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PROCESO PARA PREPARAR UN RESTO ENLAZADOR DE CONJUGADOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a procesos para preparar enlazadores que son Utiles
en la conjugacién de moléculas terapéuticas (por ejemplo, agentes citotdxicos) con restos de
direccionamiento (por ejemplo, proteinas, péptidos, anticuerpos, nanoparticulas, acidos

nucleicos).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizado por un control aberrante del
crecimiento celular. Se estima que la incidencia anual del cancer supera los 1,6 millones solo
en los Estados Unidos. Si bien la cirugia, la radiacion, la quimioterapia y las hormonas se usan
para tratar el cancer, sigue siendo la segunda causa principal de muerte en los EE. UU. y se
necesitan estrategias de tratamiento adicionales. Los conjugados de farmacos han surgido
como un enfoque viable y continuamente explorado para atacar los tumores malignos.

A pesar de los avances en la selectividad de los farmacos quimioterapéuticos durante
las ultimas décadas, los farmacos quimioterapéuticos citotoxicos tradicionales a menudo
carecen de suficiente especificidad y efectos dirigidos, 1o que provoca lesiones en las células
normales no cancerosas que pueden provocar reacciones adversas graves. Se han
desarrollado conjugados de farmacos, compuestos por un farmaco (por ejemplo, un agente
citotoxico) unido a un resto de direccionamiento (por ejemplo, un péptido, una proteina o un
anticuerpo) para su uso en la terapia dirigida a tumores. Los conjugados de farmacos pueden
proporcionar la administracién preferencial del farmaco al tejido enfermo, reduciendo los
efectos secundarios no deseados, como el dafio al tejido no canceroso. Véase, por ejemplo,
Vrettos, V., "On the design principles of peptide—drug conjugates for targeted drug delivery to
the malignant tumor site", Beilstein J. Org. Chem. 2018, 14:930-954.

El desarrollo de enlazadores, grupos que unen el farmaco al resto de direccionamiento,
ha surgido como un aspecto importante en el disefio de nuevos conjugados de farmacos. Los
enlazadores son deseablemente lo suficientemente estables in vivo para permitir la
administracién del farmaco a la célula enferma diana. Ademas, el enlazador no debe perturbar
la afinidad de unién del resto de direccionamiento a su diana. Por Gltimo, tras la localizacion
del farmaco en la diana, el enlazador debe ser capaz de liberar el farmaco para que el farmaco

liberado pueda unirse a su diana. Véase Lu, J., “Linkers Having a Crucial Role in Antibody-
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Drug Conjugates,” Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 1-22; y Corso A.D., “Innovative Linker Strategies
for Tumor-Targeted Drug Conjugates,” Chem. Eur. J. 2019, 25(65):14740-14757. Por lo tanto,

existe la necesidad de desarrollar nuevos enlazadores y procesos para fabricarlos.
COMPENDIO

En la presente descripcion se proporciona un proceso para preparar un compuesto de
Formula (A1)

\SH

OH (A1),
0 una sal de este, en donde el anillo A es cicloalquilo Cs.7 0 heterocicloalquilo de 5-7 miembros,
gue comprende:

a) tratar un compuesto de Férmula (A4)
:S—Z
OH (Ad)
0 una sal de este, en donde Z es un grupo protector, con Akl, en donde Akl es un reactivo
acilante, en presencia de una enzima para proporcionar una mezcla de un compuesto de

Férmula (A2) y un compuesto de Férmula (A3);

A 0f

OH (a2) 0™ "R® (n3)
o sales de estos; en donde R® es alquilo C1.6 opcionalmente sustituido con COOH; y
b) desproteger el compuesto de Férmula (A2), o una sal de este, para proporcionar
un compuesto de Férmula (Al), o una sal de este.
También se proporciona en la presente descripcién un procedimiento para preparar un

compuesto de Formula (A-l):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde
el anillo A es cicloalquilo Cs.; 0 heterocicloalquilo de 5-7 miembros;
R! es un resto de direccionamiento; y
R? es un resto terapéutico;
gue comprende:
a) hacer reaccionar un compuesto de Formula (Al), o una sal de este, preparado
por el proceso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-48, con RC-S-S-R¢ para

proporcionar un compuesto de Férmula (A8)

@:s\ S/RC
OH  (ng),
o una sal de este, en donde RC es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el
heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anilloy 1, 2, 3
0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, Oy S; y en
donde el arilo Ce.10 ¥ €l heteroarilo de 5-10 miembros estédn cada uno opcionalmente sustituidos
con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo C;.4, halo, CN, NO,, OH y OCHj3;

b) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A8), o una sal de este, con
REOC(O)ORE, en donde RE es arilo Ce10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el
heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anilloy 1, 2, 3
0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, Oy S; y en
donde el arilo Ces.10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente sustituidos
con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO2, OH y OCHg3; para

proporcionar un compuesto de Férmula (A-1B)

0
JU_RrE
0”0 (A1B)
0 una sal de este;

C) hacer reaccionar el compuesto de férmula (A-1B) o una sal de este, con R?H

para proporcionar un compuesto de Férmula (A-1C)
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0 una sal de este; y
hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A-1C), o una sal de este, con R!H para

proporcionar un compuesto de Férmula (A-1).

DESCRIPCION DETALLADA
Preparacion de compuestos de Férmula (Al)

En la presente descripcion se proporciona un proceso para preparar un compuesto de
Férmula (A1)

SH

OH (A1),

0 una sal de este, en donde el anillo A es cicloalquilo Cs.7 0 heterocicloalquilo de 5-7
miembros, que es Util para preparar conjugados de agentes terapéuticos tales como, por
ejemplo, agentes citotdxicos.

Los procesos para preparar compuestos de Férmula (Al) se describen en la
publicacion de patente de EE. UU. n.° US 2019/209580, la solicitud de patente de EE. UU.
n.° 16/925,094 (publicacién de EE. UU. n.° 2021/0009719) y la solicitud de patente de EE. UU.
n.° 16/924,445 ( publicacion de EE. UU. n.°2021/0009536). La presente descripcion
proporciona ventajas sobre los procesos previamente descritos para preparar compuestos de
Férmula (Al), ofreciendo mejores rendimientos, escalabilidad y requiriendo procedimientos
menos intensivos para la purificacion. En particular, la presente descripcién proporciona la
resolucion catalizada por enzimas de los enantiomeros de los compuestos de Formula (Al).
La descripcion proporciona ademas la sintesis enantioselectiva de compuestos de Formula
(A4), que son precursores de los compuestos de Férmula (Al). En cambio, los procesos
descritos anteriormente se basaban en la separacién de enantiomeros mediante HPLC o con
cromatografia quiral, que es mas dificil de realizar a gran escala y més costosa que los
procesos proporcionados en la presente descripcion.

En la presente descripcidén se proporciona un proceso para preparar un compuesto de
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WSH

OH (A1),

0 una sal de este, en donde el anillo A es cicloalquilo Cs.7 0 heterocicloalquilo de 5-7 miembros,
que comprende:

a) tratar un compuesto de Formula (A4)
:S—Z
OH  (ag)
0 una sal de este, en donde Z es un grupo protector, con Akl, en donde Akl es un reactivo
acilante, en presencia de una enzima para proporcionar una mezcla de un compuesto de

Formula (A2) y un compuesto de Formula (A3);

ou ],

OH (a2) 0™ "R® (a3
o sales de estos; en donde R® es alquilo C1. opcionalmente sustituido con COOH; y

b) desproteger el compuesto de Formula (A2), o una sal de este, para proporcionar
un compuesto de Férmula (Al), o una sal de este.

En algunas modalidades, el Anillo A es cicloalquilo Cs.;. En algunas modalidades, el
Anillo A es ciclopentilo. En algunas modalidades, el Anillo A es ciclohexilo. En algunas
modalidades, el Anillo A es cicloheptilo.

En algunas modalidades, el Anillo A es cicloalquilo Cs.;. En algunas modalidades, el
Anillo A es ciclopentilo. En algunas modalidades, el Anillo A es ciclohexilo. En algunas
modalidades, el Anillo A es cicloheptilo.

En algunas modalidades, el Anillo A es heterocicloalquilo de 5-7 miembros. En algunas
modalidades, el Anillo A es heterocicloalquilo de 5 miembros. En algunas modalidades, el
Anillo A es heterocicloalquilo de 6 miembros. En algunas modalidades, el Anillo A es
heterocicloalquilo de 7 miembros. En algunas modalidades, el Anillo A es tetrahidrofuranilo.
En algunas modalidades, el Anillo A es tetrahidropiranilo.

También se proporciona en la presente descripcién un procedimiento para preparar un
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compuesto de Férmula (1)

m(@SH

OH (1),
0 una sal de este, en donde m es 0, 1 0 2, que comprende:

a) tratar un compuesto de Formula (4)

m( i:ES—Z

OH (4)
0 una sal de este, en donde Z es un grupo protector,
con Akl, en donde Akl es un reactivo acilante, en presencia de una enzima para
proporcionar una mezcla de un compuesto de Férmula (2) y un compuesto de Férmula (3);

( S-Z
S 0,
OH (2) R 3),
o sales de estos; en donde R® es alquilo C1. opcionalmente sustituido con COOH; y

b) desproteger el compuesto de Férmula (2), o una sal de este, para proporcionar
un compuesto de Férmula (1), o una sal de este.

En algunas modalidades, m es 0. En algunas modalidades, m es 1. En algunas
modalidades, m es 2.

En algunas modalidades, Z es —CH,R*, en donde R* es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-
10 miembros; en donde el heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono
formador de anillo y 1, 2, 3 o 4 heterodtomos formadores de anillo seleccionados
independientemente de N, O y S; y en donde el arilo Cs.10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros
estan cada uno opcionalmente sustituidos con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de
alquilo C1.4, halo, CN, NO,, OH y OCHs.

En algunas modalidades, R* es arilo Ce.10. En algunas modalidades, R* es fenilo.

En algunas modalidades, Akl es anhidrido glutarico, anhidrido succinico o acetato de
isopropenilo. En algunas modalidades, Akl es anhidrido glutérico. En algunas modalidades,
Akl es anhidrido succinico. En algunas modalidades, Akl es acetato de isopropenilo.

En algunas modalidades, RE es CHz, CH,CH,COOH o CH,CH,CH,COOH. En algunas
modalidades, R® es CHs;. En algunas modalidades, R® es CH,CH,COOH. En algunas
modalidades, R® es CH,CH,CH,COOH.
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Como se usa en este documento, el término "enzima" se refiere a una proteina que
cataliza reacciones quimicas. En algunas modalidades, la enzima puede catalizar reacciones
de esterificacion (por ejemplo, la formaciéon de un éster a partir de un alcohol). En algunas
modalidades, la enzima puede catalizar reacciones de esterificacibon de manera
enantioselectiva (por ejemplo, favoreciendo la formacién de un enantibmero sobre el
enantidmero opuesto). En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa.

Como se usa en el presente documento, el término "enzima lipasa" se refiere a una
enzima que en condiciones naturales (por ejemplo, en medios acuosos) cataliza la hidrélisis
de lipidos. En medios no acuosos (por ejemplo, disolventes organicos), ciertas enzimas lipasas
pueden catalizar reacciones de esterificacién (por ejemplo, la conversion de alcoholes en
ésteres). Las enzimas lipasa que son capaces de catalizar reacciones de esterificacion en
disolventes organicos de forma enantioselectiva (por ejemplo, favoreciendo la formacion de un
enantiomero frente al enanti6mero opuesto) son conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo,
Kumar et al., “Lipase catalysis in organic solvents: advantages and applications,” Biol. Proced.
Online 2016; 18:2; Ducret, A., “Lipase-catalyzed enantioselective esterification of ibuprofen in
organic solvents under controlled water activity,” Enzyme and Microbial Technology 1998,
22(4):212-216.

En algunas modalidades, la enzima se inmoviliza sobre un soporte solido (es decir, se
une a un sélido que es insoluble en el medio de reaccién). La enzima puede unirse al soporte
s6lido mediante, por ejemplo, unién covalente a grupos funcionales en el soporte sélido,
adsorcion en el soporte solido y atrapamiento o encapsulacién en el soporte sélido. La
inmovilizacion en un sustrato sélido puede aumentar la estabilidad de la enzima y facilitar la
recuperacion de productos y el reciclaje de enzimas. En algunas modalidades, el soporte sélido
es silice o un 6xido inorganico. En algunas modalidades, el soporte sélido es un carbon
activado o un carbdén vegetal modificado o sin modificar. En algunas modalidades, el soporte
sélido es un polimero sintético (por ejemplo, pelicula de polipropileno activado con plasma
amino y carboxilo; y copolimeros de metacrilato). En algunas modalidades, el soporte sdlido
es Immobead. En algunas modalidades, el soporte sélido es una resina de intercambio i6nico
(por ejemplo, Amberlite y Sepabeads). En algunas modalidades, el soporte sélido es gel de
silice. En algunas modalidades, el soporte sélido es poliestireno. En algunas modalidades, el
soporte soélido son nanocristales de celulosa. En algunas modalidades, el soporte sélido es
quitosano. En algunas modalidades, el soporte sélido es una perla acrilica. Las técnicas de

inmovilizacion de enzimas son bhien conocidas en la técnica. Consulte Zdarta, J., “A General
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Overview of Support Materials for Enzyme Immobilization: Characteristics, Properties, Practical
Utility,” Catalysts 2018, 8, 92, 1-27; y Miletic, N., “Immobilization of Candida antarctica lipase
B on polystyrene nanoparticles,” Macromolecular Rapid Communications, 2010, 31(1):71-74.

En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de una fuente
bacteriana o fungica. En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de
una fuente fungica. En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de una
fuente bacteriana. En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de
Candida antarctica, Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosa, Candida rugosa,
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae, Mucor javanicus,
Aspergillus niger, Rhizopus niveus, Alcaligenes sp., Resinase HT, Lipex 100L, Stickaway de
Novozymes, Candida cylindracea sp., o Bacillus subtilis. En algunas modalidades, la enzima
es una enzima lipasa derivada de Candida antarctica. En algunas modalidades, la enzima es
lipasa B de Candida antarctica. Las enzimas pueden obtenerse de Novozymes, Genencor,
Sigma-Aldrich, c-Lecta, Aum Enzymes e inmovilizarse en un sustrato sélido como, por ejemplo,
Immobead COV-1.

En algunas modalidades, la enzima se selecciona de una de las siguientes:

lipasa A de Candida antarctica unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa B de Candida antarctica unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa B genérica de Candida antarctica unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Rhizomucor miehei unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Thermomyces lanuginosa unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Candida rugosa unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Pseudomonas cepacia unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Pseudomonas fluorescens unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Rhizopus oryzae unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Mucor javanicus unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Aspergillus niger unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Rhizopus niveus unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Alcaligenes sp. unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa Resinase HT unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa Lipex 100L unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Fusarium solani pisi, Novozyme 51032 unida covalentemente a perlas

acrilicas secas;
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lipasa de Candida cylindracea sp. unida covalentemente a perlas acrilicas secas; y

lipasa de Bacillus subtilis unida covalentemente a perlas acrilicas secas.

En algunas modalidades, la enzima se selecciona de una de las siguientes:

Producto n.° IMMCALA-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCALB-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCALBY-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMRML-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMTLL-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCRL-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMABC-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMAPF-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMARO-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMAMJ-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMANA-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMRNA-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMASMQ-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMRES-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMLIPX-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMML51-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCCMO-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMAULI-T2-150 de ChiralVision; y

Producto n.° CaLB-ADS4 de ChiralVision,

En algunas modalidades, la enzima es el Producto n.° IMMCALB-T2-150 de
ChiralVision. En algunas modalidades, la enzima es el Producto n.° CaLB-ADS4 de
ChiralVision.

El tratamiento de un compuesto de Formula (A4) con Akl se puede realizar a una
temperatura entre aproximadamente 15°C y aproximadamente 20°C. En algunas
modalidades, el tratamiento de un compuesto de Formula (A4) con Akl se realiza a
temperatura ambiente.

El tratamiento de un compuesto de Férmula (A4) con Akl se puede realizar durante un
periodo de aproximadamente 6 h a aproximadamente 24 h. En algunas modalidades, el

tratamiento de un compuesto de Formula (A4) con Akl se realiza durante un periodo de
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aproximadamente 16 h.

El tratamiento de un compuesto de Férmula (A4) con Akl se puede realizar en
presencia de S1, en donde S1 es un disolvente. En algunas modalidades, S1 es un disolvente
de éter. En algunas modalidades, S1 es metil terc-butil éter. En algunas modalidades, S1 es
2-metiltetrahidrofurano.

El proceso puede comprender ademas la etapa de separar el compuesto de Férmula
(A2) del compuesto de Formula (A3). En algunas modalidades, la separacion comprende tratar
la mezcla con una base acuosa y separar la capa acuosa de la mezcla. En algunas
modalidades, la base acuosa es carbonato de sodio acuoso.

En algunas modalidades, Z es —CH;R”, y la desproteccién comprende reducir el
compuesto de Férmula (A2) con RAL, en donde RAL es un agente reductor. En algunas
modalidades, R* es fenilo.

En algunas modalidades, RA1 es litio metalico, sodio metélico o calcio metalico. En
algunas modalidades, RA1 es litio metalico.

La reduccion se puede llevar a cabo en presencia de S2, en donde S2 es un disolvente.
En algunas modalidades, S2 es un disolvente de éter. En algunas modalidades, S2 es 2-
metiltetrahidrofurano.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (Al) se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 75 %. En algunas modalidades, el compuesto de Formula (Al) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 90 %. En algunas modalidades, el compuesto de
Férmula (Al) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades,
el compuesto de Formula (Al) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 99 %.

En algunas modalidades, el Compuesto 1 se aisla en un exceso enantiomérico superior
al 75 %. En algunas modalidades, el Compuesto 1 se aisla en un exceso enantiomérico
superior al 90 %. En algunas modalidades, el Compuesto 1 se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades, el Compuesto 1 se aisla en un
exceso enantiomérico superior al 99 %.

El compuesto de Férmula (A4) se puede preparar mediante un proceso que comprende

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A5)

(aPo
(A5)

o una sal de este, con RACH,SH (Férmula (6)), o una sal de este, para proporcionar el

compuesto de Férmula (A4) o una sal de este, en donde R* es como se define en la presente



10

15

20

25

30

11

descripcion.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (A5) o una sal de este
con RACH,SH (Férmula (6)) o una sal de este se realiza en presencia de M1, en donde M1 es
un catalizador metdlico. En algunas modalidades, M1 es una sal de zinc. En algunas
modalidades, M1 es (D)-tartrato de zinc.

La reaccion del compuesto de Férmula (A5) o una sal de este con RACH,SH (Férmula
(6)) se puede realizar en presencia de B1, en donde B1 es una base. En algunas modalidades,
B1 es una base de alcédxido. En algunas modalidades, B1 es etoxido de sodio.

La reaccion del compuesto de Férmula (A5) con un compuesto de Formula (A6) se
puede realizar en presencia de S3, en donde S3 es un disolvente. En algunas modalidades,
S3 es un disolvente halogenado o un disolvente de éter. En algunas modalidades, S3 es
diclorometano. En algunas modalidades, S3 es 2-metiltetrahidrofurano.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A4) se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 25 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A4) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 50 %. En algunas modalidades, el compuesto de
Formula (A4) se aisla en un exceso enantiomeérico superior al 70 %. En algunas modalidades,
el compuesto de Formula (A4) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 80 %. En
algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A4) se aisla en un exceso enantiomérico
superior al 90 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A4) se aisla en un
exceso enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula

(A4) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 99 %.

El compuesto de Férmula (4) se puede preparar mediante un proceso que comprende

hacer reaccionar un compuesto de Férmula (5)

ol @)o o

o una sal de este, con RACH,SH (Férmula (6)), o una sal de este, para proporcionar el
compuesto de Férmula (4) o una sal de este, en donde m y R” son como se define en la
presente descripcion.

En algunas modalidades, m es 0. En algunas modalidades, m es 1. En algunas
modalidades, m es 2.

En algunas modalidades, la reaccion del compuesto de Férmula (5) o una sal de este

con RACH,SH (Férmula (6)) o una sal de este se realiza en presencia de M1, en donde M1 es
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un catalizador metdlico. En algunas modalidades, M1 es una sal de zinc. En algunas
modalidades, M1 es (D)-tartrato de zinc.

La reaccion del compuesto de Férmula (5) o una sal de este con R*CH,SH (Férmula
(6)) se puede realizar en presencia de B1, en donde B1 es una base. En algunas modalidades,
B1 es una base de alcéxido. En algunas modalidades, B1 es etoxido de sodio.

La reaccién del compuesto de Férmula (5) con un compuesto de Férmula (6) se puede
realizar en presencia de S3, en donde S3 es un disolvente. En algunas modalidades, S3 es un
disolvente halogenado o un disolvente de éter. En algunas modalidades, S3 es diclorometano.
En algunas modalidades, S3 es 2-metiltetrahidrofurano.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (4) se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 25 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (4) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 50 %. En algunas modalidades, el compuesto de
Formula (4) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 70 %. En algunas modalidades,
el compuesto de Formula (4) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 80 %. En algunas
modalidades, el compuesto de Formula (4) se aisla en un exceso enantiomérico superior al
90 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (4) se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (4) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 99 %.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (Al) es un compuesto de Férmula

m(@SH

OH (1),

1)

o una sal de este, en donde mes 0, 1 o 2.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A2) es un compuesto de

m( @S—Z

OH (2,

Férmula (2)

o una sal de este, endonde mes 0,1 0 2.
En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A3) es un compuesto de

Foérmula (3)
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o

R® (3),
o una sal de este, en donde mes 0, 1 o 2.
En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A4) es un compuesto de Férmula
(4)
@:S—Z
OH (a),
o una sal de este, en donde mes 0, 1 o 2.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A5) es un compuesto de Férmula

ol @)o o

o una sal de este, endonde mes 0, 1 o 2.

(5)

En algunas modalidades, m es 0. En algunas modalidades, m es 1. En algunas
modalidades, m es 2.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (1) es el Compuesto 1:

ou
OH 1.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (2) es el Compuesto 2:

: WSCH,Ph
OH 2

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (3) es el Compuesto 3:

O,SCHZPh
"0 OH
omo 3

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (4) es el Compuesto 4:
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(ISCHZPh
OH 4,

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (5) es el Compuesto 5:

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (6) es bencil mercaptano.
También se proporciona en la presente descripcion un proceso para preparar el

Compuesto 1 que tiene la formula:

\\\SH
OH 1
0 una sal de este, que comprende:
a) hacer reaccionar el Compuesto 5 que tiene la formula:
o
5

0 una sal de este, con bencil mercaptano para proporcionar el Compuesto 4 que tiene la

(ISCHZPh
OH

b) tratar el Compuesto 4 con anhidrido glutarico en presencia de una enzima para

féormula:

4

o0 una sal de este;

proporcionar una mezcla del Compuesto 2 y el Compuesto 3;

O,SCHZPh
O;\SCHZPh "o oH
OH

Omo 3
C) reducir el Compuesto 2 para proporcionar el Compuesto 1.

o sales de estos; y

En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa.
También se proporciona en la presente descripcion un compuesto de Férmula (Al)
preparado mediante cualquiera de los procesos para preparar un compuesto de Formula (A1)

descritos en este documento.



10

15

20

25

15

Preparacion del Compuesto A8 y el Compuesto 8

En la presente descripcion se proporciona un proceso para preparar un compuesto de
Férmula A8, que es un enlazador de conjugados que es Util para preparar conjugados como
agentes terapéuticos.

En la presente descripcidn se proporciona un proceso para preparar un compuesto de
Férmula (A8):

<::1:S\S/Rc
OH (A8)
o una sal de este, en donde:

el anillo A es cicloalquilo Cs.; 0 heterocicloalquilo de 5-7 miembros;

RC es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el heteroarilo de 5-10
miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anillo y 1, 2, 3 0 4 heteroatomos
formadores de anillo seleccionados independientemente de N, O y S; y en donde el arilo Ce.10
y el heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente sustituidos con 1, 2, 3,405
sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo Ci.4, halo, CN, NO2, OH y OCHjs,

que comprende hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A7)

S___RC
S

OH (A7)
0 una sal de este, con Ak2, en donde Ak2 es un reactivo acilante, en presencia de una enzima
para proporcionar una mezcla de un compuesto de Férmula (A8) y un compuesto de Formula
(A9);

S.__RC

oh

\\S\ /RC vy

(> i
O%\RD

OH (a9 (A9),
o sales de estos, en donde RP es alquilo Ci.s opcionalmente sustituido con COOH.
En la presente descripcidn se proporciona un proceso para preparar el Compuesto 8,
que es un enlazador de conjugados que es Util para preparar conjugados como agentes

terapéuticos.
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En la presente descripcidn se proporciona un proceso para preparar un compuesto de

C
b @;\S\sﬁ
OH (8)

o una sal de este, en donde mes 0, 1 0 2, y R® es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros;

Férmula (8):

en donde el heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de
anilloy 1, 2, 3 0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de
N, Oy S; y en donde el arilo Ce10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno
opcionalmente sustituidos con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente
de alquilo Ci.4, halo, CN, NO2, OH y OCHs,

gue comprende hacer reaccionar un compuesto de Formula (7)

(Gad
OH (7)

0 una sal de este, con Ak2, en donde Ak2 es un reactivo acilante, en presencia de una enzima

para proporcionar una mezcla de un compuesto de Férmula (8) y un compuesto de Férmula

(9);

B,
" OH O)\RD

(8) 9),
o sales de estos, en donde RP es alquilo C1.¢ opcionalmente sustituido con COOH.

Los compuestos de Férmula (A7) y Férmula (7), y los procesos para prepararlos, se
describen en la publicacién de patente de EE. UU. n.° US 2019/209580, la solicitud de patente
de EE. UU. n.° 16/925,094 y la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/924,445.

En algunas modalidades, m es 0. En algunas modalidades, m es 1. En algunas
modalidades, m es 2.

En algunas modalidades, Ak2 es anhidrido glutarico, anhidrido succinico o acetato de
isopropenilo. En algunas modalidades, Ak2 es anhidrido glutérico. En algunas modalidades,
Ak2 es anhidrido succinico. En algunas modalidades, Ak2 es acetato de isopropenilo.

En algunas modalidades, R es arilo Cs.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el
heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anilloy 1, 2, 3

0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, Oy S; y en
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donde el arilo Ce.10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estdn cada uno opcionalmente sustituidos
con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO,, OH y OCHs. En
algunas modalidades, R® es heteroarilo de 5-10 miembros opcionalmente sustituido con 1, 2,
3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO,, OH y OCHs. En algunas
modalidades, R¢ es heteroarilo de 5-10 miembros. En algunas modalidades, R€ es piridinilo.

En algunas modalidades, RP es CH3, CH,CH>COOH o0 CH,CH,CH,COOH. En algunas
modalidades, R® es CHs;. En algunas modalidades, RP es CH,CH,COOH. En algunas
modalidades, RP es CH,CH,CH,COOH.

En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa.

En algunas modalidades, la enzima se inmoviliza sobre un soporte soélido (es decir, se
une a un solido que es insoluble en el medio de reaccién). La enzima puede unirse al soporte
sélido mediante, por ejemplo, union covalente a grupos funcionales en el soporte sdlido,
adsorcion en el soporte sélido y atrapamiento o encapsulacién en el soporte solido. La
inmovilizacién en un sustrato sélido puede aumentar la estabilidad de la enzima y facilitar la
recuperacion de productos y el reciclaje de enzimas. En algunas modalidades, el soporte sélido
es silice o un 6xido inorganico. En algunas modalidades, el soporte solido es un carbén
activado o un carbdén vegetal modificado o sin modificar. En algunas modalidades, el soporte
sélido es un polimero sintético (por ejemplo, pelicula de polipropileno activado con plasma
amino y carboxilo; y copolimeros de metacrilato). En algunas modalidades, el soporte sélido
es Immobead. En algunas modalidades, el soporte sélido es una resina de intercambio iénico
(por ejemplo, Amberlite y Sepabeads). En algunas modalidades, el soporte sélido es gel de
silice. En algunas modalidades, el soporte sélido es poliestireno. En algunas modalidades, el
soporte soélido son nanocristales de celulosa. En algunas modalidades, el soporte sélido es
quitosano. En algunas modalidades, el soporte sélido es una perla acrilica. Las técnicas de
inmovilizacién de enzimas son bien conocidas en la técnica. Consulte Zdarta, J., “A General
Overview of Support Materials for Enzyme Immobilization: Characteristics, Properties, Practical
Utility,” Catalysts 2018, 8, 92, 1-27; y Miletic, N., “Immaobilization of Candida antarctica lipase
B on polystyrene nanoparticles,” Macromolecular Rapid Communications, 2010, 31(1):71-74.

En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de una fuente
bacteriana o fungica. En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de
una fuente fungica. En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de una
fuente bacteriana. En algunas modalidades, la enzima es una enzima lipasa derivada de

Candida antarctica, Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosa, Candida rugosa,
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Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae, Mucor javanicus,
Aspergillus niger, Rhizopus niveus, Alcaligenes sp., Resinase HT, Lipex 100L, Stickaway de
Novozymes, Candida cylindracea sp., o Bacillus subtilis. En algunas modalidades, la enzima
es una enzima lipasa derivada de Candida antarctica. En algunas modalidades, la enzima es
lipasa B de Candida antarctica. Las enzimas pueden obtenerse de Novozymes, Genencor,
Sigma-Aldrich, c-Lecta, Aum Enzymes e inmovilizarse en un sustrato sélido como, por ejemplo,
Immobead COV-1.

En algunas modalidades, la enzima se selecciona de una de las siguientes:

lipasa A de Candida antarctica unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa B de Candida antarctica unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa B genérica de Candida antarctica unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Rhizomucor miehei unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Thermomyces lanuginosa unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Candida rugosa unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Pseudomonas cepacia unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Pseudomonas fluorescens unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Rhizopus oryzae unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Mucor javanicus unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Aspergillus niger unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Rhizopus niveus unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Alcaligenes sp. unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa Resinase HT unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa Lipex 100L unida covalentemente a perlas acrilicas secas;

lipasa de Fusarium solani pisi, Novozyme 51032 unida covalentemente a perlas
acrilicas secas;

lipasa de Candida cylindracea sp. unida covalentemente a perlas acrilicas secas; y

lipasa de Bacillus subtilis unida covalentemente a perlas acrilicas secas.

En algunas modalidades, la enzima se selecciona de una de las siguientes:
Producto n.° IMMCALA-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCALB-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCALBY-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMRML-T2-150 de ChiralVision;
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Producto n.° IMMTLL-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCRL-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMABC-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMAPF-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMARO-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMAMJ-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMANA-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMRNA-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMASMQ-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMRES-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMLIPX-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMML51-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMCCMO-T2-150 de ChiralVision;

Producto n.° IMMAULI-T2-150 de ChiralVision; y

Producto n.° CaLB-ADS4 de ChiralVision,

En algunas modalidades, la enzima es el Producto n.°IMMCALB-T2-150 de
ChiralVision. En algunas modalidades, la enzima es el Producto n.° CaLB-ADS4 de
ChiralVision.

El tratamiento de un compuesto de Férmula (A7) con Ak2 se puede realizar a una
temperatura entre aproximadamente 15°C y aproximadamente 20°C. En algunas
modalidades, el tratamiento de un compuesto de Férmula (A7) con Ak2 se realiza a
temperatura ambiente.

El tratamiento de un compuesto de Formula (A7) con Ak2 se puede realizar durante un
periodo de aproximadamente 12 h a aproximadamente 60 h. En algunas modalidades, el
tratamiento de un compuesto de Formula (A7) con Ak2 se realiza durante un periodo de
aproximadamente 24 h a aproximadamente 48 h. En algunas modalidades, el tratamiento de
un compuesto de Férmula (A7) con Ak2 se realiza durante un periodo de aproximadamente
48 h. En algunas modalidades, el tratamiento de un compuesto de Férmula (A7) con Ak2 se
realiza durante un periodo de aproximadamente 42 h.

El tratamiento de un compuesto de Férmula (A7) con Akl se puede realizar en
presencia de S4, en donde S4 es un disolvente. En algunas modalidades, S4 es un disolvente
de éter. En algunas modalidades, S4 es metil terc-butil éter. En algunas modalidades, S4 es

2-metiltetrahidrofurano.
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El proceso puede comprender ademas la etapa de separar el compuesto de Férmula
(A8) del compuesto de Formula (A9). En algunas modalidades, la separacion comprende tratar
la mezcla con una base acuosa y separar la capa acuosa de la mezcla. En algunas
modalidades, la base acuosa es carbonato de sodio acuoso.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A8) se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 25 %. En algunas modalidades, el compuesto de Formula (A8) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 50 %. En algunas modalidades, el compuesto de
Formula (A8) se aisla en un exceso enantiomeérico superior al 70 %. En algunas modalidades,
el compuesto de Formula (A8) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 80 %. En
algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A8) se aisla en un exceso enantiomérico
superior al 90 %. En algunas modalidades, el compuesto de Formula (A8) se aisla en un
exceso enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades, el compuesto de Férmula
(A8) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 99 %.

El tratamiento de un compuesto de Formula (7) con Ak2 se puede realizar a una
temperatura entre aproximadamente 15°C y aproximadamente 20°C. En algunas
modalidades, el tratamiento de un compuesto de Férmula (7) con Ak2 se realiza a temperatura
ambiente.

El tratamiento de un compuesto de Férmula (7) con Ak2 se puede realizar durante un
periodo de aproximadamente 12 h a aproximadamente 60 h. En algunas modalidades, el
tratamiento de un compuesto de Férmula (7) con Ak2 se realiza durante un periodo de
aproximadamente 24 h a aproximadamente 48 h. En algunas modalidades, el tratamiento de
un compuesto de Formula (7) con Ak2 se realiza durante un periodo de aproximadamente
48 h. En algunas modalidades, el tratamiento de un compuesto de Formula (7) con Ak2 se
realiza durante un periodo de aproximadamente 42 h.

El tratamiento de un compuesto de Férmula (7) con Akl se puede realizar en presencia
de S4, en donde S4 es un disolvente. En algunas modalidades, S4 es un disolvente de éter.
En algunas modalidades, S4 es metil terc-butil éter. En algunas modalidades, S4 es 2-
metiltetrahidrofurano.

El proceso puede comprender ademas la etapa de separar el compuesto de Férmula
(8) del compuesto de Férmula (9). En algunas modalidades, la separacion comprende tratar la
mezcla con una base acuosa y separar la capa acuosa de la mezcla. En algunas modalidades,
la base acuosa es carbonato de sodio acuoso.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (8) se aisla en un exceso
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enantiomérico superior al 25 %. En algunas modalidades, el compuesto de Formula (8) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 50 %. En algunas modalidades, el compuesto de
Férmula (8) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 70 %. En algunas modalidades,
el compuesto de Formula (8) se aisla en un exceso enantiomérico superior al 80 %. En algunas

5 modalidades, el compuesto de Formula (8) se aisla en un exceso enantiomérico superior al
90 %. En algunas modalidades, el compuesto de Formula (8) se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades, el compuesto de Formula (8) se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 99 %.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A7) es el Compuesto 7:

10 7.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A8) es el Compuesto 8:
g
O;\S\s SN

OH 8.
En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A9) es el Compuesto 9:

4

O’S\s SN
"0
0)\ 0.
15 En otra modalidad, se proporciona en la presente descripcidn un proceso para preparar

el Compuesto 8 que tiene la férmula:

g
O;\S\s SN
OH 8
o una sal de este, que comprende hacer reaccionar el Compuesto 7 que tiene la formula:

=

SN
S N

OH 7
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0 una sal de este, con acetato de isopropenilo en presencia de una enzima para proporcionar

una mezcla del Compuesto 8 y el Compuesto 9;

S
OH

En algunas modalidades, el Compuesto 8 se aisla en un exceso enantiomérico superior

o sales de estos.

al 25 %. En algunas modalidades, el Compuesto 8 se aisla en un exceso enantiomérico
superior al 50 %. En algunas modalidades, el Compuesto 8 se aisla en un exceso
enantiomérico superior al 70 %. En algunas modalidades, el Compuesto 8 se aisla en un
exceso enantiomérico superior al 80 %. En algunas modalidades, el Compuesto 8 se aisla en
un exceso enantiomérico superior al 90 %. En algunas modalidades, el Compuesto 8 se aisla
en un exceso enantiomérico superior al 95 %. En algunas modalidades, el Compuesto 8 se
aisla en un exceso enantiomérico superior al 99 %.

También se proporciona en la presente descripcion un compuesto de Férmula (A8)
preparado mediante cualquiera de los procesos para preparar un compuesto de Formula (A8)

descritos en este documento.

Preparacion de un compuesto de Férmula (1)
En la presente descripcidn se proporciona un proceso para preparar un compuesto de
Férmula (A-1):

O
A

RZ O

R (A,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde
el anillo A es un grupo cicloalquilo Cs.7 0 un grupo heterocicloalquilo de 5-7 miembros;
R! es un resto de direccionamiento; y
R? es un resto terapéutico;
que comprende:
a) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A1), o una sal de este, que se prepara

mediante el proceso descrito en el presente documento, con R®-S-S-R€ para proporcionar un
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compuesto de Férmula (A8)

@:S\S/RC
OH  (ng),

0 una sal de este, en donde R€ es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el
heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anilloy 1, 2, 3
0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, Oy S; y en
donde el arilo Ce.10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estdn cada uno opcionalmente sustituidos
con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo C1.4, halo, CN, NO,, OH y OCHj3;

b) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A8), o una sal de este, con
REOC(O)RF, para proporcionar un compuesto de Férmula (A-1B)

0" 0" (a1B);

0 una sal de este, en donde:

RE es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el heteroarilo de 5-10
miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anillo y 1, 2, 3 0 4 heteroatomos
formadores de anillo seleccionados independientemente de N, O y S; y en donde el arilo Ce.10
y el heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente sustituidos con 1, 2, 3,405
sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO2, OH y OCHs, y

RF es halo o ORF', en donde ORF' es arilo Cs.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en
donde el heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anillo
y 1, 2, 3 0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, O y
S; y en donde el arilo Ce.10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente
sustituidos con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo C1.4, halo, CN, NO2, OH 'y
OCHzs;

C) hacer reaccionar el compuesto de férmula (A-1B) o una sal de este, con R?H

para proporcionar un compuesto de Férmula (A-1C)
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.\\S
O
0" "R* (a-10);
0 una sal de este; y
d) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (A-1C), o una sal de este, con R*H

para proporcionar un compuesto de Formula (A-I).

En la presente descripcidn se proporciona un proceso para preparar un compuesto de

Férmula (1):

R,

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde

R! es un resto de direccionamiento;

R? es un resto terapéutico;

mes0,1o02;

que comprende:

a) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1), o una sal de este, que se prepara

mediante el proceso descrito en el presente documento, con R°-S-S-R€ para proporcionar un

C
{pwa
OH (8,

0 una sal de este, en donde R€ es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el

compuesto de Formula (8)

heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anilloy 1, 2, 3
0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, Oy S; y en
donde el arilo Ce.10 ¥ €l heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente sustituidos
con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO,, OH y OCHj3;

b) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (8), o una sal de este, con

REOC(O)RF, para proporcionar un compuesto de Férmula (1B)
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RE es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el heteroarilo de 5-10

(1B);
o0 una sal de este, en donde;

miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anillo y 1, 2, 3 0 4 heteroatomos
formadores de anillo seleccionados independientemente de N, O y S; y en donde el arilo Ce.10
y el heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente sustituidos con 1, 2, 3,405
sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO2, OH y OCHs, y

RF es halo o ORF', en donde ORF' es arilo Cs.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en
donde el heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anillo
y 1, 2, 3 0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, O y
S; y en donde el arilo Ce.10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estan cada uno opcionalmente
sustituidos con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo C1.4, halo, CN, NO,, OH y
OCHz3;

C) hacer reaccionar el compuesto de férmula (1B) o una sal de este, con R?H para
proporcionar un compuesto de Férmula (1C)

_R®
9
Wi
o R (10);
0 una sal de este; y
d) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1C), o una sal de este, con R'H

para proporcionar un compuesto de Férmula (1).

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (A-1) tiene la Formula (A-1)’:

o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

En algunas modalidades, m es 0. En algunas modalidades, m es 1. En algunas
modalidades, m es 2.
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En algunas modalidades, R es arilo Cs.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros. En algunas
modalidades, R® es heteroarilo de 5-10 miembros opcionalmente sustituido con 1, 2, 3,405
sustituyentes seleccionados de alquilo Cia4, halo, CN, NO,;, OH y OCHs;. En algunas
modalidades, R es heteroarilo de 5-10 miembros. En algunas modalidades, R€ es piridinilo.
En algunas modalidades, R€ es piridin-2-ilo.

En algunas modalidades, RE es arilo Cs.10 opcionalmente sustituido con 1, 2, 3,405
sustituyentes seleccionados de alquilo Ci4, halo, CN, NO,;, OH y OCHs;. En algunas
modalidades, RF es fenilo opcionalmente sustituido con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes
seleccionados de alquilo Ci4, halo, CN, NO,, OH y OCHs. En algunas modalidades, RE es
fenilo sustituido con NO-.

En algunas modalidades, RF es halo. En algunas modalidades, RF es cloro. En algunas
modalidades, RF es arilo Cs.10 Opcionalmente sustituido con 1, 2, 3, 4, o 5 sustituyentes
seleccionados de alquilo Ci.4, halo, CN, NO2, OH, y OCHs. En algunas modalidades, R" es
fenilo opcionalmente sustituido con 1, 2, 3, 4 o 5 sustituyentes seleccionados de alquilo Ci.4,
halo, CN, NO_, OH y OCHs. En algunas modalidades, R es fenilo sustituido con NO,.

En algunas modalidades, R®-S-S-R€ es carbonato de bis(5-nitrofenilo).

En la presente descripcidn se proporciona un proceso para preparar un compuesto de

Férmula (1):

R,
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en donde
R! es un resto de direccionamiento; y
R? es un resto terapéutico;
que comprende:
a) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1), o una sal de este, que se
prepara mediante un proceso descrito en el presente documento, con R®-S-S-R€ para

proporcionar un compuesto de Férmula (8)

S___RC¢
S
OH

(8,
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o una sal de este, en donde R€ es arilo Ce.10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde
el heteroarilo de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anillo y 1,
2, 3 0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, Oy S;y
en donde el arilo Cs10 y €l heteroarilo de 5-10 miembros estdn cada uno opcionalmente
sustituidos con 1, 2, 3, 4 o0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo Ci.4,
halo, CN, NO2, OH y OCHz;

b) hacer reaccionar el Compuesto 1A, o una sal de este, con carbonato de bis(4-

nitrofenilo) para proporcionar el Compuesto 1B que tiene la formula:

_RC
S (0]

LGS TO A

C) hacer reaccionar el Compuesto 1B, o una sal de este, con R?H para

1B;
o una sal de este;

proporcionar el Compuesto 1C que tiene la formula:

RC
|

<@ 1

d) hacer reaccionar un compuesto de Férmula (1C), o una sal de este, con R'H

R?1C:

o0 una sal de este;

para proporcionar un compuesto de Férmula (1).

El resto de direccionamiento puede tener afinidad por un tipo particular de célula o
tejido donde la presencia de niveles anormales de un biomarcador puede estar asociada con
uno o mas estados patoldgicos particulares. Los biomarcadores tipicos incluyen proteinas de
la superficie celular (por ejemplo, receptores) que incluyen, entre otros, el receptor de
transferrina; receptor de LDL; receptores de factor de crecimiento tales como miembros de la
familia de receptores de factor de crecimiento epidérmico (por ejemplo, EGFR, Her2, Her3,
Her4) o receptores de factor de crecimiento endotelial vascular, receptores de citocinas,
moléculas de adhesion celular, integrinas, selectinas y moléculas de CD. El marcador puede
ser una molécula que esté presente exclusivamente o en cantidades mayores en una célula
maligna, por ejemplo, un antigeno tumoral. En algunas modalidades, el resto de

direccionamiento es un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo, que tiene especificidad por un
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antigeno expresado en una célula diana, o en un sitio diana, de interés. Se ha identificado una
amplia variedad de antigenos especificos de tumores u otras enfermedades y se han utilizado
0 propuesto anticuerpos contra esos antigenos para su uso en el tratamiento de dichos
tumores u otras enfermedades. Los anticuerpos que se conocen en la técnica se pueden
utilizar en los compuestos de la invencion, en particular para el tratamiento de la enfermedad
con la que esta asociado el antigeno diana.

En algunas modalidades, el resto de direccionamiento es un anticuerpo, un fragmento
de anticuerpo, un anticuerpo biespecifico u otra molécula o compuesto basado en anticuerpos.
En otras modalidades, el resto de direccionamiento puede ser un aptamero, un avimero, un
ligando de unidn a receptor, un &cido nucleico, un par de unién biotina-avidina y similares.

En algunas modalidades, el resto de direccionamiento es un péptido. En algunas
modalidades, el péptido tiene de 10 a 50 aminoacidos, de 20 a 40 aminoé&cidos, de 10 a 20
aminoacidos, de 20 a 30 aminoacidos o de 30 a 40 amino&cidos.

En algunas modalidades, el resto de direccionamiento es un péptido
conformacionalmente restringido. Un péptido conformacionalmente restringido puede incluir,
por ejemplo, péptidos macrociclicos y péptidos grapados. Un péptido grapado es un péptido
restringido por un enlace covalente entre dos cadenas laterales de aminoacidos, formando un
macrociclo peptidico. Los péptidos restringidos conformacionalmente se describen, por
ejemplo, en Guerlavais et al., Annual Reports in Medicinal Chemistry 2014, 49, 331-345; Chang
et al., Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America (2013), 110(36), E3445-E3454; Tesauro et al., Molecules 2019, 24, 351-377,
Dougherty et al., Journal of Medicinal Chemistry (2019), 62(22), 10098-10107; y Dougherty et
al., Chemical Reviews (2019), 119(17), 10241-10287, cada uno de los cuales se incorpora en
la presente descripcion por referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, el resto de direccionamiento es un péptido sensible al medio
ambiente descrito, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.° 8,076,451 y 9,289,508 y la
publicacion de patente de EE. UU. n.° 2019/209580 (cada una de las cuales se incorpora en
la presente descripcion por referencia en su totalidad), aunque podrian usarse otros péptidos
capaces de dicha insercién selectiva. Otros péptidos adecuados se describen, por ejemplo, en
Weerakkody, et al., PNAS 110 (15), 5834-5839 (9 de abril de 2013), que también se incorpora
en la presente descripcion por referencia en su totalidad. Sin estar ligado a ninguna teoria, se
cree que el péptido ambientalmente sensible experimenta un cambio conformacional y se

inserta a través de las membranas celulares en respuesta a cambios fisiolégicos (por ejemplo,
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pH). El péptido puede dirigirse al tejido &cido y translocar selectivamente moléculas polares
impermeables a las células a través de las membranas celulares en respuesta a un pH
extracelular bajo. En algunas modalidades, el péptido es capaz de administrar selectivamente
moléculas a través de una membrana celular que tiene un manto acido o hipdxico que tiene
un pH inferior a aproximadamente 6,0. En algunas modalidades, el péptido es capaz de
administrar selectivamente una molécula a través de una membrana celular que tiene un
manto acido o hipdxico que tiene un pH inferior a aproximadamente 6,5. En algunas
modalidades, el péptido es capaz de administrar selectivamente una molécula a través de una
membrana celular que tiene un manto &cido o hipoxico que tiene un pH inferior a
aproximadamente 5,5. En algunas modalidades, el péptido es capaz de administrar
selectivamente una molécula a través de una membrana celular que tiene un manto acido o
hipdxico que tiene un pH entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 6,0.

El término "manto &cido y/o hipoxico" se refiere al entorno de la célula en el tejido
enfermo en cuestion que tiene un pH inferior a 7,0 y preferiblemente inferior a 6,5. Un manto
acido o hipoxico tiene mas preferiblemente un pH de aproximadamente 5,5 y lo mas
preferiblemente tiene un pH de aproximadamente 5,0. Los compuestos de férmula (I) se
insertan a través de una membrana celular con un manto acido y/o hipéxico de forma
dependiente del pH para insertar R2- en la célula, tras lo cual el enlace disulfuro se escinde
para suministrar R?H libre. Dado que los compuestos de férmula (I) dependen del pH, se
insertan preferentemente a través de una membrana celular solo en presencia de un manto
acido o hipéxico que rodee a la célula y no a través de la membrana celular de células
"normales", que no tienen un manto acido o hipdxico. Un ejemplo de una célula que tiene un
manto acido o hipoxico es una célula cancerosa.

Los términos "sensible al pH" 0 "dependiente del pH", tal como se utilizan en la presente
descripcion para referirse al péptido R o al modo de insercién del péptido R' o de los
compuestos de la invencion a través de una membrana celular, significan que el péptido tiene
una mayor afinidad por una bicapa lipidica de membrana celular que tiene un manto acido o
hipdxico que una bicapa lipidica de membrana a pH neutro. Por lo tanto, los compuestos de la
invencioén se insertan preferentemente a través de la membrana celular para insertar R?- en el
interior de la célula (y asi liberar R?H como se ha descrito anteriormente) cuando la bicapa
lipidica de la membrana celular tiene un manto acido o hipdxico (una célula "enferma"), pero
no se insertan a través de una membrana celular cuando el manto (el entorno de la bicapa

lipidica de la membrana celular) no es acido o hipdxico (una célula "normal"). Se cree que esta
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insercion preferencial se logra como resultado de que el péptido R* forma una configuracion
helicoidal, lo que facilita la insercién en la membrana.

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende al menos una
de las siguientes secuencias:

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1),

AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2);

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3);

Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4); y

AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID No. 5; Pv5).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende al menos una
de las siguientes secuencias:

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1),

AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2), y

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4).

En algunas modalidades, el péptido ambientalmente sensible comprende la secuencia
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AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5).

Se describen péptidos ambientalmente sensibles adicionales en la publicacion de
patente de EE. UU. n.° US 2019/209580, la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/925,094 y
la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/924,445, cada una de las cuales se incorpora en la
presente descripcién en su totalidad.

El término "resto terapéutico" se refiere a un resto (por ejemplo, R?-) derivado de una
molécula o agente terapéutico. Las moléculas terapéuticas adecuadas (por ejemplo, R?H) para
usar en la invencion incluyen inhibidores de PARP, inhibidores de topoisomerasa | y restos
dirigidos a microtubulos de molécula pequefia, que pueden tener efectos secundarios
indeseables cuando se administran sistémicamente debido a su posible efecto nocivo sobre el
tejido normal.

Actualmente se comercializan tres inhibidores de PARP (olaparib, rucaparib y
niraparib) y hay otros en fase de desarrollo, como AG-014699 (Agouron/Pfizer), KU-0059436
(KuDOS/AstraZeneca), INO-1001 (Inotek/Genentech), NT-125 (ahora E-7449; Eisai; 3H-
piridazino[3,4,5-de]quinazolin-3-ona, 8-[(1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)metil]-1,2-dihidro-), 2X-
121 (2X Oncology; 3H-piridazino[3,4,5-de]quinazolin-3-ona, 8-[(1,3-dihidro-2H-isoindol-2-
ilmetil]-1,2-dihidro-), y ABT-888 (Abbvie). Los inhibidores de PARP se describen en (por
ejemplo) las patentes de EE. UU. 6,100,283; 6,310,082; 6,495,541; 6,548,494; 6,696,437,
7,151,102; 7,196,085; 7,449,464; 7,692,006; 7,781,596; 8,067,613; 8,071,623; y 8,697,736,
cuyas patentes se incorporan en la presente descripciéon por referencia en su totalidad.

Los compuestos de Foérmula (1) gue contienen un resto inhibidor de PARP se describen
en la publicacién de patente de EE. UU. n.° US 2019/209580.

La expresion "resto de direccionamiento de la topoisomerasa | de molécula pequena”
o "inhibidor de la topoisomerasa I" se refiere a un grupo quimico que se une a la topoisomerasa
I. El resto de direccionamiento de la topoisomerasa | de molécula pequefia puede ser un grupo
derivado de un compuesto que inhibe la actividad de la topoisomerasa I. Los inhibidores de la
topoisomerasa incluyen camptotecina y sus derivados y analogos, como opotecan, irinotecan
(CPT-11), silatecan (DB-67, AR-67), cositecan (BNP-1350), lurtotecan, gimatecan (ST1481),
belotecan (CKD-602), rubitecan, topotecan, deruxtecan y exatecan. Los inhibidores de
topoisomerasa se describen, por ejemplo, en Ogitani, Bioorg. Med. Chem. Lett. 26 (2016),
5069-5072; Kumazawa, E., Cancer Chemother Pharmacol 1998, 42: 210-220; Tahara, M, Mol
Cancer Ther 2014, 13(5): 1170-1180; Nakada, T., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters
2016, 26: 1542-1545.



10

15

20

32

Los compuestos de Formula (I) que tienen un resto dirigido a la topoisomerasa | se
describen en la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/925,094. En algunas modalidades de
compuestos de Férmula (1), R2es camptotecina, opotecan, irinotecan (CPT-11), silatecan (DB-
67, AR-67), cositecan (BNP-1350), lurtotecan, gimatecan (ST1481), belotecan (CKD-602),
rubitecan, topotecén, deruxtecdn o exatecan. En algunas modalidades de compuestos de
Férmula (1), R?es exatecan.

Los restos de direccionamiento de microtibulos (por ejemplo, R?) pueden ser
compuestos citotoxicos como los maitansinoides que pueden tener efectos secundarios
indeseables cuando se administran sistémicamente debido a su posible efecto nocivo en el
tejido normal. Los agentes de moléculas pequefias dirigidos a los microtubulos incluyen, entre
otros, maitansinoides, aclitaxel, docetaxel, epotilonas, discodermolida, alcaloides de la vinca,
colchicina, combretastatinas y derivados y analogos de los anteriores. Los agentes dirigidos a
microtubulos se describen en Tangutur, A. D., Current Topics in Medicinal Chemistry, 2017
17(22): 2523-2537. Los agentes dirigidos a microtubulos también incluyen maitansinoides,
como maitansina (DM1) y derivados y andlogos de estos, que se describen en Lopus, M,
Cancer Lett., 2011, 307(2): 113-118; y Widdison, W., J. Med. Chem. 2006, 49:4392-4408.

Los compuestos de Foérmula (I) que tienen un resto de direccionamiento de
microtUbulos se describen en la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/924,445. En algunas
modalidades, R? es un maitansinoide. En algunas modalidades, R? es DM1 o DM4. En algunas
modalidades, R? es DM1. En algunas modalidades, R? es DM4.

En algunas modalidades, el compuesto de la férmula (1) se selecciona de:
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Las moléculas de la invencién se pueden marcar, por ejemplo, con una sonda tal como
un fluoréforo, un radiois6topo y similares. En algunas modalidades, la sonda es una sonda
fluorescente, como LICOR. Una sonda fluorescente puede incluir cualquier resto que pueda
volver a emitir luz tras la excitacion de la luz (por ejemplo, un fluoréforo).

Se aprecia ademdas que ciertas caracteristicas de la invencion, que, para mayor
claridad, se describen en el contexto de modalidades separadas, también pueden
proporcionarse en combinacion en una sola modalidad (mientras que las modalidades estan
destinadas a combinarse como si estuvieran escritas en forma dependiente multiple). A la
inversa, diversas caracteristicas de la invencién que, por razones de brevedad, se describen
en el contexto de una sola modalidad, también se pueden proporcionar por separado o en
cualquier subcombinacion adecuada. Por lo tanto, se contempla que las caracteristicas
descritas como modalidades de los compuestos de Férmula (I) se pueden combinar en
cualquier combinacién adecuada.

Como se usa en la presente descripcion, "aproximadamente" significa = 20 % del valor
indicado, e incluye mas especificamente valores de = 10 %, + 5%, + 2% y = 1 % del valor
indicado.

Como se usa en este documento, la expresion "hacer reaccionar” o "poner en contacto"
cuando se describe un determinado proceso se usa como se conoce en la técnica y
generalmente se refiere a unir reactivos quimicos de tal manera que permita su interaccion en
el nivel molecular para lograr una transformacion quimica o fisica. En algunas modalidades, la
reaccion implica dos reactivos, en los que se utilizan uno o0 mas equivalentes del segundo

reactivo con respecto al primer reactivo. Las etapas de reaccién de los procesos descritos en
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este documento se pueden realizar durante un tiempo y en condiciones adecuadas para
preparar el producto identificado.

El término "base" se refiere a un compuesto que es un donante de un par de electrones
en una reaccion acido-base.

El término "acido" se refiere a un compuesto que es un aceptor de un par de electrones
en una reaccion acido-base.

Las reacciones de los procesos descritos en el presente documento pueden llevarse a
cabo en disolventes adecuados que pueden ser facilmente seleccionados por un experto en
la técnica de la sintesis organica. Los disolventes adecuados pueden ser sustancialmente no
reactivos con los materiales de partida (reactivos), los intermedios o los productos a las
temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, por ejemplo, temperaturas que pueden
variar desde la temperatura de congelacién del disolvente hasta la temperatura de ebullicion
del disolvente. Una reaccién dada puede llevarse a cabo en un disolvente o en una mezcla de
mas de un disolvente. Dependiendo de la etapa de reaccion particular, se pueden seleccionar
los disolventes adecuados para una etapa de reaccion particular. En algunas modalidades, las
reacciones se pueden llevar a cabo en ausencia de disolvente, como cuando al menos uno de
los reactivos es un liquido o un gas.

Los disolventes adecuados pueden incluir disolventes halogenados como tetracloruro
de carbono, bromodiclorometano, dibromoclorometano, bromoformo, cloroformo,
bromoclorometano, dibromometano, cloruro de butilo, diclorometano (cloruro de metileno),
tetracloroetileno, tricloroetileno, 1,1,1-tricloroetano, 1,1,2- tricloroetano, 1,1-dicloroetano, 2-
cloropropano, 1,1,1-trifluorotolueno, 1,2-dicloroetano, 1,2-dibromoetano, hexafluorobenceno,
1,2,4-triclorobenceno, 1,2-diclorobenceno, clorobenceno, fluorobenceno, mezclas de estos y
similares.

Los disolventes de éter adecuados incluyen: dimetoximetano, tetrahidrofurano,
ciclopentil metil éter, 1,3-dioxano, 1,4-dioxano, furano, tetrahidrofurano (THF), éter dietilico,
éter dimetilico de etilenglicol, éter dietilico de etilenglicol, éter dimetilico de dietilenglicol
(diglima), éter dietilico de dietilenglicol, éter dimetilico de trietilenglicol, anisol, éter metil terc-
butilico, mezclas de estos y similares.

El término "reactivo acilante" se refiere a un compuesto que aporta un grupo carbonilo
a una posicion nucledfila de un compuesto reactivo. Por ejemplo, un grupo carbonilo
electrofilico puede reaccionar con un atomo nucledfilo de O o N. Los ejemplos de reactivos de

acilacion incluyen acetato de isopropenilo, anhidrido succinico y anhidrido glutarico.
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El término "agente reductor”" se refiere a un compuesto que aporta un hidruro a una
posicién electréfila de un compuesto reactivo tal como un carbono insaturado (por ejemplo,
carbono de un resto carbonilo o un resto imina). Por ejemplo, el agente reductor puede aportar
un hidruro a un compuesto reactante convirtiendo un compuesto reactante que contiene amida
en un compuesto producto amina, convirtiendo un compuesto reactante que contiene imina en
un compuesto producto amina, convirtiendo un compuesto reactante que contiene cetona en
un compuesto producto alcohol o convirtiendo un compuesto reactante que contiene éster en
un compuesto producto alcohol.

Las reacciones de los procesos descritos en la presente pueden llevarse a cabo al aire
o bajo atmdsfera inerte. Tipicamente, las reacciones que contienen reactivos o productos que
son sustancialmente reactivos con el aire pueden llevarse a cabo usando técnicas sintéticas
sensibles al aire que son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Los procesos descritos en este documento pueden controlarse de acuerdo con
cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacién de productos
puede controlarse por medios espectroscopicos, como espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (por ejemplo, *H o **C), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por
ejemplo, UV-visible) o espectrometria de masas; o por cromatografia tal como cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) o cromatografia en capa fina. Los compuestos obtenidos por
las reacciones se pueden purificar mediante cualquier método adecuado conocido en la
técnica. Por ejemplo, cromatografia (presion media) sobre un adsorbente adecuado (por
ejemplo, gel de silice, alimina y similares), HPLC o cromatografia en capa fina preparativa,;
destilacion; sublimacién, trituracion o recristalizacién. La pureza de los compuestos, en
general, se determina por métodos fisicos como la medicion del punto de fusién (en el caso
de un sdlido), la obtencion de un espectro de RMN o la realizacién de una separacioén por
HPLC. Si el punto de fusién disminuye, si las sefales no deseadas en el espectro de RMN
disminuyen o si se eliminan los picos extrafios en una traza de HPLC, se puede decir que el
compuesto se ha purificado. En algunas modalidades, los compuestos se purifican
sustancialmente.

La expresion "temperatura ambiente", como se usa en la presente, se entienden en la
técnica y se refieren generalmente a una temperatura, por ejemplo, una temperatura de
reaccion, que es aproximadamente la temperatura de la habitacion en la que se lleva a cabo
la reaccion, por ejemplo, una temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente
30 °C.
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En varios lugares de la presente memoria descriptiva, ciertas caracteristicas de los
compuestos se describen en grupos o en rangos. Se pretende especificamente que tal
descripcién incluya todas y cada una de las subcombinaciones individuales de los miembros
de tales grupos y rangos. Por ejemplo, el término "alquilo Ci¢" pretende especificamente
describir individualmente (sin limitacién) metilo, etilo, alquilo Cs, alquilo Ca, alquilo Cs y alquilo
Ce.

El término "de n miembros", donde n es un ndimero entero, describe tipicamente el
numero de atomos que forman anillos en una fraccion donde el nimero de atomos que forman
anillos es n. Por ejemplo, piperidinilo es un ejemplo de un anillo heterocicloalquilo de 6
miembros, pirazolilo es un ejemplo de un anillo heteroarilo de 5 miembros, piridilo es un
ejemplo de un anillo heteroarilo de 6 miembros y 1,2,3,4-tetrahidro-naftaleno es un ejemplo de
un grupo cicloalquilo de 10 miembros.

El término "sustituido" significa que un &tomo o grupo de atomos reemplaza
formalmente al hidrégeno como "sustituyente" unido a otro grupo. El término "sustituido", a
menos que se indique lo contrario, se refiere a cualquier nivel de sustitucién, por ejemplo,
mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustitucion, donde dicha sustitucion esta permitida. Los
sustituyentes se seleccionan independientemente y la sustitucion puede estar en cualquier
posicién quimicamente accesible. Debe entenderse que la sustitucién en un atomo dado esta
limitada por la valencia. Debe entenderse que la sustitucion en un atomo dado da como
resultado una molécula quimicamente estable. La frase "opcionalmente sustituido" significa sin
sustituir o sustituido. El término "sustituido" significa que se elimina un atomo de hidrégeno y
se reemplaza por un sustituyente. Un solo sustituyente divalente, por ejemplo, oxo, puede
reemplazar dos atomos de hidrégeno.

El término "Cn.m" indica un rango que incluye los extremos, en donde n y m son nimeros
enteros e indican el numero de carbonos. Los ejemplos incluyen C14, C16 y similares.

El término "alquilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, se refiere a
un grupo hidrocarburo saturado que puede ser de cadena lineal o ramificada. El término
"alquilo Cn.n" se refiere a un grupo alquilo que tiene de n a m atomos de carbono. Un grupo
alquilo corresponde formalmente a un alcano con un enlace C-H sustituido por el punto de
union del grupo alquilo al resto del compuesto. En algunas modalidades, el grupo alquilo
contiene de 1 a 6 &tomos de carbono, de 1 a 4 atomos de carbono, de 1 a 3 atomos de carbono
o de 1 a 2 atomos de carbono. Los ejemplos de restos alquilo incluyen, pero no se limitan a,

grupos quimicos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, isobutilo,
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sec-butilo; homélogos superiores tales como 2-metil-1-butilo, n-pentilo, 3-pentilo, n-hexilo,
1,2,2-trimetilpropilo y similares.

El término "alguenilo”, empleado solo 0 en combinacién con otros términos, se refiere
a un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que corresponde a un grupo alquilo
que tiene uno o mas enlaces dobles carbono-carbono. Un grupo algquenilo corresponde
formalmente a un alqueno con un enlace C-H sustituido por el punto de unién del grupo
alquenilo al resto del compuesto. El término "alquenilo C .n" se refiere a un grupo alquenilo
gue tiene n a m carbonos. En algunas modalidades, el resto alquenilo contiene de 2 a 6, de 2
a 4 o de 2 a 3 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen, pero no se
limitan a, etenilo, n-propenilo, isopropenilo, n-butenilo, sec-butenilo y similares.

El término "alquinilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, se refiere a
un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que corresponde a un grupo alquilo
que tiene uno o mas enlaces triples carbono-carbono. Un grupo alquinilo corresponde
formalmente a un alquino con un enlace C-H sustituido por el punto de unién del grupo alquilo
al resto del compuesto. El término "alquinilo C »." se refiere a un grupo alquinilo que tiene n a
m carbonos. Los grupos alquinilo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, etinilo, propin-1-
ilo, propin-2-ilo y similares. En algunas modalidades, el resto alquinilo contiene de 2 a 6, de 2
a4 ode 2 a 3 4tomos de carbono.

El término "alquileno”, empleado solo 0 en combinacién con otros términos, se refiere
a un grupo de enlace alquilo divalente. Un grupo alquileno corresponde formalmente a un
alcano con dos enlaces C-H sustituidos por puntos de unién del grupo alquileno al resto del
compuesto. El término "alquileno C,.\" se refiere a un grupo alquileno que tiene de n a m
atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquileno incluyen, entre otros, etano-1,2-diilo,
etano-1,1-diilo, propan-1,3-diilo, propan-1,2-diilo, propan-1,1- diilo, butan-1,4-diilo, butan-1,3-
diilo, butan-1,2-diilo, 2-metil-propan-1,3-diilo y similares.

Los términos "halo" o "halégeno”, usados solos 0 en combinacién con otros términos,
se refieren a fltor, cloro, bromo y yodo. En algunas modalidades, "halo" se refiere a un atomo
de halégeno seleccionado de F, Cl o Br. En algunas modalidades, los grupos halo son F.

El término "aromatico" se refiere a un carbociclo o heterociclo que tiene uno o mas
anillos poliinsaturados de caracter aromatico (es decir, con (4n + 2) electrones deslocalizados
11 (pi), donde n es un ndmero entero).

El término "arilo", empleado solo o en combinacion con otros términos, se refiere a un

grupo hidrocarburo aromatico, que puede ser monociclico o policiclico (por ejemplo, que tiene
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2 anillos condensados). El término "arilo C " se refiere a un grupo arilo que tiene de na m
atomos de carbono en el anillo. Los grupos arilo incluyen, por ejemplo, fenilo, naftilo y similares.
En algunas modalidades, los grupos arilo tienen de 6 a aproximadamente 10 atomos de
carbono. En algunas modalidades, los grupos arilo tienen 6 atomos de carbono. En algunas
modalidades, los grupos arilo tienen 10 atomos de carbono. En algunas modalidades, el grupo
arilo es fenilo.

El término "heteroarilo" o "heteroaromatico", empleado solo o en combinacién con otros
términos, se refiere a un heterociclo aromético monociclico o policiclico que tiene al menos un
heteroatomo miembro del anillo seleccionado independientemente de azufre, oxigeno y
nitrogeno. En algunas modalidades, el anillo heteroarilo tiene 1, 2, 3 o 4 heterodtomos
independientemente seleccionados de nitrégeno, azufre y oxigeno. En algunas modalidades,
cualquier N formador de anillo en un resto heteroarilo puede ser un N-6xido. En algunas
modalidades, el heteroarilo tiene 5-14 atomos de anillo, incluidos &tomos de carbonoy 1, 2, 3
0 4 heteroatomos de anillo seleccionados independientemente de nitrdgeno, azufre y oxigeno.
En algunas modalidades, el heteroarilo tiene 5-10 atomos de anillo, incluidos atomos de
carbonoy 1, 2, 3 0 4 heterodtomos de anillo seleccionados independientemente de nitrégeno,
azufre y oxigeno. En algunas modalidades, el heteroarilo tiene 5-6 a&tomos de anilloy 1 0 2
heteroatomos de anillo seleccionados independientemente de nitrdgeno, azufre y oxigeno. En
algunas modalidades, el heteroarilo es un anillo heteroarilo de cinco o seis miembros. En otras
modalidades, el heteroarilo es un anillo heteroarilo biciclico condensado de ocho miembros,
nueve miembros o diez miembros.

El término "cicloalquilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, se refiere
a un sistema de anillos de hidrocarburos no aromaticos (monociclicos, biciclicos o policiclicos),
incluidos los grupos alquilo y alquenilo ciclizados. El término "cicloalquilo C n.n" se refiere a un
cicloalquilo que tiene de n a m atomos de carbono miembros del anillo. Los grupos cicloalquilo
pueden incluir grupos mono o policiclicos (por ejemplo, que tienen 2, 3 o 4 anillos
condensados) y espirociclos. Los grupos cicloalquilo pueden tener 3, 4, 5, 6 o 7 carbonos
formadores de anillo (Cs.7). En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo tiene de 3 a 6
miembros de anillo, de 3 a 5 miembros de anillo o de 3 a 4 miembros de anillo. En algunas
modalidades, el grupo cicloalquilo es monociclico. En algunas modalidades, el grupo
cicloalquilo es monociclico o biciclico. En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo es un
grupo cicloalquilo Cs.¢ monociclico. Los &tomos de carbono formadores de anillo de un grupo

cicloalquilo pueden oxidarse opcionalmente para formar un grupo oxo o sulfido. Los grupos
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cicloalquilo también incluyen cicloalquilidenos. En algunas modalidades, cicloalquilo es
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo. También se incluyen en la definiciébn de
cicloalquilo restos que tienen uno o mas anillos aromaticos condensados (es decir, que tienen
un enlace en comun) con el anillo cicloalquilo, por ejemplo, derivados benzo o tienilo de
ciclopentano, ciclohexano y similares. Un grupo cicloalquilo que contiene un anillo aromatico
fusionado se puede unir a través de cualquier atomo formador de anillo, incluido un &tomo
formador de anillo del anillo aromatico fusionado. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen
ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo.

El término "heterocicloalquilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, se
refiere a un anillo o sistema de anillo no aromatico, que puede contener opcionalmente uno o
mas grupos alquenileno como parte de la estructura del anillo, que tiene al menos un
heterodtomo miembro del anillo seleccionado independientemente de nitrégeno, azufre,
oxigeno y fésforo, y que tiene 4-10 miembros del anillo, 4-7 miembros del anillo, o 4-6
miembros del anillo. Incluidos dentro del término "heterocicloalquilo” estan los grupos
heterocicloalquilo monociclicos de 4, 5, 6 y 7 miembros. Los grupos heterocicloalquilo pueden
incluir sistemas de anillos monociclicos o biciclicos (por ejemplo, que tienen dos anillos
fusionados o con puente) o espirociclicos. En algunas modalidades, el grupo heterocicloalquilo
es un grupo monociclico que tiene 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados independientemente
de nitr6geno, azufre y oxigeno. Los atomos de carbono que forman el anillo y los heteroatomos
de un grupo heterocicloalquilo pueden oxidarse opcionalmente para formar un grupo oxo o
sulfido u otro enlace oxidado (por ejemplo, C(O), S(O), C(S) o S(0)2, N-6xido etc.) o puede
cuaternizarse un atomo de nitrégeno. El grupo heterocicloalquilo puede unirse a través de un
atomo de carbono formador de anillo o un heterodtomo formador de anillo. En algunas
modalidades, el grupo heterocicloalquilo contiene de 0 a 3 dobles enlaces. En algunas
modalidades, el grupo heterocicloalquilo contiene de 0 a 2 dobles enlaces. También se
incluyen en la definicion de heterocicloalquilo las moléculas que tienen uno o mas anillos
aromaticos fusionados (es decir, que tienen un enlace en comudn con) al anillo
heterocicloalquilo, por ejemplo, los derivados benzo o tienilo de la piperidina, morfolina,
azepina, etc. Un grupo heterocicloalquilo que contiene un anillo aroméatico fusionado se puede
unir a través de cualquier atomo formador de anillo, incluido un atomo formador de anillo del
anillo aromatico fusionado. Los ejemplos de grupos heterocicloalquilo incluyen
tetrahidropiranilo.

En ciertos lugares, las definiciones o modalidades se refieren a anillos especificos (por
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ejemplo, un anillo de azetidina, un anillo de piridina, etc.). A menos que se indique lo contrario,
estos anillos se pueden unir a cualguier miembro del anillo siempre que no se exceda la
valencia del &tomo. Por ejemplo, un anillo de azetidina puede estar unido en cualquier posicién
del anillo, mientras que un anillo de azetidin-3-ilo esta unido en la posicién 3.

Los términos "proteger" y "desproteger" como se usan en la presente en una reaccion
quimica se refieren a la inclusién de un grupo quimico en un proceso y dicho grupo se elimina
en una etapa posterior del proceso. El término preparacion del Compuesto 1y sus sales puede
implicar la proteccion y desproteccion de varios grupos quimicos. La necesidad de proteccion
y desproteccion, y la seleccibn de grupos protectores apropiados, puede determinarse
facilmente por un experto en la técnica. La quimica de los grupos protectores se describe, por
ejemplo, en Kocienski, Protecting Groups, (Thieme, 2007); Robertson, Protecting Group
Chemistry, (Oxford University Press, 2000); Smith et al., March's Advanced Organic Chemistry:
Reactions, Mechanisms, and Structure, 6.2 ed. (Wiley, 2007); Peturssion et al., "Protecting
Groups in Carbohydrate Chemistry,” J. Chem. Educ., 1997, 74(11), 1297; y Wuts et al.,
Protective Groups in Organic Synthesis, 4.a ed., (Wiley, 2006). Los ejemplos de grupos
protectores incluyen grupos protectores de tio.

La expresion "temperatura ambiente"”, como se usa en la presente, se entienden en la
técnica y se refieren generalmente a una temperatura, por ejemplo, una temperatura de
reaccion, que es aproximadamente la temperatura de la habitacién en la que se lleva a cabo
la reaccién, por ejemplo, una temperatura de aproximadamente 20 °C a aproximadamente
30 °C.

La presente invencién también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los
compuestos descritos en este documento. El término "sales farmacéuticamente aceptables"
se refiere a derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto original se modifica
convirtiendo un resto acido o base existente en su forma de sal. Ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, sales minerales o de acidos
organicos de residuos bésicos tales como aminas; sales alcalinas u organicas de residuos
acidos tales como acidos carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables
de la presente invencion incluyen las sales no toxicas del compuesto original formado, por
ejemplo, a partir de acidos inorganicos u organicos no téxicos. Las sales farmacéuticamente
aceptables de la presente invencion se pueden sintetizar a partir del compuesto original que
contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente,

tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de &cido o base libres de estos
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compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o 4cido apropiado en agua o en un
disolvente organico, o en una mezcla de los dos; generalmente, se prefieren medios no
acuosos como éter, acetato de etilo, alcoholes (por ejemplo, metanol, etanol, isopropanol o
butanol) o acetonitrilo (MeCN). Las listas de sales adecuadas se encuentran en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 17.2 Ed., (Mack Publishing Company, Easton, 1985), pag. 1418,
Berge et al., J. Pharm. Sci., 1977, 66(1), 1-19 y en Stahl et al., Handbook of Pharmaceutical
Salts: Properties, Selection, and Use, (Wiley, 2002). En algunas modalidades, los compuestos

descritos en este documento incluyen las formas de N-6xido.

EJEMPLOS

Tal como se utilizan en la presente descripcion, todas las abreviaturas, simbolos y
convenciones son coherentes con los utilizados en la literatura cientifica contemporanea.
Véase, por ejemplo, Janet S. Dodd, ed., The ACS Style Guide: A Manual for Authors and
Editors, 2.a ed., Washington, D.C.: American Chemical Society, 1997.

Materiales de partida y enzimas
Las enzimas se obtuvieron de Novozymes, Genencor, Sigma-Aldrich (incluidas las
enzimas Amano), c-Lecta, Aum Enzymes y se inmovilizaron en Immobead COV-1. Los

materiales de partida se obtuvieron de TCI y Sigma-Aldrich.

Cromatografia de gases quiral (GC)

La GC quiral se llevd a cabo utilizando un Supelco betaDEX 325 (30 m x 0,25 mm X
0,25 ym df), utilizando hidrégeno como gas portador a una velocidad lineal de 0,5 m/seg y
operacién de gradiente de temperatura (tasa de 2-10 °C/min).

Primero se eluy6 el enantiomero (S,S) del acetato de 2-(acetiltio)ciclohexilo. Otros
componentes no se resolvieron en GC quiral utilizando esta columna.

Tiempos de retencion:

Producto T(°C) tr (Min; R/S) Observaciones

2-Mercaptociclohexanol | 50-210 9,9 10 °C/min
120-210 3,79 10 °C/min
120-160 5,8 2 °C/min
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Acetato de 2- | 120-210 4.7 10 °C/min

mercaptociclohexilo 120-160 7,8 2 °C/min

Acetato de 2- | 120-210 7,3 10 °C/min

(acetiltio)ciclohexilo 120-160 15,7/15,5 2 °C/min

Benciltiociclohexanol 50-210 20,0 10 °C/min
GC aquiral

La GC aquiral se utiliz6 para varias determinaciones de conversion y para muestras
incompatibles con la columna quiral sensible. Se utiliz6 una columna Supelco METbiodiesel
con hidrégeno como gas portador a una velocidad lineal de 0,5 m/s. Se utilizé un gradiente
rapido de 50-250 °C a 20 °C/min.

Tiempos de retencion:

Producto T(°C) tr (Min) Observaciones
2-Mercaptociclohexanol 50-250 1,55 isémero cis 1,42 min
Benciltiociclohexanol 50-250 6,0

2-Mercaptopiridina 50-250 2,5 amplio
Dipiridildisulfuro 50-250 6,8

2-(piridin-2- 50-250 7,2

ildisulfanil)ciclohexan-1-ol

Acetato de 2-(piridin-2- | 50-250 7,8

ildisulfanil)ciclohexilo

HPLC quiral

La HPLC quiral se realizé con una columna ChiralPak AD3 de 250x4,6 mm, utilizando
una mezcla de heptano/isopropanol/etanol. Los derivados de tioéter bencilico pudieron
analizarse utilizando la mezcla heptano/isopropanol 90/10 (eluyente A), los derivados de
piridildisulfuro mas polares requirieron heptano/isopropanol/etanol 63/7/30 (eluyente B). La
deteccion se realiz6 a 220 nm.

Tiempos de retencion:

Producto Eluyente | tr (min; R/S) | Observaciones
Mercaptano bencilico A 3,9

Benciltiociclohexanol A 8,7/9,2

Acetato de benciltiociclohexilo A 51 No resuelto
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Glutarato de benciltiociclohexilo A 10,2/14,3 Segundo pico no
determinado

2-(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexan- | B 6,4/14,7

1-ol

Acetato de 2-(piridin-2- | B 7,3/5,4

ildisulfanil)ciclohexilo

Acido 4-0x0-4-((2-(piridin-2- | B 9,9/12,7

ildisulfanil)ciclohexil)oxi)butanoico

Acido 5-0x0-5-((2-(piridin-2- | B 10,2/11,5

ildisulfanil)ciclohexil)oxi)pentanoico

2-Mercaptopiridina B 7,1 Amplio

Dipiridildisulfuro B 7,1 Afilado

Ejemplo 1. Sintesis de (D)-tartrato de zinc

Se disolvio acido (D)-tartarico (150 g; 1 mol) en agua (1,5 I). Se afiadi6 una solucién de
cloruro de zinc (136 g; 1 mol) en agua (1 1) y 20 ml de HCI al 3,5 % (20 ml) bajo agitacién
mecanica. La mezcla &cida se neutralizé a pH 4 usando hidréxido de sodio acuoso al 33 %.
Se form6 un precipitado y la mezcla se agité durante otra hora. La mezcla se filtr6é en un filtro
de vidrio P3. El sélido se lavé con agua, acetona y acetato de etilo. El sélido se seco en un
horno de vacio para producir el producto deseado como un polvo blanco de alta densidad
(270 g).

Alternativamente, se neutralizé el acido (D)-tartarico (15 g; 0,1 mol) disuelto en agua
desionizada (0,151) a pH 12 usando NaOH al 33 % (20 ml; 0,2 mol). Se afiadi6 gota a gota
una solucién de cloruro de zinc (13,6 g) en agua desionizada (50 ml) con agitacion mecanica.
Inicialmente se formé un gel, que se transform6 en suspension lechosa. Al final de la adicion,
el pH se habia reducido a neutro. La filtracién se realiz6 utilizando un filtro de vidrio P3 (durante
aproximadamente 1 h) y el sélido se lavé con agua desionizada, acetona y acetato de etilo. El

secado al vacio en un horno produjo un polvo blanco esponjoso (22 g).

Ejemplo 2. Sintesis de 2-benciltiociclohexanol racémico

SCH,Ph
[ Do @I
OH

El mercaptano bencilico (1,24 g; 10 mmol) y el éxido de ciclohexeno (1,9 g; 19 mmol)
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se disolvieron en 2-metiltetrahidrofurano. Se afiadié N-metilmorfolina (0,5 ml). No se produjo
ninguna reaccion durante la noche. La adicion de solucion de etoxido sodico (1 ml al 20 %)
produjo una reaccién rapida (50 % en 1 h, conversion completa del mercaptano). El trabajo
acuoso Y la evaporacién produjeron un aceite amarillo (2,18 g). El aceite se destil6 a presion
reducida utilizando un aparato Kugelrohr (horno 145 °C/ < 1 mbar), obteniéndose un aceite
transparente (1,89 g; 8,5 mmol; 85 %). HPLC: 2 picos de 8,7 m (R,R) y 9,2 m (S,S) usando
Chiralpak AD3 con heptano/isopropanol 90/10. Deteccién UV a 220 nm.

Ejemplo 3. 2-benciltiociclohexanol enriquecido

WSCH,Ph
(o — (1
OH

73% e.e.

Se cargd un reactor de 51 con (D)-tartrato de zinc (263 g), diclorometano (2 I),
bencilmercaptano (124 g; 1 mol) y 6xido de ciclohexeno (147 g; 1,5 eq.). La reaccién se coloco
bajo una atmoésfera de Ar. La mezcla se agité durante 5 dias (dando como resultado una
conversion de mercaptano > 99 %) y se filtr6 después de 7 dias. El filtrado se evaporé y se
transfiri6 a un matraz mas pequefio usando acetato de etilo. La evaporacion y la destilacion a
alto vacio produjeron un aceite transparente e incoloro (215 g). HPLC: 87 % (S,S) [75 % e.€]
y 1 % otros componentes.

El catalizador de (D)-tartrato de zinc podria reutilizarse. Se cargé un reactor de 2 | con
catalizador de (D)-tartrato de zinc recuperado (468 g), diclorometano (1 I), bencilmercaptano
(124 g; 1 mol) y Oxido de ciclohexeno (147 g; 1,5 eq.). La reaccién se colocé bajo una
atmaosfera de Ar. La mezcla se agité durante 1 dia (dando como resultado una conversion de
mercaptano > 99 %) y se filtré. El filtrado se evaporé y se transfirié a un matraz mas pequefio
usando acetato de etilo. La evaporacion produjo un aceite transparente e incoloro (225 g).
HPLC: 85 % (S,S) [73 % e.e] y 1 % otros componentes.

Ejemplo 4. Experimento de seleccion de enzimas

Se afadi6 una cantidad de 20-25 mg de enzima a un vial de 2 ml. A esto se afiadi6 2-
benciltiociclohexanol racémico (22 mg), disuelto en 1 ml de MTBE anhidro que contenia 5 %
en volumen de acetato de isopropenilo. El vial se cerré y se agité a 24 °C durante 16 h en un
agitador termostatizado. Después de la incubacioén, se realizé el analisis por HPLC quiral

utilizando Chiralpak AD3, 100x dil en fase mévil; heptano/isopropanol (90/10). Los resultados
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de la seleccién se muestran en la siguiente tabla.

~_S._Pn Enzima S _Ph A~ _sS._Ph
AN~ 07

Entrada | Enzima Fuente Conv | Sustrato ee | E (est)

1 IMMCALA-T2- Candida antarctica, | 21 % 6,6 % <2
150 A

2 IMMCALB-T2- Candida antarctica, | 49 % >99,8 % >1000
150 B

3 IMMCALBY-T2- | Candida antarctica, | 49 % >99,8 % >1000
150 B

4 IMMRML-T2- Rhizomucor miehei 2%
150

5 IMMTLL-T2-150 | Thermomyces 47 % 91,3 % >500

lanuginosa

6 IMMCRL-T2-150 | Candida rugosa 7%

7 IMMABC-T2- Pseudomonas 48 % 96,5 % >500
150 cepacia

8 IMMAPF-T2-150 | Pseudomonas 49 % 98,9 % >500

fluorescens

9 IMMARO-T2- Rhizopus oryzae 16 % 20 %
150

10 IMMAMJ-T2-150 | Mucor javanicus 12 % 16 %

11 IMMANA-T2- Aspergillus niger 7%
150

12 IMMRNA-T2- Rhizopus niveus <1%
150

13 IMMASMQ-T2- | Alcaligenes sp. 8 %
150

14 IMMRES-T2- Resinase HT 49 % 99,3 % >500
150

15 IMMLIPX-T2- Lipex 100L 49 % 99,5 % >1000
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150
16 IMML51-T2-150 | Stickaway de | 50 % 99,1 % >300
Novozymes
17 IMMCCMO-T2- | Candida cylindracea | 7 %
150 sp.
18 IMMAULI-T2- Bacillus subtilis 30 % 44 % >100
150

Otros estudios que emplearon anhidridos ciclicos (por ejemplo, anhidrido glutérico y

anhidrido succinico) también fueron efectivos.

~_.5._Ph Enzima [,ﬁ\_ S._Ph [,ﬂ_rg _Ph
| ol O S S
H""-.._,"’LOH OQ 0. ;U o 'DH e o D
] ) s A,
Ti% ee. S

Se uso6 anhidrido glutérico en lugar de acetato de isopropenilo en el experimento de
seleccién de enzimas anterior. El uso de la enzima CalL-B-T2 permiti6 la eliminacién selectiva
de R para proporcionar una mezcla 85:15 del Compuesto 2 y el Compuesto 3. El Compuesto
3 se elimind de la mezcla de reaccion mediante extraccion de base con NH; 2 M seguida de
un lavado de base suave (por ejemplo, Na.CO3 acuoso). El producto se sec6 bajo Ar para

producir el Compuesto 2.

Ejemplo 5. Resolucidén enziméatica de 2-Benciltiociclohexanol enriquecido

w5 _Ph Enzima S ,H_/.F'h - B
( . (T

C L - (L -
el E]_:T.{}. -0 " T0OH -

OH o
T 2 3 O';l“v’“vﬁ“OH
86% e.e. ~

Se coloc6 2-benciltiociclohexanol enriquecido (225 g; 86 % e.e; 1 mol) en un matraz de
2 |. Se anadieron MTBE (1,5 1), anhidrido glutarico (33 g; 0,29 mol) y enzima inmovilizada (n.°
de producto CaLB-ADS4 de ChiralVision; 50 g). La mezcla se agité a 180 rpm usando un
agitador mecanico durante 2 dias. Después de 1 dia, el enantiomero minoritario (R,R) se
elimind por completo. Al dia siguiente, la mezcla de reaccion se filtré y la enzima se lavé con
acetato de isopropilo. El filtrado se lavo con una solucién acuosa de amoniaco 2 M (0,51) y
una solucién acuosa de carbonato sédico 1,25 M (0,5 1). La fase organica se aislg, se secé

sobre sulfato de sodio y se evaporé para proporcionar el Compuesto 2 como un aceite incoloro
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ligeramente turbio (172 g; 76 %).
HPLC: 98,0 %, 100,0 % e.e. Se detecté aproximadamente un 1,1 % de disulfuro de dibencilo.

Ejemplo 6. Escision reductiva del Compuesto 2

Li

OH

OH

2 1

Se colocé (S,S)-2-benciltiociclohexanol destilado (11,1 g; 50 mmol) en un matraz de
fondo redondo seco de 250 ml en atmoésfera de argén y se disolvi6 en 100 ml de 2-
metiltetrahidrofurano anhidro. Con agitacibn mecanica, se afiadieron granos de litio (1,4 g en
total; 200 mmol) en 2 porciones. La reaccion se enfri6 en un bafio de agua. La agitacion
durante la noche a temperatura ambiente produjo una suspension gris. Esta suspension, que
contenia un exceso de litio sin reaccionar, se verti6 en 100 ml de agua fria. Después de la
inactivacion completa del litio metdlico, la solucion transparente se separ6 en fases. La fase
acuosa que contenia la sal de litio del producto deseado (pH > 11) se acidificé con acido citrico
sélido (10 g) a pH 5. La extraccion con 100 ml de acetato de etilo, el secado sobre sulfato de
sodio y la evaporacion cuidadosa produjeron (S,S)-2-mercaptociclohexanol como un aceite
amarillo claro (5 g; 38 mmol; 76 %). GC: >99 %. [a]p: +42 ° (c=1 en MeOH)).

Ejemplo 7. (S,S)-2-Piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexanol
7 N\

—N

«SH WS-8
. — X
OH

OH

1 8

Se disolvid (S,S)-2-Mercaptociclohexanol (7,0 g; 53 mmol) en 50 ml de metanol bajo
argon y se afiadié gota a gota a una solucién de disulfuro de dipiridilo (12 g; 55 mmol) en
metanol (100 ml). Después de 1,5 horas, la mezcla de reaccién se evapor6 hasta sequedad y
el residuo se mezcl6 con MTBE (100 ml). La 2-mercaptopiridina precipitada se elimin6é por
filtracion y el filtrado transparente se lavd con solucion de carbonato de sodio 1 M (2x 100 ml),
se secoO sobre sulfato de sodio y se evaporé hasta obtener un aceite amarillo (13 g). El aceite

se tritur6 con 100 ml de n-heptano hasta obtener un sélido marron claro (11 g (86 %); GC:
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91 %).

El solido se purificd por disolucién en MTBE (25 ml), se mezcld con 50 ml de heptano
y se sembro con el producto deseado (las semillas se obtuvieron, por ejemplo, de la Etapa 1
del Ejemplo 9). Se formé un polvo cristalino blanco. La mezcla se enfrié en un bafio de hielo y
se filtrd. El sdlido se lavé con n-heptano (25 ml). Un cuidadoso secado al vacio produjo un
polvo blanco (7,6 g; 31,5 mmol; 59 % de rendimiento de mercaptociclohexanol; 44 % de
rendimiento de 2-benciltiociclohexanol). GC: 99,0 %; HPLC: 99,8 %; HPLC quiral: 100 % e.e.;
mp: 70-72 °C; [a]o: -146° (c=1 en MeOH).

Ejemplo 8. (S,S)-2-piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexil)carbonato de 4-nitrofenilo

7 N\ 7 N\

=N —\

Se coloco (S,S)-2-Piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexanol (4,8 g; 20 mmol) en un matraz
seco en atmésfera de argon y se disolvié en 80 ml de diclorometano anhidro. Se afiadi6 piridina
(5 ml; 60 mmol; 3 eq.). Se afadi6 gota a gota una solucién de cloroformiato de 4-nitrofenilo
(4,08 g; 20,2 mmol) en 40 ml de diclorometano anhidro bajo argén durante aproximadamente
1 hora a temperatura ambiente. La muestra de HPLC mostré un 2 % de (S,S)-2-piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexanol residual, un 3 % de carbonato de bis(4-nitrofenilo) y un 95 % de
producto deseado. La agitacién adicional durante 1 hora no aumenté la conversién. La mezcla
se inactivé con agua (10 ml) y se lavo con acido clorhidrico acuoso 0,5 M (100 ml), bicarbonato
de sodio acuoso saturado (25 ml) y se sec6 sobre sulfato de sodio. La evaporacion produjo un
aceite amarillo (8,4 g). Este aceite se disolvié en una mezcla de MTBE (35 ml) y n-heptano
(50 ml). El calentamiento a 50 °C y el enfriamiento lento a 30 °C con agitacién y siembra
produjeron una suspension espesa. Esto se diluyd adicionalmente con n-heptano (20 ml) y se
enfrié en un bafio de hielo. El precipitado se filtro, se lavé con n-heptano (30 ml) y se dejo
secar al vacio para producir el producto deseado como un polvo blanco (16,3 mmol; 81 %).
HPLC: 99,4 %; HPLC quiral: 99,2 % de pureza, 100 % e.e.; pf: 77-79 °C; [a]po: +104° (c=1 en
MeOH).
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Ejemplo 9. Sintesis del Conjugado 1

El Conjugado 1 se puede preparar de acuerdo con el proceso descrito en el Ejemplo
11 de la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/925,094, utilizando el Compuesto 1 ((1S,2S)-
2-mercaptociclohexano-1-ol) en lugar del 2-mercaptociclohexano-1-ol racémico. A

continuacién se reproduce el Ejemplo 11 de la solicitud de patente de EE. UU. n.° 16/925,094.

A una solucion de 1,2-di(piridin-2-il)disulfano (15,2 g, 68,9 mmol) en MeOH
(desgasificado con N) (30 ml) se le afiadi6 2-mercaptociclohexan-1-ol (11,4 g , 86,2 mmol)
(desgasificado con N.) gota a gota y se agitdé durante 16 h a temperatura ambiente bajo
atmaésfera de N.. La mezcla de reaccién se concentré hasta sequedad al vacio. ElI material
bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando EtOAC al
30 %/hexanos para proporcionar el compuesto del titulo como un liquido amarillo. *HNMR (400
MHz, CDCls): & 8,54-8,53 (m, 1H), 7,60-7,56 (m, 1H), 7,40-7,38 (m, 1H), 7,17-7,14 (m, 1H),
3,38-3,34 (m, 1H), 2,62-2,57 (m, 1H), 2,11-2,02 (m, 1H), 1,75-1,74 (m, 2H), 1,61-1,60 (m, 1H),
1,42-1,24 (m, 4H).

El compuesto del titulo se someti6 a condiciones de HPLC quiral preparativa (Chiralpak

IGno : 250 mm x 20 mm x 5 mic; n-Hexano : IPA con 0,1 % de dietilamina (80:20); 19 ml/min;
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25°C (temperatura ambiente). (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexan-1-ol (4,5 g,
18,6 mmol) eluyd primero (tiempo de retencion: 3,9 minutos), seguido de (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfanil)ciclohexan-1-ol (tiempo de retencién: 11,3 minutos). La estereoquimica absoluta se
confirmd por comparacién del producto de la Etapa 2 con material quiral que tiene una
estereoquimica absoluta informada (ver Monaco, M. R.; J. Am. Chem. Soc. 2014, 136, 49,
16982-16985).

Etapa 2. Sintesis de carbonato de 4-nitrofenilo ((1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexilo).

A una solucion de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexan-1-ol (4,5 g, 18,6 mmol) en
DMF (90,0 ml) se afiadi6é DIPEA (10,3 ml, 56,0 mmol) y carbonato de bis(4-nitrofenil) (11,35 g,
27,3 mmol) a temperatura ambiente. El recipiente de reaccion se selld y se agité a temperatura
ambiente durante 12 h. El progreso de la reaccion se control6 por TLC (EtOAc al
20 %/hexanos). Una vez completada la reaccion, la mezcla de reaccién se inactivé con agua
(20,0 ml) y se extrajo con EtOAc (20,0 ml). La capa organica se separo, se lavd con salmuera,
se secO sobre sulfato sodico anhidro y se concentré6 a presion reducida para obtener el
producto bruto, que se purific6 mediante cromatografia en columna utilizando 20-30 %
EtOAc/hexanos para obtener el producto principal como un sélido blanquecino (5,0 g, 66 % de
rendimiento). tHNMR (400 MHz, CDCls): § 8,44 (d, J = 4 Hz, 1H), 8,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,72
(d, J =8,4 Hz, 1H), 7,61-7,57 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 9,6 Hz, 2H), 7,08-7,05 (t, J = 5,2
Hz, 1H), 4,85-4,74 (m, 1H), 3,03-2,92 (m, 1H), 2,28 (d, J = 9,6 Hz, 1H), 2,20-2,12 (m, 1H), 1,85-
1,62 (m, 3H), 1,45-1,25 (m, 3H). LC-MS m/z calculado: 406,7; encontrado: 407,4 [M+H]*.

Etapa 3. Sintesis de [(1S,2S)-2-(2-piridildisulfanil)ciclohexil] N-[(10S,23S)-10-etil-18-fluoro-10-
hidroxi-19-metil-5, 9-dioxo-8-oxa-4,15-
diazahexaciclo[14,7.1.02,14.04,13.06,11.020,24]tetracosa-1,6(11),12,14,16(24),17,19-

heptaen-23-iljcarbamato.
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Al acido (10S,23S)-23-amino-10-etil-18-fluoro-10-hidroxi-19-metil-8-oxa-4,15-
diazahexaciclo[14,7.1.02,14.04,13.06,11.020,24]tetracosa-1,6(11),12,14,16(24),17,19-
heptaeno-5,9-diona metanosulfénico (250 mg, 0,470 mmol) en 10 ml de DMF seca se afiadio
carbonato de 4-nitrofenilo ((1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexilo) (de la Etapa 2; 191 mg,
0,470 mmol), N,N-diisopropiletilamina (122 mg, 0,941 mmol) y DMAP (115 mg, 0,941 mmol).
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. La LC-MS indic6é que se habia
formado el producto de acoplamiento deseado. A continuacion, la mezcla de reaccion se diluy6
con EtOAc, se lavé con NH4Cl acuoso saturado, H,O y salmuera. La mezcla se secé sobre
sulfato de sodio, se filtré y se concentré. El residuo bruto se purific6 mediante cromatografia
en columna utilizando MeOH al 0-5 %/diclorometano para dar 240 mg del producto deseado
con un rendimiento del 72,6 % (240 mg).

Etapa 4. Acoplamiento con Pv1l (Compuesto 11)

En un vial se afadi6é Pv1 (275 mg, 0,0811 mmol), el compuesto de la Etapa 3 (74,1 mg,
0,105 mmol), acetonitrilo (10 ml) y agua (5 ml). A esta mezcla se afiadié n-Metilmorfolina
(0,303 g, 0,0030 mol). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. La LC-
MS indic6 que se habia formado el producto acoplado deseado.

La mezcla de reaccion se purificé directamente mediante HPLC de fase inversa (20-
85 % de acetonitrilo/agua, 0,5 % de acido acético en una columna Sunfire Prep C18 (10 um,
50x150 mm), tiempo de retencion: 7,022 min) para dar 213 mg del deseado producto con un
rendimiento del 68 % (213 mg). ESI (M+3H/3)3": 1291,6
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Ejemplo 10: Seleccidén de enzimas de sustrato alternativo

Se afladi6 una cantidad de 20-25 mg de enzima a un vial de 2 ml. A esto se afadio 2-
(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexan-1-ol racémico (12mg), disuelto en 1ml de 2-
metiltetrahidrofurano que contenia 5 % en volumen de acetato de isopropenilo. El vial se cerré
y se agitd a 21 °C durante 2 dias en un agitador termostatizado. Después de la incubacién, se
realizé el andlisis por HPLC quiral utilizando Chiralpak AD3, 100x dil en fase mdvil;
heptano/isopropanol/etanol (63/7/30). Los resultados de la seleccibn se muestran en la

siguiente tabla.

[/“-,V,S . /[:N D Enzima [’_N S J:N || . s /[b:]
~"0H /jLO/LH '“v’J‘OH xJ-J-’--—O
N
Entrada | Enzima m(mg) | t(h) | Conv | Sustrato | Producto | E
(area) | e.e. e.e.

1 IMMCALA-T2-150 22,3 42 | 7% - 8 % 1,2
2 IMMCALB-T2-150 20,1 24 |50 % 99,3 % >99,9 %

42 |50,5% | >99,9% |>999% | >15000
IMMCALBY-T2-150 20,1 42 149,1% | 93 % >09,8 % | >5000
4 IMMRML-T2-150 20,3 42 | 0%

5 IMMTLL-T2-150 22,4 42 | 6% >99 % >200
6 IMMCRL-T2-150 20,3 42 | 0%

7 IMMABC-T2-150 22,7 42 | 8% >99 % >200
8 IMMAPF-T2-150 20,5 42 | 12% >99 % >200
9 IMMARO-T2-150 21,0 42 | 0%

10 IMMAMJ-T2-150 22,0 42 | 0%

11 IMMANA-T2-150 20,4 42 | 0%

12 % IMMRNA-T2-150 22,8 42 | 0%

13 IMMASMQ-T2-150 23 42 |1%

14 IMMRES-T2-150 23,3 42 |13 % 87 % 16
15 IMMLIPX-T2-150 20,7 42 | 19 %* 93 %

16 IMML51-T2-150 22,3 42 | 39% 97 % 130
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17 IMMCCMO-T2-150 21,5 42 |11 %

18 IMMAULI-T2-150 20,4 42 |11 %

Puede usarse 2-(piridin-2-ildisulfanil)ciclohexan-1-ol enantioenriquecido en lugar de
material racémico en la Etapa 6 del Ejemplo 2 para proporcionar el Conjugado 1 del Ejemplo
9.

Ejemplo 11: Sintesis de carbonato de 4-Nitrofenilo [(S,S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentilo]

Etapa 1. Sintesis de 2-benciltiociclopentanol

(o — (X

Se cargd un reactor de 5 L con D-tartrato de zinc (500 g), diclorometano (2 1),

SCH,Ph

OH

bencilmercaptano (127 g; 1 mol) y 6xido de ciclopenteno (100 g; 1,1 eq.). La reaccién se
colocd bajo una atmosfera de Ar. La mezcla se agité durante 15 dias (proporcionando una
conversiéon de mercaptano > 99 %) y se filtrd. El filtrado se evaporé y se transfirié a un matraz
mas pequefo usando acetato de etilo. La evaporacién produjo un aceite turbio (210 g; 58 %
e.e.). El aceite se destil6 a vacio profundo usando una configuracién de destilacion estandar

de Claisen. Se obtuvieron cuatro fracciones a 102-108 °C/0,07-0,15 mbar.

Etapa 2. Sintesis de (S,S)-2-benciltiociclopentanol

<:[S\/Ph Enzyme <:l;\S\/Ph <:l,S\/Ph
_
+ .,
OH 0+ _0.__0 OH 0 o
U OWOH

Se coloc6 2-benciltiociclopentanol enriquecido (88 g; 58 % e.e.; 95 % de pureza previa
a la destilacion) en un matraz de 11. Se afiadieron MTBE (0,6 I), anhidrido glutarico (23 g;

0,2 mol) y enzima inmovilizada (CaLB-ADS4; 10 g). La mezcla se agit6 a 180 rpm usando un
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agitador mecanico durante 1 dia. Después de 18 h, el enantiomero minoritario (R,R) se eliminé
por completo. La mezcla de reaccidon se decantd y la enzima se reutilizé en el siguiente
procedimiento. La solucion decantada se lavé con amoniaco acuoso (0,25 |; 2 M) y carbonato
de sodio (0,1 L; 1,25 M). La fase organica se aisld, se seco sobre sulfato de sodio y se evaporé
hasta un aceite incoloro ligeramente turbio (64 g; 73 %). Este aceite se destild6 en Kugelrohr
en 2 porciones, lo que produjo 54 g de aceite con una pureza del 95 % segun GC, que mostré
un 99,8 % de e.e.

Alternativamente, se coloc6 2-benciltiociclopentanol enriquecido (104 g; 57 % e.e.;
97,6 % de pureza de la serie principal de destilacién) en un matraz de 1 |. Se afiadieron MTBE
(0,51), anhidrido glutarico (23 g; 0,2mol) y enzima inmovilizada (CaLB-ADS4; 10g
recuperados y 10 g nuevos). La mezcla se agité a 180 rpm usando un agitador mecanico
durante 1 dia. Después de 24 h, el enantiomero minoritario (R,R) se elimin6 por completo. La
mezcla de reaccion se filtré. El filtrado se lavé con amoniaco acuoso (0,25+0,05I; 2 M). La
fase organica se aisld, se seco sobre sulfato de sodio y se evapor6 hasta un aceite incoloro
ligeramente turbio (80 g; 77 %). Este aceite se destilé en Kugelrohr (horno a 175 °C/0,06 mbar)
en 3 porciones, dando 74 g de aceite con una pureza del 97,5 % segun GC, mostrando mas
del 99,8 % de e.e. [a]p: +14° ° (c=5 en DCM) ;[a]p: -17° (c=1 en MeOH).

Etapa 3. Sintesis de (S,S)-2-Mercaptociclopentanol

Li
WS _-Ph <j:SH
: > OH

OH

Se colocé (S,S)-2-benciltiociclopentanol destilado (21 g; 100 mmol) en un matraz de
fondo redondo seco de 250 ml en atmésfera de argén y se disolvi6 en 200 ml de 2-
metiltetrahidrofurano anhidro. Con agitacion mecénica, se afiadieron granos de litio (2,8 g en
total; 0,4 mol). La reaccién se enfrié en un bafio de agua. La agitaciéon durante la noche a
temperatura ambiente produjo una suspension gris. La GC de una muestra mostr6 un 15 % de
area de producto. La mezcla se inactivo mediante la adicion lenta de MeOH (25 ml) en 2 h. Se
observé abundante desprendimiento de gas. La muestra de GC mostré una mayor conversion
después de la inactivacion. La inactivacion adicional con etanol acuoso produjo mas formacion
de espuma.
La mezcla de reaccion se diluy6é en 0,25 | de agua. Se eliminé la fase orgénica y se lavé la
fase acuosa con EtOAc. La fase acuosa lavada se acidifico6 con 30 g de acido citrico sélido y

se extrajo con EtOAc (200+100 ml). Los extractos se concentraron a presion reducida para
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proporcionar un aceite acre (8 g). La destilacion Kugelrohr proporcioné un aceite incoloro
(1,39 g + 3,95 g).

Como alternativa, se mezclé (S,S)-2-benciltiociclopentanol destilado (21 g; 100 mmol)

con MeOH (3,2 g; 100 mmol) y se disolvid en 2-metiltetrahidrofurano anhidro (25 ml). Esta
solucion se afiadio gota a gota en 2,5 h a una suspensién de granos de litio (2,8 g; 0,4 mol) en
2-metiltetrahidrofurano anhidro (250 ml) en un matraz de fondo redondo seco de 11 en
atmosfera de argdén con agitaciéon mecénica. Después de 4 h, se afiadi6 gota a gota una
solucién de MeOH (3,5 ml) en 2-metiltetrahidrofurano (50 ml) en 1 h. La mezcla se inactivd
mediante la adicion lenta de MeOH (10 ml) en 2-MeTHF (40 ml) en 1 h. Se observé abundante
desprendimiento de gas.
La mezcla de reaccion se diluyé en agua (0,3 1). La fase organica se elimind y la acuosa
altamente bésica se lavo con 2-MeTHF. La fase acuosa lavada se acidifico con acido citrico
sélido (30 g) y se extrajo con EtOAc (250+100 ml). Los extractos se evaporaron a presion
reducida para proporcionar un aceite acre (7,59g). La destilacion Kugelrohr [horno 125-
135 °C/18 mbar] proporcioné un aceite incoloro (7,0 g). GC 99,5 %. [59 mmol; 59 %]; [a]o: +49°
(c=1 en MeOH).

Etapa 4. Sintesis de (S,S)-2-(Piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentanol
7\

—N
‘\\SH : ‘\\S_S
v OH

OH

(S,S)-2-mercaptociclopentanol (5,9 g; 50 mmol) se disolvi6 en metanol (50 ml) en
atmaosfera de argén y se afiadié gota a gota durante 1 h 30 min a una solucién de disulfuro de
dipiridilo (10,9 g; 49 mmol) en metanol (70 ml). Después de 5 horas de agitacion adicional, la
mezcla de reaccion se evaporé a sequedad y el residuo (17 g) se mezclé con MTBE (250 ml)
y solucion de hidréxido de sodio (0,2 I; 1 M). La fase organica se lavé con hidréxido de sodio
(50 ml, 1 M), agua (50 ml), solucién de bicarbonato de sodio (25 ml) y salmuera (25 ml). El
extracto orgénico se secO sobre sulfato sédico y se evapord hasta dar un aceite amarillo
(11,1 g; rendimiento cuantitativo); HPLC: 100 % e.e., 8,6 % de area de DPDS.

Parte del aceite (4 g) se mezclé con MTBE (8 ml) y pentano hasta que se enturbié. Esta
mezcla se enfri6 durante la noche a -25°C en un congelador; se observé precipitacion de

aceite sin enriquecimiento/empobrecimiento de impurezas segun HPLC.
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El aceite se recuperd y purificé por cromatografia en columna sobre 100 g de silice. La
columna se eluy6 con hexano/acetato de etilo 8:2 seguido de hexano/acetato de etilo 7:3.

El producto se aislé como un aceite ligeramente turbio, con una recuperacion global
del 80 %.
GC: >99,5 %; HPLC: 99,8 %; HPLC quiral: 100 % e.e.; [a]p: -46° (c=1 en EtOH).

Etapa 5. Sintesis de carbonato de 4-Nitrofenilo [(S,S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo]

7 N 7\
=N =N

\\S_S S

. . WS-
o oy o
O)\O
Se coloco (S,S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentanol bruto (7 g; aproximadamente
25 mmol) en un matraz seco en atmésfera de argén y se disolvié en diclorometano anhidro
(80 ml). Se afiadié piridina (5 ml; 60 mmol; 3 eq.). Se afiadi6 gota a gota una solucién de
cloroformiato de 4-nitrofenilo (4,5 g; 23 mmol) en diclorometano anhidro (20 ml) bajo argén
durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente. La mezcla se inactivd con agua, se
lavé con &cido clorhidrico diluido (100+50 ml; 1 M), agua y solucién de bicarbonato de sodio.
La filtracibn sobre un tapén de sulfato de sodio y la evaporacion a presion reducida
proporcionaron el compuesto del titulo como un aceite turbio (10 g, rendimiento cuantitativo).
HPLC: 85 % de pureza.
Los conjugados que comprenden el resto enlazador de ciclopentilo se pueden preparar

de acuerdo con los procesos descritos en el Ejemplo 11 de la solicitud de patente de EE. UU.

n.° 16/925,094, asi como en el Ejemplo 9 del presente documento.

Varias modificaciones de la invencion, ademas de las descritas en este documento,
seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior. Tales
modificaciones también estan destinadas a caer dentro del alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Cada referencia, incluidas, entre otras, todas las patentes, solicitudes de patentes y
publicaciones, citadas en la presente solicitud, se incorporan en la presente por referencia en

su totalidad.



