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DESCRIPCION
Derivado peptidico y uso del mismo
CAMPO TECNICO
La presente invencion se refiere a un derivado peptidico y al uso del mismo.
ANTECEDENTES DE LA TECNICA

De la Dolabella auricularia que habita en los océanos, se han aislado una pluralidad de tipos de derivados
peptidicos citotoxicos. Se ha conocido la Dolastatina 10 como un compuesto que es un tipo de esos derivados
peptidicos y tiene una citotoxicidad extremadamente alta, (Documento de Patente 1 y Documento No de Patente 1).

Se ha demostrado que la citotoxicidad de la Dolastatina 10 se ejerce por una accion inhibidora de la
polimerizacién de tubulina y, hasta la fecha, se ha informado de las relaciones de la actividad de la estructura de la
misma (Documentos de Patente 2 y 3, y Documento no de patente 2). Ademas, como otro derivado peptidico similar
que tiene accion inhibidora de la polimerizacién de tubulina, esta la monometil auristatina (Documentos de Patente 4
y 5). Se sabe que este compuesto se utiliza para un conjugado de anticuerpo-farmaco en el que el compuesto se
une a un aminoacido especifico de un anticuerpo a través de una estructura especifica denominada conector.

Los productos farmacéuticos que estan disponibles para el conjugado anticuerpo-farmaco deben tener un
sustituyente especifico (por ejemplo, un grupo amino, sulfhidrilo o hidroxi) capaz de unirse al conector o al
anticuerpo. Ademas, la eficacia médica del conjugado se ve afectada en gran medida por su forma de unién, y hasta
la fecha se ha informado de los usos de una pluralidad de tipos de sustituyentes (Documentos no de Patente 3 a 5).

Como los derivados que tienen los grupos funcionales que estan disponibles para los conjugados entre los
inhibidores de tubulina, se ha informado hasta la fecha de la monometil auristatina anterior o PF-063801010 que
tiene un grupo amino en el extremo N-terminal (Documento no de Patente 6), o los derivados de auristatina F que
tienen un grupo amino, grupo hidroxi, acido carboxilico, hidroxilamina o alquino en el extremo C-terminal
(Documento de Patente 6 y Documentos no de Patente 7 a 9).

Por otro lado, para los desarrollos del extremo C-terminal de la Dolastatina 10, se ha informado del derivado
que tiene éster etilico, etil amida o tiazol amida (Documento no de Patente 10).

El Documento de Patente 7 divulga derivados tetrapeptidicos que tienen una actividad citostatica superior a
la dolastatina 10, por lo que son utiles como farmacos antitumorales.

DOCUMENTOS DEL ESTADO DE LA TECNICA
[Documentos de Patente]

[Documento de Patente 1] JP02-167278A

[Documento de Patente 2] WO1993/003054
[Documento de Patente 3] WO1995/009864
[Documento de Patente 4] WO2002/088172
[Documento de Patente 5] WO2004/010957
[Documento de Patente 6] WO2012/171020
[Documento de Patente 7] EP 0 598 129 A1

[Documentos que no son de Patente]

[Documento no de Patente 1] Pettit et al., Journal of the American Chemical Society, (1987) 109; pags. 6883-
6885.

[Documento no de Patente 2] Miyazaki et al., Chemical and Pharmaceutical Bullentin, (1995) 43; pags. 1706-
1718.

[Documento no de Patente 3] Jain et al., Pharmaceutical Research, (2015) 32; pags. 3526-3540.

[Documento no de Patente 4] Trais et al., Antibodies, (2013) 2; pags. 113-129.

[Documento no de Patente 5] Kern et al., Journal of the American Chemical Society, (2016) 138; pags. 1430-
1445.

[Documento no de Patente 6] Maerna et al., Journal of Medicinal Chemical Society, (2014) 57; pags. 10527-43.
[Documento no de Patente 7] Doronia et al., Bioconjugate Chemistry, (2008) 19; pags. 1960-1963.

[Documento no de Patente 8] Axup et al., Proceedings of the National Acedemy of Sciences, (2012) 109; pags.
16101-16106.

[Documento no de Patente 9] VanBrunt et al., Bioconjugate Chemistry, (2015) 26; pags. 2249-2260.
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[Documento no de Patente 10] Miyazaki et al., Peptide Chemistry, (1993); pags. 85-88.
SUMARIO DE LA INVENCION
PROBLEMA A RESOLVER CON LA INVENCION

Sin embargo, no se han informado hasta la fecha de derivados de Dolastatina 10 que tienen un grupo
funcional disponible para la formacion del conjugado en el extremo C-terminal.

Ademas, se considera que los derivados que tienen la misma estructura basica pero que tienen diferentes
tipos de sustituyentes son utiles para la creacién de un nuevo conjugado y para verificar el efecto de la composicion
del conjugado sobre la citotoxicidad. Sin embargo, no se ha informado de tales derivados.

Un propésito de la presente invencion es proporcionar un derivado de Dolastatina 10 que tenga un grupo o
grupos funcionales disponibles para la formacion de un conjugado en el extremo C-terminal.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

Los presentes inventores estudiaron intensamente para lograr el propdsito descrito anteriormente y, en
consecuencia, descubrieron que un nuevo derivado peptidico con un grupo funcional especifico en el extremo C-
terminal o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo tiene una alta citotoxicidad sobre una pluralidad de
células cancerosas y, por lo tanto, completaron el presente invencion.

Es decir, la presente invencion proporciona un derivado peptidico representado por la Férmula (I) siguiente
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

O
X

b
H Q Ho NN Y
Me,N N N & N S
O I

OMe O OMe O

(1)

en donde X representa un atomo de oxigeno o NR, Y representa NHz, N(Me)H, SH, OH o fenilo en el que cualquiera
de los atomos de hidrogeno se reemplaza por NH2 u OH, y R representa un atomo de hidrogeno o alquilo C4-Cs,
siempre que se excluyan el derivado en donde X es NH, e Y es NHy, y el derivado en donde X es NH e Y es
N(Me)H, y el derivado peptidico se selecciona del grupo consistente en compuestos como se definen en la
reivindicacion 1.

En este caso, puede esperarse una alta citotoxicidad.

En el derivado peptidico representado por la Formula (l) anterior o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, X es NR como se define en la reivindicacion 1.

En este caso, cabe esperar una citotoxicidad mas alta.

En el derivado peptidico representado por la Férmula (l) anterior o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, X es NR y R puede ser metilo.

En este caso, puede esperarse una citotoxicidad todavia mas alta.

Ademas, la presente invencidén proporciona un conjugado o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo que incluye el derivado peptidico representado por la Formula (1) anterior y un ligando de direccionamiento o
un polimero.

Ademas, la presente invencion proporciona el derivado peptidico representado por la Férmula (I) anterior o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o el conjugado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
como ingrediente activo para su uso como un agente citotoxico.
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EFECTO DE LA INVENCION

Los derivados peptidicos de la presente invencion o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos
tienen una alta citotoxicidad y, por lo tanto, pueden usarse como agentes citotoxicos.

Ademas, los derivados peptidicos de la presente invencion tienen varios grupos funcionales en el extremo
C-terminal. Por lo tanto, pueden conjugarse el derivado peptidico o un profarmaco del mismo y un ligando de
direccionamiento o un polimero. Los conjugados resultantes o las sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos pueden usarse como agentes citotdxicos.

MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION
Un derivado peptidico de acuerdo con la presente invencion esta representado por la Férmula (1) siguiente:

O
X

b
Ho § Ho N Y
Me;N N N . N S
o I

OMe O OMe O

(1)

en donde X representa un atomo de oxigeno o NR, Y representa NHz, N(Me)H, SH, OH o fenilo en el que cualquiera
de los atomos de hidrogeno se reemplaza por NH2 u OH, y R representa un atomo de hidréogeno o alquilo C4-Cs,
siempre que se excluyan el derivado en el que X es NH e Y es NHy, y el derivado en el que X es NH e Y es N(Me)H,
y el derivado peptidico se seleccione del grupo formado por compuestos de acuerdo con los Ejemplos 1, 3, 9y 11,
que se muestran a continuacion.

A menos que se especifique lo contrario, se definen a continuacion los siguientes términos usados en la
presente.

El término "fenilo en el que uno cualquiera de los atomos de hidrégeno esta reemplazado por NHz u OH"
significa 2-aminofenilo, 3-aminofenilo, 4-aminofenilo, 2-hidroxifenilo, 3-hidroxifenilo o 4-hidroxifenilo.

El término " alquilo C4-C3" significa metilo, etilo, propilo o isopropilo.

En la Tabla 1 se indican los compuestos de los derivados peptidicos representados por la Férmula (1)
anterior.

[Tabla 1]
Foérmula Estructural Foérmula Estructural
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(continuacion)

Férmula Estructural Férmula Estructural
o /
N\/\
H 9 H f\;/\zd OH

MeoN N\:)J\N N N v S

o _A_ ! owmeo OMe O 3

Foet ST S

Me,N N\:)J\N N
o _A_ ! omeo OMe O :

Los compuestos descritos en la Tabla 1 también incluyen sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos.

Cuando el derivado peptidico representado por la Férmula (1) anterior (en lo sucesivo, derivado peptidico
(1)) contiene isémeros conformacionales, isémeros rotacionales, tautdmeros, isémeros Opticos, diastereémeros o
epimeros, el derivado peptidico (I) también incluye cualquiera de los isomeros asi como mezclas de los mismos.
Ademas, cuando existen isdmeros Opticos del derivado peptidico (I), se incluye en el derivado peptidico (I) un
isébmero dptico obtenido por resolucién del racemato.

La configuracion del derivado peptidico (l) es preferiblemente la Formula (11):

0
\_\Y
MezN \)J\ \)\
OMe O OMe O <
(1 1)

La presente invencion también incluye un profarmaco del derivado peptidico (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. El profarmaco del derivado peptidico () se refiere a un compuesto que se
convierte in vivo enzimatica o quimicamente en el derivado peptidico (I). La actividad de un profarmaco del derivado
peptidico () es atribuible al derivado peptidico (I), pero el propio profarmaco del derivado peptidico (I) puede tener
alguna actividad.

Los ejemplos del profarmaco del derivado peptidico (l) incluyen compuestos en los que el grupo hidroxi del
derivado peptidico (I) esta esterificado, carbonatado, carbamado, alquilado, fosforilado o borado. Estos compuestos
pueden sintetizarse a partir del derivado peptidico (I) o un producto intermedio sintético del mismo de acuerdo con
métodos conocidos.

Los ejemplos del profarmaco del derivado peptidico (I) incluyen compuestos en los que el grupo sulfhidrilo
del derivado peptidico (I) forma el enlace disulfuro. Estos compuestos pueden sintetizarse a partir del derivado
peptidico (I) o un producto intermedio sintético del mismo de acuerdo con métodos conocidos.

En la Tabla 2 se indican los ejemplos especificos de los profarmacos del derivado peptidico (I) anterior.

[Tabla 2]
Foérmula Estructural

Ndmero
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(continuacion)
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Los compuestos descritos en la Tabla 2 también incluyen las sales de los mismos.

En la Tabla 2, cada Q representa un grupo funcional (por ejemplo, grupo maleimida, carboxilo, carboxilo
activado, carbonilo, aminooxi, hidrazida, diazo, alquino o hidroxi) que puede conjugarse mediante métodos
conocidos (por ejemplo, Ellen M. Sletten et al. al., Angewante Chimie International Edition, (2009), 48: pags. 6974-
6998, Greg T. Hermanson, "Bioconjugate Technique", Elsevier, Xi Chem et al., Organic & Biomolecular Chemistry,
(2016), 14: pags. 5417-5439) o métodos equivalentes a los mismos; J esta ausente o representa un espaciador; A1,
A2 y As representan aminoacidos; Z representa un atomo de hidrogeno o un grupo metilo; y otros simbolos son los
mismos que en la definicion anterior.

El término "espaciador" significa una estructura que une el derivado peptidico (I) o el profarmaco del
derivado peptidico (I) con Q. Los ejemplos del espaciador incluyen alquilo C1-C12 de cadena lineal o ramificado, -
C(=O)N(Z)- o -N(Z2)C(=0)-, PEG, enlaces disulfuro o estructuras constituidas por cualquier combinacion de los
anteriores, y preferiblemente incluyen las estructuras constituidas por cualquier combinacion de los anteriores.

Los ejemplos del término "alquilo C4-C12 de cadena lineal o ramificado" incluyen -(CH>),-, -CH(Me)-, -C(Me)2
-, -(CH2),CH(Me)-, -CH(Me)(CHz2)o-, -(CH2),C(Me)2-, 0 -C(Me)2(-CH>),-. La n representa un nimero entero de 1 a 12,
o representa un numero entero de 1 a 10 y p representa un numero entero de 1 a 9.

El término "PEG" significa un polietilenglicol de cadena lineal que esta representado por una estructura
repetitiva de -(CH>CH20O)m- y tiene un peso molecular medio en numero de 200 a 2000, donde m representa un
numero entero de 5 a 45.
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Cuando en la presente el aminoacido se indica mediante abreviaturas, las abreviaturas se basan en las
abreviaturas de la Comision de Nomenclatura Bioquimica de IUPAC-IUB, o abreviaturas comunes en la técnica, y los
ejemplos de la abreviatura se describiran a continuacién. Ademas, cuando puede estar presente un isémero optico
para el aminoacido, a menos que se especifique lo contrario, si no se define, se supone que el aminoacido indica su
forma L (por ejemplo, "Lys" significa Lys en forma L). Cuando se indica con "D-", el aminoacido indica su forma D
(por ejemplo, "D-Lys" significa Lys en forma D). Cuando se indica con "DL-", el aminoéacido indica el racemato de
forma D y forma L (por ejemplo, "DL-Lys" significa el racemato de Lys en forma Dy Lys en forma L).

El "aminoéacido" es cualquiera seleccionado de DL-Ala, DL-Arg, DL-Asn, DL-Asp, DL-Cit, DL-Cys, DL-GIn,
DL-Glu, DL-Gly, DL-His, DL-lle, DL-Leu, DL-Lys, DL-Met, DL-Phe, DL-Pro, DL-Ser, DL-Thr, DL-Trp, DL-Tyr, o DL-
Val. Preferiblemente, A1 es Lys y A2 y As estan ausentes; A1 es Cit o Lys, A2 es Val o Phe y Az esta ausente; o A es
Asp, y A2y Az es Ala.

A1 descrito en la Tabla 2 se une a NH en el grupo fenilo en un extremo terminal carbonilo, y A1, A2 y Az se
unen a través de enlaces amida en la cadena principal.

En la Tabla 3, se ilustran las estructuras preferibles del profarmaco del derivado peptidico (I) descrito como
Numero 6 en la Tabla 2.

[Tabla 3]
Foérmula Estructural Foérmula Estructural

Q, U,
X X
N= N=
Mez'\I(N\E)LN N N\:/“\s O}_N,Alkrs _O M N\)L'i‘ N NAy o}_N,A\krs O
o AL _\© d 2 O A ¢z

OMe O OMe O OMe O OMe O -\©

OMe O OMeO < OMe O Ol

Q 0
X X
o W FAlkorQ o " [E-PEG—(CHy)—E-AlkyQ
H o SAK; " A \/O SAKG
Megl\I(N\;)LNI;ﬁ(%N\/'\S O}_NIAIM-S MeaN NQL"1 N Nt O)fN’AWS
o A X : J O AL Me O \@ ¢ z

Los compuestos descritos en la Tabla 3 también incluyen las sales de los mismos.

En la Tabla 3, Alk y Alk2 representan independientemente alquilo C1-C12 de cadena lineal o ramificado; E
esta ausente o representa -C(=0O)N(Z)- o -N(Z)C(=0)-; y otros simbolos son los mismos que en la definiciéon anterior.

En los profarmacos de los derivados peptidicos () descritos en la Tabla 3, mas preferiblemente Alks es -
(CHa)2-, y aun mas preferiblemente X es NR, Alki es -(CHz)2-, E es -N(Z)C(=0)-, PEG es -(CH2CH20)12-, y Q es
maleimida, pero la presente invencion no se limita a estos.

En el profarmaco de los derivados peptidicos (l) descritos como Numero 8 en la Tabla 2, preferiblemente J
es -Alki-E-Alko- 0 -Alki-E-PEG-(CH2)2-E-Alk2-, y mas preferiblemente J es -(CH2)2-N(Z)C(=0)-Alk>- o -(CHa)2-
N(Z)C(=0)-(CH2CH20)12-(CH2)2-N(Z)C(=0)-Alk2-, y Q es maleimida, pero la presente invencion no se limita a estos.

Ademas, el profarmaco del derivado peptidico (I) puede ser un profarmaco que se convierte en el derivado
peptidico (1) en las condiciones fisiolégicas descritas en un documento conocido (("Development of Pharmaceutical
Product", Hirokawa Shoten Co., (1990), Vol. 7, pags. 163-198 y Progress in Medicine, (1985), Vol. 5, pags. 2157-
2161).

El derivado peptidico (I) puede marcarse con un isétopo, y los ejemplos del isétopo usado para marcar
incluyen 2H, 3H, 18C, "4C, N, 150, 170, 80 y/o '%9.

Los ejemplos de "sal farmacéuticamente aceptable" del derivado peptidico (I) incluyen sales de acidos
inorganicos como clorhidrato, sulfato, nitrato, bromhidrato, yodhidrato o fosfato; o sales de acidos organicos como
oxalato, malonato, citrato, fumarato, lactato, malato, succinato, tartrato, acetato, trifluoroacetato, maleato, gluconato,
benzoato, ascorbato, glutarato, mandelato, ftalato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-
toluenosulfonato, canforsulfonato, aspartato, glutamato o cinamato, y preferiblemente incluyen un clorhidrato, sulfato,
bromhidrato, maleato, benzoato o metanosulfonato.

El derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede ser un anhidrato o puede

haber formado un solvato, como un hidrato. El solvato de la presente invencién es preferiblemente un solvato
farmacéuticamente aceptable. El solvato farmacéuticamente aceptable puede ser cualquiera de un hidrato o no
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hidrato, pero preferiblemente es un hidrato. Los ejemplos del constituyente de solvente en el solvato incluyen
solventes a base de alcohol, como metanol, etanol o n-propanol; N,N-dimetilformamida; dimetilsulféxido; o agua

El derivado peptidico (I) puede producirse mediante un método apropiado basado en su estructura basica y
caracteristicas derivadas de los tipos de sustituyentes. Ademas, los materiales de partida y los reactivos usados para
la produccién de estos compuestos generalmente estan disponibles comercialmente o pueden producirse mediante
meétodos conocidos 0 métodos equivalentes a los mismos.

El derivado peptidico (1), asi como los productos intermedios y los materiales de partida para su uso en la
produccion del derivado pueden aislarse y purificarse mediante procedimientos conocidos. Los ejemplos de los
procedimientos conocidos para el aislamiento y la purificacion incluyen la extraccién con solventes, la recristalizacion
o la cromatografia.

Si el derivado peptidico () incluye isémeros oOpticos o estereoisomeros, cada isémero puede obtenerse
como un solo compuesto mediante métodos conocidos. Los ejemplos de los métodos conocidos incluyen
cristalizacion, resolucion enzimatica o cromatografia quiral.

En cada reacciéon del método de produccion como se describe a continuacion, si cualquier compuesto de
materia prima tiene un grupo hidroxi, un grupo amino, un grupo sulfhidrilo o un grupo carboxilo, puede introducirse
un grupo protector en cada uno de estos grupos y puede obtenerse un compuesto de interés eliminando el grupo
protector segun sea necesario después de la reaccion.

Los ejemplos del grupo protector para el grupo hidroxi incluyen el grupo tritilo, el grupo tetrahidropiranilo, el
grupo aralquilo C7-C+o (por ejemplo, el grupo bencilo) o el grupo sililo sustituido (por ejemplo, el grupo trimetilsililo, el
grupo trietilsililo o el grupo tercbutildimetilsililo).

Los ejemplos del grupo protector para el grupo sulfhidrilo incluyen el grupo tritilo, el grupo 2-mercaptopiridilo
o el grupo 2-mercapto-5-nitropiridilo.

Los ejemplos del grupo protector para el grupo carboxilo incluyen un grupo alquilo C+-Cs (por ejemplo,
grupo metilo, grupo etilo o grupo terc-butilo) o un grupo aralquilo C7-C1o (por ejemplo, un grupo bencilo).

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de los grupos protectores,
pero la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

El derivado peptidico (I) puede obtenerse, por ejemplo, mediante reaccién de desproteccion de un derivado
peptidico protegido (lll), como se muestra en el Esquema 1.

X
reaccion de
\ Y' PG desproteccion '\f Y

OMe O OMe O OMe O OMe O

(rrn (n

Esquema 1
en donde PG representa el grupo protector, X es NR, Y representa SH e Y' representa S.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

El derivado peptidico protegido (Ill) puede obtenerse, por ejemplo, mediante la reaccién de condensacion
de un derivado de acido carboxilico (IV) y un nucledfilo (V), como se muestra en el Esquema 2.

H-X
A Q
OH (v) Y—PG X
H ’\f A reaccion de condensacion ’\f 3 V}(‘—PG
Me,N s s
OMe O OMe O OMe O OMe O
(rv) (rri1
Esquema 2

en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.
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La cantidad de nucledfilo (V) para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 3 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, hexafluorofosfato
de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N*-
tetrametiluronio, hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio o hexafluorofosfato de anhidrido de
acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y preferiblemente incluyen cloroformiato de etilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio o anhidrido de acido 2-metil-6-nitrobenzoico.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccién de condensacion se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproéticos, como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter, como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster, como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro, como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo, como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro,
tales como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos, como N,N-dimetilformamida,
N,N-dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reacciéon de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (IV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El nucledfilo (V) estd disponible comercialmente o puede sintetizarse mediante métodos conocidos o
métodos equivalentes a los mismos.

Ademas, el derivado peptidico (I) puede obtenerse, por ejemplo, mediante la reaccién de condensacion del
derivado de acido carboxilico (IV) y un nucledfilo (VI), como se muestra en el Esquema 3.

H—X
(vi) Y X
Ny
\ reaccion de condensacion \ Y

MeoN S MeoN S

OMe O OMe O OMe O

(1v) (D

Esquema 3

en donde X representa NR, Y representa OH o fenilo en el que cualquiera de los atomos de hidrégeno se reemplaza
por NH2 u OH, y los demas simbolos son iguales a la definicion anterior.

La cantidad de nucledfilo (V1) para su uso en la reaccién de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 3 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, hexafluorofosfato
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de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N' N*-
tetrametiluronio, o hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, y preferiblemente incluyen
cloroformiato de etilo o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacién se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos, como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter, como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster, como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro, como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo, como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro,
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano, o solventes polares apréticos, como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2 -pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas, como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas, como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (IV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El nucledfilo (VI) esta disponible comercialmente o puede sintetizarse mediante métodos conocidos o
meétodos equivalentes.

El derivado de acido carboxilico (IV) puede obtenerse, por ejemplo, mediante la desprotecciéon de un
derivado de éster (VII), como se muestra en el Esquema 4.

Q, Q,

Q,
o N’Z» PG reaccion de desproteccion o} N
H Ho o\ P H Ho
O | OMe O OMe O o] | OMe O OMe O

(VvI1) Esquema 4 (1v)

en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

El derivado de éster (VII) también puede sintetizarse mediante métodos conocidos o métodos equivalentes
a los mismos.

Puede obtenerse un derivado de fenoxicarbamato protegido (IX), por ejemplo, mediante la reaccion de
condensacioén de un derivado de fenol (I-a) y un electréfilo (VIl-a) o (VIII-b), como se muestra en el Esquema 5.
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E4 2
N-PG N-PG
S—Alky S—Aky
4 0.
fo) cl IAIkrS ,AlkrS
" N QCN
o Me - -
4o y ,\;%» N .(VIIIa). (VITI—b)
MeaN N N N N & _—7OH Reaccion de condensacion
) I omeo OMe O
Esquema 5

(I—a)

Q z

X 3
o N-PG
H Hoom 7\ S—Alk
N N N 1o Ak—S
MesN N & = }_N,
o I omeo \

OMe O J pe

(I X)

en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

La cantidad de electrofilo (VIlI-a) o (VIII-b) para su uso en la reacciéon de condensacion es preferiblemente
de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 3 equivalentes, del derivado de fenol (I-a).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacién se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos, como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona, piridina o dimetilsulfoxido; solventes a base de éter, como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster, como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro, como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo, como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro,
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano, solventes polares apréticos, como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2- pirrolidona, piridina o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas, como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas, como ftrietilamina, diisopropiletilamina o piridina; 0 mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen
bases organicas, como trietilamina, diisopropiletilamina o piridina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de fenol (l-a).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de fenol (I-a) para su uso en la reaccidon de condensacion es preferiblemente
de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El electréfilo (VIll-a) o (VIII-b) puede sintetizarse o generarse en un sistema de reaccion a partir de
derivados de amina o derivados de acido carboxilico conocidos mediante meétodos conocidos o métodos
equivalentes a los mismos.

Puede obtenerse un derivado de polietilenglicol protegido (XI), por ejemplo, mediante la desproteccion del
derivado de fenoxicarbamato protegido (IX) seguido de una reaccidon de acoplamiento en condiciones basicas a
neutras con un derivado de acido carboxilico (X) (en los casos en que G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o por
reaccion de condensacion con un derivado del acido carboxilico (X) (en los casos donde G es un atomo de
hidrégeno), como se muestra en el Esquema 6.
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G- PG
PEG—(CH2,—N
o] Z

(x)

Z L. .
PG reaccion de reaccién de acoplamiento
. o -
\/q( )ik n(% N;l 3 \’b q P desproteccion  Teaccién de condensacion
Me,N' S }_ 1

OMe C OMe O 2z

Esquema 6
(1 x)

PG
Z  PEG—(CHpN
z

N
sAk O
MeN —o Alkq—S
OMeO OMeO

(X1)

en donde G representa un atomo de hidrogeno, succinimidilo o p-nitrofenilo, y cada uno de los otros simbolos es
igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

La cantidad del derivado de acido carboxilico (X) para su uso en la reaccion de acoplamiento o la reaccién
de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes, del
derivado de fenoxicarbamato protegido (IX).

El ajuste del pH de la reaccion de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas, como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de fenoxicarbamato protegido (I1X).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los
ejemplos de tampodn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (X) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen

carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
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benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio,  hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N'N"tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio o anhidrido de &cido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o)clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropilo)carbodiimida, o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1 H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (X).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitril, como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano, o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (X).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (X) para su uso en la reaccion de condensaciéon es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El derivado de acido carboxilico (X) esta disponible comercialmente o puede sintetizarse mediante métodos
conocidos o métodos equivalentes.

El profarmaco (XIll) del derivado peptidico (I) puede obtenerse, por ejemplo, mediante desproteccion del
derivado de fenoxicarbamato protegido (IX) seguido de reaccion de acoplamiento en condiciones basicas a neutras
con un derivado de acido carboxilico (XIl) (en los casos en que G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o por reaccion de
condensaciéon con un derivado de acido carboxilico (XII) (en los casos en los que G es un atomo de hidrogeno),
como se muestra en el Esquema 7.

O}—Au(z-o

G PEG—(CHp—N
z
o

(X11)
reaccion de acoplamiento

X <
N-PG reaccion de o B
it H ’\f ) 7N SRk desproteccion reaccién de condensacion
N o N g Ak .
MeN N S = Y
© \

Esquema 7

Q
S—n-a
Z  PEG—(CHp,—N
X 4 2)o—N,
R Z
W g H 3 N s-AK, o
N N N A ! Do akes
MesN N g s }—N’ 2k
o I omeo  omeo TN

(X111)
en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
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la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

La cantidad del derivado de acido carboxilico (XIlI) para su uso en la reaccion de acoplamiento o la
reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes,
del derivado de fenoxicarbamato protegido (IX).

El ajuste del pH de la reaccion de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de fenoxicarbamato protegido (I1X).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los
ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bdérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIl) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida,  diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N' N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de &acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reacciéon de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XII).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccién de condensacion se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.
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La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XII).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIl) para su uso en la reaccidon de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El derivado de acido carboxilico (XIlI) esta disponible comercialmente o puede sintetizarse mediante
meétodos conocidos 0 métodos equivalentes.

El profarmaco (XIll) del derivado peptidico (I) puede obtenerse, por ejemplo, mediante desproteccion del
derivado de polietilenglicol protegido (XI) seguido de reaccién de acoplamiento en condiciones de basicas a neutras
con el derivado de acido carboxilico (XIV) (en casos donde G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o mediante reaccién de
condensacioén con el derivado del acido carboxilico (XIV) (en los casos en los que G es un atomo de hidrogeno),
como se muestra en el Esquema 8.
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en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

La cantidad del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccidon de acoplamiento o la
reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes,
del derivado de polietilenglicol protegido (XI).

El ajuste del pH de la reaccidon de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de la base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de polietilenglicol protegido (XI).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los

ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
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pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccidn de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracién del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida,  diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N' N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de &acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacién se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccién.

El derivado de acido carboxilico (XIV) esta disponible comercialmente o puede sintetizarse mediante
meétodos conocidos 0 métodos equivalentes.
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El profarmaco (XV) del derivado peptidico (l) puede obtenerse, por ejemplo, mediante la desproteccion del
derivado de fenoxicarbamato protegido (IX) seguido de una reaccidon de acoplamiento en condiciones basicas a
neutras con el derivado de acido carboxilico (XIV) (en los casos en los que G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o por
reaccion de condensacion con el derivado del acido carboxilico (XIV) (en los casos en los que G es un atomo de
hidr6geno) como se muestra en el Esquema 9.
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(XV)
en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes..

La cantidad del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccidon de acoplamiento o la
reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes,
del derivado de fenoxicarbamato protegido (IX).

El ajuste del pH de la reaccidon de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de fenoxicarbamato protegido (IX).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampén. Los
ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bdérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro como diclorometano,
cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos
de los mismos

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.
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El tiempo de reaccion de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentraciéon del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N'’,N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de &acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacién se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracién del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El derivado de disulfuro (XVII) puede obtenerse, por ejemplo, mediante la reaccion de condensacion de un
derivado de acido carboxilico (IV) y un nucledfilo (XVI) como se muestra en el Esquema 10.
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(XVvI1)
(v Esquema 10

en donde W representa 2-mercaptopiridilo, 2-mercapto-5-nitropiridilo o -Alk1-N(Z) (PG), y los otros simbolos son
iguales a la definicién anterior.

La cantidad de nucledfilo (XVI) para su uso en la reaccién de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 3 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
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cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, hexafluorofosfato
de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N*-
tetrametiluronio, hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio o anhidrido de acido 2-metil-6-
nitrobenzoico, y preferiblemente incluyen cloroformiato de etilo o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio, -hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de acido 2-
metil-6-nitrobenzoico.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (IV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (IV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El nucledfilo (XVI) esta disponible comercialmente o puede sintetizarse mediante métodos conocidos o
métodos equivalentes a los mismos.

Puede obtenerse un derivado de polietilenglicol protegido (XVIII), por ejemplo, mediante la desprotecciéon
del derivado de disulfuro (XVIl-a) seguido de una reaccion de acoplamiento en condiciones basicas a neutras con el
derivado de acido carboxilico (X) (en los casos en los que G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o mediante reaccion de
condensacion con el derivado de acido carboxilico (X) (en los casos en los que G es un atomo de hidrégeno) como
se muestra en el Esquema 11.
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en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.
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Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes.

La cantidad del derivado de acido carboxilico (X) para su uso en la reaccién de acoplamiento o la reaccién
de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes, del
derivado de disulfuro (XVII-a).

El ajuste del pH de la reaccion de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de disulfuro (XVIl-a).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los
ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bdérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccidn de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (X) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N' N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de &acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (X).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccién de condensacion se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N -dimetilformamida, N,N-

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2948846 T3

dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (X).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones, como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (X) para su uso en la reaccion de condensaciéon es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccién.

El profarmaco (XIX) del derivado peptidico () puede obtenerse, por ejemplo, mediante desproteccién del
derivado de disulfuro (XVIl-a) seguido de reaccion de acoplamiento en condiciones basicas a neutras con el derivado
de acido carboxilico (XII) (en casos donde G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o mediante reaccién de condensacion
con el derivado del acido carboxilico (XII) (en los casos en los que G es un atomo de hidrégeno) como se muestra en
el Esquema 12.
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en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes.

La cantidad de derivado de acido carboxilico (XIl) para su uso en la reaccidon de acoplamiento o la reacciéon
de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes, del
derivado de disulfuro (XVII-a).

El ajuste del pH de la reaccion de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio, o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de disulfuro (XVII-a).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los
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ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bdérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIl) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida,  diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de &acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reacciéon de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XII).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacién se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XII).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIl) para su uso en la reaccidon de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.
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El profarmaco (XIX) del derivado peptidico (I) puede obtenerse, por ejemplo, por desproteccién del derivado
de polietilenglicol protegido (XVIIIl) seguido de una reaccion de acoplamiento en condiciones basicas a neutras con el
derivado de acido carboxilico (XIV) (en los casos donde G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o mediante reaccién de
condensacion con el derivado del acido carboxilico (XIV) (en los casos en los que G es un atomo de hidrogeno)
como se muestra en el Esquema 13.
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donde cada simbolo es igual que en la definicidon anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con meétodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes.

La cantidad de derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reacciéon de acoplamiento o la reaccién
de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes, del
derivado de polietilenglicol protegido (XVIII).

El ajuste del pH de la reaccidon de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de la base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de polietilenglicol protegido (XVIII).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los
ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bdérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccién incluyen solventes apréticos polares como N,N -dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.
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La concentracién del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de  O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccidon de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccidon de condensacién se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

El profarmaco (XX) del derivado peptidico (I) puede obtenerse, por ejemplo, mediante desproteccion del
derivado de disulfuro (XVIl-a) seguido de reaccion de acoplamiento en condiciones basicas a neutras con el derivado
de acido carboxilico (XIV) (en casos donde G es succinimidilo o p-nitrofenilo) o mediante reaccion de condensacion
con el derivado del acido carboxilico (XIV) (en los casos en los que G es un atomo de hidrégeno) como se muestra
en el Esquema 14.
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en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

La cantidad de derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de acoplamiento o la
reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 10 equivalentes, mas preferiblemente de 0,5 a 4 equivalentes,
del derivado de disulfuro (XVII-a).

El ajuste del pH de la reaccidon de acoplamiento puede realizarse mediante una base. Los ejemplos de la
base para su uso incluyen bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina; bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; compuestos de hidruro metalico como hidruro de sodio, hidruro
de potasio o hidruro de calcio; alquil litio como metil litio o butil litio; amida de litio como hexametildisilazida de litio o
diisopropilamida de litio; o mezclas de los mismos, y preferiblemente incluyen bases inorganicas como
hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; o bases organicas como trietilamina o diisopropiletilamina.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 0,001 a 10
equivalentes, mas preferiblemente de 0,001 a 4 equivalentes, del derivado de disulfuro (XVIl-a).

El ajuste del pH de la reaccién de acoplamiento también puede realizarse mediante un tampon. Los
ejemplos del tampdn para su uso incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de acido citrico-
fosfato, tampones de acido bdérico, tampones de tartrato o tampones Tris, y preferiblemente incluyen tampones de
pH 7,0 a 8,0.

La concentracion del tampon para su uso en la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de 10 mmol/l a
1 mol/l.

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccion de acoplamiento se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes aproéticos polares como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; agua; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de
cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como acetonitrilo o propionitrilo;
agua; o solventes mixtos de los mismos.

La temperatura de reaccion de la reaccion de acoplamiento es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccidn de la reaccién de acoplamiento se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracién del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de acoplamiento es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Los ejemplos de un reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion incluyen
carbodiimidas como  diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o  clorhidrato de  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida; cloroformiato de etilo, cloruro de oxalilo, hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-
benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)- N,N,N' N'-tetrametiluronio,
hexafluorofosfato de 1H-benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio, o anhidrido de &acido 2-metil-6-nitrobenzoico, y
preferiblemente incluyen carbodiimidas como diciclohexilcarbodiimida, diisopropilcarbodiimida o clorhidrato de 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida; o hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio.

La cantidad de reactivo de condensacion para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de
0,1 a 100 equivalentes, mas preferiblemente de 0,3 a 30 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

Un solvente de reaccion para su uso en la reaccién de condensacion se selecciona apropiadamente
dependiendo del tipo de reactivos a usar, pero no esta particularmente limitado siempre que no se inhiba la reaccion.
Los ejemplos del solvente de reaccion incluyen solventes polares aproticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulféxido; solventes a base de éter como éter dietilico,
tetrahidrofurano, dimetoxietano o 1,4-dioxano; solventes a base de éster como acetato de etilo o acetato de propilo;
solventes a base de cloro como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; solventes a base de nitrilo como
acetonitrilo o propionitrilo; o solventes mixtos de los mismos, y preferiblemente incluyen solventes a base de cloro
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como diclorometano, cloroformo o 1,2-dicloroetano; o solventes polares apréticos como N,N-dimetilformamida, N,N-
dimetilacetamida, N-metil-2-pirrolidona o dimetilsulfoxido.

La reaccion de condensacion puede realizarse opcionalmente con una base. Los ejemplos de la base a
usar incluyen bases inorganicas como hidruro de sodio, hidrogenocarbonato de sodio o carbonato de potasio; bases
organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o mezclas de los mismos, y
preferiblemente incluyen bases organicas como trietilamina, diisopropiletilamina, 4-dimetilaminopiridina o piridina; o
mezclas de los mismos.

La cantidad de base para su uso en la reaccion de condensacion es preferiblemente de 0,5 a 20
equivalentes, mas preferiblemente de 1 a 5 equivalentes, del derivado de acido carboxilico (XIV).

La temperatura de reaccion de la reaccion de condensacion es preferiblemente de -40° C a 200° C, mas
preferiblemente de -20° C a 150° C.

El tiempo de reaccion de la reaccidon de condensacion se selecciona apropiadamente dependiendo de las
condiciones como la temperatura de reaccion, y es preferiblemente de 30 minutos a 30 horas.

La concentracion del derivado de acido carboxilico (XIV) para su uso en la reaccion de condensacion es
preferiblemente de 1 mmol/l a 1 mol/l al comienzo de la reaccion.

Ademas, el conjugado de la presente invencion incluye caracteristicamente el derivado peptidico (I) y un
ligando de direccionamiento o un polimero.

El término "ligando de dirieccionamiento" significa una sustancia para transportar un compuesto
fisiologicamente activo que contiene el derivado peptidico (I) a una célula especifica. Los ejemplos del ligando de
direccionamiento incluyen proteinas de union a antigeno, citoquinas o ligandos de moléculas pequefas.

El término "proteina de union a antigeno" significa una proteina con una propiedad de unién a una proteina
especifica que esta presente en la superficie celular. Los ejemplos de proteina de union a antigeno incluyen, pero no
se limitan a, moléculas de inmunoglobulina, anticuerpos de cadena sencilla, scFv, fragmentos Fab, fragmentos
F(ab'), diacuerpos, tricuerpos, aficuerpos, afilinas, anticalinas, atrimeros, avimeros, péptidos biciclicos Cys-knots,
DARPins, FN3s, Finomeros, dominios de Kunitz u Ocuerpos.

El término "citoquina" significa interleucina, quimiocina, interferdn, un factor de crecimiento celular, un factor
citotoxico, una proteina modificada de los mismos o similares. Los ejemplos de citoquinas incluyen, pero no se
limitan a, interleucina-2, proteinas de fusién de interleucina-2, interleucina-3, interleucina-4, interleucina-6,
interleucina-8, interleucina-12, interleucina-17, CCL1 a CCL28, CXCL1 a CXCL17, XCL1, XCL2, CX3CL1, interferon-
a, interferén-f3, interferon-y, interferon-w, interferdn-t, interferones de consenso, factores estimulantes de colonias de
granulocitos (GCSF), factores estimulantes de colonias de granulocitos y macréfagos (GMCSF), ligandos de CD-40,
hormonas liberadoras de hormona luteinizante (LHRH), factores de crecimiento similares a la insulina (IGF), factores
estimulantes de colonias de macréfagos (M-CSF), factores de crecimiento nervioso (NGF), factores de crecimiento
derivados de plaquetas, factores de crecimiento tisular, factor de crecimiento transformante |s, factores de
crecimiento de células endoteliales vasculares, factores inhibidores de la leucemia, factores de crecimiento de
queratinocitos (KGF), factores de crecimiento gliales (GGF), factores de necrosis tumoral (TNF), proteina 1
quimioatrayente de monocitos o factores de crecimiento de células endoteliales.

El término "ligando de peso molecular pequefio” significa un compuesto organico o derivado peptidico con
una propiedad de unién a la proteina especificada que esta presente en la superficie celular y que tiene un peso
molecular de menos de 1000. Los ejemplos del ligando de peso molecular pequefio incluyen, pero son sin limitacion,
biotinas, acidos fdlicos, inhibidores de integrinas, cRGD, RGD, inhibidores de PSMA o inhibidores de VEGF.

El término "polimero" significa un compuesto organico de alto peso molecular que esta constituido por una
cierta estructura repetitiva y tiene un peso molecular medio numérico de 1000 a 1000000. Los ejemplos del polimero
incluyen polietilenglicoles, acidos poliglutdmicos, poliaminoacidos o polisacaridos, y preferiblemente incluyen
polietilenglicoles o acidos poliglutamicos, y mas preferiblemente incluyen polietilenglicoles con un peso molecular
medio en numero de 20000 a 100000 o acidos poliglutamicos con un peso molecular medio en niumero de 20000 a
100000.

La proteina de unién a antigeno, la citoquina y el derivado peptidico anterior también incluyen, por ejemplo,
compuestos de los mismos sintetizados quimicamente, recombinantes de los mismos, productos naturales de los
mismos, formas glicosiladas o no glicosiladas de los mismos, formas en las que se introducen en los mismos
aminoacidos no naturales, formas en las que se introducen grupos funcionales (por ejemplo, grupo aldehido o grupo
sulfhidrilo) en los mismos mediante reacciones quimicas como oxidacion o reduccién o mediante reacciones
enzimaticas, y fragmentos bioactivos de los mismos.
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El término "aminoacido no natural" significa un aminoacido que esta presente en el natural y no esta
incluido en los aminoacidos que constituyen las proteinas (aminoacidos naturales), en el que el aminoacido no
natural significa un aminoacido que esta presente en el natural o es producido por sintesis quimica, es decir, un
aminoacido que esta presente en el natural y es un aminoacido que no constituye proteinas; un aminoacido en el
que se modifica quimicamente un aminoacido natural; un aminoacido que no esta incluido en los aminoacidos
naturales, que se produce mediante sintesis quimica; o similares. Los ejemplos especificos del aminoacido no
natural incluyen, pero no se limitan a, D-aminoacidos, citrulina, ornitina, acido (S)-2-amino-3-(3-metil-3H-diazirin-3-
il)propanoico (también denominado Foto-L-Leucina), acido (S)-2-amino-4-(3-metil-3H-diazirin-3-il)butanoico (también
denominado Foto-L-Metionina), acido (S)-3-(4-acetilfenil)-2-aminopropanoico (también denominado 4-acetil-L-
fenilalanina), o acido (S)-2-amino-3-(4-azidofenil)propanoico (también denominado 4-azido-L-fenilalanina).

El ligando de pequefio peso molecular anterior incluye, segin sea apropiado, analogos del mismo,
derivados del mismo, agonistas del mismo, antagonistas del mismo, inhibidores del mismo o isémeros del mismo.

El término "conjugado” significa una sustancia que contiene el derivado peptidico () o un profarmaco del
mismo, y el ligando de direccionamiento; una sustancia que contiene el derivado peptidico () o un profarmaco del
mismo, y el polimero; o una sustancia que contiene el derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo, y el ligando
de direccionamiento y el polimero (en lo sucesivo, denominados colectivamente el conjugado que incluye el derivado
peptidico (1)), cada uno de los cuales esta directamente unido entre si, o unido indirectamente a través de otras
sustancias (en lo sucesivo, conectores).

Los ejemplos del conjugado que incluye el derivado peptidico (I) incluyen conjugados de anticuerpo-
farmaco en los que el derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo y la molécula de inmunoglobulina estan
unidos directamente o estan unidos indirectamente a través del conector.

Ademas, los ejemplos del conjugado que incluye el derivado peptidico (1) incluyen conjugados de molécula
pequefia-farmaco en los que el derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo, y el ligando de molécula pequefia
se unen directamente o indirectamente a través del conector.

Ademas, los ejemplos del conjugado que incluye el derivado peptidico (l) incluyen conjugados de polimero-
farmaco en los que el derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo, y el polimero se unen directa o
indirectamente a través del conector.

Ademas, los ejemplos del conjugado que incluye el derivado peptidico (I) incluyen sustancias en las que el
polimero y el ligando de direccionamiento estan, independientemente entre si, unidos directamente o unidos
indirectamente a través del conector al derivado peptidico (1) o un profarmaco del mismo.

Ademas, los ejemplos del conjugado que incluye el derivado peptidico (I) incluyen sustancias en las que el
derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo y el ligando de direccionamiento estan, independientemente entre
si, unidos directamente o unidos indirectamente a través del conector al polimero.

Ademas, los ejemplos del conjugado que incluye el derivado peptidico (I) incluyen sustancias en las que el
derivado peptidico () o un profarmaco del mismo y el polimero estan, independientemente uno del otro, unidos
directamente o unidos indirectamente a través del conector al ligando de direccionamiento.

El término "que incluye el derivado peptidico (1)" significa que el derivado peptidico (I) o un profarmaco del
mismo se une directamente mediante enlaces covalentes o se une indirectamente a través del conector al ligando de
direccionamiento y/o al polimero, de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Ellen M. Sletten et al.,
Angewante Chimie International Edition, (2009); 48: pags 6974-6998; Greg T. Hermanson, "Bioconjugate
Technique", Elsevier; Xi Chem et al., Organic & Biomolecular Chemistry, (2016); 14: pags. 5417-5439) o métodos
equivalentes a los mismos. Los ejemplos especificos de tales enlaces covalentes incluyen, pero no se limitan a,
enlaces por adicién de un grupo sulfhidrilo a un grupo maleimida; enlaces disulfuro; enlaces por condensacion de un
grupo amino o un grupo hidroxi y un grupo carboxilo; enlaces por reaccién de clic de un grupo alquino y un grupo
azida; enlaces por condensacion de un grupo aminooxi y un grupo carbonilo; o enlaces por reaccion de tipo eno de
un grupo diazo y un grupo fenol, y preferiblemente incluyen enlaces por adicién de un grupo sulfhidrilo a un grupo
maleimida; enlaces disulfuro; enlaces por condensacién de un grupo amino o un grupo hidroxi y un grupo carboxilo;
0 se une por condensacion de un grupo aminooxi y un grupo carbonilo.

El término "conector" significa una estructura que se obtiene mediante reacciones entre el derivado
peptidico (I) o un profarmaco del mismo, el ligando de direccionamiento y el polimero, y un compuesto que tiene uno
0 mas grupos funcionales (por ejemplo, maleimida, carboxilo, carboxilo activado, carbonilo, aminooxi, hidrazida,
diazo, alquino o hidroxi). Los ejemplos de un compuesto de este tipo que tiene el grupo o grupos funcionales
incluyen, pero no se limitan a, N-succinimidil 4-(maleimidometil)ciclohexanocarboxilato (SMCC), sulfosuccinimidil-4-
(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato  (Sulfo-SMCC), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-
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carboxi-(6-amidocaproato) (LC-SMCC), éster N-succinimidilico del acido k-maleimidoundecanoico (KMUA), éster N-
succinimidilico del acido y-maleimidobutirico (GMBS), éster de N-hidroxisuccinimida del acido e-maleimidocaproico
(EMCS), éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster de N-(a-maleimidoacetoxi)-succinimida
(AMAS), succinimidil-6-(B-maleimidopropionamido)hexanoato (SMPH), N-succinimidil 4-(p-maleimidofenil)-butirato
(SMPB) y N-(p-maleimidofenil)isocianato (PMPI), N-succinimidil 4(2-piridiltio)pentanoato (SPP)), N-succinimidil(4-
yodo-acetil)aminobenzoato (SIAB), 6-maleimidocaproilo (MC), maleimidopropanoilo (MP), p-aminobenciloxicarbonilo
(PAB) y N-4(2-piridiltio)butanoato de succinimidilo (SPDB). Ademas, los conectores indicados anteriormente pueden
usarse apropiadamente en combinacion.

El término "proteina especificada que esta presente en la superficie celular" significa una proteina que
aumenta la expresion en la superficie celular en canceres, enfermedades autoinmunes o enfermedades infecciosas.
Los ejemplos de la proteina especificada que esta presente en la superficie celular incluyen, pero no se limitan a,
CD19, CD22, CD30, CD33, CD37, CD56, CD66e, CD70, CD74, CD79b, DLL-3, PSMA, GPNMB, Her2, CA6, CA9,
mesotelina, nectina-4, SLC44A4, Cripto, receptores de folato, STEAP-1, MUC16, NaPi2b, GCC, EGFRuviii, 5T4,
TROP-2, LIV-1, SLITRKS, factores tisulares, guanilil ciclasa C, CEACAMS, receptores de integrina, receptores de
interleucina, PSMA, receptores de quimiocinas, receptores de interferones, receptores de factor de crecimiento
celular o receptores de factor citotoxico.

Los ejemplos de la sal farmacéuticamente aceptable del conjugado que incluye el derivado peptidico (I)
incluyen las mismas sales que las sales farmacéuticamente aceptables del derivado peptidico (I) anterior.

El conjugado que incluye el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede
ser un anhidrato o puede haber formado un solvato como un hidrato. El solvato de la presente es preferiblemente un
solvato farmacéuticamente aceptable. El solvato farmacéuticamente aceptable puede ser cualquier hidrato o no
hidrato, pero preferiblemente es un hidrato. Los ejemplos del solvente que constituye el solvato incluyen solventes a
base de alcohol como metanol, etanol o n-propanol; N,N-dimetilformamida; dimetilsulfoxido; o agua

En la Tabla 4 se indican los ejemplos especificos del conjugado que incluye el derivado peptidico (I).
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Los compuestos descritos en la Tabla 4 también incluyen las sales farmacéuticamente aceptables de los
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mismos.

En la Tabla 4, r representa un numero entero de 1 a 50, L representa un ligando de direccionamiento, un
polimero o un polimero y un ligando de direccionamiento, y los demas simbolos son los mismos que en la definicion
anterior.

Un ejemplo preferido del conjugado descrito como Numero 6 en la Tabla 4 esta representado por la
Férmula (XXI) a continuacion, pero la presente invencién no se limita al mismo.
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(Xx1)
en donde A4 representa un aminoacido, y los otros simbolos son los mismos que en la definicién anterior.

El lado izquierdo de A4 (un lado que se une a un grupo amino) es un extremo terminal carbonilo, y el lado
derecho de A4 (el otro lado que se une a un grupo carbonilo) es un extremo terminal amino. Ademas, cuando A4 es
Lys, Glu y Asp, A4 puede unirse al conjugado mediante el grupo amino o carboxilo de la cadena lateral del mismo.

En el conjugado representado por la Formula (XXI) anterior, se prefieren mas aquellos en los que X es NR,
Alks es -(CH2)2-, PEG es -(CH2CH2O)12-, y A4 es Glu que se une usando la cadena principal del mismo, y se
prefieren aun mas aquellos en los que X es NR, Ry Z son metilo, Alks y Alk2 son -(CHz)2-, PEG es -(CH2CH20)42-, ¥
A4 es Glu que se une usando la cadena principal del mismo.

Un ejemplo preferido del conjugado descrito como Numero 8 en la Tabla 4 esta representado por la
Férmula (XXII) a continuacion.

z S\/\N/A4 0
\/,\ s S—Alk-N, >—Alk2— H
MezN )—PEG (CHp)—NH 0
OMe O OMe O HO. HJL@ o
0] u/\[N\rJ\JN\
N SN” “NH;

(XX11)

en donde cada simbolo es igual que en la definicion anterior.
En el conjugado representado por la Formula (XXII) anterior, se prefieren mas aquellos en los que X es

N(Me), Alks es -(CH.)2-, PEG es -(CH2CH20)+2-, y A4 es Glu que se une usando la cadena principal del mismo, y se
prefieren aun mas aquellos en los que X es N(Me), Z es metilo, Alk1y Alkz son -(CH2)2-, PEG es -(CH2CH20)12-, y A4
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es Glu que se une usando la cadena principal del mismo.

El conjugado que incluye el derivado peptidico (I) puede producirse mediante un método apropiado basado
en su estructura basica y caracteristicas derivadas de los tipos de sustituyentes. Ademas, los materiales de partida 'y
los reactivos usados para la produccion de estos compuestos generalmente estan disponibles comercialmente o
pueden producirse mediante métodos conocidos o métodos equivalentes a los mismos.

El conjugado que incluye el derivado peptidico (), asi como los productos intermedios y materiales de
partida para su uso en la produccién del derivado, puede aislarse y purificarse mediante procedimientos conocidos.
Los ejemplos de los procedimientos conocidos para el aislamiento y la purificacidon incluyen la extraccion con
solvente, la recristalizacion o la cromatografia.

Si el conjugado que incluye el derivado peptidico (I) incluye isomeros Opticos o esterecisomeros, cada
isomero puede obtenerse como un Unico compuesto mediante métodos conocidos. Los ejemplos de los métodos
conocidos incluyen cristalizacion, resolucion enzimatica o cromatografia quiral.

La configuracion del conjugado representado por la férmula (XXI) anterior es preferiblemente la Formula

(XXIII) siguiente:
%« .
Z Q N
P! B AN PN H
e N N o Ak-S )—PEG—(CH,—NH o
2 A < e © © Ho -
o AN \© 4 % 'H o
0 N,
N SN
ol rLI
/\[H \NJ\NHZ

OWe O OMe O

(XXI11)

La configuracion del conjugado representado por la Férmula (XXII) anterior es preferiblemente la Formula
(XXIV) siguiente:

2 Q
X
o N — z Q Sy
H\)l\ 4 H\/”\\ S—S—Alk;-N >—Alk2_ H
NeN N 8 J—PEG—(CHy),—NH o
o/‘\| OMe O OMe O < o © Ho. VN)kCL &
H
- R a6
N \NJ\NHZ

(XX1V)

En el método de produccion que se describe a continuacion, si cualquier compuesto de materia prima tiene
un grupo hidroxilo, un grupo amino, un grupo sulfhidrilo o un grupo carboxilo, puede introducirse un grupo protector
en cada uno de estos grupos y puede obtenerse el compuesto deseado eliminando el grupo protector seguin sea
necesario después de la reaccion.

Los ejemplos del grupo protector para el grupo hidroxi incluyen el grupo tritilo, el grupo tetrahidropiranilo, el
grupo aralquilo C7-C+o (por ejemplo, el grupo bencilo) o el grupo sililo sustituido (por ejemplo, el grupo trimetilsililo, el
grupo trietilsililo o el grupo tercbutildimetilsililo).

Los ejemplos del grupo protector para el grupo amino incluyen un grupo alquilcarbonilo que tiene un grupo
alquilcarbonilo C,-Cs (por ejemplo, acetilo), un grupo benzoilo, un grupo alquiloxicarbonilo C»-Cg (por ejemplo, un
grupo terc-butoxicarbonilo o un grupo benciloxicarbonilo), grupo aralquilo C7-C1o (por ejemplo, grupo bencilo), o
grupo ftaloilo.

Los ejemplos del grupo protector para el grupo sulfhidrilo incluyen el grupo tritilo, el grupo 2-mercaptopiridilo
o el grupo 2-mercapto-5-nitropiridilo.

Los ejemplos del grupo protector para el grupo carboxilo incluyen un grupo alquilo C4-Cs (por ejemplo, un
grupo metilo, un grupo etilo o un grupo terc-butilo) o un grupo aralquilo C7-C1o (por ejemplo, un grupo bencilo).

Los grupos protectores se eliminan de diferentes maneras dependiendo del tipo de grupos protectores, pero
la desproteccion puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos (por ejemplo, Greene, T.W., "Greene’s
Protective Groups in Organic Synthesis", Wiley-Interscience) o métodos equivalentes a los mismos.

El conjugado que incluye el derivado peptidico (I) puede obtenerse mediante conjugacion, directa o

indirectamente a través del conector, del derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo, o sales del mismo, y el
ligando de direccionamiento y/o el polimero anterior o sales del mismo de acuerdo con métodos conocidos (por
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ejemplo, Ellen M. Sletten et al., Angewante Chimie International Edition, (2009); 48: pp. 6974-6998; Greg T.
Hermanson., "Bioconjugate Technique", Elsevier; Xi Chem et al., Organic & Biomolecular Chemistry, (2016); 14: pp.
5417-5439) o métodos equivalentes a los mismos.

El conjugado que incluye el derivado peptidico (I) puede marcarse con un isétopo, y los ejemplos del
isotopo usado para marcar incluyen 2H, 3H, '3C, 4C, 5N, %0, 70, 80 y/r 29|,

Los ejemplos de las sales del derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo, o el ligando de
direccionamiento o el polimero usado para la conjugacion incluyen sales de acidos inorganicos como clorhidrato,
sulfato, nitrato, bromhidrato, yodhidrato o fosfato; sales de acidos organicos como oxalato, malonato, citrato,
fumarato, lactato, malato, succinato, tartrato, acetato, trifluoroacetato, maleato, gluconato, benzoato, ascorbato,
glutarato, mandelato, ftalato, metanosulfonato, etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato,
canforsulfonato, aspartato, glutamato o cinamato; sales con bases organicas como sal de trietilamina, sal de
diisopropiletilamina, sal de etanolamina, sal de morfolina, sal de piperidina o sal de diciclohexilamina; sales con
aminoacidos basicos como arginina o lisina; o sales con bases inorganicas como la sal de litio, sal de calcio, sal de
potasio, sal de sodio, sal de amonio, sal de aluminio o sal de zinc.

Las sales del derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo, o el ligando de direccionamiento o polimero
pueden ser un anhidrato o pueden haber formado un solvato como un hidrato. Los ejemplos del solvente que
constituye el solvato incluyen solventes a base de alcohol como metanol, etanol o n-propanol; N,N-dimetilformamida,
dimetilsulféxido o agua.

Ademas, el agente citotoxico de la presente invencion incluye caracteristicamente como ingrediente activo,
el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o el conjugado que incluye el derivado
peptidico (l) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El término "agente citotdxico" significa un compuesto que provoca la muerte celular alterando la funcién
celular o inhibiendo el crecimiento celular, 0 una composicidon que contiene como ingrediente activo, una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Ademas, el término "agente citotdxico" también incluye una composicion que contiene como ingrediente
activo, un conjugado que incluye un compuesto que provoca la muerte celular alterando la funcion celular o
inhibiendo el crecimiento celular, o un profarmaco del mismo, y el ligando de direccionamiento o polimero anterior, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Cuando se administra a mamiferos (por ejemplo, ratones, ratas, hamsteres, conejos, gatos, perros, monos,
bovinos, ovejas o humanos), en particular a humanos, el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o el conjugado que incluye el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo puede usarse como un agente citotdxico util.

El derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o el conjugado que incluye el
derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede usarse solo o0 en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y administrarse por via oral o parenteral a los mamiferos anteriores como
agente citotoxico.

Los ejemplos de "administracion parenteral" incluyen inyecciones, administraciones transnasales,
pulmonares, dérmicas, sublinguales o rectales, y preferiblemente incluyen inyecciones.

El término "inyeccion" significa que el agente citotdxico se administra sistémica o localmente mediante
inyeccién o infusién por goteo. Los ejemplos de sitios de administracion incluyen sitios intravenosos, sitios
intramusculares, sitios intraperitoneales y sitios subcutaneos.

El agente citotoxico en el que el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o
el conjugado que incluye el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo es un
ingrediente activo puede producirse mediante métodos conocidos comunmente usados en la técnica de fabricaciéon
farmacéutica (por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science, ultima edicion, Mark Publishing Company, Easton,
U.S.A). Ademas, el agente citotoxico de la presente invencion puede contener, segun sea apropiado, aditivos en
cantidades moderadas como rellenos, aglutinantes, disgregantes, lubricantes, edulcorantes, surfactantes, agentes
de suspension, agentes emulsionantes, colorantes, conservantes, agentes aromatizantes, correctores,
estabilizadores, agentes espesantes, agentes de tamponamiento, agentes isotonicos, deslizantes, que se usan
comunmente en la técnica de la fabricacién farmacéutica. Los ejemplos del vehiculo farmacéuticamente aceptable
incluyen estos aditivos.

El agente citotoxico en el que el derivado peptidico (l) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o
el conjugado que incluye el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo es un
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ingrediente activo, puede utilizarse como agente terapéutico contra enfermedades, por ejemplo, cancer,
enfermedades autoinmunes o enfermedades infecciosas con las que se espera una mejora del estado clinico o una
mejora de los sintomas de las enfermedades basandose en el mecanismo de accion correspondiente.

El término "cancer" significa la enfermedad provocada por poblaciones de células que proliferan de manera
anormal y descontrolada. Los ejemplos de cancer incluyen cancer de faringe, cancer de laringe, cancer de lengua,
cancer de pulmoén de células no pequeias, cancer de mama, cancer de eséfago, cancer gastrico, cancer colorrectal,
cancer de utero, cancer de endometrio, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de pancreas, cancer de vesicula
biliar, cancer de vias biliares, cancer de rifidon, cancer de pelvis renal y de uréter, cancer de vejiga, cancer de
préstata, melanoma maligno, cancer de tiroides, sarcoma neurogénico u osteogénico, condrosarcoma,
rabdomiosarcoma, angiosarcoma, fibrosarcoma, glioma, leucemia o linfoma maligno, neuroblastoma, mieloma o
tumor cerebral.

El término "enfermedad autoinmune" significa una enfermedad que es provocada por una respuesta
inmunitaria anormal a sustancias en organismos vivos o células. Los ejemplos de enfermedades autoinmunes
incluyen hepatitis crénica activa, enfermedad de Addison, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipido, artritis,
alergia atdpica, enfermedad de Behcet, cardiomiopatia, enfermedad celiaca, sindrome de Cogan, enfermedad de
aglutinina fria, enfermedad de Crohn, sindrome de Cushing, dermatomiositis, lupus eritematoso discoide, eritema,
fibromialgia, glomerulonefritis, sindrome de Goodpasture, enfermedad de injerto contra huésped, enfermedad de
Graves, sindrome de Guillain-Barré, enfermedad de Hashimoto, atrofia suprarrenal idiopatica, pulmén fibroide
idiopatico, nefropatia IgA, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes mellitus insulinodependiente, artritis juvenil,
sindrome miasténico de Lambert-Eaton, liquen plano, hepatitis lupoide, lupus, linfopenia, enfermedad de Meniere,
enfermedad mixta del tejido conjuntivo, esclerosis multiple, miastenia grave, anemia perniciosa, sindrome de
deficiencia poliendocrina, cirrosis biliar primaria, psoriasis, artritis psoriasica, fenédmeno de Raynaud, sindrome de
Reiter, reumatismo articular, Sindrome de Schmidt, enfermedad de Hidebound, sindrome de Sjogren, sindrome de la
persona rigida, oftalmia simpatica, lupus eritematoso sistémico, arteritis de Takayasu, arteritis temporal,
hipertiroidismo, resistencia a la insulina tipo B, diabetes mellitus tipo |, colitis ulcerosa, uveitis, leucoderma o
granulomatosis de Wegener

El término "enfermedad infecciosa" significa una enfermedad provocada por una infeccion con bacterias,
hongos, protozoos patdgenos, levaduras, virus o similares. Ejemplos de causas de enfermedades infecciosas
incluyen Staphylococci, Streptococcus, Enterococcus, Corynebacterium, Bacillus, Listeria, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Clostridium, Eubacterium, Propionibacterium, Lactobacillus, Neisseria, Branhamella,
Haemophilus, Bordetella, Escherichia coli, Citrobacter, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia,
Hafnia, Proteus, Morganella, Providencia, Yersinia, campylobacter, Vibrio, Aeromonas, Pseudomonas,
Xanthomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Brucella, Legionella, Veillonella, Bacteroides, Fusobacterium,
Mycoplasma, Rickettsia, Chlamydia, Aspergillus, Cryptococcus, Candida, Mucor, Sporotrichum, dermatophyte,
Plasmodium, Entamoeba histolytica, Trichomonas vaginalis, Pneumocystis carinii, Echinococcus, Diplococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycobacterium tuberculosis, Clostridium tetani, adenovirus, herpesvirus,
papilomavirus, virus del SIDA, filovirus, virus de la encefalitis japonesa, virus de la rabia, poliovirus, rinovirus, virus de
la gripe, virus de la hepatitis B o virus de la hepatitis C.

La citotoxicidad del derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o el conjugado
que incluye el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo puede evaluarse con un
estudio in vitro. Los ejemplos de los estudios in vitro incluyen el método de exclusién con colorante azul tripano, el
ensayo de actividad de lactato deshidrogenasa (LDH), el método de incorporacion de [°H] timidina o la tincion
nuclear con yoduro de propidio que mide el nimero de células muertas o células supervivientes después del
tratamiento con el compuesto; un método que usa colorantes como MTT, MTS y WST (Current Protocol in
Toxicology, (2000), 2.6.1-2.6.27); o un método en el que la cantidad de ATP se mide usando CellTiter-Glow
(Promega Corporation), y similares, y preferiblemente incluyen el método en el que se mide el niumero de células
supervivientes después del tratamiento con el compuesto usando el método MTS para determinar valores de la
citotoxicidad en ese momento a partir del 50% de efecto-concentracion (ECso). Ademas, en la evaluacién de la
citotoxicidad del conjugado que incluye el derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, el
meétodo preferido es aquel en el que, durante un cierto tiempo, las células se tratan con un medio que contiene el
compuesto, luego las células se transfieren a un medio que no contiene el compuesto, y el numero de células
supervivientes se mide después del cultivo durante cierto tiempo adicional (Bioconjugate Chemistry., 2014; 25:
pp.560-568).. Para los estudios in vitro, se usan células de cancer de ovario humano células SKOV-3, células de
cancer de glandula epitelial basal alveolar humano células A549, células de leucocitos linfociticos de ratén L1210 y
similares.

La permeabilidad de la membrana celular del derivado peptidico (I) o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo puede medirse con un método de evaluacion in vitro de la permeabilidad de la membrana celular. Los
ejemplos del método de evaluacion in vitro para la permeabilidad de la membrana celular incluyen métodos que usan
un sistema de membrana celular monocapa como Caco-2 o rifidén canino Madin-Darby (MDCK), o ensayo de
permeacién de membrana artificial paralela (PAMPA) que usa una membrana lipidica artificial en la que los lipidos y
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similares se mantienen en un filtro (JP2007-118003A). Mas especificamente, los ejemplos del método de evaluacion
de la permeabilidad de la membrana celular del derivado peptidico () o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo incluyen métodos en los que la cantidad de compuestos permeados desde un lado donante hasta un lado
aceptor en el sistema de placas PAMPA prerrecubierto (Corning) se cuantifica y se determina mediante calculo. La
cantidad de compuestos permeados puede cuantificarse, por ejemplo, mediante un espectrémetro de masas de
cromatografia liquida (en lo sucesivo, LC/MS), absorbancias o marcadores fluorescentes.

EJEMPLOS

La presente invencion se describira con mas detalle a continuacién por medio de Ejemplos y Ejemplos de
Referencia.

Para cualquier compuesto cuyos métodos sintéticos no se describan en el contexto de la sintesis de los
compuestos de los Ejemplos, se usaron compuestos comercialmente disponibles o sintetizados por métodos
conocidos 0 métodos equivalentes a los mismos. Los nombres de los solventes indicados en los datos de NMR
representan los solventes usados para las mediciones. La medicion del espectro de NMR de 400 MHz se realizé
usando el espectrometro de resonancia magnética nuclear JNM-AL400 (JEOL Ltd.) o el espectrometro de
resonancia magnética nuclear JNM-ECS400 (JEOL Ltd.). Los desplazamientos quimicos se referenciaron a
tetrametilsilano y se expresaron en & (unidad: ppm), mientras que la multiplicidad de cada sefal se expresé como s
(singlete), d (doblete), t (triplete), q (cuarteto), m (multiplete), br (amplio), dd (doble-doblete), dt (doble-triplete), ddd
(doble-doble-doblete), dq (doble-cuarteto) o tt (triple-triplete). En los espectros de 'H NMR, las sefiales que no
pudieron confirmarse debido a sus picos amplios como un proton de OH o NH, no se describieron en los datos. Los
pesos moleculares se midieron mediante el método de ionizacion por electropulverizacion (en lo sucesivo, ESI)
usando el Agilent Technologies 1200 Series, 6130A (Agilent Technologies) (en lo sucesivo, LC/MS-1), o el Agilent
Technologies 1260 Infinity Il Series, 6130B (Agilent Technologies) (en lo sucesivo, LC/MS-2). La espectrometria de
masas de alto rendimiento (HRMS) se realizé por ESI usando el espectrometro de masas NexeraX2, LCMS-IT-TOF
(SHIMADZU CORPORATION). Se midié un tiempo de retencion (en lo sucesivo, tr) mediante cromatografia liquida
de alto rendimiento (en los sucesivo, HPLC). Todos los solventes usados estaban disponibles comercialmente. Para
la purificacion se usé YFLC W-prep2XY (YAMAZEN CORPORATION); para la cromatografia en columna de gel de
silice, se us6 gel de silice en columna Hi-Flash (YAMAZEN CORPORATION); para la cromatografia en columna de
gel de silice de amina, se us6 columna Hi-Flash amino (YAMAZEN CORPORATION); y para la columna ODS, se
uso el estandar de octadecil C1s de columna Hi-Flash (YAMAZEN CORPORATION). Las condiciones analiticas para
LC/MS-1, LC/MS-2 y HPLC y las condiciones de purificacion para la columna ODS se describiran en una parte
posterior. En la descripcion de los Ejemplos y los Ejemplos de Referencia, se usan las siguientes abreviaturas:

Trt: grupo trifenilmetilo; Boc: grupo terc-butoxicarbonilo; THP: grupo tetrahidropiranilo.

(Ejemplo de referencia 1) Sintesis de acido 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilico:

0

ﬂ%%u

OMe O OMe O S

CH

A una solucién de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-
N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil jtiazol-4-
carboxilato de etilo (15 mg, 0,017 mmol) en etanol (1,0 ml), se le afiadié hidréxido de sodio 1,0 N (19 ul, 0,019 mmol)
y el resultante se agité a temperatura ambiente durante tres horas. A la solucién de reaccion obtenida se le afiadio
acido clorhidrico 1,0 N (19 ul), luego la mezcla se diluyé con agua y la solucion obtenida se extrajo tres veces con
cloroformo. Las capas organicas se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentraron al vacio para
obtener el compuesto del titulo (14 mg, 99% de rendimiento) (en lo sucesivo referido como el compuesto del Ejemplo
de Referencia 1) como un sdlido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.97 (1H, s), 7.70-7.42 (1H, m), 7.30-7.15 (5H, m), 7.13-7.09 (1H, m), 5.62-5.55
(1H, m), 4.87-4.67 (2H, m), 4.11-3.10 (7H, m), 3.32 (3Hx2, s), 3.04 (3H, s), 2.70-2.28 (4H, m), 2.53 (6H, s), 2.19-
2.06 (2H, m), 1.98-1.55 (4H, m), 1.40-1.20 (1H, m), 1.18-0.69 (23H, m).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 829. (LC/MS-1)
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(Ejemplo de referencia 2) Sintesis de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-(2-(tritiltio)etiltiazol-4-carboxamida:

)
NH

AT ¢ T

OMe O OMe O B

A una solucién del compuesto del Ejemplo de Referencia 1 (25 mg, 0,030 mmol) en N,N-dimetilformamida
(en lo sucesivo, DMF) (0,5 ml), se le afiadid una solucién de hexafluorofosfato de 2-(7-aza-1H-benzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio (en lo sucesivo, HATU) (17 mg, 0,045 mmol) y 2-(tritiltio)etanoamina (15 mg, 0,045 mmol) en
DMF (0,50 ml), y diisopropiletilamina (13 pl, 0,075 mmol), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una
hora. A la solucidon de la reaccion obtenida, se le afiadié agua y la mezcla se extrajo con acetato de etilo, se lavd con
salmuera saturada, se seco sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice (metanol/cloroformo = 0/1 — 71/19) para obtener el compuesto
del titulo (23 mg, 88% de rendimiento) (en lo sucesivo, el compuesto del Ejemplo de Referencia 2) como un sélido
blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.92 (1H, s), 7.45-7.13 (20H, m), 6.89 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.54-5.47 (1H, m), 4.87-
4.73 (2H, m), 4.16-4.09 (1H, m), 4.08-4.03 (1H, m), 3.87 (1H, d, J=8.6 Hz), 3.46-3.18 (6H, m), 3.33 (3H, s), 3.31
(3H, s), 3.03 (3H, s), 2.51 (2H, t, J=6.6 Hz), 2.45-2.30 (4H, m), 2.25 (6H, s), 2.10-1.90 (2H, m), 1.81-1.55 (4H, m),
1.27-1.19 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=6.8 Hz),1.07-0.89 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.5 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 1130. (LC/MS-1)

(Ejemplo 1) Sintesis de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-
N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil )-N-(2-
(mercaptoetil)tiazol-4-carboxamida:

O  H

LI o §

OMe O OMe O ~

Al compuesto del Ejemplo de Referencia 2 (25 mg, 0,022 mmol), se le anadié una solucidon de acido
trifluoroacético (en lo sucesivo, TFA)/diclorometano (proporcion de volumen 1:1) (4,5 ml) que contenia trietilsilano
0,02 M y la mezcla se agitd. a temperatura ambiente durante una hora. El solvente de la solucion de reaccion
obtenida se evapor6 al vacio, se le afiadié una solucidon acuosa saturada de carbonato de sodio y la mezcla se
extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavd con salmuera saturada, se deshidratd sobre sulfato de sodio
anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(metanol/cloroformo = 0/1 — 1/9) para obtener el compuesto del titulo (18 mg, 92% de rendimiento) (en lo sucesivo,
el compuesto del Ejemplo 1) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) &:7.97 (1H, s), 7.70 (1H, t, J=6.1 Hz), 7.49 (1H, brs), 7.29-7.12 (5H, m), 6.90 (1H,
d, J=8.2 Hz), 5.54-5.48 (1H, m), 4.82-4.74 (2H, m), 4.14-4.03 (2H, m), 3.86 (1H, d, J=7.7 Hz), 3.63 (2H, q, J=6.5
Hz), 3.51-3.16 (4H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.04 (3H, s), 2.81-2.74 (2H, m), 2.48-2.33 (4H, m), 2.25 (6H, s),
2.11-1.92 (2H, m), 1.85-1.60 (4H, m), 1.46 (1H, t, J=8.6 Hz), 1.40-1.22 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=7.2 Hz), 1.05-0.90
(17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.5 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 888. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 3) Sintesis de 2-((S)-1-(2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-

metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilato de 2-(tritiltio)etilo:
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e % b

OMe O OMe O

A una solucién del compuesto del Ejemplo de Referencia 1 (39 mg, 0,047 mmol) en diclorometano (1,0 ml),
se le afiadié 4-dimetilaminopiridina (en lo sucesivo, DMAP) (1,2 mg, 9,4 ymol), trietilamina (14 pl, 0,10 mmol) y
anhidrido de acido 2-metil-6-nitrobenzoico (19 mg, 0,056 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante
10 minutos, luego a la misma se le afiadio 2-(tritiltio)etanol (18 mg, 0,056 mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante 20 horas. A la solucidn de reaccion obtenida se le afiadié agua y la mezcla se extrajo tres veces
con cloroformo. Las capas organicas se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentraron al
vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna de gel de silice (metanol/cloroformo = 0/1 — 2/25) para
obtener el compuesto del titulo (49 mg, 92% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo
de Referencia 3) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:8.00 (1H, s), 7.44-7.40 (6H, m), 7.37 (1H, d, J=7.8 Hz), 7.30-7.10 (14H, m), 6.90
(1H, d, J=9.6 Hz), 5.55-5.46 (1H, m), 4.79 (2H, t, J=48.0 Hz), 4.15-4.07 (1H, m), 4.11 (2H, t, J=6.9 Hz), 4.05-4.00
(1H, m), 3.87 (1H, d, J=7.8 Hz), 3.80-3.15 (4H, m), 3.32 (3H, s), 3.31 (3H, s), 3.02 (3H, ), 2.61 (2H, t, J=6.9 Hz),
2.45-2.28 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.12-1.96 (2H, m), 1.90-1.50 (4H, m), 1.40-1.30 (1H, m), 1.09 (3H, d, J=6.9 Hz),
1.03-0.89 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 1131, (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo 2') Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,55)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilato de 2-mercaptoetilo:

@)
O

AT ¢ o

OMe O OMe O

"Los "Ejemplos llustrativos" estan fuera del alcance de la invencién

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo 1, excepto que se uso el compuesto del
Ejemplo de Referencia 3 en lugar del compuesto del Ejemplo de Referencia 2, para obtener el compuesto del titulo
(32 mg, 83% de rendimiento) (en lo sucesivo, denominado como el compuesto del Ejemplo llustrativo 2) como un
sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:8.07 (1H, s), 7.41 (1H, brs), 7.30-7.11 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.55-5.49
(1H, m), 4.83-4.74 (2H, m), 4.47 (2H, t, J=6.9 Hz), 4.13-3.11 (7H, m), 3.32 (6H, s), 3.03 (3H, s), 2.88 (2H, t, J=6.9
Hz), 2.47-2.28 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.11-1.98 (2H, m), 1.98-1.55 (4H, m), 1.41-1.30 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=6.9
Hz), 1.05-0.91 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 889. (LC/MS-1)

(Ejemplo de referencia 4) Sintesis de metil(2-(tritiltio)etil)carbamato de terc-buitilo:
TS _~ N
Boc
Se enfrid en hielo una solucion de (2-(tritiltio)etilo) carbamato de terc-butilo (550 mg, 1,3 mmol) en DMF (10

ml) y se afadioé a la misma hidruro de sodio (dispersion al 55% en peso en aceite mineral) (63 mg, 1,4 mmol) en
varias partes. Después de agitar durante 15 minutos, se afiadié yoduro de metilo (0,087 ml, 1,4 mmol) y la mezcla se
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agité durante la noche mientras se dejaba alcanzar la temperatura ambiente. Después de afadir una cantidad en
exceso de acetato de etilo, la mezcla se lavd con una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio y salmuera
saturada, la solucidn resultante se deshidratd sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El
residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano/acetato de etilo =
1/0—4/1) para obtener el compuesto del titulo (420 mg, 96% de rendimiento) (en lo sucesivo, denominado el
compuesto del Ejemplo de Referencia 4) como un sdélido blanco.

TH-NMR (400 MHz, CDCls) 8:7.42 (d, J=8.2 Hz, 6H), 7.29 (t, J=7.5 Hz, 6H), 7.21 (t, J=7.3 Hz, 3H), 3.03 (t, J=7.5
Hz, 2H), 2.60 (brs, 3H), 2.33 (brs, 2H), 1.40 (s, 9H).
MS m/z (ESI) [M+Na]*: 456. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 5) Sintesis de N-metil-2-(tritiltio)etan-1-amina:

TrtS\/\N/
H

A una solucion del Ejemplo de Referencia 4 (150 mg, 0,35 mmol) en diclorometano (4,0 ml), se le afiadid
cloruro de hidrégeno 4 N-dioxano (3,0 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante cuatro horas. A la
solucioén de la reaccion se le afiadié una cantidad en exceso de diclorometano que contenia un 5% en volumen de
metanol, se le afiadié una solucidon acuosa saturada de hidrogenocarbonato de sodio y la solucion resultante se
deshidratd sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El compuesto del titulo (15 mg, 40% de
rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 5) se obtuvo como una sustancia
oleosa. La sustancia oleosa obtenida se uso6 para la siguiente reaccion sin purificacion.

H-NMR (400 MHz, CDCls) &:7.44 (dd, J=10.7, 4.8 Hz, 6H), 7.32-7.26 (m, 6H), 7.24-7.19 (m, 3H), 3.71
(t, J=1.8Hz, 1H), 3.07 (t, J=2.3 Hz, 1H), 2.51 (t, J=6.6 Hz, 1H), 2.36 (dd, J=11.2, 4.8 Hz, 1H), 2.29 (t, J=1.8 Hz,
3H), 1.50 (s, 2H).

MS m/z (ESI) [Trt]*: 243. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 6) Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-metil-N-(2-(tritiltio)etil tiazol-4-carboxamida:

Q /
N\’\
H\)OJ\ $ H "F\iﬁ ST
MeoN” oy N Ns
o AL \@

OMe O OMe O =

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se uso el
compuesto del Ejemplo de Referencia 5 en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (45
mg, 85% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 6) como un amorfo
blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.84 (1H, s), 7.82-7.76 (1H, m), 7.30-7.00 (5H, m), 6.92 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.56-5.48
(1H, m), 5.07 (1H, brs), 4.87-4.70 (2H, m), 4.18-3.20 (17H, m), 3.10 (3H, s), 3.02 (3H, s), 2.45-2.20 (4H, m), 2.23
(6H, s), 2.11-1.89 (2H, m), 1.87-1.47 (4H, m), 1.40-1.30 (1H, m), 1.09 (3H, d, J=6.9 Hz), 1.05-0.86 (17H, m), 0.80
(3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 1144. (LC/MS-1)

(Ejemplo 3) Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-

N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil )-N-(2-
(mercaptoetil)-N-metiltiazol-4-carboxamida:
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OMe O OMe O S

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo 1, excepto que se usé el compuesto del
Ejemplo de Referencia 6 en lugar del compuesto del Ejemplo de Referencia 2, para obtener el compuesto del titulo
(27 mg, 77% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo 3) como un amorfo blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.90 (1H, s), 7.60-7.45 (1H, m), 7.28-7.02 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.58-5.51
(1H, m), 4.82-4.74 (2H, m), 4.20-3.20 (9H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.11 (3H, ), 3.03 (3H, S), 2.91-2.77 (2H,
m), 2.45-2.31 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.10-1.89 (2H, m), 1.86-1.60 (4H, m), 1.43-1.20 (1H, m), 1.11 (3H, d, J=6.9
Hz), 1.05-0.90 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 902. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 7) Sintesis de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilato de 2-((terc-butoxicarbonil)amino)etilo:

0
O

e e % e

OMe O OMe O X

A una solucién del compuesto del Ejemplo de Referencia 1 (38 mg, 0,046 mmol) en DMF (0,50 ml), se le
afiadieron HATU (21 mg, 0,055 mmol), una solucién de (2-hidroxietil)carbamato de terc-butilo (8,9 mg, 0,055 mmol)
mmol) en DMF (0,50 ml) y diisopropiletilamina (7,5 pl, 0,069 mmol) a temperatura ambiente y la mezcla se agité a la
misma temperatura durante 26 horas. A la solucién de reaccién obtenida se le afiadié agua y la mezcla se extrajo
con acetato de etilo. La capa organica se lavé con salmuera saturada, se deshidraté sobre sulfato de sodio anhidro y
luego se concentré al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(metanol/cloroformo = 0/1—7/93) para obtener el compuesto del titulo (14 mg, 32% de rendimiento) (en lo sucesivo,
denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 7) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:8.07 (1H, s), 7.44 (1H, brs), 7.30-7.12 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.55-5.49
(1H, m), 5.02 (1H, brs), 4.82-4.70 (2H, m), 4.41 (2H, t, J=4.6 Hz), 4.18-4.08 (1H, m), 4.05-4.00 (1H, m), 3.87 (1H,
d, J=7.3 Hz), 3.70-3.14 (6H, m), 3.32 (3H, s), 3.31 (3H, s), 3.03 (3H, s), 2.48-2.33 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.13-1.87
(2H, m), 1.80-1.60 (4H, m), 1.43 (9H, s), 1.35-1.16 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=7.3Hz), 1.05-0.87 (17H, m), 0.81 (3H,
t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 972. (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo 4) Sintesis de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilato de 2-aminoetilo:

0
0

w%%w o

OMe O OMe O B

A una solucion del compuesto del Ejemplo de Referencia 7 (14 mg, 0,014 mmol) en metanol (1,0 ml), se le
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afiadié una solucion 4 N de cloruro de hidrogeno-dioxano (54 ul, 0,22 mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura
ambiente durante 24 horas. El solvente de la solucion de reaccion obtenida se evaporé al vacio, se afiadio acetato
de etilo al resultante y la mezcla se lavé con una solucion acuosa saturada de carbonato de hidrogeno de sodio y
salmuera saturada. La capa organica se deshidraté sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El
residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice de amina (metanol/cloroformo = 0/1—1/19)
para obtener el compuesto del titulo (6,8 mg, 50% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del
Ejemplo llustrativo 4) como un sdlido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.98 (1H, s), 7.78 (2H, brs), 7.54 (1H, brs), 7.32-7.00 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=9.1
Hz), 5.51-5.45 (1H, m), 4.80-4.70 (2H, m), 4.18-4.00 (2H, m), 3.82 (2H, t, J=4.8 Hz), 3.80-3.10 (7H, m), 3.33 (3H,
s), 3.32 (3H, s), 3.05 (3H, s), 2.52-2.30 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.14-1.92 (2H, m), 1.86-1.60 (4H, m), 1.40-1.19 (1H,
m), 1.15-0.91 (20H, m), 0.82 (3H, t, J=6.4 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 872. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 8) Sintesis de (2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-metiltiazol-4-carboxamido)etil)carbamato de terc-butilo:

o, /
N

e

OMe O OMe O

La sintesis se realizd6 mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se usé (2-
(metilamino)etil)carbamato de terc-butilo en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (33
mg, 96% rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 8) como un sdlido
blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.88-7.75 (1H, m), 7.70-7.60 (1H, m), 7.34-7.00 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=8.7 Hz),
6.42-6.35 (1H, m), 5.63-5.48 (1H, m), 4.86-4.70 (2H, m), 4.18-4.00 (2H, m), 3.90-3.17 (9H, m), 3.32 (3H, s), 3.31
(3H, s), 3.09 (3H, s), 3.02 (3H, s), 2.45-2.30 (4H, m), 2.23 (6H, s), 2.17-1.85 (2H, m), 1.80-1.60 (4H, m), 1.35 (9H,
s), 1.30-1.15 (1H, m), 1.10-0.86 (20H, m), 0.80 (3H, t, J=7.5 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 985. (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo 5) Sintesis de Diclorhidrato de N-(2-aminoetil)-2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-
((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil )pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-2-feniletil)-N-metiltiazol-4-carboxamida:

o, /
N

\/\NHZ
Me,N N\)J\ \/L
z 2HCI

OMe O OMe O

A una solucion del compuesto del Ejemplo de Referencia 8 (33 mg, 0,033 mmol) en metanol (1,0 ml), se le
afiadioé una solucion 4 N de cloruro de hidrégeno en dioxano (126 pl, 0,50 mmol) y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 15 horas. El solvente de la solucién de reaccion obtenida se evapord al vacio para obtener el
compuesto del titulo (29 mg, 90% de rendimiento) (en lo sucesivo el compuesto del Ejemplo llustrativo 5) como un
sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDsOD) 5:8.98-8.60 (1H, m), 8.14-7.92 (1H, m), 7.37-7.18 (5H, m), 5.66-5.57 (1H, m), 4.85-
4.63 (2H, m), 4.20-3.07 (20H, m), 3.16 (3H, s), 2.92 (3H, s), 2.91 (3H, s), 2.48-1.39 (10H, m), 1.30-0.98 (21H, M),
0.87 (3H, t, J=7.1 Hz).

MS m/z (ESI) [M+Na]*: 907. (LC/MS-1)
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(Ejemplo de Referencia 9) Sintesis de (2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-metiltiazol-4-carboxamido)etil)(metil)carbamato de terc-butilo:

Oy ./
N

\/\N/
e N\)J\ m%N% Bag

OMe O OMe O

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se usoé
metil(2-(metilamino)etil)carbamato de terc-butilo en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del
titulo (38 mg, 90% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 9) como un
amorfo blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 8:7.78 (1H, s), 7.70-7.40 (1H, brm), 7.30-7.11 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=8.7 Hz), 5.57-
5.48 (1H, m), 4.85-4.73 (2H, m), 4.18-4.00 (2H, m), 3.90-2.62 (12H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.13 (3H, s),
3.03 (3H, s), 2.45-2.30 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.13-1.90 (2H, m), 1.80-1.60 (4H, m), 1.45 (9H, s), 1.38-1.30 (1H,
m), 1.16-0.91 (20H, m), 0.81 (3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 999. (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo 6) Sintesis de Diclorhidrato de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-
(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il}-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-2-feniletil)-N-metil-N-(2-(metilamina)etil)tiazol-4-carboxamida:

2HCI
0

T % o

OMe O OMe O S

La sintesis se realiz6 mediante el mismo método que en el Ejemplo llustrativo 5, excepto que se uso el
compuesto del Ejemplo de Referencia 9 en lugar del compuesto del Ejemplo de Referencia 8, para obtener el
compuesto del titulo (34 mg, 92% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo llustrativo
6) como un sdlido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDsOD) &5:8.15-8.02 (1H, m), 7.37-7.18 (5H, m), 5.66-5.57 (1H, m), 4.85-4.63 (2H, m), 4.20-
3.07 (20H, m), 3.27 (3H, s), 3.15 (3H, s), 2.91 (3H, s), 2.89 (3H, s), 2.51-1.39 (10H, m), 1.30-0.87 (21H, m), 0.86
(3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 899. (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo  7) Sintesis de  2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-

metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-(2-(hidroxietil)tiazol-4-carboxamida:
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OMe O OMe O

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se uso 2-
aminoetanol en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (26 mg, rendimiento cuantitativo)
(en lo sucesivo denominado compuesto del Ejemplo llustrativo 7) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 8:7.96 (1H, s), 7.85-7.75 (1H, m), 7.60 (1H, brs), 7.30-7.07 (5H, m), 6.91 (1H, d,
J=8.7Hz), 5.50-5.43 (1H, m), 4.83-4.72 (2H, m), 4.16-4.09 (1H, m), 4.05-4.01 (1H, m), 3.84-3.78 (3H, m), 3.65-
3.20 (6H, m), 3.32 (3H, s), 3.31 (3H, s), 3.04 (3H, s), 2.48-2.32 (4H, m), 2.23 (6H, s), 2.16-1.63 (6H, m), 1.40-1.25
(1H, m), 1.08 (3H, d, J=6.9 Hz), 1.04-0.88 (17H, m), 0.80 (3H, t, J=6.4 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 872. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 10) Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilato de 2-((tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)etilo:

0
O

. N\)L n{% \/L \_\OTHP

OMe O OMe O

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 3, excepto que se us6 2-
(tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)etanol en lugar de 2-(tritiltio)etanol, para obtener el compuesto del titulo (36 mg, 73% de
rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 10) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) &:8.05 (1H, s), 7.36 (1H, d, J=6.9 Hz), 7.30-7.11 (5H, m), 6.89 (1H, d, J=9.6Hz), 5.55-
5.48 (1H, m), 4.83-4.75 (2H, m), 4.69 (1H, t, J=3.4Hz), 4.60-4.46 (2H, m), 4.18-4.08 (1H, m), 4.07-4.00 (2H, m),
3.91-3.84 (2H, m), 3.82-3.75 (1H, m), 3.55-3.25 (5H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.02 (3H, s), 2.46-2.30 (4H,
m), 2.24 (6H, s), 2.13-1.97 (2H, m), 1.93-1.51 (10H, m), 1.42-1.30 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=6.9 Hz), 1.05-0.87
(17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.5 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 957. (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo 8) Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxilato de 2-hidroxietilo:

0
0

w%%v o

OMe O OMe O =

A una solucion del compuesto del Ejemplo de Referencia 10 (36 mg, 0,038 mmol) en etanol (1,0 ml), se le
afiadié monohidrato de acido p-toluenosulfonico (7,2 mg) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 18
horas. El solvente de la solucién de reaccion obtenida se evaporé al vacio, el resultante se diluyd con diclorometano,
se afiadié al mismo una solucion acuosa saturada de carbonato de potasio y la mezcla se extrajo tres veces con
cloroformo. Las capas organicas se deshidrataron sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentraron al vacio. El
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residuo se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (metanol/cloroformo = 0/1—1/9) para obtener
el compuesto del titulo (31 mg, 95% de rendimiento) (en lo sucesivo el compuesto del Ejemplo llustrativo 8) como un
sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:8.10 (1H, s), 7.49-7.44 (1H, m), 7.30-7.13 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.55-5.48
(1H, m), 4.82-4.74 (2H, m), 4.50 (2H, t, J=4.6 Hz), 4.20-3.26 (9H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.02 (3H, ), 2.46-
2.34 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.11-1.90 (2H, m), 1.84-1.60 (4H, m), 1.43-1.30 (1H, m), 1.09 (3H, d, J=7.3 Hz), 1.03-
0.89 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.5 Hz).
MS m/z (ESI) [M+H]*: 873. (LC/MS-1)

(Ejemplo 9) Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-
N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil )-N-(2-
(hidroxietil)-N-metiltiazol-4-carboxamida:

O, ./
N

IRERDON T % o

OMe O OMe O E

La sintesis se realizd con el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se usé 2-
(metilamino)etan-1-ol en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (31 mg, 85% de
rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo 9) como un amorfo blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.84 (1H, s), 7.82-7.76 (1H, m), 7.30-7.00 (5H, m), 6.92 (1H, d, J=9.1 Hz), 5.56-5.48
(1H, m), 5.07 (1H, brs), 4.87-4.70 (2H, m), 4.18-3.20 (17H, m), 3.10 (3H, s), 3.02 (3H, s), 2.45-2.20 (4H, m), 2.23
(6H, s), 2.11-1.89 (2H, m), 1.87-1.47 (4H, m), 1.40-1.30 (1H, m), 1.09 (3H, d, J=6.9 Hz), 1.05-0.86 (17H, m), 0.80
(3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 886. (LC/MS-1)

(Ejemplo llustrativo 10) Sintesis de N-(4-aminofenetil)-2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-
(dimetilamino)-3-metilbutanamido)- N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-ilo)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-2-feniletil)tiazol-4-carboxamida:

It 28008

OMe O OMe O

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se uso6 4-
(2-aminoetil)anilina en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (37 mg, 74% de
rendimiento) (en lo sucesivo denominado compuesto del Ejemplo ilustrativo 10) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.95 (1H, s), 7.43-7.36 (2H, m), 7.30-7.17 (5H, m), 7.04 (2H, d, J=8.2 Hz), 6.89 (1H,
d, J=9.1Hz), 6.65 (2H, d, J=8.2Hz), 5.53-5.46 (1H, m), 4.83-4.72 (2H, m), 4.15-4.09 (1H, m), 4.08-4.03 (1H, m),
3.87 (1H, d, J=8.2 Hz), 3.70-3.18 (6H, m), 3.33 (3H, s), 3.31 (3H, s), 3.03 (3H, s), 2.82 (2H, t, J=7.1 Hz), 2.45-
2.35 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.18-1.89 (2H, m), 1.84-1.64 (4H, m), 1.40-1.20 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=7.3 Hz), 1.03-
0.90 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.3 Hz).
MS m/z (ESI) [M+H]*: 947. (LC/MS-1)

(Ejemplo 11) Sintesis de 2-((S)-1-(2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-

N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil )-N-(4-
hidroxifenetil)tiazol-4-carboxamida:
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La sintesis se realizé mediante el mismo método que el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se usé 4-(2-
aminoetil)fenol en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (33 mg, rendimiento
cuantitativo) (en lo sucesivo, denominado el compuesto del Ejemplo 11) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.93 (1H, s), 7.41-7.30 (2H, m), 7.27-7.10 (5H, m), 7.04 (2H, d, J=8.2 Hz), 6.95-6.85
(1H, m), 6.82 (2H, d, J=8.2 Hz), 5.49-5.44 (1H, m), 4.85-4.72 (2H, m), 4.14-3.15 (9H, m), 3.33 (3H, s), 3.26 (3H,
s), 3.03 (3H, s), 2.82 (2H, t, J=6.9 Hz), 2.51-2.30 (4H, m), 2.23 (6H, s), 2.17-1.94 (2H, m), 1.90-1.60 (4H, m),
1.40-1.20 (1H, m), 1.15-0.88 (20H, m), 0.80 (3H, t, J=7.3 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 949. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 11) Sintesis de (2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxamido)etil)carbamato de terc-buitilo:

O H
N

e e % o

OMe O OMe O

La sintesis se realiz6 mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se usé (2-
aminoetil)carbamato de terc-butilo en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el compuesto del titulo (55 mg, 98%
de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 11) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, cDCls) 8(ppm):7.96 (1H, s), 7.69 (1H, brs), 7.50 (1H, brs), 7.34-7.09 (5H, m), 6.90 (1H,
d, J=9.1 Hz), 5.55-5.44 (1H, m), 5.03 (1H, brs), 4.89-4.67 (2H, m), 4.20-3.20 (11H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s),
3.04 (3H, s), 2.50-2.33 (4H, m), 2.25 (6H, s), 2.10-1.92 (2H, m), 1.85-1.66 (4H, m), 1.42 (9H, s), 1.40-1.20 (1H,
m), 1.15-0.79 (23H, m).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 971. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 12) Sintesis de Diclorhidrato de N-(2-aminoetil)-2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-
((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-
metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil)tiazol-4-carboxamida:

b ot FUY. %

OMe O OMe O

La sintesis se realiz6 mediante el mismo método que en el EJempIo llustrativo 5, excepto que se uso el
compuesto del Ejemplo de Referencia 11 en lugar del compuesto del Ejemplo de Referencia 8, para obtener el
compuesto del titulo (41 mg, 96% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de
Referencia 12) como un sdélido blanco.
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H-NMR (400 MHz, CDsOD) 5:8.65 (1H, brs), [8.19 (0.5H, s), 8.16 (0.5H, s)], 7.32-7.16 (5H, m), 5.69-5.56 (1H,
m), 4.80-4.63 (2H, m), 4.15-3.05 (14H, m), 3.33 (6H, s), 2.91 (6H, s), 2.51-1.38 (10H, m), 1.30-0.91 (21H, m),
0.85 (3H, t, J=7.1 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 871. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 13) Sintesis de (2-(2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxamido)etil)(metil)carbamato de terc-butilo:

O, H
N

\/\NBoc
Me,N N\)J\ N\/k /

OMe O OMe O X

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se usoé
éster terc-butilico del acido (2-aminoetil)(metil)carbamico en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el
compuesto del titulo (32 mg, 40% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de
Referencia 13) como un sdélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.94 (1H, s), 7.79 (1H, brs), 7.47 (1H, brs), 7.26-7.09 (5H, m), 6.89 (1H, d, J=9.1
Hz), 5.53-5.46 (1H, m), 4.82-4.74 (2H, m), 4.15-3.11 (11H, m), 3.33 (3H, s), 3.31 (3H, s), 3.03 (3H, s), 2.92 (3H,
s), 2.47-2.34 (4H, m), 2.24 (6H, s), 2.12-1.94 (2H, m), 1.77-1.65 (4H, m), 1.43 (9H, s), 1.40-1.20 (1H, m), 1.12-
0.78 (23H, m).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 985. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 14) Sintesis de Diclorhidrato de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-
(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-2-feniletil)-N-(2-(metilamino)etil tiazol-4-carboxamida:

O H

N
\/\/NH
Me,N NJJ\ \/L 2HCI

OMe O OMe O B

La sintesis se realiz6 mediante el mismo método que en el Ejemplo llustrativo 5, excepto que se uso el
compuesto del Ejemplo de Referencia 13 en lugar del compuesto del Ejemplo de Referencia 8, para obtener el
compuesto del titulo (25 mg, 88% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de
Referencia 14) como un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDs0D) 5:8.63 (1H, brs), 8.22-8.14 (1H, m), 7.35-7.15 (5H, m), 5.70-5.52 (1H, m), 4.83-4.63
(2H, m), 4.17-3.04 (20H, m), 2.91 (3H, s), 2.90 (3H, s), 2.74 (3H, s), 2.51-1.98 (6H, m), 1.91-1.50 (4H, m), 1.42-
0.80 (24H, m).

MS m/z (ESI) [M+H]"*: 885. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 15) Sintesis de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-

metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-(2-(3-(tritiltio)propanamido)etil)tiazol-4-carboxamida:
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A una solucion de acido 3-(tritiltio)propanoico (12 mg, 0,032 mmol) en DMF (0,50 ml), se le afiadieron HATU
(12 mg, 0,032 mmol), una solucién del compuesto del Ejemplo de Referencia 12 (20 mg, 0,021 mmol) en DMF (0,50
ml) y diisopropiletilamina (13 pl, 0,074 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una hora. A la
solucioén de reaccién obtenida se le afiadio agua y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavo
con agua y salmuera saturada, se sec6 sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentrd al vacio. El residuo se
purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (metanol/cloroformo = 0/1—1/9) para obtener el
compuesto del titulo (20 mg, 77% de rendimiento) (en lo sucesivo el compuesto del Ejemplo de Referencia 15) como
un sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 8:7.91 (1H, s), 7.69 (1H, t, J=6.1 Hz), 7.46 (1H, brs), 7.42-7.10 (20H, m), 6.92 (1H,
d, J=9.5 Hz), 6.16 (1H, brs), 5.51-5.45 (1H, m), 4.88-4.74 (2H, m), 4.13-4.09 (1H, m), 4.07-4.02 (1H, m), 3.87 (1H,
d, J=7.7 Hz), 3.60-3.18 (8H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.04 (3H, s), 2.50-2.32 (6H, m), 2.25 (6H, s), 2.09-1.96
(4H, m), 1.90-1.63 (4H, m), 1.40-1.20 (1H, m), 1.10 (3H, d, J=7.2 Hz), 1.05-0.88 (17H, m), 0.81 (3H, t, J=7.2 Hz).
MS m/z (ESI) [M+H]*: 1201. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 16) Sintesis de 2-((S)-1-(((2S,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-(2-(3-mercaptopropanamido)etil)tiazol-4-carboxamida:

@)

IR DN T % Tl

OMe O OMe O

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo 1, excepto que se uso el compuesto del
Ejemplo de Referencia 15 en lugar del compuesto del Ejemplo de Referencia 2, para obtener el compuesto del titulo
(7,3 mg, 89% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 16) como un
sélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.97 (1H, s), 7.78 (1H, brs), 7.51 (1H, brs), 7.32-7.10 (5H, m), 7.00-6.85 (1H, m),
6.58 (1H, brs), 5.53-5.45 (1H, m), 4.82-4.74 (2H, m), 4.15-4.08 (1H, m), 4.06-4.00 (1H, m), 3.86 (1H, d, J=7.7 Hz),
3.64-3.18 (8H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.04 (3H, s), 2.82-2.75 (2H, m), 2.50 (2H, t, J=6.8 Hz), 2.48-2.37
(4H, m), 2.26 (6H, s), 2.12-1.92 (2H, m), 1.83-1.57 (4H, m), 1.27-1.19 (1H, m), 1.11-0.86 (20H, m), 0.81 (3H,
t, J=7.2 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 959. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 17) Sintesis de N 2-(((9H-fluoreno-9-il)metoxi)carbonil)-N5-((S)-5-(terc-butoxi)-1,5-dioxo-1-
((2-(tritiltio)etil)amino)pentan-2-il)-L-glutaminato de terc -butilo:
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H O
%0:5"’NHFmoc
O

Se disolvio (S)-4-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-5-oxo-5-((2-(tritiltio)etil)amino)pentanoato  de
terc-butilo (1,5 g, 2,1 mmol) en una solucién al 20% en volumen de dietilamina en tetrahidrofurano (en lo sucesivo,
THF) (20 ml), la mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente y luego la mezcla de la reaccion se
concentro al vacio. A una solucion del residuo obtenido, HATU (942 mg, 2,5 mmol) y éster a t-butilico del acido N-a-
(9-fluorenilmetoxicarbonil)-L-glutaminico (878 mg, 2,1 mmol) en DMF (30 ml), se le afiadié diisopropiletilamina (320
mg, 2,5 mmol) y la mezcla se agitdé durante la noche a temperatura ambiente. Después de afiadir una cantidad en
exceso de acetato de etilo, la mezcla se lavd con una solucidon acuosa saturada de cloruro de amonio y salmuera
saturada, la capa organica se deshidratd sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo
obtenido se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano/acetato de etilo = 10/1—2/1) para
obtener el compuesto del titulo (1,81 g, 96% de rendimiento) (en lo sucesivo, denominado el compuesto del Ejemplo
de Referencia 17).) como un amorfo blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) &:7.76 (d, J=7.3 Hz, 2H), 7.61 (d, J=7.8 Hz, 2H), 7.40 (td, J=4.9, 2.9 Hz, 7H), 7.30
(ddt, J=19.7, 8.5, 3.3 Hz, 9H), 7.22-7.18 (m, 2H), 6.65 (d, J=6.4 Hz, 1H), 6.41 (s, 1H), 5.59 (d, J=8.2 Hz, 1H), 4.36
(dt, J=16.6, 6.1 Hz, 2H), 4.21 (t, J=6.9 Hz, 2H), 3.04 (dd, J=9.8, 6.2 Hz, 2H), 2.39 (dt, J=18.8, 6.6 Hz, 3H), 2.25
(dt, J=23.0, 6.6Hz, 3H), 2.01 (t, J=6.9 Hz, 1H), 1.87 (t, J=6.6 Hz, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.42 (s, 9H), 1.13 (dt, J=13.3,
5.7 Hz, 2H).

MS m/z (ESI) [M+Na]*: 934. (LC/MS-2)

(Ejemplo de Referencia 18) Sintesis de N5-((S)-5-(terc-butoxi)-1,5-dioxo-1-((2-(tritiltio)etil)amino)pentan-2-il)-L-

glutaminato de terc-butilo:
O O
s~ L~k
\/\N _ 0

HN. O
O 'l/
\~/ 5 NH,
o)

El Ejemplo de Referencia 17 (480 mg, 0,53 mmol) se disolvié en una solucion de dietilamina al 20% en
volumen en THF (5,0 ml), la mezcla se agité durante la noche a temperatura ambiente y luego la solucién de
reaccion se concentré al vacio. El residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice
(metanol/cloroformo = 0/1—1/9) para obtener el compuesto del titulo (284 mg, 78% de rendimiento) (en lo sucesivo
denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 18) como un amorfo blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 8:7.41 (t, J=4.5 Hz, 6H), 7.29 (dd, J=10.4, 5.0 Hz, 7H), 7.21 (dd, J=8.4, 6.1 Hz, 3H),
6.91 (s, TH), 6.85 (d, J=7.2 Hz, 1H), 4.36-4.31 (m, 1H), 3.31-3.26 (m, 1H), 3.12-3.06 (m, 1H), 2.95 (dd, J=13.6,
6.3 Hz, 1H), 2.45-2.22 (m, 7H), 2.10-2.01 (m, 3H), 1.95-1.87 (m, 7H), 1.46 (s, 9H), 1.43 (d, J=3.6 Hz, 12H), 1.30-
1.24 (m, 2H), 1.16 (t, J=7.0 Hz, 1H), 1.11 (t, J=7.2 Hz, 1H).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 690. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 19) Sintesis de  N2-(4-(N-((2-amino-4-oxo0-4,8-dihidropteridin-6-il)metil)-2,2,2-

trifluoroacetamido)benzoil)-N5-((S)-5-(terc-butoxi)-1,5-dioxo-1-((2-(tritiltio)etil)Jamino)pentan-2-il)-L-glutaminato de
terc-butilo:
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A una solucién de acido 4-(N-((2-amino-4-oxo-4,8-dihidropteridin-6-il)metil)-2,2,2-
trifluoroacetamido)benzoico (177 mg, 0,43 mmol) y HATU (188 mg, 0,50 mmol) en DMF/sulféxido de dimetilo (en lo
sucesivo, DMSO) (10 ml/1,0 ml), se le afadié diisopropiletilamina (75 mg, 0,58 mmol) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante cinco minutos. A la solucidon de reaccion obtenida se le afiadié una solucion del
Ejemplo de Referencia 18 (285 mg, 0,41 mmol) en DMF (5,0 ml) y la mezcla se agité durante la noche a temperatura
ambiente. Después de afiadir una cantidad en exceso del 1% en volumen de metanol en cloroformo, la mezcla se
lavé dos veces con una solucién acuosa saturada de cloruro de amonio y salmuera saturada y la capa organica se
deshidratd sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo obtenido se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (metanol/cloroformo = 0/1—1/5) para obtener el compuesto del titulo (270
mg, 61% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 19) como un sdlido
amarillo.

)\

H-NMR (400 MHz, CDsOD) 5:8.67 (s, 1H), 7.89 (d, J=8.6 Hz, 3H), 7.55 (d, J=8.6 Hz, 2H), 7.35 (dd, J=5.2, 3.4
Hz, 6H), 7.27-7.23 (m, 6H), 7.18 (td, J=5.7, 2.9 Hz, 3H), 4.40 (dd, J=9.5, 4.5 Hz, 1H), 4.28 (dd, J=8.4, 5.7 Hz, 1H),
3.08 (dd, J=13.4, 6.6 Hz, 1H), 2.99 (q, J=6.9 Hz, 1H), 2.40 (dd, J=10.9, 4.5 Hz, 2H), 2.28 (dt, J=17.2, 5.0 Hz, 4H),
2.05-1.98 (m, 2H), 1.82 (dd, J=13.8, 8.4 Hz, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.39 (s, 9H), 1.28 (s, TH).

MS m/z (ESI) [M-HJ": 1079. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 20) Sintesis de N2-(4-(((2-amino-4-oxo0-4,8-dihidropteridin-6-il)metil)amino)benzoil)-N5-((S)-
4-(carboxi)-1-((2-(mercaptoetil)amino)-1-oxobutan-2-il)-L-glutamina:

0 O

HS\/\NW

Pel,

|
N)\NHZ
H

A una suspension del Ejemplo de Referencia 19 (120 mg, 0,11 mmol) en diclorometano (5,0 ml), se le
afiadioé una solucion de amoniaco-metanol 7N (5,0 ml) para obtener una solucién uniforme y la solucion uniforme se
agité durante la noche a temperatura ambiente. A un sélido que se obtuvo por evaporacion al vacio del solvente de
la solucion uniforme, se le afiadié una cantidad en exceso de éter dietilico y se lavo, y el sélido precipitado se
recogio por filtracion (producto intermedio 1, 105 mg). Al producto intermedio 1 (105 mg), se le afadié
TFA/triisopropilsilano/H2O/etanodiol (92,5/2,5/2,5/2,5% en volumen) (10 ml) y la mezcla se agitdé durante la noche a
temperatura ambiente. Al residuo que se obtuvo por evaporacién al vacio del solvente de la mezcla, se le afiadié una
cantidad en exceso de éter dietilico y se agito, el precipitado formado se recogié por filtracion y el solido obtenido se
lavé con diclorometano para obtener el compuesto del titulo (65 mg, 92% de rendimiento, 80% de pureza) (en lo
sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 20) como un sélido amarillo verdoso.

"H-NMR (DMSO-dg) 5:8.66 (s, 1H), 8.23 (d, J=7.7 Hz, 1H), 8.05 (q, J=6.2 Hz, 2H), 7.66 (d, J=8.6 Hz, 2H), 6.64
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(d, J=8.6 Hz, 2H), 4.50 (s, 2H), 4.28 (t, J=10.9 Hz, 1H), 4.18 (dd, J=13.1, 8.2 Hz, 1H), 3.23-3.13 (m, 2H), 2.35
(t, J=8.2 Hz, 1H), 2.22 (dd, J=16.5, 7.5Hz, 5H), 2.04 (d, J=6.8 Hz, 2H), 1.90 (dd, J=24.7, 10.2 Hz, 3H), 1.70
(t, J=7.2 Hz, 1H), 1.25 (s, 1H).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 630. (LC/MS-2)

tx=12.21 min. (HPLC)

(Ejemplo de Referencia 21) Sintesis de 4-(2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxamido)etil)fenil(2-((2-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)etil)disulfanil)etil)(metil)carbamato:

NBoc
H § H ’\f/\zk /S_/_
S
Me,N N\:)]\N N N\:/,\S \N_/_
0 AL | 3 0—
0

OMe O OMe O \©

Se enfrié en hielo una solucién de trifosgeno (17 mg, 0,06 mmol) en diclorometano (1,0 ml) y se le afadié
piridina deshidratada (25 mg, 0,31 mmol) y luego la mezcla se agité durante 20 minutos. A la solucion, se le anadio
gota a gota lentamente una solucion de metil(2-((2-(metilamino)etil)disulfanil)etil)carbamato de terc-butilo (15 mg,
0,05 mmol) en diclorometano (2,0 ml), y la mezcla se devolvié a temperatura ambiente y se agité durante una hora.
A la solucion obtenida se le afiadio una cantidad en exceso de diclorometano, la mezcla se lavo tres veces con agua
y luego la capa organica se deshidratd sobre sulfato de sodio anhidro y luego se concentrd al vacio. El residuo
obtenido (7,5 mg) se disolvié en piridina deshidratada (1,0 ml), la mezcla se enfrié en hielo y luego se anadié una
solucién del compuesto del Ejemplo 11 (25 mg, 0,03 mmol) en piridina deshidratada (3,0 ml) y la mezcla se agitd
durante la noche mientras se dejaba alcanzar la temperatura ambiente. Después de afadir una cantidad en exceso
de acetato de etilo, la solucion resultante se lavé tres veces con agua y una vez con una solucién acuosa saturada
de cloruro de amonio y salmuera saturada, respectivamente, y la capa organica se deshidratd sobre sulfato de sodio
anhidro y luego se concentré al vacio. El residuo obtenido se purificd mediante cromatografia en columna de gel de
silice de amina (metanol/cloroformo = 0/1—1/20) para obtener el compuesto del titulo (25 mg, 76% de rendimiento)
(en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 21) como un blanco amorfo.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:7.96 (1H, s), 7.41-7.30 (2H, m), 7.27-7.10 (5H, m), 7.06 (2H, d, J=8.2 Hz), 5.49-5.44
(1H, m), 4.85-4.77 (2H, m), 4.13-3.64 (9H, m), 3.60-3.29 (15H, m), 3.13 (3H, s), 3.03 (3H, s), 2.51-2.30 (4H, m),
2.25 (6H, s), 2.17-1.98 (2H, m), 1.78 (12H, s), 1.11-0.88 (24H, m), 0.82 (5H, m).

MS m/z (ESI) [M-Boc]?*: 577. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 22) Sintesis de 4-(2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4R,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)tiazol-4-carboxamido)etil)fenil(50-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-7-metil-8,48-dioxo-
11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41,44-dodecaoxa-3,4-ditia-7,47-diazapentacontil)(metil)carbamato:

Q

O H / Q
N N »—(CHz—N_ |
o) N S J—(CH;CH0)1,—(CHy);—NH
T Qs 0 Ty T ;
MeoN T N Y S N—/_
6 _A_ ! omeo OMs O :\© o—{
(6]

A una solucién del Ejemplo de Referencia 21 (20 mg, 0,02 mmol) en diclorometano (1,0 ml), se le afiadid
solucién de cloruro de hidrégeno 4 N-dioxano (0,5 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante una hora.
Después de concentrar la solucién de reaccion al vacio, la solucion obtenida se secé al vacio. Al residuo obtenido se
le afadieron HATU (7,3 mg, 0,02 mmol) y DMF (0,5 ml). A la solucién de la reaccién, se le afadieron una solucion
de acido 1-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-3-oxo0-7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40-dodecaoxa-4-
azatritetracontan-43-oico (12 mg, 0,02 mmol) en diclorometano (1,0 ml) y diisopropiletilamina (10 pl), y la mezcla se
agité durante la noche a temperatura ambiente. La solucion de reaccion obtenida se concentré al vacio, el residuo
obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (metanol/cloroformo = 0/1—1/5) para
obtener el compuesto del titulo (15 mg, 40% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo
de Referencia 22) como una sustancia oleosa.

MS m/z (ESI) [M+H]?*: 635. (LC/MS-1)

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2948846 T3

tx=17.11 min. (HPLC)

(Ejemplo 12) Sintesis de N2-(4-(((2-amino-4-oxo-4,8-dihidropteridin-6-il)metil)amino)benzoil)-N5-((2S)-4-carboxi-1-
((2-((1-(1-(4-(2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4R,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil tiazol-4-
carboxamido)etil)fenoxi)-2,9-dimetil-1,10,50-trioxo-13,16,19,22,25,28,31,34,37,40,43,46-dodecaoxa-5,6-ditia-2,9,49-
triazadopentacontan-52-il)-2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)etil)amino)-1-oxobutan-2-il)-L-glutamina:

a O

0,
%’ \>—<0H2>2—N
CHZCH20)12_(CH2)2_NH
S o
MezNIr”JL j?ﬁr%” b ¥, o
OMe O OMe O )b\
AE f L.

A una solucion del Ejemplo de Referencia 22 (6,8 mg, 0,003 mmol) en acetonitrilo/metanol (1,0 ml/0,5 ml),
se le afiadieron una solucién del Ejemplo de Referencia 20 (3,0 mg, 0,005 mmol) en DMSO (1,0 ml) y un tampodn de
fosfato pH de 7,2 (en lo sucesivo, PBS) (50 mM, 1,0 ml) y la mezcla se agité durante la noche a temperatura
ambiente. La mezcla de la reaccion obtenida se purific6 mediante una columna ODS de fase inversa para obtener el
compuesto del titulo (6,0 mg, 67% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo 12) como
una sustancia oleosa.

MS m/z (ESI) [M-H]?: 1266. (LC/MS-1)

HRMS m/z (ESI) [M-H]: 2532.1754.

Calculated exact mass of C11gH180N20033S4: 2532.1832
tr=16.40 min. (HPLC)

(Ejemplo de Referencia 23) Sintesis de (2-((2-(2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-
3-metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-metiltiazol-4-carboxamido)etil)disulfanil)etil)(metil)carbamato de terc-butilo:

O

\—_\S
¢L1Am%“% "~
/NBoc

OMe O OMe O e

La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 2, excepto que se uso
metil(2-((2-(metilamino)etil)disulfanil)etil)carbamato de terc-butilo en lugar de 2-(tritiltio)etanamina, para obtener el
compuesto del titulo (26 mg, 92% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de
Referencia 23) como un sdélido blanco.

H-NMR (400 MHz, CDCls) 5:8.01 (1H, s), 7.87 (1H, brs), 7.46 (1H, brs), 7.26-7.15 (5H, m), 6.90 (1H, d, J=8.2Hz),
5.56 (1H, brs), 4.81-4.77 (2H, m), 4.12 (1H, brs), 4.05 (1H, brs), 3.97 (1H, brs), 3.88 (1H, d, J=7.7 Hz), 3.80 (2H,
m), 3.51-3.16 (4H, m), 3.33 (3H, s), 3.32 (3H, s), 3.13 (3H, s), 3.04 (3H, s), 2.96 (3H, ), 2.81-2.74 (2H, m), 2.89
(3H, s), 2.46-2.34 (3H, m), 2.25 (6H, s), 2.12-1.97 (2H, m), 1.66 (15H, d, J=8.8 Hz), 1.45 (9H, t, J=8.6 Hz), 1.10
(2H, d, J=7.2 Hz), 1.05-0.90 (12H, m), 0.82 (3H, t, J=7.5 Hz).

MS m/z (ESI) [M+H]*: 1092. (LC/MS-1)

(Ejemplo de Referencia 24) Sintesis de 2-((S)-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4R,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-
metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-
feniletil)-N-(50-(2,5-dioxo-2,5-dihidro-1H-pirrol-1-il)-7-metil-8,48-dioxo-11,14,17,20,23,26,29,32,35,38,41,44-
dodecaoxa-3,4-ditia-7,47-diazapentacontil)-N-metiltiazol-4-carboxamida:
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La sintesis se realizé mediante el mismo método que en el Ejemplo de Referencia 22, excepto que se usé
el Ejemplo de Referencia 23 en lugar del Ejemplo de Referencia 21, para obtener el compuesto del titulo (17 mg,
31% de rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo de Referencia 24) como una sustancia
oleosa.

MS m/z (ESI) [M+HJ?*: 871. (LC/MS-1)
tx=16.66 min. (HPLC)

(Ejemplo 13) Sintesis de N 2-(4-(((2-amino-4-oxo-4,8-dihidropteridin-6-il)metil)amino)benzoil)-N5-((2S)-4-carboxi-1-
((2-((1-(1-(2-((S);-1-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4R,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)- N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil Jtiazol-4-il)-2,9-
dimetil-1,10,50-trioxo-13,16,19,22,25,28,31,34,37,40,43,46-dodecaoxa-5,6-dithia-2,9,49-triazadopentacontan-52-yl)-
2,5-dioxopirrolidin-3-il)tio)etil)amino)-1-oxobutan-2-il)-L-glutamina:

Q / 0 o o

N\___\ Q, S\/\NJI\./\)J\OH
g A 55 P—(CH,—N N e 5
. N N A N (CHaCH,0)3—(CHz),—NH
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N SN NH,

0 _AL OMe O OMe O =X /o ©
La sintesis se realizd mediante el mismo método que en el Ejemplo 12, excepto que se uso el Ejemplo de
Referencia 24 en lugar del Ejemplo de Referencia 22, para obtener el compuesto del titulo (8,4 mg, 71% de
rendimiento) (en lo sucesivo denominado el compuesto del Ejemplo 13) como una sustancia oleosa.

MS m/z (ESI) [M-H]?: 1184. (LC/MS-1)

HRMS m/z (ESI) [M-H]: 2369.1162.

Masa exacta calculada de C1goH171N19031S4: 2369.1198.
tr=15.85 min. (HPLC)

Las condiciones analiticas para LC/MS-1 son las siguientes:

(LC/MS-1)
Sistema de cromatografia liquida: LC1200 (Agilent Technologies)
Espectrometria de masas: 6130A (Agilent Technologies)

Condiciones analiticas

Columna: Cartucho HT de resolucion rapida

Fase movil A: 0,1% en volumen de acido férmico en agua destilada, para HPLC
Fase movil B: 0,1% en volumen de acido férmico en acetonitrilo, para HPLC
Condiciones de gradiente: fase movil B, % en volumen

0-1,5 minutos: 20%-95%

1,5-3,0 minutos: 95%

Caudal: 0,5 ml/min

Cantidad de inyeccion: 2,0 pl

Temperatura de la columna: 40° C

Las condiciones analiticas para LC/MS-2 son las siguientes:

(LC/MS-2)

Sistema de cromatografia liquida: LC1260 Infinity Il (Agilent Technologies)
Espectrémetro de masas: 6130B (Agilent Technologies)

Condiciones analiticas

Columna: Cartucho HT de resolucion rapida

Fase movil A: 0,1% en volumen de acido férmico en agua destilada, para HPLC
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Fase movil B: 0,1% en volumen de acido formico en acetonitrilo, para HPLC
Condiciones de gradiente: fase movil B, % en volumen 0-1,5 min: 20%-95%
1,5-3,0 minutos: 95%

Caudal: 0,5 ml/min

Cantidad de inyeccion: 2,0 pl

Temperatura de la columna: 40° C

Las condiciones analiticas para HRMS son las siguientes:

Sistema de cromatografia liquida: NexeraX2 (SHIMADZU CORPORATION)
Espectrometro de masas: espectrometro de masas LCMS-IT-TOF (SHIMADZU CORPORATION)

Condiciones analiticas

Fase movil: metanol
Caudal: 0,1 ml/min
Cantidad de inyeccion: 2,0 pl

Las condiciones para la purificacion mediante una columna ODS son las siguientes:

Condiciones para la purificacion por una columna ODS
Columna: columna ODS YAMAZEN Hi-Flash (tamafio de columna M)
Caudal: 10 ml/min

Temperatura de la columna: temperatura ambiente
Longitud de onda de deteccién: 254 nm

Fase movil A: 0,05% en volumen de TFA en HO

Fase movil B: 0,05% en volumen de TFA en CH3CN
Gradiente: fase moévil B, % en volumen

0-5 minutos: 5,0%

5-20 min: aumentado del 5% al 95%

20-25 min: 95%

Las condiciones analiticas para HPLC son las siguientes:

(HPLC)

Columna: COSMOSII, 5C18-AR-lll, 4,6 mm DI x 150 mm
Caudal: 1,0 ml/min

Temperatura de la columna: 40° C

Longitud de onda de deteccién: 254 nm

Fase movil A: 0,05% en volumen de TFA en H,O
Fase movil B: 0,05% en volumen de TFA en CH3CN
Gradiente: fase moévil B, % en volumen

0-5 minutos: 5,0%

5-20 min: aumentado del 5% al 95%

20-25 min: 95%

(Ejemplo 14) Evaluacion in vitro de la citotoxicidad del derivado peptidico

(I): Citotoxicidad, en células SKOV-3, células A549 y células L1210, de los compuestos de los Ejemplos 1 a 11, el
compuesto del Ejemplo de Referencia 1, el compuesto del Ejemplo de Referencia 12, el compuesto del Ejemplo
de Referencia 14, el compuesto del Ejemplo de Referencia 16, y 2-((S)-1-(((2 S,3 R)-3-((S)-1-((3 R4 S,5 S)-4-
((S)-2-((S)-2-(dimetilamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil )pirrolidin-2-il)-
3-metoxi-2-metilpropanamido)-2-feniletil)-N-etiltiazol-4-carboxamida (en lo sucesivo denominado el compuesto
del Ejemplo Comparativo) se midié usando el método MTS.

En la Tabla 5 se muestra la citotoxicidad de cada sustancia de prueba. En la Tabla 5, ECso significa una
concentracion eficaz del 50% y representa una concentracion de un farmaco en la que se indica el 50% de la
respuesta maxima del valor minimo de la accidén farmacoldgica mostrada por el farmaco; y SKOV-3 representa
células SKOV-3, A549 representa célula A549 y L1210 representa célula L1210.
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[Tabla 5]
. ECso (nmol/l)

Sustancia de prueba SKOV-3 A549 L1210
Compuesto del Ejemplo 1 0.44 1.93 31.4
Compuesto del Ejemplo llustrativo 2 0.13 6.88 14.2
Compuesto del Ejemplo 3 1.05 1.22 6.96
Compuesto del Ejemplo llustrativo 4 0.85 0.83 28.7
Compuesto del Ejemplo llustrativo 5 0.56 0.81 11.7
Compuesto del Ejemplo llustrativo 6 0.22 1.94 17.23
Compuesto del Ejemplo llustrativo 7 4.67 1.74 28.4
Compuesto del Ejemplo llustrativo 8 0.09 1.75 4.74
Compuesto del Ejemplo 9 1.50 1.64 8.52
Compuesto del Ejemplo llustrativo 10 0.27 1.08 4.05
Compuesto del Ejemplo 11 0.37 1.31 5.61
Compuesto del Ejemplo de Referencia 1 >10 >10 >50
Compuesto del Ejemplo de Referencia 12 >10 >10 >50
Compuesto del Ejemplo de Referencia 14 >10 9.85 26,8
Compuesto del Ejemplo de Referencia 16 >10 >10 >50
Compuesto de Ejemplo Comparativo 0,55 0.74 6.51

Como se ve de los resultados de la Tabla 5, se indicé que los derivados peptidicos () o las sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos tenian una alta citotoxicidad en una pluralidad de células canceriginas.

(Ejemplo 15) Ensayo de permeacion de membrana artificial paralela (PAMPA) de los derivados peptidicos (I)

La permeacion de la membrana artificial de los compuestos de los Ejemplos 1, 3, 9 y 11, los Ejemplos
ilustrativos 2, 4 a 8 y 10, el compuesto del Ejemplo de Referencia 1, el compuesto del Ejemplo de Referencia 12, el
compuesto del Ejemplo de Referencia 14, el compuesto del Ejemplo de Referencia 16, y el compuesto del Ejemplo
comparativo se evalud usando el sistema de placas PAMPA prerrecubierto (Corning).

La sustancia de prueba se disolvio en DMSO para dar una concentracién de 10 mmol/l, luego la mezcla se
diluy6 en PBS que contenia un 20% de metanol para dar una concentracion de 200 umol/l y la solucién obtenida se
us6é como solucién estandar. Se dejé reposar a temperatura ambiente un sistema de placa PAMPA prerrecubierto
almacenado congelado durante treinta minutos o mas. Posteriormente, se afiadieron 320 pl de la solucion estandar a
una placa del lado del Donante del Sistema de Placas PAMPA prerrecubierto, y se afiadieron 200 pl de PBS que
contenia 20% de metanol a una placa lateral Aceptora. Se colocaron ambas placas para el sistema y se dejaron
reposar las placas a temperatura ambiente durante cinco horas. El liquido de reaccién de cada pocillo de las placas
del lado Donante y del lado del aceptor se sometié a analisis LC/MS (en lo sucesivo, LC/MS-3), y se calculd la
concentracion de los compuestos en cada pocillo.

Las condiciones analiticas para LC/MS-3 son las siguientes:

Sistema de cromatografia liquida: Waters Acquity UPLC (Waters)
Espectrémetro de masas: Detector Waters SQD (Waters)

Columna: Ascentis Express C18, 2,7 um, 2,1 mm DI x 20 mm (Sigma-Aldrich)
Fase movil A: 0,1% en volumen de solucién acuosa de acido formico

Fase movil B: acetonitrilo

Caudal: 0,6 ml/min

Gradiente: fase movil B, % en volumen

0,0-2,0 minutos: 3,0-100%

2,0-2,4 minutos: 100%

2,4-2,5 minutos: 100-3,0%

Usando la concentracion obtenida de los compuestos en el liquido de reaccion en cada pocillo, se
calcularon los coeficientes de permeabilidad de la membrana (Pe) (cm/s) mediante la siguiente formula:

Cequilibrio = (CD x VD -CA X VA )/(VD-VA)
Pe=[-1n ( 1-CA / Cequilibrio )]/ S x ( 1/VD + 1/VA ) x t
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Cequilibrio: Concentracion de equilibrio de los pocillos en las placas del lado Donante y del lado Aceptor

CD: Concentracion a las cinco horas de los pocillos en la placa del lado Donante (mmol/l)

VD: Volumen de la solucion estandar anadida a los pocillos en la placa del lado Donante (0.32 ml)

CA: Concentracion después de cinco horas de los pocillos en la placa del lado Aceptor (mmol/l)

VA: volumen de PBS que contiene 20% de metanol afiadido a los pocillos en la placa del lado Aceptor (0,2 ml)
S: Superficie de la membrana (0,3 cm?)

t: tiempo de reposo 18.000 s (= 5 horas)

En la Tabla 6 se muestra la permeacién de la membrana artificial de cada sustancia de prueba.

[Tabla 6]
Sustancia de prueba Coeficiente de permeabilidad de la membrana (10-6 cm/s)
Compuesto del Ejemplo 1 1.15
Compuesto del Ejemplo llustrativo 2 0.005
Compuesto del Ejemplo 3 1.14
Compuesto del Ejemplo llustrativo 4 0.01
Compuesto del Ejemplo llustrativo 5 0.01
Compuesto del Ejemplo llustrativo 6 N.D.
Compuesto del Ejemplo llustrativo 7 0.02
Compuesto del Ejemplo llustrativo 8 0.04
Compuesto del Ejemplo 9 0.08
Compuesto del Ejemplo llustrativo 10 0.30
Compuesto del Ejemplo 11 0.36
Compuesto del Ejemplo de Referencia 1 0.01
Compuesto del Ejemplo de Referencia 12 0.01
Compuesto del Ejemplo de Referencia 14 0.004
Compuesto del Ejemplo de Referencia 16 N.D.
Compuesto de Ejemplo Comparativo 1.68

En la Tabla 6, N.D. significa que no se pudo calcular el coeficiente de permeabilidad de la membrana
debido a que la concentracion del pocillo en la placa del lado aceptor es inferior al limite inferior de la cantidad
determinada.

(Ejemplo 16) Evaluacion in vitro para la citotoxicidad del conjugado que incluye el derivado peptidico (1):

Se midi¢ la citotoxicidad del compuesto del Ejemplo 12 y del compuesto del Ejemplo 13 en células SKOV-3,
células A549 y células L1210 usando el método MTS.

El compuesto del Ejemplo 12 es un conjugado que se obtiene conjugando folato como ligando de
direccionamiento con el profarmaco del compuesto del Ejemplo 11 mediante un método apropiado.

Un método de evaluacion del compuesto del Ejemplo 12 es el siguiente: a cada célula que se cultiva en un
medio que carece de folato, se la trata con el compuesto del Ejemplo 12 durante dos horas y luego las células se
transfieren a un medio nuevo que carece del compuesto y se mantiene y cultivan continuamente durante 48 horas.
Las células supervivientes después de 48 horas se contaron usando el método MTS.

El compuesto del Ejemplo 13 es un conjugado que se obtiene conjugando folato como ligando de
direccionamiento con el profarmaco del compuesto del Ejemplo 3 mediante un método apropiado.

Un método de evaluacion del compuesto del Ejemplo 13 es el siguiente: a cada célula que se cultiva en un
medio que carece de folato, se trata con el compuesto del Ejemplo 13 durante seis horas y luego las células se
transfieren a un medio nuevo que carece del compuesto y se mantienen y cultivan continuamente durante 48 horas.
Las células supervivientes después de 48 horas se contaron usando el método MTS.

Se ha informado que las células SKOV-3 y las células L1210 expresan aceptores de folato en un nivel de
expresion de medio a alto en su superficie celular. Se ha informado que las células A549 expresan aceptores de
folato en un nivel de expresion bajo o un nivel indetectable en su superficie celular (Analytical Biochemistry, (2005),
338: pags. 284-293; Molecular Cancer Therapeutics, (2015), 14: pags.1605 a 13).

En la Tabla 7 se muestra la citotoxicidad de cada sustancia de prueba. En la Tabla 7, ECso significa una
concentracion eficaz del 50% y representa una concentracion de un farmaco en la que se indica el 50% de la
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respuesta maxima del valor minimo, de la accion farmacolégica que muestra el farmaco; y SKOV-3 representa célula
SKOV-3, A549 representa célula A549 y L1210 representa célula L1210.

[Tabla 7]
. ECso (nmol/l)
Sustancia de prueba SKOV-3 A549 L1210
Compuesto del Ejemplo 12 2.00 >200 17.8
Compuesto del Ejemplo 13 19.4 >300 36,0

Como se ve en los resultados de la Tabla 7, se indicé que los compuestos que incluian los derivados
peptidicos (I) o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos tienen alta citotoxicidad selectivamente en
células cancerigenas en las que los receptores de folato se expresan en la superficie celular.

Cada derivado peptidico (I) tiene varios grupos funcionales en su extremo C-terminal. Por tanto, se indicé
que el derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo puede conjugarse con un ligando de direccionamiento o un
polimero mediante un método apropiado para transformarlo en un conjugado.

Ademas, se indicé que el conjugado obtenido mediante la conjugacién del derivado peptidico (I) o un
profarmaco del mismo y un ligando de direccionamiento mediante un método apropiado tiene alta citotoxicidad
selectivamente en ciertas células con efecto del ligando de direccionamiento.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Los derivados peptidicos (I) o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos de la presente
invencion tienen una alta citotoxicidad y, por lo tanto, pueden usarse como agentes citotdxicos. Ademas, los
derivados peptidicos (I) de la presente invencion tienen varios grupos funcionales en el extremo C-terminal. Por lo
tanto, pueden conjugarse el derivado peptidico (I) o un profarmaco del mismo y un ligando de direccionamiento o un
polimero. Los conjugados resultantes o las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos pueden usarse como
agentes citotoxicos.
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REIVINDICACIONES

1. Un derivado peptidico representado por la Férmula (I) a continuacion o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo:
5
By
\ Y
10
MezN S
OMe O OMe O

15 (1)

en donde X representa un atomo de oxigeno o NR, Y representa NH,, N(Me)H, SH, OH o fenilo en el que

cualquiera de los atomos de hidrogeno se reemplaza por NH2 u OH, y R representa un atomo de hidrégeno o
20 alquilo C+- Cs, siempre que se excluyan el derivado en el que X es NH e Y es NHy, y el derivado en el que X es

NH e Y es N(Me)H,

en donde el derivado peptidico se selecciona del grupo que consiste en los siguientes compuestos.

IM?QY% Eia

0
T «L o

OMe O OMe O =

i Ia% \x e

OMe O OMe O "
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,ws\,fwﬁ R

OMe O OMe O =

2. El derivado peptidico o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde el grupo hidroxi del derivado peptidico esta esterificado, carbonatado, carbamado, alquilado, fosforilado o
borado.

3. El derivado peptidico o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, en
donde el grupo sulfhidrilo del derivado peptidico forma el enlace disulfuro.

4. Un conjugado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que comprende:
el derivado peptidico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un ligando de direccionamiento o un
polimero.

5. El derivado peptidico o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 para su uso como agente citotoxico.

6. El conjugado o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo de acuerdo con la reivindicacion 4 para su uso
como agente citotoxico.
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