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CONJUGADOS PEPTIDICOS DE INHIBIDORES DE TUBULINA PEPTIDICA COMO
AGENTES TERAPEUTICOS

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a conjugados peptidicos de inhibidores peptidicos de
tubulina, tales como monometil auristatinas, que son utiles para el tratamiento de

enfermedades tales como el cancer.

LISTADO DE SECUENCIAS
La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se envio electronicamente como
un archivo XML denominado “43236-0020WO1_SL_ST26.XML". El archivo XML, creado el 15
de noviembre de 2022, tiene un tamafio de 436.177 bytes. El material en el archivo XML se

incorpora en la presente en su totalidad mediante esta referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El céancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por un control aberrante del
crecimiento celular. Se estima que la incidencia anual del cancer excede los 1,6 millones solo
en los Estados Unidos. Si bien la cirugia, radiacién, quimioterapia y hormonas se usan para
tratar el cancer, sigue siendo la segunda causa principal de muerte en los Estados Unidos. Se
estima que alrededor de 600.000 estadounidenses morirdn de cancer cada afio.

El tratamiento del cancer en humanos mediante la administracién sistémica de agentes
farmacéuticos a menudo funciona ralentizando o interrumpiendo la replicaciéon no controlada
que es una caracteristica de las células cancerosas. Los inhibidores peptidicos de tubulina,
como las dolastatinas, las auristatinas derivadas de la dolastatina, las monometil auristatinas
(por ejemplo, monometil auristatina E y monometil auristatina F) y las tubulisinas son una clase
de agentes antimit6ticos que inhiben la polimerizacion de tubulina y pueden mostrar una alta
potencia en una amplia gama de células de cancer. Debido a su citotoxicidad a menudo alta,
los inhibidores peptidicos de tubulina, como las monometil auristatinas, se han conjugado con
agentes dirigidos a tumores, como anticuerpos, para reducir los efectos no deseados. Aun
asi, los conjugados de anticuerpos y farmacos de inhibidores peptidicos de tubulina (por
ejemplo, monometil auristatinas) pueden presentar varios efectos secundarios graves, como
neutropenia, neuropatia, trombocitopenia y toxicidades oculares. Por lo tanto, existe la
necesidad de una administracion mas selectiva de compuestos inhibidores de tubulina

peptidicos al tejido enfermo.



COMPENDIO

La presente descripcién proporciona, entre otros, un compuesto de Formula (1):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde las variables constituyentes se definen
en la presente.

La presente descripcion proporciona adicionalmente una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto de la descripcion, o una sal farmacéuticamente aceptable de este,
y al menos un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion también proporciona métodos para tratar una enfermedad o afeccion
(por ejemplo, céancer) administrando a un humano u otro mamifero en necesidad de tal
tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la descripcion. En
algunas modalidades, la enfermedad o afeccién se caracteriza por tejidos enfermos acidos o
hipdxicos.

La presente descripcidn también proporciona el uso de un compuesto descrito en la presente
en la elaboracién de un medicamento para uso en terapia. La presente descripcion también
proporciona los compuestos descritos en la presente para uso en terapia.

La presente descripcion también proporciona métodos para sintetizar los compuestos de la

descripcion e intermediarios Utiles en estos métodos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La FIG. 1A muestra un gréfico del retraso del crecimiento de células colorrectales HCT116 in
vitro después de cuatro dias de incubacion con las concentraciones indicadas de Compuesto
2 o MMAE no conjugada.
La FIG. 1B muestra un gréfico del retraso del crecimiento de células de prostata PC3 in vitro
después de cuatro dias de incubacién con las concentraciones indicadas de Compuesto 2 o
MMAE no conjugada.
La FIG. 1C muestra una gréafica del retraso del crecimiento de células de NSCLC NCI-H1975
in vitro después de cuatro dias de incubacion con las concentraciones indicadas de
Compuesto 2 o MMAE no conjugada.
La FIG. 1D muestra una gréfica del retraso del crecimiento de células de NSCLC NCI-H292
in vitro después de cuatro dias de incubacién con las concentraciones indicadas de
Compuesto 2 o MMAE no conjugada.
La FIG. 2A muestra un andlisis del ciclo celular de células colorrectales HCT116 in vitro

después de 24 h de incubacién con las dosis indicadas de MMAE no conjugada.
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La FIG. 2B muestra un andlisis del ciclo celular de células colorrectales HCT116 in vitro
después de 24 h de incubacién con las dosis indicadas de Compuesto 2.

La FIG. 3 muestra un diagrama de la concentracion en plasma del Compuesto 2 y MMAE
liberada después de una dosis IV Unica de 10 mg/kg del Compuesto 2 en la rata (los datos se
expresan como media + SD).

La FIG. 4A muestra una grafica de los niveles de MMAE no conjugada en tumores de ratén
determinados por LCMS después de una unica inyeccion intraperitoneal de 0,5 mg/kg de
MMAE o 3 mg/kg del Compuesto 2 en ratones hembra lampifios portadores de tumor
colorrectal HCT116.

La FIG. 4B muestra una grafica de los niveles de MMAE no conjugada en el musculo de ratén
determinados por LCMS después de una unica inyeccion intraperitoneal de 0,5 mg/kg de
MMAE o 3 mg/kg del Compuesto 2 en ratones hembra lampifios portadores de tumor
colorrectal HCT116.

La FIG. 4C muestra una grafica de los niveles de MMAE no conjugada en la médula 6sea de
raton determinados por LCMS después de una unica inyeccién intraperitoneal de 0,5 mg/kg
de MMAE o 3 mg/kg del Compuesto 2 en ratones hembra lampifios portadores de tumor
colorrectal HCT116.

La FIG. 5A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacién de
0,25 mg/kg de MMAE o 40 mg/kg del Compuesto 1 (equivalente a 7 mg/kg de MMAE) en
ratones lampifios que portaban tumores de flanco colorrectal negativos para HER2 HCT116.
Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via intraperitoneal durante un total de
dos dias.

La FIG. 5B muestra una grafica del cambio porcentual en el peso corporal de ratones lampifios
gue portaban tumores colorrectales negativos para HER2 HCT116, a los que se les
administraron 0,25 mg/kg de MMAE o 40 mg/kg del Compuesto 1 (equivalente a 7 mg/kg de
MMAE).

La FIG. 6A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de 20
mg/kg del Compuesto 2 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de
adenocarcinoma de prostata PC3. Los animales recibieron una dosis una vez al dia dos veces
por semana por via intraperitoneal durante tres semanas.

La FIG. 6B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en el estudio
del Ejemplo F. Los datos se expresan como medias + SEM.

La FIG. 7A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de 10
0 20 mg/kg del Compuesto 2 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de cancer

de pulmoén no microcitico NCI-H1975. Los animales recibieron una dosis una vez al dia dos
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veces por semana por via intraperitoneal durante tres semanas.

La FIG. 7B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en el estudio
del Ejemplo G. Los datos se expresan como medias = SEM.

La FIG. 8 muestra una grafica de los pesos corporales de ratones lampifios a los que se les
administraron 10 mg/kg de Compuesto 1 y Compuesto 2 una vez al dia durante cuatro dias
consecutivos.

La FIG. 9A muestra una gréfica de las concentraciones de péptidos en el tumor después de
una unica dosis IP de 10 mg/kg del Compuesto 7 o del Compuesto 13 en ratones hembra
lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como medias + SD).
La FIG. 9B muestra una gréfica de las concentraciones de MMAE en el tumor después de una
Unica dosis IP de 10 mg/kg del Compuesto 7 o del Compuesto 13 en ratones hembra lampifios
portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como medias *+ SD).

La FIG. 10A muestra una gréafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de
5 mg/kg del Compuesto 13 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de cancer
colorrectal HT-29. Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via intraperitoneal los
dias 0-3, 5y 16-19.

La FIG. 10B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en el estudio
del Ejemplo J. Los datos se expresan como medias + SEM.

La FIG. 11A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de
40 y 80 mg/kg del Compuesto 7 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de
cancer colorrectal HT-29. Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via
intraparenteral durante cuatro dias consecutivos a la semana durante dos semanas.

La FIG. 11B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en el estudio
del Ejemplo K. Los datos se expresan como medias + SEM.

La FIG. 12A muestra una gréfica de las concentraciones de péptidos en el tumor después de
una unica dosis intraperitoneal de 10 mg/kg del Compuesto 13, Compuesto 1 o Compuesto 2
en ratones hembra lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan
como medias + SD).

La FIG. 12B muestra una grafica de las concentraciones de MMAE en el tumor después de
una unica dosis intraperitoneal de 10 mg/kg del Compuesto 13, Compuesto 1 o Compuesto 2
en ratones hembra lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan
como medias + SD).

La FIG. 13A muestra una grafica de los niveles de péptidos en tumor de ratén determinados
mediante ELISA y LCMS después de una Unica inyeccion intraperitoneal de 10 mg/kg del

Compuesto 13, Compuesto 7, Compuesto 5 o Compuesto 6 en ratones hembra lampifios



portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como media + SD).

La FIG. 13B muestra una gréfica de los niveles de MMAE no conjugada en tumor de ratén
determinados mediante ELISA y LCMS después de una Unica inyeccion intraperitoneal de 10
mg/kg del Compuesto 13, Compuesto 7, Compuesto 5 o0 Compuesto 6 en ratones hembra
lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como media + SD).
La FIG. 14A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de
1, 5y 10 mg/kg del Compuesto 5 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de
cancer colorrectal HCT116. Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via
intraparenteral durante cuatro dias consecutivos.

La FIG. 14B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en el estudio
del Ejemplo N. Los datos se expresan como medias + SEM.

DESCRIPCION DETALLADA
En la presente se proporciona un compuesto de Férmula (1):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido;

R? es un radical de un inhibidor peptidico de tubulina; y

L es un enlazador, que se enlaza covalentemente al resto R y R?.

En la presente se proporciona un compuesto de Férmula (1):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido que tiene de 5 a 50 aminoacidos;

R? es un radical de un inhibidor peptidico de tubulina; y

L es un enlazador, que se enlaza covalentemente al resto R y R2.

En la presente también se proporciona un compuesto de Férmula (1):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido capaz de suministrar selectivamente R2L- a través de una membrana celular
con un manto acido o hipoxico;

R? es un radical de un inhibidor peptidico de tubulina; y

L es un enlazador, que se enlaza covalentemente al resto R y R2.

En la presente se proporciona un compuesto de Férmula (1):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido;

R? es un radical de un compuesto de auristatina; y

L es un enlazador, que se enlaza covalentemente al resto R' y R2.

En la presente se proporciona un compuesto de Férmula (1):

2 | —pRt
RP—L—R"

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido que tiene de 5 a 50 aminoacidos;

R? es un radical de un compuesto de auristatina; y

L es un enlazador, que se enlaza covalentemente al resto R' y R?.

En la presente también se proporciona un compuesto de Férmula (1):
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido capaz de suministrar selectivamente R?L- a través de una membrana celular
con un manto acido o hipéxico;

R? es un radical de un compuesto de auristatina; y

L es un enlazador, que se enlaza covalentemente al resto R' y R2.

En algunas modalidades, el compuesto de auristatina es un compuesto de monometil
auristatina.

En algunas modalidades, L es un enlazador que tiene la siguiente estructura:

i -|- - RS Ru \ :
Ssg c?2—-g3 I G4 :
R RY / /

m n

donde el &tomo S del enlazador esta unido con un residuo de cisteina del péptido para formar
un enlace disulfuro; y donde:

G! se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G! est4d cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Cie, alquenilo C,, alquinilo Czs, haloalquilo Cis, CN, NO2, OR? SR? C(O)RP,
C(O)NR°RY, C(O)OR?, OC(O)RP, OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NR°C(=NR®)NR°RY, NR°R¢,
NR°C(O)RP, NR°C(O)OR?, NR°C(O)NR°RY, NR°S(O)RP, NR°S(0):R®, NR°S(O):NR°R¢,
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S(O)RP, S(O)NRCRY, S(0)2R?y S(0)2NR°R¢, donde dicho sustituyente de alquilo C1.6, alquenilo
C26 Y alquinilo Cz.¢ de G* se sustituye opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de CN, NO;, OR? SR? C(O)RP, C(O)NR°RY, C(O)OR? OC(O)R®,
OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NRC(=NR®)NR°R?Y, NR°RY, NR°C(O)R’, NR°C(O)OR?
NRCC(O)NRCRY, NRS(O)RP, NRS(0)-R?, NRS(O):NR°R?, S(O)R", S(O)NR°RY, S(0O):R" y
S(O)2NR°RY;

cada R® y R' se selecciona independientemente de H, halo, alquilo Ci.¢ y haloalquilo Ci.;

G? se selecciona de -NR®C(0), -NR®-, -O-, -S-, -C(O)O-, -0OC(O)-
-NRCC(0)-, -OC(O)NR®- y -S(0O2)-;

G? se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G2 estd cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Ci.s, alquenilo Cys, alquinilo C26, haloalquilo Ci.5, CN, NO2, OR3, SR, C(O)R",
C(O)NRIRY, C(O)OR®, OC(O)R!?, OC(O)NRIRY!, C(=NR*H)NRIR, NR1C(=NR)NRR,
NRCIRY,  NRCC(O)RY, NREC(O)OR3, NREC(O)NRURY, NRCIS(O)RP, NREIS(O).R,
NR®S(0),NR®R%, S(O)RP?, S(O)NRIR™, S(0).R" y S(0).NR**R%", donde dicho sustituyente
de alquilo Ci., alquenilo Ca6 y alquinilo C,6 de G2 se sustituye opcionalmente con 1, 2 0 3
sustituyentes seleccionados independientemente de CN, NO;, OR?3, SR, C(O)R",
C(O)NR®IR, C(O)ORa, OC(O)RM, OC(O)NRR, C(=NR®H)NRR, NRIC(=NR)NR R,
NRRY,  NREIC(O)RM, NRCEC(0)OR2, NREC(O)NRCIRY, NRCIS(O)RPL, NRCS(0).RY,
NRIS(0):NRRY?, S(O)RPL, S(O)NRRM, S(O):RP! y S(0),NRR4;

R"y RY se seleccionan independientemente de H, halo, alquilo Ci6 y haloalquilo Ci.;

G* se selecciona de -C(O)-, -NR®C(O)-, -NR®-, -O-, -S-, -C(O)O-, -OC(O)-,
-NR€C(0)- y -S(0>)-;

cada R€ se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.4;

cada R?, RP, R¢, RY, R3!, RP! R¢! y RY se selecciona independientemente de H, alquilo Cys,
haloalquilo C1.s, alquenilo Cx¢ y alquinilo C..s, donde dicho alquilo Ci.6, alquenilo Cz.¢ y alquinilo
C.s de R? RP, R¢, RY, R, RP Ry RY se sustituye opcionalmente con 1, 2, 3, 405
sustituyentes seleccionados independientemente de halo, alquilo Ci4, haloalquilo Ci.s,
haloalquilo Cis, alquenilo Czs, alquinilo Czs, CN, OR#*, SR¥, C(O)R", C(O)NR®R%,
C(O)OR%2, OC(O)RM, OC(O)NR®2R%, NR%R%  NR%C(O)R"2, NR®C(O)NR®R%,
NR®C(O)OR#, C(=NR®*2)NRR%, NRC(=NR®2)NRZR%, S(O)R", S(O)NR?R%, S(0),R"2
NR2S(0)2R"2, NR®2S(0),NR2R% y S(0),NR®2R%;

cada R?, R"2, R®? y R% se selecciona independientemente de H, alquilo C1.6, haloalquilo Ci.s,
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alquenilo C y alquinilo C.¢, donde dicho alquilo Ci.s, haloalquilo Ci.6, alquenilo Cz¢ Yy alquinilo
Ca6 de R¥, R, Ry R% estan cada uno sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de OH, CN, amino, halo, alquilo Cie, alcoxi Cis,
haloalquilo Ci6 y haloalcoxi Cy;

cada R®, R®' y R®? se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.4;
mes0,1,2,304;y

nesO0o 1.

En la presente se proporciona un compuesto de Férmula (1):

2| —pt
RI—L—R"

0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:
R! es un péptido;
R? es un radical de un compuesto de auristatina; y

L es un enlazador que tiene una estructura seleccionada de:

i)
- -|- - RS RU \ :
S\G1 g3 I G
R RY / '
m

oy

i)

N R® RY :
S—G? 8—G' G2 G3—|—G4 j
alquileno C. Ge%alquileno C140 alquileno C4.J—G’—alquileno C;_S Rt RY '

o p m n

q
donde el &tomo S terminal del enlazador est4 unido con un residuo de cisteina del péptido
para formar un enlace disulfuro; y donde:

G! se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Cs.10, Cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G! estd cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Cis, alquenilo Czs, alquinilo Czs, haloalquilo Cis, CN, NO2, OR? SR? C(O)RP,
C(O)NR°RY, C(O)OR?, OC(O)RP, OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NR°C(=NR®)NR°RY, NR°R¢,
NR°C(O)RP, NR°C(O)OR?, NR°C(O)NR°RY, NR°S(O)RP, NR°S(0):R®, NR°S(O):NR°R¢,
S(O)RP, S(O)NRCRY, S(0):R?y S(0).NR°R¢, donde dicho sustituyente de alquilo C1.6, alquenilo
C26 Y alquinilo C,.6 de G* se sustituye opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de CN, NO;, OR? SR? C(O)RP, C(O)NR°RY, C(O)OR? OC(O)R®,
OC(O)NR°R?, C(=NR®)NR°RY, NR°C(=NR®)NR°RY, NR°RY, NRSC(O)RP, NR°C(O)OR?,
NRSC(O)NR°R?, NRS(O)R?, NR°S(O)2R®?, NRS(0).NR°R?, S(O)RP, S(O)NR°RY, S(O):R" y



S(0):NR°R¢;

G2 se selecciona de -NR®C(O)-, -NR®¢-, -O-, -S-, -C(O)O-, -OC(O)-,
-NR®C(0)-, -OC(O)NRC®- y -S(O,)-;

G?2 se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Cs.10, Cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G*® estd cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Ci.s, alquenilo Cs, alquinilo C26, haloalquilo Ci.6, CN, NO2, OR?, SR, C(O)R",
C(O)NR®IRY, C(O)OR?, OC(0O)RP!, OC(O)NR®R, C(=NR®)NRCIR, NRIC(=NR®)NR‘IR,
NRCIR%, NRCC(O)RP?, NRCC(O)OR#, NRCC(O)NR®RY, NRCS(O)RP, NRS(0).R",
NRCS(0),NRR%, S(O)R", S(O)NRIRY, S(0).R"! y S(0).NRR%, donde dicho sustituyente
de alquilo Ci., alquenilo C, y alquinilo C,.6 de G® se sustituye opcionalmente con 1, 2 0 3
sustituyentes seleccionados independientemente de CN, NO,, OR?2, SR, C(O)R",
C(O)NR®IRY, C(O)OR?, OC(0O)RP!, OC(O)NR®R, C(=NR®)NRCIR, NRIC(=NR®)NRC‘IR,
NRCIR%, NRCC(O)RP?, NRCC(O)OR#, NRCC(O)NR®RY, NRCS(O)RP!, NRS(0).R,
NR®1S(0),NR®*RY, S(O)RP!, S(O)NR®IR!, S(0O),R"! y S(0O):NRIR%;

G* se selecciona de -C(O), -NR®C(O)-, -NR®¢-, -O-, -S-, -OC(O)-,
-NR®C(0)- y -S(02)-;

G® se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Cs.10, Cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G°® estd cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Cis, alquenilo Czs, alquinilo Czs, haloalquilo Cis, CN, NO2, OR? SR? C(O)RP,
C(O)NR°RY, C(O)OR?, OC(O)RP, OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NR°C(=NR®)NR°RY, NR°R¢,
NR°C(O)RP, NR°C(O)OR?, NR°C(O)NR°RY, NR°S(O)RP, NR°S(0).R?, NR°S(O).NR°RY,
S(O)RP, S(O)NRCRY, S(0):RPy S(0).NR°R¢, donde dicho sustituyente de alquilo C1.6, alquenilo
C26 Y alquinilo C,.¢ de G® se sustituye opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de CN, NO., OR?, SR? C(O)R’, C(O)NR°R?Y, C(O)OR?% OC(O)R",
OC(O)NR°R?, C(=NR®)NR°RY, NR°C(=NR®)NR°RY, NR°RY, NRSC(O)RP, NR°C(O)OR?,
NRSC(O)NR°R?, NRS(O)R?, NR°S(O)2RP?, NRS(0).NR°R?, S(O)RP, S(O)NR°RY, S(O):R" y
S(O)2NR°RY;

G® se selecciona de -NR®C(O)-, -NR®¢-, -O-, -S-, -C(O)O-, -OC(O)-,
-NR€C(0)-, -OC(O)NRE-y -S(02)-;

G’ se selecciona de -NR®C(O)-, -NR®¢-, -O-, -S-, -C(O)O-, -OC(O)-,
-NR®C(0)-, -OC(O)NRC®-y -S(O2)-;
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cada R® y R' se selecciona independientemente de H, halo, alquilo Ci.6 y haloalquilo Ci.;

o cada R® y R!, junto con el &tomo de C con el cual estan unidos forman un anillo cicloalquilo
Cze;

R"y RY se seleccionan independientemente de H, halo, alquilo Ci6 y haloalquilo Ci1.;

cada RC se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.4;

cada R?, RP, RS, RY, R&, RP!, R°! y RY se selecciona independientemente de H, alquilo Cys,
haloalquilo Ci.s, alquenilo Ca¢ y alquinilo C..s, donde dicho alquilo Ci.s, alquenilo Cz.¢ y alquinilo
Czs de R? RP, R, RY, R, RP R y RY se sustituye opcionalmente con 1, 2, 3, 405
sustituyentes seleccionados independientemente de halo, alquilo Ci4, haloalquilo Ci.,
haloalquilo Cis, alquenilo Cxs, alquinilo Czs, CN, OR#, SR*, C(O)R"2, C(O)NR%R%,
C(O)OR#, OC(O)R"2, OC(O)NR®2R%?, NR%R%, NR%C(O)R", NR®C(O)NR®R%,
NR®2C(0)OR??, C(=NR®?)NR?R%, NR®C(=NR®*’)NR®R%, S(O)R"?, S(O)NR®R%, S(0):R?,
NR®2S(0),R"2, NR®?S(0).NR®?R% y S(0);NR*?R%;

cada R#, R2, R®? y R% se selecciona independientemente de H, alquilo Ci., haloalquilo C1.s,
alquenilo Cz y alquinilo C,.s, donde dicho alquilo C1.s, haloalquilo Ci.6, alquenilo Cz¢ y alquinilo
Ca.6 de R¥, RP?, Ry R% estan cada uno sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de OH, CN, amino, halo, alquilo Cie, alcoxi Cis,
haloalquilo Ci6 y haloalcoxi Cy;

cada R®, R®' y R®? se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.4;

mesO0,1,2 304

nesOol;

oes0o01;

pesl, 2,3,4,506;y

gesOo01l.

En la presente se proporciona un compuesto de Férmula (1):

2 | —pRt
RP—L—R"

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:
R! es un péptido;
R? es un radical de un compuesto de auristatina; y

L es un enlazador que tiene la siguiente estructura:
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donde el atomo S del enlazador est4 unido con un residuo de cisteina del péptido para formar
un enlace disulfuro; y donde:

G! se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Cs.10, Cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G! estd cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Cie, alquenilo Css, alquinilo Czs, haloalquilo Cis, CN, NO2, OR? SR? C(O)RP,
C(O)NR°RY, C(O)OR?, OC(O)RP, OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NR°C(=NR®)NR°RY, NR°RY,
NR°C(O)RP, NRCC(O)OR? NRCC(O)NR°RY, NR°S(O)RP, NR°S(0):R?, NR°S(O).NR°RY,
S(O)RP, S(O)NRCRY, S(0):RPy S(0):NR°R¢, donde dicho sustituyente de alquilo C1.6, alquenilo
C26 Y alquinilo C,.¢ de G* se sustituye opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de CN, NO., OR? SR? C(O)R’, C(O)NR°R?Y, C(O)OR?% OC(O)R",
OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NRCC(=NR®)NR°RY, NR°RY, NRSC(O)RP, NR°C(O)OR?,
NRCC(O)NRCRY, NR°S(O)RP, NR°S(0)2R", NR°S(0).NR°RY, S(O)RP, S(O)NR°RY, S(O):R" y
S(0)2NR°R¢;

cada R® y R' se selecciona independientemente de H, halo, alquilo C1.6 y haloalquilo Ci.;

G2 se selecciona de -NR®C(O)-, -NR®¢-, -O-, -S-, -C(0)O-, -OC(O)-,
-NR®C(0)-, -OC(O)NRC®-y -S(Oy)-;

G?2 se selecciona de un enlace, arilo Ce.10, cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de 5-14 miembros y
heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho arilo Cs.10, Cicloalquilo Cs.14, heteroarilo de
5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G® estd cada uno sustituido
opcionalmente con 1, 2, 3, 4 0 5 sustituyentes seleccionados independientemente de halo,
alquilo Ci.s, alquenilo Cys, alquinilo C2s, haloalquilo Ci.6, CN, NO2, OR?, SR&, C(O)R",
C(O)NRCIRY, C(O)OR?, OC(O)RP, OC(O)NRIR, C(=NR®*)NRR", NR1C(=NR°®)NRCIR,
NRIR,  NRSC(O)RP!, NRCIC(O)OR#, NRCIC(O)NRCRY, NRCIS(O)RP!, NR®S(0).R,
NRCS(0),NRR%, S(O)R", S(O)NRIRY, S(0).R"! y S(0).NRR%, donde dicho sustituyente
de alquilo Ci., alquenilo Ca6 y alquinilo C,.6 de G2 se sustituye opcionalmente con 1, 2 0 3
sustituyentes seleccionados independientemente de CN, NO,, OR2, SR, C(O)R",
C(O)NR®IRY, C(O)OR?:, OC(O)RP!, OC(O)NRRY, C(=NR*H)NR!R, NR!C(=NR®)NRIR%,
NRYRY, NRCC(O)RP, NREC(O)OR?, NREC(O)NRCRY, NRCS(O)RPL, NRCS(0),RY,
NRS(0);NRR?, S(O)RP, S(O)NRRY, S(O);RP! y S(0),NR R4

Ry RY se seleccionan independientemente de H, halo, alquilo Ci6 y haloalquilo C1.;

G* se selecciona de -C(O)-, -NR®C(O)-, -NR®-, -O-, -S-, -C(O)O-, -OC(O)-,
-NR®C(0)- y -S(02)-;

cada R® se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.4;
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cada R?, RP, RS, RY, R&, RP!, R°! y RY se selecciona independientemente de H, alquilo Cys,
haloalquilo Ci.s, alquenilo Ca¢ y alquinilo C..s, donde dicho alquilo Ci.s, alquenilo Cz.¢ y alquinilo
C.s de R? RP, R®, RY, R, RP R y RY se sustituye opcionalmente con 1, 2, 3, 405
sustituyentes seleccionados independientemente de halo, alquilo Ci.s, haloalquilo Ci.4,
haloalquilo Cis, alquenilo Czs, alquinilo Czs, CN, OR#*, SR¥, C(O)R"?, C(O)NR®R%,
C(O)OR#2, OC(O)RM, OC(O)NR®2R%, NR%R%, NR%C(O)R"2, NR®C(O)NR®R®,
NR®2C(O)OR¥, C(=NR®?)NR®R%, NR®C(=NR®*?)NR®R%, S(O)R2, S(O)NR®R%, S(0).R"?,
NR®2S(0),R"2, NR®?S(0).NR®?R% y S(0),NR*?R%;

cada R#, R"2, R®? y R% se selecciona independientemente de H, alquilo Ci.¢, haloalquilo Cy.s,
alquenilo Cz y alquinilo C,.s, donde dicho alquilo C1.6, haloalquilo C1.6, alquenilo C¢ y alquinilo
Ca.6 de R¥, RP? Ry R% estan cada uno sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes
seleccionados independientemente de OH, CN, amino, halo, alquilo Cis, alcoxi Cis,
haloalquilo Ci.6 y haloalcoxi Ci.s;

cada R®, R®! y R®2 se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.;
mes0,1,2,304;y

nes0Oo1.

En algunas modalidades, el lado izquierdo de L se une a Ry el lado derecho de L se une a
R2,

Como se usa en la presente, “péptido” se refiere a un resto de direccionamiento que
comprende una secuencia de 10-50 aminoacidos, integrada por residuos aminoacidos de
origen natural y opcionalmente uno o mas aminoacidos no naturales. En algunas
modalidades, el péptido de R! es un péptido de 20 a 40, 20 a 30 aminoacidos, o 30 a 40
residuos. Los péptidos adecuados para uso en los compuestos de la invencion son aquellos
que pueden insertarse a través de una membrana celular a través de un cambio
conformacional o un cambio en una estructura secundaria en respuesta a los cambios de pH
ambientales. De esta manera, el péptido puede dirigirse al tejido acido 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 un resto conjugado (por ejemplo, R?L-) a través de una
membrana celular que tiene un manto acido o hipéxico que tiene un pH inferior a alrededor de
6,0. En algunas modalidades, el péptido es capaz de suministrar selectivamente un resto
conjugado (por ejemplo, R?L-) a través de una membrana celular que tiene un manto acido o
hipdxico que tiene un pH menor de alrededor de 6,5. En algunas modalidades, el péptido es
capaz de suministrar selectivamente un resto conjugado (por ejemplo, R?L-) a través de una

membrana celular que tiene un manto acido o hipdxico que tiene un pH menor de alrededor
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de 5,5. En algunas modalidades, el péptido es capaz de suministrar selectivamente un resto
conjugado (por ejemplo, R?L-) a través de una membrana celular que tiene un manto acido o
hipdxico que tiene un pH entre alrededor de 5,0 y alrededor de 6,0.

En ciertas modalidades, el péptido de R! incluye un residuo de cisteina que puede formar el
sitio de unién a un resto de carga util (por ejemplo, R?L-) que se suministra a través de una
membrana celular. En algunas modalidades, R! se une a L mediante un residuo de cisteina
de R En algunas modalidades, el &tomo de azufre del residuo cisteina puede formar parte
del enlace de disulfuro del compuesto que contiene enlace de disulfuro.

Los péptidos adecuados, que pueden cambiar de manera conformacional con base en el pH
e insertar a través de una membrana celular, se describen, por ejemplo, en las patentes
estadounidenses 8,076,451, 9,289,508, 10,933,069 y las publicaciones de solicitud de
estadounidense n.° 2021/0009536 y 2021/0009719 (cada una de las cuales se incorpora en
la presente en su totalidad). Otros péptidos adecuados se describen, por ejemplo, en
Weerakkody, et al., PNAS 110 (15), 5834-5839 (abril 9, 2013), que también se incorpora en
la presente mediante referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, R! es un péptido que 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);
Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4);
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID No. 5; Pv5); y
AAEQNPIYWWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG (SEQ ID No. 6; Pv6);

donde R! se une a Q mediante un residuo de cisteina de R*.

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende al menos una de las siguientes
secuencias:

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pvl),
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2), y
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3); y
AAEQNPIYWWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG (SEQ ID No. 6; Pv6);

donde R se une a Q mediante un residuo de cisteina de R™.

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1).

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende la secuencia
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).
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En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende la secuencia
Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4).

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende la secuencia
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5)

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende la secuencia
AAEQNPIYWWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG (SEQ ID NO. 6; Pv6).

En algunas modalidades, R! es un péptido que consiste en la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1).

En algunas modalidades, R! es un péptido que consiste en la secuencia
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).

En algunas modalidades, R! es un péptido que consiste en la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, R! es un péptido que consiste en la secuencia Ac-
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4).

En algunas modalidades, R! es un péptido que consiste en la secuencia
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5)

En algunas modalidades, R! es un péptido que consiste en la secuencia
AAEQNPIYWWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG (SEQ ID NO. 6; Pv6).

En algunas modalidades, R! es un péptido que comprende al menos una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 7 ala SEQ ID NO: 311 como se muestra en la Tabla 1.

En algunas modalidades, R es un péptido que consiste en una secuencia seleccionada a
partir de la SEQ ID NO: 7 a la SEQ ID NO: 311 como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de R* adicionales

SEQ
ID

NO. Secuencia

7 AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

8 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

10 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

11 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

12 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG
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13 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

14 AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

15 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG
16 AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECT

17 ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGTG
18 ACEQNPIYWARYAKWLFTTPLLLLKLALLVDADEGTG
19 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT

20 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLALALLVDADEGT

21 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

22 AAEQNPIYWARYADWLFTTALLLLDLALLVDADEGT

23 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGT

24 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

25 AAEQNPIIYWARYADWLFTDLPLLLLDLLALLVDADEGT
26 GEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
27 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG
28 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG
29 GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
30 GGEQNPIYWARYAWDLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
31 AAEQNPIYWARYADWLFTTGLLLLDLALLVDADEGT

32 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
33 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADEGCT
34 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
35 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
36 AEQNPIYWARYADFLFTTPLLLLDLALLVDADET

37 AEQNPIYFARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

38 AEQNPIYFARYADFLFTTPLLLLDLALLWDADET

39 AKEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDG

40 ACEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDG

41 AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDCG

42 AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLELALLVECG

43 AKEDQNPYWRAYADLFTPLTLLDLLALWDG

44 ACEDQNPYWRAYADLFTPLTLLDLLALWDG

45 ACDDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLW

46

TEDADVLLALDLLLLPTTFLWD
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47 AEQNPIYWARYADWLFTTPL

48 AEQNPIYWARYADWLFTTPCL

49 ACEQNPIYWARYADWLFTTPL

50 | AEQNPIYFARYADWLFTTPL

51 KEDQNPWARYADLLFPTTLAW

52 | ACEDQNPWARYADLLFPTTLAW

53 ACEDQNPWARYADWLFPTTLLLLD

54 | ACEEQNPWARYAELLFPTTLAW

55 ACEEQNPWARYAEWLFPTTLLLLE

56 ACEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

57 GGEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT
58 | ACEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV

59 WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGTCG

60 | WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGCT

61 GGEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGTCG
62 | ACEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT
63 | AKEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT
64 | AKEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADECT
65 | AAEQNPIY WARYADWLFTTALLLLDLALLV DADEGT
66 | ACAEQNPIY WARYADWLFTTGLLLLDLALLV DADEGT
67 | AEQNPIY WARYADFLFTTALLLLDLALLV DADE_T

68 | AEQNPIY FARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT

69 | AEQNPIY FARYADFLFTTPLLLLDLALLW DADE_T

70 | AKEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG_____
71 | ACEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG_____
72 | AEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG_____
73 | AEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLELALLV ECG____
74 | AKEDQNP_Y WRAYAD_LFT_PLTLLDLLALW DG_____
75 | ACEDQNP_Y WRAYAD LFT PLTLLDLLALW DG_____
76 | AKEDQNDP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV G______
77 TEDADVLLALDLLLLPTTFLWDAYRAWYPNQECA

78 GGEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT
79 AEQNPIY WARYADWLFTTPL

80 AEQNPIY WARYADWLFTTPCL
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81 ACEQNPIY WARYADWLFTTPL

82 ACEQNPIY FARYADWLFTTPL

83 ACDDQNP WRAYLDLLFPTDTLLLDLLW

84 ACEEQNP WRAYLELLFPTETLLLELLW

85 ACDDQNP WARYLDWLFPTDTLLLDL

86 CDNNNP WRAYLDLLFPTDTLLLDW

87 ACEEQNP WARYLEWLFPTETLLLEL

88 ACEDQNP WARYADWLFPTTLLLLD

89 ACEEQNP WARYAEWLFPTTLLLLE

90 ACEDQNP WARYADLLFPTTLAW

91 ACEDQNP WARYAELLFPTTLW

92 KEDQNP WARYADLLFPTTLW

93 DDDEDNP IYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
94 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
95 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
96 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
97 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
98 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGIG
99 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

100 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT
101 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG
102 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG
103 GGEQNPIYWARYAWDLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
104 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
105 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
106 GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
107 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
108 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
109 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
110 ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGTG
111 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
112 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
113 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
114 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
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115 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
116 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT
117 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
118 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
119 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG
120 GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
121 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
122 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
123 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDALLVNANQGT
124 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
125 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
126 ACEQNPIYWARYAKWLFTTPLLLLKLALLVDADEGTG
127 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
128 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
129 GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
130 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
131 AAEQNPIYWARYADWLFTDLPLLLLDLLALLVDADEGT
132 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG
133 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG
134 AAEQNPIYWARYADWLFTTGLLLLDLALLVDADEGT
135 AEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
136 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
137 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLDADEGTCG
138 GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
139 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLALALLVDADEGTCG
140 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG
......... EGTK(rodamina)C(faloidina)G
141 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLDADEGTKCG
142 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
143 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC(faloidina)G
144 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
145 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET
146 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG
147 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT
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148 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT

149 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT

150 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT

151 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

152 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC(faloidina)G

153 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG

154 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG

155 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLBGALLVDADECT

156 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT

157 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLBGALLVNADECT

158 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLBGALLVNANECT

159 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLIBGALLVDADECT

160 DDDEDNPIYWARYADWTFTTPLLLLHGALLVDADECT

161 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT

162 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

163 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT

164 DDDEDNPIYWARYHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT

165 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT

166 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT

167 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

168 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

169 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT

170 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT

171 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT

172 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

173 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

174 DDDEDNPIYWARYAHMLFTTPLLLLDGALLVDADECT

175 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT

176 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT

177 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

178 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT

179 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT

180 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT

181 AAEQNPIYWARYADWLFTTGLLLLDLALLVDADEGT
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182 GGEQNPIYWARYAWDLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

183 GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

184 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

185 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

186 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

187 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDALLVDADEGTCG

188 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG

189 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG

190 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG

191 GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

192 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

193 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

194 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

195 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

196 GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

197 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

198 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

199 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

200 GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

201 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

202 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG

203 | e, EGTK(ridamina)C(faloidina)G

204 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG

205 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG

206 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC(faloidina)G

207 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG

208 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG

209 AAEQNPIYWARYADWLFTDLPLLLLDLLALLVDADEGT

210 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

211 GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

212 GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

213 GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

214 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

215 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
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216 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLALALLVDADEGTCG
217 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
218 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
219 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG
220 ACEQNPIYWARYAKWLFTTPLLLLKLALLVDADEGTG
221 ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGTG
222 AAEQNPIYWARYADWLFTTALLLLDLALLVDADEGT

223 AEQNPIYFARYADLLFPTTLAW

224 AEQNPIYWARYADLLFPTTLAF

225 AEQNPIYWARYADLLFPTTLAW

226 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

227 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

228 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
229 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG
230 AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECT

231 CCTCTTACCTCAGTTACA

232 D-Arg8 D-Arg8-CCTCTTACCTCAGTTACA

233 D-Lys4 D-Lys4-CCTCTTACCTCAGTTACA

234 S-S-CCTCTTACCTCAGTTACA

235 S-S-CCTCTGACCTCATTTACA

236 D-Arg8-Deca D-Arg8-Deca-CCTCTTACCTCAGTTACA
237 D-Arg8-Deca-malapareamiento D-Arg8-Deca-CCTCTGACCTCATTTACA
238 S-S-CCTCTTACCTCAGTTACA

239 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
240 AEDOQNPYWARYDWLFTTPLLLLDLALLVDCG

241 AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLELALLVECG

242 AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGCT

243 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

244 AE-OQN-PI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLY DADEGT-COOH
245 AEDQN-P- YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV D---G--COOH
246 AEDQNDP-YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV----G--COOH
247 AEQNPI YWARYADFLFTTPLLLLDLALLV DADET-COOH
248 AEQNPI YFARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADET-COOH
249 AEQNPI YFARYADFLFTTPLLLLDLALLW DADET-COOH




22

250 AE-QN-PI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGCT-COOH
251 AEDQN-PI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DC--G-T-COOH
252 AEDQNDPI YWARYADWLFTTPLLLLELALLV EC--G-T-COOH
253 Chelate-ACEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

254 AEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLY DADEGT-COOH
255 AKEDQNPY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG-COOH

256 AKEDQNDPY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV G-COOH

257 AEQNPI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGC-Biotina-T-COO H
258 AEDQNP YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DC-Biotina-G-COOH
259 AEDQNP YWARYADWLFTTPLLLLELALLV EC-Biotina-G-COOH
260 ACEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLY DADEGT

261 ACEDQNPY WARYADWLFTTPLLLLDLALLYV DG

262 ACEDQNPY WRAYADLFTPLTLLDLLALW DG

263 ACDDQOQNP WRAYLDLLFPTDTLLLDLLW

264 WRAYLELLFPTETLLLELLW

265 WARYLDWLFPTDTLLLDL

266 WRAYLDLLFPTDTLLLDW

267 WARYLEWLFPTETLLLEL

268 WAQYLELLFPTETLLLEW

269 WRAYLELLFPTETLLLEW

270 WARYADWLFPTTLLLLD

271 WARYAEWLFPTTLLLLE

272 ACEDQNP WARYADLLFPTTLAW

273 ACEEQNP WARYAELLFPTTLAW

274 Ac-TEDAD VLLALDLLLLPTTFLWDAYRAW YPNQECA-AmM
275 CDDDDDNPNY WARYANWLFTTPLLLLNGALLYV EAEET

276 CDDDDDNPNY WARYAPWLFTTPLLLLPGALLY EAEET

277 Ac-AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGCT

278 Ac-AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG

279 ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGT

280 Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG
281 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADET

282 CDDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADET

283

DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADEGT
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284 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADEGT

285 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANEGT

286 AKEDQNDPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVG

287 AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLELALLVCG

288 AKDDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWC

289 ACEEQNPWRAYLELLFPTETLLLELLW

290 ACDDQNPWARYLDWLFPTDTLLLDL

201 CDNNNPWRAYLDLLFPTDTLLLDW

292 CEEQQPWAQYLELLFPTETLLLEW

293 EEQQPWRAYLELLFPTETLLLEW

294 CDDDDDNPNYWARYANWLFTTPLLLLNGALLVEAEET

295 CDDDDDNPNYWARYAPWLFTTPLLLLPGALLVEAEE

296 AEQNPIYFARYADLLFPTTLAW

297 AEQNPIYWARYADLLFPTTLAF

298 AEQNPIYWARYADLLFPTTLAW

299 KEDQNPWARYADLLFPTTLW

300 ACEEQNPQAEYAEWLFPTTLLLLE

301 AAEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

302 AKEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

303 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTGG

304 XXEXNPIYWAXXXXXLFTXXLLLXXXALLVXAXXXTXG

305 DAAEQNPIYWARYADWLFTTLPLLLLDLLALLVDADEGTKGG

306 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTGG

307 XXEXNPIYWAXXXXXLFTXXLLLXXXALLVXAXXXTGG

308 DGGEQNDPIYWARYADWLFTTLPLLLLDLLALLVDADEGCTXGG

309 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

310 AEDQNPYWARYDWLFTTPLLLLDLALLVDCG

311 GLAGLAGLLGLEGLLGLPLGLLEGLWLGLELEGN

Cualquiera de los péptidos citados utiles en la presente invencion se puede modificar para
incluir un residuo de cisteina reemplazando un residuo no cisteina con cisteina, o anexando
un residuo de cisteina ya sea al extremo N-terminal o extremo C-terminal.

En algunas modalidades, el péptido de R* es un péptido conformacionalmente restringido. Un

péptido conformacionalmente restringido puede incluir, por ejemplo, péptidos macrociclicos y



24

péptidos grapado. Un péptido grapado es un péptido restringido por un enlace covalente entre
dos cadenas laterales de aminoacidos, formando un péptido macrociclo. Los péptidos
conformacionalmente restringidos se describen, por ejemplo, en Guerlavais et al., Annual
Reports in Medicinal Chemistry 2014, 49, 331-345; Chang et &l., Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States de America (2013), 110(36), E3445-E3454;
Tesauro et &l., Molecules 2019, 24, 351-377; Dougherty et &l., Journal of Medicinal Chemistry
(2019), 62(22), 10098-10107; y Dougherty et &l., Chemical Reviews (2019), 119(17), 10241-
10287, cada una de las cuales se incorpora en la presente mediante referencia en su totalidad.
En algunas modalidades, R* es un péptido que tiene de 10 a 50 aminoéacidos. En algunas
modalidades, R* es un péptido que tiene de 20 a 40 aminoacidos. En algunas modalidades,
R! es un péptido que tiene de 20 a 40 aminoacidos. En algunas modalidades, R* es un péptido
que tiene de 10 a 20 aminoacidos. En algunas modalidades, R* es un péptido que tiene de 20
a 30 aminoéacidos. En algunas modalidades, R! es un péptido que tiene de 30 a 40
aminoacidos.

La frase “inhibidores peptidicos de tubulina” (por ejemplo, R?) se refiere a compuestos que
comprenden al menos dos aminodacidos y son inhibidores de la polimerizacién de tubulina. En
algunas modalidades, el inhibidor peptidico de tubulina es un inhibidor peptidico de tubulina
de molécula pequefia. En algunas modalidades, el inhibidor peptidico de tubulina tiene menos
de 1500 Da. En algunas modalidades, el inhibidor peptidico de tubulina es un compuesto de
auristatina, dolastatina o tubulisina, o derivados de estas.

Los compuestos de auristatina adecuados (por ejemplo, R?) incluyen derivados de auristatina
que presentan actividad antitubulina (por ejemplo, la inhibiciobn de la polimerizacion de
tubulina). Los compuestos de auristatina son conocidos en la técnica y se han utilizado como
parte de conjugados de anticuerpo y farmaco. Véase, por ejemplo, S.O. Doronina and P.D.
Senter in Cytotoxic Payloads for Antibody-Drug Conjugates (Royal Society for Chemistry,
2019), Chapter 4: Auristatin Payloads for Antibody-Drug Conjugates, p73-99; N. Joubert, A.
Beck, C. Dumontet, C. Denevault-Sabourin, Pharmaceuticals, 2020, 13, 245; J.D. Bargh, A.
Isidrio-Llobet, J.S. Parker, D.R. Spring, Chem. Soc. Rev., 2019, 48, 4361-4374; y Kostova, V.,
Désos, P., Starck, J.-B., Kotschy, A, The Chemistry Behind ADCs, Pharmaceuticals 2021, 14,
442; Mckertish et al., Biomedicines, 2021, 9(8):872, pp. 1-25, cada uno de los cuales se
incorpora mediante referencia en su totalidad.

En algunas modalidades, la auristatina es una monometil auristatina. Hay dos clases
principales de auristatinas: moléculas de monometil auristatina tipo E y compuestos de
monometil auristatina F. La estructura de la monometil auristatina E se muestra a

continuacion:
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HO

La monometil auristatina E también puede denominarse “MMAE”.

La estructura de la monometil auristatina F se muestra a continuacion:

I
b4

La monometil auristatina F también puede denominarse “MMAF”.

En algunas modalidades, R? es un radical de un compuesto de monometil auristatina.
En algunas modalidades, R? es un radical de monometil auristatina E.

En algunas modalidades, R? es un radical de monometil auristatina F.

En algunas modalidades, R? tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, R? tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, R? tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L es un resto de unién que conecta covalentemente R! y R?, y
funciona para liberar un resto que contiene R? en las proximidades de tejido &cido o hipdxico,
tal como dentro de una célula de tejido enfermo.

En algunas modalidades, L es un enlazador que tiene la siguiente estructura:

i -|- - RS RY \
S \G1 G2 GS I G4
Rt RY /
m

En algunas modalidades, L es un enlazador que tiene la siguiente estructura:

N R® R
$—@G? $—¢' G2 G3—|—G4
alquileno C,. Gﬁfalquileno Ci4 0 alquileno C4.—G”—alquileno C44S Rt RY
m
0 p q

En algunas modalidades, G! se selecciona de un enlace, arilo Ce10, cicloalquilo Cs.14,

n

heteroarilo de 5-14 miembros y heterocicloalquilo de 4-14 miembros. En algunas modalidades,
G! se selecciona de un enlace, arilo Ce.10 Y cicloalquilo Cs.14. En algunas modalidades, G* se
selecciona de arilo Cs.10 Y cicloalquilo Cs.14.

En algunas modalidades, G* se selecciona de cicloalquilo Cs.14.

En algunas modalidades, Z* es un enlace.

En algunas modalidades, G* se selecciona de un enlace, fenilo y cicloalquilo C46. En algunas
modalidades, G* se selecciona de fenilo y cicloalquilo Ca.s.

En algunas modalidades, G* es cicloalquilo Cs.14.

En algunas modalidades, G! es ciclopentilo o ciclohexilo, donde dichos ciclopentilo y
ciclohexilo estan cada uno opcionalmente fusionados con un grupo fenilo.

En algunas modalidades, G es fenilo.

En algunas modalidades, G* es ciclopentilo, ciclohexilo o fenilo, donde dichos ciclopentilo y

ciclohexilo estdn cada uno opcionalmente fusionados con un grupo fenilo.



28

En algunas modalidades, cada R® y R! se selecciona independientemente de H y alquilo Ci.s.
En algunas modalidades, cada R® y R' se selecciona independientemente de H e isopropilo.
En algunas modalidades, cada R® y R! se selecciona independientemente de H, metilo e
isopropilo.

En algunas modalidades, R® y R! junto con el &tomo de C al cual se unen forman un grupo
cicloalquilo Ca.s.

En algunas modalidades, R® y R! junto con el &tomo de nitrégeno al que estan unidos forman
un anillo de ciclobutilo.

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

En algunas modalidades, G? se selecciona de -OC(O)- y -OC(O)NREC-.

En algunas modalidades, G? es -OC(O)-.

En algunas modalidades, G2 se selecciona de arilo Ce.10 y heteroarilo de 5-14 miembros.

En algunas modalidades, G® es arilo Ce.10.

En algunas modalidades, G2 es fenilo.

En algunas modalidades, Ry R son cada uno H.

En algunas modalidades, G* es -OC(O)-.

En algunas modalidades, G® es heterocicloalquilo de 4-14 miembros, donde dicho
heterocicloalquilo de 4-14 miembros de G® se sustituye opcionalmente con 1, 2, 3, 405
sustituyentes seleccionados independientemente de halo, alquilo Ci.s, alquenilo Ca.¢, alquinilo
Cz.6, haloalquilo Cis, CN, NO;, OR? SR? C(O)R?, C(O)NR°RY, C(O)OR?% OC(O)R",
OC(O)NR°RY, C(=NR®)NR°RY, NRCC(=NR®)NR°RY, NRC°RY, NR°C(O)RP, NRCC(O)OR?
NR°C(O)NRCRY, NR°S(O)RP, NR°S(0).RP?, NR°S(0).NR°RY, S(O)RP, S(O)NR°RY, S(O):R" y
S(0).NR°RY, donde dicho sustituyente de alquilo Ci.6, alquenilo Cz. y alquinilo C,.c de G® se
sustituye opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados independientemente de CN,
NO,, OR?, SR? C(O)RP, C(O)NR°RY, C(O)OR? OC(O)RP, OC(O)NR°RY, C(=NR°)NR°RY,
NR°C(=NR®)NR°R?, NR°RY NRSC(O)R’, NR°SC(O)OR? NR°C(O)NR°RY, NR°S(O)R®,
NR°S(0).RP, NR°S(0).NR°RY, S(O)RP, S(O)NR°RY, S(0O).R? y S(O).NR°R¢.

En algunas modalidades, G® es el siguiente grupo:

En algunas modalidades, G® es -NR€C(O)-.
En algunas modalidades, G’ es -NR€C(O)-.

En algunas modalidades, n es 0. En algunas modalidades, n es 1.
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En algunas modalidades, o es 0. En algunas modalidades, o es 1.

En algunas modalidades, p es 2, 3, 4 0 5. En algunas modalidades, p es 3, 4 0 5. En algunas
modalidades, p es 3. En algunas modalidades, p es 4. En algunas modalidades, p es 5.

En algunas modalidades, g es 0. En algunas modalidades, q es 1.

En algunas modalidades, cada R® se selecciona independientemente de H y metilo. En
algunas modalidades, cada R® es H. En algunas modalidades, cada R® es metilo.

En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, L tiene la siguiente estructura:
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En algunas modalidades, el compuesto de la invencion es un compuesto de Férmula (l1):

o
I L
R2 o/ﬁ

S

\S—R1 (1

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R es un péptido;

R? es un radical de un inhibidor peptidico de tubulina;

El Anillo Z es un anillo cicloalquilo Cs.; monociclico o un anillo heterocicloalquilo de 5-7
miembros monociclico;

cada R” se selecciona independientemente de halo, alquilo Ci.6, alquenilo C..s, alquinilo Cys,
haloalquilo C1.6, CN, NO,, OR?, SR?, C(O)RP, C(O)NR°R¢?, C(O)OR?, OC(O)R®, OC(O)NR°R¢,
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NR°RY, NR°C(O)RP, NR°C(O)OR? y NR°C(O)NR°R¢;

o dos R? adyacentes junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo cicloalquilo
Cs.; monociclico fusionado, un anillo heterocicloalquilo monociclico fusionado de 5-7
miembros, un anillo arilo Ce.10 fusionado o un anillo heteroarilo fusionado de 6-10 miembros,
cada uno de los cuales esta sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de alquilo Cis, CN, NO2, OR?, SR? C(O)RP, C(O)NR°R?, C(O)OR?,
OC(O)RP, OC(O)NR°RY, NR°RY, NR°C(O)R®, NR°C(0O)OR?, and NR°C(O)NR°R¢;

R?, RP, R°y RY se selecciona cada uno independientemente de H, alquilo C+.4, alquenilo C.4,
alquinilo C,.4, cada uno sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de halo, OH, CN y NOg; y

pes0,1,203.

En algunas modalidades, el compuesto de la invencion es un compuesto de Formula (ll):
(o)

J]\ y4 (R*),
R2 o/ﬁ

S
Ss—rR' (1)

0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde:

R! es un péptido;

R? es un radical de un compuesto de auristatina;

El Anillo Z es un anillo cicloalquilo Cs.; monociclico o un anillo heterocicloalquilo de 5-7
miembros monociclico;

cada R? se selecciona independientemente de halo, alquilo Ci.6, alquenilo Ca.6, alquinilo Ca.,
haloalquilo C1.6, CN, NO,, OR?, SR?, C(O)RP, C(O)NR°R¢?, C(O)OR?, OC(O)R®, OC(O)NR°R¢,
NR°RY, NR°C(O)RP, NR°C(O)OR? y NR°C(O)NR°R¢;

o dos R? adyacentes junto con los atomos a los que estan unidos forman un anillo cicloalquilo
Cs.; monociclico fusionado, un anillo heterocicloalquilo monociclico fusionado de 5-7
miembros, un anillo arilo Ce.10 fusionado o un anillo heteroarilo fusionado de 6-10 miembros,
cada uno de los cuales esta sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados
independientemente de alquilo Cis, CN, NO2, OR?, SR? C(O)RP, C(O)NR°R?, C(O)OR?,
OC(0O)RP, OC(O)NR°RY, NR°RY, NR°C(O)RP, NR°C(O)OR?, and NR°C(O)NR°RY,

R?, RP, R°y RY se selecciona cada uno independientemente de H, alquilo C+.4, alquenilo Cz.4,
alquinilo C,.4, cada uno sustituido opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados

independientemente de halo, OH, CN y NOg; y
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pes0,1,203.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (I1), R es un péptido que comprende
la secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 o0 SEQ ID NO:3.

En algunas modalidades de compuestos de Férmula (Il), Rt es Pv1, Pv2 o Pv3.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (Il), R! se une al nlicleo a través de
un residuo de cisteina de R* donde uno de los atomos de azufre del resto de disulfuro en la
Formula Il se deriva del residuo de cisteina.

En algunas modalidades de compuestos de Férmula (Il), R? es un radical de un compuesto
de monometil auristatina.

En algunas modalidades de compuestos de Formula (ll), 2 es un radical de monometil
auristatina E.

En algunas modalidades de compuestos de Formula (), R? es un radical de monometil
auristatina E.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (Il), R? tiene la siguiente estructura:

Ir=z
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o
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o
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En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (Il), R? tiene la siguiente estructura:
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Irz

HN

En algunas modalidades de los compuestos de Formula (11), el Anillo Z es un anillo cicloalquilo
Cs.» monociclico.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (1), el Anillo Z es un anillo ciclopentilo.
En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (ll), el Anillo Z es un anillo ciclohexilo.
En algunas modalidades de compuestos de Férmula (Il), dos R? adyacentes junto con los
atomos a los que estan unidos forman un anillo cicloalquilo Cs.; monociclico fusionado, un
anillo heterocicloalquilo monociclico fusionado de 5-7 miembros, un anillo arilo Ce.10 fusionado
o un anillo heteroarilo fusionado de 6-10 miembros, cada uno de los cuales esta sustituido
opcionalmente con 1, 2 o 3 sustituyentes seleccionados independientemente de alquilo Ci.4,
CN, NO., OR? SR? C(O)R®, C(O)NR°RY, C(O)OR? OC(O)R®’, OC(O)NR°R?Y, NR°RY,
NR°C(O)RP, NR°C(O)OR?, and NR°C(O)NR°Rq.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (Il), p es 0.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (ll), p es 1.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (ll), p es 2.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmula (Il), p es 3.

En algunas modalidades, el compuesto de la invenciéon es un compuesto de Férmula (Ill) o
Formula (1V):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, donde R?, R2, R?y p son como se definen
en la presente.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmulas (Ill) y (IV), R es un péptido que
comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2 o0 SEQ ID NO:3.

En algunas modalidades de compuestos de Formulas (Ill) y (IV), R! es Pv1, Pv2 o Pv3.

En algunas modalidades de los compuestos de Férmulas (Ill) y (IV), R! se une al nlcleo a
través de un residuo de cisteina de R* donde uno de los &tomos de azufre del resto de disulfuro
en la Formulas (111) y (IV) se deriva del residuo de cisteina.

En algunas modalidades de compuestos de Férmulas (lll) y (IV), R? es un radical de un
compuesto de monometil auristatina.

En algunas modalidades de compuestos de Férmulas (Ill) y (IV), R? es un radical de
monometil auristatina E.

En algunas modalidades de compuestos de Férmulas (I11) y (IV), R? es un radical de monometil
auristatina F.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (l) se selecciona de:
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente,

donde:
Pv1 es un péptido que comprende la siguiente secuencia:

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO: 1);

Pv2 es un péptido que comprende la siguiente secuencia:
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO: 2); y
Pv3 es un péptido que comprende la siguiente secuencia:
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO: 3).

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula () se selecciona de:
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente,
donde:

Pv1 es un péptido que comprende la siguiente secuencia:
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO: 1);

Pv2 es un péptido que comprende la siguiente secuencia:
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO: 2); y

Pv3 es un péptido que comprende la siguiente secuencia:
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO: 3).

Las moléculas de la invencion se pueden marcar, por ejemplo, con una sonda tal como un
fluoréforo, radioisétopo, y similares. En algunas modalidades, la sonda es una sonda
fluorescente, tal como LICOR. Una sonda fluorescente puede incluir cualquier resto que pueda
reemitir luz tras la excitacion de luz (por ejemplo, un fluoréforo).

Los aminoacidos estan representados por las abreviaturas IUPAC, de la siguiente forma:
alanina (Ala; A), arginina (Arg; R), asparagina (Asn; N), acido aspartico (Asp; D), cisteina (Cys;
C), glutamina (GIn; Q), &cido glutdmico (Glu; E), glicina (Gly; G), histidina (His; H), isoleucina

(lle; 1), leucina (Leu; L), lisina (Lys; K), metionina (Met; M), fenilalanina (Phe; F), prolina (Pro;
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P), serina (Ser; S), treonina (Thr; T), triptéfano (Trp; W), tirosina (Tyr; Y), valina (Val; V).

El término “Pv1” significa ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG, que es el péptido de la
SEQ ID No. 1.

El término “Pv2” significa AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG, que es el
péptido de la SEQ ID No. 2.

El término “Pv3” significa ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG, que es el péptido
de la SEQ ID No. 3.

El término “Pv4” significa AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG, que es
el péptido de la SEQ ID NO. 4.

El término “Pv5” significa AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC, que es el
péptido de la SEQ ID NO. 5. El término “Pv6” significa
AAEQNPIYWWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG, que es el péptido de la SEQ ID
NO. 6. En los compuestos de la invencion, los péptidos R* estan unidos al conector disulfuro
mediante un resto de cisteina.

El término “manto acido y/o hipdxico” se refiere al entorno de la célula en el tejido enfermo en
cuestion que tiene un pH menor de 7,0 y preferiblemente menor de 6,5. Un manto acido o
hipéxico tiene mas preferiblemente un pH de alrededor de 5,5 y muy preferiblemente tiene un
pH de alrededor de 5,0. Los compuestos de formula (I) se insertan a través de una membrana
celular que tiene un manto acido y/o hipdéxico de una manera dependiente del pH para insertar
R2L en la célula, después de lo cual el enlace disulfuro y el enlazador se escinden para
administrar R2L libre (o R?L*, donde L* es un producto de degradacion). Dado que los
compuestos de férmula (I) son dependientes del pH, se insertan preferentemente a través de
una membrana celular solo en la presencia de un manto acido o hipéxico que rodea la célula
y no a través de la membrana celular de las células “normales”, que no tienen un manto acido
o hipéxico.

Las expresiones “sensible al pH” o “dependiente del pH”, tal como se usan en la presente para
referirse al péptido R! o al modo de inserciéon del péptido R! o de los compuestos de la
invencién 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 &cido o hipéxico que una
bicapa lipidica de membrana a pH neutro. Por lo tanto, los compuestos de la invencion se
insertan preferentemente a través de la membrana celular para insertar RL en el interior de
la célula (y de este modo administrar R?H como se describié 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 &cido o hipdxico (una célula “normal”). Se cree que esta
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insercion preferencial se logra como resultado de que el péptido R* forme una configuracion
helicoidal, lo que facilita la insercién de la membrana.

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la invencién que, para mayor claridad, se
describen en el contexto de modalidades separadas, también se pueden proporcionar en
combinacién en una sola modalidad (mientras que las modalidades estan destinadas a
combinarse como si estuvieran escritas en multiples formas dependientes). A la inversa,
diversas caracteristicas de la invencion 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 ejemplo, se contempla que las caracteristicas descritas como
modalidades de los compuestos de Férmula (I) se puedan combinar en cualquier combinacion
adecuada.

En varios lugares en la presente memoria descriptiva, ciertas caracteristicas de los
compuestos se describen en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente que tal
descripcidn incluya todas y cada una de las subcombinaciones individuales de los miembros

de tales grupos e intervalos. Por ejemplo, el término “alquilo Cis” esta destinado
especificamente a describir individualmente (sin limitacion) metilo, etilo, alquilo Cs, alquilo Cs,
alquilo Csy alquilo Ce.

El término "n-miembros”, donde n es un ndmero entero, tipicamente describe el nimero de
atomos formadores de anillos en un resto donde el nimero de dtomos formadores de 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.

En varios lugares en la presente memoria descriptiva, se pueden describir variables que
definen grupos de enlace divalentes. Se pretende especificamente que cada sustituyente de
enlace incluya tanto la forma directa como la inversa del sustituyente de enlace. Por ejemplo,
-NR(CR'R")n- incluye tanto -NR(CR'R")»- como -(CR'R").NR- y pretende describir cada una de
las formas individualmente. Cuando la estructura requiera un grupo de enlace, las variables
de Markush listadas para ese grupo se entenderan como grupos de enlace. Por ejemplo, si la
estructura requiere un grupo de enlace y la definicion de grupo de Markush para esa variable
lista “alquilo” o “arilo”, entonces se entiende que el “alquilo” o “arilo” representa un grupo de
enlace alquileno o arileno, respectivamente.

El término “sustituido” significa que un atomo 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 sustitucion, por ejemplo, mono-, di-, tri-,
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tetra- 0 penta-sustituciébn, donde tal sustitucion esta permitida. Los sustituyentes se
seleccionan independientemente y la sustitucion puede estar en cualquier posicidon
guimicamente accesible. Debe entenderse que la sustitucion 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 sustituido o no
sustituido. El término “sustituido” significa que se elimina un atomo de hidrégeno y se
reemplaza por un sustituyente. Un sustituyente divalente simple, por ejemplo, oxo, puede
reemplazar dos atomos de hidrégeno.

El término “Cn.»” indica un intervalo que incluye los puntos finales, donde n y m son numeros
enteros e indican el numero de carbonos. Los ejemplos incluyen Ci4, C16Yy similares.

El término “alquilo” empleado solo o0 en combinacion con otros términos, se refiere a un grupo
hidrocarburo saturado que puede ser de cadena recta o ramificada. El término “alquilo Cn.m”
se refiere a un grupo alquilo que tiene n a m atomos de carbono. Un grupo alquilo corresponde
formalmente a un alcano con un enlace C-H reemplazado por el punto de unién del grupo
alquilo al resto del compuesto. En algunas modalidades, el grupo alquilo contiene desde 1 a
6 4tomos de carbono, desde 1 a 4 &tomos de carbono, desde 1 a 3 &tomos de carbonoo 1 a
2 &tomos de carbono. Los ejemplos de restos de alquilo incluyen, de modo no taxativo, grupos
guimicos tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, isobutilo, sec-butilo;
homologos superiores tales como 2-metil-1-butilo, n-pentilo, 3-pentilo, n-hexilo, 1,2,2-
trimetilpropilo y similares.

El término “alquenilo” empleado solo o en combinacion con otros términos, se refiere a un
grupo hidrocarburo de cadena recta o ramificada correspondiente a un grupo alquilo que tiene
uno o mas enlaces dobles carbono-carbono. Un grupo alguenilo corresponde formalmente a
un algueno con un enlace C-H reemplazado por el punto de union del grupo alquenilo al resto
del compuesto. El término “alquenilo Cn.n” se refiere a un grupo alquenilo que tiene nam
carbonos. En algunas modalidades, el resto de alquenilo contiene 2 a 6,2 a 4 0 2 a 3 4&tomos
de carbono. Los grupos alquenilo ilustrativos incluyen, de modo no taxativo, etenilo, n-
propenilo, isopropenilo, n-butenilo, sec-butenilo y similares.

El término “alquinilo” empleado solo o en combinaciéon con otros términos, se refiere a un
grupo hidrocarburo de cadena recta o ramificada correspondiente 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 reemplazado 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 ilustrativos incluyen, de modo no taxativo, etinilo, propin-1-ilo, propin-2-

ilo y similares. En algunas modalidades, el resto alquinilo contiene 2 a 6,2 a 4 0 2 a 3 &tomos
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de carbono.

El término “alquileno”, empleado solo o 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 reemplazados por puntos de union del grupo alquileno al resto del
compuesto. El término “alquileno Cn.n” se refiere a un grupo alquileno que tiene n a m atomos
de carbono. Los ejemplos de grupos alquileno incluyen, de modo no taxativo, etan-1,2-diilo,
etan-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.

El término “amino” se refiere a un grupo de formula —NH..

El término “carbonilo”, empleado solo 0 en combinacién con otros términos, se refiere a un
grupo -C(=0)-, que también se puede escribir como C(O).

El término “ciano” o “nitrilo” se refiere a un grupo de férmula -C=N, que también se puede
escribir como -CN.

Los términos “halo” o “haldégeno”, usados solos 0 en combinacion con otros términos, se
refieren a fluoro, 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 “haloalquilo”, como se usa en la presente, se refiere a un grupo alquilo en el que
uno o mas de los atomos de hidrégeno se ha reemplazado por un atomo de halégeno. El
término “haloalquilo C.n" se refiere a un grupo alquilo C,.m que tiene n a m atomos de carbono
y desde al menos uno hasta {2(n a m)+1} 4&tomos de halégeno, que pueden ser iguales o
diferentes. En algunas modalidades, los atomos de halégeno son atomos de fluoro. En
algunas modalidades, el grupo haloalquilo tiene 1 a 6 0 1 a 4 atomos de carbono. Los grupos
haloalquilo ilustrativos incluyen CFs, CyFs, CHF,, CH2F, CCls, CHCI,, CCls y similares. En
algunas modalidades, el grupo haloalquilo es un grupo fluoroalquilo.

El término “oxidado” en referencia a un atomo de N formador de anillo se refiere a un N-Oxido
formador de anillo.

El término “oxidado” en referencia a un atomo de S formador de anillo se refiere a un sulfonilo
formador de anillo o sulfinilo formador de anillo.

El término “aromatico” se refiere a un carbociclo o heterociclo que tiene uno o mas anillos
poliinsaturados que tienen caracter aromatico (es decir, que tienen electrones (pi)
deslocalizados (4n + 2) donde n es un niUmero entero).

El término “arilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, hace referencia a un
grupo hidrocarburo aromatico, que puede ser monociclico o policiclico (por ejemplo, que tiene
2 anillos fusionados). El término “arilo Cn." hace referencia a un grupo arilo que tiene de n a

m atomos de carbono en el anillo. Los grupos arilo incluyen, por ejemplo, fenilo, naftilo y
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similares. En algunas modalidades, los grupos arilo tienen desde 6 a alrededor de 10 &tomos
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 combinacion con otros
términos, se refiere a un heterociclo aromatico monociclico o policiclico que tiene al menos un
miembro del anillo heteroatomo seleccionado de azufre, oxigeno y nitrdgeno. En algunas
modalidades, el anillo heteroarilo tiene 1, 2, 3 0o 4 miembros del anillo heteroatomos
seleccionados independientemente de nitrégeno, azufre y oxigeno. En algunas modalidades,
cualquier N formador de anillo en un resto de heteroarilo puede ser un N-Oxido. En algunas
modalidades, el heteroarilo tiene 5-14 atomos en el anillo que incluyen atomos de carbono y
1, 2, 3 04 miembros del anillo heterodtomos seleccionados independientemente de nitrégeno,
azufre y oxigeno. En algunas modalidades, el heteroarilo tiene 5-10 atomos en el anillo que
incluyen &tomos de carbono y 1, 2, 3 0 4 miembros del anillo heterodtomos seleccionados
independientemente de nitrégeno, azufre y oxigeno. En algunas modalidades, el heteroarilo
tiene 5-6 atomos en el anillo y 1 o 2 miembros del anillo heterodtomos seleccionados
independientemente de nitrégeno, azufre y oxigeno. En algunas modalidades, el heteroarilo
es un anillo de heteroarilo de cinco o seis miembros. En otras modalidades, el heteroarilo es
un anillo heteroarilo biciclico fusionado de ocho miembros, nueve miembros o diez miembros.
Un anillo heteroarilo de cinco miembros es un grupo heteroarilo que tiene cinco atomos en el
anillo donde uno o mas (por ejemplo, 1, 2 o 3) atomos en el anillo se seleccionan
independientemente a partirde N, Oy S.

Un anillo heteroarilo de seis miembros es un grupo heteroarilo que tiene seis atomaos en el
anillo donde uno o mas (por ejemplo, 1, 2 o 3) atomos en el anillo se seleccionan
independientemente a partirde N, Oy S.

El término “cicloalquilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos, hace referencia
a un sistema de anillos de hidrocarburos no aromaticos (monociclicos, biciclicos o
policiclicos), que incluyen grupos alquilo y alquenilo ciclados. El término “cicloalquilo Cn.m” se
refiere a un cicloalquilo que tiene n a m atomos de carbono en los miembros del anillo. Los
grupos cicloalquilo pueden incluir grupos mono o policiclicos (por ejemplo, que tienen 2, 30 4
anillos fusionados) y espirociclos. Los grupos cicloalquilo pueden tener 3, 4, 5, 6 0 7 carbonos
formadores de anillos (Cs7). En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo tiene 3 a 6
miembros en el anillo, 3 a 5 miembros en el anillo 0 3 a 4 miembros en el 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
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grupo cicloalquilo Cs.s monociclico. Los atomos de carbono formadores de anillos de un grupo
cicloalquilo se pueden oxidar opcionalmente para formar un grupo oxo o sulfido. Los grupos
cicloalquilo también incluyen cicloalquilidenos. En algunas modalidades, cicloalquilo es
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo. También se incluyen en la definicién de
cicloalquilo restos que tienen uno 0 mas anillos arométicos fusionados (es decir, que tienen
un enlace en comun) con el anillo cicloalquilo, por ejemplo, derivados de benzo o tienilo de
ciclopentano, ciclohexano y similares. Un grupo cicloalquilo que contiene un anillo aromético
fusionado se puede unir a través de cualquier &tomo formador de anillo, incluyendo un atomo
formador de anillo del anillo aromatico fusionado. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo,
ciclohexadienilo y similares. En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo es ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo.

El término “heterocicloalquilo”, empleado solo o0 en combinacion con otros términos, se refiere
a un anillo o sistema de anillos no aroméatico, que puede contener opcionalmente uno o mas
grupos alquenileno como parte de la estructura del anillo, que tiene al menos un miembro del
anillo heteroatomo seleccionado independientemente de nitrégeno, azufre, oxigeno y fosforo,
y que tiene 4-10 miembros en el anillo, 4-7 miembros en el anillo 0 4-6 miembros en el anillo.
Incluidos dentro del término “heterocicloalquilo” estan los grupos heterocicloalquilo de 4, 5, 6
y 7 miembros monociclico. Los grupos heterocicloalquilo pueden incluir sistemas de anillos
monociclicos o biciclicos (por ejemplo, que tienen dos anillos fusionados o puenteados) o
espirociclicos. En algunas modalidades, el grupo heterocicloalquilo es un grupo monociclico
gue tiene 1, 2 o 3 heteroatomos seleccionados independientemente a partir de nitrégeno,
azufre y oxigeno. Los atomaos de carbono formadores de anillos y heteroatomos de un grupo
heterocicloalquilo se pueden oxidar opcionalmente para formar un grupo oxo o sulfido u otro
enlace oxidado (por ejemplo, C(O), S(0O), C(S) o S(0O)2, N-6xido, etc.) o un &tomo de nitrdgeno
se puede cuaternizar. El grupo heterocicloalquilo se puede unir a través de un atomo de
carbono formador de anillo o un heteroatomo formador de anillo. En algunas modalidades, el
grupo heterocicloalquilo contiene 0 a 3 enlaces dobles. En algunas modalidades, el grupo
heterocicloalquilo contiene 0 a 2 enlaces dobles. También se incluyen en la definicion de
heterocicloalquilo restos que tienen uno o mas anillos aromaticos fusionados (es decir, que
tienen un enlace en comun) con el anillo heterocicloalquilo, por ejemplo, derivados benzo o
tienilo de piridina, morfolina, azepina, etc. Un grupo heterocicloalquilo que contiene un anillo
aromatico fusionado se puede unir a través de cualquier atomo formador de anillo, incluyendo
un atomo formador de anillo del anillo aromatico fusionado. Los ejemplos de grupos

heterocicloalquilo  incluyen  2-pirrolidinilo, morfolinilo, azetidinilo, tetrahidrofuranilo,
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tetrahidropiranilo y piperazinilo.

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

Los compuestos descritos en la presente pueden ser asimétricos (por ejemplo, tener uno o
mas estereocentros). Todos los estereoisomeros, tales como enantiomeros y diasteredmeros,
estdn destinados a menos que se indique lo contrario. Los compuestos de la presente
invencion que contienen atomos de carbono asimétricamente sustituidos se pueden aislar en
formas Opticamente activas o racémicas. Se conocen en la técnica métodos sobre como
preparar formas 6pticamente activas a partir de materiales de partida épticamente inactivos,
tales como por resoluciébn de mezclas racémicas o por sintesis estereoselectiva. Muchos
isdbmeros geométricos de olefinas, enlaces dobles C=N y similares también pueden estar
presentes en los compuestos descritos en la presente, y todos estos isdmeros estables se
contemplan en la presente invencion. Los isbmeros geométricos cis y trans de los compuestos
de la presente invencion se describen y se pueden aislar como una mezcla de isbmeros o
como formas isoméricas separadas.

La resolucibn de mezclas racémicas de compuestos puede llevarse a cabo mediante
cualquiera de los numerosos métodos conocidos en la técnica. Un método incluye la
recristalizacion fraccional mediante el uso de un &cido de resolucién quiral que sea un 4cido
organico formador de sales y 6pticamente activo. Los agentes de resoluciéon adecuados para
los métodos de recristalizacion fraccionada son, por ejemplo, acidos Gpticamente activos,
tales como las formas D y L de acido tartarico, 4cido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico,
acido mandélico, acido malico, acido lactico o los diversos acidos canforsulfénicos
Opticamente activos tales como acido a-canforsulfénico. Otros agentes de resolucion
adecuados para los métodos de cristalizacion fraccionada incluyen formas
estereoisoméricamente puras de a-metilbencilamina (por ejemplo, formas S y R, o formas
diastereoméricamente puras), 2-fenilglicinol, norefedrina, efedrina, N-metilefedrina,
ciclohexiletilamina, 1,2-diaminociclohexano y similares.

La resolucién de mezclas racémicas también se puede realizar por elucion en una columna
empaquetada con un agente de resoluciébn Opticamente activo (por ejemplo,
dinitrobenzoilfenilglicina). Un experto en la técnica puede determinar la composicion del
solvente de elucién adecuada.

En algunas modalidades, los compuestos de la invencion tienen la configuracion (R). En otras
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modalidades, los compuestos tienen la configuracion (S). En compuestos con mas de un
centro quiral, cada uno de los centros quirales en el compuesto puede ser
independientemente (R) o (S), a menos que se indique lo contrario.

Los compuestos de la invencion también incluyen formas tautoméricas. Las formas
tautoméricas resultan del intercambio de un enlace sencillo con un enlace doble adyacente
junto con la migracién concomitante de un protén. Las formas tautoméricas incluyen
tautbmeros prototropicos que son estados de protonacién isoméricos que tienen la misma
férmula empirica y carga total. Los tautdbmeros prototrépicos ilustrativos incluyen pares de
cetona-enol, pares de amida-4cido imidico, pares de lactama-lactima, pares de enamina-imina
y formas anulares donde un protén puede ocupar dos o mas posiciones de un sistema
heterociclico, por ejemplo, 1H- y 3H-imidazol, 1H-, 2H- y 4H-1,2,4-triazol, 1H- y 2H-isoindol y
1H- y 2H-pirazol. Las formas tautoméricas pueden estar en equilibrio o bloqueadas
estéricamente en una forma por sustitucion apropiada.

Los compuestos de la invencion también pueden incluir todos los isétopos de atomos que se
presentan en los compuestos intermediarios o finales. Los isétopos incluyen aquellos atomos
que tienen el mismo numero atomico pero diferentes niumeros de masa. Por ejemplo, los
isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio. Uno 0 mas atomos constituyentes de los
compuestos de la invencion se pueden reemplazar o sustituir con is6topos de los atomos en
abundancia natural o no natural. En algunas modalidades, el compuesto incluye al menos un
atomo de deuterio. Por ejemplo, uno o mas atomos de hidrégeno en un compuesto de la
presente descripcion se pueden reemplazar o sustituir por deuterio. En algunas modalidades,
el compuesto incluye dos 0 mas atomos de deuterio. En algunas modalidades, el compuesto
incluye 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11 o 12 atomos de deuterio. Los métodos de sintesis para
incluir isétopos en compuestos organicos son conocidos en la técnica (Deuterium Labeling in
Organic Chemistry por Alan F. Thomas (Nueva York, N.Y., Appleton-Century-Crofts, 1971,
The Renaissance of H/D Exchange por Jens Atzrodt, Volker Derdau, Thorsten Fey y Jochen
Zimmermann, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 7744-7765; The Organic Chemistry of Isotopic
Labelling por James R. Hanson, Royal Society of Chemistry, 2011). Los compuestos
marcados isotépicamente se pueden usar en varios estudios tales como espectroscopia de
NMR experimentos de metabolismo y/o ensayos.

La sustitucion con isétopos mas pesados tal como deuterio, puede proporcionar ciertas
ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, un
aumento de la semivida in vivo o una reduccion de los requisitos de dosificacién y, por lo tanto,
puede ser preferible en algunas circunstancias. (A. Kerekes et al. J. Med. Chem. 2011, 54,
201-210; R. Xu et &l. J. Label Compd. Radiopharm. 2015, 58, 308-312).
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El término “compuesto”, como se usa en la presente, pretende incluir todos los
estereoisOmeros, isdmeros geométricos, tautdmeros e isétopos de las estructuras
representadas. El término también se refiere a los compuestos de la invencion,
independientemente de cémo se preparen, por ejemplo, sintéticamente, a través de un
proceso biolégico (por ejemplo, metabolismo o conversion enzimatica), o una combinacién de
estos.

Todos los compuestos, y sales farmacéuticamente aceptables de estos se pueden encontrar
junto con otras sustancias tales como agua y solventes (por ejemplo, hidratos y solvatos) o se
pueden aislar. Cuando estan en estado sélido, los compuestos descritos en la presente y las
sales de estos se pueden presentar en diversas formas y pueden, por ejemplo, tomar la forma
de solvatos, incluidos hidratos. Los compuestos pueden estar en cualquier forma de estado
sélido, tal como un polimorfo o solvato, por lo que, a menos que se indique claramente lo
contrario, la referencia en la memoria descriptiva a compuestos y sales de estos debe
entenderse que abarca cualquier forma de estado solido del compuesto.

En algunas modalidades, los compuestos de la invencion, o sales de estos, se aislan
sustancialmente. Por “sustancialmente aislado” se entiende que el compuesto esta al menos
parcial o sustancialmente separado del entorno en el que se form6 o detectd. La separaciéon
parcial puede incluir, por ejemplo, una composicién enriquecida en los compuestos de la
invencién. La separacion sustancial puede incluir composiciones que contienen al menos
alrededor de 50 %, al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al menos
alrededor de 80 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos
alrededor de 97 %, o al menos al menos alrededor de 99 % en peso de los compuestos de la
invencion, o sal de estos.

La frase “farmacéuticamente aceptable” se emplea en la presente para hacer referencia a
aguellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que, dentro del
alcance del buen juicio médico, son adecuados para uso en contacto con los tejidos de seres
humanos y animales sin una toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica u otro problema
o complicacion, acorde con una relaciéon beneficio/riesgo razonable.

Las expresiones “temperatura ambiental” y “temperatura ambiente”, como se usan en la
presente, se entienden en la técnica y se refieren generalmente a una temperatura, por
ejemplo, una temperatura de reaccion, que es alrededor de la temperatura de la habitacion en
la que se realiza la reaccion. por ejemplo, una temperatura desde alrededor de 20°C a
alrededor de 30°C.

La presente invencion también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los

compuestos descritos en la presente. El término “sales farmacéuticamente aceptables” se
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refiere a derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto original se modifica
convirtiendo un resto acido o basico existente en su forma de sal. Los ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, de modo no taxativo, sales de &cidos minerales u
organicos de residuos béasicos 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 &cidos organicos o inorganicos no toxicos. Las sales farmacéuticamente
aceptables de la presente invencion se pueden sintetizar a partir del compuesto original que
contiene un resto acido o basico por métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales
sales se pueden preparar haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos
compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o &cido apropiado en agua o en un
solvente 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). Pueden encontrarse listas de sales adecuadas en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 17.2 Ed., (Mack Publishing Company, Easton, 1985), p. 1418,
Berge et &l., J. Pharm. Sci., 1977, 66(1), 1-19 y en Stahl et &l., Handbook of Pharmaceutical
Salts: Properties, Selection, and Use, (Wiley, 2002). En algunas modalidades, los compuestos

descritos en la presente incluyen las formas de N-6xido.

Sintesis

Los compuestos de la invencion, incluidas las sales de estos, se pueden preparar mediante
el uso de técnicas de sintesis organica conocidas y se pueden sintetizar de acuerdo con
cualquiera de las numerosas rutas de sintesis posibles, como las de los Esquemas de
reaccion siguientes.

Las reacciones para preparar compuestos de la invencion se pueden realizar en solventes
adecuados que un experto en la técnica de sintesis organica puede seleccionar facilmente.
Los solventes adecuados pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de
partida (reactivos), los intermediarios o productos a las temperaturas a las que se realizan las
reacciones, por ejemplo, temperaturas que pueden variar desde la temperatura de
congelacion del solvente hasta la temperatura de ebullicion del solvente. Una reaccién
determinada se puede realizar en un solvente o en una mezcla de mas de un solvente.
Dependiendo de la etapa de reaccion particular, el experto en la materia puede seleccionar
los solventes adecuados para una etapa de reaccion particular.

La preparacion de compuestos de la invencion puede involucrar la proteccion y desproteccion

de diversos grupos quimicos. La necesidad de proteccion y desproteccion, y la seleccion de
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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, 4.2 ed., (Wiley, 2006).

Las reacciones pueden controlarse de acuerdo con cualquier método adecuado conocido en
la técnica. Por ejemplo, la formacién de productos se puede controlar por medios
espectroscopicos, tal como espectroscopia de resonancia magnética nuclear (por ejemplo, *H
o IC), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por ejemplo, UV-visible) o
espectrometria de masas, o mediante métodos cromatograficos como alta cromatografia
liquida de rendimiento (HPLC) o cromatografia en capa fina (TLC).

Los compuestos de Formula (l) se pueden preparar, por ejemplo, mediante el uso de un
proceso como se describe a continuacion.

Los péptidos R! pueden prepararse mediante el uso del método sintético en fase solida
descrito por primera vez por Merrifield en JACS, vol. 85, pag. 2149-2154 (1963), aunque
también pueden emplearse otros métodos conocidos en la técnica. La técnica de Merrifield se
conoce bien y es un método comun para la preparacién de péptidos. En varios libros se
describen técnicas Utiles para la sintesis de péptidos en fase sélida, tal como el texto
“Principles of Peptide Synthesis” de Bodanszky, Springer Verlag 1984. Este método de
sintesis involucra la adicién escalonada de aminoacidos protegidos a una cadena de péptidos
en crecimiento que estaba unida por enlaces covalentes a una particula de resina sdlida.
Mediante este procedimiento, los reactivos y subproductos se eliminan por filtracion,
eliminando asi la necesidad de purificar intermediarios. El concepto general de este método
depende de la union del primer aminoacido de la cadena a un polimero sélido por un enlace
covalente, seguido de la adicion de los siguientes aminoacidos protegidos, uno a la vez, de
manera escalonada hasta que se ensambla la secuencia deseada. Finalmente, el péptido
protegido se elimina del soporte de resina sélida y los grupos protectores se escinden.

Los aminoacidos se pueden unir a cualquier polimero adecuado. El polimero debe ser
insoluble en los solventes usados, debe tener una forma fisica estable que permita una facil
filtracion y debe contener un grupo funcional al que el primer aminoéacido protegido se pueda
enlazar firmemente por un enlace covalente. Varios polimeros son adecuados para este
proposito, tales como celulosa, alcohol polivinilico, polimetiimetacrilato y poliestireno.

La preparacion de diversos enlazadores proporcionados en la presente se describe en la
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patente estadounidense n.° 10,933,069 y las publicaciones de solicitud estadounidenses n.°
2021/0009536 y 2021/0009719.

Los compuestos de la invencion se pueden preparar de acuerdo con el siguiente esquema

general:
Esquema 1:
R2-H
Grupo | | __g_| Grupo
saliente 1 saliente 2 >
Base
S-1
1 R?>—L—R!
R || Gupo | RSH
saliente 2 ()]
S-2

L es un resto que contiene tiol donde el atomo S del compuesto S-1 forma un enlace disulfuro
con L. El compuesto S-1, que esta flanqueado por grupos salientes ortogonales, puede
hacerse reaccionar con el compuesto nucleofilico R?H para proporcionar el compuesto S-2.
Luego, el compuesto S-2 se puede hacer reaccionar con un péptido que contiene tiol (R*-SH)
que participa en una reaccion de intercambio de disulfuro para proporcionar un compuesto de

Formula (1).

Métodos de Uso

En la presente se proporciona el uso de los compuestos de formula (1) en el tratamiento de
enfermedades, tales como cancer o enfermedades neurodegenerativas. Otro aspecto de la
presente invencion es el uso de los compuestos de formula () en el tratamiento de
enfermedades que involucran tejido enfermo acido o hipdxico, tales como cancer. La hipoxia
y acidosis son marcadores fisiolégicos de muchos procesos patolégicos, incluyendo el cancer.
En el cancer, la hipoxia es un mecanismo responsable del desarrollo de un ambiente acido
dentro de los tumores sdlidos. Como resultado, los iones de hidrégeno se deben eliminar de
la célula (por ejemplo, por una bomba de protones) para mantener un pH normal dentro de la
célula. Como consecuencia de esta exportacion de iones de hidrégeno, las células cancerosas
a menudo tienen un gradiente de pH aumentado a través de la bicapa lipidica de la membrana
celular y un pH menor en el medio extracelular en comparacion con las células normales. Un
enfoque para mejorar la eficacia e indice terapéutico de agentes citotoxicos es aprovechar

esta caracteristica fisioldgica para proporcionar el suministro selectivo del compuesto a las
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células hipoxicas sobre el tejido sano.

En estos métodos de tratamiento, se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este como un
agente Unico o en combinacion con otras formas de terapia, tal como radiacién ionizante o
agentes citotdxicos en el caso del cancer. En la terapia de combinacién, el compuesto de
férmula (I) puede administrarse antes, al mismo tiempo o después que la otra modalidad
terapéutica, como apreciaran los expertos en la técnica. Cualquiera de los métodos de
tratamiento (agente Unico o combinacién con otras formas de terapia) puede administrarse
como un ciclo de tratamiento que involucre multiples dosis o tratamientos durante un periodo
de tiempo.

Los ejemplos de canceres que se pueden tratar mediante el uso de los compuestos de la
presente descripcion incluyen, de modo no taxativo, cancer de vejiga, cancer de hueso,
glioma, cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer
de endometrio, cancer epitelial, cancer de eséfago, sarcoma de Ewing, cancer de pancreas,
cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumores gastrointestinales, cancer de cabeza y
cuello, canceres intestinales, sarcoma de Kaposi, cancer de rifidn, cancer de laringe, cancer
de higado, cancer de pulmén, melanoma, cancer de préstata, cancer de recto, carcinoma
renal de células claras, cancer de piel, cancer de estbmago, cancer testicular, cancer de
tiroides, y cancer de atero. En algunas modalidades, el cancer se selecciona de cancer de
pulmén, cancer colorrectal y cancer de prostata. En algunas modalidades, el cancer de
pulmén es cancer de pulmén no microcitico.

Los ejemplos de canceres que pueden tratarse mediante el uso de los compuestos de la
presente descripcién incluyen ademas linfoma de Hodgkin, linfoma anaplasico de células
grandes (ALCL), linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL), cancer de ovario, cancer
urotelial, cancer de pulmén no microcitico (NSCLC)., cancer de mama triple negativo, cancer
de pulmén escamoso no microcitico (SQNSCLC), cancer escamoso de cabeza y cuello,
linfoma no Hodgkin, cancer de pancreas, leucemia mieloide crénica (CML), leucemia mieloide
aguda (AML), cancer de las trompas de Falopio y cancer peritoneal.

Los ejemplos de canceres que se pueden tratar mediante el uso de los compuestos de la
presente descripcion incluyen, de modo no taxativo, cancer colorrectal, cancer gastrico,
cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma
maligno cutaneo o intraocular, cancer de Utero, cancer de ovario, cancer de recto, cancer de
la regién anal, cancer de estdbmago, cancer testicular, cAncer de utero, carcinoma de las
trompas de Falopio, carcinoma de endometrio, cancer de endometrio, carcinoma de cuello

uterino, carcinoma de vagina, carcinoma de la vulva, enfermedad de Hodgkin, linfoma no
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Hodgkin, cancer de esoéfago, cancer del intestino delgado, cancer del sistema endocrino,
cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejido blando, cancer de uretra, cancer de pene, leucemias crénicas
0 agudas que incluyen leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide croénica, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cronica, tumores sélidos de la infancia, linfoma
linfocitico, caAncer de la vejiga, cancer del rifidn o uretra, carcinoma de la pelvis renal, neoplasia
del sistema nervioso central (CNS), linfoma primario del CNS, angiogénesis tumoral, tumor
del eje espinal, glioma de tronco encefélico, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi, cancer
epidermoide, cancer de células escamosas, linfoma de linfocitos T, canceres inducidos por el
medio ambiente, incluyendo los inducidos por asbestos, y combinaciones de dichos canceres.
En algunas modalidades, los canceres tratables con compuestos de la presente descripcion
incluyen cancer de vejiga, cancer de hueso, glioma, cancer de mama (por ejemplo, cancer de
mama triple negativo), cancer de cuello uterino, cancer de colon, cancer colorrectal, cancer
de endometrio, cancer epitelial, cancer de es6fago., Sarcoma de Ewing, cancer de pancreas,
cancer de vesicula biliar, cancer gastrico, tumores gastrointestinales, cancer de cabeza y
cuello (cancer aerodigestivo superior), canceres intestinales, sarcoma de Kaposi, cancer de
riidn, cancer de laringe, cancer de higado (por ejemplo, carcinoma hepatocelular), cancer de
pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén de células no pequefias, adenocarcinoma),
melanoma, cancer de prostata, cancer de recto, carcinoma renal de células claras, cancer de
piel, cancer de estébmago, cancer de testiculo, cancer de tiroides y cancer de Utero.

En algunas modalidades, los canceres tratables con compuestos de la presente descripcion
incluyen melanoma (por ejemplo, melanoma maligno metastasico), cancer de rifién (por
ejemplo, carcinoma de células claras), cancer de préstata (por ejemplo, adenocarcinoma de
préstata refractario a hormonas), cancer de mama, cancer de mama triple negativo, cancer
de colony cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén de células no pequefnas y cancer
de pulmén de células pequefas). Ademas, la descripcion incluye neoplasias malignas
refractarias o0 recurrentes cuyo crecimiento se puede inhibir mediante el uso de los
compuestos de la descripcion.

En algunas modalidades, los canceres que se pueden tratar mediante el uso de los
compuestos de la presente descripcion incluyen, de modo no taxativo, tumores sélidos (por
ejemplo, cancer de prostata, cancer de colon, cancer de eso6fago, cancer de endometrio,
cancer de ovario, cancer de Utero, cancer de rifién, cancer de higado, cancer de pancreas,
cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmon, canceres de la cabeza y cuello, cancer
de tiroides, glioblastoma, sarcoma, cancer de vejiga, etc.), canceres hematoldgicos (por

ejemplo, linfoma, leucemia tal como leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mielégena
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aguda (AML), leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia mielégena cronica (CML), DLBCL,
linfoma de células del manto, linfoma no Hodgkin (incluyendo NHL recidivante o refractario y
folicular recurrente), linfoma de Hodgkin o mieloma multiple) y combinaciones de dichos
canceres.

En determinadas modalidades, un compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable de este puede usarse en combinacion con un agente quimioterapéutico, una terapia
dirigida contra el cancer, una inmunoterapia o radioterapia. Los agentes se pueden combinar
con los presentes compuestos en una sola forma de dosificacion, o los agentes se pueden
administrar simultaneamente o secuencialmente como formas de dosificacion separadas. En
algunas modalidades, el agente quimioterapéutico, la terapia contra el cancer dirigida, la
inmunoterapia o la radioterapia son menos téxicas para el paciente, tal como, por ejemplo, al
presentar una toxicidad reducida en la médula 6sea, cuando se administran junto con un
compuesto de formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en comparacion
con cuando se administra en combinacién con el correspondiente agente dirigido a
microtUbulos (por ejemplo, R?-H).

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes contra el cancer adecuados incluyen, por
ejemplo, agentes alquilantes (que incluyen, sin limitaciébn, mostazas de nitrégeno, derivados
de etilenimina, alquil sulfonatos, nitrosoureas y triazenos) tales como mostaza de uracilo,
clormetina, ciclofosfamida (Cytoxan™), ifosfamida, melfalan, clorambucilo, pipobromano,
trietilen-melamina, trietilenotiofosforamina, busulfan, carmustina, lomustina, estreptozocina,
dacarbazina, y temozolomida.

Otros agentes adecuados para usar en combinacién con los compuestos de la presente
invencién incluyen: dacarbazina (DTIC), opcionalmente, junto con otros farmacos de
quimioterapia tales como carmustina (BCNU) y cisplatino; el “régimen de Dartmouth”, que
consiste en DTIC, BCNU, cisplatino y tamoxifeno; una combinacién de cisplatino, vinblastina
y DTIC; o temozolomida. Los compuestos de acuerdo con la invencion también se pueden
combinar con farmacos de inmunoterapia, incluyendo citocinas tales como interferon alfa,
interleucina 2 y factor de necrosis tumoral (TNF).

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes contra el cancer adecuados incluyen, por
ejemplo, antimetabolitos (que incluyen, sin limitacién, antagonistas de acido félico, analogos
de pirimidina, analogos de purina e inhibidores de adenosina desaminasa) tales como
metotrexato, 5-fluorouracilo, floxuridina, citarabina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, fosfato de
fludarabina, pentostatina y gemcitabina.

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes contra el cancer adecuados incluyen ademas,

por ejemplo, ciertos productos naturales y sus derivados (por ejemplo, vinca alcaloides,
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antibidticos antitumorales, enzimas, linfocinas y epipodofilotoxinas) tales como vinblastina,
vincristina, vindesina, bleomicina, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
idarrubicina, ara-C, paclitaxel (TAXOL™), mitramicina, desoxicoformicina, mitomicina-C, L-
asparaginasa, interferones (especialmente IFN-a), etopdsido y teniposido.

Otros agentes citotdxicos que se pueden administrar en combinacion con los compuestos de
la invencién incluyen, por ejemplo, navelbeno, CPT-11, anastrazol, letrazol, capecitabina,
reloxafina, ciclofosfamida, ifosamida y droloxafina.

También son adecuados agentes citotoxicos tales como, por ejemplo, epidofilotoxina; una
enzima antineoplasica; un inhibidor de topoisomerasa; procarbazina; mitoxantrona; complejos
de coordinacion de platino tales como cis-platino y carboplatino; modificadores de la respuesta
biologica; inhibidores del crecimiento; agentes terapéuticos antihormonales; leucovorina;
tegafur; y factores de crecimiento hematopoyético.

Otros agentes contra el cancer incluyen agentes terapéuticos de anticuerpos tales como
trastuzumab (Herceptin), anticuerpos contra moléculas coestimuladoras tales como CTLA-4,
4-1BB y PD-1, o anticuerpos contra citocinas (IL-10, TGF-q, etc.).

Otros agentes contra el cancer también incluyen los que bloquean la migracién de células
inmunes, tales como antagonistas para receptores de quimiocinas, incluyendo CCR2 y CCRA4.
Otros agentes contra el cancer también incluyen aquellos gue aumentan el sistema inmune,
tales como adyuvantes o transferencia de linfocitos T adoptivos.

Las vacunas contra el cancer que se pueden administrar en combinacion con los compuestos
de la invencion incluyen, por ejemplo, células dendriticas, péptidos sintéticos, vacunas de
ADN vy virus recombinantes.

Otros agentes adecuados para usar en combinacién con los compuestos de la presente
invencién incluyen combinaciones de quimioterapia tales como dobletes basados en platino
usados en cancer de pulmén y otros tumores soélidos (cisplatino o carboplatino mas
gemcitabina; cisplatino o carboplatino mas docetaxel; cisplatino o carboplatino mas paclitaxel;
cisplatino o carboplatino mas pemetrexed) o gemcitabina mas particulas unidas a paclitaxel
(Abraxane®).

Los compuestos de esta invencion pueden ser efectivos en combinacion con agentes
antihormonales para el tratamiento del cancer de mama y otros tumores. Los ejemplos
adecuados son agentes antiestrogenos, incluyendo, pero no limitado a, tamoxifeno y
toremifeno, inhibidores de aromatasa, incluyendo, pero no limitado a, letrozol, anastrozol y
exemestano, adrenocorticosteroides (por ejemplo, prednisona), progestagenos (por ejemplo,
acetato de megastrol) y antagonistas de los receptores de estrégenos (por ejemplo,

fulvestrant). Los agentes antihormonales adecuados usados para el tratamiento de canceres
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de préstata y otros también se pueden combinar con compuestos de la presente invencién.
Estos incluyen antiandrégenos incluyendo, pero no limitado a, flutamida, bicalutamida y
nilutamida, analogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH) incluyendo
leuprolida, goserelina, triptorelina e histrelina, antagonistas de LHRH (por ejemplo, degarelix),
blogueadores del receptor de andrégeno (por ejemplo, enzalutamida) y agentes que inhiben
la produccion de andrégenos (por ejemplo, abiraterona).

Los compuestos de la presente invencién se pueden combinar o administrar en secuencia con
otros agentes contra las cinasas receptoras de membrana, especialmente para pacientes que
han desarrollado resistencia primaria o adquirida a la terapia dirigida. Estos agentes
terapéuticos incluyen inhibidores o anticuerpos contra EGFR, Her2, VEGFR, c-Met, Ret,
IGFRL1 o FIt-3 y contra proteinas cinasas de fusion asociadas al cancer, tales como Bcr-Abl y
EML4-AIk. Los inhibidores contra EGFR incluyen gefitinib y erlotinib, y los inhibidores contra
EGFR/Her2 incluyen, de modo no taxativo, dacomitinib, afatinib, lapitinib y neratinib. Los
anticuerpos contra el EGFR incluyen, de modo no taxativo, cetuximab, panitumumab y
necitumumab. Los inhibidores de c-Met se pueden usar en combinacion con los compuestos
de la invencion. Estos incluyen onartumzumab, tivantnib e INC-280. Los agentes contra Abl
(o Ber-Abl) incluyen imatinib, dasatinib, nilotinib y ponatinib y aquellos contra Alk (o0 EML4-
ALK) incluyen crizotinib.

Los inhibidores de la angiogénesis pueden ser eficaces en algunos tumores en combinacién
con compuestos de la invencién. Estos incluyen anticuerpos contra VEGF o VEGFR o
inhibidores de cinasas de VEGFR. Los anticuerpos u otras proteinas terapéuticas contra
VEGEF incluyen bevacizumab y aflibercept. Los inhibidores de las cinasas de VEGFR vy otros
inhibidores anti-angiogénesis incluyen, de modo no taxativo, sunitinib, sorafenib, axitinib,
cediranib, pazopanib, regorafenib, brivanib y vandetanib.

La activacion de vias de sefializacion intracelular es frecuente en el cancer, y los agentes
dirigidos a componentes de estas vias se han combinado con agentes dirigidos a receptores
para mejorar la eficacia y reducir la resistencia. Los ejemplos de agentes que se pueden
combinar con compuestos de la presente invencién incluyen inhibidores de la via de PI3K-
AKT-mTOR, inhibidores de la via de Raf-MAPK, inhibidores de la via de JAK-STAT e
inhibidores de las proteinas chaperonas y la progresién del ciclo celular.

Los agentes contra la cinasa PI3 incluyen, de modo no taxativo topilaralisib, idelalisib,
buparlisib. Los inhibidores de mTOR tales como rapamicina, sirolimus, temsirolimus y
everolimus se pueden combinar con compuestos de la invencién. Otros ejemplos adecuados
incluyen, de modo no taxativo, vemurafenib y dabrafenib (inhibidores de Raf) y trametinib,
selumetinib y GDC-0973 (inhibidores de MEK). Los inhibidores de una o méas JAK (por
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ejemplo, ruxolitinib, baricitinib, tofacitinib), Hsp90 (por ejemplo, tanespimicina), cinasas
dependientes de ciclina (por ejemplo, palbociclib), HDAC (por ejemplo, panobinostat), PARP
(por ejemplo, olaparib) y proteasomas (por ejemplo, bortezomib, carfilzomib) también se
pueden combinar con compuestos de la presente invencién. Un ejemplo adicional de un
inhibidor de PARP que se puede combinar con un compuesto de la invencién es talazoparib.
Los métodos para la administracion segura y eficaz de la mayoria de estos agentes
guimioterapéuticos son conocidos por los expertos en la técnica. Ademas, su administracién
esta descrita en la bibliografia estandar. Por ejemplo, la administracion de muchos de los
agentes quimioterapéuticos se describe en la “Physicians' Desk Reference” (PDR, por
ejemplo, edicion de 1996, Medical Economics Company, Montvale, NJ), cuya descripcion se
incorpora en la presente mediante referencia como si estuviera descrita en su totalidad.

La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” de un compuesto (agente terapéutico, ingrediente
activo, farmaco, etc.) se refiere a una cantidad del compuesto que se administrara a un sujeto
que necesita terapia o tratamiento que alivia un sintoma, mejora una afeccion, o ralentiza la
aparicion de las afecciones de la enfermedad, de acuerdo con los estandares clinicamente
aceptables para el trastorno o afeccibn que se va a tratar. Por ejemplo, una cantidad
terapéuticamente efectiva puede ser una cantidad que se haya demostrado que tiene un
efecto terapéutico deseado en un ensayo in vitro, un ensayo animal in vivo o0 un ensayo clinico.
La cantidad terapéuticamente efectiva puede variar segun la forma de dosificacion particular,
el método de administracion, el protocolo de tratamiento, la enfermedad o afeccién especifica
gue se desee tratar, la relacion entre el riesgo y el beneficio, etc., entre muchos otros factores.
Dicha cantidad terapéuticamente eficaz se puede obtener a partir de un ensayo clinico, un
modelo animal o un ensayo de cultivo celular in vitro. Se sabe en la técnica que la cantidad
eficaz adecuada para uso humano se puede calcular a partir de la cantidad eficaz determinada
a partir de un modelo animal o un ensayo de cultivo celular in vitro. Por ejemplo, segun lo
informado por Reagan-Shaw et al., FASEB J. 2008: 22(3) 659-61, “ug/ml” (cantidad eficaz
basada en ensayos de cultivo celular in vitro) = “mg/kg de peso corporal/dia” (cantidad eficaz
para un ratén). Ademas, la cantidad eficaz para un ser humano se puede calcular a partir de
la cantidad eficaz para un raton con base en el hecho de que la velocidad del metabolismo de
los ratones es 6 veces mas rapida que la de los humanos.

Como ejemplo de tratamiento que usa un compuesto de férmula (I) en combinacién con un
agente citotoxico, se puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de formula (I) a un paciente que padece cancer como parte de un régimen de
tratamiento que también involucra una cantidad terapéuticamente eficaz de radiacién

ionizante 0 un agente citotoxico. En el contexto de este régimen de tratamiento, debe
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entenderse que el término cantidad “terapéuticamente eficaz” significa eficaz en la terapia de
combinacién. Los expertos en la técnica del tratamiento del cancer entenderan como ajustar
las dosis para lograr el resultado terapéutico 6ptimo.

De manera similar, los expertos en la técnica médica pueden determinar facilmente las dosis
apropiadas de los compuestos de la invencién para el tratamiento de enfermedades o
afecciones no cancerosas (tales como enfermedades cardiovasculares).

El término “tratar” como se usa en la presente incluye la administracion de un compuesto o
composicion que reduce la frecuencia, retrasa el inicio o reduce la progresion de los sintomas
de una enfermedad que involucra tejido enfermo &cido o hipdxico, tal como cancer, apoplejia,
infarto de miocardio, o enfermedad neurodegenerativa a largo plazo, en un sujeto en relacion
con un sujeto que no recibe el compuesto o la composicion. Esto puede incluir revertir, reducir
o detener los sintomas, signos clinicos o patologia subyacente de una afeccién de una manera
para mejorar o estabilizar la afeccién de un sujeto (por ejemplo, regresiéon del crecimiento de
tumor, para el cancer o disminuir o mejorar la lesion por reperfusién de isquemia miocéardica
en infarto de miocardio, apoplejia o enfermedad cardiovascular similar). Los términos “inhibir”
o “reducir” se usan para el cancer en referencia a los métodos para inhibir o reducir el
crecimiento de tumor (por ejemplo, disminuir el tamafio de un tumor) en una poblacién en
comparacion con una poblacién de control no tratada.

Todas las publicaciones (incluyendo las patentes) mencionadas en la presente se incorporan
en la presente mediante referencia con el propésito de describir y divulgar, por ejemplo, las
construcciones y metodologias que se describen en las publicaciones, que se podrian usar
en relacion con la descripcién descrita en la presente. Las publicaciones discutidas a lo largo
del texto se proporcionan Unicamente para su descripcidn antes de la fecha de presentacion
de la presente solicitud.

En la presente se describen varios tipos de intervalos. Cuando se describe o reivindica un
intervalo de cualquier tipo, la intencion es describir o reivindicar individualmente cada nimero
posible que tal intervalo podria abarcar razonablemente, incluyendo los puntos finales del
intervalo, asi como cualquier subintervalo y combinacién de subintervalos abarcados en estos.
Cuando se describe o reivindica un intervalo de cantidades terapéuticamente eficaz de un
ingrediente activo, por ejemplo, la intencién es describir o reivindicar individualmente cada
namero posible que tal intervalo pudiera abarcar, consistente con la descripciéon en la
presente. Por ejemplo, mediante una descripcién de que la cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto puede estar en un intervalo de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 50

mg/kg (del peso corporal del sujeto).
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Formulacién, Formas de Dosificacion y Administracion

Para preparar las composiciones farmacéuticas de la presente invencién, un compuesto de
Férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable de este se combina como ingrediente
activo en una mezcla intima con un vehiculo farmacéutico de acuerdo con las técnicas
convencionales de composicion farmacéutica, cuyo vehiculo puede tomar un amplio variedad
de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la administracion, por
ejemplo, oral o parenteral. En la preparacién de las composiciones en forma de dosificacion
oral, se puede emplear cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tales como, por
ejemplo, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes, agentes
colorantes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales. tales como, por ejemplo,
suspensiones, elixires y soluciones; o portadores tales como almidones, azucares, diluyentes,
agentes de granulacioén, lubricantes, aglutinantes, agentes desintegrantes y similares en el
caso de preparaciones solidas orales, como por ejemplo, polvos, capsulas y tabletas. Debido
a su facilidad de administracion, las tabletas y cépsulas representan la forma unitaria de
dosificaciobn oral mas ventajosa, en cuyo caso obviamente se emplean portadores
farmacéuticos sélidos. Si se desea, las tabletas se pueden recubrir con azucar o recubrir
entéricamente mediante técnicas estandar. Para los parenterales, el portador comprendera
normalmente agua estéril, aunque se pueden incluir otros ingredientes, por ejemplo, para
ayudar a la solubilidad o con fines de conservacion. También se pueden preparar
suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear portadores liquidos apropiados,
agentes de suspension y similares. Un experto en las técnicas farmacéutica y médica podra
determinar facilmente una dosis adecuada de las composiciones farmacéuticas de la

invencién para la enfermedad o afeccidn particular a tratar.

EJEMPLOS

Métodos de Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas se midio en un Agilent 1260 Infinity Il con 6130B Quadrupole MS
y Agilent 1290 Infinity 1l con 6125B Quadrupole MS.

De manera alternativa, la espectrometria de masas Maldi-TOF (Desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz — Tiempo de Vuelo) se midié en un Applied Biosystems Voyager System
6268. La muestra se preparé como una matriz de acido a-ciano hidroxi cinamico en una placa
AB Science (Pieza # V700666).

La espectrometria de masas por ESI (lonizacién por Electrorrocio) se midi6 ya sea en LC-MS

serie Agilent 1100 con un 1946 MSD o una MS de alta resolucion Waters Xevo Qtof, ambas
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proporcionaron una masa/carga de especie (m/z=3).

Métodos de HPLC

Las HPLC se registraron a partir de una maguina Agilent 1260 Infinity Il. Los métodos de HPLC
se describen con mas detalle segln sea necesario en cada ejemplo a continuacion.
Preparacion del enlazadores

La preparaciéon de diversos enlazadores proporcionados en la presente se describe en la
patente estadounidense n.° 10,933,069 y las publicaciones de solicitud estadounidenses n.°
2021/0009536 y 2021/0009719. Por ejemplo, la sintesis de los siguientes enlazadores se
describe en la publicacion de solicitud estadounidense n.° 2021/0009719:

Nombre del | Estructura
enlazador
L31 \\O\‘\(\<
O\ ©
S
__,__
L55*

L56*

L61*

L62*

L65

L64

*Se muestra la estereoquimica relativa. Véase, por ejemplo, la publicacion de solicitud
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estadounidense n.° 2021/0009719 por mas detalles.

Sintesis de los compuestos enlazadores L50 y L51.

Etapa 1

Acido tioacético
o@ -
H,0, TA, 16 h
1

OH O

L3

2

Etapa 3

Etapa 2

LAH (2 M en THF)

=
] [}SH
THF

OH

Separacion quiral por SFC O’

Alcohol L50 (Isémero 1)
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Etapa 1: Sintesis de etanotioato de S-(2-hidroxiciclopentilo)

/S + ?
|
S
S’\ ,\
5 N~ 6 N _—

Alcohol L51 (Isémero 2)

A una solucién agitada de 6-oxabiciclo[3.1.0]hexano (5 g, 59,4 mmol) en agua (50 ml) se le

afadio acido tioacético (4,98 g, 65,4 mmol) a TA. La mezcla de reaccion se agité a TA durante

18 horas. La mezcla de reaccion se inactivd con una soluciéon acuosa de NaHCO3; saturado y

se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secO sobre Na>SO4 y se evaporo para

proporcionar etanotioato de S-(2-hidroxiciclopentilo) (6,1 g, 38,1 mmol, 64,0 % de rendimiento)

como un liquido incoloro. El producto bruto se llevo a la siguiente etapa sin purificacion.
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Etapa 2: Sintesis de 2-mercaptociclopentan-1-ol

A una solucion agitada de etanotioato de S-(2-hidroxiciclopentilo) (6,1 g, 38,1 mmol) en THF
(60 ml) a 0 °C, se afiadié por goteo una solucion 2,0 M de LAH en THF (28,6 ml, 57,1 mmol).
La mezcla de reaccién se agité a TA durante 3 horas. La mezcla de reaccion se enfrié hasta
0 °C y se inactivé con una solucién acuosa de HCI 1,5 N y se extrajo con DCM. La capa
orgénica se seco sobre Na,SO, y se evapor6 para proporcionar 2-mercaptociclopentan-1-ol
(5 g,42,3mmol, 111 % de rendimiento) como un liquido incoloro. El producto bruto se llevé a
la siguiente etapa sin purificaciéon. *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 4,90 (s, 1H), 3,78 (s, 1H),
2,93-2,87 (m, 1H), 2,44-2,42 (m, 1H), 2,19-2,05 (m, 1H), 1,96-1,88 (m, 1H), 1,69-1,67 (m, 2H),
1,50-1,35 (m, 2H).

Etapa 3: 2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentan-1-ol

A una solucion agitada de 2-mercaptociclopentan-1-ol (5 g, 42,3 mmol) en metanol (60 ml) se
le afiadio 1,2-di(piridin-2-il)disulfano (13,98 g, 63,5 mmol) a 0°C. La mezcla de reaccion se
agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccién se evaporé hasta sequedad. Se afiadio
agua helada, se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se separ6, se lavd con
salmuera, se sec6 sobre Na:SO, y se evaporé para obtener un residuo bruto. El residuo bruto
se purificd dos veces mediante cromatografia en columna ultrarrapida mediante el uso de
acetato de etilo al 10 % en éter de petroleo para obtener 2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentan-
1-ol como una mezcla racémica. LCMS: [M + H]* calculada para C10H13NOS,, 227,04; hallada
228,1 (M+H). Pureza quiral de SFC: Columna: Lux Al; Cosolvente: MeOH al 40 %; Velocidad
de flujo: 4 mL/ min; RT (min): 2,98; % de area: 49,92; RT (min): 4,26; % de area: 48,79. HPLC:
Columna: Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase mévil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil:
B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 5,76; Pureza (Max): 99,41 %.

Separacion por SFC de los isémeros (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentan-1-ol (alcohol
L-50) y (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentan-1-ol (alcohol L-51)

Los isdmeros se separaron mediante purificacion por SFC de 2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentan-1-ol racémico. El isémero 1 de la fraccién de SFC obtenida (primer
pico eluido) se concentrd a presion reducida a 30 °C para proporcionar (1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentan-1-ol (alcohol L-50) (1,2 g, 5,18 mmol, 12,25 % de rendimiento) como
un aceite incoloro. Se asigno la estereoquimica absoluta como se establece en Yamshita H.,
Bull.Chem.Soc.Jpn.,61, 1213-1220 (1988). LCMS: [M + H] * calculada para CioHisNOS,,
227,04; hallada 228,1 (M+H). HPLC: Columna: X-Bridge C8 (50 x 4,6) mm, 3,5 um; Fase movil:
A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase mévil: B:TFA al 0,1 % en ACN; Flujo: 2,0 mL / min; RT (min):
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2,71; Pureza (Max): 98,19 %. Pureza quiral de SFC: Columna: Lux Al; Cosolvente: MeOH al
40 %; Velocidad de flujo: 40 mL / min; RT (min): 2,94; % de area: 100,0. *H NMR (400 MHz,
CDCls): 8 8,55 (s, 1H), 7,65-7,61 (m, 1H), 7,54-7,51 (m, 1H), 7,21-7,17 (m, 1H), 4,05-4,04 (m,
1H), 3,03 (t, J = 8,00 Hz, 1H), 2,12-2,05 (m, 2H), 1,72-1,64 (m, 5H).

Sintesis del precursor del Enlazador L50

A una solucion agitada de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentan-1-ol (1,1 g, 4,84 mmol)
en DMF (10 ml) se le afiadi6 carbonato de bis(4-nitrofenilo) (2,94 g, 9,68 mmol) y DIPEA (2,51
ml, 14,52 mmol) a TA. La mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccion se diluyé con agua helada, y se extrajo con acetato de etilo. La capa orgénica se
lavo con salmuera, se sec6 sobre Na,SO. para obtener un producto bruto. El producto bruto
se purific6 mediante cromatografia de fase inversa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en
H2.0 y ACN. La fraccion del producto se concentré a presion reducida para obtener el producto
puro que se liofiliz6 para proporcionar ((1R,2R)-2-(piridin-2-il disulfaneil)ciclopentilo)
carbonato de 4-nitrofenilo (1,7 g, 4,32 mmol, 89 % de rendimiento) como una goma de color
amarillo palido. LCMS: [M + H] * calculada para C17H16N20sS>, 392,05; hallada 392,9 (M+H).
HPLC: Columna: X-Bridge C8 (50 x 4,6) mm, 3,5 um; Fase mdvil: A: TFA al 0,1 % en H:0;
Fase moavil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo: 2,0 mL / min; RT (min): 5,01; Pureza (Max):
99,73 %. Pureza quiral de SFC: Columna: YMC Amilosa-SA; Cosolvente: IPA al 30 %;
Velocidad de flujo: 3 mL / min; RT (min): 4,26; % de area: 99,95. *H NMR (400 MHz, CDCls):
5 400 MHz, CDCI3: & 8,50 (s, 1H), 8,29-8,27 (m, 2H), 7,71-7,65 (m, 2H), 7,39-7,36 (m, 2H),
7,14-7,11 (m, 1H), 5,25 (t, J = 3,20 Hz, 1H), 3,60-3,55 (m, 1H), 2,30-2,27 (m, 2H), 2,03-1,79
(m, 3H), 1,70-1,69 (m, 1H).

Sintesis del precursor del Enlazador L51

A una solucion agitada de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentan-1-ol (1,1 g, 4,84 mmol)
en DMF (10 ml) se le afiadi6 carbonato de bis(4-nitrofenilo) (2,94 g, 9,68 mmol) y DIPEA (2,51
ml, 14,52 mmol) a TA. La mezcla de reaccién se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccion se diluyé con agua helada, y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se
lavo con salmuera, se sec6 sobre Na,SO. para obtener un producto bruto. El producto bruto
se purific6 mediante cromatografia de fase inversa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en
H.O y ACN. La fraccion del producto se concentré a presion reducida para obtener el producto
puro que se liofilizo para proporcionar ((1S,2S)-2-(piridin-2-il disulfaneil)ciclopentilo) carbonato
de 4-nitrofenilo (1,7 g, 4,24 mmol, 88 % de rendimiento) como un compuesto de goma de color
amarillo palido. LCMS: [M + H] * calculada para Ci7H1sN20sS,, 392,05; hallada 392,8 (M+H).
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HPLC: Columna: X-Bridge C8 (50 x 4,6) mm, 3,5 um; Fase mdvil: A: TFA al 0,1 % en H:0;
Fase movil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Velocidad de flujo: 2,0 mL / min; RT (min): 5,01; Pureza
(Méx): 97,86 %. Pureza quiral de SFC: Columna: YMC Amilosa-SA; Cosolvente: IPA al 30 %;
Velocidad de flujo: 3 mL / min; RT (min): 3,56; % de area: 99,74. *H NMR (400 MHz, CDCls):
0 400 MHz, CDCI3: & 8,50 (s, 1H), 8,29-8,27 (m, 2H), 7,71-7,65 (m, 2H), 7,39-7,36 (m, 2H),
7,14-7,11 (m, 1H), 5,25 (t, J = 3,20 Hz, 1H), 3,60-3,55 (m, 1H), 2,30-2,27 (m, 2H), 2,03-1,79
(m, 3H), 1,70-1,69 (m, 1H).

Sintesis alternativa del Enlazador L51

El enlazador L51 se puede preparar de acuerdo con el proceso de resolucion quiral enzimatica
descrito en la solicitud internacional WO 2022/150596, que se incorpora a la presente en su
totalidad (véase, por ejemplo, el Ejemplo 11 de WO 2022/150596).

Sintesis de compuestos de la descripcién

Ejemplo 1: Sintesis del Compuesto 1
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Etapa 1: Sintesis de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil - 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il (metil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (3)
A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil - 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (150 mg,
0,209 mmol) en DMF (1 mL) se le agregd ((1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentil)
carbonato de 4-nitrofenilo (L50) (98 mg, 0,251 mmol) a 0 °C. Luego, se afiadié una solucién 1
M de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,104 ml, 0,104 mmol) y DIPEA (0,054 ml, 0,313
mmol) y la mezcla de reaccién se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se
purificé mediante preparacion mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccién
de producto se liofilizé para proporcionar ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-
(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-
metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metilyamino)-3-metil-1-oxobutan-2-ilyJamino)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)(metil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (138 mg, 0,140
mmol, 67,1 % de rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para
CsoH7sNsO9S2, 970,53; hallada 971,3 (M+H). HPLC: Columna: X-Bridge C8 (50X4,6) mm, 3,5
um; Fase movil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase mévil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:2,0 mL /
min; RT (min): 5,49; Pureza (Max): 98,69 %.

Paso 2: sintesis del Compuesto 1
A una solucion agitada de((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-

B 0 N - OH
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1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (115 mg, 0,118 mmol) en
DMF (1,5 ml) se le agreg6 péptido Pvl (425,6 mg, 0,130 mmol) y trietilamina (0,02 ml, 0,141
mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitd a TA durante 3 horas. La mezcla de reaccién
se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H.O y ACN. La
fraccion del producto se liofilizé para producir el Compuesto 1 (205 mg, 0,049 mmol, 41,5 %
de rendimiento ) como un soélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M
+ H] " calculada para Ci97H299F6N410s,S,, 4135,15; hallada 1380,3 (M+3)/3. HPLC: Columna:
Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase movil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA
al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 12,29; Pureza (Max): 99,69 %

Ejemplo 2: Sintesis del Compuesto 2
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Compuesto 2

Etapa 1: ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,59)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-
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illamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato ~ de
(1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S5)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (180 mg,
0,251 mmol) en DMF (1 mL) se le agregd ((1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentil)
carbonato de 4-nitrofenilo (L51) (118 mg, 0,301 mmol) a 0 °C. Luego, se afiadié una solucién
1 M de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,125 ml, 0,125 mmol) y DIPEA (0,066 ml, 0,376
mmol) y la mezcla de reaccion se agitd a TA durante 16 horas. La mezcla de reaccion se
purificé mediante preparacion mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion
de producto se liofiliz6 para proporcionar ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-
(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil) pirrolidin-1-il)-3-
metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metilyamino)-3-metil-1-oxobutan-2-iljJamino)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)(metil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (200 mg, 0,251
mmol, 79 % de rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para
CsoH7sNsO9S2, 970,53; hallada 971,4 (M+H). Columna: X-Bridge C8 (50X4,6) mm, 3,5 um;
Fase movil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:2,0 mL / min;
RT (min): 5,48; Pureza (Max): 95,59 %.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 2

A una solucién agitada de((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,55)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-
1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (200 mg, 0,206 mmol) en
DMF (2 ml) se le agreg6 péptido Pvl (742,9 mg, 0,226 mmol) y trietilamina (0,035 ml, 0,247
mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a TA durante 1 h 30 min. La mezcla de reaccion
se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H.O y ACN. La
fraccion del producto se liofilizé para producir el Compuesto 2 (410 mg, 0,099 mmol, 48 % de
rendimiento ) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M +
H] * calculada para Cig7H299FeN4105,S2, 4135,15; hallada 1380,0 (M+3)/3. HPLC: Columna:
Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase movil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA
al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 11,94; Pureza (Max): 99,66 %
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Ejemplo 3: Sintesis del Compuesto 3
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Etapa 1: Sintesis de (4-hidroximetil) fenil) carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)
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ciclopentilo

Una solucidn agitada de (4-aminofenil)metanol (120 mg, 0,974 mmol) y ((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)carbonato de 4-nitrofenilo (L50) (382 mg, 0,974 mmol) en DMF (1 ml)
se enfrio con hielo. A la solucion anterior se le afadieron HOBt (65,8 mg, 0,487 mmol) y DIPEA
(0,338 ml, 1,949 mmol). La mezcla de reaccién se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccién se diluyé con agua helada, se extrajo con acetato de etilo y se lavé con salmuera. La
capa organica se concentré para obtener un residuo bruto. El residuo bruto se purificd
mediante cromatografia en columna ultrarrapida mediante el uso de acetato de etilo al 40 %
en éter de petrdleo para proporcionar (4-(hidroximetil)fenil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentilo (350 mg, 0,876 mmol, 90 % de rendimiento) como una goma marron.
LCMS: [M + H]* calculada para CisH20FsN203S,, 376,09; hallada 377,6 (M+H). *H NMR (400
MHz, DMSO-dg): 6 9,61 (s, 1H), 8,45 (d, J = 4,80 Hz, 1H), 7,79-7,77 (m, 2H), 7,39-7,22 (m,
2H), 7,19-7,14 (m, 3H), 5,08 (t, J = 5,60 Hz, 1H), 5,00 (s, 1H), 4,41 (d, J = 5,60 Hz, 2H), 3,51-
3,34 (m, 1H), 2,17-2,00 (m, 2H), 1,78-1,67 (m, 4H).

Etapa 2: Sintesis de (4-((((4-nitrofenoxi) carbonil) oxi) metil) fenil) carbamato de (1R,2R)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentilo

A una solucibn agitada de (4-(hidroximetilfenil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentilo (0,35 g, 0,930 mmol) en DMF (5 ml) se le agregaron carbonato de
bis(4-nitrofenilo) (1,131 g, 3,72 mmol) y DIPEA (0,242 ml, 1,394 mmol) a TA. La mezcla de
reaccion se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con agua helada, y
se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavo con salmuera, se secé sobre NaxSO,
y se concentr6 a presion reducida para obtener un residuo bruto. El residuo bruto se purifico
mediante cromatografia en columna ultrarrapida mediante el uso de acetato de etilo al 20 %
en éter de petréleo para proporcionar (4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de
(1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (420 mg, 0,740 mmol, 80 % de rendimiento) como
una goma marrén. LCMS: [M + H] * calculada para CzsH23NsO+S,, 541,10; hallada 542,1
(M+H). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 9,78 (s, 1H), 8,45 (d, J = 5,20 Hz, 1H), 8,33-8,31 (m,
2H), 7,79-7,77 (m, 2H), 7,59-7,56 (m, 2H), 7,49-7,47 (m, 2H), 7,39-7,37 (m, 2H), 7,24-7,21 (m,
1H), 5,23 (s, 2H), 5,03 (t, J = 2,40 Hz, 1H), 3,52-3,51 (m, 1H), 2,20-2,10 (m, 2H), 1,78-1,68
(m, 4H).

Etapa 3: Sintesis de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil - 1-

oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-



80

il)(metil)carbamato de 4-((((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S5)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (MMAE)
(150 mg, 0209 mmol) en DMF (1 ml) se le agregaron (4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo
(113 mg, 0,209 mmol), solucion 1 M de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,104 ml, 0,104
mmol) y DIPEA (0,054 ml, 0,313 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitd a TA durante
18 horas. La mezcla de reaccion se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de
HCOOH al 0,1 % en H>O y ACN. La fraccion de producto se liofilizé para proporcionar ((S)-1-
(((S)-1-(((BR,4S,5S5)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)amino)-1-
metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-
metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de 4-(((((1R,2R)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencilo (150 mg, 0,133 mmol, 63,6 % de
rendimiento) como un soélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para CsgHgsN7011S2, 1119,57,
hallada 1121,4 (M+H). HPLC: Columna: Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase mévil: A:TFA
al 0,1 % en H,0; Fase mavil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 13,61,
Pureza (Max): 99,26 %.

Etapa 4: Sintesis del Compuesto 3

A una solucién helada de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-
1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de 4-(((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencilo (60 mg, 0,054 mmol) en DMF (0,5 ml) se le
agregaron péptido Pvl (176 mg, 0,054 mmol) y trietilamina (8,96 pl, 0,064 mmol). La mezcla
de reaccion se agito a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purific6 mediante HPLC
preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion del producto se liofilizo
para producir el Compuesto 3 (65 mg, 0,015 mmol, 27,8 % de rendimiento ) como un so6lido
blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H] * calculada para
Ca205H308N42054S2, 4284,19; hallada 1430,2 (M+3)/3. HPLC: Columna: Atlantis dC18 (250X4,6)
mm, 5 um; Fase movil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0
mL / min; RT (min): 12,20; Pureza (Max): 99,84 %.
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Ejemplo 4: Sintesis del Compuesto 4
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Etapa 1: Sintesis de (4-(hidroximetil)fenil) carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)
ciclopentilo

Una solucion agitada de 2-(4-nitrofenil)acetato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo
(L-51) (380 mg, 0,974 mmol) y (4-aminofenil)metanol (120 mg, 0,974 mmol) en DMF (2,5 ml)
se enfrié hasta 0 °C. Luego, se afiadié DIPEA (0,339 ml, 1,949 mmol) seguido de HOBt (74,6
mg, 0,487 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccién se vertié en agua helada y se extrajo con acetato de etilo. La capa de acetato de etilo
se secO en Na;SO. y se concentré a presion reducida para obtener el producto bruto. El
producto bruto se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida en columna mediante el uso de
EtOAc al 50 % en éter de petréleo como eluyente. Las fracciones del producto se evaporaron
a presion reducida para proporcionar (4-(hidroximetil)fenil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentilo (304 mg, 0,798 mmol, 82 % de rendimiento) como goma marron.
LCMS: [M + H]* calculada para CisH20FsN203S,, 376,09; hallada 377,1 (M+H). *H NMR (400
MHz, DMSO-dg): 6 9,61 (s, 1H), 8,45 (d, J = 4,80 Hz, 1H), 7,79-7,77 (m, 2H), 7,39-7,22 (m,
2H), 7,19-7,14 (m, 3H), 5,08 (t, J = 5,60 Hz, 1H), 5,00 (s, 1H), 4,41 (d, J = 5,60 Hz, 2H), 3,51-
3,34 (m, 1H), 2,17-2,00 (m, 2H), 1,78-1,67 (m, 4H).

Etapa 2: Sintesis de (4-((((4-nitrofenoxi) carbonil) oxi) metil) fenil) carbamato de (1S,2S)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentilo

A una solucibn de  (4-(hidroximetil)fenil)carbamato de  (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentilo (300 mg, 0,797 mmol) y carbonato de bis(4-nitrofenilo) (970 mg, 3,19
mmol) en DMF (5 ml) se afiadié DIPEA (0,208 ml, 1,195 mmol) a 0 °C y la mezcla de reaccién
se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se vertié en agua helada y se extrajo
con acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se lavd con salmuera, se secd sobre NaxSO,
y se concentro a presion reducida para obtener el producto bruto. El producto bruto se purificd
mediante cromatografia ultrarrdpida en columna mediante el uso de acetato de etilo al 25 %
en éter de petr6leo como eluyente. Las fracciones del producto se concentraron a presion
reducida para proporcionar (4-((((4-nitrofenoxi) carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1S,2S)-
2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo (330 mg, 0,599 mmol, 75 % de rendimiento) como un
sélido gomoso de color amarillo. LCMS: [M + H] * calculada para CzsH23Ns0O+S;, 541,10;
hallada 542,0 (M+H). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 9,78 (s, 1H), 8,45 (d, J = 5,20 Hz, 1H),
8,31-8,33 (m, 2H), 7,81-7,77 (m, 1H), 7,57 (d, J = 8,80 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 8,40 Hz, 2H), 7,38
(d, J = 8,40 Hz, 2H), 7,24-7,21 (m, 1H), 5,23 (s, 2H), 5,03 (t, J = 2,40 Hz, 1H), 3,54-3,49 (m,
1H), 2,20-2,10 (m, 2H), 1,80-1,67 (m, 4H).
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Etapa 3: Sintesis de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de 4-(((((1S,29)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S5)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (150 mg,
0,209 mmol) y (4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentilo (113 mg, 0,209 mmol) en DMF (1 ml) se le agregaron una solucion 1M
de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,104 ml, 0,104 mmol) y DIPEA (0,055 ml, 0,313
mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitdé a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion
se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN.
La fraccion de producto se liofiliz6 para proporcionar ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-
((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilJamino)-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-
2-ilJamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de 4-(((((1S,25)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencilo (150 mg, 0,129 mmol, 61,9% de
rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M + H]* calculada para CssHssN;O11S,, 1119,57;
hallada 1120,6 (M+H). HPLC: Columna: Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase mévil: A:TFA
al 0,1 % en H,0; Fase mavil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 13,60;
Pureza (Max): 96,55 %.

Etapa 4: Sintesis del Compuesto 4

A una solucién agitada de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-
1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de 4-(((((1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencilo (70 mg, 0,062 mmol) y péptido Pvl (203,2
mg, 0,062 mmol) en DMF (0,75 ml) se le agreg0 trietilamina (10,45 pl, 0,074 mmol) a 0 °C. La
mezcla de reaccion se agité a TA durante 26 horas. La mezcla de reaccion se purificd
mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion del
producto se liofilizé para producir el Compuesto 4 (41 mg, 9,56 umol, 15,4 % de rendimiento
) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H]* calculada
para CoosHz0sN42054S2, 4284,19; hallada 1430,1 (M+3)/3. HPLC: Columna: Atlantis dC18
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(250X4,6) mm, 5 um; Fase mdévil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA al 0,1 % en
ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 12,33; Pureza (Max): 99,61 %.

Ejemplo 5: Sintesis del Compuesto 5
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Compuesto 5
Etapa 1: Sintesis de (4-(hidroximetil)fenil) carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)
ciclohexilo
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Una solucion agitada de (4-aminofenil)metanol (20 mg, 0,162 mmol) y ((1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexil)carbonato de 4-nitrofenilo (79 mg, 0,195 mmol) en DMF (1 ml) se enfrié
con hielo. Se afiadieron DIPEA (0,057 ml, 0,325 mmol) y 1H-benzo[d] [1,2,3] triazol-1-ol (10,97
mg, 0,081 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura TA durante 36 horas. Se
diluyé la mezcla de reaccidén con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se
lavé con salmuera, se secO sobre Na SO, y se concentrd para obtener un residuo bruto. El
residuo bruto se purificé mediante cromatografia ultrarrapida en columna mediante el uso de
acetato de etilo al 75-80 % en éter de petr6leo como eluyente. La fraccion del producto se
evapor6 para producir  (4-(hidroximetil)fenil)carbamato de  (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexilo (40 mg, 0,090 mmol, 55,4 % de rendimiento) se obtuvo como un soélido
gomoso. LCMS: [M + H]* calculada para Ci9H22N203S,, 390,11; hallada 391,1 (M+H). HPLC:
Columna: X-Bridge C8 (50X4,6) mm, 3,5 um; Fase mévil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil:
B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:2,0 mL / min; RT (min): 3,80; Pureza (Max): 87,78 %.

Etapa 2: Sintesis de (4-((((4-nitrofenoxi) carbonil) oxi) metil) fenil) carbamato de (1S,2S)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil) ciclohexilo

A una solucion agitada de (4-(hidroximetil)fenil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexilo (20 mg, 0,051 mmol) en DMF (1 ml) se le agregaron carbonato de bis(4-
nitrofenilo) (62,3 mg, 0,205 mmol) y DIPEA (0,013 ml, 0,077 mmol) a 0 °C. La mezcla de
reaccion se agité a TA durante 18 horas. A la mezcla de reaccion, se le agregé agua helada
y se extrajo con acetato de etilo. La capa de acetato de etilo se secd en Na,SO,, se concentré
a presion reducida para obtener el producto bruto. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida en columna mediante el uso de acetato de etilo al 15 % y éter de
petréleo como eluyente. La fraccién del producto se concentraron a presion reducida para
proporcionar (4-((((4-nitrofenoxi) carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexilo (12 mg, 0,021 mmol, 40,3 % de rendimiento) como un sélido gomoso.
LCMS: [M + H] * calculada para C2sH2sN307S>, 555,11; hallada 555,9 (M+H).

Etapa 3: Sintesis de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil - 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-

il (metil)carbamato de (4-(((((1S,29)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexil)oxi)carbonil)amino)bencilo

Una solucién de (S)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-

il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
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dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (15,51 mg, 0,022 mmol) y (4-
((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexilo (12 mg, 0,022 mmol) en DMF (0,8 ml) se enfrié con hielo. A esta se le
afiadié DIPEA (5,66 pl, 0,032 mmol) y una solucién 1 M de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en
DMA (10,80 ul, 10,80 umol) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 16 horas. La mezcla
de reaccién se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en
H>O y ACN. La fraccion de producto se liofilizé para proporcionar ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S9)-
1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)amino)- 1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-
2-il)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de 4-(((((1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexil)oxi)carbonil)amino)bencilo (15 mg, 0,013 mmol, 60,5 % de rendimiento)
como un sélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para CseHs7N7011S,, 1133,59; hallada
1135,1 (M+H). HPLC: Columna: Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase movil: A:TFA al
0,1 % en H,0; Fase movil: B: TFA al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 15,62;
Pureza (Méax): 98,83 %.

Etapa 4: Sintesis del Compuesto 5

Una solucion de  ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de 4-(((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexil)oxi)carbonil)amino)bencilo (15 mg, 0,013 mmol) y péptido Pv1 (47,7 mg,
0,015 mmol) en DMF (0,5 ml) se enfri6 con hielo. A esta se afiadié trietilamina (2,211 pl, 0,016
mmol) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 4 horas. La mezcla de reaccién se purificé
mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion del
producto se liofilizé para producir el Compuesto 5 (42 mg, 9,58 umol, 72,5 % de rendimiento
) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H]* calculada
para CaosHz08N42054S,, 4298,21; hallada 1435,0 (M+3)/3. HPLC: Columna: Atlantis dC18
(250X4,6) mm, 5 um; Fase moévil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA al 0,1 % en
ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 12,93; Pureza (Max): 98,12 %.
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Ejemplo 6: Sintesis del Compuesto 6
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Compuesto 6
Etapa 1: Sintesis de (4-(metilamino)fenil)metanol
A una solucion agitada de 4-(metilamino) benzoato de metilo (0,2 g, 1,211 mmol) en THF (2
ml) se le agreg6 solucion 2M de LAH en THF (0,726 ml, 1,453 mmol) a 0 °C. La mezcla de

reaccion se agité a TA durante 2 horas. La mezcla de reaccion se inactivé con solucion
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saturada de NH.Cl. La capa de acetato de etilo se separd, se concentrd y se purific6 mediante
cromatografia en columna ultrarrdpida mediante el uso de acetato de etilo al 20 % en éter de
petréleo. La fraccion del producto se evapord para proporcionar (4-(metilamino)fenil)metanol
(150 mg, 0,847 mmol, 70,0 % de rendimiento) como un liquido amarillo. LCMS: [M + H] *
calculada para CgH11NO, 137,08; hallada 138,2 (M+H). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 7,03
(d, J = 8,40 Hz, 2H), 6,50-6,50 (m, 2H), 5,49-5,48 (m, 1H), 4,33 (t, J = 5,60 Hz, 1H), 4,04 (d, J
= 6,80 Hz, 2H), 2,66 (s, 3H).

Etapa 2: Sintesis de (4-(hidroximetil)fenil) (metil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil) ciclohexilo

A una solucion agitada de (4-(metilamino)fenil)metanol (30 mg, 0,219 mmol) en DMF (2 ml)
se le agregaron ((1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexil) carbonato de 4-nitrofenilo (107
mg, 0,262 mmol), DIPEA (0,076 ml, 0,437 mmol) y 1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-ol (14,78 mg,
0,109 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a 80 °C durante 18 horas. Se diluyé la
mezcla de reaccion con agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa orgénica se seco sobre
Na,SO4 y se concentrd para obtener un residuo bruto. El residuo bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna ultrarrapida. El producto se eluyé con acetato de etilo al 35 % en
éter de petréleo. La fraccion del producto se evapord para producir (4-(hidroximetil)fenil)
(metil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo (40 mg, 0,057 mmol, 26,1 %
de rendimiento) como un liquido amarillo. LCMS: [M + H] * calculada para CzoH24N203S;,
404,12; hallada 405,1 (M+H).

Etapa 3: Sintesis de metil(4-((((4-nitrofenoxi) carbonil) oxi) metil) fenil) carbamato de (1S,2S)-
2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclohexilo

A una solucién agitada de (4-(hidroximetil)fenil)(metil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexilo (40 mg, 0,099 mmol) en DMF (1 ml) se le agregaron carbonato de bis(4-
nitrofenilo) (120 mg, 0,396 mmol) y DIPEA (0,035 ml, 0,198 mmol) a 0 °C. La mezcla de
reaccion se agité a TA durante 6 horas. La mezcla de reaccion se diluy6é con agua helada, y
se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavo con salmuera, se secé sobre Na,SO.
y se concentrd a presion reducida para obtener un residuo bruto. El residuo bruto se purificé
mediante cromatografia en columna ultrarrapida. El producto se eluy6 con acetato de etilo al
20 % en éter de petréleo. La fraccion del producto se evapord para proporcionar (4-((((4-
nitrofenoxi) carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo
(25 mg, 0,044 mmol, 44,3 % de rendimiento) como un sélido gomoso incoloro. LCMS: [M + H]
* calculada para Cz7H27N307S3, 569,13; hallada 570,1 (M+H).



89

Etapa 4: Sintesis de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de 4-(metil((((1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclohexil)
oxi)carbonilyamino)bencilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (25 mg,
0,035 mmol) y metil(4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1R,2R)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo (19,83 mg, 0,035 mmol) en DMF (1 ml) se le agregaron
DIPEA (9,12 pl, 0,052 mmol) y una solucion 1 M de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,017
ml, 0,017 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccion bruta se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de HCOOH al 0,1 %
en H,O y ACN. La fraccion de producto se liofiliz6 para proporcionar ((S)-1-(((S)-1-
(((3R,4S,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-
metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il) (metil)amino)-3-metil- 1-
oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de 4-(metil((((1S,2S)-2-(piridin-
2-ildisulfaneil)ciclohexil)oxi)carbonil)amino)bencilo (33 mg, 0,026 mmol, 74,8% de
rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M + H]* calculada para CeoHsoN;O11S,, 1147,61;
hallada 1149,6 (M+H).

Etapa 5: Sintesis del Compuesto 6

Una solucion de (4-((5S,8S,11S,12R)-11-((S)-sec-butil)-12-(2-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-
hidroxi-1-fenilpropan-2-iljamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil) pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-5,8-
diisopropil-4,10-dimetil-3,6,9-trioxo-2,13-dioxa-4,7,10-triazatetradecil)fenil)(metil)carbamato
de (1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo (23 mg, 0,020 mmol) y péptido PV1 (72,2 mg,
0,022 mmol) en DMF (1 ml) se enfrié con hielo. A esta se le afadio trietilamina (2,432 mg,
0,024 mmol). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 4 horas. La mezcla de reaccion se
purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La
fraccion del producto se liofilizé para producir el Compuesto 6 (45 mg, 10,03 umol, 50,1 % de
rendimiento ) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M +
H] * calculada para Czo7H310N42054S2, 4312,22; hallada 1437,7 (M-3)/3. HPLC: Columna:
Atlantis dC18 (250X4,6) mm, 5 um; Fase movil: A:TFA al 0,1 % en H,O; Fase movil: B: TFA
al 0,1 % en ACN; Flujo:1,0 mL / min; RT (min): 12,66; Pureza (Max): 96,18 %.
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Los siguientes compuestos de la Tabla 2 se prepararon mediante el uso de los procedimientos
descritos en los ejemplos anteriores.

Tabla 2.

Ejemplo | Estructura
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Ejemplo 21: Sintesis del Compuesto 21
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Compuesto 21

Etapa 1: Sintesis de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-

fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-

oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de trans-4-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S5)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (20 mg,
0,028 mmol) y (trans-4-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexil) carbonato de 4-nitrofenilo (11,32 mg,
0,028 mmol) en DMF (0,5 ml) se le agreg6 DIPEA (7,3 uL, 0,042 mmol) seguido r 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol en DMA (13,92 ul, 13,92 umol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA
durante 18 horas. La mezcla de reaccién se purificO mediante HPLC preparativa mediante el
uso de HCOOH al 0,1 % en H.O y ACN. La fraccién preparativa se liofilizé para proporcionar:
((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-
1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il) (metil)amino)-3-
metil-1-oxobutan-2-il)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de trans-4-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexilo (19 mg, 0,019 mmol, 69,2 % de rendimiento) como un sélido blanco.
LCMS: [M + H] * calculada para Csi1HsoNsOsS», 985,34; hallada 985,3.
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Etapa 2: Sintesis del Compuesto 21

Una solucion de  ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de trans-4-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo (19 mg, 0,019 mmol) en DMF
(0,5 ml) se enfrid hasta 0 °C. Se afiadieron péptido Pv1 (69,54 mg, 0,021 mmol) y trietilamina
(3,22 ul, 0,023 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a TA durante 1 hora. La mezcla de
reaccion se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y
ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para producir el Compuesto 21 (80 mg, 0,019 mmol,
99,9 % de rendimiento ) como un sélido blanco. El producto obtenido era una sal de di-TFA.
LCMS: [M + H] " calculada para C19gH301N41052S>2, 4151,941; hallada 1384,8 [(M+3)/3]; HPLC:
Columna Atlantis dC18 (250 X4,6)mm, 5um, Fase mévil A: TFA al 0,1 % en agua MilliQ, Fase
moévil B: ACN; Flujo: 1,0 mL / min; RT (min): 11,826; Pureza (Méax): 99,71 %.

Ejemplo 22: Sintesis del Compuesto 22

NH
H H
= Etapa 1
0 N~ S~s N P

HOAt en DMA, DIPEA

0 N N OH O\« DMF
H: H Q o
O,N
MMAE
N
|/N P\{1
S<
S< S
S
Q o)
\N>_O Etapa2 \N’J:O
< H - H
WN Péptido Pv1 N
_—
0
0P N7 EtsN, DMF © 0P N7
~ o / ' o}
/YYY o 0 - /YYY C_)/ o -
O N AN A OH 0 N__~ NN -OH
H: H H: H

Compuesto 22



97

Etapa 1: ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,59)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-
illamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de 4-
(piridin-2-ildisulfaneil)bencilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (50 mg,
0,069 mmol) y (4-(piridin-2-ildisulfaneil)bencil) carbonato de 4-nitrofenilo (37,52 mg, 0,090
mmol) en DMF (1 ml) se le agregé DIPEA (24,13 pL, 0,014 mmol) seguido r 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol en DMA (0,47 ml, 0,035 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA
durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purificé mediante HPLC preparativa mediante el
uso de HCOOH al 0,1 % en H.O y ACN. La fraccién preparativa se liofilizé para proporcionar:
((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,59)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-iljamino)-
1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il) (metil)amino)-3-
metil-1-oxobutan-2-il)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de 4-(piridin-2-
ildisulfaneil)bencilo (22 mg, 0,022 mmol, 31,80 % de rendimiento) como un sdlido blanco.
LCMS: [M + H] * calculada para Cs2H76NsO9S2, 993,333; hallada 994,5.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 22

Una solucion de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de 4-(piridin-2-ildisulfaneil)bencilo (22 mg, 0,022 mmol) en DMF (1 ml) se
enfrié hasta 0 °C. Se afiadieron péptido Pv1 (80 mg, 0,024 mmol) y trietilamina (12,34 pl, 0,088
mmol) y la mezcla de reaccién se agit6 a TA durante 4 hora. La mezcla de reaccién se purificd
mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion
preparativa se liofilizé6 para producir el Compuesto 22 (40 mg, 0,022 mmol, 43,41 % de
rendimiento ) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M +
H] * calculada para CiggH297N41052S2, 4159,920; hallada 1385,1 [(M-3)/3]; HPLC: Columna X-
Bridge C8(50X4,6)mm,3,5um, Fase mévil:A:TFA al 0,1 % en agua, Fase movil:B:TFA al 0,1 %
en ACN, Flujo:2,0mL/min; RT (min): 5,52; Pureza (Méax): 99,147 %.
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Ejemplo 23: Sintesis del Compuesto 23
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Compuesto 23

Etapa 1: ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-
il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-iljJamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato ~ de
(S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)propilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil - 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (50 mg,
0,069 mmol) y (2-(piridin-2-ildisulfaneil)propil) carbonato de (S)-4-nitrofenilo (30,61 mg, 0,090
mmol) en DMF (1 ml) se le agregé DIPEA (24,13 pL, 0,014 mmol) seguido r 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol en DMA (0,47 ml, 0,035 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se agité a TA
durante 18 horas. La mezcla de reaccién se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el
uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para proporcionar:
((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)amino)-
1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-
metil-1-oxobutan-2-il)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato de (S)-2-(piridin-2-

ildisulfaneil)propilo (40 mg, 0,041 mmol, 60,77 % de rendimiento) como un sélido blanco.
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LCMS: [M + H] * calculada para CasH76NsOsS2, 945,289; hallada 945,5.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 23

Una solucion de  ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de (S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)propilo (40 mg, 0,042 mmol) en DMF (1 ml)
se enfrid hasta 0 °C. Se afiadieron péptido Pv1 (152 mg, 0,046 mmol) y trietilamina (23,59 pl,
0,169 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 4 hora. La mezcla de reaccion se
purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La
fraccion preparativa se liofilizd para producir el Compuesto 23 (126,3 mg, 0,030 mmaol,
72,59 % de rendimiento ) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA.
LCMS: [M + H]* calculada para Ci9sH297N41052S2, 4111,876; hallada 1371,1 [(M+3)/3]; HPLC:
Columna X-Bridge C8(50X4,6)mm,3,5um, Fase movi:A:TFA al 0,1 % en agua, Fase
movil:B:TFA al 0,1 % en ACN, Flujo:2,0 mL/min; RT (min): 5,43; Pureza (Max): 98,857 %.

Ejemplo 24: Sintesis del Compuesto 24
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Etapa 1: ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,59)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-
illamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)(metil)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato  de
(R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)propilo

A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S5)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (50 mg,
0,069 mmol) y (2-(piridin-2-ildisulfaneil)propil) carbonato de (R)-4-nitrofenilo (30,619 mg, 0,083
mmol) en DMF (1 ml) se le agregé DIPEA (24,13 pL, 0,014 mmol) seguido r 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol en DMA (0,47 ml, 0,035 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA
durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purificé mediante HPLC preparativa mediante el
uso de HCOOH al 0,1 % en H.O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para proporcionar:
((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,59)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilyamino)-
1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il) (metil)amino)-3-
metil-1-oxobutan-2-il)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato  de (R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)propilo (40 mg, 0,042 mmol, 60,77 % de rendimiento) como un sélido blanco.
LCMS: [M + H] * calculada para CasH7éNsO9S2, 945,289; hallada 946,4.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 24

Una solucion de  ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de (R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)propilo (40 mg, 0,042 mmol) en DMF (1 ml)
se enfri6 hasta 0 °C. Se afiadieron péptido Pv1 (138,73 mg, 0,042 mmol) y trietilamina (11,79
ul, 0,084 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a TA durante 2 hora. La mezcla de reaccién
se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La
fraccion preparativa se liofilizé para producir el Compuesto 24 (40 mg, 0,01 mmol, 22,98 % de
rendimiento ) como un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M +
H] * calculada para CigsH297N41052S2, 4111,876; hallada 1369,1 [(M-3)/3]; HPLC: Columna X-
Bridge C8(50X4,6)mm,3,5um, Fase mévil:A:TFA al 0,1 % en agua, Fase movil:B:TFA al 0,1 %
en ACN, Flujo:2,0 mL/min; RT (min): 5,43; Pureza (Max): 98,413 %.
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Ejemplo 25: Sintesis del Compuesto 25
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Etapa 1 ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
(((((1S,29)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentil) oxi) carbonil) amino) bencil) oxi) carbonil)
amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina

A una solucién agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(meti lamino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (200 mg, 0,137 mmol) y (4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentilo
(74 mg, 0,137 mmol) en DMF (1 ml) se le agregé DIPEA (0,036 ml, 0,205 mmol) seguido por
1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,068 ml, 0,068 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se
agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purific6 mediante HPLC preparativa

mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H>O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para
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proporcionar: ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
(((((1S,29)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentil)oxi)carbonil)amino) bencil)oxi)carbonil)amino)
butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-
L-fenilalanina (80 mg, 0,066 mmol, 51,61 % de rendimiento) como un sélido blanco. LCMS:
[M + H]* calculada para CsgHgsN7012S2, 1134,459; hallada 1134,5.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 25

Una solucion de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
(((((1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentil) oxi) carbonil) amino) bencil) oxi) carbonil)
amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (50 mg, 0,044 mmol) en DMF (1 ml) se enfri6 hasta 0 °C. Se
afadieron péptido PV1 (145 mg, 0,044 mmol) y trietilamina (7,37 pl, 0,053 mmol) y la mezcla
de reaccion se agité a TA durante 18 hora. La mezcla de reaccion se purifico mediante HPLC
preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H.O y ACN. La fraccién preparativa se liofilizo
para producir el Compuesto 25 (40 mg, 0,01 mmol, 21,10 % de rendimiento ) como un so6lido
blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H] * calculada para
Ca205H304N42055S2, 4301,046; hallada 1434,8 [(M+3)/3]; HPLC: Columna Atlantis dC18 (250
X4,6)mm, 5um, Fase moévil A : TFA al 0,1 % en agua MilliQ, Fase mévil B: ACN; Flujo: 1,0 mL
/ min; RT (min): 12,056; Pureza (Max): 99,47 %.

Ejemplo 26: Sintesis del Compuesto 26

o)

H’\“ HN H Etapa 1
N
P . Oj{ \©\/O o HOAt, DIPEA
07 N N
. O NO
/YWO s O 2 DMF
o~ '



103

(T
Etapa 2
HN 07 >N”

s Péptido Pv1

A 0 —
O‘O © /YYY o~ Lo EtsN, DMF
. O N_ I Q@ "\~OH

N 0
[)=oo T e o
- O _N J P "\—OH
Pv1\S’S Compuesto 26 WN/\/O

= H

Etapa 1 ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
((((1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentil) oxi) carbonil) amino) bencil) oxi) carbonil)
amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina

A una solucién agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metilamino)  butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (40 mg, 0,054 mmol) y (4-((((4-nitro
fenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1R,2R)-2-(piridin-2-il disulfaneil)ciclopentilo
(29,59 mg, 0,054 mmol) en DMF (1 ml) se le agreg6 DIPEA (14,20 ul, 0,082 mmol) seguido
por 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (2,73 pl, 0,027 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion
se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purificé mediante HPLC preparativa
mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para
proporcionar: ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
(((((1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)bencil)oxi)carbonil)
amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (35 mg, 0,031 mmol, 56,46 % de rendimiento) como un so6lido
blanco. LCMS: [M + H]* calculada para CsgHgsN7012S», 1134,459; hallada 1133,8.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 26
Una solucion de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(((4-
((((1R,2R)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclopentil) oxi) carbonil) amino) bencil) oxi) carbonil)
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amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (35 mg, 0,031 mmol) en DMF (1 ml) se enfri6 hasta 0 °C. Se
afiadieron péptido PV1 (101,15 mg, 0,031 mmol) y trietilamina (5,16 pl, 0,037 mmol) y la
mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 hora. La mezcla de reaccion se purificé mediante
HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccién preparativa se
liofiliz6 para producir el Compuesto 26 (15 mg, 0,003 mmol, 11,30 % de rendimiento ) como
un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H] * calculada para
Co05H304N42055S2, 4301,046; hallada 1434,5 [(M+3)/3]; HPLC: Columna Atlantis dC18 (250
X4,6)mm, 5uym, Fase movil A : TFA al 0,1 % en agua MilliQ, Fase movil B: ACN; Flujo: 1,0 mL
/ min; RT (min): 12,243; Pureza (Max): 99,10 %.

Ejemplo 27: Sintesis del Compuesto 27
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Etapa 2
Q 0 i{/o Péptido Pv1
(o] N\ HN\i\ Et;N, DMF
N/ o} ~

J=o
HN
o\i{o
O>\\N\ ¢
N/ O . . Ox OH
Compuesto 27 5 N <" N
/ H = H

Etapa 1: ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(((4-((((R)-3-
metil-2-(piridin-2-ildisulfaneil)butoxi)  carbonil)amino) \bencil) oxi) carbonil) amino)
butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-
L-fenilalanina

A una solucién agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metilamino)  butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (40 mg, 0,054 mmol) y (4-((((4-nitro
fenoxi)carbonil)oxiymetil)fenil)carbamato de (R)-3-metil-2-(piridin-2-il disulfaneil) butilo (1)
(29,70 mg, 0,054 mmol) en DMF (1 ml) se le agreg6é DIPEA (10,59 ul, 0,082 mmol) seguido
por 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (3,71 pl, 0,027 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion
se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purificé mediante HPLC preparativa
mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para
proporcionar: ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
((((R)-3-metil-2-(piridin-2-ildisulfaneil) butoxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-

metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (35 mg, 0,029
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mmol, 56,36 % de rendimiento) como un solido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para
C58H35N701282, 1136,475; hallada 1136,5.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 27

Una solucion de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(((4-
((((R)-3-metil-2-(piridin-2-ildisulfaneil)butoxi)carbonil)amino) ~ bencil)oxi)  carbonil)amino)
butanamido) butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (35 mg, 0,031 mmol) en DMF (1 ml) se enfrio hasta 0 °C. Se
afadieron péptido Pv1 (100,9 mg, 0,031 mmol) y trietilamina (5,15 ul, 0,037 mmol) y la mezcla
de reaccion se agito a TA durante 18 hora. La mezcla de reaccién se purifico mediante HPLC
preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H.O y ACN. La fraccién preparativa se liofilizo
para producir el Compuesto 27 (64 mg, 0,014 mmol, 47,22 % de rendimiento ) como un so6lido
blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H] * calculada para
Co05H306N42055S2,  4303,062; hallada 1435,4 [(M+3)/3]; HPLC: Columna X-Bridge
C8(50X4,6)mm,3,5um, Fase movil:A:TFA al 0,1 % en agua, Fase moévil:B:TFA al 0,1 % en
ACN, Flujo:2,0 mL/min; RT (min): 5,83; Pureza (Max): 96,842 %.

Ejemplo 28: Sintesis del Compuesto 28
T
HNT 0 o
e Y
P + Etapa 1
o N HN
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. w o NS
= H
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Compuesto 28

Etapa 1 ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
(((((1S,29)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclohexil) oxi) carbonil) amino) bencil) oxi) carbonil)
amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina

A una solucién agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metil amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (51 mg, 0,069 mmol) y (4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamato de (1S,2S)-2-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclohexilo
(38,71 mg, 0,069 mmol) en DMF (1 ml) se le agreg6 DIPEA (18,10 pl, 0,104 mmol) seguido
por 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (3,48 pl, 0,034 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion
se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purificé mediante HPLC preparativa
mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para
proporcionar: ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (((4-
(((((1S,29)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclohexil)oxi)carbonil)amino)bencil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-
3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (33 mg,
0,029 mmol, 41,23 % de rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para
CsoHgsN7012S,, 1148,486; hallada 1148,5.

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 28
Una solucion de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(((4-

(((((1S,25)-2-(piridin-2-ildisulfaneil) ciclohexil) oxi) carbonil) amino) bencil) oxi) carbonil)
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amino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (33 mg, 0,029 mmol) en DMF (1 ml) se enfri6 hasta 0 °C. Se
afiadieron péptido Pvl (103,63 mg, 0,031 mmol) y trietilamina (4,80 ul, 0,034 mmol) y la
mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 hora. La mezcla de reaccion se purificé mediante
HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccién preparativa se
liofiliz6 para producir el Compuesto 28 (75 mg, 0,017 mmol, 60,49 % de rendimiento ) como
un sélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA. LCMS: [M + H] * calculada para
C206H306N42055S2, 4315,073; hallada 1439,3 [(M+3)/3]; HPLC: Columna Atlantis dC18 (250
X4,6)mm, 5uym, Fase movil A : TFA al 0,1 % en agua MilliQ, Fase movil B: ACN; Flujo: 1,0 mL
/ min; RT (min): 12,516; Pureza (Max): 99,59 %.

Ejemplo 29: Sintesis del Compuesto 29
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Compuesto 29

Etapa 1: ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(((R)-3-metil-

2-(piridin-2-ildisulfaneil)butoxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-

- o)
/YW Q/ o
O N -

H :

metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina
A una solucién agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-

(metilamino)  butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
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metilpropanoil)-L-fenilalanina (230 mg, 0,314 mmol) y (4-nitrofenil) carbonato de (R)-3-metil-
2-(piridin-2-ildisulfaneil)butilo (124 mg, 0,314 mmol) en DMF (1 ml) se le agregé DIPEA (0,11
ml, 0,628 mmol) seguido por 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,157 ml, 0,157 mmol) a 0
°C. La mezcla de reaccién se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purificd
mediante HPLC preparativa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccién
preparativa se liofilizé para proporcionar: ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-
((S)-3-metil-2-(metil(((R)-3-metil-2-(piridin-2-il disulfaneil) butoxi) carbonil) amino) butanamido)
butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-
fenilalanina (150 mg, 0,148 mmol, 48,35 % de rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M
+ H] * calculada para CsoH7sNsO10S2, 987,326; hallada 986,4 (M-H)

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 29

Una solucion de ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(((R)-
3-metil-2-(piridin-2-ildisulfaneil)butoxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (150 mg, 0,152 mmol)
en DMF (1 ml) se enfri6 hasta 0 °C. Se afadieron péptido Pvl (498 mg, 0,152 mmol) y
trietilamina (41,8 pl, 0,304 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 3 hora. La
mezcla de reaccion se purifico mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 %
en H>O y ACN. La fraccién preparativa se liofiliz6 para producir el Compuesto 29 (425 mg,
0,101 mmol, 67,34 % de rendimiento ) como un solido blanco. El producto obtenido es una sal
de di-TFA. LCMS: [M + H] * calculada para Cig7H299N41053S,, 4153,913; hallada 1385,7
[(M+3)/3]; HPLC: Columna Atlantis dC18 (250 X4,6)mm, 5um, Fase movil A : TFA al 0,1 % en
agua MilliQ, Fase moévil B: ACN; Flujo: 1,0 mL / min; RT (min): 12,257; Pureza (Max):
98,793 %.

Ejemplo 30: Sintesis del Compuesto 30
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Compuesto 30

Etapa 1: ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil((((1S,2S)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina

A una solucién agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metilamino)  butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (56 mg, 0,076 mmol) vy ((1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil) carbonato de 4-nitrofenilo (35,84 mg, 0,092 mmol) en DMF (1 ml) se le
agreg6 DIPEA (20,42 ul, 0,115 mmol) seguido por 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (5,20
ul, 0,038 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccion se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O
y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para proporcionar: ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-
4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil((((1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (2) (45 mg, 0,041 mmol,
59,69 % de rendimiento) como un sélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para
CsoH76N6010S2, 985,310; hallada 983,4 (M-H)

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 30

Una solucion de ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metil((((1S,2S)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (43 mg, 0,044 mmol) en

DMF (1 ml) se enfri6 hasta 0 °C. Se afiadieron péptido Pv1 (143 mg, 0,044 mmol) y trietilamina
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(12,16 ul, 0,087 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 3 hora. La mezcla de
reacciéon se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H.O y
ACN. La fraccién preparativa se liofilizé para producir el Compuesto 30 (102 mg, 0,024 mmol,
56,29 % de rendimiento ) como un soélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA.
LCMS: [M + H] * calculada para Ci97H297N410s3S>, 4151,897; hallada 1383,1 [(M-3)/3]; HPLC:
Columna X-Bridge C8(50X4,6)mm,3,5um, Fase movil:A:TFA al 0,1 % en agua, Fase
movil:B:TFA al 0,1 % en ACN, Flujo:2,0 mL/min; RT (min): 5,596; Pureza (Max): 98,55 %

Ejemplo 31: Sintesis del Compuesto 31
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Compuesto 31

Etapa 1: ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil ((((1R,2R)-2-
(piridin-2-ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina

A una solucion agitada de ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metilamino)  butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanoil)-L-fenilalanina (56 mg, 0,076 mmol) vy ((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil) carbonato de (4-nitrofenilo (35,84 mg, 0,092 mmol) en DMF (1 ml) se
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le agreg6 DIPEA (20,42 pl, 0,115 mmol) seguido por 1-hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (5,20
ul, 0,038 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a TA durante 18 horas. La mezcla de
reaccién se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O
y ACN. La fraccién preparativa se liofilizé para proporcionar: ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-
4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil((((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (28 mg, 0,028 mmol,
37,14 % de rendimiento) como un sdlido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para
Cs0H76NeO10S2, 985,310; hallada 984,4 (M-H)

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 31

Una solucién de ((2R,3R)-3-((R)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-
(metil((((1R,2R)-2-(piridin-2-
ildisulfaneil)ciclopentil)oxi)carbonil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil)-L-fenilalanina (25 mg, 0,025 mmol) en
DMF (1 ml) se enfrié hasta 0 °C. Se afiadieron péptido Pv1 (83 mg, 0,025 mmol) y trietilamina
(2,56 ul, 0,025 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a TA durante 3 hora. La mezcla de
reacciéon se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H,O y
ACN. La fraccién preparativa se liofilizo para producir el Compuesto 31 (70 mg, 0,017 mmol,
66,44 % de rendimiento ) como un soélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA.
LCMS: [M + H]* calculada para Cig7H297N41053S>, 4151,897; hallada 1384,9 [(M+3)/3]; HPLC:
Columna Atlantis dC18 (250 X4,6)mm, 5um, Fase mévil A: TFA al 0,1 % en agua MilliQ, Fase
movil B: ACN; Flujo: 1,0 mL / min; RT (min): 12,134; Pureza (Méax): 98,998 %

Ejemplo 32: Sintesis del Compuesto 32

=
W |N Etapa 1

/YWO Q/ o - + $ HOAt en DMA, DIPEA
O N A A O Q DMF
H ] Mo
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Compuesto 32
Etapa 1: ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,59)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-
illamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)carbamato  de
(1-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclobutil)metilo
A una solucion agitada de (S)-N-((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil - 1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida (50 mg,
0,069 mmol) y ((1-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclobutil)metil) carbonato de 4-nitrofenilo (2) (36,55
mg, 0,083 mmol) en DMF (1 ml) se le agreg6 DIPEA (24,13 puL, 0,014 mmol) seguido r 1-
hidroxi-7-azabenzotriazol en DMA (0,47 ml, 0,035 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se
agité a TA durante 18 horas. La mezcla de reaccion se purific6 mediante HPLC preparativa
mediante el uso de HCOOH al 0,1 % en H,O y ACN. La fraccion preparativa se liofilizé para
proporcionar: ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)(metil)carbamato de (1-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclobutil)metilo (35 mg, 0,034 mmol, 49,45 %
de rendimiento) como un soélido blanco. LCMS: [M + H] * calculada para CsoH77N7011S2,
1016,324; hallada 1015,0 (M-H)

Etapa 2: Sintesis del Compuesto 32

Una solucién de ((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S5)-1-((R)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-
oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-oxobutan-2-

il(metil)carbamato de (1-(piridin-2-ildisulfaneil)ciclobutil)metilo (35 mg, 0,034 mmol) en DMF
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(1 ml) se enfrié hasta 0 °C. Se afadieron péptido Pvl (112,9 mg, 0,034 mmol) y trietilamina
(9,6 pl, 0,068 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a TA durante 4 hora. La mezcla de
reacciéon se purific6 mediante HPLC preparativa mediante el uso de TFA al 0,1 % en H.O y
ACN. La fraccién preparativa se liofilizd para producir el Compuesto 32 (82 mg, 0,020 mmol,
57,45 % de rendimiento ) como un soélido blanco. El producto obtenido es una sal de di-TFA.
LCMS: [M + H] * calculada para Ci97H299N410s,S,, 4137,914; hallada 1378,1 [(M-3)/3]; HPLC:
Columna X-Bridge C8(50X4,6)mm,3,5um, Fase movil:A:TFA al 0,1 % en agua, Fase
movil:B:TFA al 0,1 % en ACN, Flujo:2,0 mL/min; RT (min): 5,53; Pureza (Max): 98,659 %

Los siguientes compuestos de la Tabla 3 se prepararon mediante el uso de los procedimientos
descritos en los ejemplos anteriores.
Tabla 3.
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Ejemplo 38: Sintesis del Compuesto 38
Pvi<

it

Etapa 1: Sintesis de 2,2-dimetil-4-0x0-3,8,11,14,17,20-hexaoxa-5-azatricosan-23-oato de alilo
(38-2)

_~_Br (1.5Eq)

Cs,CO 20E
o OH s,C03  ( Q) o o
BocHN BocHN Al

50 MeCN, ta, 18 h 50 :y

82%
38-1 38-2

A una solucién de 38-1 (2,00 g, 1,0 Eq., 4,88 mmol) en acetonitrilo (50 mL) se le afiadieron
carbonato de cesio (3,18 g, 2,0 Eq., 9,77 mmol) y bromuro de alilo (630 pL, 1,50 Eq., 7,33
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 18 h. El carbonato de
cesio restante se separdé mediante filtracion y el solvente se eliminé al vacio. La purificacion
por cromatografia ultrarrapida (EtOAc/ciclohexano, 0 % para 2 CV, 0 % a 100 % en 10 CV)
proporcioné el compuesto del titulo (1,80 g, 82 %) como un sélido blanco. *H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6,75 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 5,95 - 5,85 (m, 1H), 5,34 — 5,24 (m, 1H), 5,22 — 5,16 (m,
1H), 4,55 (dt, J = 5,3, 1,6 Hz, 2H), 3,64 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,54 - 3,50 (m, 16H) 3,4 (t, J = 6,1
Hz, 2H), 3,05 (g, J = 6,0 Hz, 2H), 2,57 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 1,37 (s, 9H).

Etapa 2: Sintesis de clorhidrato de 1-amino-3,6,9,12,15-pentaoxaoctadecan-18-oato de alilo
(38-3)

0 OAllyl HC1(20.0 Eq) Acl 0 0
BocHN y - HZN% \/%VA'

50 dioxano, ta, 18 h 50 ly

9 I
38-2 99% 38-3
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A una solucién de 38-2 (1,80 g, 1,0 Eq., 4,00 mmol) en dioxano (20 mL) se le afiadié HCI 4 N
en dioxano (20,0 mL, 20,0 Eqg., 80,0 mmol) y la reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 18 horas. La reaccién se concentrd al vacio y el residuo se trituré con éter dietilico
para proporcionar el compuesto del titulo (1,55 g, 99 %) como un aceite incoloro. *H NMR
(400 MHz, MeOD-d4) 6 5,95 (ddt, J = 17,2, 10,5, 5,6 Hz, 1H), 5,37 — 5,27 (m, 1H), 5,24 — 5,20
(m, 1H), 4,61 (dt, J = 5,6, 1,5 Hz, 2H), 3,68 — 3,62 (m, 20H), 3,17 — 3,11 (m, 2H), 2,64 (t, J =
6,0 Hz, 2H).

Etapa 3: Sintesis de 1-(((1S,2S)-2-(((4-(hidroximetil)fenil)carbamoil)oxi)ciclohexil)disulfaneil)-
3-0x0-7,10,13,16,19-pentaoxa-4-azadocosan-22-oato de alilo (38-4)

38-3 (1.3 Eq)
Hc 0 OAllyl
S e e
HO/\©\ j)\ 50
N" © 0 DIC (1.3 Eq), HOB (1.3 Eq), DIPEA (5.0 Eq)
i 2 s~ 3 Eq), 3 Eq), 0Eq
s OH
DMF, rt, 18 h
59%
38-3'

QB
. i
B S.
S/\)J\N/\QO\/%‘/OAIM
H 50

38-4
A una solucion de 38-3' (500 mg, 1,0 Eq., 1,30 mmol) en DMF anhidra (10 mL) se le afadio
1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-0l (228 mg, 1,3 Eq., 1,69 mmol), N,N'-diisopropilcarbodiimida (262
uL, 1,3 Eqg., 1,69 mmol) y N-etil-N-isopropilpropan-2-amina (838 mg, 5,0 Eqg., 6,49 mmol). La
mezcla se agitdé durante 10 min. A continuacioén, se afiadi6 clorhidrato de 1-amino-3,6,9,12,15-
pentaoxaoctadecan-18-oato de alilo 38-3 (651 mg, 1,3 Eqg., 1,69 mmol) en DMF (10 mL) y la
solucidn se continud agitando a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se purifico
mediante cromatografia de fase inversa (metanol/agua (acido férmico al 0,1 %), 5 % para 2
CV,5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2 CV) para proporcionar el compuesto del titulo (545
mg, 59 %) como un sélido blanco. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 9,58 (s, 1H), 7,97 (t, J =
5,7 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,24 — 7,16 (m, 2H), 5,90 (ddt, J = 17,3, 10,6, 5,4 Hz,
1H), 5,38 — 5,12 (m, 2H), 4,67 — 4,58 (m, 1H), 4,55 (dt, J = 5,4, 1,5 Hz, 2H), 4,43 — 4,37 (m,
2H), 3,64 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,52 — 3,44 (m, 16H), 3,38 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,21 — 3,13 (m,
2H), 2,92 - 2,81 (m, 3H), 2,59 — 2,53 (m, 2H), 2,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,16 — 2,00 (m, 2H),
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1,77 — 1,26 (m, 6H). LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [CssHs3N2011S2]" [M + H]*:

717, hallada: 717.

Etapa 4: Sintesis de 1-(((1S,2S)-2-(((4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamoil)oxi)ciclohexil)disulfaneil)-3-oxo-7,10,13,16,19-
pentaoxa-4-azadocosan-22-oato de alilo (38-5)

(2.0 Eq)

HO 0
ael! o
N" O o DIPEA (2.0 Eq)
H 3 Seg /\)LN/\QO\/;YOAM
O, H 50 DMF4 °Cata,2h

67%

38-4

o)
oJ\o/\©\ 0
o i
- S\S/\)J\N/\QO\/%(OAIWI
38-5 3 50

A una solucién de 38-4 (540 mg, 1,0 Eq., 753 umol) en DMF anhidra (15 mL a 4 °C se le
afiadi6é carbonato de bis(4-nitrofenilo) (458 mg, 2,0 Eq., 1,51 mmol) y diisopropiletilamina (388
uL, 3,0 Eq., 2,26 mmol). Se dej6é que la mezcla alcanzara temperatura ambiente y se agité
durante 18 horas. La mezcla se purific6 mediante cromatografia de fase inversa
(metanol/agua (acido férmico al 0,1 %), 5% para 2 CV, 5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2
CV) para proporcionar el compuesto del titulo (444 mg, 67 %) como un sélido blanco. *H NMR
(400 MHz, MeOD-d,) 8,37 — 8,26 (m, 2H), 7,55 — 7,43 (m, 4H), 7,42 — 7,34 (m, 2H), 5,93
(ddt, J=17,2, 10,8, 5,5 Hz, 1H), 5,34 — 5,27 (m, 1H), 5,26 — 5,23 (m, 2H), 5,22 — 5,18 (m, 1H),
4,74 - 4,64 (m, 1H), 4,60 — 4,56 (m, 2H), 3,73 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,61 — 3,56 (m, 16H), 3,49 (t,
J=5,3 Hz, 2H), 2,95 (td, J = 7,2, 1,8 Hz, 2H), 2,88 — 2,79 (m, 1H), 2,61 - 2,55 (m, 4H), 2,23 —
2,12 (m, 2H), 1,82 — 1,38 (m, 6H), 3 protones muy probablemente cubiertos por la sefial de
metanol. LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [CaoHssN3015S2]" [M + H]™: 882, hallada:
882.
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Etapa 5: Sintesis del compuesto 38-6

MMAE (1.2 Eq)
)L HOBt (1.2 Eq), DIPEA (3.0 Eq)
/\)L /\é V%(OAnyl DMF, ta, 18 h
47%

AR ﬁ g
s A A@ o

A una solucién de 38-5 (400 mg, 1,0 Eq., 454 umol) en DMF (4 mL) se le afiadieron HOBt
(93,1 mg, 1,2 Eq., 544 pmol), DIPEA (234 L, 3,0 Eq., 1,36 mmol), MMAE (391 mg, 1,2 Eq.,
544 umol) y tamices moleculares de 3 A. La reaccion se agit6 a temperatura ambiente durante
18 hora. La mezcla se purific6 mediante cromatografia de fase inversa (metanol/agua (acido
férmico al 0,1 %), 5 % para 2 CV, 5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2 CV) para proporcionar
el compuesto del titulo (313 mg, 47 %) como un sélido blanco esponjoso. LC-MS (ESI+) Masa
exacta calculada para [C73H11sN7019S2]" [M + H]*: 1461, hallada: 1461.

Etapa 7: Sintesis del Compuesto 38-8

/\@\ ZN\/\b (1.3 Eq)
MMAE
e
/\)k HATU (1.3 Eq)
[CRasanrs

DIPEA, DMF, ta, 18 h
99%

38-7

(o}

MMAE*O/\Q o}
mkg o) H o}
O/S\S/\)LN/\/QO\/%rN\/\b
H J /
o

38-8
A una solucion de 38-7 (60 mg, 1,0 Eq., 42 umol) en DMF (5 mL) se le afiadio HATU (21 mg,
1,3 Eq., 55 pumol) y diisopropiletilamina (29 pL, 4,0 Eq., 0,17 mmol). Después de 15 minutos
de agitacion a temperatura ambiente, se afiadi6é una solucién de clorhidrato de 1-(2-aminoetil)-
1H-pirrol-2,5-diona (9,7 mg, 1,3 Eq., 55 ymol) en DMF (5 mL) y la mezcla se agité6 a

temperatura ambiente durante 18 horas. La reaccion se purific6 mediante cromatografia de
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fase inversa (acetonitrilo/agua (acido férmico al 0,1 %), 5 % para2 CV, 5% a 95 % en 12 CV,
95 % para 2 CV) para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanco (65 mg,
99 %). LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [CzeHi20N9oO20S2]* [M + H]*: 1542,8,
hallada:1543,3

Etapa 8: Sintesis del Compuesto 38

S

f@ (PV1, 1.1 Eq)
(0]
o DIPEA, DMF, ta, 18 h
MMAE 388 8%

Q¢wmg§

Compuesto 38

@
© (0]
MMAE
A una solucién de 38-8 (65 mg, 1,0 Eq., 42 umol) en DMF (3 mL) se le afiadié Pv1 (150 mg,
1,1 Eq., 46 pumol) y diisopropiletilamina (51 pL, 7,0 Eqg., 0,29 mmol).La mezcla se agit6é a
temperatura ambiente durante 18 horas y se purificO mediante cromatografia de fase inversa
(acetonitrilo/agua (acido férmico al 0,1 %), 5 % para 2 CV, 5 % a 95 % en 12 CV, 95 % para
2 CV) para proporcionar el Compuesto 38 como un sélido blanco (16 mg, 8 %). HPLC: 96 %
a 220 nm. LC-MS (ESI-) Masa exacta calculada para [C22sH341N44064S3]* [M - 3H]*: 1605,8,

hallada:1605,9. Masa exacta calculada para [CazzsH340N14OssS3]* [M - 4H]*: 1204,1,
hallada:1204,1

Ejemplo 39: Sintesis del Compuesto 39

Pv1\S
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Etapa 1: Sintesis de 2,2-dimetil-4-ox0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azaheptadecan-17-oato de alilo
(39-2)

(1.5 Eq)
/\/Br
CSch?, (20 Eq)
o OH

BocHN/\/( \/%( BocHN O\/>j(/?|

30 MeCN, ta, 18 h g ly

71% |
39-1 39-2

A una solucién de 39-1 (2,00 g, 1,0 Eqg., 6,23 mmol) en acetonitrilo (50 mL) se le afiadieron
carbonato de cesio (4,06 g, 2,0 Eq., 12,5 mmol) y bromuro de alilo (803 uL, 1,5 Eq., 9,35
mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 18 h. El carbonato de
cesio restante se separd mediante filtracion y el solvente se eliminé al vacio. La purificacién
por cromatografia ultrarrapida (EtOAc/ciclohexano, 0 % para 2 CV, 0 % a 100 % en 10 CV)
proporciond el compuesto del titulo (1,60 g, 71 %) como un polvo blanco. *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 5,91 (ddt, J = 17,2, 10,4, 5,7 Hz, 1H), 5,37 — 5,18 (m, 2H), 5,11 — 4,73 (br s, 1H),
4,59 (dt, J =5,7, 1,4 Hz, 2H), 3,77 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 3,68 — 3,58 (m, 8H), 3,53 (dd, J = 5,5,
4,7 Hz, 2H), 3,30 (t, J = 5,1 Hz, 2H), 2,63 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 1,43 (s, 9H).

Etapa 2: Sintesis de clorhidrato de 3-(2-(2-(2-aminoetoxi)etoxi)etoxi)propanoato de alilo (39-
3)

HCI (20.0 Eq) HCI
o) OAllyl . 0 0
BocHN g HoN Al

30 dioxano, ta, 18 h 30 ly

0,
39-2 9% 39-3

A una solucién de 39-2 (1,60 g, 1,00 Eq., 4,23 mmol) en dioxano (20 mL) se le afiadio HCI 4
N en dioxano (22,1 mL, 20,0 Eqg., 88,5 mmol) y la reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 18 horas. La reaccion se concentré al vacio y el residuo se tritur6 con éter dietilico
para proporcionar el compuesto del titulo (1,32 g, 99 %) como un aceite incoloro. *H NMR
(400 MHz, MeOD-d,) 5,99 - 5,89 (m, 1H), 5,32 (dq, J = 17,2, 1,6 Hz, 1H), 5,22 (dq, J = 10,5,
1,4 Hz, 1H), 4,60 (dt, J = 5,6, 1,5 Hz, 2H), 3,78 - 3,74 (m, 2H), 3,72 - 3,69 (m, 2H) 3,67 - 3,65
(m, 6H), 3,64 - 3,62 (M, 4H), 3,14 - 3,11 (m, 2H), 2,63 (t, J = 6,0 Hz, 2H).

Etapa 3: Sintesis de 1-(((1S,2S)-2-(((4-(hidroximetil)fenil)carbamaoil)oxi)ciclohexil)disulfaneil)-

3-o0x0-7,10,13-trioxa-4-azahexadecan-16-oato de alilo (39-4)
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39-3 (1.3 Eq

)
Hel (0] OAllyl
LR °0
N (0]

0
= DIC (1.3 Eq), HOBt (1.3 Eq), DIPEA (5.0 Eq)
SN .
O DMF, ta, 18 h
92%
39-3'

e e¥
S
s\s/\)LN/\Qo\/%(OAnyl

394

A una solucién de 39-3' (500 mg, 1,0 Eq., 1,30 mmol) en DMF anhidra (10 mL) se le afiadi6
1H-benzo[d][1,2,3]triazol-1-ol (228 mg, 1,3 Eq., 1,69 mmol), N,N'-diisopropilcarbodiimida (262
uL, 1,3 Eq., 1,69 mmol) y diisopropiletiliamina (838 mg, 5,0 Eq, 6,49 mmol). La mezcla se
agité durante 10 min. A continuacién, se afadié clorhidrato de 3-(2-(2-(2-
aminoetoxi)etoxi)etoxi)propanoato de alilo (502 mg, 1,3 Eq, 1,69 mmol) en DMF (10 mL) y la
solucién continué agitando a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se purificd
mediante cromatografia de fase inversa (metanol/agua (acido formico al 0,1 %), 5 % para 2
CV, 5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2 CV) para proporcionar el compuesto del titulo (747
mg, 92 %) como un sélido blanco. *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8 7,97 (t, J = 5,7 Hz, 1H),
7,41 (m, 2H), 7,21 — 7,19 (m, 2H), 5,90 (ddt, J = 17,2, 10,6, 5,3 Hz, 1H), 5,34 — 5,17 (m, 2H),
5,07 — 5,02 (m, 1H), 4,65 — 4,57 (m, 1H), 4,55 (dt, J = 5,3, 1,6 Hz, 2H), 4,43 — 4,48 (m, 2H),
3,63 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,53 — 3,43 (m, 8H), 3,38 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,22 — 3,13 (m, 3H), 2,92
- 2,83 (m, 3H), 2,57 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,17 — 1,99 (m, 2H), 1,77 —
1,28 (m, 6H). LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [C29HisN20sS2]" [M + H]*: 629,
hallada: 629.

Etapa 4: Sintesis de 1-(((1S,2S)-2-(((4-((((4-
nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenil)carbamoil)oxi)ciclohexil)disulfaneil)-3-oxo-7,10,13-trioxa-4-

azahexadecan-16-oato de alilo (5)
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(2.0 Eq)
HO/\©\ JCJ)\ NpO)J\ONp
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39-5

H 30

A una solucion de 39-4 (740 mg, 1,0 Eg., 1,18 mmol) en DMF anhidra (15 mL a 4 °C se le
afiadi6é carbonato de bis(4-nitrofenilo) (716 mg, 2,0 Eq., 2,35 mmol) y diisopropiletilamina (607
uL, 3,0 Eq., 3,53 mmol). Se dej6é que la mezcla alcanzara temperatura ambiente y se agité
durante 18 horas. La mezcla se purific6 mediante cromatografia de fase inversa
(metanol/agua (acido férmico al 0,1 %), 5% para 2 CV, 5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2
CV) para proporcionar el compuesto del titulo (520 mg, 56 %) como un sélido blanco. *H NMR
(400 MHz, DMSO-ds) 6 8,35 — 8,27 (m, 2H), 7,97 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 7,60 — 7,54 (m, 2H), 7,53
- 7,48 (m, 2H), 7,40 - 7,36 (m, 2H), 5,89 (ddt, J =17,3, 10,6, 5,3 Hz, 1H), 5,32 - 5,25 (m, 1H),
5,24 — 5,21 (m, 2H), 5,21 — 5,17 (m, 1H), 4,69 — 4,59 (m, 1H), 4,55 (dt, J = 5,3, 1,6 Hz, 2H),
3,63 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 3,51 — 3,43 (m, 8H), 3,37 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,22 — 3,12 (m, 3H), 2,88
(t, J = 6,9 Hz, 3H), 2,56 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,17 — 2,02 (m, 2H), 1,75
— 1,31 (m, 6H). LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [CzsHasN3013S2]" [M + H]*: 794,
hallada: 794.

Etapa 5: Sintesis de 39-6
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A una solucion de 39-5 (420 mg, 1,0 Eqg., 529 umol) en DMF (4 mL) se le afadieron HOBt
(109 mg, 1,2 Eg., 635 umol), diisopropiletilamina (273 uL, 3,0 Eg., 1,59 mmol), MMAE (456
mg, 1,2 Eq., 635 pmol) y tamices moleculares de 3 A. La reaccion se agit6 a temperatura
ambiente durante 18 hora. La mezcla se purific6 mediante cromatografia de fase inversa
(metanol/agua (acido férmico al 0,1 %), 5 % para 2 CV, 5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2
CV) para proporcionar el compuesto del titulo (313 mg, 28 %) como un sdlido blanco
esponjoso. LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [CesH110N7017S2]* [M + H]*: 1372,7,
hallada:1372,9.

Etapa 6: Sintesis de 39-7
0}

IS Pd(PPhj), (20 mol%),
MMAE”~ ~O 0 o
)k PPh3 (10 mol%), pirrolidina (1.2 Eq)

N” 0
H =

o}
S\S/\)kN/\(,Ov%rOA"yl CH,Cly, ta, 18 h
H 30 33%
39-6

o}
MMAE)ko/\Q o)
o g
O’S\S/\)LN/\QO\/%(OH
H 3
o}
39.7

A una solucion de 39-6 (200 mg, 1,0 Eq., 146 pmol) en CH2Cl» seco (2 mL) se le afadio
trifenilfosfina (3,8 mg, 10 % molar, 15 pmol). La soluciéon se purgd con nitrégeno durante 2
minutos y luego se afiadieron Pd(PPhs)4 (33,7 mg, 20 % molar, 29,1 pmol) y pirrolidina (14 pL,
1,2 Eq, 175 pmol). Se dejé la mezcla en agitacion a temperatura ambiente durante 18 h. La

reaccion se concentré al vacio y el residuo se purific6 mediante cromatografia de fase inversa
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(metanol/agua (acido férmico al 0,1 %), 5% para 2 CV, 5% a 95 % en 12 CV, 95 % para 2
CV) para proporcionar el compuesto del titulo (64 mg, 33 %) como un sdlido amarillo
esponjoso. El espectro de *H NMR es demasiado complejo para su interpretacion. LC-MS
(ESI+) Masa exacta calculada para [CesH106N7017S2]" [M + H]*: 1332,7, hallada:1332,5.

Etapa 7: Sintesis de 39-8

HCI o)
H,N
i 2 \/\b (1.3 Eq)
MMAE on i 5

N" O o HATU (1.3 Eq)
H = -
N H
S S/\)LN/\QOV%(O
H 50

DIPEA, DMF, ta, 18 h
92%

39-7

o}
MMAELO/\Q o)
HXQ o H 0
: S\S/\)kN/\QO\/%TN\/\N
H 30 /
o

39-8

A una solucién de 39-7 (60 mg, 1,0 Eqg., 45 umol) en DMF (4 mL) se le afiadi6 HATU (22 mg,
1,3 Eq., 59 ymol) y diisopropiletilamina (31 pL, 4,0 Eq., 0,18 mmol). Después de 15 minutos
de agitacion a temperatura ambiente, se afiadié una solucion de clorhidrato de 1-(2-aminoetil)-
1H-pirrol-2,5-diona (10 mg, 1,3 Eq., 59 umol) en DMF (4 mL) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 18 horas. La reaccion se purific6 mediante cromatografia de
fase inversa (acetonitrilo/agua (acido formico al 0,1 %), 5 % para2 CV,5% a 95 % en 12 CV,
95 % para 2 CV) para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanco (60 mg,
92 %). LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [C72H112NeO18S2]* [M + H]*: 1454,7, hallada:
1454,8.

Etapa 8: Sintesis del Compuesto 39
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P P

O,
O

(PV1,1.1 Eq)

DIPEA (7.0 Eq), DMF, ta, 18 h

39-8 0
MMAE 31%

>,
/__®/NH

(0]

/EO Compuesto 39

MMAE
A una solucién de 39-8 (60 mg, 1,0 Eq., 41 umol) en DMF (3 mL) se le afiadié Pv1 (150 mg,
1,1 Eq., 45 umol) y diisopropiletilamina (50 pL, 7,0 Eq., 0,29 mmol). La mezcla se agité a

(0]
(0]
H

Q ; ~

d S_S/\/MN/\QO\%]/N\/\N

H 3
(0]
(0]
PV1

temperatura ambiente durante 18 horas y se purificO mediante cromatografia de fase inversa
(acetonitrilo/agua (acido férmico al 0,1 %), 5 % para 2 CV, 5 % a 95 % en 12 CV, 95 % para
2 CV) para proporcionar el compuesto del titulo como un sélido blanco (60 mg, 31 %). HPLC:
99 % a 220 nm. LC-MS (ESI+) Masa exacta calculada para [C224H333N24062S3]* [M - H]J:
1576,5, hallada: 1576,2. Masa exacta calculada para [Cz24Hz32N44062S3]* [M - H]: 1182,1,
hallada: 1182,8

Ejemplo A: Ensayo de retraso del crecimiento in vitro en células cancerosas

Las células (células colorrectales HCT116, células de prostata PC3, células de NSCLC NCI-
H1975 y células de NSCLC NCI-H292) se sembraron en placas de 3000 células por pocillo en
placas de 96 pocillos con fondo transparente y paredes negras (Griener) en medio de cultivo
que contenia FBS al 10 %.Las células se dejaron adherir a temperatura ambiente durante 60
minutos antes de regresar a un incubador a 37 °C, CO; al 5 %.Después de 24 horas, el medio
se removié y se reemplaz6 con medio de cultivo reciente que contenia diversas
concentraciones de farmaco. Cada concentracion de farmaco se afadid por triplicado. Los
controles no tratados con farmaco contenian solo medio de crecimiento. Las células se
regresaron al incubador. Noventa y seis horas después de la adicién del farmaco, las células
se fijaron con 4 % paraformaldehido durante 20 minutos y se tifieron con Hoechst a 1 pg/mL.
Se tomaron imagenes de las placas en un generador de imagenes automatico Cytation 5
(BioTek) y las células se contaron mediante el uso de CellProfiler (http://cellprofiler.org).El
porcentaje de retraso de crecimiento celular se calculo y los datos se graficaron mediante el

uso de GraphPad Prism.
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La FIG. 1A muestra un gréfico del retraso del crecimiento de células colorrectales HCT116 in
vitro después de cuatro dias de incubacion con las concentraciones indicadas de Compuesto
2 o MMAE no conjugada.

La FIG. 1B muestra un grafico del retraso del crecimiento de células de préstata PC3 in vitro
después de cuatro dias de incubacién con las concentraciones indicadas de Compuesto 2 o
MMAE no conjugada.

La FIG. 1C muestra una grafica del retraso del crecimiento de células de NSCLC NCI-H1975
in vitro después de cuatro dias de incubacion con las concentraciones indicadas de
Compuesto 2 o MMAE no conjugada.

La FIG. 1D muestra una gréfica del retraso del crecimiento de células de NSCLC NCI-H292
in vitro después de cuatro dias de incubacion con las concentraciones indicadas de
Compuesto 2 o MMAE no conjugada.

La siguiente tabla muestra la inhibicion del crecimiento (ICs) de 4 dias de las células
colorrectales HCT116 después del tratamiento con el compuesto ilustrativo indicado.

N.° de ejemplo ICs0 (NM)
1 2,0
2 19
3 2,8
4 3,0
5 10,4
6 7,8
7 12,1
8 ND
9 ND
10 11
11 6,3
12 1,4
13 1,6
14 ND
15 ND
16 1,7
17 4,3
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18 5,6
19 4,2
20 0,7
21 ND
22 ND
23 ND
24 ND
25 165
26 155
27 158
28 297
29 322
30 750
31 733
32 ND
33 291
34 285
35 2825
36 1107
37 201
38 ND
39 ND

ND = no determinado.

Ejemplo B: Ensayo funcional de detencion del ciclo celular in vitro en células

cancerosas

Incubacion de células con MMAE y Compuesto 2 y tincion con yoduro de propidio

Se sembraron células HCT116 en placas de cultivo de tejidos de 6 pocillos a razén de 500.000
células por pocillo en 2 mL de DMEM y se incubaron durante la noche en una incubadora a
37 °C y CO; al 5 %. Se afiadieron 200 uL de diluciones de MMAE y Compuesto 2 que se
prepararon a concentraciones de 10X en DMEM + DMSO al 4 % a los pocillos apropiados de
las placas de 6 pocillos y las placas se incubaron durante 24 horas. Después de la exposicion
de las células HCT116 a MMAE o al Compuesto 2, las células se recogieron para tincion con

yoduro de propidio y citometria de flujo. Se recogieron medios de cada pocillo y se transfirieron
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a tubos de centrifuga conicos de 15 mL para recoger las células no adherentes. Se afiadié
PBS (1 mL) alos pocillos de lavado y luego se transfiri6é a los tubos de 15 mL. Se afiadié Tryp-
LE (1 mL) a cada pocillo y las placas se incubaron durante 5 minutos en una incubadora a 37
°Cy CO: al 5 % hasta que las células se despegaron de la superficie del pocillo. A cada pocillo
se afiadié una solucion de DMEM + suero bovino fetal al 10 % (1 mL). Se trituraron los pocillos
y las células se transfirieron a tubos. Se afiadié a los pocillos una solucion de DMEM + suero
bovino fetal al 10 % (1 mL) para asegurar la recoleccion de células. Estas se transfirieron
nuevamente a los tubos de 15 mL. Los recuentos celulares y la viabilidad de cada muestra se
evaluaron mediante exclusion con azul de tripano en un contador de células Bio-Rad TC20.
Las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos. Se decanto el sobrenadante y se
resuspendieron las células en PBS a 1 X10° células/mL para la tinciéon con yoduro de propidio.

Analisis de células tefiidas con yoduro de propidio mediante citometria de flujo

Condiciones de tincion celular

Yoduro de propidio Concentracién final — 300 pg/mL

RNasa Concentracion final - 50pg/mL

Se transfirié una alicuota (1 mL) de cada suspension celular a una placa de polipropileno de
pocillo profundo. La placa se centrifugé a 1200 rpm durante 5 minutos. Se decantd el
sobrenadante y se resuspendieron las células en 330 uL de PBS frio. Se afiadié lentamente
un volumen de 670 pL de etanol frio a los lados de cada pocillo. Las células se trituraron
suavemente para lograr un etanol uniforme al 67 % para la fijacion celular en hielo durante 3
horas antes de la tincion. Después de la fijacion, la placa se centrifug6é durante 5 minutos a
1200 rpm y se decantd el etanol:PBS. Las células se resuspendieron en 200 pL de una
solucion de RNasa a 300 ug/mL y yoduro de propidio a 50 pg/mL en PBS. La placa se sell6 y
se incubd en la oscuridad durante 30 minutos a 37 °C o durante la noche a temperatura
ambiente, después de lo cual las células se resuspendieron y se transfirieron a una placa de
polipropileno de pequefio volumen para citometria de flujo. Las células tefiidas con yoduro de
propidio se analizaron mediante el uso de un citometro de flujo BD Acuri. Para cada muestra
se crearon tres lotes:

La FIG. 2A muestra un andlisis del ciclo celular de células colorrectales HCT116 in vitro

después de 24 h de incubacién con las dosis indicadas de MMAE no conjugada.
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La FIG. 2B muestra un analisis del ciclo celular de células colorrectales HCT116 in vitro
después de 24 h de incubacién con las dosis indicadas de Compuesto 2.
Las células muestran acumulacién sensible a la dosis en G2/M, con una ICse de 2,6 nM para

MMAE y una ICso de 19,6 nM para el Compuesto 2.

Ejemplo C: Farmacocinética en plasma del Compuesto 2 en un modelo de rata
Dosificacion de Animales

Ratas hembra Sprague Dawley se sometieron a la canulacion de la vena yugular y a la
insercion de un botén de acceso vascular (VAB, Instech Labs n.° Cat. VABR1B/22) en Envigo
Labs antes del envio. Se usaron tapas magnéticas de aluminio (Instech Labs n.° Cat. n.° Cat.
VABRC) para proteger el orificio de acceso para los catéteres yugulares, lo que permitié que
los animales se alojaran 2 por jaula en un lecho de mazorcas de maiz durante 4-5 dias antes
del estudio. A las ratas se les administr6 una dosis intravenosa Unica de 10 mg/kg de
Compuesto 2 preparado en un vehiculo de 5 % manitol en amortiguador de citrato. A los 2
minutos, 30 minutos, 1, 2 horas, 4 horas, 7 horas y 24 horas después de la administracion del
compuesto, se recogié sangre (250 pL) en microtainers llenos de K2EDTA de ratas
alimentadas. El plasma se aislé por centrifugacién y se transfirieron alicuotas de 100 pL a las
placas de polipropileno de 96 pocillos en hielo seco. Las muestras se almacenaron a -80 °C

hasta su procesamiento para su cuantificacion mediante LC-MS/MS.

Determinacién mediante LC-MS/MS de la concentracion de conjugado en plasma

Se afiadié un volumen de 20 uL de cada muestra (blancos dobles (D-BLK), blancos (BLK),
patrones (STD), controles de calidad (QC) o muestra de matriz) a una placa de precipitacion
de proteinas de 96 pocillos de 1 mL limpia que contenia 20 yL de acido fosférico al 4 % en
agua. Las muestras fortificadas se agitaron a 700 rpm durante 2 minutos y posteriormente se
centrifugaron durante 1 minuto a 1500 rpm para consolidar todo el liquido en el fondo de la
placa. Se afiadié un volumen de 20 uL de patrén interno de trabajo (WIS) a cada muestra de
matriz seguido de 180 pL de acetonitrilo:metanol:dcido férmico (500:500:1, v:v:v). Las
muestras se agitaron a 700 rpm durante 2 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10
minutos a 4 ° C. Se transfirié un volumen de 50 uL de sobrenadante a una placa de recoleccion
de polipropileno de 96 pocillos LoBind limpia de 0,700 mL, seguido de la adicién de 100 uL de
agua:acetonitrilo:acido férmico (900:100:1, v:v:v). Las muestras finales se agitaron a 700 rpm

durante 2 minutos y se inyectaron 5 pL en el sistema LC-MS/MS para su analisis.

Determinacion mediante LC-MS/MS de la concentracion de MMAE en plasma
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Se afiadié un volumen de 25 pL de cada muestra de matriz a los pocillos de una placa de
polipropileno de 96 pocillos, seguido de 150 UL de amortiguador de formiato de amonio (pH
6,9) y 25 pL de patrén interno de trabajo (WIS). Para los controles en blanco doble, el WIS se
sustituyé por 25 pL de agua:acetonitrilo:acido férmico (500:500:1, v:viv). Las muestras
fortificadas se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos. Trabajando en un colector de
presion negativa, se afiadié un volumen de 200 uL de muestra de matriz fortificada a una
placa de extraccién liquida soportada y se permitié que las muestras se filtraran a través de
la frita de la placa bajo una presion negativa de 650-700 torr durante hasta 1 minuto. Se dejo
gue las muestras se absorbieran completamente en la placa durante 5 minutos. Antes de la
elucién, se colocé una placa TrueTaper de 96 pocillos de 2 mL dentro del colector de vacio
para usarla como placa de recoleccion. Se afiadié un volumen de 1000 pL de MTBE a la placa
de muestra original y se dejo que el solvente fluyera por gravedad durante 5 minutos. Se aplicé
una presion negativa de ~650 torr durante 10-30 secciones o hasta que la muestra se hubiera
evacuado por completo de los pocillos. Las eluciones recogidas se evaporaron bajo una
corriente calentada de nitrégeno a 40 °C. Las muestras se reconstituyeron en 100 pL de
acetonitrilo:agua:formiato de amonio 200 mM (90:5:5, v:v:v) y se cubrieron con una tapa de
silicona. Las muestras finales se centrifugaron a 900 rpm durante 2 minutos y posteriormente
se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C. El andlisis se realiz6 inyectando una
muestra de 10 pL en un sistema de LC-MS/MS.

La FIG. 3 muestra un diagrama de la concentracion en plasma del Compuesto 2 y MMAE
liberada después de una dosis IV Unica de 10 mg/kg del Compuesto 2 en la rata (los datos se
expresan como media £ SD). Como se muestra en la FIG. 3, 0,02 % de la ojiva MMAE se
liber6 después de 24 horas en circulacion. La FIG. 3 demuestra que el Compuesto 2 es estable

en plasma durante al menos 24 h.

Ejemplo D: Farmacocinética en tejido del Compuesto 2 en un modelo de raton
Dosificacion de Animales

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables (Innovive). Las células de cancer HCT116 humanas derivadas de
carcinoma colorrectal se diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron
subcutaneamente en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x10° células en
100 pL. Cuando los xenoinjertos alcanzaron un volumen minimo de 300 mm3, a los ratones
se les administré una Unica inyeccion intraperitoneal de 0,5 mg/kg de MMAE o 3 mg/kg del

Compuesto 2 preparado en un vehiculo de manitol al 5 % en citrato. Se recogieron muestras
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de tumor, masculo cuadriceps y médula 6sea de ratones anestesiados y alimentados a las 4,
24 y 48 horas después de la administracién del compuesto. Las concentraciones de MMAE

en tejidos se determinaron mediante LCMS.

Determinacién mediante LC-MS/MS de la concentracion de MMAE en tejido y plasma
MMAE en plasma

Se afiadié un volumen de 75 uL de acetonitrilo:acido formico (1000:1, v:v) que contenia un
patrén interno (MMAE-D8) a los pocillos de una placa de precipitacion de proteinas de 96
pocillos colocada sobre una placa de polipropileno LoBind de 96 pocillos de 0,700 mL. Los
pocillos de muestra en blanco doble y remanente recibieron 75 L de acetonitrilo:acido formico
(1000:1, v:v) sin patrén interno. Se afadié un volumen de 25 pL de cada muestra de matriz a
los pocillos de la placa que contenian el patron interno. Las muestras fortificadas se
centrifugaron a 700 rpm durante 1 minuto y se centrifugaron a 3000 rpm durante 2 minutos a
4 °C. Se descarto la placa de precipitacion de proteinas. Se afiadié un volumen de 50 uL de
fase movil A (acetonitrilo:agua:formiato de amonio 200 mM (90:5:5, v:viv)) a la placa de
recoleccién de polipropileno de 96 pocillos que se cubrié con una estera de silicona. Las
muestras finales se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos y el andlisis se realiz6

inyectando una muestra de 2 L en un sistema de LC-MS/MS.

MMAE tumoral y muscular

Las muestras de tejido descongeladas mantenidas en hielo himedo se ajustaron a 100 mg/mL
con PBS basandose en el peso del tejido. Las muestras se homogeneizaron en una maquina
Precellys Evolution a 7200 rpm durante 2 ciclos de 30 segundos con una pausa de 10
segundos entre cada ciclo. Los homogeneizados se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5
minutos a 4 °C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios Eppendorf LoBind de 2
mL. Se afiadié un volumen de 100 uL de homogeneizado a una placa limpia de polipropileno
de 96 pocillos de 2 mL, seguido de 75 pL de amortiguador de formiato de amonio, pH 6,9 y
25 uL de patron interno de trabajo (WIS). Los controles en blanco doble recibieron 75 pL de
agua:acetonitrilo:acido féormico (1:1:0,001, v:v:v) sin patrén interno. Las muestras fortificadas
se cubrieron con una esterilla de silicona y se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos.
Trabajando en un colector de presién negativa, se afiadieron 200 uL de muestras de matriz
fortificada a una placa de extraccion liquida soportada y se permiti6 que las muestras se
filtraran a través de la frita de la placa con una presion negativa de ~650-700 torr durante
hasta 1 minuto. Se dejé que las muestras se absorbieran completamente en la placa SLE

durante 5 minutos. Antes de la elucion de la muestra, se colocé una placa de recoleccion
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TrueTaper de 96 pocillos de 2 mL dentro del colector de vacio como recipiente de recoleccion.
Las muestras se evaporaron bajo una corriente calentada de nitrégeno a 40 ° C y se
reconstituyeron en 150 uL de acetonitrilo:agua:formiato de amonio 200 mM (90:5:5, viv:v). La
placa de recoleccidon se cubrié con una esterilla de silicona y se centrifugd a 900 rpm durante
2 minutos. Las muestras finales se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el

analisis se realiz6 inyectando una muestra de 2 yL en un sistema de LC-MS/MS.

MMAE en médula 0sea

Los granulos de muestra de médula 6sea descongelados mantenidos en hielo himedo se
ajustaron a una concentracion final de 1,0x10” con amortiguador RIPA enfriado con hielo. Las
muestras se homogeneizaron en una maquina Precellys Evolution a 7200 rpm durante 2 ciclos
de 30 segundos con una pausa de 10 segundos entre cada ciclo. Los homogeneizados
celulares de médula ésea se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y los
sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios Eppendorf LoBind de 2 mL. Se afiadié un
volumen de 200 puL de homogeneizado celular de médula 6sea a los pocillos de una placa
limpia de polipropileno de 96 pocillos de 2 mL, seguido de 175 pL de amortiguador de formiato
de amonio, pH 6,9 y 25 uL de patrén interno de trabajo (WIS). Los controles en blanco doble
recibieron 175 uL de agua:acetonitrilo (1:1, v:v) sin patrén interno. Las muestras fortificadas
se cubrieron con una esterilla de silicona y se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos.
Trabajando en un colector de presién negativa, se afiadieron 400 UL de muestras de matriz
fortificada a una placa de extraccion liquida soportada y se permitié que las muestras se
filtraran a través de la frita de la placa con una presién negativa de ~650-700 torr durante
hasta 1 minuto. Se dejo que las muestras se absorbieran completamente en la placa SLE
durante 5 minutos. Antes de la elucién de la muestra, se colocd una placa de recoleccion
TrueTaper de 96 pocillos de 2 mL dentro del colector de vacio como recipiente de recoleccion.
La elucion se logré aplicando 900 pL de MTBE:acetato de etilo (1:1, v:v) al sistema y
permitiendo que el solvente fluyera por gravedad durante 5 minutos. Se aplicé una presion
negativa de ~650 torr durante 10-30 segundos o hasta que los pocillos estuvieran
completamente evacuados. El proceso de elucion se repitid. Las muestras se evaporaron bajo
una corriente calentada de nitrdgeno a 40 ° C y se reconstituyeron en 25 pL de
agua:acetonitrilo:acido formico (900:100:1, v:v:v). La placa de recoleccion se cubrié con una
esterilla de silicona y se centrifugé a 900 rpm durante 2 minutos. Las muestras finales se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el analisis se realiz6 inyectando 2 uL en
un sistema de LC-MS/MS.
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La FIG. 4A muestra una grafica de los niveles de MMAE no conjugada en tumores de ratén
determinados por LCMS después de una Unica inyeccion intraperitoneal de 0,5 mg/kg de
MMAE o 3 mg/kg del Compuesto 2 en ratones hembra lampifios portadores de tumor
colorrectal HCT116.

La FIG. 4B muestra una grafica de los niveles de MMAE no conjugada en el musculo de ratén
determinados por LCMS después de una Unica inyeccion intraperitoneal de 0,5 mg/kg de
MMAE o 3 mg/kg del Compuesto 2 en ratones hembra lampifios portadores de tumor
colorrectal HCT116.

La FIG. 4C muestra una gréfica de los niveles de MMAE no conjugada en la médula 6sea de
raton determinados por LCMS después de una Unica inyeccién intraperitoneal de 0,5 mg/kg
de MMAE o 3 mg/kg del Compuesto 2 en ratones hembra lampifios portadores de tumor
colorrectal HCT116.

La dosificacién de la ojiva de MMAE no conjugada da como resultado una distribucion
indiscriminada de MMAE en todos los tejidos. Por el contrario, la dosificacién del Compuesto
2 da como resultado la administracion tumoral selectiva de la ojiva de MMAE, con

administracién eficaz de MMAE al tumor, pero no a los tejidos sanos.

Ejemplo E: Eficacia del Compuesto 1 en un modelo de xenoinjerto colorrectal HCT116

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. Las células HCT116 humanas derivadas de carcinoma colorrectal se
diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron subcutaneamente en el flanco
izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x108 células en 100 pL. Cuando los xenoinjertos
alcanzaron un volumen medio de 100-200 mm?3, los ratones se aleatorizaron en grupos y se
trataron como se detalla en la tabla a continuacion. A los ratones se les administraron dosis
intraperitoneales (IP) de vehiculo, 0,25 mg/kg de MMAE o 40 mg/kg del Compuesto 1
(equivalente a 7 mg/kg de MMAE no conjugada). Las dosis se prepararon diluyendo 0,1 mg/uL
de soluciones madre de DMSO en 5 % manitol en amortiguador de citrato y se administraron
en dos dosis a un volumen de 12 mL/kg (300 uL por 25 g de ratén). Los tumores de xenoinjerto
se midieron por calibradores y el volumen se calculé usando la ecuacion para el volumen del
elipsoide: Volumen = 11/6 x (largo) x (ancho)?. Los animales se retiraron del estudio debido a
la muerte, el tamafio del tumor que excede 2000 mm3 o pérdida de >20 % del peso corporal.

La siguiente tabla muestra el programa de dosificacion de varios grupos de tratamiento.
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Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A QDx2 i.p. 8
(manitol al 5 %
en
amortiguador
de citrato)
2 MMAE 0,25 mg/kg | QDx2 i.p. 8
3 Compuesto 1 | 40 mg/kg QDx2 i.p.

La FIG. 5A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacién de
0,25 mg/kg de MMAE o 40 mg/kg del Compuesto 1 (equivalente a 7 mg/kg de MMAE) en
ratones lampifios que portaban tumores de flanco colorrectal negativos para HER2 HCT116.
Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via intraperitoneal durante un total de
dos dias.

La FIG. 5B muestra una gréafica del cambio porcentual en el peso corporal de ratones lampifios
que portaban tumores colorrectales negativos para HER2 HCT116, a los que se les
administraron 0,25 mg/kg de MMAE o 40 mg/kg del Compuesto 1 (equivalente a 7 mg/kg de
MMAE).

Los animales a los que se les administr6 MMAE no conjugada experimentaron una rapida
disminucion en el peso corporal y se retiraron del estudio el dia 6. En contraste, los animales
a los que se les administré el Compuesto 1 no experimentaron cambios en el peso corporal.
Estos datos demuestran que el Compuesto 1 presenta una potente actividad antitumoral y

seguridad en un modelo de cancer colorrectal preclinico.

Ejemplo F: Eficacia del Compuesto 2 en un modelo de xenoinjerto de préstata PC3 (va
con la Fig. 6)

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. Las células PC3 humanas derivadas de carcinoma de prostata se
diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron subcutdneamente en el flanco
izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x108 células en 100 pL. Cuando los xenoinjertos
alcanzaron un volumen medio de 100-200 mm?3, los ratones se aleatorizaron en grupos y se

trataron como se detalla en la tabla a continuacion. A los ratones se les administraron dosis
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intraperitoneales (IP) de vehiculo o 20 mg/kg del Compuesto 2. Las dosis se prepararon
diluyendo 0,1 mg/uL de soluciones madre de DMSO en 5 % manitol en amortiguador de citrato
y se administraron QDx2/semana durante 3 semanas a un volumen de 12 mL/kg (300 uL por
25 g de ratén). Los tumores de xenoinjerto se midieron por calibradores y el volumen se
calculé usando la ecuacion para el volumen del elipsoide: Volumen = 11/6 x (largo) x (ancho)?.
Los animales se retiraron del estudio debido a la muerte, el tamafio del tumor que excede
2000 mm? o pérdida de >20 % del peso corporal. La siguiente tabla muestra el programa de

dosificacion de varios grupos de tratamiento.

Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A QDx2/sem. x 3 |i.p. 5
(manitol al 5 % sem.
en
amortiguador
de citrato)
2 Compuesto 2 | 20 mg/kg QDx2/sem. x 3 |i.p. 5
sem.

La FIG. 6A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de 20
mg/kg del Compuesto 2 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de
adenocarcinoma de préstata PC3. Los animales recibieron una dosis una vez al dia dos veces
por semana por via intraperitoneal durante tres semanas.

La FIG. 6B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en este estudio.
Los datos se expresan como media £ SEM.

Estos datos demuestran que el Compuesto 2 presenta una potente actividad antitumoral y
seguridad en un modelo de cancer de préstata preclinico. Los animales a los que se les

administro el Compuesto 2 no experimentaron cambios en el peso corporal.

Ejemplo G: Eficacia del compuesto 2 en un modelo de xenoinjerto de pulmén de no
microcitico NCI-H1975

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. Las células NCI-H1975 humanas derivadas de cancer de pulmén no

microcitico se diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron subcutdneamente
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en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad de 5x10° células en 100 pL. Cuando los
xenoinjertos alcanzaron un volumen medio de 100-200 mm?, los ratones se aleatorizaron en
grupos y se trataron como se detalla en la tabla a continuacién. A los ratones se les
administraron dosis intraperitoneales (IP) de vehiculo, 10 o 20 mg/kg del Compuesto 2. Las
dosis se prepararon diluyendo 0,1 mg/yL de soluciones madre de DMSO en 5 % manitol en
amortiguador de citrato y se administraron QDx2/semana durante 3 semanas a un volumen
de 12 mL/kg (300 uL por 25 g de raton). Los tumores de xenoinjerto se midieron por
calibradores y el volumen se calcul6 usando la ecuacion para el volumen del elipsoide:
Volumen = 11/6 x (largo) x (ancho)?. Los animales se retiraron del estudio debido a la muerte,
el tamafio del tumor que excede 2000 mm? o pérdida de >20 % del peso corporal. La siguiente
tabla muestra el programa de dosificacion de varios grupos de tratamiento.

Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A QDx2/sem. x 3 |i.p. 5
(manitol al 5 % sem.
en
amortiguador
de citrato)
2 Compuesto 2 10 mg/kg QDx2/sem. x 3 |i.p. 5
sem.
2 Compuesto 2 | 20 mg/kg QDx2/sem. x 3| i.p. 5
sem.

La FIG. 7A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de 10
0 20 mg/kg del Compuesto 2 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de cancer
de pulmén no microcitico NCI-H1975. Los animales recibieron una dosis una vez al dia dos
veces por semana por via intraperitoneal durante tres semanas.

La FIG. 7B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en este estudio.
Los datos se expresan como media £ SEM.

Estos datos demuestran que el Compuesto 2 presenta una potente actividad antitumoral y
seguridad en un modelo de cancer de pulmonar no microcitico preclinico. Los animales a los

que se les administré el Compuesto 2 no experimentaron cambios en el peso corporal.
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Ejemplo H: Seguridad del Compuesto 2 en ratones lampifios

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 3 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. A los ratones se les administraron dosis intraperitoneales (IP) de vehiculo,
10 o0 20 mg/kg del Compuesto 2. Las dosis se prepararon diluyendo 0,1 mg/uL de soluciones
madre de DMSO en 5 % manitol en amortiguador de citrato y se administraron a diario por
cuatro dias consecutivos a un volumen de 12 mL/kg (300 uL por 25 g de ratén). La siguiente

tabla muestra el programa de dosificacion de varios grupos de tratamiento.

Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A QDx4 i.p. 3
(manitol al 5 %
en
amortiguador
de citrato)
2 Compuesto 1 10 mg/kg QDx4 i.p. 3
3 Compuesto 2 10 mg/kg QDx4 i.p. 3

La FIG. 8 muestra una gréfica de los pesos corporales de ratones lampifios a los que se les
administraron 10 mg/kg de Compuesto 1 y Compuesto 2 una vez al dia durante cuatro dias
consecutivos.

Los animales a los que se les administr6 el Compuesto 1 y el Compuesto 2 no mostraron

cambios en el peso corporal, lo que demuestra la seguridad de estos conjugados en el raton.

Ejemplo I: Farmacocinética en tejido del Compuesto 13y del Compuesto 7 en un modelo
de raton

Dosificacion de Animales

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables (Innovive). Las células cancerosas HCT116 humanas derivadas de
carcinoma colorrectal se diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron
subcutaneamente en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x10° células en

100 pL. Cuando los xenoinjertos alcanzaron un volumen minimo de 300 mm?, a los ratones
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se les administré una inyeccion intraperitoneal Unica de 10 mg/kg del Compuesto 13 o
Compuesto 7 preparado en un vehiculo de 5 % manitol en citrato. El tumor se recogié de
ratones anestesiados y alimentados a las 2, 4, 8 y 24 horas después de la administracion del
compuesto. Las concentraciones de MMAE en el tumor se determinaron mediante LCMS y

las concentraciones de péptidos se determinaron mediante ELISA.

Determinacién mediante LC-MS/MS de la concentracion de MMAE en tejido

Las muestras de tejido descongeladas mantenidas en hielo himedo se ajustaron a 100 mg/mL
con PBS basandose en el peso del tejido. Las muestras se homogeneizaron en una maquina
Precellys Evolution a 7200 rpm durante 2 ciclos de 30 segundos con una pausa de 10
segundos entre cada ciclo. Los homogeneizados se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5
minutos a 4 °C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios Eppendorf LoBind de 2
mL. Se afiadié un volumen de 100 uL de homogeneizado a una placa limpia de polipropileno
de 96 pocillos de 2 mL, seguido de 75 uL de amortiguador de formiato de amonio, pH 6,9 y
25 uL de patron interno de trabajo (WIS). Los controles en blanco doble recibieron 75 pL de
agua:acetonitrilo:acido féormico (1:1:0,001, v:v:v) sin patrén interno. Las muestras fortificadas
se cubrieron con una esterilla de silicona y se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos.
Trabajando en un colector de presién negativa, se afiadieron 200 UL de muestras de matriz
fortificada a una placa de extraccion liquida soportada y se permitié que las muestras se
filtraran a través de la frita de la placa con una presién negativa de ~650-700 torr durante
hasta 1 minuto. Se dejo que las muestras se absorbieran completamente en la placa SLE
durante 5 minutos. Antes de la elucién de la muestra, se colocé una placa de recoleccion
TrueTaper de 96 pocillos de 2 mL dentro del colector de vacio como recipiente de recoleccion.
Las muestras se evaporaron bajo una corriente calentada de nitrégeno a 40 ° C y se
reconstituyeron en 150 uL de acetonitrilo:agua:formiato de amonio 200 mM (90:5:5, viv:v). La
placa de recoleccion se cubrié con una esterilla de silicona y se centrifugé a 900 rpm durante
2 minutos. Las muestras finales se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el

andlisis se realizé inyectando 2 pL en un sistema de LC-MS/MS.

Medicion de ELISA de Concentraciones en Tejido de Péptidos Totales

Las placas de 96 pocillos se recubrieron con 100 pL/pocillo de péptido marcado con BSA 0,1
MM preparado en amortiguador de carbonato-bicarbonato 0,2 M, pH 9,4 y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron 4x con un amortiguador de lavado de ELISA
(PBS + 0,05% Tween 20), se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con

amortiguador de blogueo (PBS + 5 % leche en polvo + 0,05 % Tween 20) (300 uL/pocillo) y
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se lavaron de nuevo 4x con amortiguador de lavado de ELISA. Al mismo tiempo, se
preincubaron 2x patrones de Compuesto 7/Compuesto 13 (en la matriz de tejido respectiva)
u homogeneizados de tumor de muestra diluidos con diluyente de anticuerpos (PBS + leche
en polvo al 2 % + Tween 20 al 0,05 %) con 1-10 ng/mL de un anticuerpo primario especifico
para el péptido Pv1 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras preincubadas
se afiadieron a placas de ensayo pre-recubiertas y pre-bloqueadas a 100 ulL/pocillo y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 4x con amortiguador
de lavado de ELISA 'y se incubaron con 100 uL/pocillo de un anticuerpo HRP de IgG anti-ratén
de cabra secundario (1:5,000 en diluyente de anticuerpo) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 4x con amortiguador de lavado de ELISA y se incubaron con
100 uL/pocillo de sustrato SuperSignal a temperatura ambiente con agitacion suave durante

1 minuto. La luminiscencia se ley6 de la placa en un lector de placas BioTek Cytation 5.

La FIG. 9A muestra una gréfica de las concentraciones de péptidos en el tumor después de
una Unica dosis IP de 10 mg/kg del Compuesto 7 o del Compuesto 13 en ratones hembra
lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como medias + SD).
La FIG. 9B muestra una gréfica de las concentraciones de MMAE en el tumor después de una
Unica dosis IP de 10 mg/kg del Compuesto 7 o del Compuesto 13 en ratones hembra lampifios
portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como medias = SD).

Los datos demuestran que, si bien ambos conjugados se insertan de manera similar en el
tumor, el Compuesto 13 es mas labil y libera entre 30-40X mas ojivas en el tumor en relacion

con el Compuesto 7.

Ejemplo J: Eficacia del Compuesto 13 en un modelo de xenoinjerto colorrectal HT-29

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. Las células HT-29 humanas derivadas de cancer colorrectal se diluyeron
1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron subcutdneamente en el flanco izquierdo de
cada ratén a una densidad de 2,5x10° células en 100 pyL. Cuando los xenoinjertos alcanzaron
un volumen medio de 100-200 mm3, los ratones se aleatorizaron en grupos y se trataron como
se detalla en la tabla a continuacion. A los ratones se les administraron dosis intraperitoneales
(IP) de vehiculo o 5 mg/kg del Compuesto 13. Las dosis se prepararon diluyendo 0,1 mg/uL
de soluciones madre de DMSO en 5 % manitol en amortiguador de citrato y se administraron
en los dias 0-3, 5y 16-19 a un volumen de 12 mL/kg (300 pL por 25 g de ratdn). Los tumores

de xenoinjerto se midieron por calibradores y el volumen se calculé usando la ecuacion para
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el volumen del elipsoide: Volumen = 1/6 x (largo) x (ancho)?. Los animales se retiraron del
estudio debido a la muerte, el tamafio del tumor que excede 2000 mm3 o pérdida de >20 %
del peso corporal. La siguiente tabla muestra el programa de dosificacion de varios grupos de

tratamiento.

Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A Dias 0-3, 5, |i.p. 8
(manitol al 5 % 16-19
en
amortiguador
de citrato)
2 Compuesto 13 | 5 mg/kg Dias 0-3, 5, |i.p. 8
16-19

La FIG. 10A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de
5 mg/kg del Compuesto 13 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de cancer
colorrectal HT-29. Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via intraperitoneal los
dias 0-3, 5y 16-19.

La FIG. 10B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en este estudio.
Los datos se expresan como media £ SEM.

Los animales a los que se les administré el Compuesto 13 no experimentaron cambios en el
peso corporal. Estos datos demuestran que el Compuesto 13 presenta una potente actividad

antitumoral y seguridad en un modelo de cancer colorrectal preclinico.

Ejemplo K: Eficacia del Compuesto 7 en un modelo de xenoinjerto colorrectal HT-29

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. Las células HT-29 humanas derivadas de cancer colorrectal se diluyeron
1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron subcutaneamente en el flanco izquierdo de
cada ratén a una densidad de 2,5x108 células en 100 pL. Cuando los xenoinjertos alcanzaron
un volumen medio de 100-200 mm?, los ratones se aleatorizaron en grupos y se trataron como
se detalla en la tabla a continuacion. A los ratones se les administraron dosis intraperitoneales

(IP) de vehiculo, 40 o 80 mg/kg del Compuesto 7. Las dosis se prepararon diluyendo 0,1
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mg/uL de soluciones madre de DMSO en 5 % manitol en amortiguador de citrato y se
administraron QDx4/semana durante 2 semanas a un volumen de 12 mL/kg (300 pL por 25 g
de ratdn). Los tumores de xenoinjerto se midieron por calibradores y el volumen se calculd
usando la ecuacion para el volumen del elipsoide: Volumen = 11/6 x (largo) x (ancho)?. Los
animales se retiraron del estudio debido a la muerte, el tamafio del tumor que excede 2000
mm?® o pérdida de >20 % del peso corporal. La siguiente tabla muestra el programa de

dosificacién de varios grupos de tratamiento.

Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A QDx4/sem. X | i.p. 8
(manitol al 5 % 2 sem.
en
amortiguador
de citrato)
2 Compuesto 7 | 40 mg/kg QDx4/sem. X | i.p. 8
2 sem.
3 Compuesto 7 | 80 mg/kg QDx4/sem. X | i.p. 8
2 sem.

La FIG. 11A muestra una gréafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de
40 y 80 mg/kg del Compuesto 7 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de
cancer colorrectal HT-29. Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via
intraparenteral durante cuatro dias consecutivos a la semana durante dos semanas.

La FIG. 11B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en este estudio.
Los datos se expresan como media £ SEM.

Estos datos demuestran que el Compuesto 7 presenta eficacia y seguridad en el modelo HT-
29 en dosis mas altas en relaciéon con el Compuesto 13, lo que concuerda con los diferentes

perfiles de liberacion de los dos conjugados.

Ejemplo L: Farmacocinética en tejido del Compuesto 13, Compuesto 1 y Compuesto 2
en un modelo de ratén

Dosificacion de Animales

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic

Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
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jaulas desechables (Innovive). Las células de cancer HCT116 humanas derivadas de
carcinoma colorrectal se diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron
subcutaneamente en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x10° células en
100 pL. Cuando los xenoinjertos alcanzaron un volumen minimo de 300 mm?3, a los ratones
se les administré6 una inyeccion intraperitoneal Unica de 10 mg/kg del Compuesto 13,
Compuesto 1 o Compuesto 2 preparado en un vehiculo de 5 % manitol en citrato. El tumor se
recogio a las 4 y 24 horas después de la administracion del compuesto. Las concentraciones
de MMAE en el tumor se determinaron mediante LCMS y las concentraciones de péptidos se
determinaron mediante ELISA.

Determinacion mediante LC-MS/MS de la concentracion de MMAE en tejido

Las muestras de tejido descongeladas mantenidas en hielo himedo se ajustaron a 100 mg/mL
con PBS basandose en el peso del tejido. Las muestras se homogeneizaron en una maquina
Precellys Evolution a 7200 rpm durante 2 ciclos de 30 segundos con una pausa de 10
segundos entre cada ciclo. Los homogeneizados se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5
minutos a 4 °C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios Eppendorf LoBind de 2
mL. Se afiadié un volumen de 100 pL de homogeneizado a una placa limpia de polipropileno
de 96 pocillos de 2 mL, seguido de 75 pL de amortiguador de formiato de amonio, pH 6,9 y
25 uL de patrén interno de trabajo (WIS). Los controles en blanco doble recibieron 75 pL de
agua:acetonitrilo:acido férmico (1:1:0,001, v:v:v) sin patrén interno. Las muestras fortificadas
se cubrieron con una esterilla de silicona y se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos.
Trabajando en un colector de presion negativa, se afiadieron 200 puL de muestras de matriz
fortificada a una placa de extraccion liquida soportada y se permitié que las muestras se
filtraran a través de la frita de la placa con una presién negativa de ~650-700 torr durante
hasta 1 minuto. Se dejo que las muestras se absorbieran completamente en la placa SLE
durante 5 minutos. Antes de la elucion de la muestra, se colocé una placa de recoleccién
TrueTaper de 96 pocillos de 2 mL dentro del colector de vacio como recipiente de recoleccion.
Las muestras se evaporaron bajo una corriente calentada de nitrégeno a 40 ° C y se
reconstituyeron en 150 uL de acetonitrilo:agua:formiato de amonio 200 mM (90:5:5, viv:v). La
placa de recoleccion se cubrié con una esterilla de silicona y se centrifugé a 900 rpm durante
2 minutos. Las muestras finales se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el

andlisis se realizé inyectando 2 pL en un sistema de LC-MS/MS.

Medicion de ELISA de Concentraciones en Tejido de Péptidos Totales

Las placas de 96 pocillos se recubrieron con 100 pL/pocillo de péptido marcado con BSA 0,1
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UM preparado en amortiguador de carbonato-bicarbonato 0,2 M, pH 9,4 y se incubaron
durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron 4x con un amortiguador de lavado de ELISA
(PBS + 0,05% Tween 20), se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con
amortiguador de blogueo (PBS + 5 % leche en polvo + 0,05 % Tween 20) (300 uL/pocillo) y
se lavaron de nuevo 4x con amortiguador de lavado de ELISA. Al mismo tiempo, se
preincubaron 2x patrones de conjugado de auristatina (en la matriz de tejido respectiva) u
homogeneizados de tumor de muestra diluidos con diluyente de anticuerpos (PBS + leche en
polvo al 2 % + Tween 20 al 0,05 %) con 1-10 ng/mL de un anticuerpo primario especifico para
el péptido Pvl durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras preincubadas se
afiadieron a placas de ensayo pre-recubiertas y pre-bloqueadas a 100ulL/pocillo y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 4x con amortiguador
de lavado de ELISA 'y se incubaron con 100 uL/pocillo de un anticuerpo HRP de 1gG anti-ratén
de cabra secundario (1:5,000 en diluyente de anticuerpo) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 4x con amortiguador de lavado de ELISA y se incubaron con
100 uL/pocillo de sustrato SuperSignal a temperatura ambiente con agitacion suave durante

1 minuto. La luminiscencia se leyo de la placa en un lector de placas BioTek Cytation 5.

La FIG. 12A muestra una grafica de las concentraciones de péptidos en el tumor después de
una unica dosis intraperitoneal de 10 mg/kg del Compuesto 13, Compuesto 1 o Compuesto 2
en ratones hembra lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan
como medias + SD).

La FIG. 12B muestra una grafica de las concentraciones de MMAE en el tumor después de
una Unica dosis intraperitoneal de 10 mg/kg del Compuesto 13, Compuesto 1 o Compuesto 2
en ratones hembra lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan
como medias + SD).

Los datos demuestran que, si bien los conjugados se insertan de manera similar en el tumor,
el Compuesto 1 y el Compuesto 2 liberan niveles intermedios de MMAE en relacion con el

Compuesto 13.

Ejemplo M: Farmacocinética en tejido del Compuesto 13, Compuesto 7, Compuesto 5
y Compuesto 6 en un modelo de ratén

Dosificacion de Animales

Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de

jaulas desechables (Innovive). Las células de cancer HCT116 humanas derivadas de
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carcinoma colorrectal se diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron
subcutaneamente en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x10° células en
100 pL. Cuando los xenoinjertos alcanzaron un volumen minimo de 300 mm?3, a los ratones
se les administré6 una inyeccion intraperitoneal Unica de 10 mg/kg del Compuesto 13,
Compuesto 7, Compuesto 5 o Compuesto 6 preparado en un vehiculo de 5 % manitol en
citrato. El tumor se recogié a las 4 y 24 horas después de la administracion del compuesto.
Las concentraciones de MMAE en el tumor se determinaron mediante LCMS y las

concentraciones de péptidos se determinaron mediante ELISA.

Determinacion mediante LC-MS/MS de la concentracion de MMAE en tejido

Las muestras de tejido descongeladas mantenidas en hielo himedo se ajustaron a 100 mg/mL
con PBS basandose en el peso del tejido. Las muestras se homogeneizaron en una maquina
Precellys Evolution a 7200 rpm durante 2 ciclos de 30 segundos con una pausa de 10
segundos entre cada ciclo. Los homogeneizados se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5
minutos a 4 °C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos limpios Eppendorf LoBind de 2
mL. Se afiadié un volumen de 100 uL de homogeneizado a una placa limpia de polipropileno
de 96 pocillos de 2 mL, seguido de 75 pL de amortiguador de formiato de amonio, pH 6,9 y
25 uL de patrén interno de trabajo (WIS). Los controles en blanco doble recibieron 75 pL de
agua:acetonitrilo:acido férmico (1:1:0,001, v:v:v) sin patrén interno. Las muestras fortificadas
se cubrieron con una esterilla de silicona y se centrifugaron a 700 rpm durante 2 minutos.
Trabajando en un colector de presion negativa, se afiadieron 200 UL de muestras de matriz
fortificada a una placa de extraccion liquida soportada y se permitié que las muestras se
filtraran a través de la frita de la placa con una presién negativa de ~650-700 torr durante
hasta 1 minuto. Se dejo que las muestras se absorbieran completamente en la placa SLE
durante 5 minutos. Antes de la elucién de la muestra, se colocé una placa de recoleccion
TrueTaper de 96 pocillos de 2 mL dentro del colector de vacio como recipiente de recoleccion.
Las muestras se evaporaron bajo una corriente calentada de nitrégeno a 40 ° C y se
reconstituyeron en 150 uL de acetonitrilo:agua:formiato de amonio 200 mM (90:5:5, viv:v). La
placa de recoleccion se cubrié con una esterilla de silicona y se centrifugé a 900 rpm durante
2 minutos. Las muestras finales se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el

analisis se realiz6 inyectando una muestra de 2 pL en un sistema de LC-MS/MS.

Medicion de ELISA de Concentraciones en Tejido de Péptidos Totales
Las placas de 96 pocillos se recubrieron con 100 pL/pocillo de péptido marcado con BSA 0,1

MM preparado en amortiguador de carbonato-bicarbonato 0,2 M, pH 9,4 y se incubaron
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durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron 4x con un amortiguador de lavado de ELISA
(PBS + 0,05% Tween 20), se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con
amortiguador de blogueo (PBS + 5 % leche en polvo + 0,05 % Tween 20) (300 uL/pocillo) y
se lavaron de nuevo 4x con amortiguador de lavado de ELISA. Al mismo tiempo, se
preincubaron 2x patrones de conjugado de auristatina (en la matriz de tejido respectiva) u
homogeneizados de tumor de muestra diluidos con diluyente de anticuerpos (PBS + leche en
polvo al 2 % + Tween 20 al 0,05 %) con 1-10 ng/mL de un anticuerpo primario especifico para
el péptido Pvl durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las muestras preincubadas se
afiadieron a placas de ensayo pre-recubiertas y pre-bloqueadas a 100 ulL/pocillo y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 4x con amortiguador
de lavado de ELISA 'y se incubaron con 100 uL/pocillo de un anticuerpo HRP de 1gG anti-ratén
de cabra secundario (1:5,000 en diluyente de anticuerpo) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 4x con amortiguador de lavado de ELISA y se incubaron con
100 uL/pocillo de sustrato SuperSignal a temperatura ambiente con agitacion suave durante

1 minuto. La luminiscencia se ley6 de la placa en un lector de placas BioTek Cytation 5.

La FIG. 13A muestra una gréfica de los niveles de péptidos en tumor de ratén determinados
mediante ELISA y LCMS después de una Unica inyeccion intraperitoneal de 10 mg/kg del
Compuesto 13, Compuesto 7, Compuesto 5 o Compuesto 6 en ratones hembra lampifios
portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como media + SD).

La FIG. 13B muestra una gréafica de los niveles de MMAE no conjugada en tumor de ratén
determinados mediante ELISA y LCMS después de una Unica inyeccion intraperitoneal de 10
mg/kg del Compuesto 13, Compuesto 7, Compuesto 5 o0 Compuesto 6 en ratones hembra
lampifios portadores de tumor colorrectal HCT116 (los datos se expresan como media + SD).
Los datos demuestran que, si bien los conjugados se insertan de manera similar en el tumor,

liberan una ojiva en el tumor con una amplia gama de cinética.

Ejemplo N: Eficacia del Compuesto 5 en un modelo de xenoinjerto colorrectal HCT116
Se obtuvieron ratones Foxn™ hembra atimicos lampifios de seis semanas de edad de Taconic
Labs (n.° de Cat. NCRNU-F) y se alojaron 5 por jaula en lecho Alpha-Dri en un sistema de
jaulas desechables. Las células HCT116 humanas derivadas de cancer colorrectal se
diluyeron 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se implantaron subcutdneamente en el flanco
izquierdo de cada ratén a una densidad de 2,5x10° células en 100 pL. Cuando los xenoinjertos
alcanzaron un volumen medio de 100-200 mm3, los ratones se aleatorizaron en grupos y se

trataron como se detalla en la tabla a continuacion. A los ratones se les administraron dosis
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intraperitoneales (IP) de vehiculo, 1, 5 0 10 mg/kg del Compuesto 5. Las dosis se prepararon
diluyendo 0,1 mg/uL de soluciones madre de DMSO en 5 % manitol en amortiguador de citrato
y se administraron QDx2/semana durante 3 semanas a un volumen de 12 mL/kg (300 uL por
25 g de ratén). Los tumores de xenoinjerto se midieron por calibradores y el volumen se
calculé usando la ecuacion para el volumen del elipsoide: Volumen = 11/6 x (largo) x (ancho)?.
Los animales se retiraron del estudio debido a la muerte, el tamafio del tumor que excede
2000 mm? o pérdida de >20 % del peso corporal. La siguiente tabla muestra el programa de

dosificacion de varios grupos de tratamiento.

Grupo | Tratamiento Dosis Programa de | Ruta de | Numero
Dosificacion Administracion | de
Ratones
1 Vehiculo N/A QDx4 i.p. 8
(manitol al 5 %
en
amortiguador
de citrato)
2 Compuesto 5 1 mg/kg QDx4 i.p. 8
Compuesto 5 | 5 mg/kg QDx4 i.p.
Compuesto 5 10 mg/kg QDx4 i.p.

La FIG. 14A muestra una grafica del volumen tumoral medio resultante de la dosificacion de
1, 5y 10 mg/kg del Compuesto 5 en ratones lampifios que portaban tumores de flanco de
cancer colorrectal HCT116. Los animales recibieron una dosis una vez al dia por via
intraparenteral durante cuatro dias consecutivos.

La FIG. 14B muestra el cambio porcentual en el peso corporal de los animales en este estudio.
Los datos se expresan como media £ SEM.

Estos datos demuestran que el Compuesto 5 presenta eficacia sensible a la dosis en el
modelo HCT116.

Varias modificaciones de la invencion, ademas de las descritas en la presente, resultaran
evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior. También se
pretende que tales modificaciones caigan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
Cada referencia, que incluye, sin limitacion, todas las patentes, solicitudes de patente y
publicaciones, citadas en la presente solicitud, se incorpora en la presente mediante

referencia en su totalidad.
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