymol) de NaH al 60 % en dispersidn en un
aceite mineral y 20 ul (325 pmol) de yoduro de metilo. La agitaciéon se contin(a durante 45 min a
0 °C y después durante 72 h a temperatura ambiente. Se filtra la mezcla sobre Clarcel y después
se concentra a presion reducida. Se purifica el producto bruto por cromatografia sobre gel de
silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 90/10. El compuesto 28
se obtiene en forma de un aceite incoloro (43 mg, 64 %). RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): 1,25 (s,
6H)139(s,9H); 232 (s, 3H); 239 (s, 3H); 254 (m, 2 H); 261 (t, J=6,1Hz, 2 H): 280 (s
ancho, 3 H); 3,42 a 3,54 (m, 14 H). LCMS (A2): ES m/z = 455 [M + H]*; tr = 0,77 min.

Compuesto  29:  Metil-(2-{2-[2-(2-metilamino-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etil}-(2-metil-2-metil-disulfanil-
propil}-amina

| | | I\)L
N N.
*OYN\/\O/\/O\/\O/\/ st\ HN\/\O/\/O\/\O/\/ S’S\
[¢]

= 2
A una solucion de 43 mg (95 umol) del compuesto 28 en 1,5 ml de DCM se afaden 351 pl de
TFA. La agitacién se continGia durante 5 h a temperatura ambiente y después se concentra la
mezcla a sequedad. Se purifica el producto bruto por filtracidn SPE sobre un cartucho SCX
{Varian) acondicionado y lavado con metanol y después eluido con una solucién de amoniaco
0,5 N en metanol. El compuesto 29 se obtiene en forma de un aceite incoloro (25 mg, 75 %).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 1,25 (s, 6 H); 1,75 (m extendido, 1 H); 2,27 (s, 3 H); 2,32 (s, 3 H);
2,39 (s, 3H), 2,53 (m, 2 H); 2,57 a 2,64 (m, 4 H); 3,44 (t, J = 5,7 Hz, 2 H); 3,46 a 3,55 (m, 10 H).
LCMS (A2): ES m/z = 355 [M + H]"; tz = 0,30 min.

Compuesto 30: {E}-(35,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(S)-1-({(2R,3R)-3-{4-
[4-({2-[2-(2-{2-metil-[2-metil-2-metildisulfanil-propillamino-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etilmetilamino)-
metil]-fenil}-oxiranil)-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

! | | :
] 04 -C HNJ;.u\@:Ci /S‘SLN\/\O/\’O\/\O/\/N OO HN:[;--\@:CI
; N
2 JSC o~ » J?” e e
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A una solucidn, purgada con argén, de 15,3 mg (21,3 umol) de compuesto 2 en 1 ml de
acetonitrilo anhidro se afiaden sucesivamente 18,6 pl (106,6 pmol) de DIPEA y una solucidn de
22,7 mg (64 pmol) del compuesto 29 en 1 m! de acetonitrile anhidro. La agitacion se continta
durante 24 h bajo Ar a 40 °C. Después de volver a temperatura ambiente, la mezcla se diluye
con 7 ml de AcOEt, se lava con agua {2 x 3 ml), con una solucidon saturada de NaHCO; (3 ml) v
con una solucidn saturada de NaCl {3 ml) y se seca sobre MgSQ,. Después de filtracion y
concentracidon a presion reducida, el producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de
silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol 90/10. El compuesto 30 se obtiene
en forma de un solido incoloro (14,6 mg, 66 %). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,76 (d, J = 6,1
Hz, 3H); 0,76 {d, J=6,1Hz, 3H); 1,00 (s, 3H); 1,04 (d, J=68Hz, 3H); 1,12 (s, 3H); 1,24 (5,6
H); 1,29 (m, 1 H); 1,50 a 1,62 {m, 2 H); 1,81 (m, 1 H); 2,15 (s, 3 H); 2,27 (m, 1 H); 2,31 (s, 3 H);
2,38 (s, 3 H); 2,45 a 2,54 (m parcialmente enmascarado, 4 H); 260 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 263 a
2,75 ({m, 2 H); 2,92 a 3,06 {m, 3 H); 3,25 a 3,35 {m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,44 a 3,54
(m, 14 H); 3,81 (s, 3 H): 3,87 (d. J=2,0 Hz, 1 H); 4,25 (ddd, J=3,9 y 8,3y 11,7 Hz, 1 H); 4,91 (dd,
J=34y98Hz 1H) 511 (ddd, J=1,5y 57y 11,5 Hz, 1 H); 580 (dd, J =1,5y 15,5 Hz, 1 H);
6,47 (ddd, J=3.,5y 11,5y 15,5Hz, 1 H}; 7,05(d, J=8,8Hz, 1 H); 7,17 (dd, J = 2,0 y 8,8 Hz, 1 H);
720a7,26(m,3H);7,27a7,33 (m, 3 H); 8,35 (d, J=8,3 Hz, 1 H). LCMS (A2} ES m/z = 1035 [M
+H]*; m/iz = 518 [M + 2H)"" pico de base' tg = 0,86 min.

Ejemplo 6: (E)-{33,10R,165)-10-(3-Cloro-4-metoxi-hencil)-3-iscbutil-16-[(S)-1-((2R, 3R)-3-{4-[4-
{{2-[2-(2-{2-metil-[2-mercapto-2-metil-propilJamino-etoxi}-etoxi}-etoxi}-etilimetilamino)-metil]-fenil}-
oxiranil)-etil]-8,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

A s’l‘v \/‘o"\f"v“a/\)‘\/(j/j) lu\(j:: ,.s/v\)‘\/\o/\/"\/\o/\,"\/g/:\ JL‘ l\bc'

Ejé

A una solucién de 10,9 mg (10,5 pmol) del compuesto 30 en 1,24 ml de etanol se afiade una
solucion de 12,06 mg (42,1 ymol) de TCEP en 1,04 ml de agua. La agitacion se contindia durante
4 h a temperatura ambiente. Se diluye la mezcla con 6 ml de AcOEt, se lava con una mezcla 1/1
de agua/NH4Clsa (6 ml) ¥ con una solucién saturada de NaCl (6 ml) y se seca sobre MgSO..
Después de filtracion y concentracion a presion reducida, el producto bruto se purifica por
cromatografia sobre gel de silice utilizando una mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 90/10. El
compuesto Ejé se obtiene en forma de un sélido blanco (7,36 mg, 71 %). RMN 'H (500 MHz,
DMS0-d6). 0,76 (d, J =59 Hz, 3H); 0,78 (d, J=59Hz, 3 H); 1,00 (s, 3H); 1,04 (d, J=6,8Hz, 3
H); 1,12 (s, 3 H); 1,25 (s, 6 H); 1,28 (m, 1 H); 1,51 a 1,62 (m, 2 H); 1,80 (m, 1 H); 2,15 (s, 3 H);
227 (m, 1H);, 234 (s,3H); 244 (s,2H); 251 (t,J=64Hz, 2H), 260 (s, 1H); 263 ({t,J=64
Hz, 2 H); 2,66 a 2,74 (m, 2 H); 2,83 a 3,04 (m, 3 H); 3,25 a 3,37 (m parcialmente enmascarado, 1
H);, 345 a 3,55 (m, 14 H); 3,81 (5, 3 H}; 3,67 (d, J =15 Hz, 1 H); 4,25 (ddd, J=3,7 y 80y 11,5
Hz, 1H); 4,91 {dd, J=3,4y 9.8 Hz, 1 H); 5,11 {ddd, J=1,5y 56 y 11,5 Hz, 1 H); 580 (dd, J=1,5
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y 15,2 Hz, 1 H); 6,47 (ddd, J=39y 11,5y 152 Hz, 1 H); 7,05 (d, J=8,8 Hz, 1 H); 7,17 (dd, J =
22y8,8Hz, 1H);7,.20a7,26 (m, 3H); 7,27 a 7,32 (m, 3 H); 8,35 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A1)
ES m/z = 989 [M + H])"; m/z = 495 [M + 2H]** pico de base’ tg = 3,24 min.

Eiemplo 7: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(S)-1-{(2R,3R)-3{4-
[44{2-[2-(2-{4-metil-4-metildisulfanil-pentanoilamino-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etil}metilamino)-
metil]-fenil}-oxiranil}-etil]-6,6-dimetii-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-

tetraona
J@/’j/l\/\//\ro
H | :
HsMNV\o/\/DV\oNN 050 HNl“"\@:C:
a
Yo

Compuesto 31: Metil-{2-(2-{2-[2-{(4-metil-4-metildisulfanil-pentancilamino)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etil]-
carbamato de terc-butilo

q J\/\N \\r TN\/\OA\/O\/\O/\/NH

Se disuelven 270 mg (649 pmol) del compuesto 4 y 199 myg (649 umol) del compuesto 26 en 1,5
ml de DMF y después se afiaden a la mezcla 100 pi (714 ymol) de TEA. La agitacion se continua

H
ﬁ/ YNV\O/\/O\AOWN\H/\XS’S\

Q

durante 16 h a temperatura ambiente. Se diluye 1a mezcia con 10 ml de AcOEL, se lava con agua
(2x5 ml) y con una solucién saturada de NaC! (5 ml) y se seca sobre MgSQ.. Después de
filtracién y concentracién a presion reducida, el producto bruto se purifica por cromatografia
sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metancl de 98/2 a 90/10. El
compuesto 31 se obtiene en forma de un aceite incoloro (251 mg, 80 %). RMN 'H (400 MHz,
DMSO-d6): 1,24 (s, 6 H); 1,39 (s, 9 H); 1,79 (m, 2 H); 2,16 (m, 2 H); 2,40 (s, 3 H); 2,80 (s ancho,
3 H), 318 (q, J=59Hz 2H) 339 (t J=59Hz, 2 H); 3,45 a 3,54 (m, 12 H); 7,88 (t ancho,
J=5,9 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 483 [M + H]"; m/z = 505 [M + Na]"; miz =527 [M- H +
HCOH]'; tg = 1,04 min.

Compuesto 32: N-{2-{24]2-(2-Metilamino-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etil)-4-metil-d-metil-disulfanil-
pentamida

| H ! H
quTNV\U/VO\/\ONN\n/\XS,S\ —— HN\/\O/\/D\/\O/\/N\“/\/KS,S\
[a}

2 o n o

A una solucién de 251 mg (520 pmol) del compuesto 31 en 8 ml de DCM se afiaden 1,93 mi
(26 mmol) de TFA. La agitacién se continla durante 3 h a temperatura ambiente y después se
concentra la mezcla a sequedad. El producto bruto se disuelve en el minimo de DCM y después
se trata varas veces con tolueno. Se purifica el producto bruto por filtracién SPE sobre un
cartucho SCX (Varian) acondicionado y lavado con metanol y después eluido con una solucidon

de amonfaco 0,5 N en metanol. El compuesto 32 se obtiene en forma de un aceite incoloro (159
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mg, 80 %). RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): 1,24 (s, 6 H); 1,79 (m, 2 H); 2,15 (m, 2 H): 2,27 (s, 3
H), 2,40(s, 3H), 258(t, J=5,7Hz, 2 H); 3,18 (g, J= 5,7 Hz, 2 H); 3,39 (t, y = 5,7 Hz, 2 H); 3,44
(t, J =57 Hz, 2 H); 3,47 a 3,54 {m, 8 H); 7,89 (t ancho, J=5,7 Hz, 1 H). LCMS (A1) ES m/z = 383
[M + HJ'; tr = 2,68 min.

Eiemplo 7: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-[(8)-1-((2R,3R)-3-{4-[4-
({2-[2-(2-{4-metil-4-metildisulfanil-pentancilamino-etoxi}-etoxi)-etoxi)-etil}metilamino )-metil]-fenil}-
oxiranil)-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

4 -
(o] \/©/ Zﬁ/mo .--'\QCI HE L\"ﬁ \_,/\0 Pl \/\0 /\/hl \QA;/;/O\/H\N;O Cl
: /(‘°J5\/‘ﬁl° . ° Jeaa. N

el /o H
El gjemplo 7 se puede obtener por sustitucién nucledfila del grupo cloro del derivade 2 por la

amina 32 aplicando el método descrito para la preparacion del compuesto 30 y después por
reduccidn del disulfuro aplicando el método descrito para la preparacion del ejemplo 6.

Ejemplo 8: (E)-(35,10R,168)-1043-Cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-{{5)-1-[(2R,3R)-3-(4-
mercaptometil-fenil}-oxiranil]-etil}-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-

2,5,9,12-tetraona
\/@/dxj\/\f\fo
HS 0 0 HN.__ <l
o .
s
Compuesto 33: dimero del gjemplo 8

Lo Tty Fed

El compuesto 2 (24,5 mg; 34,1 pmo') se disuelve en THF anhidro (2,5 ml) y la mezcla se enfria a

)

-10 °C antes de afadir hexametildisilatiano (44,3 pmol) y después una solucion de fluoruro de
tetrabutilamonio 1 M en THF (40,9 pmol). La mezcla se lleva de nuevo a temperatura ambiente y
ia agitacién se continda durante 1 h 30 min. Se diluye la mezcla por adicién de AcOEt (5 ml) vy la
fase organica se lava con una solucion acuosa saturada de NH,CI {5 ml). La fase acuosa se
extrae con AcOEt (2x5 ml). Las fases organicas se relnen, se lavan con una solucién acuosa
saturada de NaCl (5 ml). Después de secado sobre MgSQ, y filtracion, los disolventes se
evaporan a presion reducida. El producto bruto de la reaccion se purifica por cromatografia sobre
gel de silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 97/3. Se obtiene un sodlido
blanco, el compuesto 33 (19 mg; 78 %). RMN 'H (400 MHz, DMS0-d6): 0,78 (m, 12 H); 1,00 (s,
6 H); 1,04 (d, J = 6,8 Hz, 8 H); 1,11 (s, 6 H); 1,30 (m, 2 H); 1,49 — 1,83 (m, 4 H); 1,82 {m, 2 HY;
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226 (m, 2 H)y;, 263 - 272 (m, 4 H); 2,93 — 3,05 {m, 6 H); 3,25 — 3,37 (m parcialmente
enmascarado, 2 H}; 3,81 (s, 6 H); 3,82 (s, 4 H); 3,88 {d, J = 2,0 Hz, 2 H); 4,25 (ddd, J=3,7, 80 y
11,5 Hz, 2 HY, 4,91 (dd, J=3,7, 9,6 Hz, 2 H); 5,10 (ddd, J=1,3, 5,3 y 10,8 Hz, 2 H); 5,79 {dd,
J=1,3, 15,3 Hz, 2 H); 6,47 (ddd, J=3,7, 10,8 y 16,3 Hz, 2 H); 7,05 (d, J = 8,6 Hz, 2 H); 7,17 (dd,
J=2,0, 8,6 Hz, 2 H); 7,22 (dd, J=2,5, 9,3 Hz, 2 H); 7,26 - 7,32 (m, 10 H); 8,34 (d, J=8,0 Hz, 2 H).
LCMS (A2): ES mfz = 1427 [M + H]"; tg = 1,31 min.

Eiemplo _ 8: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-16-{(S)-1-[(2R,3R)-3-(4-
mercaptometil-fenil}-oxiranil}-etil}-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-

o Jns Al
ot b '/IU”“'/ }“MLJ s pa¥eaey

El compuesto 33 (11 mg; 7,7 ymol) se disuelve en metanol (8,8 ml). Se afiade a continuacién

tetraona

TCEP (76,7 pmol) en solucién en 2,2 ml de agua y se agita la mezcla durante 2 h a temperatura
ambiente. Se diluye la mezcla en 20 ml de AcOEt y |a fase organica se lava con una mezcla 1/1
de agua y de una solucidn acuosa saturada de NH4Cl (20 ml). La fase acuosa se extrae con
AcOEt (2x15 ml). Las fases organicas se relinen y se lavan con una solucién acuosa saturada
de NaCl (15 ml). Después de secado sobre MgSO, v filtracion, los disolventes se evaporan a
presion reducida. El producto bruto de la reaccidn se purifica por cromatografia sobre gel de
silice eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 95/5. Se obtiene un salido blanco,
Ej8 (4,7 mg; 31 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 0,79 (d, J = 6,4 Hz, 6 H); 1,00 (s, 3 H); 1,05
(d, J=86,9 Hz, 3 H); 1,12 (s, 3 H); 1,30 (m, 1 H); 1,50 — 1,63 (m, 2 H); 1,80 (m, 1 H); 2,27 (m, 1
H), 2,62 - 2,75 (m, 2 H);, 2,84 (t ancho, J=6,5 Hz, 1 H); 2,93 - 3,06 (m, 3 H); 3,34 (m
parcialmente enmascarado, 1 H); 3,73 (d ancho, J=6,5 Hz, 2 H); 3,81 (5., 3 H); 3,87 (d,J=16
Hz, 1 H); 4,25 (ddd, J=3,7, 8,0 ¥ 11,4 Hz, 1 H); 4,91 (dd. J=3,6, 9,6 Hz, 1 H); 5,11 (ddd, J=13,
53y 11,4 Hz, 1 H), 5,79 (dd, J=1,3, 15,2 Hz, 1 H); 6,47 (ddd, J=3,4, 11,3 y 15,2 Hz, 1 H}; 7,05
(d, J=8,5Hz 1H), 7,17 (dd, J=1,9, 8,5 Hz, 1 H); 7,22 (dd, J=2,3, 9,5 Hz, 1 H); 7,25 (d, J = 8,3
Hz, 2 H);, 7,28 (d. J = 1,9 Mz, 2 H); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2 H); 8,34 {d, J=8,0 Hz, 2 H). LCMS {A2):
ESmiz=715[M ++ H]"; m/z = 713 [M-HT; tg = 1,18 min.

Ejemplo 9: huzH11-SPDB-Ex1

B

Tp[tys WSNNA‘\Q}U 0 HN\ \

hu2H1%
,g\
L Ejo ° /]:1 J

Segun el método general en dos etapas, se tratan 10,4 mg (0,071 umol, 1,174 ml) de anticuerpo
desnudo hu2H11 a uma concentracién inicial de 8,86 mg/ml con 7 equivalentes del éster N-
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hidroxi-succinimidilo del acido 4-(2-piridilditio)butanoico (0,16 mg, 0,496 ymol) en solucion en
34,2 ul de DMA de tal manera que la concentracion final en anticuerpo sea de 8 mg/ml en la
mezcla. Después de purificacion, se obtienen 2,2 ml de anticuerpo hu2H11 modificado a una
concentracion de 4,28 mg/ml (9,42 mg, 91 %) con una media de 4,68 moléculas de
piridildisulfuros por anticuerpo. Se tratan 1,68 ml (7,2 mg, 0,048 ymol) de anticuerpo hu2H11
modificade con 1,03 mg de (E)-(33,10R,165)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-16-{{S)-1-
((2R,3R)-3-{4-[4-(4-mercapto-4-metil-pentanoil }-piperazin-1-iimetil]-fenil}-oxiranil-etil}-6 ,6-dimetil-
1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-etraona (compuesto Ejt, 1,148 umol) en
solucion en 101,2 yl de DMA. Después de purificacion sobre Superdex en presencia de 10 % de
NMP y concentracién sobre Amicon Ultra-15, se realiza el cambio de tampén final en un tampén
acuoso de pH=6,5 que contiene fosfato 0,01 M y NaCl 0,14 M. Se cbtienen entonces 1,5 ml de
conjugado Ej9 a una concentracion de 1,1 mg/mf con una media de 3 derivados de criptoficina
por anticuerpo (HRMS) y una pureza monomérica de 99,9 %.

Ejemplo 10: hu2H11-SPDB-Ex2

61y P S o \/] # —l
hu]-lﬂ N SWNGmm;L\'@C'i
Ej10 /,i‘ojﬁ"n 0 /qu

Segin el método general en una etapa, se tratan 13,5 mg (0,082 pmol, 1,318 ml) de anticuerpo
desnudo hu2H11 a una concentracion inicial de 10,24 mg/ml con 6 equivalentes del éster N-
hidroxi-succinimidilo del acido 4-(2-piridilditio)butanoico (0,18 mg, 0,551 pmol) en solucidn en
38,4 pl de DMA de tal manera que la concentracion final en anticuerpo sea de 9@ mg/ml en la
mezcla. Después de 2 h de agitacién a aproximadamente 2000 rpm a temperatura ambiente, se
afiaden sucesivamente a 1,333 ml (12,0 mg, 0,081 pmol) de la mezcla de anticuerpo hu2H11
modificado, 1,760 ml de tampon pH=~7.5-8, 543 pyl de DMA y después 1,73 mg de (E)-
(35,6R,10R,168)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil)-3-iscbutil- 16-[(S)-1-((2R,3R)-3-{4-[4-{4-mercapto-
4-metil-pentanoil}-piperazin-1-ilmetil]-fenil}-oxiranil)-etil]-6-metil-1,4-dioxa-8,11-diaza-
ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona (compuesto Ej2, 1,958 pmol) en solucion en 182 pl de
DMA. Después de purificacion sobre Superdex en presencia de 20 % de NMP y concentracion
sobre Amicon Ultra-15, se realiza el cambio de tampoén final en un tampén acuoso de pH=65
que contiene histidina 0,01 M, 10 % de sacarosa (p/v) y 5 % de NMP {v/v). Se obtienen entonces
1,5 ml de conjugado Ej10 a una concentracion de 2,83 mg/ml con una media de 3,7 derivados de
criptoficina por anticuerpo y una pureza monomeérica de 98,8 %.
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Ejemplo 11: hu2H11-SPDB-Ex5

Lys J'\/\,s 5 ’9\/ 1
hujiE[ N ﬂ ﬁ\ Tﬁl \Qm |
L Ej11 /b )YT-'I

ud
Segun el método general en una etapa, se tratan 9,45 mg (0,064 umol, 0,923 ml) de anticuerpo
desnudo hu2H11 a una concentracion inicial de 10,24 mg/ml con 6 equivalentes del éster N-
hidroxi-succinimidilo del acido 4-(2-piridilditio)butanoico (0,13 mg, 0,398 pmol) en solucién en
26,88 Ul de DMA de tal manera que la concentracion final en anticuerpo sea de 9 mg/mi en la

mezcla. Después de 2 h de agitacion a aproximadamente 2000 rpm a temperatura ambiente, se
afiaden sucesivamente a 1,0 ml (9,0 mg, 0,061 pmol) del medio de reaccion de anticuerpo
hu2H11 modificado, 1,45 ml de tampon de pH= 7,5-8, 265 pl de DMA y después 1,26 mg de (E)-
(35,10R, 168)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-16-[(S)-1-((2R,3R)-3-{4-[4-(2-mercapto-2-
metil-propil)-piperazin-1-ilmetil]-fenil}-oxiranil}-etil]-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 1 1 -diaza-ciclohexadec-
13-eno-2,5,8,12-tetraona (compuesto EjS, 1,472 pmol) en solucion en 285 i de DMA. Después
de purificacion sobre Superdex en presencia de 20 % de NMP y concentracion sobre Amicon
Ultra-15, se realiza el cambio de tampdn final en un tampdn acucso de pH=6,5 que contiene
histidina 0,01 M, 10 % de sacarosa (p/v) v 5 % de NMP (viv). Se obtienen entonces 2,5 ml de
conjugado Ej12 a una concentracion de 1,70 mg/ml con una media de 3,7 / 3,1 derivados de
criptoficina (UV / HRMS) por anticuerpo y una pureza monomeérica de 98,0 %.

Ejemplo 12: hu2H11-SPDB-Ex6

| l\.f\/\;D ‘
| ys '\an“omowO'\,N 0\\,0 HN\Y\O,\Cl‘

hu2H11 |
L. Ej12

Segun el método general en una etapa, se tratan 10,31 mg (0,070 umol, 1,006 ml) de anticuerpo
desnudo hu2H11 a una concentracion inicial de 10,24 mg/ml con 6 equivalentes del éster N-
hidroxi-succinimidilo de! acido 4-(2-piridilditio)butanoico (0,14 mg, 0,429 umol) en solucién en
29,32 pl de DMA de tal manera que la concentracién final de anticuerpo sea de 9 mg/ml en la
mezcla. Después de 2 h de agitacion a aproximadamente 2000 rpm a temperatura ambiente, se
affaden sucesivamente a 1,1 ml (9.9 mg, 0,067 umol) de la mezcla de anticuerpo hu2H11
modificado, 1,595 ml de tampén de pH = 7,5-8, 291 pl de DMA y después 1,60 mg de (E}-
{38,10R,163)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-16-{(8)-1-({2R,3R)-3-{4-[4-({2-[2-(2-{2-maetil-

[2-mercapto-2-metil-propillamino-etoxi}-etoxi)-etoxil-etillmetilamino)-metif]-fenil}-oxiranil)-etil]-6,6-

dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-enc-2,5,9,12-tetracna (compuesto Ejé, 1,617 umol)
en solucion en 314 pl de DMA. Después de purificacion sobre Superdex en presencia de 20 %

de NMP y concentracion sobre Amicon Ultra-15, se realiza el cambio de tampén finat en un
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tampdn acuoso de pH=6,5 que contiene histidina 0,01 M, 10 % de sacarosa (p/v) y 5 % de NMP
{v/v). Se obtienen entonces 3 ml de conjugado Ej12 a una concentracion de 1,97 mg/ml con una
media de 3,4 derivados de criptoficina por anticuerpo (HRMS) y una pureza monomérica de 99,8
Y.

Ejemplo 13: (4-{4-[{2R,3R)-3-((S)-1<{(E)«(3S,10R,16S)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-isobutil-
6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-oxiranil]-
bencil}-piperazin-1-il)-acetato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

FASLC

Compuesto 34: 4-Metoxicarbonilmetil-piperazin-1-carboxilato de terc-butilo

Ji§ X
HO Ok - - ~0 i O‘ ;X

Se disuelven 200 mg (1,07 mmol) de piperazin-1-carboxilato de terc-butilo en acetonitrilo anhidro
(10 ml). Se afiaden a continuacidn la TEA (1,07 mmol) v después el bromoacetato de metilo
(1,61 mmol). La suspensién blanca se agita durante 48 h a temperatura ambiente antes de la
adicién de una solucién acuosa saturada de NaHCO; (10 ml). La fase acuosa se extrae con
DCM (3x10 ml), las fases organicas se relnen, se lavan con una solucién acucsa saturada de
NaCl y se secan sobre MgSQ,. Después de filtracién y evaporacion de los disolventes a presion
reducida, se obtiene el producto bruto. Este producto bruto se purifica por cromatografia sobre
gel de silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol 88/2. Se obtiene entonces el producto
esperado 34, un aceite incoloro (174,8 mg; 63 %). CCM (DCM 90/MeCH 10): Rf = 0,66; RMN 'H
(300 MHz, DMSO-dg): 1,39 (s, 9 H); 240 a 2,48 (m, 4 H); 3,25 (5, 2 H); 3,28 a 3,33 (m
parcialmente enmascarado, 4 H); 3,61 (s, 3 H).

Compuesto 35: Hidroclorure del piperazin-1-il-acetato de metilo
0

° NJLOX 0 (\NHCIH
\DJJ\,N\) EL] - \DJ\/N\/I 5

Ef compuesto 34 (174 mg; 0,67 mmol) se disuelve en dioxano anhidro (5 ml) y se afade una
solucion de HCI 4 M en dioxano (0,02 mmol). Se agita la mezcla durante 5 h a temperatura
ambiente y despues se filtra la suspension sobre vidrio sinterizado. El sélido asi obtenido se lava
con dioxano {2 ml) .y después con éter isopropilico (2 ml) antes de ser secado a vacio. Se
obtiene un solido beige, 35 (131 mg; 100 %). RMN 'H (300 MHz, DMSO-dg): 2,88 a 2,97 (m, 4
H); 3,09a 3,19 (m, 4 H); 3,53 2 3,59 (m, 2 H); 3,65 (s, 3 H); 8,65 a 9,22 (m extendido, 2 H).

/&
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Compuesto 36: {4-{4-[(2R,3R}-3-((S}-1-{(E}-(3S,10R,16S)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-isobutil-
6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil}-oxiranil]-bencil}-
piperazin-1-il}-acetato de metilo

a 0
Wogong SONINS §:¥ vgeng SO
1 Eo%/\” 0 c|> 36 EOJY\ﬁ o c|>

El derivado 1 (20 mg; 28,6 ymol) se disuelve en DCM anhidre (1 ml) y se afaden TEA (71,5
pmol) y después CMS (45,8 umol). Después de 12 h a temperatura ambiente, el producto 2
formado no se ha aisiado. Se anaden TEA (85,7 umol) y después hidrocloruro de piperazin-1-il-
acetato de metilo 35 (42.8 ymol). Se agita la mezcla durante 72 h suplementarias a temperatura
ambiente antes de anadir DMF anhidra (1 mi) y Nai (30 pmol). Se agita la mezcia durante 48 h a
45 °C antes de diluirla con AcOEt (5 ml). La fase orgénica se lava con agua (2x2 ml), con una
solucién acuosa saturada de NaHCO; (2 mi)y con una solucion acuosa saturada de NaCl (2 ml).
Después de secado sobre MgSO, v filtracion, los disolventes se evaporan a presion reducida. El
producto bruto de la reaccién se purifica por cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con una
mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 98/2. El compuesto 36 se obtiene en forma de un solido
blanco (8,2 mg; 34 %). CCM (DCM 90/MeOH 10): Rf = 0,45; RMN "H (400 MHz, DMSO-d6): 0,77
(d,J=6,1Hz, 3H); 0,78 (d, J=6,1Hz, 3H), 1,00 (s, 3H);1,05(d, J=7,1Hz, 3H); 1,12 (5, 3
H), 1,27 a 1,32 (m, 1 H); 1,50 a 1,60 (m, 2 H); 1,74 a2 1,84 (m, 1 H); 2,21 2 2,30 (m, 1 H); 2,37 (s
ancho, 4 H); 2,64 a 2,74 (m, 2 H); 2,94 a 3,06 {(m, 3 H); 3,18 a 3.52' {m, parcialmente
enmascarado, 8 H}; 3,60 (s, 3 H), 3,81 (s, 3 H); 3,87 (d, = 2,0 Hz, 1 H); 4,20 a 4,31 {m, 1 H);
4,81(dd, J=38y9,9Hz, 1H); 511 (m, 1 H); 580 (d, J =152 Hz, 1 H); 6,48 (ddd, J=3,8 y 11,2
y152Hz, 1 H);, 7,05 (d, J=83Hz, 1H); 7,17 (dd, J=2,2y 8,3 Hz, 1 H); 7,20 a 7,33 (m, 6 H);
8,34 (d, J=8,1 Hz, 1 H). LCMS (A1): ES m/z = 839 [M + H]"; m/z = 420 [M + 2H}** (pico de base);
m/z = 837 [M ~ H]"; m/z = 883 [M + HCO2H - H]~ (pico de base); tr = 3,57 min.

Compuesto 37; Bromoacetato de alilo
0

Joo — o J 2

Br o]

Se disuelven en 25 ml de DCM 288 mg (4,95 mmol) de alcohol alilico. La solucién se enfria a 0
°C y después se afladen 760 pl (5,45 mmol) de TEA y 3,03 mg (24,8 ymol) de DMAP. Se agita la
mezcla a 0 °C y después se afiade 1,0 g (4,95 mmol) de bromuro de bromoacetilo. La reaccion
se continda durante la noche a temperatura ambiente. Se afade agua a la mezcla; la fase
acuosa se lava con DCM. Las fracciones orgénicas se reunen, se lavan con agua y una solucion
saturada de NaCl y se secan sobre MgSQ,. Después de filtracion y evaporacion de los
disolventes a presion reducida, se obtiene el producto 37 (747 mg, 84 %). RMN 'H (400 MHz,
DMSQO-d6). 4,18 (s, 2 H); 4,64 {td, =15y 54 Hz, 2 H); 5,25 (gd, 4 = 1,5y 10,5 Hz, 1 H); 5,35
{qd, J = 1,6y 17,2 Hz, 1 H); 5,92 (tdd, J=5,4 y 10,5y 17,2 Hz, 1 H).
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Compuesto 38: 4-Aliloxicarbonilmetil-piperazin-1-carboxilato de terc-butilo
OYO\\/ » JOL
N o N
[Nj \/’\OJ\/N /(2
H
A una solucion de 200 mg (1,07 mmol) de 1-Boc-piperazina en 8 ml de acetonitrile se afiaden

150 wl (1.07 mmol) de TEA y 250 mg (1,40 mmol) de bromoacetato de alilo 37. Se agita la

mezcla a temperatura ambiente durante 1a noche. La reaccion se para por adicion de una

solucidn saturada de NaHCO;. Se extrae la mezcla con AcOEt (3 veces); las fases orgénicas se
reanen, se lavan con una solucion saturada de NaCl y se secan sobre MgS0,. Después de
filtracion y evaporacién del disolvente a presion reducida, el producto bruto se purifica por
cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 95/5. El
producto esperado 38 se obtiene en forma de un aceite amarillo (314 mg; 100 %). RMN 'H (400
MHz, DMSO-d6): 1,39 (s, 9 H); 2,45 a 2,48 (m, 4 H); 3,25 a 3,34 (m parcialmente enmascarado,
6 H); 4,57 (td, J=1,5y 5,6 Hz, 2H); 522 {(gd. J =15y 10,3 Hz, 1 H); 5,30 (qd. J = 1,5y 17,1 Hz,
1 H); 5,83 a 5,98 (m, 1 H). LCMS (A2):ES m/z = 285 [M + H}"; m/z = 229 pico de base; tg = 0,51
min.

Compuesto 39: Hidrocloruro del piperazin-1-il-acetato de alilo
Q
NH HCt

o NJLO o

St K TSt
Se disuelven 314 mg (1,10 mmal) del compuesto 38 en 12,6 ml de dioxano y después se afiaden
5,5 ml {22,0 mmol) de una solucién de HCI 4 M en dioxano. La agitacién se continla durante la
noche a temperatura ambiente. Se concentra la mezcla a sequedad para dar el compuesto
esperado 39 en forma de un aceite amarillo (260 mg; 100 %). RMN "H (400 MHz, DMSO-d6):
2,792 2,88 (m, 4 H); 3,07 a 3,15 (m, 4 H); 3,48 a 3,51 {m, 2 H); 4,60 (td, J=1,5y 5,6 Hz, 2 H);
523(qd, J=15y 10,3 Hz, 1H); 532 (qd,J=15y 74 Hz, 1 H); 5,86 a 5,98 (m, 1 H); 8,74 (5
ancho, 2 H). LCMS (A2): ES m/z = 185 [M + H]"; tr= 0,19 min.

Compuesto 40: (4-{4-[(2R,3R}-3-({S)-1{{E)-(35,10R,168)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-isobutil-
B,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-oxiranil)-bencil}-
piperazin-1-il}-acetato de alilo

y - Q /\_/O y = a
E j?” o “ E“V‘ e
A una solucion, purgada con argén, del compuesto 2 (28,3 mg, 39,5 pmol) en acetonitrilo anhidro

(2.5 ml) se afiade una solucion del compueste 39 (118,5 ymol) y de TEA (198 pmol) en
acetonitrilo anhidro (1 ml). La agitacion se continla durante 24 h a 40 °C. Se diluye la mezcla
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con AcOEt (10 ml). La fase organica se lava con agua (10 mi), con una solucién acuosa saturada
de NaHCO; (10 ml) y con una solucién acuosa saturada de NaCl {10 ml). Después de secado
sobre MgSQ, y filtracién, los disolventes se evaporan a presién reducida. El producto bruto de la
reaccion se purifica por cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con una mezcla de
DCM/metanol 98/2. El compuesto 40 se obtiene en forma de un solido blanco (19,2 mg; 56 %).
RMN *H (500 MHz, DMSQ-d6): 0,75 (d, J = 6,3 Hz, 3 H); 0,77 {d, J = 6,3 Hz, 3 H); 1,00 (s, 3 HY;
1,05(d,J=69Hz, 3H); 1,12 (5,3 H); 1,252 1,33 (m, 1 H); 1,50 a 1,61 (m, 2 H); 1,74 a 1,84 (m,
1 H), 2,27 (dt, J=11,3 y 14,2 Hz, 1 H); 2,32 a 2,42 {m, 4 H); 2,52 {m parcialmenle enmascarado,
4 H); 264 a 274 (m, 2 H); 294 a 3,05 (m, 3 H); 3,25 (s, 2 H); 3,32 a 3,35 (m parciaimente
enmascarado, 1 H); 3,40 a 3,48 (m, 2 H); 3,81 (s, 3 H); 3,87 (d, J = 1,6 Hz, 1 H); 4,25 (ddd, J=3,7
y 8,0y 11,6 Hz, 1 H); 4,56 (td, J=1,5y 55 Hz, 2 H); 4,91 (dd. J = 3,7 y 9,7 Hz, 1 H); 5,11 (m, 1
H); 5,21 (qd, J=1,5y 10,5 Hz, 1 H}; 5,30 (qd, J = 1,5y 17,3 Hz, 1 H); 5,80 (d. J = 16,2 Hz, 1 H);
5,86 a2 5,95 (m, 1 H); 6,47 (ddd, J=3,8y 11,2y 15,2 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,5 Hz, 1 H); 7,17 (dd, J
=22y85Hz 1H),7,19a7,32(m, 6 H); 8,34 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A2). ES m/z = 865 [M +
HI"; m/z = 433,5 (M + 2H)** (pico de base); m/z = 863 [M - HJ"; m/z = 909 {M+HCO:H-HJ; tg =
0,92 min.

Compuesto 41: Acido (4-{4-[(2R,3R)-3-((S)-14{(E)-(3S,10R, 168)-10-[3-cloro-4-metoxi-bencii]-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-oxiranil]-

bencil}-piperazin-1-il}-acético
o HO
-~ le\@ B mﬂ%wl\@
&0 ,E:D . NTTo cl) “ Eo/ux\u a] c|>

A una solucién bajo argén del compuesto 40 (12,8 mg, 14,8 umol) en THF anhidro se afiaden
tetrakis(trifenilfosfina)paladio (1,48 umol) y morfolina (148 umol). Después de 3 h de reaccién, se
concentra fa mezcla a sequedad y se recoge en 5 ml de DCM. La fase orgénica se lava con una
solucion de 1 ml de HCI 0,1 N en 3 ml de agua (pH~5), se seca sobre MgSQ,, se filtra y se
evapora para dar el compuesto 41 (6,7 mg, 55 %). RMN 'H (500 MHz, DMSQ-d6): 0,76 (d J=
6,0 Hz, 3H); 0,78 (d, J = 6,0 Hz, 3 H); 1,00 (s, 3 H); 1,05 (d, J= 6,9 Hz, 3 H); 1,12 (s, 3 H); 1,28
(m, T H);1,52a159(m, 2H); 1,76 a 1,84 (m, 1 H); 2212232 (m, 1 H); 242 (d, J=6,6 Hz, 4
H); 2,58 a 2,76 (m, 6 H); 2,97 a 3,09 (m, 3 H); 3,14 (s ancho, 2 H); 3,33 (m enmascarado, 1 H);
3,46 (s ancho, 2 H); 3,81 (s, 3 H); 3,87 (d. J = 1,8 Hz, 1 H); 4,20 2 4,29 (m, 1 H); 4,88 a 4,93 (m,
1 H); 5,06 a 5,14 (m, 1 H); 5,80 (d. J =152 Hz, 1 H); 6,43 a 6,50 (m, 1 H); 7,05 (d, J = 8,5 Hz, 1
Hy 7,17 {dd, J=2,2y 85Hz, 1 H); 7,20 a 7.32 (m, 6 H); 8,34 (d, J=8,0 Hz, 1 H), LCMS {A2): ES
miz = 825 [M + H]"; m/z = 413 [M + 2HJ** (pico de base); m/z = 823 [M — H"; tg = 0,86 min.
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Eiemplo 13: (4-{4-[(2R,3R)-3-((8)- 1{(E)-(3S,10R, 165)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-isobutil-6,6-
dimetil-2,5,8,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-oxiranil-bencil}-
piperazin-1-il)-acetato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

o 9 P
ey SRt \/j\'°w’\V@/3/\_/\/\f°
o M owoo l-Nl " " Cl % o] SN P Oﬁ,oi HN:LWCI
a /\Ow b EN3 /C\O 7N e \%‘?
El ejemplo 13 se puede obtener activanda el acido 41 segun el método descrito para el ejemplo
18.

Eiemplo 14: (2-{2-[2-{2-{4-[(2R,3R)-3-{(S)-1{(E)-(3S,10R,165)-10-[3-Ccloro-4-metoxi-bencil]-
3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-
oxiranil]-bencilamino}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

o o o

N

! H H
[¢] Q. s} N Q. .0 HN._ .o Cl
° E °J$fﬁl° ::?

Compuesto 42: 3-(2-{2-[2-(2-terc-Butoxicarbonilamino-etoxi)-etoxil-etoxil-etoxi)-propanocate  de
alilo

H Q. C ﬁ 0 a] 0 Q ﬁ o]

0701/\, g O g \0:1_ P T\/ \/\0;\/ g \f%
A una solucion de &cido Boc-15-amino-4,7,10,13-tetraoxapentadecanoico (50 mg, 137 ymol) en
1,25 ml de DCM se afiaden sucesivamente el hidrocloruro de EDCI (164,2 pmol), la DMAP (13,7
Hmol) y el alcohol alilico (164,2 umol). Se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 16 h y
después se evapora a sequedad. El producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de
silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanot de 100/0 a 95/5. El compuesto 42 se obtiene
en forma de un aceite incoloro (37,5 mg; 67 %). RMN "H (400 MHz, DMSO-d6): 1,37 (s, 9 H);
2,57 (t,J=6,1 Hz, 2 H); 3,06 (q, J=6,1 Hz, 2H); 3,37 {t, J = 6,1 Hz, 2 H); 3,44 a 3,53 (m, 12 H),
3,64 (t, J =6,1 Hz, 2 H); 4,55 (id, J=16 y 5,4 Hz, 2 H); 5,20 (qd, J = 1,6 y 10,5 Hz, 1 H); 5,30 (qd,
J =16y 17,3 Hz, 1 H); 5,90 (tdd, J=5,4 y 10,5 y 17,3 Hz, 1 H); 6,70 (t ancho, J=6,1 Hz, 1 H).
LCMS (A2) ES m/z = 406 [M + H]"; m/z = 428 [M + Na]"; m/z = 306 pico de base; tg = 0,91 min.

Compuesto 43: Hidrocloruro du 3-(2-{2-{2-(2-amino-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propancato de alilo

0 N N /\/n 0 0 o o NH,
= 1(\/ 0 (o] \f [ Y\/ \/\0/\/ \/\O/\/ "
2 \|L © a
A una solucién del compuesto 42 (37,5 mg, 92,5 umoi} en 2 ml de dioxano se afiaden 460 i
(1,85 mmol) de una solucidn de &cido clorhidrico 4 M en dioxano. La agitacién se continta a
temperatura ambiente durante la noche vy después se evapora a sequedad el medio de reaccién
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para dar el compuesto 43 en forma de un aceite incoloro (31 mg, cuantitative). RMN 'H (400
MHz, DMSO-d6): 2,58 ({, J =6,1 Hz, 2 H); 2,96 {t, J = 54 Hz, 2 H); 3,48 2 3,53 (m, 8 H); 3,55 a
3,58 (m, 4 H); 3,60 (t, J=5,4 Hz, 2 H); 3,65 (t, J = 6,1 Hz, 2 H); 4,56 {td, J=16 y 5,4 Hz, 2 H);
5,21 (qd, J = 1,6 y 10,5 Hz, 1 H); 5,30 (qd, J = 1,6 y 17,3 Hz, 1 H); 5,91 (tdd, J=54 y 10,5y 17,3
Hz, 1 H); 7,91 (m extendido, 3 H). LCMS {A2): ES m/z = 306 [M + H]"; tr = 0,42 min.

Compuesto 44: (2-{2-[2-(2-{4-[(2R,3R)-3-({S)-1-{(E)-{38,10R, 163)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9, 12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil}-oxiranil]-
bencilamino}-etoxi)-etoxil-etoxi}-etoxi}-propanoato de alilo

H H H
cl DYO o HNI-UCI //'\/O\n/\,ﬂ\/\o/\vo\/\o/\/hl 050 HNI-\@G
0
G Rhe “ DA

A una solucion, purgada con argén, del compuesto 2 (12,7 mg, 17,7 pmol} en 1,48 ml de
acetonitrilo anhidro se afiaden sucesivamente 22,2 pl de TEA (159 umol} v 30,2 mg del
compuesto 43 (88,4 umol). La agitacién se contintia a 40 °C durante 24 h: queda compuesto 2
de partida; se afiaden de nuevo a la mezcla 22,2 4 de TEA (159 pmol) ¥ 30,2 mg del compuesio
43 (88,4 ymol) y se continta la agitacion a 40 °C durante 48 h suplementarias. Se afiaden 2 ml
de agua a la mezcla que después se extrae con 2x2 ml de ACOEtL. Las fases organicas se
rednen, se lavan con una selucién saturada de NaHCQ; (2 ml) y con una solucién saturada de
cloruro de sodio (2 ml) y se secan sobre MgS0,. Después de filtracién y concentracion a presién
reducida, el producto bruto de la reaccion se purifica por cromatografia sobre gel de silice,
eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 95/5. El compuesto 44 se obtiene en
forma de un solido blanco (4,8 mg; 27 %). RMN "H (500 MHz, DMSO-d6): 0,77 (m, 6 H): 1,00 (s,
3H);1,06(d, J=69Hz 3H) 1,12 (s, 3 H) 1,29 (m, 1 H); 1,49 a 1,60 (m, 2 H); 1,81 {m, 1 HY);
2,26 (m,1H), 256 (t, J=6,1Hz, 2H); 2,612 2,73 (m, 4 H); 2,93 a 3,04 (m, 3 H); 3,28 23,38 {m
parcialmente enmascarado, 1 H); 3,45 a 3,53 (m, 14 H); 3,63 (t, J=6,1 Hz, 2 H);3,72 (s, 2 H); 3,81
(s, 3 H); 3,86 (s ancho, 1 H); 4,25 (ddd, J=3,4 y 8,2 y 11,4 Hz, 1 H); 4,55 {(dm, J=5,4 Hz, 2 H);
4,90 (dd, J=3,9y 9,8 Hz, 1 H); 5,11 {ddd, J=14y 5,4 y 11,2 Hz, 1 H); 5,19 (dm, J=10,8 Hz, 1 H);
5,29 {dm, J=17,2 Hz, 1 H); 5,79 (dd, J = 1,4 y 15,2 Hz, 1 H); 5,90 (m, 1 H); 6,47 (ddd, J=39 y
11,2y 152Hz, 1 H); 7,05(d, J=8,8Hz, 1 H); 7,17 (dd, J =2,0 y 8,8 Hz, 1 H); 7,21 (m, 1 H); 7,24
(d,J=83Hz,2H);728(d,J=2,0Hz, 1 H}; 7,33 (d, J = 8,3 Hz, 2 H}; 8,35 (d, J=8,2 Hz, 1 H).
LCMS (A2): ES m/z = 986 [M + H]"; m/z = 493,5 [M + 2H])** pico de base; m/z = 984 [M-HJ; m/z =
1030 [M - H + HCOH] pico de base; tg = 0,95 min.
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Elemplo 14: (2-{2-[2-(2+{4-[(2R,3R)-3-((S)-1-{{E}-(35,10R, 165)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo- 1 4-dioxa-8, 11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-oxiranii]-
bencilamino}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanocato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

\L,l g
1 e ?
bk LT T SN Y ¢ 2 S S
Y\,, \'AO j o \\E:c é \ﬂ/\_, a \‘/\b’-\’ ﬁ, i l\L?‘\D
o JGea s ha T cohnh

El ejemplo 14 se puede obtener desprotegiendo el compuesto 44 segun el método descrito para
el compuesto 41 y activando el acido obtenido segin el método descrito para el ejemplo 18.

Ejemplo 15: (2-{2-[2-(2-{4-[(2R,3R)-3-((S)-1-{{E)-{3S,10R,168)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-

oxiranil]-benzil-metil-amino}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoato de 2,5-dioxo-pirrolidin-

1-ilo
LR fv U

Compuesto 45: Acido 3-[2-(2-{2-(2-({terc-butoxicarbenil-metil-aminc}-etoxi]-etoxi}-etoxi}-etoxi]-
propanoico

|

HC 0\/\0/\/0\/\0/\/“ O g O g M 20
™ T —"r 42
Se disuelven 520 mg (1,423 mmol) de acido Boc-15-amino-4,7,10,13-tetraoxapentadecanoico en
14 mi de THF anhidro y después se enfria la mezcla a 0 °C antes de afadir, por medio de una
espatula, 854 mg (2,135 mmol) de hidruro de sodio. La agitacion se continita durante 10 min a 0
°C y despueés se afiaden 150,6 pl (2,419 mmol} de yoduro de metilo a 0 °C. La temperatura se
deja volver a temperatura ambiente y se continla la agitacion durante 2 h. Se afaden 8 ml de
agua a la mezcla cuyo pH es acidificade a continuacién por adicion de acido acético para
obtener un pH=4. Se extrae con 3x10 ml de AcOEL. Las fases organicas se re(nen, se lavan con
10 ml de una solucién saturada de NaCl y se secan sobre MgSQ,. Después de filtracion y
concentracion a sequedad a presion reducida, el compuesto 45 se obtiene en forma de un aceite
incoloro (414 mg, 77 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 1,38 (s, 9 H); 2,43 (1, J = 6,4 Hz, 2 H);
2,80 (s ancho, 3 H), 3,29 (t, J = 5,9 Hz, 2 H); 3,45 a 3,52 (m, 14 H); 3,60 {t, J = 6,4 Hz, 2 H);
12,01 (m extendido, 1 H). LCMS {A2): ES m/z = 402 [M + Na]"; m/z = 378 [M-H]'; m/z = 280 pico
de base; tg = 0,95 min.
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Compuesto 46 3-[2-(2-{2-[2-(terc-Butoxicarbonil-metil-amino}-etoxil-etoxi}-etoxi)-etoxi]-
propanoato de alilo
} |
Ho\n/\/o\/\o/\/o\/\o’\/” o om/\/o\/\o,\/o\/\o/\,wYo

¥ A
] - OjL o " OjL

A una solucidn de 540 mg (1,423 mmol) del compuesto 45 en 15 ml de DCM anhidro se afaden
sucesivamente 327 mg (1,71 mmol) de EDCI, 17,4 mg (142 ymol) de DMAP y 116 pl (1,71 mmol)
de alcohol alilico. La agitacién se continGa durante 15 h a temperatura ambiente y después se
concentra la mezcla a sequedad. El producto bruto obtenido se purifica por cromatografia sobre
gel de silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 & 90/10. El compuesto 46 se
obtiene en forma de un aceite incoloro (337 mg; 56 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 1,38 (s, 9
H); 2,57 {t, J = 6,1 Hz, 2 H); 2,80 {s ancho, 3 H); 3,22 a 3,33 (m parcialmente enmascarado, 2 H);
3,44 a 3,54 {m, 14 H), 364 (t, J = 6,1 Hz, 2 H); 4,55 (d ancho, J=4,9 Hz, 2 H); 5,20 {d ancho,
J=10,3 Hz, 1 H); 5,30 (d ancho, J=17,1 Hz, 1 H); 5,90 (m, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 442 [M +
NaJ*; m/z = 320 pico de base; tg = 0,98 min.

Compuesto 47: 3-(2-{2-[2-(2-Metilaming-etoxi)-etoxi]-etoxil-etoxi}-propanocato de alilo

| |

0 N T . N B N O g O g N
IORas |t as SRS
A una solucién de 337 mg (0,802 mmol} del compuesto 46 en 20 ml de DCM se afaden 1,19 ml
(16,04 mmol) de TFA. La agitacidn se continGa durante 3 h a temperatura ambiente y después
se concentra la mezcla a sequedad a presion reducida. El producto bruto se purifica por filtracién
SPE sobre un cartucho SCX (Varian) acondicionado y lavado con metanol y después eluido con
una solucion de amoniaco 0,5 N en metancl. El compuesto 47 se obtiene en forma de un aceite
incoloro (208 mg, 81 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 2,27 (s, 3 H); 2,54 a 2,61 (m, 4 H); 3,44
{t, J =56 Hz, 2 H); 3,47 2 3,52 (m, 12 H}; 3,65 (t. J = 6,2 Hz, 2 H); 4,56 (d ancho, J=5,4 Hz, 2 H);
5,20 (d ancho, /=10,5 Hz, 1 H); 5,30 (d ancho, J=17,2 Hz, 1 H); 5,80 (m, 1 H). LCMS {A2): ES
miz = 320 [M+H]"; tr = 0,42 min.

Compuesto 48: (2-{2-[2-(2-{4-{(2R,3R)-3-({S)-1{(E}-{35,10R,16S)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec- 1 3-en-16-il}-etil}-oxiranil]-
bencilamino}-etoxi)-etoxil-etoxi}-etoxi)}-propanoato de alilo

s = o]
H | H
NeavasJUUSUSUSNUSIUT ¢ 55 ArTUp
o # b s} o [
: }Vlﬁ 9 ’ o E&\l\@.
A una solucion, purgada con argdn, del compuesto 2 (40 mg, 55,7 umol) en 5 ml de acetonitrilo

anhidro se afaden sucesivamente 48,5 ul de DIPEA (279 umol} y 53 mg del compuesto 47 (167
pmol). La agitacion se contintda a 40 °C durante 15 h; se afiaden 5 mi de agua a la mezcla que
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después se extrae con 4x5 ml de AcOEt. Las fases organicas se relinen, se lavan con una
solucion saturada de NaHCO; (5 ml) y con una solucion saturada de NaCl (5 ml} y se secan
sobre MgSQ,. Después de filtracién y concentracion a presion reducida, el producto bruto de la
reaccion se purifica por cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con una mezcla de
DCM/metanol de 100/0 a 90/10. EI compuesto 48 se obtiene en forma de un sélido incoloro (45,3
mg; 80 %). RMN *H (500 MHz, DMS0-d6): 0,76 (d, J = 5,9 Hz, 3 H); 0,78 (d, J = 5,9 Hz, 3 H);
1,00 (s, 3 H); 1,04 (d, J=6,8 Hz, 3 H); 1,12 (s, 3H), 1,29 (m, 1 H); 1,50 a 1,61 (m, 2 H); 1,80 (m,
TH); 215(s,3H); 228 (m, 1 H); 252, J=64Hz 2H); 256 (t, J=64Hz, 2H); 263a273
(m, 2 H); 2,94 a 3,06 (m, 3 H); 3,25 a 3,35 (m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,48 (s, 2 H);
349a3,51 (m, 12H); 3,52 (t, J =6,4 Hz, 2H); 3,63 {t, J=6,4 Hz, 2H); 3,81 (s, 3H); 3,87 (d, J =
1,5 Hz, 1 H); 4,25 (ddd, J=34 y 83y 11,5 Hz, 1 H); 4,55 (d ancho, J=5,0 Hz, 2 H); 4,91 (dd, J =
3,7y 95 Hz, 1 H); 511 (ddd, J=1,5y 5,7 vy 11,5 Hz, 1 H); 5,18 (dm, J=10,3 Hz, 1 H); 5,29 {dm,
J=17.6 Hz, 1 H); 5,80 (dd, J = 1,5y 15,2 Hz, 1 H}; 5,90 (m, 1 H); 6,47 (ddd, J=3,7 y 11,5y 15,2
Hz, 1H), 7.05(d, J=85Hz, 1 H); 717 (dd, J= 2,0y 85Hz, 1 H); 7,22 (dd, J =29y 9,8 Hz, 1
H); 7,25(d, J =8,3 Hz, 2 H); 7,28 (d, J = 2,0 Hz, 1 H); 7,30 (d, J = 8,3 Hz, 2 H); 8,35 (d, J=8,3 Hz,
1 H). LCMS (A2): ES m/z = 1000 [M+H]"; m/z = 500,5 [M + 2H]**; m/z = 1044 [M - H + HCO,HJ;
te = 1,01 min.

Compuesto 49: Acido (2-{2-[2-(2-{4-[(2R,3R)-3-((S)-14(E)-(3S,10R, 16S)-10-[3-cloro-4-metoxi-
bencil]-3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo- 1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-

etit}-oxiranil]-bencilamino}-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoico

0 o

| V@,A?/LN\F IW
&\/°~Tiﬂf\/°\/\o/\/°\/‘~o«\,,u o, u? umu Hb\o{/\,"wo/\/f’\/\o/\/" OTOQ Hul:ﬁa
a oMo a e Hre

Se disuelven 19 mg (18,9 umol) del compuesto 48 en 3,8 ml de THF anhidro y se purgan con
argdn. Se afiaden 6 pl (18,9 pmol) de dietilamina a la mezcla que se agita durante 15 min a
temperatura ambiente antes de afiadir 4,45 mg (19,8 umol) de acetato de paladio (I} y 18,89 mg
de trifenilfosfing sobre soporte. La agitacién se continda durante 6 dias a temperatura ambiente:
queda producto de partida pero la reaccidn no evoluciona méas. La mezcla se filtra, se concentra
a sequedad, se recoge en 2 ml de THF anhidro y se trata con 10 pl (31,5 ymol) de dietilamina y
10 mg de tetrakis{trifenil-fosfina)paladic durante 1 h. Se hidraliza la mezcla con 2 ml de una
solucidn acuosa de hidrogenosulfato de sodio 2 M y se extrae con 3 x 2 ml de DCM. Las fases
organicas se rednen, se lavan con una solucion saturada de NaCl (2 ml) y se secan sobre
MgSO,. Después de filtracidn y concentracidn a presién reducida, el producto bruto se purifica
por cromatografia sobre gel de silice injertada con diol eluyendo con una mezcla de
DCiM/metancl de 98/2 a 90/10. El compuesto 49 se obtiene en forma de un solido incoloro (5,4
mg; 30 %). RMN *H (500 MHz, DMS0-d6): 0,76 {t, J = 5,9 Hz, 3 H); 0,78 (t, J = 5,9 Hz, 3 H); 1,00
{s,3H); 1,04 (d, J=68Hz, 3H); 1,12 (5, 3 H); 1,31 {m, 1 H); 1,51 a 1,62 (m, 2 H); 1,80 {m, 1 H};
215(s,3H);, 228 (m, 1 H); 242 (t, J=64Hz, 2H), 2562 (t, J=64Hz, 2H), 2642273 (m, 2
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H). 2,94 a 3,04 (m, 3 H}); 3,25 a 3,44 (m parcialmente enmascarado, 3 H); 3,45 a 3,51 (m, 12 H);
353 (t, J=6,4 Hz, 2 H); 3,59 (t, J = 6,4 Hz, 2 H); 3,81 (s, 3 H); 3,87 (d, J = 2,0 Hz, 1 H); 4.25
(ddd, J=4,2y 7,8 y 11,5 Hz, 1 H); 4,91 (dd, J = 3,4 y 9.8 Hz, 1 H); 5,11 (dd, J = 5,4 y 11,2 Hz, 1
H); 5,80 (d, J = 15,2 Hz, 1 H); 6,47 (ddd, J=3,7 y 11,2y 152 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,3 Hz, 1 H);
717 (dd, J=2,0y 83 Hz, 1 H); 7,21a 7,27 (m, 3H); 7,28 a 7,32 (m, 3 H); 8,38 (d ancho, J=7.8
Hz, 1 H); 11,22 (m muy extendido, 1H). LCMS (A2): ES m/z = 960 [M+H]"; m/z = 480,5 [M +
2HP?* pico de base; m/z = 958 [M-HJ; tr = 0,90 min.

Ejemplo 15: Acido (2-{2-[2-(2-{4-[(2R 3R)-3-({S)-1-{€-(3S,10R,165)-10-[3-cloro-4-metoxi-bencil)-
3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 1 t-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil)-
oxiranil]-bencilamino}-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propancato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

A o 41
HO g 0 /\’N\/Oﬁ 0 0\/\0 /\,0\/\0 \/O/ Mﬂ
™~ o 33;1 — M oy Lj@j

El ejemplo 15 se puede preparar activando el acido 49 segtn el método descrito para el ejemplo
18.

Ejemplo 16: (2-{2-[2-(4-{(2R,3R)-3-[(S)-1-((E)~(3S,10R,168)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il)-etil]-
oxiranil}-benzil-piperazin-1-il}-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoato de 2,5-dioxo-pitrolidin-1-ilo

[s]
.0 O O 2 0
/E[ o%{\ﬁln\(:[?
Compuesto 50: Acido 3-{2-[2-(2-hidroxi-etoxi}-etoxij-etoxi}-propanoico
\},OW/\/O\/\O/’\/O\/\OH
Q

A una solucion de 300 mg (1,08 mmel) de 12-hidroxi-4,7,10-trioxadodecanoato de ferc-butito en

HOY\/OV-P\ O
o OH
o 50

8 ml de DCM se afiaden 1,6 ml (21,56 mmo!) de TFA. La agitacion se continda a temperatura
ambiente durante 3 h. Se concentra la mezcla a sequedad, se recoge en el minimo de DCM y se
trata varias veces con tolueno para dar el compuesto 50 en forma de un aceite amarillo palido
{240 mg, cuantitativo).

Compuesto 51: 3-{2-[2-(2-Hidroxi-etoxi}-etoxi]-etoxil-propanocato de alilo

HO\[(\JO\/\O/\/U\/\OH //’\JOY\/O\/\O/\/O\/\OH
Q 50 o] 51

A una solucion de 240 mg (1,08 mmol) del compuesto 50 en 3 ml de DCM se afaden
sucesivamente 248 mg (1,29 mmol) de EDCI, 13,2 mg (1,29 mmol) de DMAP y 88 ! {1,28 mmol)
de alcohol alilico. La agitacion se continia a temperatura ambiente durante 15 h y después se

concentra la mezcla a sequedad a presién reducida y el producto bruto se purifica por
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cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol de 98/2
a 90/10. El compuesto 51 se obtiene en forma de un aceite incoloro (144 mg, 51 %). RMN 'H
{400 MHz, DMSO-d6): 2,57 (t,J =6,2Hz, 2 H); 341 (m, 2 H); 346 33,52 (m, 10 H); 3,65 (t, J =
6,2 Hz, 2 H); 4,52 {t, J = 5,5 Hz, 1 H); 4,56 (m, 2 H); 5,20 (dm, J=10,5 Hz, 1 H); 5,50 (dm, J=17 4
Hz, 1 H); 5,90 (m, 1 H).

Compuesto  52: 4-(2-{2-[2-(2-Aliloxicarbonil-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil)-piperazin-1-carboxilato  de
tere-butilo

Wom/\/ox/\of\/ox/'\OH /\/07]/\/0\/\0/\/0\/\‘“/\
° i1 o 5 NTOY
[¢]

A una solucién, enfriada a 0 °C, de 94 mg (357 ymol) del compuesto 51 en 3,7 mi de DCM se

anaden sucesivamente 125 yl (893 pmol) de TEA y 30,4 ul (393 pmol) de cloruro de mesilo, y se
contin(a la agitacion a temperatura ambiente durante 1 h. Se concentra la mezcla a sequedad a
presion reducida vy después se recoge en 5 ml de acetonitrilo. Se afiaden a la solucidn 249 pl
(1,785 mmol) de TEA y 200 mg (1,071 mmol) de Boc-piperazina y la mezcla se agita y se
calienta durante 15 h a 40 °C. Después de volver a temperatura ambiente, se concentra la
mezcla a sequedad y se purifica por cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente
una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 90/10. El compuesto 52 se obtiene en forma de un aceite
incoloro (69 mg, 45 %). RMN "H (400 MHz, DMSO-d6): 1,38 (s, 9 H); 2,33 (m, 4 H); 2,46 (t, J =
59 Hz, 2 H); 2,57 {t, J = 6,2 Hz, 2 H); 3,28 (m parcialmente enmascarado, 4 H); 3,45 a 3,53 (m,
10 H); 3,64 {t, J = 6,2 Hz, 2 H); 4,55 (m, 2 H); 5,20 (dm, J=10,5 Hz, 1 H); 5,30 (dm, J=17,2 Hz, 1
H); 5,80 (m, 1 H).

Compuesto 53: 3-{2-[2-(2-Piperazin-1-il-etoxi}-etoxi]-etoxi}-propanoato de alilo
W“\g/\fow;'v"\/\w\rd TO\\/ . ,//\/01(\/0\/\;/\/0\/\@ .
o

A una solucion de 110 mg (256 pmol) del compuesto 52 en 10 ml de DCM se afiaden 380 ul
(6.11 mmol) de TFA. La agitacién se continla durante 24 h a temperatura ambiente, Se
concentra la mezcla a sequedad, se recoge en el minimo de DCM y se trata varias veces con
tolueno. El producto bruto se purifica por filtracion SPE sobre un cartuchc SCX {Varian)
acondicionado y lavado con metanol y después eluido con una solucién de amoniaco 0,5 N en
metanol. El compuesto 53 se obtiene en forma de un aceite incoloro {47 mg, 55 %). RMN 'H
(400 MHz, DMSO-d6): 2,58 (t, J = 6,2 Hz, 2 H); 3,10 a 3,36 (m ancho, 6 H); 3,45 a 3,78 (m
parcialmente enmascarado, 16 H); 4,56 (m, 2 H); 5,20 (dm, J=10,5 Hz, 1 H); 5,30 (dm, J=17.2
Hz, 1 H); 5,80 (m, 1 H}; 9,00 (m extendido, 1 H).

Compuesto  54: (2-{2-[2-(4-{(2R,3R)-3-{(S}-1-((E)-(3S,10R,16S)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-
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isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il }-etil]-oxiranil}-
benzil-piperazin-1-il)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-prapancato de alilo

\/@/(U\ixwo f\ﬂYﬂvO\/\o/\,O\/\D \WD
ol ) 040 HN._ .« cl o N va’o HNL o
2 E%ﬂl\@? u )f"J?A:\LU

El compuesto 54 se puede obtener por sustitucion nucledfila del grupo cloro del derivado 2 por 1a
amina 53 aplicando el método descrito para la preparacion del compuesto 30,

Compuesto 55 Acido  (2-{2-[2-(4-{(2R,3R)-3-[(S)}-1-({E)-(35,10R,165)}-10-{3-cloro-4-metoxi-
bencil}-3-isobutil-8,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,1 1-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il)-
etill-oxiranil}-benzil-piperazin-1-il)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanocico

,/’_\/o\g/\,ov.-\of\,o\/\ o J(ji?/;\rl'\@ _iowowc»vow@«@%;:lﬁ

El compuesto 55 se puede obtener seglin el método descrito para el compuesto 41.
Eiemplo 16:  (2-{2-[2-(4-{(2R,3R)-3-[(S)-1-((E)-(3S,10R, 16S)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-

isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il)-etil]-oxiranil}-
benzil-piperazin-1-il)-etoxil-etoxi}-etoxi)-propanocato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

“":r'\ﬁ\fbmﬂ\/\:} I\ -J/\W )'\,.P\r(\, \/\n/\ﬂ\/\./\' J\M\rO
55 J%\O:— Eft6 5)7 '&‘U

El gjemplo 16 se puede obtener segun el método descrito para el ejermplo 18.

Ejemplo 17: 3-(2{2-[2-(2-{2-[4-(4-{4-[(2R,3R)-2-{{S)-1-{(E)-(10R,165)-10-{3-Cloro-4-metoxi-
bencil)-3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexa-dec-13-en-16-
il}-etil)-oxiranil]-bencil}-piperazin-1-il)-1,1-dimetil-4-oxo-butilsulfanil]-acetiloamino}-etoxi)-

etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

Frormnrrodordy oo
E °J7f\ulm?

Compuesto 56: 3-(2-{2-[2-(2-{2-Bromo-acetiloamino}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanocato de 2,5-
dioxo-pirrolidin-1-ilo

e} [¢]
o} [»]
HEJJJ\/\Q/“\,,'f-)\_,/\0/"'\.,/C)\-.//\NH2 e q.o)k/\o/\/o\/\o/\v,o\/\”k/m
° i
A una solucion de acido 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxil-etoxi}-etoxi)-propicnico (671 mg, 2,53
mmol) en el DCM (10 ml}) se afiade una solucidn de bromoacetato de 2,5-diexo-pirrolidin-1-ila
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(2,53 mmol) en 4,7 ml de DCM. La agitacion se continla durante 15 min a temperatura ambiente
y después se afade DCC a la mezcla. Después de 4 h de reaccién, la mezcla se filtra sobre
vidrio sinterizado y después se evapora el filtrado v se purifica por cromatografia sobre gel de
silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 94/6. El aceite obtenido (800 mg) se
purifica de nuevo por cromatografia sobre gel de silice injertada con ciano, eluyendo con una
mezcla de DCM/metanol 98/1. Se obtiene el compuesto 56 en forma de un aceite incoloro (611
mg, 50 %). RMN H (500 MHz, DMSO-d6): 2,81 (s, 4 H); 2,92 (t, J = 5,9 Hz, 2 H); 3,23 (9, J = 5,9
Hz, 2H); 343 (t, J=59Hz 2H); 3,48a3,55{m, 12 H); 3,72 (t, J = 5,9 Hz, 2 H); 3,85 (s, 2 H);
8,30 (t ancho, J=5,9 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 483 [M + H]"; m/z = 481 [M - H]’; tg = 0,51

min.

Compuesto  7: (E}-(38,10R,168)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-8,6-dimetil-16-{(5)-1-
{(2R,3R)-3-{4-[4-(4-metil-4-metildisulfanil-pentanocil)-piperazin-1-ilmetil]-fenil}-oxiranii)-etil]-1,4-
dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-tetraona

Cl 0, .0 a HN, Cl N O, 0 HN__ . Gl
2 onrﬁlo\@? - 1 onﬁ\ul:@?
A una solucidn purgada con argon del compuesto 2 (19,8 mg, 27,6 umol) en acetonitrilo anhidro
(2,5 ml) se afaden sucesivamente TEA (138 pmol) y el hidrocloruro de la 4-metil-4-
metildisulfanil-1-piperazin-1-il-pentan-1-ona 6 (83 pmol). La agitacion se continda a 40 °C
durante 24 h y después se diluye la mezcla con AcOEt (10 ml). La fase organica se lava con
agua (2x10 ml), con una solucidn acupsa saturada de NaHCO; (10 ml) y con una seclucién
acuosa saturada de NaCl (10 ml). Después de secado sobre MgSQy, y filtracion, los disclventes
se evaporan a presion reducida. El producto bruto de la reaccion se purifica por cromatografia
sobre gel de silice, eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 99/1 a 90/10. Se obtiene un
polvo blanco, 7 (19,4 mg; 75 %). CCM (DCM 90/MeOH 10): Rf=0,6; RMN *H (400 MHz, DMSO-
d6): 0,75 -0,81 (m, 6 H); 1,01 (s, 3 H); 1,05(d, J =6,8Hz, 3H); 1,12 (s, 3 H); 1,26 (s, 6 H); 1,28
-1,33 (m, 1 H); 1,52 - 1,61 {m, 2 H); 1,76 — 1,83 (m, 2 H); 2,27 — 2,38 (m, 4 H); 2,39 (s, 3 H);
264 - 274 (m, 2H), 295 —3,05(m, 2 H); 3,24 — 3,34 (m, 6 H); 3,44 (br. 5., 4 H); 3,49 (s, 2 H);
3,81(s,3H); 3,88(d, J=1,7 Hz, 1 H); 4,22 - 4,29 (m, 1 H); 4,92 (dd, J=9,9, 3,5 Hz, 1 H); 5,08 —
5,15 (m, 1 H); 5,81 (d, J = 14,2 Hz, 1 H); 6,48 (ddd, J=15,2, 11,3, 3,5 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 86
Hz, 1 H); 7,17 (dd, J=84, 23 Hz, 1 H); 7,22 (d, J = 9.3 Hz, 1 H); 7,25 - 7,34 (m, 5 H); 8,34 (d,
J=8,1 Hz, 1 H). LCMS (A1): ES m/z = 943 [M + H]"; m/z = 941 [M - H]"; tr = 4,03 min.

Nota: ef compuesto 7 se puede preparar igualmente a partir de G=0Ms (véase el gjemplo 1)
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Compuesto_ Fi1: (E)-(3S,10R,16S)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-6,6-dimetil-16-[(S)-1-
((2R,3R)-3-{4-[4-{4-mercapto-4-metil-pentanoil }-piperazin-1-ilmetil)-fenil}-oxiranil}-etil]-1,4-dioxa-
8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,3,12-tetracna

M Ao
;r B e VgL S,

El compuesto 7 (17,9 mg; 18,97 umol) se disuelve en una mezcla de etanol (2,2 ml) / agua (1,8

Eil

ml} y se agita la mezcla. Se adiciona a continuacion TCEP (47,4 umol) y se agita la mezcla
durante 3 h a temperatura ambiente, y después se diluye por adicion de AcOEt (20 ml) y la fase
organica se lava con una mezcla 1/1 de agua y de una solucién acuosa saturada de NHLCl {20
ml) y después con 20 ml de una solucidn saturada de NaCl. Después de secado de la fase
organica sobre MgS0,, filtracidn y evaporacidn de los disolventes a presion reducida, el producto
Ej1 se obtiene bajo la forma de un sélido blanca (15,6 mg; 92 %). CCM (DCM 90/MeOH 10): Rf =
0,56; RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,76 — 0,81 (m, 6 H); 1,01 (s, 3 H); 1,06 (d, J = 6,8 Hz, 3 H);
1,13 (s, 3H); 1,24 (s, 6 H); 1,27 - 1,31 (m, 1 H); 1,56 — 1,64 (m, 2 H); 1,73 - 1,85 (m, 3 H); 2,26
—2,33{m, 3 H}), 236 -2,45{m, 4 H); 2,63 -2,75 {m, 2 H); 2,95 - 3,06 (m, 3 H); 3,34 - 3,36 {m, 1
H); 3,42 - 3,51 (m, 6 H); 3,82 (s, 3H); 3,89 (s, 1 H); 4,22 — 4,29 (m, 1 H); 4,92 (dd, J=9.,8, 3.4 Hz,
1 H); 5,12 {dd, J=10,8, 4,9 Hz, 1 H}; 5,81 (d, J = 15,2 Hz, 1 H); 6,48 (ddd, J=15,0, 11,4, 3,4 Hz, 1
H), 7,06 {(d, J =83 Hz, 1 H); 7,18 (dd, J=8,3, 1,5Hz, 1 H); 7,24 (d, J=9,8 Hz, 1 H); 7,26 — 7,36
{m, 5 H); 8,37 (d, J=7,8 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z =897 [M+ H]"; m/z =895 [M - H]" tr = 0,97

min.

Ejemplo 17:  3-(2-{2-[2-(2-{2{4-(4-{4-[(2R,3R)-3-{{S)-1-{{E)-(10R, 168)-10-(3-Cloro-4-metoxi-
bencil)-3-isobutil-6,6-dimetil-2.5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-
gtil}-oxiranil]-bencil}-piperazin-1-il}-1,1-dimetil-4-oxo-butilsulfanil]-acetiloamino}-etoxi)-etoxi]-
etoxi}-etoxi)-propancato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

7\/\/&"\ vv«r,o g Ay M\/‘a*\ﬁﬂi\}v\)\ﬁﬁi\/w
j A g7 /hﬁmﬁm

A una solucion, purgada con argdn, del compuesto Ej1 (15,6 mg, 17,8 ymol) en acetonitrilo

anhidro (1,0 ml) se afaden sucesivamente la DIPEA (19,12 ymol) y el compuesto 56
(19,12 pmol). La agitacidn se continlia a temperatura ambiente durante 4 h y después se afiaden
29,5 pmol suplementarios de DIPEA y se continla la agitacién durante 16 h. Al dia siguiente, se
anaden 29,5 pmol suplementarios de compuesto 56 y de DIPEA y se calienta Ja mezcla a 50 °C.
Después de 24 h suplementarias de reaccion, se afaden 22,6 pmol de compuesto 56 y 29,5
pmol de DIPEA v la mezcla se calienta a 60 °C durante 24 h suplementarias. Se para entonces

el calentamiento y se continiia la agitacion a temperatura ambiente durante 64 h. Se diluye la
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mezcla en 10 ml de AcOEt y la fase organica se lava con 2x10 mi de agua y después con 10 ml
de una solucidn saturada de NaCl. Después de secado de la fase orgénica sobre MgSQO,,
filtracién y evaporacidn de los disolventes a presion reducida, el producto bruto se purifica por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de DCM/metanol de 89/1 a 80/10. El
producto Ej17 se obtiene bajo la forma de un sélido incoloro (9,2 mg; 41 %). RMN 'H (500 MHz,
DMSO-d6): 0,77 a 0,82 (m, 6 H); 1,02 (s, 3 H); 1,06 (d, J =6,9Hz, 3H); 1,13 (5, 3 H); 1,23 (5, 6
H);, 1,26 a 1,35 (m, 1 H); 1,522 1,64 (m, 2 H); 1,682 1,77 (m, 2H); 1,78 a 1,86 (m, 1 H); 2,26 a
2,33 (m, 3H);235a2,41 (m, 4 H);268a276{m, 2H); 2,82 (s, 4 H); 293 (t, J = 6.0 Hz, 2 H);
2,96a 3,07 (m, 4 H); 3,13 (s, 2 H); 3,20 (q, I = 5.8 Hz, 2 H); 3,33 (m, 1 H); 3,38 a 3,57 (m, 18 H);
3,73, J=58Hz 2H), 3,83 (s, 3 H); 3,89 (5, 2H); 427 (m, 1 H); 4,93 (dd, J=3,8 y 10,0 Hz, 1
H), 5,13 (m, 1 H); 5,82 (d, J = 154 Hz, 1 H); 6,49 (ddd, J=38y 11,1y 154 Hz, 1 H); 7,07 (d, J =
8,8 Hz, 1 H); 7,45 a 7,37 (m, 7 H); 8,01 {t, J = 5,8 Hz, 1 H); 8,35 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A2):
ES m/z = 1299 [M + H]"; miz = 650 [M + 2H]*"; m/z = 1297 [M - HJ; tz = 0,92 min.

Eiemplo 18: 3-{2-{2-[2-(2{4-[(25,35)-3-((S)-1{(E}-(38,10R,16S}-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-
3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza~ciclohexa-dec-13-en-16-il}-etil)-
oxiranil]-benciloxicarbonilamino}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoato de  2,5-dioxo-

0%0 \/@/{&/\NO
1) o o B o 00 HN__ cl
a
o PEenes
Compuesto 58: Carbonato de 4-((23,358)-3-{{S)-1-[(E)-(33,10R,16S)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil}-

3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il]-etil}-
oxiranil}-bencilo y de 4-nitrofenilo

\/@/@J‘\/\?\fo @ 0 0

HE. o} O HN._ cl a [»] 0 HN.__ .o cl

- v o .

El derivado 57 (20 mg; 28,6 ymol, preparado segan Al-awar R.S., y al., J. Med. Chem. 2003, 46,
2985-3007) se disuelve en DCM anhidro (0,3 ml), la solucién se purga con argén antes de afadir

pirrolidin-1-ilo

=]

ta TEA (40 pmol) y después el clorcformiato de 4-nitrofenilo (32,32 pmol). Después de 3 h 30 min
de agitacién a temperatura ambiente, la mezcla se hidroliza y se diluye con 7 mi de AcOEL. La
fase organica se lava con agua y después con una solucién saturada de NaCl, se seca sobre
MgSQ,, se filtra y se evapora a sequedad para dar el compuesto 58 en forma de un sblido
blanco (23 mg, 93 %). LCMS (A3): ES m/z = 864 [M + H]*, m/z = 08 [M + HCO,H - H]; tg = 1,43
min,
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Compuesto_59: Acido 3-(2-{2-[2-(2-{4-[(25.35)-3-((S)-1-{(E)-(3S,10R, 16S)-10-[3-cloro-4-metoxi-
bencil]-3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexa-dec-13-en-16-il)-

etil}-oxiranil]-benciloxicarbonilamino}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propanoico

[

2 O 3 P

00 HN_. a HO OO~ M0 00, RN a
TASLCE — Ty pEvenss
A una solucién, purgada con argén, del compuesto 58 (23 mg, 26,6 ymol) en acetonitrilo anhidro
(1,6 ml) se afiaden sucesivamente acido 3-{2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propiénico
(39,9 pmol) y TEA (53,2 pmol). Después de 24 h de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla
se diluye con 10 ml de AcOEt. La fase organica se lava con 10 ml de agua que contiene 250
de HCI 0,1 N (pH=4). La fase acuosa se extrae con 10 ml de AcOFEt (2x); Las fases orgénicas se
retnen, se lavan con 10 ml de agua y después con 10 ml de una solucion saturada de NaCl, se
secan sobre MgSQ,, se filtran y se evaporan a sequedad para dar el compuesto 59 en forma de
un sélido amarillo muy palido (18,5 mg, 70 %). LCMS (A3): ES m/z = 990 [M + H]"; m/z = 988 [M
-HI": tr = 1,32 min.

Ejemplo 18: 3-(2-{2-[2-(2-{4-[(28,3S)-3-((S)-1-{(E}-(3S,10R,16S)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexa-dec-13-en-16-il}-etil}-
oxiranil]-benciloxicarbonilamino}-etoxi)-etoxil-etoxi}-etoxi)-propancato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo
Wwow%ﬂm ! /E"%”uln\@: — wow\;:«m;(o E"j’?"n%m

A una solucién, purgada con argén, del compuesto 59 (18,5 mg, 18,6 ymol) en THF (1,5 ml) se
afiaden sucesivamente la DIPEA (55,8 umol) y el carbonato de N,N’-disuccinimidilo (37,2 umol).
Después de 19 h de agitacién a temperatura ambiente, la mezcla se diluye con 10 mi de AcOEt,
se lava con 10 mi de agua (2 veces) y después con 10 ml de una solucion saturada de NaCl, se
seca sobre MgSQO, y se evapora a sequedad. El producto bruto se purifica por cromatografia
sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de heptano/AcOEt de 100/0 a 0/100 que contiene
10 % de isopropanol. El producto Ej17 se obtiene bajo |la forma de un sélido blanco (6,08 mg; 30
%). RMN "H (500 MHz, DMSO-d6): 0,83 a 0,88 (m, 6 H); 0,97 (d, J = 7,1 Hz, 3 H); 1,02 (s, 3 H);
115(s,3H); 1,47a 156 (m, 1 H); 1,582 1,68 (m, 2H); 1,822 1,80 (m, 1 H); 2,38 a 2,47 (m, 1
H); 2,602 2,66 (m, 1 H); 271(dd, J= 11,5y 14,4 Hz, 1 H); 2,80 (s, 4 H}; 2,91 (t, J = 6,0 Hz, 2 H);
2,94 23,07 (m, 3 H}, 3,14 (g, J = 6,0 Hz, 2 H); 3,37 a 3,56 (m parcialmente enmascarado, 15 H);
3,71 (t, J=8,0Hz, 2 H); 3,79 ({m, 1 H); 3,81 (s, 3 H); 4,27 (ddd, J=3,8 y 8,0y 11,3 Hz, 1 H); 4,96
a 5,05 (m, 3 H); 5,11 {m, 1 H); 5,88 (d, d = 15,4 Hz, 1 H); 6,48 (ddd, J=3,8 y 11,3y 15,4 Hz, 1 HY};
705(d, J=8,8Hz, 1 H); 7,14 a 7,39 (m, 8 H); 8,40 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z =
1087 [M + H]*; m/z = 1085 [M - H"; tr = 1,09 min.
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Ejemplo 19: (1-{4-[{2R,3R)-3-((S)-1{{E)-(3S,10R,165)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-
6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etif}-oxiranil]-
bencil}-1H-1,2,3-triazol-4-il}-hutanoato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

o
o]
b = = o
o N OO HNIN : jC|
T N
0&\'4 o (I)

Compuesto  60: (E)~(35,10R,16S8)-16-{(3)-1-[(2R,3R)-3-{4-Azidometil-fenil)-oxiranil]-etil}-10-{3-
cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-

Neasary v@/\“mr
AT T T e

A una solucion, purgada con argén, de 60 mg (85,8 umol) de compuesto 1 en 9 m! de THF
anhidro se afiaden 25,9 pl {120 pmol) de difenilfosforazida. Se agita la mezcla a temperatura
ambiente durante 10 min y después se enfria a 0 °C antes de afadir 18,0 yl (120 pmol) de DBU.
La agitacion se continda a temperatura ambiente durante 15 h. La reaccion no es completa: se
afaden 25,9 pl (120 pumol) de difenilfosforazida y 18,0 ul (120 ymol) de DBU y después se
continua la agitacion durante 24 h. Adn queda compuesto 1 de partida: se afiaden 25,9 il {120
umol} de difenilfosforazida y 18,0 pl (120 umol) de DBU y después se continua la agitacion
durante 24 h. Se hidroliza el medio de reaccién por adicién de 6 mi de agua y después se extrae
con DCM (3x6 ml). Las fases organicas se reinen, se lavan con una solucién saturada de NaCl
(8 ml) y se secan sobre MgSQ,. Después de filtracion y concentracién a presién reducida, el
producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una
mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 90/10. El compuesto 60 se obtiene en forma de un sélido
blanco {46 mg, 74 %). RMN 'H (500 MHz, DMSQ-d6): 0,76 (d, J = 6,3 Hz, 3 H); 0,78 (d, J=6,3
Hz, 3 H);1,00 (s, 3 H); 1,05 (d, J = 6,9 Hz, 3 H); 1,12 (s, 3H); 1,30 (m, 1 H); 1,492 1,63 (m, 2 H);
1,82 (M, 1 H); 227 (m, 1 H); 2,63 a 274 (m, 2 H); 2,95 a 3,05 (m, 3 H); 3,25 a 3,38 (m
parcialmente enmascarado, 1 H); 3,81 (s, 3 H); 3,92 (d, J = 1,9 Hz, 1 H); 4,25 (ddd, J=36y 8.0y
11,5 Hz, 1 H); 4,46 (s, 2 H); 4,92 (dd, J = 3,6 y 9,6 Hz, 1 H); 5,11 {ddd, J=1,5y 5,7 y 11,3 Hz, 1
H), 5,80 {dd, J=1,5y 15,1 Hz, 1 H); 6,48 {ddd, J=38y 11,3y 151 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,6 Hz,
1H), 717 (dd, J=22y86Hz, 1H);722(dd, J=26y 95Hz, 1H);728(d, J =22 Hz, 1H);
7,34 (d, J=8,3Hz 2H); 7,38 (d, J = 8,3 Hz, 2 H); 8,34 (d, J=8,0 Hz, 1 H). LCMS (A2): ESm/z =
724 M+ H)'; miz = 722 [M - H["; m/z = 768 [M — H + HCO,H] ™ pico de base; ts = 1,18 min.

Compuesto 61: Acido (1-{4-[(2R,3R)-3-((S}-1{(E)~(3S,10R,168)-10-[3-cloro-4-metoxi-bencit]-3-
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isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil}-oxiranil]-
bencil}-1H-1,2,3-triazol-4-il}-butanoico

A una suspension de 22 mg (30,4 pmol) del compuesto 60 en 500 pl de agua se afade una
solucion de 6,8 mg (60,8 umol) de acido 5-hexincico en 500 uyl de THF. Se afiaden a
continuacion 122 pi (12,2 umol) de una solucién acuosa 0,1 M de sulfate de cobre y 122 pl (24,3
pmol) de una solucién acuosa 0,2 M de ascorbato de sodio. La agitacién se continda durante 2 h
a temperatura ambiente. Se hidroliza la mezcla por adicion de 2 ml de agua y después se extrae
con AcOEL (3 x 2 ml). Las fases organicas se relnen, se lavan con una solucién saturada de
NaCl (3 ml) y se secan sobre MgSQ,. Después de filtracion y concentracion a presién reducida,
el producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una
mezcla de DCM/metanol de 88/2 a 80/10. El compuesto 61 se obtiene en forma de un solido
blanco (19,4 mg, 76 %}. RMN 'H (500 MHz, DMS0-d6): 0,73 (d, J = 6,4 Hz, 3 H); 0,75 (d, J=64
Hz, 3 H);1,00 (s, 3 H); 1,04 (d, J = 6,9 Hz, 3 H); 1,11 (s, 3 H); 1,29 {m, 1 H); 1,50 a2 1,58 (m, 2 H});
1,762 1,85 (m, 3H);2202230(m,3H); 262, J=77Hz,2H);265a272(m, 2H); 294 a
3,04 {m, 3 H); 3,28 a 3,38 (m parciaimente enmascarado, 1 H); 3,81 (s, 3 H); 3,89 (d, J = 1,6 Hz,
1 H); 4,25 (ddd, J=36y 80y 11,5 Hz, 1 H); 490 (dd, J = 3,6 y 9,6 Hz, 1 H), 5,10 (ddd, J=16 y
52y 11,2 Hz, 1 H); 5,53 (s, 2 H); 5,78 (dd, J = 1,6 y 15,0 Hz, 1 H); 6,46 (ddd, J=3,7y 11,2y 15,0
Hz, 1 H); 7.05(d, J=85Hz, 1 H), 717 (dd, J =19y 85 Hz, 1 H); 7,22 {dd, J =23 ¥y 8,5 Hz, 1
H); 7,28 (d, J = 1,9 Hz, 1 H}, 7,31 (s, 4 H); 7,92 (s, 1 H); 8,37 (d ancho, J=8,0 Hz, 1 H); 12,03 (m
muy extendido, 1H). LCMS (A2): ES m/z = 836 [M + HJ*; miz = 418,5 [M + 2H]** pico de base;
mfz = 834 [M - H]"; tg = 1,04 min.

Compuesto 62: (1-{4-[(ZR,3R)-3-((S)-1-{(E}(3S,10R,165)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil]-3-iscbutil-
6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil}-oxiranil]-bencil}-
1H-1,2, 3-triazol-4-il)-butanoato de metilo

A una solucién de 5 mg (6 ymol) del compuesto 61 en 500 yl de DCM y 200 pl de metanol se

7z

afiaden 4,5 Jl (9,0 ymol) de una solucién de trimetilsilildiazometano 2 M en hexano. La agitacion
se contintia durante 30 min. Se concentra la mezcla a presion reducida y se purifica por filtracion
sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de DCM/metanocl 98/2. El compuesto 62 se obtiene
en forma de un sélido blanco (5 mg, 98 %). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,72 (d, J = 6,4 Hz, 3
H), 0,75 (d, J =6,4 Hz, 3 H); 0,89 (s, 3 H); 1,04 (d, J =6,8 Hz, 3 H); 1,11 (s, 3H);, 1,28 (m, 1 H);
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1,502 1,59 (m, 2H); 1,79 (m, 1 H); 1,83 (m, 2 H); 2,25 (m, 1 H); 2,35 (1, J = 7,6 Hz, 2 H); 2,62 (t,
J=76Hz 2H);265a272(m,2H) 29 a 305 (m 3 H); 3,25 a 3,38 (m parcialmente
enmascarado, 1 H}; 3,57 (s, 3H); 3,81 (s, 3H); 3,89 (d, J=15Hz, 1H); 4,25 (ddd, J=37y 83y
11,4 Hz, 1 H); 4,89 (dd, J =34y 9,8 Hz, 1 H); 5,09 (ddd. J=15y 54y 11,4 Hz, 1 H); 553 (s, 2
H); 5,78 (dd, J=1,5y 15,2 Hz, 1 H); 6,46 (ddd, J=34y 11,4 ¥ 15,2 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,8 Hz,
1H); 717 (dd, J=2,0y88Hz, 1 H); 7,22 (dd, J=25y 9,8 Hz, 1 H); 7,28 (d, J = 2,0 Hz, 1 H);
7,31 (s, 4 H); 7,92 (s, 1 H); 8,34 (d, J=8,3 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 850 [M + H]"; m/z =
4255 (M + 2H)*" pico de base; miz = 848 [M - HJ"; m/z = 894 [M - H + HCOZHJ pico de base; ts =
1,11 min.

Eiemplo 19: (1-{4-[(2R,3R}-3-{(S)-1-{(E)-(35.10R, 168)-10-[3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-6,6-
dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8, 11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil}-oxiranil]-bencil}-1H-
1,2,3-triazol-4-il}-butanocato de 2,5-dioxo—pirro|idin—1-ilo

“0_2,\_/”:,,, '\/\/\fo pi_-,* /\/S/IW\(O
ﬂmwm J«M e

A una solucion, purgada con argén, de 13,4 mg (16 pmol) del compuesto 61 en 1,2 mi de THF se
afiaden sucesivamente 8,4 pl (48,1 ymol) de DIPEA v 8,21 mg (32,04 pmo!) de carbonato de
N,N'-disuccinimidilo. La agitaciéon se contintla a temperatura ambiente durante 26 h. Se hidroliza
la mezcla por adicion de 2 ml de agua y después se exirae con 2x2 ml de AcOEL. Las fases
organicas se rednen y se secan sobre MgS0Q,. Después de filtracion y concentracion a presion
reducida, el producto bruto se purifica por filtracion sobre gel de silice eluyendo con una mezcla
de DCM/metanol 98/2. El producto obtenido contiene 0,15 mol de NHS. Se recoge en 2 ml de
DCM y se lava con agua (2x3 ml) y después se seca sobre MgSQ,. Después de filtracion y
concentracion a sequedad, se obtiene el compuesto Ej19 en forma de un sélido blanco (12,56
mg, 84 %). RMN *H (500 MHz, DMSO-d6): 0,73 (d, J = 6,3 Hz, 3 H); 0,75 (d, J = 6,6 Hz, 3 H);
1,00 (s, 3H); 1,04 (d, J = 6,9 Hz, 3H); 1,11 (s, 3 H); 1,30 {m, 1 H); 1,49 2 1,60 (m, 2 H); 1,79 (m,
1 H); 1,95 (quin, J = 7,5 Hz, 2 H); 2,26 (m, 1 H); 2,65 a 2,77 (m, 6 H); 2,81 (s ancho, 4 H); 292 a
3,05 (m, 3 H); 3,34 {m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,81 (s, 3 H); 389 (d, J = 19 Hz, 1 H);
4,25 (ddd, J=3,7 y 8,1 y 11,5 Hz, 1 H}; 490 (dd, J = 3,6 y 9.6 Hz, 1 H); 5,09 (ddd, J=14y 55y
11,3 Hz, 1 H); 5,54 (5, 2 H); 5,79 (dd, J = 1,4 y 15,1 Hz, 1 H); 6,46 (ddd, J=3.8 y 11,3y 15,1 Hz, 1
H); 7,05(d,J=85Hz, 1H); 7,17 (dd, J=2,2y85Hz, 1 H); 7,21 (dd, J =25y 9,6 Hz, 1 H); 7,28
{d, J=22Hz, 1 H) 7,31 (s, 4 H); 7,95 (s, 1 H); 8,33 (d, J=8,1 Hz, 1 H). LCMS {A2): ES m/z
933 [M + H]*; m/z = 467 [M + 2H]** pico de base; m/z = 977 [M - H + HCO,H]™ pico de base; tr
1,08 min.

Ejemplo _ 20:  3-(2{2-[2-{2-{1-[1-{4-{(2R,3R)-3-[(S)-1-({E)-{10R,16S)-10-({3-Cloro-4-metoxi-
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bencil)-3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-
il)-etil]-oxiranil}-hencil)-1,2,3-triazol-1-il]-metoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propancato  de
2,5-dioxa-pirrolidin-1-ilo
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Compuesto 63: 2-{2-[2-(2-Prop-2-iniloxi-etoxi}-etoxi]-etoxi}-etanol

o O
HD/\“O\/\O/\/D\/\DH HO™ ™~ \/\0152\/ \/\D/\\

A una solucién, purgada con argén y enfriada a 0 °C, de 1 g (5,15 mmol) de tetraetilenglicol en
25 ml de THF anhidro se afiaden 144 mg (3,60 mmol) de NaH al 60 % en dispersién en un aceite
mineral. Se continla la agitacion durante 30 min a 0 °C y después se afiaden 194 ul (2,58 mmol)
de bromuro de propargilo. Se continda la agitacién a temperatura ambiente durante 15 h. Se
concentra la mezcla a presion reducida y después el producto bruto se purifica per crematografia
sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol de $8/2 a 90/10. El
compuesto 63 se obtiene en forma de un aceite incoloro (789 mg, 65 %). RMN "H (400 MHz,
DMSO-d6): 3,40 (t, J=24 Hz, 1 H); 342 (t, J=55Hz, 2H): 3,48 (g, J =55Hz, 2H); 3,51 a
3,58 (m, 12 H); 4,14 (d, J = 2,4 Hz, 2 H); 4,53 (t, J=5,5 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z =233 [M +
H]*; tr = 10,38 min.

Compuesto 64: 3-(2-{2-[2-(2-Prop-2-iniloxi-etoxi)-etoxi}-etoxi}-etoxi)-propancato de terc-butilo
HONO\/\O/;‘/O\/\O/\\\\\ )Yoj\/\o/\/o“;\ﬂ/\/o\/\ol\

A una solucion, purgada con argén, de 790 mg (3,40 mmol) del compuesto 63 en 8,8 ml de THF
anhidro se afaden 4,4 mg (190 pmol) de sodio. Se calienta la mezcla a 40 °C durante 2 h para
solubilizarla totalmente; después de volver a temperatura ambiente, se afiaden a la mezcla 740
ul (5,09 mmol) de acrilato de ferc-butilo. Se continGa la agitacién durante 15 h a temperatura
ambiente y después la mezcla se concentra a presidn reducida y el producto bruto se purifica por
cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol de 98/2
a 90/10. Ei compuesto 64 se obtiene en forma de un aceite incoloro (944 mg, 77 %). RMN 'H
{400 MHz, DMSO-d6): 1,44 (s, 9 H); 2,41 {t, J=6,2Hz, 2H); 3,38 (t, J=2,4 Hz, 1 H); 3,46 a 3,62
(m, 16 H); 3,59 (1, J = 6,2 Hz, 2 H); 4,14 (d, J=2,4 Hz, 2 H). LCMS (A1): ES m/z = 361 [M + H]";
miz = 383 [M + Na]": tg = 3,79 min.

Compuesto 65; Acido 3-(2-{2-[2-(2-prop-2-iniloxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propancico
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A una solucidén de 944 mg (2,62 mmol) de compuesto 64 se afiaden 2 ml (52,4 mmol) de TFA. Se
agita la mezcla durante 6 h a temperatura ambiente y después se concentra a sequedad, se
recoge en el minimo de DCM y se trata varias veces con tolueno. El compuesto 65 se obtiene en
forma de un aceite incoloro (722 mg, 91 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): 2,44 (t, J = 6,4 Hz, 2
H), 3,39 (t, J=24 Hz, 1 H}); 3462 3,56 (m, 16 H); 3,60 (t, J=6,4 Hz, 2H); 4,14 (d, J = 2,4 Hz, 2
H); 7,44 a 9,73 {(m muy extendido, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 305 [M + H]*; m/z = 303 [M-H[’; tp
= 0,48 min.

Ejemplo 20: 3-{2-{2-{2-(2-{1-[1-(4-{(2R,3R}-3-[(S)-1-((E)-(10R,18%)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-
J-isobutil-6,6-dimetil-2,5,8,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil]-
oxiranil}-bencil}-1,2,3-triazol- 1-il]-metoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propancato de 2 5-dioxa-

pirrolidin-1-ilo
e}
-0
l\/\f\fo 3 07,"—\»—0 TN
-
N:QYDED HN:L" l\u WN‘)_\_O Ny o ﬁ/'\/\.//\fp
" )f"%f‘ﬁ >~ S NPT

o N |
Ej20 j‘o‘Jl\/\N/Lo\g:b
A

El ejemplo 20 se puede obtener a partir de los compuestos 60 y 65 segun el método descrito
para el compuesto 61 y activando después el acido segln el método descrito para el ejemplo 19,

Ejemplo 21: (4-{1-[(4-{{2R,3R)-3-[{S)-1-{(E)-(3S,10R,168)-10{3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-
isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil]-
oxiranil}-bencil)-metilamino]-metil}-1,2,3-triazol-1-il)-butanoato de 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilo

o]
N o]
.

o) Q -
IN‘_N

T a
N\f\\/l"l 0,0 HN o cl
Compuesto 66: (E)-(3S,10R,165)-10-(3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-6,6-dimetil-16-[(S)-1-
((2R,3R)-3-{4-[{metil-prop-2-ynil-amino)-metil]-fenil}-oxiranil)-etil]-1,4-dioxa-8,11 -diaza-

ciclohexadec-13-en0-2,5,9,12-tetracna
<l o 60 HN._ o €l N o 60 HN_ o ¢l
2 E °J§?210U? @ E°Jfﬁl°\@?
A una solucién, purgada con argdn, de 40 mg (55,7 umol) del compuesto 2 en 5 ml de
acetonitrilo anhidro, se afiaden sucesivamente 48,5 ul (279 pmol) de DIPEA y 13,9 pl (167 pmol)

/f
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de N-metilpropargilamina. Se calienta la mezcla a 40°C durante 15 h. Queda compuesto 2 de
partida: se afiaden de nuevo 485 pt (279 umol) de DIPEA y 13,9 pl (167 pmol) de N-
metilpropargilamina. Después de 24 h de agitacion a 40 °C, se diluye la mezcla con 5 ml de
AcOEt y después se lava con 5 ml de agua. La fase acucsa se extrae con 35 ml de AcOEt, las
fases organicas se relnen, se lavan con una solucion saturada de NaHCO; (10 ml) y con una
solucion saturada de NaCl (10 ml) y se secan sobre MgSO, Después de filtracion y
concentracidén a presion reducida, el producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de
silice utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 90/10. El compuesto 66
se obtiene en forma de un sélido blanco (45 mg, cuantitativo). RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6):
0,78 (m, 6 H); 1,00 (s, 3H); 1,05(d, J=6,8 Hz, 3 H); 1,12 (5, 3H); 1,30 (m, 1 H); 1,49 2 1,61 (m,
2 H); 1,81 (m, 1 H); 2,20 (s, 3 H); 2,28 (m, 1 H); 2,63 a 2,76 (m, 2 H); 2,92 a 3,07 (m, 3 H); 3,17
(t, J=2,4Hz, 1 H), 3,27 (d, J = 2,4 Hz, 2 H); 3,33 (m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,50 (s, 2
H); 3.81 (s, 3 H); 3,88 (d, J = 1,7 Hz, 1 H); 4,25 (ddd, =34y 7.8 y 11,4 Hz, 1 H); 4,92 (dd, J =
3,5y9,7 Hz, 1 H); 5,11 (ddd, J=1,5y 5,5y 11,2 Hz, 1 H); 5,80 (dd, J = 1,5y 15,0 Hz, 1 H); 6,47
{(ddd, J=3,9y 11,2y 15,0 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,6 Hz, 1 H}; 7,17 {dd, J = 2,1 y 8,6 Hz, 1 H); 7,22
fdd, J = 2,1y 9,4 Hz, 1 H); 7,25 a 7,33 (m, 5 H); 8,33 (d, J=7.8 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z =
750 [M + H]*: ES m/z = 375,5 [M + 2H]** pico de base; ES m/z =748 [M-H]; m/z=794 [M-H +
HCOZHT'; tr = 0,91 min.

Compuesto 67: 4-Azido-butirato de etilo
8] [o]

/\OJ\/\/B' _— /\OJ\(LT\/“a

Se disuelven 2,86 ml (20 mmol) de 4-bromo-butanoato de etilo y 2,6 g (40 mmol) de NaN; en 30
ml de una mezcla de acetonalagua 2/1. Se calienta la mezcla durante 7 h a reflujo. Después de
volver a temperatura ambiente y de concentracion a presion reducida, el residuo se recoge en 50
ml de agua. La fase acucsa se extrae con 3x30 ml de DCM. Las fases organicas se reunen, se
secan sobre MgSQ,, se fillran y se concentran a presion reducida para dar el compuesto 67 en
forma de un aceite incoloro (3 g, 95 %). RMN 'H (400 MHz, cloroformo-d): 1,27 {t, J = 7,2 Hz, 3
H); 1,92 (m, 2 H); 2,41 (, J =7,2 Hz, 2 H); 3,36 {t, J = 6,7 Hz, 2 H); 4,15 (q, J=7,2 Hz, 2 H).

Compuesto 68: Acido 4-azido-butanoico
8] o]
/\GJ\/\/N: HOJ\/\/Na

&7 €8

A una solucion de 3 g (19,9 mmol) del compuesto 67 en 47 ml de metanol y 37 ml de agua se
afladen, en pequefas fracciones, 5,58 g (99,5 mmol) de potasa. Se agita la mezcla a
temperatura ambiente durante 6 h y después se Concentra a presiéon reducida hasta
aproximadamente 28 ml. Se diluye el residuo con 25 ml de agua y se extrae con 220 ml de

DCM. La fase acuosa se acidifica a pH=1 por adicion de HCI concentrado y después se extrae
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con 3x25 ml de éter dietilico. Las fases organicas se relinen, se lavan con una solucién saturada
de NaCl (25 ml) y se secan sobre MgSQO,. Después de filtracion y concentracion a sequedad a
presién reducida, el compuesto 68 se ohtiene en forma de un aceite incoloro (2,05 g, 80 %).
RMN 'H (400 MHz, cloroformo-d): 1,93 (m, 2 H); 2,49 (t, J = 7,1 Hz, 2 H); 3,39 (t, J = 6,7 Hz, 2
H); 11,24 (m extendido, 1 H).

Compuesto_69: Acido {4-{1-[(4-{(2R,3R)-3-[(S)-1-((E)-(3S,10R,16S)-10-{3-cloro-4-metoxi-bencil}-
3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclchexadec-13-e¢n-16-il)-¢til]-
oxiranil}-bencil}-metilamino]-metil}-1,2, 3-triazol-1-il}-butanoico

)
o Q HO o ]
e | : N ) :
=N 050 HNI.\QQ N AN 04,0 4 HN:\[_\,.--\@:@
0J>{‘N ) o 0)17./\4 ) 0
&6 . H | 69 % H

A una solucidn de 24 mg (32 pmol) del compuesto 66 en 545 pl de THF se afaden
sucesivamente 8,3 mg {13 umol) de compueste 68, 545 pl de agua, 128 yl de una solucién
acuosa 0,1 M de suifato de cobre y 128 pl de una solucién acuosa 0,2 M de ascorbato de sodio.
Se agita la mezcla durante 45 min a temperatura ambiente y después se diluye con 2 ml de
agua. Se extrae la fase acuosa con 3x2 ml de AcOEt. Las fases organicas se reunen, se lavan
con una solucion saturada de NaCl (2 ml) y se filtran sobre MgS0,. Después de filtracion vy
concentracion a presion reducida, el producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de
silice injertada con diol utilizando como eluyente una mezcla de DCM/metancl de 98/2 a 80/10.
El compuesto 69 se obtiene en forma de un sélido blance (22,6 mg, 80 %). RMN H (500 MHz,
DMSO-d6). 0,76 (d, J=6,6 Hz, 3H); 0,78 (d, J = 6,6 Hz, 3H); 1,00 (s, 3H); 1,05(d, J=69Hz, 3
H); 1,11 (s, 3 H); 1,30 (m, 1 H); 1,50 a 1,62 (m, 2 H); 1,81 (m, 1 H); 2,03 {m, 2 H}; 2,10 (5, 3 H);
220t J=70Hz 2H);230{m 1H);264a274 (m 2H); 294 a 3,03 (m 3H)335(m
parcialmente enmascarado, 1 H); 3,48 (s, 2 H); 3,61 (s, 2 H); 3,81 (s, 3 H); 3,87 (d, J=1,6 Hz, 1
H); 4,25 {ddd, J=3,7y 7.7y 11,5 Hz, 1 H;; 4,37 (t, J=70Hz, 2H); 491 (dd, J=36y 9,6 Hz, 1
H); 5,11 (ddd, J=1,5y 55y 11,3 Hz, 1 H); 5,80 (dd, J = 1,5y 15,1 Hz, 1 H); 6,47 {ddd, J=3,7 y
11,3y 151Hz, 1H);7,05(d,J=85Hz, 1H); 7,17 (dd, J=22y8,5Hz, 1 H); 7,23 (dd, J=25y
98Hz, 1H):7.26(d, J=85Hz, 2H);7,28 (d,J=22Hz, 1H); 7,34 (d, J = 8,5 Hz, ZH); 8,02 (s,
1 H); 8,39 {d ancho, J=7.,7 Hz, 1 H); 12,14 (m extendido, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 879 [M +
H]"; m/z = 877 [M-HJ’; tr = 0,86 min.

Compuesto __70:  {(4-{1-{{4-{(2R,3R)-3-{{5)-1-((E)~{3S,10R,165)-10-{3-Clorc-4-metoxi-bencil}-3-




10

15

20

25

30

113

iscbutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il}-etil]-oxiranil}-

bencil}-metilamino]-metil}-1,2,3-triazol-1-il}-butancato de metilo
O 4]

Hoﬁ(-y SN W" \o{—y Neno Wo
NAN 0,0, HN . o N 030, M o
N e N SR

A una solucidn, purgada con argén, de 5,5 mg (6,2 pmol) del compuesto 69 en 0,5 mi de DCM y
0,2 ml de metanol, se anaden 4,7 pl (9,3 umol) de trimetilsilildiazometano. Se agita la mezcla
durante 45 min a temperatura ambiente y después se concentra a sequedad. E! producto bruto
se purifica por cromatografia sobre gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de
DCM/metanol de 98/2 a 95/5. El compuesto 70 se obtiene en forma de un sélido blanco (3,4 mg,
62 %). RMN "H (500 MHz, DMSOQ-d6): 0,75 (d, J = 6,6 Hz, 3 H); 0,77 (d, J = 6,6 Hz, 3 H); 1,00 (s,
3 H); 1,05(d,J =69 Hz, 3 H); 1,11 (s, 3 H); 1,28 (m, 1 H); 1,49 a 1,61 (m, 2 H); 1,80 (m, 1 H);
207{m 2H); 210 (m,3H);226(m, 1TH;; 231, J=70Hz, 2H);262a274(m, 2H),293a
3,04 (m, 3 M); 3,27 a 3,37 (m parcialmente enmascarado 1 H); 3,48 (s, 2 H); 3,58 (s, 3 H); 3,61
(s, 2H), 3,81 (s,3H);,3,87(d, J=2,0Hz1 H), 425(ddd, J=3,7y8,2y 11,6 Hz, 1 H); 4,38 (, J =
7,0Hz, 2H);4,91(dd, J=3,9y9,8Hz, 1 H);511 (ddd, J=1,5vy53y11,2Hz, 1 H); 5,79 (dd, J =
1.5y 15,2 Hz, 1 H); 6,47 {ddd, J=3,9y 11,2y 15,2 Hz, 1 H); 7,05 {d, J=8,6 Hz, 1 H); 7,16 (dd, J
=22y86Hz, 1H)722(dd, J=24y98Hz, 1H);7.26(d,J=86Hz, 2H); 7.28(d, J=2,2 Hz,
1H); 733 (d, J =86 Hz, 2 H); 8,03 (s, 1t H); 8,34 (d, J=8,2 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 893
M + H]"; mfz = 447 [M + 2H]* pico de base; m/z = 891 [M-H]"; m/z = 937 [M -H + HCO,HJ pico
de base; tg = 0,20 min.

Eiemplo 21: (4-{1-[(4-{(2R,3R)-3-[(S)-1-((E}-(3S,10R,16S)-10-{3-Cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-
8.6-dimetil-2,5,9,12-tetracxo-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il)-etil]-oxiranil}-bencil}-
metilamino}-metil}-1,2,3-triazol-1-il}butancato de 2,5-dioxo-pitrolidin-1-ilo
ﬂu VQ/"W YN s ot
o \)\J
\CI;: - Ejz1 /‘0 //“Nl\:;[
A

El ejemplo 21 se puede obtener por activacién del acido 69 segin el método descrito para el
ejemplo 19.

Ejemplo 22
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Compuesto 71: (E)-(35,10R,16S)-16-{(S)-1-[(2S,38)-3-(4-Azidometil-fenil }-oxiranil]-etil}-10-(3-
claro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-eno-2,5,9,12-

Wopsng SUUIIN o g o ng 0U8
" E%ﬁl\@_ﬁ Ej?”u

El alcohol 57 (36 mg; 51,48 umol, preparado segln Al-awar R.S., y al., J. Med. Chem. 2003, 46,
2985-3007) se disuelve en THF anhidro (2 ml). La solucién se purga con argén y se enfria con
un bafo de agua helada antes de afiadir DPPA (74 ymol) y después DBU (80 pmol). Se deja que
la mezcla vuelva a temperatura ambiente y se continda la agitacion durante toda la noche. Al dia
siguiente, la solucion se enfria de nuevo con un bano de agua helada y después se afiaden
74 pumol de DPPA y 80 pmol de DBU suplementarics. Después de 2 h de reacciona0°Cy2h a
temperatura ambiente, se hidroliza la mezcla con 5 ml de agua y después se extrae 3 veces con
DCM. Las fases organicas reunidas se secan sobre Nap SOy, se filiran vy se evaporan a presion
reducida. El producto bruto se purifica entonces por cromatografia sobre gel de silice eluyendo
con una mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 95/5. El compuesto 57 se obtiene bajo la forma de
un sélido incoloro (24 mg; 64 %). RMN 'H (500 MHz, DMSQ-ds) § (ppm): 0,84 (d, J = 6,3 Hz, 3
H); 0,86 (d, J=6,3 Hz, 3 H);0,98 (d, J=7,1 Hz, 3 H); 1,03 (s, 3H); 1,15(s,3H); 1482167 (m, 3
H); 1,88 {(m, 1 H);, 2,45 (m, 1 H};2,63 (m, 1 H); 2,71 (dd, J = 11,5y 14,0 Hz, 1 H); 2,97 a 3,08 (m,
3 H); 3,36 (m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,82 (s ancho, 4 H); 4,28 (ddd, J=36y 8,0y 11,5
Hz, 1 H); 4,44 (s, 2 H); 4,99 (dd, J = 3,7 y 9,5 Hz, 1H); 5,12 (ddd, J=1,4 y 5,7 y 11,4 Hz, 1 H);
588(dd, J=14y152Hz, 1H) 649 (ddd, J=3,8y 11,4y 52Hz, 1H);7.05(d, J=85Hz, 1H)
7.18{dd, J=22y85Hz, 1H); 7,26 27,32 (m, 4 H); 7,36 (d, J = 8,5 Hz, 2 H); 8,40 (d, J=8,0 Hz,
1H). LCMS (A2): ESm/z=T722[M-HJ], miz=724 [M+HI", m/z =768 [M + HCO;H — H]; tg =
1,18 min.

Compuesto 72: (E}-{(35,10R,168)-16-{{S)-1-[(25,38)-3-(4-Aminometil-fenil }-oxiranil)-etil}- 10-{3-
cloro-4-metoxi-bencil -3-isobutil-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-enc-2,5,9,12-

2 Eyl\@ — Eoyﬂl:@[?

iz,



10

15

20

25

30

115

El compuesto 71 (22 mg, 30,38 umol) se disuelve en una mezcla de metancl (1 ml} / agua (0,2
ml} antes de afiadir TCEP (34,89 umo!). La solucidn obtenida se deja en agitacion toda la noche
a temperatura ambiente y después se concentra a presion reducida. El residuo se recoge a
continuacion con una solucion acuosa saturada de NaHCOQ; y se extrae 3 veces con DCM. Las
fases orgdnicas reunidas se secan sobre Na,S0,, se filtran y se concentran a presion reducida.
El intermedio 72 se obtiene asi en forma de un sdlido incoloro (21 mg, 99 %) que se utiliza bruto
en la etapa siguiente. LCMS (A5): ES m/z = 696 [M - H]; m/z = 698 [M + H]", miz = 742 [M +
HCO.H - HT; tr = 3,19 min.

Compuesto 74: FmocVal-Cit-PABAC-a-amino-criptoficina 72

% i??r"v‘ £ iQM ,QNW* Cgaig;&g Y pPeacs

n /EE Hi“"r n ’
El compuesto 72 (21 mg, 30,08 umol) se disuelve en una mezcla de acetonitrilo (2 ml) / DMF
anhidra (0,5 ml) antes de la adicion de una solucion del compuesto 73 (23 mg, 30,1 umol;
preparado segun el documento WO 2006/1104786) en acetonitrito (2 ml). La mezcla se deja 22 h
en agitacién a temperatura ambiente y después se concentra a presion reducida. Se recoge &l
residuo en DCM y se lava con una solucién acuosa saturada de NaHCOj; y después se seca
sobre Na;S0y, se filira y se concentra a presidn reducida. El producto bruto se purifica entonces
por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de DCM/metancl de 100/0 a
90/10. El compuesto 74 se obtiene bajo la forma de un sélido blanco (22 mg) que se utiliza bruto
en la etapa siguiente. LCMS (A5): ES m/z = 1325 [M+H]"; m/z = 1369 [M + HCOH - H]” tr =
4,30 min.

Compuesto 75: Val-Cit-PABAC-a-amino-criptoficina 72

RS PV S oa e A SOV SNV e a e as 00
ﬁf" ﬁiu Eﬁ)»l\@? j;r iiu E%ﬂl\@[.

¥ n o, u
El compuesto 74 (22 mg, 16,59 pmol) se disuelve en DMF (3 ml) antes de la adicion de
piperidina (150 pl, 1,51 mmol) y de agitacién durante 30 min a temperatura ambiente. La mezcla
se concentra a presién reducida; el residuo se disuelve en el minimo de metanol y se precipita
con éter. El compuesto 75 se obtiene asi en forma de un sélide blanco (15 mg, 82 %). LCMS
(A5): ES m/fz = 1103 [M+H]"; m/z = 1101 [M-HJ: m/z = 1148 [M + HCOzH ~ H]™ tg = 3,38 min.
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Compuesto 76: Acido glutarico-Val-Cit-PABAC-a-amino-criptoficina 72

ﬁﬁﬂ“ﬁgigﬁ% ﬁkﬁwﬁNiﬂﬁ
. 3

Una solucién de anhidrido glutarico (8 mg, 70 umol) en DMF anhidra (200 pl) se adiciona el
compuesto 75 (15 mg, 13,59 umol) acondicionado bajo argén. La solucién obtenida se agita
durante toda la noche a temperatura ambiente antes de la adicion de una solucién acuosa
saturada de NH,Cl y de extraccion 3 veces con DCM. Las fases organicas reunidas se secan
sobre Na,SQ,, se filtran y se concentran a presion reducida. El residuo obtenido se recoge en
DCM vy se precipita con éter. Después de filtracion sobre vidrio sinterizado y de lavado con éter,
el compuesto 76 se obtiene en forma de un sélido beige (8 mg, 48 %). RMN 'H (500 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 0,80 a 0,92 (m, 12 H); 0,96 (d, J=7,1 Hz, 3 H);1,02 (5, 3 H); 1,15 (s, 3 H};
1,30a1,72 (m, 9 H); 1,86 (m, 1 H); 2,00 (m, 1 H); 2,11 a2 2,26 (m, 4 H);2,42 (m, 1 H); 2,60 a 2,74
(m, 2 H); 2,91 a 3,11 {m, 5 H); 3,38 (m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,76 {d, J = 1,8 Hz, 1
H); 3,81 (s, 3 H); 4,17 {m, 3 H); 4,27 (m, 1 H); 4,37 {(m, 1 H); 4,90 a 5,04 (m, 3 H); 5,11 (m, 1 H);
5,50 (m ancho, 2 H); 5,88 (d ancho, J=15,2 Hz, 1 H); 6,20 {m extendido, 1 H); 6,48 {m, 1 H); 7,06
(d,J=83Hz, 1 H) 7,11 a 7,32 (m, 9 H); 7.60 {m, 2 H); 7,75 (m, 1 H); 7,89 (m, 1 H); 8,28 (m
extendido, 1 H); 8,41 (d, J = 7.8 Hz, 1 H); 9,92 (s ancho, 1 H); 12,06 {m extendido, 1 H). LCMS
(A2): ES miz = 1217 [M+H]"; m/z = 1215 [M-H]’; tg = 1,05 min.

Ejemplo 22

w@wﬁ”ﬁNﬁﬁxﬁuﬂw@”ﬁéﬁﬁm
u*w : ﬁ*m

Ej22
1

El compuesto 76 (6 mg, 4,93 pmol) se disuelve en una mezcla de DCM (0,5 ml) y de DMF (0.1
ml) y después se afiaden sucesivamente el carbonato de N,N'-disuccinimidilo (6 mg, 23,42 pmol)
y la DIPEA (4 Wi, 22,86 ymol), Después de 3 h de reaccién a temperatura ambiente, se afiade
una solucién acuosa saturada de NH,Cl y la mezcla se extrae 3 veces con DCM. Las fases
organicas reunidas se secan sobre Na;SQ,, se filtran y se concentran a presion reducida. El
producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de
DCM/metanol de 100/0 a 90/10. El compuesto Ej22 se obtiene bajo la forma de un sélide blanco
(4 mg; 61 %). RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 0,80 2 0,90 (m, 12 H); 0,96 (d, J = 7,3 Hz,
3 H) 1,03 (s,3H) 1,15 (s, 3H);1,32a 1,76 (m, 7 H); 1,80a 1,89 (m, 3 H); 1,97 (m, 1 H); 2,29
(m, 2 H), 2,44 {m, 1 H); 260 a 2,75 (m, 4 H); 2,81 (s, 4 H); 2,89 a 3,08 (m, 5 H); 3,41 (m
parcialmente enmascarado, 1 H); 3,77 (d, J = 2,0 Hz, 1 H); 3,81 (s, 3 H); 4,14 a 4,24 (m, 3 H});
4,27 (ddd, J=3,9 y 8,3y 11,5 Hz, 1 H); 4,38 {m, 1 H); 4,93 a 5,03 (m, 3 H); 5,11 (m, 1 H); 5,39 (s

ancho, 2 HY; 5,88 {d ancho, J=15,2 Hz, 1 H); 5,96 (t, J = 5,9 Hz, 1 H); 6,48 (ddd, J=3,7y 11,1y
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15,2 Hz, 1 H); 7,05 (d, J = 8,3 Hz, 1 H); 7,16 a 7,36 (m, 9 H); 7,59 (d, J = 7.8 Hz, 2 H); 7,76 (t, J =
6,1 Hz, 1 H); 7,88 (d, J = 8,8 Hz, 1 H); 8,0 (d, J = 7,3 Hz, 1 H); 8,41 (d, J = 8,3 Hz, 1 H); 9.97 (s
ancho, 1 H). LCMS (A2): ES miz = 1314 [M+H]'; m/z = 1358 [M + HCO,H — H]™ t = 1,06 min.

Ejemplo 23

Compuesto  77: (E)~(33,10R,165)- 16-{(8)-1 -[(2R,3R)-3-{4-Aminometil-fenil}-oxiranit]-etil}-10-(3-
cloro-4-metoxi-bencil}-3-isobutil-6,6-dimetil-1,4-dioxa-8, 1 1-diaza-ciclohexadec¢-13-eno-2,5,9,12-

it

El compueste 60 (23 mg, 31,76 pmol) se disuelve en una mezcla de metancl (1 ml} y de agua
(0,2 ml) antes de la adicion de TCEP (34,90 umol) y de DCM (la cantidad suficiente para

disolver). La solucién obtenida se deja en agitacién durante toda la noche a temperatura

tetraona

ambiente y después se concentra a presién reducida. El residuo se recoge a continuacion con
una solucién acuosa saturada de NaHCO; y se extrae 3 veces con DCM. Las fases organicas
reunidas se secan sobre Na;SQ,, se filtran y se concentran bajo presion reducida. E! producto
bruto se purifica finalmente por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de
DCM/metanol de 100/0 a 90/10. El compuesto 77 se obtiene asi en forma de un sélido blanco
(12 mg, 59 %). RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0,78 (d, J = 6,4 Hz, 6 H); 1,00 (s, 3 H);
1,05(d,J=69Hz, 3H); 1,12 (5, 3 H), 1,30 (m, 1 H); 1,47a1,62(m, 2H); 1,79 (m, 1 H); 222 a
232 (m, 3H); 2,63 22,73 {m, 2 H); 2,92 a 3,05 (m, 3 H); 3,35 {m parcialmente enmascarado, 1
H); 3,71 (s, 2 H); 3,81 (s, 3H); 3,86 (d, J = 1,6 Hz, 1 H); 4,25 {ddd, J=36 v 8,0 y 11,3 Hz, 1 H);
4,90 (dd, J=3,6 y9,6 Hz, 1 H); 5,11 (ddd, J=1,5y 52y 11,3 Hz, 1 H); 579 {(dd, J =15y 15,0
Hz, 1 H); 6,47 (ddd, J=3,6 y 11,3y 15,0 Hz, 1 H); 7,05{d, J= 8,5 Hz, 1 H); 7,17 (dd, J=19y 8,5
Hz, 1 H); 7,122 7,26 (m, 3 H); 7,28 (d, J=19Hz, 1 H); 7,34 (d, J = 8,0 Hz, 2 H); 8,34 (d, J=8,0
Hz, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 698 [M+'H]*; mfz = 696 [M-H] mfz =742 [M + HCO:H - H[  tg =
0,87 min.

Compuesto 78: FmocVal-Cit-PABAC-a-amino-criptoficina 77

R N e I
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El compuesto 77 (10 mg, 14,32 umol) se disuelve en DMF anhidra (0,1 ml) antes de la adicién de
una solucion del intermedio 73 (11 mg, 14,35 pmol, preparado segun el documento WO
2006/110476) en una mezcla de acetonitrilo (1 ml) y de DMF (0,1 ml). La mezcla se deja en
agitacion durante 3 h a temperatura ambiente y después se concentra a presién reducida. E
residuo se purifica entonces por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una mezcla de
DCM/metanol de 100/0 a 90/10. El compuesto 78 se obtiene bajo la forma de un sélido blanco
(18 mg, 95 %). LCMS (AS5). ES m/z = 1325 [M+H]"; m/z = 1369 [M + HCO.H - H]™ tg = 4,32 min.

Compuesto 79: Val-Cit-PABAC-a-amino-criptoficina 77

°inj:r”:in/\ *“QAEL“;YL\C@ Wb I“QA:’L::(L\CI
C © chl\NHe u L H i o ﬂiw’ . /E\ - 0

El compuesto 78 (42 mg, 31,68 pmol} se disuelve en DMF (5 ml) antes de la adicion de
piperidina (150 ul, 1,51 mmol) y de agitacién durante 30 min a temperatura ambiente. La mezcla
se concentra a presion reducida y el residud se disuelve en el minimo de metanol y se precipita
con éter. El compuesto 79 se obtiene asi en forma de un sélido blanco (21 mg, 60 %). LCMS
(Ad). ES miz = 1103 [M+H]"; miz = 1101 [M-H]’; m/z = 1147 [M + HCOH - H]" tg = 3,67 min.

Compuesto 80: Acido glutarico-Val-Cit-PABAC-a-amino-criptoficina 77

R T SRR e TR,

El compuesto 78 (20 mg, 18,12 pmol) se disuelve en una mezcla de DMF (100 ul) y de DCM
anhidro {500 pl) antes de la adicion de anhidrido glutarico (4 mg, 35,06 pmol). La solucién
obtenida se agita durante toda fa noche a temperatura ambiente y después se concentra a
presion reducida. El residuo se recege en un minimo de DCM y de metanol, se precipita con una
mezcla de éter y de pentano y se filtra scbre vidrio sinterizado. El compuesto 80 se obtiene asi
en forma de un sélido blanco (23 mg, 104 % de brute) que se utiliza bruto en la etapa siguiente.
RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,78 (d, J = 6,3 Hz, 6 H); 0,84 (d, J = 6,6 Hz, 3 H); 0,86 (d, J =
6,6 Hz, 3H); 1,00 (s, 3H); 1,04 (d, J =69 Hz, 3H); 1,12 (s, 3 H); 1,22a 1,47 (m, 3 H); 1,51 a
1,64 {m, 3 H); 1,72 {m, 3 H); 1,80 {m, 1 H); 1,99 (m, 1 H); 2,20 (m, 4 H); 2,28 {m, 1 H); 2,59 a
2,73 (m, 2 H); 2,90 a 3,07 (m, 5 H); 3,32 (m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,81 (s, 3 H); 3,87
(s ancho, 1 H); 4,19 (m, 3 H); 4,24 (m, 1 H); 4,38 {(m, 1 H); 4,91 (dd, J = 3,3 y 9,6 Hz, 1 H); 4,97
(s ancho, 2 H); 5,10 (dd, J = 4,4y 10,7 Hz, 1 H}; 5,40 (s ancho, 2 H); 5,79 (d ancho, J=15,1 Hz, 1
H); 5,89 {m ancho, 1 H); 6,47 (ddd, J=3,6 y 11,3y 15,1 Hz, 1 H); 7,05 (d, J=85Hz, 1 H); 7,17 (d
ancho, J=8,5 Hz, 1 H); 7,20 a 7,34 (m, 8 H); 7,60 (d ancho, J=8,2 Hz, 2 H); 7,76 {t ancho, J=5,4
Hz, 1 H); 7,83 (d, J = 8,5 Hz, 1 H); 8,09 {d ancho, J=7,1 Hz, 1 H); 8,34 (d, J = 8,0 Hz, 1 H); 9,95
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(s ancho, 1 H); 11,98 (m extendido, 1 H). LCMS (A2): ES m/z = 1217 [M+H]"; m/z = 1215 [M-H];
tr = 1,03 min,

Ejemplo 23
’ o A1 o
o o ™ c i o \/wj E ° o o ™ o :\/C'/;I/m . =1
RSN Yok aagpiUul s TEEE RES S L Sags S BOR o
l{jlm B A~ ! (Nij Ej22 AT !

El ejemplo 23 se puede obtener activando el acido 80 segun el método descrito para el ejemplo
22.

Ejemplo 24: [2-Metii-2-(piridin-2-ildisulfanil)-propil]-metil-carbamato de 4-((28,3S)-3-{(S)-1-
[{E)-(35.10R,16S5)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil)-3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9,12-tetraoxo-1,4-

dioxa-8,11-diaza-ciclohexadec-13-en-16-il]-etil}-oxiranil)-bencilo

"? o
TN X,rll o 0,0 HN._ e c
= T
SARERAEPE e

Compuesto 81: Metil-[2-metil-2-(piridin-2-ildisulfanil)}-propil]-amina

|
/S\SX/#:H @,SWSX/NH
1 7 m
A una solucion de la amina 15 (478 mg, 2,80 mmol) en MeOH (35 ml) se afiade TCEP (831 mg,

2.9 mmol). Después de 2 h de reaccién a temperatura ambiente la solucion obtenida se adiciona
gota a gota, en atmdsfera de argdn, a una solucién de 2.2'-dipiridildisulfuro {960 mg, 4,36 mmol)
en etano! (70 ml). Después de 2 h mas de reaccién a temperatura ambiente se concentra la
mezcla a presion reducida. Se recoge el residuo en DCM y se fava con una solucion acuosa
saturada de NaHCO;. La fase organica se separa y después la fase acuosa se extrae 2 veces
mas con DCM. Las fases organicas reunidas se secan sobre Na>SQ,, se filtran y se concentran
a presion reducida. El producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice eluyendo
con una mezcla de DCM/metanol de 98/2 a 85/15. El compuesto 81 se obtiene en forma de un
aceite amarillo palido (587 mg, 89 %). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 1,25 (s, 6 H); 1,80 (m
extendido, 1 H); 2,19 (s, 3 H); 2,45 (s, 2 H); 7,22 (ddd, J=1,5y 5,0y 7.0 Hz, 1 H); 7,74 a 7,85 (m,
2 H); 8,42 (ddd, J=1,1y 1,5y 5,0 Hz,1 H).

Ejemplo 24: [2-Metil-2-(piridin-2-ildisutfanil)-propil]-metil-carbamato de 4-((25,33)-3-{(S)-1-[(E)-
{38,10R,165)-10-(3-cloro-4-metoxi-bencil)}-3-isobutil-6,6-dimetil-2,5,9, 12-tetraoxo-1,4-dioxa-8,11-
diaza-ciclohexadec-13-en-16-il]-etil}-oxiranil)-bencilo
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| A [ Ej24

WOR s

A una solucidn del intermedio 58 {21 mg, 24,3 ymol} en DCM anhidro se afaden sucesivamente
la amina 81 (10 mg, 43,79 pmol) y la DIPEA (8 pl, 45,43 pmol). Después de 24 h a temperatura
ambiente se afiade una solucidn acuosa saturada de NaHCO; y la mezcla se extrae 3 veces con
DCM. Las fases organicas reunidas se secan sobre Na;S04, se filtran y se concentran a presion
reducida. El producto bruto se purifica por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con una
mezcla de DCM/metanol de 100/0 a 85/5. El compueste Ej24 se obtiene asi en forma de un
sélido incoloro (7 mg, 30 %). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6): 0,82 (d, J = 6,0 Hz, 3 H); 0,84 (d, J
=6,0 Hz, 3 H); 0,97 (d, J =6,8 Hz, 3H); 1,03 (s, 3 H); 1,14 (s, 3 H); 1,25 (s ancho, 6 H); 1,45 a
1,68 (m, 3 H); 1,88 (m, 1 H); 2,42 {m parcialmente enmascarado, 1 H), 2,58 a 2,75 (m, 2 H); 2,83
a 3,09 (m, 6 H); 3,34 (m parcialmente enmascarado, 1 H); 3,46 (s ancho, 2 H); 3,81 (s ancho, 4
H), 4,28 (m, 1 H); 4,91 a 5,17 (m, 4 H); 5,88 (d ancho, J=15,2 Hz, 1 H); 6,48 (m, 1 H); 7,05 (d, J =
8,6 Hz, 1 H); 7,15 a 7,38 (m, 8 H); 7,80 {m ancho, 2 H}; 8,39 (d, J = 7,8 Hz, 1 H); 8,43 (d ancho,
J=4.6 Hz, 1 H). LCMS (A2): ES miz = 953 [M+H]"; m/z = 477 [M + 2HJ"*; m/z = 997 [M + HCOH
- H]" ty = 1,23 min.

Ejemplo 25: hu2H11-Ej17

—_

N [a)
7 ys—u’h"ﬁb’\“)?\/\N}\’S /\\/O/‘q/\/\/\go
hu2H11 N °y°0 T \i/\'
0 /N 0\/H
i A

Ej25 R

Segin el método general, se tratan 8,31 mg (0,057 umol, 1,468 ml) de anticuerpo desnudo
hu2H11 a una congentracién de 5,66 mg/ml con 5 equivalentes del compuesto Ej17 (0,442 mg,
0,340 pmol) en solucién en 37,3 pl de DMA de tal manera que 'a concentracion final de
anticuerpo sea de 3 mg/ml en la mezcla. Después de purificacion sobre Superdex 200 pg v
concentracion sobre Amicon Ultra-15 (membrana Ultracel 50k, Millipore), se obtienen 2,15 ml de
conjugade a una concentracion de 2,48 mg/m! con una media de 2,2 citotdxicos por anticuerpo y
una pureza monomerica de 99,7 % en un tampdn acupso de pH=6,5 que contiene fosfato
0,01 M, NaCl 0,14 M y 20 % en volumen de NMP. El cambio de tampon final se realiza en un
tampon acuoso de pH=65 que contiene fosfato 0,01 M y NaCl 0,14 M sobre 1 ml de conjugado.
Se obtienen entonces 1,5 ml de una solucion de conjugado Ej25 a una concentracion de 1,06
mg/ml con una media de 2,8 derivados de criptoficina (determinado por UV) por anticuerpo vy una
pureza monoméerica de 99,7 %.
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Ejemplo 26: hu2H11-Ej18
o -
i H H : lMo
l Lys —N \fT/\'O ~0 ~.0 -0 N \TO 0 \‘?’OO, HN \1 Cl i
hu2H11 0 o o "5/11 “o o

. /\ H ! J

L Ej26 d

Segun el método general, se tratan 7,8 mg (0,053 pmol, 1,458 ml} de anticuerpo desnudo
hu2zH11 a una concentracién de 5,35 mg/ml con 6 equivalentes del compuesto Ej18 {0,578 mg,
0,531 umel, pureza 60 %) en solucion en 272 ul de DMA de tal manera que la concentracion final
de anticuerpo sea de 3 mg/ml en la mezcta. Después de purificacion sobre Superdex 200 pg v
concentracion sobre Amicon Ultra-15 (membrana Uliracel 50k, Millipore), se obtienen 2,35 ml de
conjugado a una congentracion de 2,49 mg/ml con una media de 2,5 derivados de criptoficina
por anticuerpo y una pureza menomérica de 100 % en un tampon acuosc de pH=6,5 que
contiene fosfato 0,01 M, NaCl 0,14 M y 20 % en volumen de NMP. El cambio de tampon final se
realiza en un tampon acuoso de pH=6,5 que contiene fosfato 0,01 M y cloruro de sodio 0,14 M
sobre 1 ml de conjugado. Se obtienen entonces 1,5 ml de una solucién de conjugado Ej26 a una
concentracion de 0,84 mg/mi con una media de 2,22 derivados de criptoficina (determinado por

UV} por anticuerpo y una pureza monomérica de 99,9 %.

Ejemplo 27: hu2H11-Ex19

[ 1 o
Lys—H"(_\ Ny ‘/‘\:/\”\TO
N |

hu2Hi 4 = oﬁ_,do HN .. cl

0"y N0
£j27 A ﬂ7 " ° d
Segun el método general, se tratan 12 mg (81,7 umol, 1,172 ml) de anticuerpo desnudo hu2H11
a una concentracion de 10,24 mg/m! con 2 x 5 equivalentes del compuesto Ej19 (0,382 mg,
0,41 pmol) en solucién en 44,3 ul de DMA de tal manera que la concentracion final de anticuerpo
sea de 3 mg/ml en el medio de reaccion. Después de purificacion sobre Superdex 200 pg en
presencia de 20 % de NMP y concentracién sobre Amicon Ultra-15 (membrana Ultracel 50k,
Millipore), se obtienen 1,04 ml de conjugado en un tampdn acuoso de pH=6,5 que contiene
fosfato 0,01 M, NaCl 0,14 M y 20 % en volumen de NMP. El cambio de tampdn final se realiza en
un tampén acuoso de pH = 6,5 que contiene histidina 0,01 M, 10 % de sacarosa (p/v) y 5 % de
NMP (v/v). Se obtienen entonces 1,5 ml de una solucion de conjugado Ej27 a una concentracion
de 2,66 mg/ml con una media de 1,4 derivados de criptoficina (HRMS) por anticuerpo y una
pureza monomérica de 99,8 %.

Los ejemplos dados antes han sido realizados con un derivado de criptoficina particular
{frecuentemente el derivado D4) pero se podrian aplicar a otro derivado del grupo D4-Dg o al
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derivado de criptoficina de la formula general (). Del mismo maodo, los ejemplos de conjugados
de los ejemplos 10, 11, 12, 25, 26 y 27 se podrian aplicar a otros anticuerpos aparte del hu2H11.

nota: en los ejemplos mencionados, -Lys- significa que |a unidn se hace sobre los grupos e-amino de las lisinas

del anticuerpo.

Ejemplo 28: evaluacion de la inhibicidn de la proliferacién de las lineas celulares MDA-MB-
231, MDA-A1 y HCT116 por los citotéxicos, estudio realizado sobre los comipuestos de la
formula (I1) de tipo SZ, con Z; = SMe o de tipo -C(=0)-Z,Ry, con Z,R, = OMe 0 OCH,-CH=CH,
Las células MDA-MB-231, MDA-A1 o HCT116 en su fase de crecimiento exponencial son
tripsinadas y puestas en suspension en su medio de cultivo respectivo (DMEM/F12 Gibco
#21331, SVF al 10 % Gibco #10500-056, Glutamina 2 nM Gibco #25030 para las células MDA
DMEM Gibco #11960, SVF al 10 % Gibco #10500-056, Glutamina 2 mM Gibco #25030 para las
células HCT1186). La suspension celular se siembra en placas de cultivo de 96 pocillos Cytostar
(GE Healthcare Europe, #RPNQQG163) en el medio de cultivo completo que contiene suero a una
densidad de 5000 células/pocillo (MDA-MB-231, MDA-A1, HCT116). Después de 4 h de
incubacién, se afiaden a los pocillos diluciones sucesivas de los derivados de criptoficina a
concentraciones decrecientes de 107 a 107" M (por triplicado para cada concentracion). Se
cultivan las células durante 3 dias a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5 % en presencia de
citotéxicos. El cuarto dia, se afiaden a cada pocillo 10 pl de una solucién de timidina *C (0,1
uCifpocillo, Perkin Elmer #NEC56825000). La incorporacién de timidina **C se mide 96 horas
después del principio del experimento con un contador radioactivo microbeta (Perkin Elmer), Los
datos se expresan en forma de porcentaje de supervivencia calculando la relacién entre el
recuento abtenido con las células tratadas con el citotdxico y el obtenido con las células de los
pocilos controles (tratados con el medio de cultivo solo).
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1Cs0 (NM)
Tabla lll

HCT116 MDA-MB-231 MDA-A1
Compuesto 1 0,032 0,041 1,07
Compuesto 7 0,315 - 0,303 7,946
Compuesto 8 0,052 0,104 0,828
Compuesto 13 0,336 0,529 9,763
Compuesto 19 0,152 0,149 2,705
Compuesto 30 0,031 0,03 11,95
Compuesto 40 0,12 0,293 1,579
Compuesto 44 0,135 0,156 15,552
Compuesto 57 1,131 1,185 29,01
Compuesto 62 0,035 0,095 10,88
Compuesto 77 0,105 0,170 15,06

Eiemplo 29: evaluacién de la inhibicion de la proliferacion de las lineas celulares MDA-MB-
231, MDA-A1 y HCT116 por los conjugados anticuerpo-citotéxico

Las células MDA-MB-231, MDA-A1 o0 HCT116 en su fase de crecimiento exponencial son
tripsinadas y puestas en suspension en su medio de cultivo respectivoe (DMEM/F12 Gibco
#21331, SVF al 10 % Gibco #10500-056, Glutamina 2 nM Gibco #25030 para las céluias MDA;
DMEM Gibco #11960, SVF al 10 % Gibco #10500-056, Glutamina 2 mM Gibco #25030 para las
células HCT1186), La suspension celular se siembra en placas de cultivo de 96 pocillos Cytostar
{GE Healthcare Europe, #RPNQ0163) en el medio de cultivo completo que contiene suero a una
densidad de 5000 células/pocillo (MDA-MB-231, MDA-A1, HCT116). Después de 4 h de
incubacion, se afiaden a los pocillos diluciones sucesivas de los derivados de criptoficina a
concentraciones decrecientes de 107 a 102 M {por triplicado para cada concentracion). Las
células se cultivan a 37 °C en una atmésfera con CO;, al 5 % en presencia de los
inmunoconjugados anticuerpo-citotoxico durante 3 dias. El cuarto dia, se afiaden a cada pocillo
10 pl de una solucién de timidina C (0,1 pCi/pocillo, Perkin Elmer #NEC56825000). La
incorporacién de timidina *C se mide 96 horas después del principio del experimento con un
contador radicactive microbeta (Perkin Elmer). Los datos se expresan en forma de porcentaje de
supervivencia calculando la relacién entre el recuento obtenido con las células tratadas con el
inmunaconjugado y el obtenido con las células de los pocillos controles (tratados con el medio de
cultivo solo). En ciertos experimentos, el anticuerpo desnudo hu2H11 ha sido afiadido a los
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pocilos a una concentracidn de 1 yM al principio del experimento y la inhibicion de la
proliferacion ha sido medida como se ha descrito precedentemente.

ICs0 (nM), MDA-MB-231

Tabla IV - -
. en presencia de anticuerpo
Conjugado solo desnudo
Ej.9 0,150 0,856
Ej.25 0,710 4,918
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REIVINDICACIONES

Un derivado de criptoficina de la formula (11):;

en la que:

* R4 representa un atorno de halogeno y R; representa un grupo —OH, un grupo acilo
derivado de un aminoacido AA o un grupo alcanoiloxi{C4-Ca);

o bien Ry y Rz forman conjuntamente un motivo epéxido;

» AA indica un aminoacido natural o no natural;

* R; representa un grupo alquilo(C4-Cg);

* R4 ¥ Rs representan los dos H o forman conjuntamente un doble enlace CH=CH entre
C13yC14;

* Rg ¥ Ry representan independientemente uno de otro H o un grupe alquilo(C4-Ce);

* Rg ¥ Rq representan independientemente uno de otro H o un grupo algquilo(C4-Cs);

" Ryg representa al menos un sustituyente del nicleo fenilo elegido entre: H, un grupo
OH, alcoxi(C4-C4), un atomo de haldgeno o bien un grupo —NH,, -NHalquilo(C4-Csg)
o -N{alquilo{C+-Ce))a.

= Ryy representa al menos un sustituyente del nicleo fenilo elegido entre H o un grupo
alquilo{C4-C,);

» L representa un conector en posicién orto (o), meta {m) o para {p), con preferencia
para, del nicleo fenilo portador del motivo GCR, elegido entre:

-G’ X (CR13R14)(OCH2CH2)y(CR15R16)y Q GCR;;

-G’ X (CR13R14)(OCH2CHz)y-Y'-(CR15R16)y Q GCRy;

-G’ X (CR13R14W(CR47=CR15){CR15R16),{OCH,CH,), Q GCR;;

-G' X (CR13R14W(OCH,CH2)(CR17=CR15){CR15R15), Q GCRy,

-G' X (CRy3R14)-fenil-(CR15R4g), Y' Q GCR;.

-G’ X (CR1aR1a)-furil-{CR45R15), Y' Q GCRy,

-G' X (CRy3R4)-oxazolil-{CRsR4g), Y’ @ GCRy;

-G’ X (CR13R14)-tiazoll-(CR15R6) Y' Q GCRy;

-G’ X (CR13R4)-tienil-(CRysR4g)s Y' Q GCRy;

-G’ X (CR13R4)rrimidazolil-{CRsRg), Y’ Q GCRy;

-G' X (CR13R4)-piperazinil-CO{CR4sRg), Y' Q GCR;,

-G’ X (CR13R14)-piperidinii-metil-NR2-CO(CR1sR g}, ¥' @ GCRy;

-G’ X (CRy3R14)-piperidinil-(CRysR15)u Y' Q GCRy.

/5)



10

15

20

25

30

35

126

-G' X (CR13R14)-piperidinil-NR12-(CRsR16), Y' Q GCR;.
-G’ X (CR13R1g)-triazolil-{CR15R 16}, Y' Q GCR;;.
-G’ X (CR13Ra)-triazolil-(CR45R16), Y' Q GCRy:
-G X (CR13R14)-fenil-{CRysR5), Q GCRy;
-G" X (CR1aRa)-furil—{CR1sR5), Q GCRy;
-G" X (CR13R 14 -oxazolil-{CRy5R5), Q@ GCRy;

-G’ X (CR13Ra)-tiazolil-(CRsR16), Q GCRy;

-G’ X (CRy3R44)tienil-(CR15R16), Q GCRy;

-G' X (CR13R4a)-imidazolil-(CRysR1e)y Q GCRy;

-G’ X (CR13R4)-piperazinil-{CR4sR 1), Q GCRy;

-G’ X (CR13R1a)-piperidinil-(CR15R1g), @ GCRy,

-G’ X (CR43R4)-piperidinil-metil-NR1-(CR1sR 1), Q GCRy.

-G’ X (CR1aR4)-piperidinil-NR 12-(CRsR1g), Q GCR;.

-G’ X (CR13Ry4)-triazolil-{CR15R15), Q GCRy,

0

-G" Y (CR13R14){OCH;CH2),(CR15R15). Q GCRy,

-G” Y (CR13R14){(OCHzCH:),-Y'-(CR1sR1s), Q GCRy;

-G"Y (CR13R14)(CR17=CR4g){CR15R16)(OCH,CHz), Q GCR;,
-G" Y (CR13aR1a){OCHCH,),(CR17=CR15)}{CRs5R15), Q GCR;;
-G" Y {CRy3R4)-fenil-(CR15R15), Y' Q GCRy,

-G Y (CR13R44)furil-{CR15R16)y ¥’ Q GCRy:

-G" Y (CR13R14)r-0xazolil-(CR1sR 1), Y' @ GCRy;

-G™ Y (CRq3R4)tiazoli-(CRysRys)y Y' Q GCRy;

-G" Y (CR13R14)tienil-(CR4sR1s) Y’ Q GCR;y.

-G" Y (CR43R4)rimidazolil-{CR5R46). Y’ Q GCR;;

-G" Y (CR1zR14)-piperazinil-CO(CR1sRe) Y’ Q GCRy,

-G7 Y (CR13Ry4)-piperidinil-metil-NRo-CO{CR5R15), Y' @ GCRy;
-G" Y (CR13R44)r-piperidinil-{CR15R1e). Y' Q GCRy.

-G" Y (CR13R14)-piperidinil-NR12{CR15R 6} Y Q GCR,,

-G"Y (CR13R44)—triazotil-(CR1sR16), ¥ Q@ GCRy,

-G" Y (CR13R14)-fenil-{CR1sR15)y Q GCRy;

-G" Y (CR13R14)-furil-{CR4sR 5}, Q GCRy;

-G"Y (CRaRqs)-oxazolil-(CR15R5), Q GCRy;

-G" Y {CR1aR14)-tiazolil-{CR15R), @ GCR;.

-G" Y (CR1aR 4 )r-tienil-{CR45R15), Q GCRy;

-G"Y (CR13R1a)-imidazolil-{CR15R16)y Q GCRy;

-G" Y (CR13R14)-piperazinil-(CR1sR 1)y Q GCRy;

-G" Y (CR13R1a)rpiperazinil-{CRqsR15)y Q CCRy;
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-G" Y (CR1aR s }-piperidinil-(CR1sR16), Q GCR;;

-G" Y (CR3Ra)-piperidinil-metil-NR2-(CR15R 16)y @ GCRy.

-G"Y (CR1sRwa)-piperidinil-NR2-{CR5R15)y @ GCRy.

-G"Y (CR13R14)-triazolil-{CRsRs)y Q GCR;,

5 férmulas en las que:
» G' representa un grupo -CH=CH- o -(CH>),-;
» " representa un grupo -(CHz)y-;
* n representa un nimero entero que va de 1 a 6;
» X representa un enlace simple o un grupo -CO-, -COQ-, 0 -CONR;;-, estando el
10 grupo CO unido a G*;

» Y representa un grupo -O-, -QCQO, -0C00, -OCONR2-, -NR»-, -NR4,CO-,
-NR12CONR'4z-, -NR12,C00-, 0 -S(0)q-, estando el atomo O o el grupo NR;z unidos a

GH:
» g representa un numero entero que puede valer 0, 1 0 2;
15 * Y’ representa un grupo -O-, -OCOQ, -0C0OQ, -OCONR2-, -NR4»>-, -NR2CO-,

-NR12C0NR’12-, -NR12C00-, -3(0)g-, -CO-, -COO0-, 0 -CONR1-;

s Rz, R'y2, Ry3, Ry4, Rys, Res, Rz ¥ Ry representan independientemente uno de ofro

H o un grupo alquilo{C;-Cg);

* t, u e y representan nimeros enteros que pueden ir cada uno de 0 a 20 y tales que
20 t+u+y sea superior o igual a 1;

* en el caso del conector de la formula -G™ Y (CR13R14){OCH2CHaz),-Y'-{CR15R16), Q

GCRy, si y vale 0 y cuando Q representa un enlace simple, entonces u no puede

valer 0;

* Q representa un enlace simple, un grupo alquileno{C;-C4p) 0 un grupo (OCH,CH},
25 representando i un nimero entero que va de 1 a 20, mas particularmente de 1 a 10,

mas particularmente alin de 1 a 8, o de 1 a 6 y ain mas particularmente de 2 a 5;

o]

Rﬂ?

“}ﬁN \H/\Bru |
*» GCR1 representa —-SZ,, -C(=0)»Z,Ry, 0 © 0 con Ry; representando

—N ]

H o alquilo{C-Cg), mas particularmente el grupo metilg;

30 o bien L se elige entre:
0
Zas-ALKJLN’\ zaS'ALK‘N’\ L
K/N‘(CHZ),,-E— ) K’N‘(cr-iz),,%— ' Zasﬂ‘*'-K'N‘(CH,),.—i—
RIZ

ZBSALK’N\O R
N.. RbZb-CO-ALK-SS-ALK™ “{CHy),
{CH;)n‘%_ ] :[)r (CHy) '%_
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O._N
RoZ-CO-ALKAOCH,CH )~ O ery, 3 - ROZb-GO-ALKHOCH,GH " (CHyy 5
o

o
0
RbZb-CO-ALKHOCH,CH,JI- OJL s

Rz
N0
RbZL-CO-ALK-OCH,CHA ™ T CH,), 3~
o

Rbe-CO—ALK-(OCHZCH,)i’N‘(CH,),,-E—

o]
RbZb-CO-ALK{OCH,CH, )
HOGHCR, \EJ\(CHzL%
12

Ri2

R

L

Rbe—CO-ALK-{OCHﬁHz)i\N/\I Rbe—CO-ALK.N/\
NN LN
(CH2)-1_E_ {CHE)“_%_ .
1 | |
o]
RbZb-CO-ALK 0 Rbe—CO-ALK-(OCHzCHz)é\NJ\/S—O\(CH] 3
“CH) - ke, = )
r 1
RbZD-CO-ALK-{OCHZCHz)i/S_O‘(CHZ)H P Rbe-co-ALK-(OCHZCHz)i’s‘{CHz)"—E— _
1 1
Ry,
Rbe-CO-ALK-(OCHZCHZ)iYN~ RbZb-CO-ALK-(OCH,CH, )i~ O
(CH) 5 2N N ey,
o n o 2 _E—

]

N:N ‘—&/
SO A N Ny
RbZb-CO-ALK-(OCH,CH, } (Cszn-E— . RbZb-CO-ALK -(OCHQCHI)i’OCmCH? (CHZ)D—%—
)

N=N

I

. N=N Ry N=N
ROZB-CO-ALK-{OCH,CH,) N\)\/N‘(CHZ);E— . ReZb-CO-ALKC S TR :
NeN R, ’ "
Rozb-COALKC NN Mgy, - : ROZb-CO-ALK-OCH,CHy O~ A .
Rbe—CO-ALK-(OCH,CH,)i’OCH’CHN RbZb-CO-ALK™ A"

Rz

' R
Riz ZaS-ALK.__N.. N.
zas-aLkcHy o M Meny, 4 . ? \I(]; ~ o™ Mm%

1

R

T2

O
N.
238-(CH,CH,ONCH,CH;™ ~(CHy), 5 | RbeJ\’S\(CH,)n—s— _
1 2

-{CH2)s-SZa.

formulas en las que:
T Oren -

o]

—g—s-ALKJLN’\ %—S'ALKN/ﬁ

R

Rbej’\’s\M_K—%—

. -ALK-SZ, 0

representa uno de los 9 grupos siguientes:

Rz

N\{CHZ),.-E— . '\/N‘(CHZ);E— . %_S“ALK'N\(CHR)“—%— )

3

Ria

—%—S-ALK’NO Rz Ry
Myt oo Ao ot
L) *

Rz R\
S-ALK N N,
= \g' ~ o™ e %  —3-S{CR,CHON-CHCH;”
2
$-5-ak2-
2

* n representa un nUmerc entero que va de 1 a 6;
= ALK representa un grupo alguileno{C+-C13);

Ry
N‘(CH;),,—E— . —E—S-(CHz)n%-

0

/a3
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* Ry2 ¥ R4z representan independientemente uno de otro H o un grupo alquiio{C;-
Cg), mas particularmente el grupo metilo;

= i representa un ndimero entero que va de 1 a 20, mas particularmente de 1 a 10,
mas particularmente altin de 1 a 8, o de 1 a 6 y alin mas particularmente de 2 a 5;

o bien L es un conector de la férmula (IV):

0
_—~D—(CH;n—-

RbZb-CO-ALK  {AAWw (IV})

en la que:

" (AA), representa una cadena de w amincacidos AA unidos entre si por enlaces
peptidicos;

= w representa un nimero entero que va de 1 a 12, con preferencia de 1 a 6;

* n representa un numerc entero que vade 1 a 6;

* D representa uno de los motivos siguientes:

Vo R ViV
 NR—
NRz=( | . —NR .
V] O T~ Vs O
R 0

20 R21

(D1) RxRy O (D2)

Oy

RZG R21 \él/ (DS)
para los que;

* Ry representa H o un grupo alquilo{C4-Cg);

= Ryg, Rap, Raq, Razrepresentan independientemente uno de otro H, un atomo
de halégeno, -OH, -CN o un grupo alquilo(Cy-Cy);

= T unido a (CH3), representa NRy,u O;

= Vyrepresenta O, 8, NRyz;

*  V;representa CRy; o N;

8V, V,, V5 se eligen independientemente uno de otro entre CRy; o N;

= Z, representa H o el grupo -8R, con R, representando un grupo alquilo(C4-Cs),
cicloalquilo(C3-C;), arilo, hetercarilo o heterocicloalquilo(C,-C;);
= Zi, representa un enlace simple, -O- o -NH-, con Ry, representando H o un grupo

alquilo(C1-Cg), cicloalquilo{C3-Cs), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo{Cs-Co).

(57
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Un derivado de criptoficina segun la reivindicacion 1, en el que Ry representa al menos
un sustituyente del nicleo fenilo elegido entre: H, un grupo OH, alcoxi(C,-C,4), un dtomo
de haldégeno.

Un derivade de criptoficina segin las reivindicaciones 1 0 2, en el que GCR1 representa
—S2Z, 0 -C(=0)-ZuR,.

%S_O\(CHZ)&—

Un derivado de criptoficina segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que

representa uno de los 7 grupos siguientes:
0
-%S-ALKJ‘N/\ %_S‘ALK‘N’\ Ry
K’N‘(cHz)n—E— _ k’N'(CHz);%— ) %‘S‘ALK'N“(CH;).,—E— )
* 3 3

R

1
%S-ALK’N\O R Rz
Moy o saseen oM e
H 3

Rz

R R
Mz 12
—%—S—ALK N N.
\‘ljr ~ o™ en 2 | 5 S-{CH,CH,OICHCH;  (CH -
; .
Un derivado de criptoficina seglin las reivindicaciones 1 a 4, en el que n vale 1.

Un derivado de criptoficina segun la reivindicacién 1, en el que L se elige entre:

Zas i zas " R MSX,EW s Ry,
Nm\* | 7{\(}\’% ; ZaSX/r“I:’% ; \qu% ; szn’?l\/\’ g ngo\%

szn\gr\,o‘[/\oi\,o‘]gov% . R”Z"\cr)f\"’f/\oi“,\"’ fR,,\j{ . mzol/\,o.k/\ot\,ojg/o N

RIZ ¢ &
Rbe\n/\,D{/\ Di\/t&\[ro\% RthJ\/‘[o’\‘].O\/\”.‘jq' ha")]\/.[of\'}.o\/\’.‘q{
o ' o - ' ' ' R,

=g, Yo, Y0,
At et sedoepgf
o j\,fo,\ioﬂro\%, b ml(\,o\g»ojﬁv“@w |
R"Z";ho\%
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szul'l)/\/of/\ow . anx:j,\/\/\/f’ . ZBSLEIZ/TO/\],'N\,% '

Ry

ZBS\/\[O/\']iN\/

o Ry
) UGS
STy

H,NTNH
Q

[w] a
M s—mk M 0

RbZb’ N

LAt RbeJ\’S\(CHZ)n-%—

Bi

; -CH28Z,. -ALK-52,.

o Oy MNH
RbZh/u\/To/\%.O\j/ HNTT0
1

Tt
Zas I \/‘[o’\}i t .
E]

* Ryz y R'4z representan independientemente uno de otro H o un grupo

alquilo(C4-Cs), mas particularmente el grupo metilo;

* | representa un numerc entero que va de 1 a 20, mas particularmente de 1 a 10,

mas particularmente ain de 1 a 8, o de 1 a 6 y alin mas particularmente de 2 a 5;

» Z, representa H o el grupo -SR,, con R; representando un grupo alquilo(C4-Cg),

cicloalquilo(C;-C-), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo(C3-Cs);

» Z,, representa un enlace simple, -O- o -NH-, con Ry, representando H o un grupo

alquilo(C4-Cg), cicloalquilo(Ca-Cy), arilo, heteroarilo o heterocicloalquilo{Cs-C5).

Un derivado de criptoficina segun la reivindicacion 1, en el que L se elige entre;

o

ZaS Nf\ Ry ZaS
NK’N‘* ; Znsxvn*’?’ : Zasx’ﬁvi’ :

R
Ry R, H A
NN Zas o | B N~ g O g ~oN
zgsy\,NvJ ¥ B E"’;"\’”* i Zasfv\,N\/\of\,O\/\O’\va}f . a5 0 e 0
’ ]

Ry
r\&q’ asJ('NGV% Zas N_J

L

o 0
RbZb RbZb i N
IS ST S8 SR

ZBS\KP szb\(\N’\l
XN R
1 El 1 *
R R
hanwowowowor\mt{f i/\’f"n’\«N'f/x
X RbZh N_J

8 Ry
Rmisr\)m\* RbeBI/\SX.,N\j’
anbizs\ﬂg- . Rbeifs m “ -

0

Ry RbZh
N M=
e 2 e S S,

i Ry
szbrSLN\/\o’\/o-./‘o’\rN\*
Q

1
o o
RbeJ\"‘o”\'owo’\fo\/‘uksf\jN’\

RbeY\,O\/-OI\,O\_/ri\I
o]

R':
NN

[s]

12

LN
o
RbZb S

LN

£56
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o
Rezo4__
szn-‘éj__M 0\_0\__\ R,
Ny R My m ROZb. O gy O o LN O g
Y T o A
; ; ;
0 Rz o H 9
RbeJL\/\fS'sK'NTrO* RbZh "~ O O Nk ROz 0O Oy Ok
0 . o . 0

H [»)
ha,,j\»o«,o\/«oz\,oqoqf Rminomvo\»or\,ovﬁrw\* ROZ O g O oo
g o] Q

g a
SO o s ; SO
R . RbZb . RbzZb a0
: :

17

o Qj’ ot
hid fa) H o [ N 2
sz:,wN HY?LNO/\O W RDZD\E)(\'O\/\ONO\/‘OJ\)L&NJ
F H

H o
o]
(N)LNH
5 L ;

con Ryz representando H o un grupo alquilo{C4-Cg), mas particularmente el grupo metilo.

8. Un derivado de criptoficina segun !a reivindicacién 7, en el que R,z representa H.
10
9. Un derivado de criptoficina seglin la reivindicacién 7, en el que R,; representa

alquilo{C4-Cg), mas particularmente el grupo metilo.

10. Un derivado de criptoficina segun las reivindicaciones 1 a 9, en el que Z, representaH o

15 —Salquilo{C-Cs), especialmente -SMe, o -S-heteroarilo, especialments

_;E,

ZyRy, representa —Qalquilo(C1-Cg), -OH, -OCHjy, -OCH>CH=CH>, o o]

0 M
YR
- Gl
—O-N )// M=H o catidn @
0 k]

saY,
o el grupo en el que Gl representa al menos

==

N
un grupo electroinductivo, o también en el que ~C{=0)Z,R,, representa NN

20 11. Un derivado de criptoficina segin una de las reivindicaciones 1 a 10, definido segun una

de las formulas siguientes, estando L con preferencia en posicién para:
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= s] o]
i L H
- On .0 HN._ cl 0.0 HN._ v Cl
i X R LK
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@?ﬁa@“ﬁ e

Q" m‘

MO S /\\/WO
GIyO Y-
/\D/g/\NlUc /l\ /U\h/\N Me

Gly=glicinato Gly=glicinato
5
12. Un derivado de criptoficina segun la reivindicacién 1, elegido entre:
«A/\il\/n\/@ﬁ/k/\/\( MK/N\/Q/SEWY
|
. M/l N0
K,H 0.0 HN_ . & g N 0,0 HN._ o ¢l
Zas o - S Y o l
Eyl\@? ez 0\@?
Zas = o
aeVegens SUUEN oy
235 N\/“‘o"‘\/‘:'\/\o"\-’
Fhe T palmass
\/@A*/\?YO
H | :
ZaS/\L/\r(N\/\O/\/O\/\O/\/N 0, .0 HN._ o Cl
’ E %ﬂl‘:@?
10

e o] RbZbr (o]
" m Y\D \MJ\/\/\F
& o 4] N 0,0 HN

Ja o P
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o
RbZb
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o
o
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L
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)f\_,no 0y, .0
ZaS

T

13.

4.

15.

16.

17.

peveges
siendo Z,, Z, ¥ Ry tal como se han definido en las reivindicaciones 1 o 10.

Un derivado de criptoficina de 1a formula (lil):

R, R, R
Ry R o
G
0.0 HN. .-
) .
Py Q H o}
s R, R,

en la que los grupos Ry a Ryq tienen los mismos significados que en las reivindicaciones
1, 11 0 12 y G representa un grupo -(CHz), Y, situandose en posicidn orto (o), meta (m) o
para (p) del nicleo fenilo portador del motive CR;, con preferencia en posicién para,

siendo n un numero entero que va de 1 a B y representando Y -Nj; -NR3-CH»>-C=CH en

el que Ry; representa H o un grupo alquilo{Cy-Cg); -OMs; -OC(=0)-0-{4-nitrofenilo),

—N ] Ru
b QY\Bro !

9 o o , representando Ry2 H o alquilo{Cy-Cg), mas particularmente el grupo
metilo.

Un derivado de criptoficina segin la reivindicacidn 13, en el que Y representa -Nj; -NR2-
CHzC=CH en el que R,; representa H o un grupo alquilo(C4-Cs); -OMs o -OC(=0)-0-(4-
nitrofenilo).

Un derivado de criptoficina segin una de las reivindicaciones 1 a 12, o bien segun la
forrula (IIY) de la reivindicacion 13 con G= -(CH).Y con Y= -Cl, -Ni, -OH, -NHj,
maleimido, haloacetamido destinado a ser conjugado con un agente de seleccién de la

diana.

Un derivado de criptoficina segun la reivindicacion 15, en el que el agente de seleccidon
de la diana es un ligando, una proteina, un anticuerpo, mas particularmente monoclonal,
un fragmento de proteina o de anticuerpo, un péptido, un oligonuctedtido o un
oligosacirido.

Un procedimiento de preparacion de un agente de seleccion de la diana al que estd unido
al menos un derivado de criptoficina, denominado conjugado, que consiste en:
(i) poner en contacto y dejar reaccionar una solucién acuosa de un agente de seleccion

de la diana eventualmente tamponada y una solucidén del derivado de criptoficina tai
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como se ha definido en una de las reivindicaciones 1 a 16;

(i) después separar opcionalmente el conjugado formado en la etapa (i) del derivado de

criptoficina yfo del agente de seleccion de la diana que no haya reaccionado yfo de los

agregados que se hayan formado.

Un procedimiento segin la reivindicacién 17, en el cual;

>

en presencia de un derivado de criptoficina que comprende un grupo quimico

reactivo GCR1 de tipo —52Z,, el agente de seleccion de la diana comprende:

= grupos quimicos disulfuros en el caso en que GCR1 representa —SH;

= grupos quimicos ticles en el caso en que GCR1 representa -SZ, con Z #H;

= grupos quimicos maleimido o yodoacetamido en el caso en que GCR1 representa
—-SH;

en presencia de un derivado de criptoficina que comprende un grupo quimico

reactivo GCR1 de tipop —C(=0)-ZyR;, se hace reaccionar el derivado de criptoficina

con las funciones amino del agente de seleccion de la diana, especialments los

grupos e-amino portados por las cadenas laterales de los residucs de lisina (Lys) de

un anticuerpo;

en presencia de un derivado de criptoficina de la férmula (I} con G= -(CH;).Y, el

agente de seleccidn de la diana comprende grupos —SH cuando Y= -Cl o -maleimido,

grupos -C=CH cuando Y= -N; o grupos acido carboxilice cuando Y= -OH o -NHg;

en presencia de un derivado de criptoficina que comprende un grupo quimico

reactivo GCR1 de tipo maleimido o haloacetamido, el agente de seleccidn de |a diana

comprende grupos quimicos ticles,

Un procedimiento segun las reivindicaciones 17 o 18, en el cual:

»

en presencia de un derivado de criptoficina que comprende un grupo quimico
reactivo GCR1 de tipo -82Z,, el agente de seleccion de la diana se modifica con ayuda

de un agente de modificacion elegido entre un compuesto de la formula:
o]

R\S,S—ALKJC')LO,N

O en la que R representa un grupo alquilo(C-Cg), arilo, heteroarilo,
cicloalquilo(Ca-C7),  heterocicloalquilo(C3-C7) y ALK representa un  grupo
alquileno{C4-Cg);

s , un analogo pegilado de férmula:

¢/
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o un analogo sulfénico de formula

Xi’
A,
T som Ty
O\ﬂiH,as\S \N
g en los cuales X3 X4, X5, Xg representan H o un grupo

alquilo{C4-Cg), X1 y X2 representan -H, -CONXgXy, -NO3, Xg ¥ Xg representan H o un
grupo alquilo(C4-Cg), X7 representa -SO3;M" o H o bien un grupo de amonio

cuaternario y a indica un nimero entero que va de 0 a 4 y b indica un nOmero entero
x10

x“:’:s):nm * Hal

X,z ;

que vade 022000, %= en la que:

- Hal representa un atomo de halégeno;

- Xi0 representa un atome de haldgeno o el grupo COQOX,,, nitro, alguila{C4-Cg) no
sustituido o halogenado, alcoxi(C1-Cg) no sustituido o halogenado, alguenilo{C;-Cg)
no sustituide o halogenado, alquinilo{C,-Cs) no  sustituido o halogenado,
cicloalquilo(C3-Cs) no sustituido, arilo no sustituide o sustituido con uno a tres
sustituyentes seleccionados entre amino, atomo de haldgeno, grupo alquilo{C4-Cs) no
sustituido ¢ halogenado, alcoxi(C4-Cg) no sustituido o halogenado;

- cada uno de los Xy, X2, X453 representa independientemente un atomo de
hidrégeno ¢ bien puede representar Xs;

o Xip ¥ X;4 forman conjuntamente un ciclo alquileno{CCs), no sustituido o sustituido
con uno a cinco grupos alquilo(C-Cy);

o Xy 0 Xy forman conjuntamente con Xqz un ciclo alquileno(C4-Cs), no sustituido o
sustituido con uno a cinco grupas alquilo(Cq-Cs)

y Xi4 €5 -H o un grupo alguilo{C4-Cg);

en presencia de un derivado de criptoficina que comprende un grupo quimico
reactivo GCR1 de tipo -SH, el agente de seleccion de la diana se modifica con ayuda
de un agente de modificacion elegido entre succinimidil-4-(N-

maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato; sulfosuccinimidil-4-{N-

8 {o Q o o a

ALK
o drderp

- oy . o
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato; s e ° :

[s]
o
Q /\/ﬁ\ Y o A b
o N 0.k /©/ ©
&ZU u‘{'\, wo ﬁ &‘_M 111" -g’ ) N 4 N 0
o . ) - ) :

T

o
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o indicando ALK un grupo alguileno(C4-C4z) y siendo b un nlmero
\‘.(@\ JJ\/I g J\/l
succinimidil-N-bromoacetato; succm|m|d|I-3-(N—bromoacetamldo)proplonato;

o
0
g‘o#/\o‘}ﬁ\/n
5

Un conjugado susceptible de ser obtenido por el procedimiento segin una de las

entero comprendido entre 0 y 2000;

© , siendo b un nimero entero comprendido entre 0 y 2000.

reivindicaciones 17 a 19.

Un conjugado segin la reivindicacion 20, caracterizado por una DAR determinada a
partir de la desconvolucidn del espectro HRMS superior a 1, con preferencia
comprendida entre 2 y 10 y mas particularmente entre 2 y 7.

Un conjugado segun la reivindicacion 20, caracterizado por una DAR determinada con
ayuda de un espectrofotdmetro UV superior a 0,5, con preferencia superior a 1, mas
particularmente comprendida entre 1 y 10, aln mas particularmente entre 2 y 7, siendo
calculada la DAR por la ecuacion:

DAR =co/ ca

en la que:

Cp = [(eans X Axz) - (a2 X Aut)] / [(epa2 X €a21) - (Basz2 X €D as)]

Ca = [Ax1 = (Cp X €pa1)]/ €ans

y

indicando A1 y Ay respectivamente las absorbancias de |a solucion de conjugado
respectivamente a las longitudes de onda A1 y A2;

indicando £p 31 Y £p 22 respectivamente los coeficientes de absorcion molares del derivado
de criptoficina antes de la conjugacion a dos longitudes de onda A1 y A2, coeficientes
medidos sobre los compuestos de la férmula (Il) de tipo -8Z, con Z, = -SMe ¢ de tipo -
C(=0-Z,R, con ZyR, = -OMe o -CCH,-CH=CH;

indicando ea 11 Y £a 32 respectivamente los coeficientes de absorcidon molares dei

anticuerpo desnudo antes de la conjugacitn a Yas dos iongitudes de onda A1y A2.

Un conjugado segun [a reivindicacion 22, en el que A1= 280 nm y A2 se elige en la gama

de longitudes de onda especificas 246 nm - 252 nm.
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Una solucion de conjugado susceptible de ser obtenida por el procedimiento segin una
de las reivindicaciones 17 a 19, o que comprende el conjugado tal como se ha definido
en una de las reivindicaciones 20 a 23.

La utilizacién de un derivado de criptoficina segin una de las reivindicaciones 1 a 13,
para la preparacion de un agente de seleccidn de la diana al que estd unido al menos
uno de dichos derivados de criptoficina.

La utilizacion de un derivado de criptoficina de la formula (tH):
R _ R, R,

G Wl -

Ry,
Ry (i

en la que:
G representa un grupo -CH=CH, o -(CHz),Y, que se sitia en posicion orto (0),
meta (m) o para (p) del nucleo fenilo portador del motivo CR,4, con preferencia en
posicidn para;
Y representa —OH; -Cl; -N3. -NH3; -SH; -COOH; -NR4>-CH,-C=CH en el que Riz
representa H o un grupo alquilo(C-Cg), mas particularmente el grupo
metilo; -OGP en el que GP indica un grupo saliente; -OC(=0}-O-(4-
nitrofenilo); -maleimido.

o de la formula:

M o
- nsstCHW
o 2

ERI " F!,RH

teniendo los grupos Ry a Ry4 los mismos significados que en las reivindicaciones 1, 11 o

12 y siendo n un nimero entero que vade 1 a 6,

para la preparacién de un agente de seleccidén de la diana al que esta unido al menos
uno de dichos derivados de criptoficina,

La utilizacion de un derivado de criptoficina elegido entre uno de los siguientes:
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siendo Z,, Zy v Ry tal como se han definido en las reivindicaciones 1 o 10, para la
preparacion de un agente de seleccion de la diana al que esta unido al menos un
derivado de criptoficina,

Un derivado de criptoficina de la férmula;

R. R R,
Q. RSRA 0 Wo
NH 0.0 0,.0 N,
(ol
I S Te, S s, g P
] RO o
10

o H
JIB(‘N
R, RyH
teniendo los grupes Ry a Ryq los mismos significados que en las reivindicaciones 1, 11 0

12 y siendo n un numero entero que va de 1 a B,

Un derivado de criptoficina segin una de las reivindicaciones 1 a 15, para utilizacion

como anticanceroso,
Un conjugado segun las reivindicaciones 20 a 23, para utilizacién como anticancerosg.

Una solucion de conjugado seglin la reivindicacion 24, para utilizacidn como
anticanceroso.

La utilizacién de un derivado de criptoficina segin una de las reivindicaciones 1 a 15,

para la preparacion de un medicamento anticanceroso.

La utilizacion de un conjugade segun las reivindicaciones 20 a 23, para la preparacion de
un medicamento anticanceroso.

La utilizacién de una solucitn de conjugadc segun la reivindicacion 24, para la
preparacion de un medicamento anticanceroso.

[&7-
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Resumen:

La invencion se refiere a un agente de seleccion de la diana al que esta unido al menos un
derivado de criptoficina de la farmula (1), en la que: R1 representa un atomo de halogeno y R2
representa un grupo —-OH, un grupo acilo derivado de un aminoacido AA o un grupo
alcanoiloxi(C1-C4);, o bien Rt y R2 forman conjuntamente un motivo epdxido; AA indica un
aminoacido natural ¢ ne natural; R3 representa un grupo alquilo{C1-C6); R4 y R5 representan
los dos H o forman conjuntamente un doble enlace CH=CH entre C13 y C14; R6 y R7
representan independientemente uno de otro H ¢ un grupe alquilo(C1-C6); R8 y R9 representan
independientemente uno de otro H o un grupo alquilo(C1-C6); R10 representa al menos un
sustituyente del nicleo fenilo elegido entre; H, un grupo OH, alcoxi{C1-C4), un atomo de
halégeno o bien un grupo —NH2, -NHalquilo{C1-C6) o -N{alquilo(C1-CE))2; R11 representa al
menos un sustituyente del nicleo fenilo elegido entre H o un grupo alquilo(C1-C4); estando
unidos el agente de seleccion de la diana y el derivado de criptoficina de forma covalente,
situandose la union en posicion orto (0), meta {m) o para (p) del nucleo fenilo portador del motivo
CR1.

WPCL0751/ID.207058

/C3
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vol. 46, no. 14,

3 Juillet 2003 (2003-07-03), pages
2985-3007, XP002467582,

ISSN: 0022-2623

* abrégé; tableau 2; composés 28-51

. W0 2009/002993 A1 (ENDOCYTE INC [US];

LEAMON CHRISTOPHER PAUL [US]; WANG YU
[US]; VLAHOV)

31 décembre 2008 (2008-12-31)

alinéa [0001]

alinéa [0037]

WO 2005/116255 A2 (ARCHEMIX CORP [US];
STANTON MARTIN [US]; KURZ MARKUS [US]:
WILSON CHAR) 8 décembre 2005 (2005-12-08)
page 1, ligne 7-12

page 46, ligne 3-11

15,16

1-14,
17-34

1-34

1-34

Formulzirg PCTASAR210 (suite da ta dauxidme favitle) (awil 2005}
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE

Renseignements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande internationale n*

PCT/FR2010/050986
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
W0 9808505 Al 05-03-1998 AT 328592 T 15-06-2006
AU 722492 B2 03-08-2000
BR 9711986 A 24-08-1999
CA 2264063 Al 05-03-1998
CN 1233957 A 03-11-1999
€z 9900645 A3 13-10-1999
DE 69736067 T2 10-05-2007
DK 0934065 T3 09-10-2006
EP 0934065 Al 11-08-1999
ES 2267149 T3 - 01-03-2007
HK 1025036 Al 22-09-2006
IL 128610 A 25-07-2004
JP 4364944 B2 18-11-2009
JP 2002514175 T 14-05-2002
NO 990833 A 26-04-1999
PT 934065 E 31-10-2006
SI 0934065 T1 28-02-2007
TR 9901104 T2 21-07-199%
WO 2009002993 Al 31-12-2008 AU 2008268432 Al 31-12-2008
CA 2690943 Al 31-12-2008
CN 101784565 A 21-07-2010
EpP 2176293 Al 21-04-2010
JP 2010531363 T 24-09-2010
WO 2005116255 A2 08-12-2005 EP 1756318 A2 28-02-2007

Formu'aire PCTASA210 (annexe tamilles da bravets) {avril 2005)
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TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS PCT/FR2010/050986

PCT

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT
D'UN CHANGEMENT

(régle 925is.1 ct instruction administrative 422 du PCT)

Expéditeur : lc BUREAU INTERNATIONAL

Destinataire :

SENNINGER, Thierry
c/o sanofi-aventis
Département Brevets
174 avenue de France
F-75013 Paris
FRANCE

Date dexpédition gfour/mois/année)
13 octobre 2011 (13.10.2011)

Référence du dossier du déposant on du mandalaire

NOTIFICATION IMPORTANTE

FR2009/071
Demande internationale n® Date du dépit international (four/mois/année)
PCT/FR2010/050986 20 mai 2010 (20.05.2010)

0 linventeur

B 1c déposant

1. Lcs renseignements suivants étaient enregistrés en ce qui concerne :

] le mandataire [J le représentant commun

Nom et adresse

SANOFI-AVENTIS
174 avenue de France
F-75013 Paris
FRANCE

Nationalité (nom de 1'Etat)

FR

Domigile {nom de |Etat)

FR

n°® de téléphone
+33 1 5571 40 91

n® de télécopieur

+33 1 53 77 87 51

Address éiectronique

B4 le nom

[J la personne

2. Le Bureau intemational notifie au déposant que le changement indiqué ci-aprés a été cnregistré en ce qui conceme ;

[ ladresse

] ia nationalité [ 1 domicile

Nom et adresse

SANOFI

174 avenue de France
F-75013 Paris
FRANCE

q

Nationalité (nom de YEtat)

FR
n° de téléphone
+33 15571 40 91
n° de télécopieur
+33 1 53 77 87 51

Address électronigue
[] Autorisalion de recourir au courrier électronique

Domicile {nom de ['Etat)

FR

3. Observations complémentaires, le cas échéant :

4. Unc copie de cette notificalion a élé envoyde
i l'office réceptenr
a 'administration chargée de la recherche internationale

O

[a1" ] [aux] administration(s) indiquée(s) pour la recherche supplémentaire

a l'administeation chargée de l'examen préliminaire intemmational
aux offices désignés concernés
aux offices élus concernds

O]

autre destinataire :

O

Bureau international de 'OMPI
34, chemin des Colombeltes
1211 Genéve 20, Suisse

n® de télécopicur +41 22 338 71 30

Fonctionnaire autorisé

Soleiman Ali
e-mail pt09_pct@wipo.int
n° de téléphone +41 22 338 74 09

Formulaire PCT/IB/306 (janvier 2009)

I/UACAV3IVCO
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud; (31} Int Cl: CO7D 273/008
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s)  SANOFI
(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
0803170 29/06/2009 FR .
0905651 25/11/2009 FR | (72) Inventor(es) HERVE BOUCHARD

Y OTROS

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

{85) Fecha limite inicio fase nacional:  28/01/2012 {87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 06/01/2011
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 20/05/2010 N°® publicacidn: WO 2011/001052 A1

No. de solicitud PCT/FR2010/050986

(54) Titulo:  NUEVOS CONJUGADOS, SU PREPARACION Y SU APLICACION TERAPEUTICA

Resumen:

La invencién se refiere a un agente de seleccin de la diana al
que estd unido al menos un derivado de criptoficina de la
férmula (I}, en la que: R1 representa un dtomo de haldgeno y
A2 representa un grupo —OH, un grupo acilo derivado de un
aminoécido AA o un grupo alcanoiloxi{C1-C4); o bien R1 y R2
forman conjuntamente un motivo epdxido; AA indica un
aminoacido natural 0 no natural; R3 representa un grupo
alquilo(C1-C6); R4 y R5 representan los dos H o forman
conjuntamente un doble enlace CH=CH entre C13y C14; R6 y
R7 representan independientemente uno de otro H o un grupo
alquilo(C1-C6); R8 y RY representan independientemente uno
de otro H 0 un grupo alquilo{C1-C6); R10 representa al menos
un sustituyente de! nicleo fenilo elegide entre: H, un grupo
OH, alcoxi(C1-C4), un dtomo de halégeno o bien un grupo —
NH2, -NHalquilo{C1-C6) o -N{alquilo{C1-C6)})2; Ri11
representa al menos un sustituyente del nicleo fenilo elegido
entre H o un grupo alquilo{C1-C4); estando unidos el agente
de seleccidn de la diana y el derivado de criptoficina de forma
covalente, situdndose la unidn en posicién orto {0}, meta (m) o

para (p) del nticleo fenilo portador del motivo CR1

e



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 126467

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembra 28 de 2011 - 11:27:04

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA Na PAGO FECHA PAGO

VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427470816 28/12/2011

19.708.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT., RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO — Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES HL%’E’K]'&%?« DE SOL. OE PATENTE DE 571.000.00 571.000.00
$571.000.00

SON: “QUINIENTOS SETENTA Y UN MIL P 3 ONéDA CORRIENTE***

Resgo nsable:
_t'tt’r *_

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AR A A

Fecha: 2011-12-28 11.562:51  Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios; 188

A 41T PRESENTAGION e ENAGIONALL |

(il OPS \= BUF0%27 &

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 60 Pisos 3,45y 10 Begoth, D.C.- Colombia

Weh: www.slc.gov.co e-mai: infofslc.gov.co Conmutador: (571} 5870000 Fax: (§71) 5870284 Linea: D18000-310165 Call Center: (571) 6513240

. Dlchmbra 28 ds 2011 - 11:27:09




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

ofa

{  RECIBO DE CAJA No. 11 - 122614
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bagoté D.C., Diciembre 16 de 2011 - 18:38:37

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO FECHA PAGO VB.PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427470886 16/12/2011 36.506.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT _ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Ve CONCEPTO |
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1641 S DISTINTIVQ INSCRIPCION AFECTACION 289.000.00 289.000.00
?és.ﬁomsna SOMET $589 000,00

SIUEERINTENQIEN_C!A I"DE.INDUSTRIA ¥ COMERCIO
Ll T T
. 11-180696- -00000-0000

No 96-
. Fetha: 2011-12-28 11:52:51 Dep. 2020 DIR. NUEVASCR
Tra, 11 PATENTEIY]| Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folios: 188
ACt 4 TT PRESENTACION ——foffes—87——

COLO OAS | —{I-033-<

Sede Cantro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 ¥ 10 Bogots, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mal: Info@sic.gov.co Canmutador: (571) 5670000 Fax: (571) 5870284 Linea: 01800(-910165 Call Center: (571) 6513240
. Dichmbra 18 de 2011 - 18:38:47

——-t



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

-/-

’ . RECIBO DE CAJA No. 11 - 122615
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 16 de 2011 - 18:38:37
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS Ni 860.041.387

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CLENTA No. PAGO ~ FECHAPAGO  VRPAGO |

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427470886 16/12/2011 36.506.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. BENTISTICO CONCFPTO Ve UNDITARIO Ve CONCEFPTO |
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1?311':1 :Su'gr'usgnlaNET'g ma%mmorv AFECTACION 289.000.00 288.000.00

$289.000.00

Recibo de Taja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

AN

Tra. 11 PATENTEIYI Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION Folics: 188

Act 47T PRESENTACION wEormtoie = ONALL

(Ol 3= 81— 0335 <

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia
Web: www .sic.gov.co e-mal: info@ale.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Lines: 018000-910165 Call Center: {571) 6513240
. Diciembre 16 de 2011 - 18:38:47

182



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

of-
[ RECIBO DE CAJA No. 11 - 125023
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota 0.C., Diciembre 23 de 2011 - 14:04:17
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO, BANCO CUENTA No. PAGO EECHA PAGO VR PAGO,

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427470901 2311212011 12.939.000.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT _RENTISTICO CONCEPTO M UNDITARIO  Vr CONCERTO
150005-01-09 QTROS SEF SERVICIOS DE PROPIEDAD 5¢ 'l:{nimTREAAUON DETALLADA DE UN 27.000.00 27.000.00

$27.000.00

SON: **VEINTISIETE MIL RRSOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable:
_*nn_

Recibo de Caja Aplica pediente No.
& \NDUSTRIAY GW%RC\O
SUPERINTENDENOA W\m\wmm\
W@W\a 0-0000
[
e o TR
Act. 4 PRy

- "CION
Aot 441 SREeeNTACON T

o

—

oL o QoS+ §4I— 023 —< -

Sede Centro! Carrera 13 No, 2T . 00 Plsos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Wob: www.sic.gov.co e.mal: Info@sic.gov.co Conmutader: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Lines: 015000910165 Call Canter: {571} 6513240
, Diclambre 23 de 2011 - 14:04:32




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2

-/-
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Diciembre 16 de 2011 - 18:38:37
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANGO) CUFNTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
062754387 427470886 16/12/2011 36.506.000.00

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

CANT RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

Me UNDITARIQ. . Ve CONCEPTO |

14.000.00 14.000.00

1 50005-01 TR RVI DE PROP|
005-01-09 %DL%:;I'EIEAL CIOS ROPIEDAD

21 CERTIFICACIONES
$14.000.00

o Diclembre 18 do 2011 - 168:38:48

Web: www.slc.govco e-mal; Info@sglc.gov.co Conmutadar: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linaa: 018000-010165 Cadl Center: (571) 8513240

5
UPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

ISy

Fecha: 2011.12.29 1155
Tra. 11 PATEN751H~52-51 Dep. 2020 DIR

Yif ; NUEVASCR
Act. 411 PRESENTACION E"Sg,ﬁgg r:BSENACIONALI

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pises 3,4,5 y 10 Begot4, D.C.- Calombla




NIT : 800.176.089-2
-f-

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

RECIBO DE CAJA

No. 11 - 122576

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Diciembra 16 da 2011 - 18:38:37

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

ek

*** Soporte del Pago

TIPC PAGO _BANCO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

CLFNTA
062754387

427470886

No PAGO ~~ FFCHAPAGO = VRPAGO |

16/12/2011 36.506.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT = RENTISTICO CONCFPTO

Vr UNDITABIO Ve CONCFPTO

1 50005-01- 09 TROG SERVICIOS DE PROPIEDAD

21 CERTIFICACIONES
INDUSTRIAL

14.000.00 14.000.00

$14.000.00

‘ N: *CATFQRCE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

i

sponsable:
LE 3

Recibo de Taja Aplicado al Expediente No.

No

W é’//fifii/fWMMW

——

CoLo: GO

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 34,5 y 10 Bogotd, D.C.» Colfombia

+ Diciembre 16 de 2011 - 18:38:46

£
ECh 201 218 888.. - ﬁﬁ%‘i
AC?, 411 PgTENTEIY}I 52 De "00
Tra. 7y e Es NTAC{ON E\f: g?g f.gglR.
Act. 411 PRESEE?E&EH‘\ Olios: 144 ENACIS
-"“"‘*\.____‘_M__ _ N ——
———

— Y ~-0H-2.

Web: www.sic.gov.co e-mai: Info@aic.gav.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (S71) 5870284 Linea: 618000-910165 Cell Center: (571) 6513240
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/

Industria y Comercio

RECIBO DE CAJA No. 11 - 122577

SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Diciembre 16 de 2011 - 18:38:37

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPG PAGO BANCO CUFENTA No PAGO FECHA PAGO

VRBR.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427470886 16/12/2011 36.506.000.00

*** Conceptos Pagados ™

CANT  BFENTISTICO CONCEPTO Vr UINDITARIO M CONCEPTO
1 50005-01-08 OTROS SERYICIOS DE PROPIEDAD 21 CERTIFICACIONES 14.000.00 14.000.00
WEEART $14.000.00

Recibo da.C.

« Diciembre 16 de 2011 -

ja Aplicagd al Expediente No.

mmmm ;ﬁﬁnwmw?ﬂ?ﬁﬁéﬁ e

T PATEN 91 De
Act TEJYH . 20200
411 PREse ENTACIoy Fve: 378 ASHMUEVAS R

AS T 411 "5"*“—\ onos s 188 CIONAL]

b OIS | —8Y - O3

Sede Cantro: Carrara 13 No, 27 - 00 Pisos 34,5 y 10 Bogat4, D.C.- Colombia
Wob: www.sic.gov.co e-mai: Info@gic.gov.ce Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 016000-010165 Call Center: (571) 6513240
10:30:46
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

of-

_ RECIBO DE CAJA No. 11 - 122676
Industria y Comercio
SUPERINTENDENC F“A Bogota D.C., Diciembre 16 de 2011 - 18:38:37
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***
TIPQ PAGO BANCO CLENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 427470886 16/12/2011 36.506.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RBENTISTICO CONCEPTO VelUNDITARIO  Vr CONCEPTO
150005-01-09 QTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD 99 OTROS SERVCIOS ADMINISTRATIVOS 1.000.00 1.000.00
$1.000.00

JNDUSTRIAY COMERCIO

\m\i@&iﬁimf g wmxx I

12-29 11 52 3‘;’8 FASENAC\O

Fechs: 20“ STEN o5 188
Tra. ".11PPAR§SENTAC ION _502 T AGIUNAL

A A ~ EolioeAs—
* Act 411 “BRESENTACION __ﬂ;,_—-ﬁ
-

ASCR
NAL\

Cale oWy )= T~ 02D

Sede Centro: Camera 13 No. 27 - 00 Plsos 3,4,5 y 10 Bogold, D.C.- Cotombia
Web: www.xic.gov.co e-mal: Info@sic.gov.ce Conmutader: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 8513240
. Diclembre 18 da 2011 - 18:38:43




RlNT;_N_D 1NDUST RIAY COMERCIO
SUPE

WWWWWWMWWW .

8- -00000 o 2020DIR NUEVASCR LISTA DE CHEQUEQ

Feche: 2%1;31?52&%95931152 51 giyi7s FASENACIONAL ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES
ra. 11 Folios:

pct. 411 PRESENTACION
e

PATENTE DE INVENCION [ | MODELO DE UTILIDAD | ] Art 33 Decision 486/00

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta |a solicitud
Descripcion de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

OO

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta ‘__—l

4

PATENTE DE INVENCION PCT Z MODELO DE UTILIDAD PCT l:] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente {capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

NEfasS

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuenio)

Completa |z/ : incompleta |_~

DISENO INDUSTRIAL ]:] (Art. 119 Decision 486/00)
| | indicacién que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
D Representacion gréafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacidn de! solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un esquema de trazado

0o on

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa |:| Incompleta I:,

PIN2-FNA {2009-11-18)




