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DESCRIPCION
Derivados de dolastatina 10 y auristatinas

El objeto de la presente invencién se refiere a nuevos derivados de dolastatina 10 y auristatinas, sus
procedimientos de produccién, composiciones farmacéuticas que los contienen y la utilizacion de los mismos como
medicamento, en particular en el tratamiento del cancer.

La dolastatina 10 (D10) es un derivado peptidico citotdxico aislado de un molusco marino (Dolabella auricularia)
cuya configuracion absoluta se determind y se confirmé posteriormente a continuacion de la sintesis total del
producto (Pettit G. R. J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 6883; Pettit G. R. J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 7581; Pettit,
G. R. Heterocycles 1989, 28, 553; Pettit, G. R. J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 5015; Pettit, G. R. J. Am. Chem. Soc.
1991, 113, 6692). La D10 esta formada por 5 unidades denominadas dolavalina (Dov), valina (Val), dolaisoleucina
(Dil), Dolaproina (Dap) y dolafenina (Doe). Un cierto nimero de analogos de este compuesto han sido sintetizados
mediante la modificacion de la naturaleza de sus aminoacidos componentes (Pettit G. R. J. Med. Chem. 1990, 33,
3133; Miyazaki K. Peptide Chemistry 1993, 31, 85; Miyazaki K. Chem. Pham. Bull. 1995, 43, 1706). Las
modificaciones de la parte C-terminal (extremo derecho) también se han realizado y han dado lugar a numerosos
derivados, que incluyen auristatina E o F (Pettit G. R. Anticancer Drug Design, 1998, 13, 243; Pettit G. R.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 1998, 2961).
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La presente invencion se ha centrado en la modificacion de la parte N-terminal (extremo izquierdo) de los derivados
de dolastatina 10 y auristatinas E y F. Los pocos ejemplos publicados en la literatura sobre las modificaciones
realizadas en esta posicion han dado lugar a pérdidas de la actividad (Miyazaki K. Chem. Pham. Bull. 1995, 43,
1706). Los compuestos descritos en la presente invencion difieren de la técnica anterior a través de sus estructuras
quimicas originales y también a través de su propiedad bioldgica notable que es totalmente inesperada, teniendo
en cuenta los elementos publicados en la literatura. Estas actividades notables resultan en la elaboracion de estos
compuestos adecuados para uso en el tratamiento del cancer.

Ademas, estos compuestos tienen la ventaja de ser tanto activos como agentes citotdxicos y mas solubles que los
compuestos parentales.

La presente descripcion divulga un compuesto de la siguiente férmula (1):

en donde:
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- RiesHuOH,

- R2 es un grupo: alquilo (C+4-Cs) (por ejemplo metilo), COOH, COO-(alquilo (C1-Cs)) (tal como COOMe) o
tiazolilo (tal como tiazol-2-ilo),

- Rs es Houn grupo alquilo (C+-Cg) (tal como metilo), en particular un grupo alquilo (C+4-Cs), y

- Rses:

una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada, saturada o insaturada, que presenta 1 a 8 atomos de
carbono por ejemplo un grupo alquilo (C+-Csg), estando dicha cadena sustituida por uno o mas grupos
(en particular uno) seleccionados de entre OH y NRsRs con Rs y R cada uno independientemente del
otro representando H o un grupo alquilo (C+-Cs) (por ejemplo metilo),

un grupo -(CH2CH2X1)(CHzCHzXz)az(CH2CH2X3)53(CH2CH2X4)54(CH2CH2X5)a5R7 con X1, Xz, X3, X4 y X5
cada uno independientemente del otro representando O o NRs, az, as, a4 y as cada uno
independientemente del otro representando 0 o 1 (en particular con a; + az +as + as= 1 0 2, en particular
1), ¥y R7 y Rs cada uno independientemente del otro representando H o un grupo alquilo (C+-Cs) (tal
como metilo),

un grupo aril-alquilo (C4-Cg) opcionalmente sustituido (y preferentemente sustituido) por uno o mas
grupos (en particular uno, preferentemente en la parte arilo), seleccionados de entre los grupos arilo,
OH y NRyR10 con Ry y Ro cada uno independientemente de otro que representa H o un grupo alquilo
(C4-Cs) (tal como metilo),

un grupo heterociclo-alquilo (C4-Cs) opcionalmente sustituido por uno o mas grupos (en particular uno,
preferentemente en la parte heterociclo) seleccionados de entre los grupos alquilo (C4-Cg), OH y
NR12R13 con R12 y Ry3 cada uno independientemente de otro que representa H o un grupo alquilo (C+-
Cs) (tal como metilo), o

un grupo -CO-(alquilo (C4-Cg)) sustituido por uno o mas grupos (en particular uno) seleccionados de
entre OH y NR14R15 con R14 ¥y Ry5 cada uno independientemente de otro que representa H o un grupo
alquilo (C+-Cs) (tal como metilo),
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o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato del mismo.

El objeto de la presente invencion es un compuesto de la formula (1) siguiente:
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en la que:

- RiesHuOH,

- R2 es un grupo: alquilo (C+4-Cs) (por ejemplo metilo), COOH, COO-(alquilo (C1-Cs)) (tal como COOMe) o
tiazolilo (tal como tiazol-2-ilo),

- Rs es H o un grupo alquilo (C1-Ce) (tal como metilo), en particular un grupo alquilo (C+4-Cs), y
- Rses:

= una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada, saturada o insaturada, que presenta 1 a 8 atomos de
carbono por ejemplo un grupo alquilo (C+-Csg), estando dicha cadena sustituida por uno o mas grupos
(en particular uno) seleccionados de entre OH y NRsRs con Rs y R cada uno independientemente del
otro representando H o un grupo alquilo (C+-Cs) (por ejemplo metilo), o

" un grupo -(CH2CH2X1)(CHzCHzXz)az(CH2CH2X3)53(CH2CH2X4)54(CH2CH2X5)a5R7 con X1, Xz, X3, X4 y X5
cada uno independientemente del otro representando O o NRs, az, as, as y as cada uno
independientemente del otro representando 0 o 1 (en particular con a; + az +as + as= 1 0 2, en particular
1), y R7 y Rs cada uno independientemente del otro representando H o un grupo alquilo (C+-Cs) (tal
como metilo),

o una sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato del mismo.

Los radicales Rz a R4, y en particular Rs, pueden ser grupos quirales y pueden estar en la forma de sus diferentes
estereoisbmeros y, opcionalmente, en la forma de una mezcla de estereoisémeros.

Por «estereoisémero», en el contexto de la presente invencion, se entiende un isémero geométrico o un isémero
optico.

Los isdbmeros geométricos resultan de la diferente posicion de los sustituyentes en un enlace doble que, por lo
tanto, puede tener una configuracién Z o E.

Los isémeros 6pticos resultan, en particular, de la diferente posicion en el espacio de los sustituyentes en un atomo
de carbono que comprende 4 sustituyentes diferentes. Este atomo de carbono forma entonces un centro quiral o
asimétrico. Los isdmeros opticos comprenden diastereoisémeros y enantiomeros. Los isdmeros Opticos que son
imagenes especulares, pero que no se pueden superponer son llamados «enantidmeros». Los isdmeros opticos
que no son imagenes especulares que se pueden superponer son llamados «diastereoisémeros».

Una mezcla que contiene cantidades iguales de dos formas enantioméricas individuales de quiralidad opuesta se
denomina una «mezcla racémica.

En la presente invencién por «farmacéuticamente aceptable» se entiende el que se puede utilizar en la preparacion
de una composicion farmacéutica que es generalmente, segura, no tdxica y ni biolégicamente ni de otro modo
indeseable, y que es aceptable para uso veterinario asi como para uso farmacéutico en humanos.
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Por «sal farmacéuticamente aceptable, hidrato o solvato» de un compuesto se entiende una sal, hidrato o solvato
que es farmacéuticamente aceptable, como se define en la presente memoria y que tiene la actividad farmacoldgica
deseada del compuesto parental.

Las sales farmacéuticamente aceptables comprenden en particular:

(1) las sales de adicion de un acido farmacéuticamente aceptable formado con acidos inorganicos
farmacéuticamente aceptables tales como acido clorhidrico, bromhidrico, fosférico, sulfirico y acidos
similares; o formadas con acidos organicos farmacéuticamente aceptables tales como acido acético,
trifluoroacético, propionico, succinico, fumarico, malico, tartarico, citrico, ascorbico, maleico, glutamico,
benzoico, salicilico, toluensulfonico, metansulfénico, estearico, lactico y acidos similares; y

(2) las sales de adicion de una base farmacéuticamente aceptable formadas cuando un protén acido presente
en el compuesto parenteral, se reemplaza ya sea por un ion metalico, por ejemplo, un ion de metal alcalino,
un ion de metal alcalino-térreo o un ion de aluminio; o coordinado con una base organica farmacéuticamente
aceptable tal como lisina, arginina y similares; o con una base inorganica farmacéuticamente aceptable tal
como hidréxido de sodio, potasa, hidréxido de calcio y similares.

Estas sales se pueden preparar a partir de los compuestos de la invencién que contienen una funcién base o acido,
y los acidos o bases correspondientes usando procedimientos quimicos convencionales.

Los compuestos de formula (1) de la invencion estan preferentemente en forma de sal, y en particular, una sal de
adicion acida farmacéuticamente aceptable.

Preferentemente, los compuestos de formula (I) segun la presente invencion estan en la forma de una sal de
adicion acida farmacéuticamente aceptable, posiblemente, siendo el acido trifluoroacético, acido acético o acido
clorhidrico por ejemplo, y en particular el acido trifluoroacético.

Los solvatos comprenden los solvatos convencionales obtenidos en la Ultima etapa de preparacion de los
compuestos de la invencién debido a la presencia de disolvente, el disolvente posiblemente siendo etanol por
ejemplo.

Por «alquilo» en la presente invencion se entiende una cadena de hidrocarburo, lineal o ramificada, saturada. Por
ejemplo, se puede hacer mencién de los grupos metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-
butilo, pentilo o hexilo.

Por «alquilo (Cx-Cy)» en el contexto de la presente invencion, se entiende una cadena de alquilo tal como se definid
anteriormente, que comprende de x a y atomos de carbono. Por lo tanto, un grupo alquilo (C+-Cg) es una cadena
de alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono.

Por «arilo» en el contexto de la presente invencion se entiende un grupo hidrocarburo aromatico que tiene
preferentemente de 6 a 10 atomos de carbono y puede comprender uno o dos anillos fusionados. Por ejemplo, se
puede citar un fenilo o un naftilo. Ventajosamente es un fenilo.

Por «heterociclo» en el contexto de la presente invencion se entiende un grupo hidrocarburo saturado, insaturado
o aromatico que tiene 1 o 2 anillos fusionados y en el que uno o mas, ventajosamente de 1 a 4, mas ventajosamente
1 0 2 de los atomos de carbono estan reemplazados cada uno por un heteroatomo seleccionado de entre oxigeno,
nitrégeno y azufre. Ventajosamente, el heterociclo comprende de 5 a 10 atomos de carbono y heteroatomos. Por
ejemplo, se pueden mencionar furano, pirrol, tiofeno, tiazol, isotiazol, oxadiazol, imidazol, oxazol, isoxazol, piridina,
pirimidina, piperazina, piperidina, quinazolina, quinolina, quinoxalina, benzofurano, benzotiofeno, indolina,
indolizina, benzotiazol, benzotiofeno, benzopirano, benzoxazol, benzo[1,3]dioxol, benzoisoxazol, bencimidazol,
cromano, cromeno, dihidrobenzofurano, dihidrobenzotiofeno, dihidroisoxazol, isoquinolina,
dihidrobenzo[1,4]dioxina, imidazo[1,2-a]piridina, furo[2,3-c]piridina, 2,3-dihidro-1H-indeno, [1,3]dioxolo[4,5-
c]piridina, pirrolo[1,2-c]pirimidina, pirrolo[1,2-a]pirimidina, tetrahidronaftaleno y benzo[b][1,4]oxazin.

En la presente invencidn, el heterociclo es mas particularmente un anillo saturado, insaturado o aromatico con 5 a
6 miembros que comprende 1 o 2 atomos de nitrogeno. Por ejemplo, se pueden mencionar los anillos de pirrol,
imidazol, piridina, pirimidina, piperazina y piperidina. Preferentemente es una piridina, una piperidina, o un imidazol.

Por «aril-alquilo (C1-Csg)» en el contexto de la presente invencion se entiende un grupo arilo tal como se definié
anteriormente unido al resto de la molécula mediante un grupo alquilo tal como se definié anteriormente y que
comprende de 1 a 8, en particular de 1 a 6, ventajosamente de 1 a 4, preferentemente 1 o 2 atomos de carbono.
La porcion arilo es preferentemente una porcion fenilo. La porcion alquilo (C+-Cs) es ventajosamente un alquilo (Cs-
C4), preferentemente un alquilo (C4-C>). En particular, el grupo aril-alquilo (C4-Cs) es un grupo bencilo o fenetilo.

Por «heterociclo-alquilo (C4-Csg)» en el contexto de la presente invencion se entiende un grupo heterociclo tal como
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se definid anteriormente unido al resto de la molécula mediante un grupo alquilo tal como se definié anteriormente
y que tiene de 1 a 8, en particular de 1 a 6, ventajosamente de 1 a 4 y preferentemente 1 o 2 atomos de carbono.
La porcion alquilo (C1-Cs) es ventajosamente un alquilo (C4-C4), preferentemente un alquilo (C+-C,). El heterociclo
es mas particularmente un anillo saturado, insaturado o aromatico con 5 a 6 miembros que comprende 1 o 2
atomos de nitrégeno, tales como un pirrol, un imidazol, una piridina, una pirimidina, una piperazina o una piperidina,
preferentemente una piridina, una piperidina, o un imidazol.

Por «insaturado» se entiende la calificacion de un compuesto que comprende una insaturacién es decir, un enlace
doble o triple.

Entre los compuestos de la invencién, una clase particularmente apreciada de compuestos corresponde a los
compuestos de férmula (1) en la que Ry es OH y R; representa un grupo alquilo (C4-Cs), tal como metilo.

Otra clase particularmente apreciada de los compuestos corresponde a los compuestos de férmula (1) en la que
R+ es hidrégeno y R, es un grupo tiazol (en particular un grupo tiazol-2-ilo).

Otra clase de compuestos particularmente apreciados corresponde a los compuestos de formula (1) en la que R4
es hidrégeno y Rz es un grupo COO alquilo (C1-Cs), tal como COOMe.

Otra clase de compuestos particularmente apreciados corresponde a los compuestos de formula (1) en la que R4
es hidrégeno y Rz es un grupo COOH.

Por lo tanto los compuestos de la invencidn son ventajosamente compuestos de férmula (1) en los que:

- Ry =0HyR:=Me (metilo) o
- Ry =HyR;=CO0OH, COOMe o tiazol-2-ilo.

Segun una forma de realizacion particular de la presente invencién, R, es mas particularmente un grupo metilo,
COOH, COOMe o tiazol-2-ilo.

Preferentemente, R1 es Hy Rz es COOH o COO alquilo (C+-Cs), en particular COOH o COOMe.
Segun una primera forma de realizacion preferida, R1 es Hy R, es COOH.

Segun una segunda forma de realizacion preferida, R1 es Hy R, es COOMe.

R3 particularmente representa H o un grupo metilo, ventajosamente un grupo metilo.

Segun una forma de realizacion particular, R4 representa:

- una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada, saturada o insaturada, que presenta 1 a 8 atomos de
carbono por ejemplo un grupo alquilo (C+-Csg), estando dicha cadena sustituida por uno o mas grupos (en
particular uno) seleccionados de entre OH y NRsRs con Rs y Rs cada uno independientemente del otro
representando H o un grupo alquilo (C+-Cs) (por ejemplo metilo), o

- un grupo -(CH2CH2X1)(CH2CH2X2)az(CHzCH2X3)a3(CH2CH2X4)a4(CH2CH2X5)a5R7 con Xq, Xz, X3, X4 y Xs
cada uno independientemente del otro representando O o NRg, az, as, a4 y as cada uno independientemente
del otro representando 0 o 1 (en particular con a2 + a3 + a4 + a5 =1 0 2, en particular 1), y R7 y Rg cada
uno independientemente del otro representando H o un grupo alquilo (C+-Cg) (tal como metilo).

Segun otra forma de realizacion particular de la invencion, R4 representa un grupo:

- alquilo (C4-Cs), en particular alquilo (C2-Cs) sustituido por un grupo seleccionado de entre OH y NRsRg, 0

- (CH2CH2X4)(CH2CH2X2)a2(CH2CH2X3)a3R7 con a2 + as representando ventajosamente 1 o 2, en particular
1, y ventajosamente con Ry = H.

Segun otra forma de realizacion particular de la invencion, R4 representa un grupo:
- alquilo (C4-Cs), en particular alquilo (C2-Cs) sustituido por un grupo seleccionado de entre OH y NRsRg, 0

- (CH2CH2X4)(CH2CH2X2)a2(CH2CH2X3)43R7 con a2 + as representando ventajosamente 1 o 2, en particular
1, y ventajosamente con Ry = H.

Ventajosamente, R4 representa un grupo:
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- -(CH2)mNRsRs con m representando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en particular 2, 304, o

- -(CHzCH2X1)(CH2CH2X2)(CH2CH2X3)R7 o -(CH2CH2X1)(CH2CH2X2)R7, preferentemente -(CH2CH2X1)(CH2
CH2X3)R7 ventajosamente con R7 = H.

En particular, R4 representa un grupo:
- -(CH2)mNRsRs con m representando 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en particular 2, 304, o

- -(CHzCH2X1)(CH2CH2X2)(CH2CH2X3)R7 (o] -(CH2CH2X1)(CH2CH2X2)R7, preferentemente -(CH2CH2X1)(CH2
CH2X3)R7 ventajosamente con R7 = H.

R4 puede en particular ser seleccionado de entre:
- =(CH2)2NHz, -(CH2)2NHMe, -(CH2)3NH,, -(CH2)3sNHMe, -(CH2)sNH>, -(CH2)sNHMe, o
- =(CH2)20(CHz2)20H, -(CH2)20(CH2)2NH>, -(CH2).O(CH),NHMe.

R4 puede en particular ser seleccionado de entre:
- =(CH2)2NHz, -(CH2)2NHMe, -(CH2)3NH,, -(CH2)3sNHMe, -(CH2)sNH2, -(CH2)sNHMe, o
- =(CH2)20(CHz2)20H, -(CH2)20(CH2)2NH>, -(CH2).O(CH),NHMe.

Ventajosamente, el compuesto de formula (I) se selecciona de entre los compuestos 1, 6-7, 16-18, 21-22, 26 y 30-
44 descritos en los ejemplos a continuacion.

Un objeto adicional de la presente invencion es un compuesto formal (1) tal como se definié anteriormente para su
uso como medicamento, en particular para el tratamiento o prevencion del cancer o trastornos proliferativos
benignos.

La presente invencion también se refiere a la utilizacion de un compuesto de formula (l) tal como se definié
anteriormente para la produccién de un medicamento, particularmente destinado para el tratamiento o la
prevencion del cancer o trastornos proliferativos benignos.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para tratar o prevenir el cancer o trastornos
proliferativos benignos que comprende la administracion a una persona que necesita del mismo, de una cantidad
eficaz de un compuesto de férmula (1) tal como se definié anteriormente.

El cancer que se debe tratar o prevenir es mas particularmente el cancer de pulmén, pancreas, piel, cabeza, cuello,
utero, ovarios, ano, estdémago, colon, mama, esofago, intestino delgado, glandula tiroides, sistema linfatico,
prostata, rifién, o vejiga, o una leucemia aguda o crénica, o una combinacién de dos o mas de estos tipos de
cancer.

Por trastornos proliferativos benignos se entienden trastornos proliferativos que no pueden dar lugar a metastasis
0 que aun no han progresado hacia un cancer (tumores precancerosos).

Un objeto adicional de la presente invencién es una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula (1) tal como se definié anteriormente y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El principio activo se puede administrar en formas de administraciéon unitarias, en una mezcla con vehiculos
farmacéuticos convencionales, a los animales o a los seres humanos. Las formas de administracion unitarias
adecuadas comprenden las formas por via oral, las formas para administracion sublingual o bucal, las formas para
administracion por via parenteral (subcutanea, intradérmica, intramuscular o intravenosa), las formas para
administracion topica (sobre la piel y mucosa, incluyendo la administracion intranasal e intraocular) y las formas de
administracion rectal.

Dichas composiciones pueden estar en la forma de un sélido, liquido, emulsién, locién o crema.

Como las composiciones sodlidas, para administracion oral, se pueden utilizar comprimidos, pildoras, polvos
(capsulas de gelatina dura o blanda) o granulos. En estas composiciones, el principio activo de la invencién se
mezcla con uno o mas diluyentes inertes, tales como almidén, celulosa, sacarosa, lactosa o silice, en una corriente
de argon. Estas composiciones también pueden comprender sustancias distintas de los diluyentes, por ejemplo
uno o mas lubricantes tales como estearato de magnesio o talco, un agente colorante, un revestimiento (grageas)
0 un barniz.
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Como las composiciones liquidas para administracién oral, se puede hacer uso de soluciones, suspensiones,
emulsiones, jarabes y elixires que son farmacéuticamente aceptables y contienen diluyentes inertes tales como
agua, etanol, glicerol, aceites vegetales o aceite de parafina. Estas composiciones pueden comprender sustancias
distintas a los diluyentes; por ejemplo productos humectantes, edulcorantes, espesantes, aromatizantes o
estabilizantes.

Las composiciones estériles para administracion parenteral pueden ser preferentemente soluciones acuosas o no
acuosas, suspensiones o emulsiones. Como disolvente o vehiculo, se puede hacer uso de agua, propilenglicol, un
polietilenglicol, aceites vegetales, en particular aceite de oliva, ésteres organicos inyectables, por ejemplo, oleato
de etilo u otros disolventes organicos adecuados. Estas composiciones también pueden contener adyuvantes, en
particular agentes humectantes, isotonicos, emulsionantes, dispersantes y agentes estabilizantes. La esterilizacion
se puede realizar de varias maneras, por ejemplo mediante la filtracién para esterilizar, mediante la incorporacion
de agentes esterilizantes dentro de la composicién, mediante la radiacion o calentamiento. También se pueden
preparar en la forma de composiciones soélidas estériles que pueden disolverse en el momento de utilizacion en
agua estéril o en cualquier otro medio estéril inyectable.

Las composiciones para administracién rectal son los supositorios o las capsulas rectales que, ademas del principio
activo, contienen excipientes tales como manteca de cacao, glicéridos semisintéticos o polietilenglicoles.

Las composiciones para administracion topica pueden ser, por ejemplo, cremas, lociones, colirios, colutorios, gotas
nasales o aerosoles.

Las dosis dependen del efecto deseado, de la duracion del tratamiento y de la via de administracion utilizada. En
general, el médico determinara la dosis adecuada en relacion con la edad, el peso y todos los demas factores
propios del sujeto que debe ser tratado.

Otro principio activo puede estar contenido en las composiciones farmacéuticas segun la presente invencion. En
particular, puede ser un agente anticanceroso, y en particular un agente anticanceroso citotoxico tal como
navelbina, vinflunina, taxol, taxotero, 5-fluorouracilo, metotrexato, doxorubicina, camptotecina, gemcitabina,
etopdsido, cis-platino o carmustina (también llamada BCNU); o un agente anticanceroso hormonal tales como
tamoxifeno o medroxiprogesterona.

El tratamiento con radiacion (rayos X o rayos gamma) también se puede asociar con la administracion de un
compuesto de la presente invencién. Dicha radiacion se puede administrar utilizando una fuente externa o mediante
la implantacién de fuentes radiactivas internas por minuto.

La presente invencion también se refiere a la preparacion de los compuestos de férmula (I) segun la invencion
utilizando los procedimientos generales descritos en los siguientes esquemas de sintesis, opcionalmente
suplementados por cualquier operacion estandar cuando sea necesario como se describe en la bibliografia o como
es conocido por los expertos en la materia, o como se describe en los ejemplos en la parte experimental de la
presente memoria.
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El esquema 1 ilustra el primer procedimiento general que se puede utilizar para preparar los compuestos de férmula
(I). En las formulas generales anteriores, R1, Rz, y R3 son tal como se definié anteriormente, Ra, representa un
grupo R4 tal como se definié anteriormente, opcionalmente en forma protegida y G es un grupo protector.

La primera etapa consiste en la condensacion del compuesto (ll), protegido en su funcién amina por un grupo
protector G, con el compuesto (lll). X puede representar un grupo saliente tal como un atomo de cloro. En este
caso, la primera etapa consiste en la reaccion entre un cloruro acido y una amina. Esta reaccion puede llevarse a
cabo usando procedimientos y técnicas bien conocidas por los expertos en la materia. En un procedimiento
particularmente apreciado, las dos entidades se hacen reaccionar en la presencia de una base organica o
inorganica, por ejemplo EtsN, iPraNEt, piridina, NaH, Cs;COs, K;CO3z en un disolvente tales como THF,
diclorometano, DMF, DMSO, a una temperatura en particular entre -20°C y 100°C. X también puede ser un hidroxilo
(OH). En este caso, la primera etapa es una reaccion de condensacion entre el acido carboxilico (1) y la amina
(1. Esta reaccion se puede llevar a cabo siguiendo los procedimientos y técnicas bien conocidas por los expertos
en la materia. En un procedimiento particularmente apreciado, estas dos entidades se hacen reaccionar en
presencia de un agente de acoplamiento tales como I-(3-dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida (EDC), 3-hidroxi-
1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona, una amina terciaria tal como diisopropiletilamina, en un disolvente aproético polar tal
como diclorometano o DMF, a una temperatura en particular entre -15°C y 40°C. En otro procedimiento
particularmente apreciado, estas dos entidades se hacen reaccionar en presencia de fosforocianidato de dietilo
(DEPC), una amina terciaria tal como trietilamina, en un disolvente aproético polar tales como diclorometano o DMF,
a una temperatura entre -15°C y 40°C. Otro procedimiento particularmente apreciado consiste en hacer que estas
dos entidades reaccionen en presencia de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametil-uroniumhexafluorofosfato
(HATU), una amina terciaria tal como diisopropiletilamina, en un disolvente aproético polar tales como diclorometano
o DMF, a una temperatura de entre -15°C y 100°C.

Después de la desproteccion del producto intermedio utilizando las técnicas bien conocidas por los expertos en la
materia («Protective Groups in Organic Synthesis», T.W. Greene, John Wiley & Sons, 2006 y «Protecting Groups»,
P.J. Kocienski, Thieme Verlag, 1994), el compuesto (IV) se puede condensar con el compuesto (V) siguiendo los
procedimientos y técnicas anteriormente descritas para producir el compuesto (V1) a continuacion de una etapa de
desproteccion. Posteriormente, este compuesto puede, a continuacion de la condensacién con el producto
intermedio (VII) y la desproteccion opcional, llevar a la formacién de los compuestos de férmula (). EI compuesto
(VI) también se puede acoplar con un compuesto (VII') en el que R's es un precursor de Rs, en particular un grupo
R3 protegido por un grupo protector. El acoplamiento seguido por la desproteccion del grupo R's para conducir a
Rs3 puede llevarse a cabo siguiendo los mismos procedimientos como se describieron anteriormente.
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El esquema 2 ilustra el segundo procedimiento general que se puede utilizar para preparar los compuestos de
férmula (1). En las férmulas generales anteriores Ri, Rz, y R3 son tal como se definieron anteriormente, R4a
representa un grupo R4 tal como se definié anteriormente, opcionalmente en forma protegida, R4, €s un precursor
de un grupo R4 y G es un grupo protector.

En la primera etapa, el compuesto (IX) protegido en su funcién amina por un grupo protector G se condensa con
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el compuesto (VI). X puede representar un grupo residual, por ejemplo, un atomo de cloro. En este caso, la primera
etapa consiste en la reaccion entre un cloruro acido y una amina. Esta reaccién se puede realizar utilizando
procedimientos y técnicas bien conocidas por los expertos en la materia. En un procedimiento particularmente
apreciado las dos entidades se hacen reaccionar en presencia de una base organica o inorganica tales como EtsN,
iProNEt, piridina, NaH, Cs,CO3, K.CO3 en un disolvente tales como THF, diclorometano, DMF, DMSO a una
temperatura en particular entre -20° y 100°C. X también puede representar un grupo hidroxilo. En este caso, la
primera etapa es una reaccion de condensacion entre el acido carboxilico (IX) y la amina (VI). Esta reaccion puede
llevarse a cabo siguiendo los procedimientos y técnicas bien conocidas por los expertos en la materia. En un
procedimiento particularmente apreciado, las dos entidades se hacen reaccionar en presencia de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida (EDC), 3-hidroxi-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-ona, una amina terciaria tal como
diisopropiletilamina, en un disolvente aprético polar tales como diclorometano o DMF, a una temperatura en
particular entre -15°C y 40°C. En otro procedimiento particularmente apreciado, estas dos entidades se hacen
reaccionar en presencia de fosforocianidato de dietilo (DEPC), una amina terciaria tal como trietilamina, en un
disolvente aprotico polar tales como diclorometano o DMF, a una temperatura en particular entre -15°C y 40°C.

Después de la desproteccion del producto intermedio, usando técnicas bien conocidas por los expertos en la
materia, el compuesto obtenido (VIIl) puede conducir a los compuestos de férmula (I) a continuacion de la reaccion
con R4Y. En este caso, Y es un grupo saliente tales como Cl, Br, I, OSO,CHs, OSO,CF3 u O-Tosilo. La reaccion se
lleva a cabo en presencia de una base organica o inorganica tales como EtsN, iPraNEt, NaH, Cs2CO3, K.COs3, en
un disolvente anhidro polar tales como diclorometano, THF, DMF, DMSO a una temperatura en particular entre -20°
y 100°C. En otro procedimiento particularmente apreciado, el compuesto (VIIl) se hace reaccionar con un aldehido
de férmula R4,-CHO donde R4, corresponde a un precursor de Rs. En este caso, la reaccion es una aminacion
reductiva en presencia de un agente reductor tales como NaBH4, NaBH3CN, NaBH(OAc)s, en un disolvente polar
tales como 1,2-dicloroetano, diclorometano, THF, DMF, MeOH, en la presencia opcional de isopropéxido de titanio
(IV), a un pH que puede ser controlado por la adicion de un acido tal como acido acético a una temperatura en
particular entre -20°C y 100°C.

En los esquemas de sintesis anteriores, un compuesto de formula (I) puede conducir a otro compuesto de formula
() a continuacion de una etapa de reaccion adicional, tal como saponificacion por ejemplo, usando procedimientos
bien conocidos por los expertos en la materia mediante los cuales un grupo R que representa un éster,
preferentemente un éster de metilo, se cambia a un grupo R> que representa un acido carboxilico.

Si se desea aislar un compuesto de formula (1) que contiene por lo menos una funcion base en el estado de una
sal de adicion acida, esto es posible mediante el tratamiento de la base libre del compuesto de formula (I) (que
contienen por lo menos una funcién base) con un acido adecuado, preferentemente en cantidad equivalente. El
acido adecuado puede ser en particular acido trifluoroacético.

Por tanto, un objeto adicional de la presente invencion es un primer procedimiento para preparar un compuesto de
férmula (1), que comprende una reaccién de condensacion entre un compuesto de formula (VI):

B2,
| o NH

R2

(VD)

en donde R1y R son tal como se definié anteriormente, y

un compuesto de la siguiente formula (VII):

RB\N X

I
o
Raa (VID)
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en donde R3 es tal como se definié anteriormente, R4, corresponde a un grupo R4 tal como se definié anteriormente,
opcionalmente en forma protegida, y X es OH o Cl.

Cuando X = OH, la reaccion de acoplamiento se puede realizar bajo condiciones de acoplamiento de péptidos bien
conocidas por los expertos en la materia.

Dicho acoplamiento del péptido puede llevarse a cabo en presencia de un agente de acoplamiento tales como
diisopropilcarbodiimida(DIC), diciclohexilcarbodiimida (DCC), clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida (EDC), carbonildiimidazol (CDI), hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio  (HBTU), tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio  (HATU),
fosforocianidato de dietilo (DEPC) o hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi) tripirrolodinofosfonio (PyBOP),
opcionalmente asociado con un auxiliar de acoplamiento tales como N-hidroxi succinimida (NHS), N-hidroxi
benzotriazol (HOBt), 3,4-dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazol (HOOBt), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HAt), N-
hidroxisilfosuccinimida (sulfo NHS) o dimetilaminopiridina (DMAP). Preferentemente, el agente de acoplamiento es
HATU o DEPC.

La reaccion también se puede realizar en presencia de una base tal como DIEA (diisopropiletilamina).
En particular, el acoplamiento peptidico se realiza en presencia de HATU o DEPC y DIEA.

Dicha reaccion se puede llevar a cabo en un disolvente aprético polar tal como diclorometano (DCM) o
dimetilformamida (DMF), en particular a una temperatura de entre -15°C y 40°C.

Cuando X = ClI, la reaccién de condensacion se llevara a cabo en presencia de una base que puede ser organica
o inorganica, tales como EtsN, iProNEt, piridina, NaH, Cs,CO3 o0 K;CO:s.

La reaccion se puede llevar a cabo en un disolvente tal como tetrahidrofurano (THF), diclorometano (DCM),
dimetilformamida (DMF), o dimetilsulféxido (DMSOQO), en particular a una temperatura de entre -20° y 100°C.

Los compuestos de formulas (V1) y (VII) se pueden preparar siguiendo los protocolos de sintesis descritos en la
parte experimental a continuacion o siguiendo las técnicas conocidas por los expertos en la materia.

Un objeto adicional de la presente invencion es un segundo procedimiento para preparar un compuesto de férmula
(1) que comprende una reaccién de sustitucion entre un compuesto de la siguiente formula (VII1):

HO
HN Ny N
Rao/\l/o O 5
| 7~NH R

R2

(VIID)

en donde R4, Rz y Rz son como se definié anteriormente, y

un compuesto de la siguiente formula (X):
a_Y (X)

en donde R4, es un grupo R4 tal como se definié anteriormente, opcionalmente en forma protegida, e Y es un grupo
saliente tales como ClI, Br, I, OSO,CH3, OSO,CF3 u O-Tosilo.

La reaccion de sustitucion se lleva a cabo en particular en presencia de una base que puede ser organica o
inorganica, tales como Et3N, iProNEt, NaH, Cs2CO3, 0 KoCO:s.

Esta reaccion puede llevarse a cabo en un disolvente polar, preferentemente anhidro, tales como DCM, THF, DMF
0 DMSO, en particular, a una temperatura de entre -20° y 100°C.

Los compuestos de formulas (V1) y (X) se pueden preparar siguiendo los protocolos de sintesis descritos en la
parte experimental a continuacién o usando las técnicas conocidas por los expertos en la materia.
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Un objeto adicional de la presente invencion es un tercer procedimiento para preparar un compuesto de formula
(I) en la que R4 es un grupo -CHzR4, con Ryp, representando:

= OH, NRsRs, una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada, saturada o insaturada, que presenta 1 a 7
atomos de carbono (por ejemplo un grupo alquilo (C4-Csg)), sustituida por uno o mas grupos (en particular
uno) seleccionados de entre OH y NRsRs, 0

= -CH2X1(CH2CH2X2)a2(CH2CH2X3)a3(CH2CH2X4)a4(CH2CH2X5)25R7,

que comprende una reaccion de aminacion reductiva entre un compuesto de la siguiente formula (VIII):

H O
HN N\.)LN N
.. o _A_ ! _o O
IO NH R,

1111}

Ra

R2

(VII)
en donde R4, Rz y R3 son tal como se definié anteriormente, y un compuesto de la siguiente formula (XI):
Ru4—CHO  (XI)
en donde Ry es tal como se definié anteriormente.

La reaccion de aminacion reductiva se puede llevar a cabo en presencia de un agente reductor tal como NaBHs,
NaBH3;CN o NaBH(OAc)s y opcionalmente isopropoxido de titanio (1V).

El pH se puede controlar mediante la adiciéon de un acido tal como acido acético, en particular, para alcanzar un
pHdeentre4yb5.

Esta reaccion puede llevarse a cabo en un disolvente polar tal como DCE (1,2-dicloroetano), DCM, THF, DMF o
metanol, en particular, a una temperatura de entre -20° y 100°C.

Los compuestos de formulas (VIII) y (XI) se pueden preparar siguiendo los protocolos de sintesis descritos en la
parte experimental a continuacién o usando las técnicas conocidas por los expertos en la materia.

El compuesto obtenido a continuacion de la etapa de condensacion/sustitucion/aminacion reductiva de uno de los
tres procedimientos anteriormente se puede someter a las etapas adicionales de desproteccion, particularmente
en relacion con los sustituyentes Rz y R4 y las etapas de funcionalizacion opcionalmente adicionales usando los
procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia.

Cuando R; representa un grupo COOH, la etapa de condensacion/sustitucién/aminacion reductora anteriormente
mencionado se puede realizar a partir de un compuesto de férmula (V1) con un grupo Rz que representa una funcion
COO-éster (alquilo (C4-Cs)), a continuacion esta funcion éster posiblemente se saponifica para producir un
compuesto de férmula (1) con R, = COOH.

Cuando el grupo Rs comprende una funcion NH, ésta se puede proteger antes de realizar la reacciéon de
condensacion/sustitucion/aminacion reductiva mediante la sustitucion del atomo de nitrégeno por un grupo N-
protector tales como un grupo Boc o Fmoc.

Por «grupo protector» en la presente invencién se entiende un grupo que bloquea selectivamente un sitio reactivo
en un compuesto multifuncional, de tal manera que una reaccién quimica selectivamente se puede llevar a cabo
en otro sitio reactivo no protegido en el sentido convencionalmente asociado con éste en la sintesis quimica.

Por «grupo protector de N» en la presente invencion se entiende cualquier sustituyente que protege el grupo NH
contra las reacciones indeseables tales como los grupos N-protectores descritos en Greene, «Protective Groups
In Organic Synthesis», (John Wiley & Sons, Nueva York (1981)) y Harrison et al. «Compendium of Synthetic
Organic Methods», Vols. 1 a 8 (J. Wiley & Sons, 1971 a 1996). Los grupos N-protectores comprenden carbamatos,
amidas, derivados N-alquilados, derivados de amino acetal, derivados de N-bencilo, derivados de imina, derivados
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de enamina y derivados de N-heteroatomo. Los grupos N-protectores pueden ser formilo; un arilo, tal como un
fenilo, opcionalmente sustituido con uno o varios grupos metoxi, tales como p-metoxifenilo (PMP); un aril-alquilo
(C4-Cs), tal como un bencilo, la porcion arilo siendo opcionalmente sustituida con uno o varios grupos metoxi, tales
como bencilo (Bn), p-metoxibencilo (PMB) o 3,4-dimetoxibencilo (DMPM); -CO-Rgp+ tal como acetilo (Ac), pivaloilo
(Piv o Pv), benzoilo (Bz) o p-metoxibencilcarbonilo (Moz); -CO2-Rgp1 tales como tbutiloxicarbonilo (Boc),
tricloroetoxicarbonilo (TROC), aliloxicarbonilo (Alloc), benciloxicarbonilo (Cbz o Z) o 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc); -SO2-Rep1 tales como fenilsulfonilo, tosilo (Ts o Tos) o 2-nitrobencensulfonilo (también llamado nosilo - Nos
o Ns); y los similares,

con Repy representando un alquilo (C1-Cg) opcionalmente sustituido con uno o varios atomos de halégeno tales
como F o CI; un alquenilo (C,-Cg) tal como un alilo; un arilo, tal como un fenilo, opcionalmente sustituido con uno
o varios grupos seleccionados de entre OMe (metoxi) y NOz (nitro); un aril-alquilo (C+-Cs), tal como un bencilo, la
porcion arilo siendo opcionalmente sustituida con uno o varios grupos metoxi; o un grupo 9-fluorenilmetilo.

En particular, el grupo N-protector comprende formilo, acetilo, benzoilo, pivaloilo, fenilsulfonilo, bencilo (Bn), t-
butiloxicarbonilo  (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz), p-metoxibenciloxicarbonilo, p-nitrobencil-oxicarbonilo,
tricloroetoxicarbonilo (TROC), aliloxicarbonilo (Alloc), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc), trifluoro-acetilo,
carbamatos de bencilo (sustituidos o no) y similares. Este puede ser, en particular, un grupo Boc o Fmoc.

La proteccion de la funcién amina NH por un grupo Boc o Fmoc y su posterior desproteccion, a continuacion de la
reaccion de condensacion/sustituciéon/aminacion reductiva, son bien conocidas por los expertos en la materia y se
describen en particular en la parte experimental a continuacion.

El compuesto de férmula (I) obtenido con uno de los tres procedimientos anteriormente mencionados también
puede ser salificado mediante la adicion de una base o acido farmacéuticamente aceptable, en particular un acido
farmacéuticamente aceptable tal como acido trifluoroacético. Dicha etapa se puede realizar opcionalmente al
mismo tiempo que otra etapa de reaccion, en particular, al mismo tiempo que una etapa de desprotecciéon cuando
éste se debe realizar en un medio acido, por ejemplo.

El compuesto obtenido con uno de estos tres procedimientos, opcionalmente a continuaciéon de la(s) etapa(s)
adicional(es) para la desproteccion, funcionalizacion y/o salificacion, se puede separar del medio de reaccion
usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia, tales como mediante extraccion,
evaporacion del disolvente o por precipitacion y filtracion.

Si es necesario el compuesto también se puede purificar, utilizando técnicas bien conocidas por los expertos en la
materia, por ejemplo, mediante recristalizacion si el compuesto es cristalino, mediante destilacion, por
cromatografia en columna de gel de silice o cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion sin limitar el alcance de la misma.

Ejemplos

| - Sintesis de los compuestos de la invencién

Las siguientes abreviaturas se usan en los siguientes ejemplos:

ac. acuoso

ee exceso enantiomeérico

equiv equivalente

ESI ionizacion por electroaspersion

LC/MS cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
HPLC  cromatografia liquida de alto rendimiento
NMR resonancia magnética nuclear

sat saturado
uv ultravioleta
Ejemplo 1

(S)-2-((S)-2-((3-aminopropil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-
2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-1-il)-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido bis trifluoroacético
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\o NH
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!
Ejemplo 1A: (4R,5S)-4-metil-5-fenil-3-propanoil-1,3-oxazolidin-2-ona

OYO /\g/CI OYO

HN - _ o
BuLi, THF j/

(4R,5S)-4-metil-5-fenil-1,3-oxazolidin-2-ona (5,8 g, 32,7 mmoles, 1,00 equiv) se disolvid en tetrahidrofurano (THF,
120 ml) en una atmosfera inerte. La mezcla se enfrio a -78°C y se afiadid n-butil-litio (14,4 ml) gota a gota. a
continuacién de agitacion durante 30 minutos a -78°C, se afiadié cloruro de propanoilo (5,7 ml). La agitacion
continué durante 30 minutos a -78°C y a continuacion durante la noche a temperatura ambiente. A continuacion la
mezcla de reaccion se concentro, se redisolvié en 200 ml de agua. El pH de la solucion se ajusté a 7 con solucion
acuosa saturada de bicarbonato de sodio. Esta fase acuosa se extrajo 3 veces con 100 ml de acetato de etilo
(EtOAC). Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para
producir 6,8 g (89%) del compuesto 1A en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 1B: ferc-butil (2S)-2-[(IR,2R)-1-hidroxi-2-metil-3-[(4R,5S)-4-metil-2-oxo-5-fenil-1,3-oxazolidin-3-il]-3-
oxopropil]pirrolidin-1-carboxilato

B -3 A

Bu,BOTH, Et3N

El compuesto 1A (17,6 g, 75,45 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en diclorometano (DCM, 286 ml) en una atmdsfera
inerte. Esta solucion se enfrié con un bafo de hielo. Se afiadieron trietilamina (TEA, 12,1 ml, 1,15 equiv) y Bu,BOTf
(78,3 ml, 1,04 equiv) gota a gota mientras se mantenia la temperatura de la mezcla de reaccion por debajo de 2°C.
La agitacion continué a 0°C durante 45 minutos, a continuacion de lo cual la reaccion se enfri6 a -78°C. Se afiadio
gota a gota una solucion de terc-butil (2S)-2-formilpirrolidin-1-carboxilato (8,5 g, 42,66 mmoles, 0,57 equiv) en DCM
(42 ml). La agitacion continu6 durante 2 horas a -78°C, a continuacion durante 1 hora a 0°C y finalmente 1 hora a
temperatura ambiente. La reaccion se neutralizé con 72 ml de regulador de pH de fosfato (pH =7,2-7,4) y 214 ml
de metanol, y se enfri6 a 0°C. Se afiadié gota a gota una solucion de perdxido de hidrégeno al 30% en metanol
(257 ml) mientras se mantenia la temperatura por debajo de 10°C. La agitacion continué durante 1 hora a 0°C. La
reaccion se neutralizé con 142 ml de agua, a continuacion se concentrd bajo presion reducida. La solucién acuosa
resultante se extrajo 3 veces con 200 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc
y éter de petroleo (EtOAc:PE = 1:8) para producir 13,16 g (40%) del compuesto 1B en forma de un aceite incoloro.
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Ejemplo 1C: Acido (2R,3R)-3-[(2S)-1-[(terc-butoxi)carbonil]pirrolidin-2-il]-3-hidroxi-2-metilpropanoico

\>~o
LiOH, H,0, N
» Boc OH

Na,SO3, THF HO 4

El compuesto 1B (13,16 g, 30,43 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en THF (460 ml) en presencia de peroxido de
hidrégeno (30% en agua, 15,7 ml), a continuacién se enfrié con un bafio de hielo. Se afiadié gota a gota una
solucion acuosa de hidréxido de litio (0,4 mol/l, 152,1 ml) mientras se mantenia la temperatura de reaccion por
debajo de 4°C. La mezcla de reaccion se agito 2,5 horas a 0°C. Se afiadid gota a gota una solucion acuosa de
NazSO3 (1 mol/l, 167,3 ml) mientras se mantenia la temperatura a 0°C. La mezcla de reaccioén se agitdé 14 horas a
temperatura ambiente, a continuacion se neutralizé con 150 ml de solucién fria saturada de bicarbonato de sodio
y se lavo 3 veces con 50 ml de DCM. El pH de la solucidn acuosa se ajusté a 2-3 con una solucién acuosa 1 M de
KHSO,. Esta solucion acuosa se extrajo 3 veces con 100 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se
lavaron una vez con solucion saturada de NaCl, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron
para producir 7,31 g (88%) del compuesto 1C en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo ID: Acido (2R,3R)-3-[(2S)-1-[(terc-butoxi)carbonil]pirrolidin-2-il]-3-metoxi-2-metilpropanoico

N
Bod oH NaH, CHsl, THF Bod p OH
HO  / A

El compuesto 1C (7,31 g, 26,74 mmoles, 1,00 equiv) se disolvid en una atmoésfera inerte en THF (135 ml) en
presencia de yodometano (25,3 ml). El medio de reaccion se enfrié con un bafo de hielo a continuacion de lo cual
se afiadi6 NaH (60% en aceite, 4,28 g) en porciones. La reaccion se dejo bajo agitacion 3 dias a 0°C y a
continuacioén se neutralizé con 100 ml de solucidon acuosa saturada de bicarbonato de sodio y se lavo 3 veces con
50 ml de éter. El pH de la solucion acuosa se ajusté a 3 con soluciéon acuosa de KHSO4 1M. Esta solucién acuosa
se extrajo 3 veces con 100 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron una vez con 100 ml de
Na»S203 (5% en agua), una vez con solucion saturada de NaCl, a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio,
se filtraron y se concentraron para producir 5,5 g (72%) del compuesto 1D en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 1E: N-metoxi-N-metil-2-fenilacetamida

HCI
H

N
o) ~"~o”
OH [j T~
DEPC, Et;N, DMF

El acido 2-fenilacético (16,2 g, 118,99 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en dimetilformamida (DMF, 130 ml) a
continuacién se enfri6 a -10°C. Se afiadieron dietil fosforocianidato (DEPC, 19,2ml), clorhidrato de
metoxi(metil)amina (12,92 g, 133,20 mmoles, 1,12 equiv) y trietilamina (33,6 ml). La mezcla de reaccion se agitd
30 minutos a -10°C y a continuacion 2,5 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se extrajo dos veces con
1 litro de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron dos veces con 500 ml de NaHCO3 (sat.), una vez
con 400 ml de agua, a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se
purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100 a 1:3) para producir 20,2 g (95%) del
compuesto 1E en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 1F: 2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etan-1-ona
Br
A

i = TO
N -
Not N NZ s

n-BuLi, TMEDA, THF \__/
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Se disolvié tetrametiletilendiamina (TMEDA, 27,2 ml) en 300 ml de THF) en una atmésfera inerte, a continuacion
se enfri6 a -78°C antes de la adicion, gota a gota, de n-BuLi (67,6 ml, 2,5 M). Se afiadié 2-bromo-1,3-tiazol (15,2 ml)
gota a gota y la agitacion continué durante 30 minutos a -78°C. El compuesto 1E (25 g, 139,50 mmoles, 1,00 equiv)
disuelto en THF (100 ml) se afiadié gota a gota. La agitacion continué durante 30 minutos a -78°C y a continuacion
2 horas a -10°C. La reaccion se neutralizé con 500 ml de KHSO4 (sat.), a continuacion se extrajo 3 veces con 1
litro de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron dos veces con 400 ml de agua y dos veces con
700 ml de NaCl (sat.), a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo
se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100 a 1:10) para producir 25 g (88%) del
compuesto 1F en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 1G: (IR-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etan-1-ol

0 HO
H
N7 s Et,0 N s
\—/

En una atmésfera inerte, se afiadidé gota a gota una solucion del compuesto 1F (15 g, 73,8 mmoles, 1,00 equiv.)
en éter (300 ml) a (+)-B-clorodiisopinocanfeilborano((+)- Ipc.BCl, 110,8 ml). La mezcla de reacciéon se agitd 24
horas a 0°C, a continuacién se neutralizé con 300 ml de una mezcla (1:1) de NaOH (10% en agua) y H202 (30%
en agua), y finalmente se extrajo tres veces con 500 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron
dos veces con 300 ml de K>COs3 (sat.) y una vez con 500 ml de NaCl (sat.), a continuacién se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc
y PE (1:20 a 1:2) para producir 6,3 g (42%) del compuesto 1G en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 1H: 2-[(1S)-1-azido-2-feniletil]-1,3-tiazol

HO
A DPPA
Ns — " N7s

N
\—/ THF \—J

El compuesto 1G (6 g, 29,23 mmoles, 1,00 equiv.) se disolvio en una atmdsfera inerte en THF (150 ml) en presencia
de ftrifenilfosfina (13 g, 49,56 mmoles, 1,70 equiv.), a continuacién se enfri6 a 0°C. Se anadi6 gota a gota
azodicarboxilato de dietilo (DEAD, 7,6 ml), seguido de difenilfosforilazida (DPPA, 11 ml), el bafio frio se retird y la
solucién se dejo bajo agitacion 48 horas a temperatura ambiente. El medio se concentré a presion reducida. El
residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100 a 1:30) para producir 8 g del
compuesto 1H parcialmente purificado en forma de un aceite de color amarillo. EI compuesto 1H se usé como tal
en la siguiente etapa.

Ejemplo 1I: terc-butil N-[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etiljcarbamato

N3 H
I\© a. PhsP, THF, NH,OH _N
Boc
7 s

\__/ b. Boc,O, dioxano N

El compuesto 1H (6,5 g, 28,2 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmosfera inerte en THF (100 ml) en presencia
de trifenilfosfina (6,5 g, 33,9 mmoles, 1,20 equiv.), y se calenté a 50°C durante 2 horas. A continuacion se afiadio
amoniaco (70 ml) y continud el calentamiento durante 3 horas. La reaccion se enfrid, se neutralizé con 500 ml de
agua, a continuacion se extrajo 3 veces con 500 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron y se extrajeron
dos veces con 500 ml de HCI 1N. Las fases acuosas se combinaron, se llevaron a pH 8-9 mediante la adiciéon de
una solucion de hidréxido de sodio (10% en agua), a continuacion se extrajeron 3 veces con 500 ml de DCM. Las
fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para producir 4,8
g (83%) de (1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etan-1-amina en forma de un aceite de color amarillo. A continuacion, este
compuesto se protegié con un grupo Boc ((terc-butoxi)carbonilo) para que se pudiera purificar. Se disolvio en una
atmosfera inerte en 1,4-dioxano (40 ml), a continuacion se enfrio a 0°C. (Boc)O (10,26 g, 47,01 mmoles, 2,00
equiv), se diluyé en 20 ml de 1,4-dioxano afiadido gota a gota. El bafio frio se retiré y la soluciéon se dejo bajo
agitacion durante la noche a temperatura ambiente antes de ser neutralizada con 300 ml de agua y se extrajo dos
veces con 500 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y
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se concentraron. El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100 a 1:20, ee
= 93%). A continuacion, se recristalizé en una mezcla de hexano/acetona (~5-10/1, 1 g/10 ml) para producir 6 g
(84%) del compuesto 11 en forma de un sélido de color blanco (ee > 99%).

Ejemplo 1J: terc-butilo (29)-2-[(IR,2R)-1-metoxi-2-metil-2-[[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-
il)etillcarbamoil]etil]pirrolidin-1-carboxilato

H a. TFA, DCM N

H
Boc Boc' K N
N b. DIEA, DEPC, DCM N\ O I@
9

compuesto 1D

El compuesto 11 (3 g, 9,86 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte en 10 ml de DCM. Se afiadié
acido trifluoroacético (TFA, 10 ml) y la solucion se dejé bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente, a
continuacién se concentré a presiéon reducida para producir 2,0 g (64%) de (1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etan-1-
amina; acido trifluoroacético en forma de un aceite de color amarillo. Este producto intermedio se volvié a disolver
en 20 ml de DCM a continuacion de lo cual, se afadieron el compuesto 1D (1,8 g, 6,26 mmoles, 1,05 equiv), DEPC
(1,1 g, 6,75 mmoles, 1,13 equiv) y diisopropiletilamina (DIEA, 1,64 g, 12,71 mmoles, 2,13 equiv). La mezcla de
reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente, a continuacién se concentrd a presion
reducida. El residuo se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100 a 1:3) para producir
2,3 g (81%) del compuesto 1J en forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo 1K: (2R,3R)-3-metoxi-2-metil-N-[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etil]-3-[(2S)-pirrolidin-2-iljpropanamida;
acido trifluoroaceético

BocN H HN H
N N
TFA
O\ o} O\ o}
NZ DCM NZ
I~/ l=/®

El compuesto 1J (2,25 g, 4,75 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte en 10 ml de DCM. Se afadio
TFA (10 ml) y la solucion se dejé bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente, a continuacion se
concentro a presion reducida para producir 2,18 g (94%) del compuesto 1K en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 1L: Acido (2S,3S)-2-(bencilamino)-3-metilpentanoico

_O

o \ OH
HN g ©/\H S
S NaBH,, NaOH(2 N)

El acido (2S,3S)-2-amino-3-metilpentanoico (98,4 g, 750 mmoles, 1,00 equiv) se afiadié a temperatura ambiente y
en porciones a una solucion de hidréxido de sodio 2 N (375 ml). El benzaldehido (79,7 g, 751,02 mmoles, 1,00
equiv) se afadio rapidamente y la solucion resultante se agité 30 minutos. Se afiadié borohidruro de sodio (10,9 g,
288,17 mmoles, 0,38 equiv) en pequefas porciones, mientras se mantenia la temperatura entre 5y 15°C. La
agitacion continud durante 4 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con 200 ml de agua,
a continuacion se lavo dos veces con 200 ml de EtOAc. El pH de la solucion acuosa se ajustd a 7 con una solucion
de acido clorhidrico 2N. El precipitado formado se recogid por filtracion y produjo 149,2 g (90%) del compuesto 1L
en forma de un sélido de color blanco.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2908 224 T3

Ejemplo 1M: Acido (2S,3S)-2-[bencil(metil)amino]-3-metilpentanoico

OH i
N Formaldehido - N OH
H I
o HCOOH, 90°C O
El compuesto 1L (25 g, 112,97 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmoésfera inerte en acido formico (31,2 g)
en presencia de formaldehido (36,5% en agua, 22,3 g). La solucién se agitdé 3 horas a 90°C y a continuacion se
concentré a presion reducida. El residuo se triturdé en 250 ml de acetona, a continuaciéon se concentré. Esta

operacion de trituracion/evaporacion se repitié dos veces con 500 ml de acetona para producir 21,6 g (81%) del
compuesto 1M en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 1N: (2S,3S)-2-[bencil(metil)amino]-3-metilpentan-1-ol

Nj;;m LiAIH, THF N\/(:DH
I S |

El LiAlH4 (0,36 g) se suspendié en 10 ml de THF en una atmésfera inerte a 0°C. El compuesto 1M (1,5 g,
6,37 mmoles, 1,00 equiv) se afiadié en pequefias porciones mientras se mantenia la temperatura entre 0 y 10°C.
La mezcla de reaccion se agitd 2 horas a 65°C, a continuacion se enfrié de nuevo a 0°C antes de ser neutralizada
con adiciones sucesivas de 360 pl de agua, 1 ml de hidréxido de sodio al 15% y 360 ul de agua. Las sales de
aluminio que se precipitaron se separaron por filtracion. El filtrado se seco sobre sulfato de sodio, se filtrd y se
concentro. El residuo se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:50) para producir 820
mg (58%) del compuesto 1N en forma de un aceite de color amarillo palido.

Ejemplo 10: (2S,3S)-2-[bencil(metil)amino]-3-metilpentanal

Cl

ngo
DMSO, Et;N _0
oH _C ©/\N
N |
@A | DCM

El cloruro de oxalilo (0,4 ml) se disolvio en DCM (15 ml) en una atmésfera inerte. La solucién se enfrié a -70°C y
se afadio gota a gota una soluciéon de dimetilsulféxido (DMSO (0,5 ml) en DCM (10 ml) durante 15 minutos. La
mezcla de reaccion se agité 30 minutos, a continuacion de lo cual se afiadié gota a gota una solucién del compuesto
1N (820 mg, 3,70 mmoles, 1,00 equiv) en DCM (10 ml) durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se agité otros
30 minutos a baja temperatura, a continuacion, se afiadié lentamente trietilamina (2,5 ml). La mezcla de reaccion
se agitd 1 hora a -50°C, el bafio frio se retird y la reaccion se neutralizd con 25 ml de agua al tiempo que se permitia
que la temperatura volviera a la normalidad. La solucién se lavé una vez con 30 ml de solucién acuosa saturada
de NaCl, a continuacion, se secé sobre sulfato sodico, se filtrd y se concentrd. El residuo se purificd en una columna
de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:200) para producir 0,42 g (52%) del compuesto 10 en forma de un
aceite de color amarillo.

Ejemplo 1P: (2S,3S)-N-bencil-1,1-dimetoxi-N, 3-dimetilpentan-2-amina

/O O\

|
H2$O4' MeOH

El compuesto 10 (4,7 g, 21,43 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 20 ml de metanol a 0°C. Se afiadié gota a gota
acido sulfdrico concentrado (4,3 ml) y continué la agitacion durante 30 minutos a 0°C. Se afadio trimetil
ortoformiato (21,4 ml), el bafio frio se retird y el medio de reacciéon se dej6 bajo agitacion durante 3 horas a
temperatura ambiente. El medio de reaccion se diluyd con 200 ml de EtOAc, se lavo sucesivamente con 100 ml de
Na>COs3 al 10% y 200 ml de NaCl saturado, a continuacion se secé sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd
bajo presién reducida para producir 3,4 g (60%) del compuesto 1P en forma de un aceite de color amarillo palido.
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Ejemplo 1Q: [[1-(ferc-butoxi)etenil]oxi](terc-butil) dimetilsilano

TBDMS

iok TBDMSCI ;\ok

LDA, THF, HMPA

Se disolvio diisopropilamina (20 g, 186,71 mmoles, 1,08 equiv) en 170 ml de THF en una atmosfera inerte y se
enfrié a -78°C. Se afiadié nBuLi (2,4 M, 78,8 ml) gota a gota y la solucion se agité 30 minutos a baja temperatura
(para producir LDA-diisopropilamida de litio) antes de afiadir acetato de terc-butilo (20 g, 172,18 mmoles, 1,00
equiv). La mezcla de reaccion se agitd 20 minutos a -78°C antes de afiadir hexametilfosforamida (HMPA, 25,8 ml)
y una solucion de ferc-butildimetilclorosilano (TBDMSCI, 28 g, 185,80 mmoles, 1,08 equiv) en 35 ml de THF. La
agitacion continudé durante 20 minutos adicionales a baja temperatura, y a continuacion se retird el bafo frio. La
solucién se concentrd bajo presion reducida. El residuo se volvié a disolver en 100 ml de agua y se extrajo 3 veces
con 100 ml de PE. Las fases organicas se combinaron, se lavaron una vez con 500 ml de solucién acuosa saturada
de NaCl, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificd por destilacion
para producir 16,6 g (83%) del compuesto 1Q en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 1R: ferc-butil (3R,4S,5S)-4-[bencil(metil)amino]-3-metoxi-5-metil heptanoato

BF.Et,0, DMF, 0°C

El compuesto 1P (2,0 g, 7,54 mmoles, 1,00 equiv) y el compuesto 1Q (2,6 g, 11,28 mmoles, 1,50 equiv) se
disolvieron en 33 ml de DCM en una atmosfera inerte. La solucién se enfrié a 0°C. El DMF (1,2 g) se afadio gota
a gota junto con una solucién de BF3-Et,O (2,1 g) en 7,5 ml de DCM. La agitacién continué durante 24 horas a 0°C.
El medio de reaccion se lavo una vez con 30 ml de carbonato de sodio (10%) y dos veces con 50 ml de solucién
acuosa saturada de NaCl, a continuacion se seco sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentré. El residuo se
purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100) para producir 1,82 g (91%) del compuesto
1R en forma de un aceite de color amairillo.

Ejemplo 1S: clorhidrato de (3R,4S,5S)-3-metoxi-5-metil-4-(metilamino)heptanoato

Pd/C, HCI, H,, EtOH  .HCI o
Q/\&O\r/ . HITI;\( \{/
o_©

o_ ©

El compuesto 1R (2,4 g, 6,87 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte en 35 ml de etanol en
presencia de Pd/C (0,12 g) y acido clorhidrico concentrado (0,63 ml). La atmosfera de nitrégeno se reemplazé por
una atmosfera de hidrégeno y el medio de reaccion se dejd bajo agitacion 18 horas a temperatura ambiente. El
medio de reaccion se filtré y se concentrd bajo presion reducida. El residuo se trituré6 en 50 ml de hexano y se
eliminé el sobrenadante que, a continuacion de secar bajo presién reducida, produjo 1,66 g (82%) del compuesto
1S en la forma de un sdlido de color blanco.

Ejemplo 1T:  ferc-butii  (3R,4S,5S)-4-[(2S)-2-[[(benciloxi)carbonillamino]-N, 3-dimetilbutanamido]-3-metoxi-5-
metiloheptanoato

o

H
Cbz/N\)kOH

H (0]
0 PN y
At AL ey
~ PN oL ©

PyBrOP, DIEA, DCM

El acido (2S)-2-[[(benciloxi)carbonillamino]-3-metilbutanoico (15 g, 0,40 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 300 ml
de DCM en presencia de DIEA (38,3 ml) y hexafluorofosfato de bromotripirrolidinofosfonio (PyBrOP, 32,3 g). La
solucion se agité 30 minutos a temperatura ambiente antes de la adicion del compuesto 1S (15,99 g, 0,42 mmoles,
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1,07 equiv). El medio de reaccién se agité 2 horas y a continuaciéon se concentrd. El residuo se purificd en fase
inversa (C18) con una mezcla de acetonitrilo (ACN) y agua (30:70 a 100:0 por 40 minutos) para producir 17 g
(58%) del compuesto 1T en forma de un aceite liquido incoloro.

Ejemplo 1U: ferc-butil (3R,4S,5S)-4-[(2S)-2-amino-N,3-dimetilbutanamido]-3-metoxi-5-metilheptanoato

N\)km \k Pd/C, EtOH HzNJn{ #/

El compuesto 1T (76 mg, 0,15 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmodsfera inerte en 10 ml de etanol en
presencia de Pd/C (0,05 g). La atmdsfera de nitrégeno se reemplazé por una atmosfera de hidrégeno y la reaccion
se agité 2 horas a temperatura ambiente. El medio de reaccion se filtré y se concentrd bajo presion reducida para
producir 64 mg del compuesto 1U en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 1V: (3R,4S,5S)-4-[(2S)-2-[[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonillJamino-N, 3-dimetilbutanamido]-3-metoxi-5-

metilheptanoato
\)Lj\?ﬁr mea - H K
H,N moc- _N o
Y NaHCO, ~ Fmoe” = N
S 0. ©

dioxano/H,O

El compuesto 1U (18,19 g, 50,74 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 400 ml de una mezcla de 1,4-dioxano/agua
(1:1) en presencia de bicarbonato de sodio (12,78 g, 152 mmoles, 3,00 equiv) y cloroformiato de 9H-fluoren-9-
ilmetilo (Fmoc-Cl, 19,69 g, 76 mmoles, 1,50 equiv), a continuacion se agité 2 horas a temperatura ambiente. El
medio de reaccion se diluy6é entonces con 500 ml de agua y se extrajo 3 veces con 200 ml de EtOAc. Las fases
organicas se combinaron, se lavaron una vez con 200 ml de solucién acuosa saturada de NaCl, se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para producir 40 g del compuesto 1V parcialmente purificado en
forma de un aceite de color amarillo palido.

Ejemplo 1W: Acido  (3R,4S,5S)-4-[(2S)-2-[[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonillamino]-N,3-dimetilbutanamido]-3-
metoxi-5-metilheptanoico

o) o)
H TFA, DCM H
N _TFA DCM _N OH
Fmoc” \-)LTI‘:\'(OY Fmoc \_)’L’T
A o_ ©O o)

El compuesto 1V (40 g, 68,88 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera neutra en 600 ml de DCM. Se
anadio TFA (300 ml). La solucioén se agit6 2 horas a temperatura ambiente, a continuacion se concentré a presion
reducida. El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de metanol y DCM (1:10) para producir
23,6 g (65%) del compuesto 1W en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 1X: 9H-fluoren-9-iimetil N-[(1S)-1-[[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-[(2S)-2-[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-2-[[(1S)-2-
fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etiljlcarbamoil]etil]pirrolidin- 1-il]-5-metil- 1-oxoheptan-4-il] (metil )carbamoil]-2-
metilpropillcarbamato

H 0 Compuesto 1K FmocHN\)J\j\AI/WQ
N._~ N OH

H o o DIEA,DEPC,DCM
SN ~ o NH

N
s A
=

Frmoc™

El compuesto 1W (2,53 g, 4,82 mmoles, 1,08 equiv) se disolvié en 20 ml de DCM en presencia del compuesto 1K
(2,18 g, 4,47 mmoles, 1,00 equiv), DEPC (875 mg, 5,37 mmoles, 1,20 equiv) y DIEA (1,25 g, 9,67 mmoles, 2,16
equiv). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente, a continuacién se
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lavé sucesivamente con 50 ml de solucién saturada de KHSO,4 y 100 ml de agua, se secd sobre sulfato de sodio,
se filtré y se concentro. El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de metanol y DCM (1:200
a 1:40) para producir 2,8 g (71%) del compuesto 1X en forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo 1Y: (2S)-2-amino-N-[(3R,5S)-3-metoxi-1-[(2S)-2-[(1R,2R)-1-metoxi-2-metil-2-[[(1S)-2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-
il)etillcarbamoil]etil]pirrolidin-1-il]-5-metil-1-oxoheptan-4-il]-N,3-dimetilbutanamida

o] 0 r
Piperidina H,N N
FmocHN\A%N p > \/LL%
B ACN z
N 0.0 o P o._ 0 o
\ o7 TNH \ g

El compuesto 1X (2,8 g, 3,18 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en acetonitriio (ACN, 12 ml) en presencia de
piperidina (3 ml) y se dejo6 bajo agitacion 18 horas a temperatura ambiente. La reaccion se neutralizdé con 50 ml de
agua, a continuacion se extrajo dos veces con 100 ml de DCM. Las fases organicas se combinaron, se secaron
sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificd en una columna de silice con una
mezcla de metanol y DCM (1:100 a 1:40) para producir 1,2 g (57%) del compuesto 1Y en forma de un sélido de
color amarillo.

Ejemplo 1ZA: Acido (2S)-2-[[(terc-butoxi)carbonil](metil)amino]-3-metil butanoico

Mel, NaH I(
OH —— — w OH
BocHNj;O( THE Bochl

)

El acido (2S)-2-[[(terc-butoxi)carbonillamino]-3-metilbutanoico (63 g, 289,97 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una
atmosfera inerte en THF (1000 ml) en presencia de yodometano (181 ml). La solucion se enfrié a 0°C antes de
afiadir hidruro de sodio (116 g, 4,83 moles, 16,67 equiv) en pequefas porciones. La mezcla de reaccion se agitod
durante 1,5 horas a 0°C, el bafio frio se retird y la agitacion continu6 durante 18 horas. La reaccion se neutralizd
con 200 ml de agua y a continuacién se concentré a presion reducida. La fase acuosa residual se diluyé con 4
litros de agua, se lavo una vez con 200 ml de EtOAc y su pH se ajustd entre 3 y 4 con una solucién de acido
clorhidrico 1N. La mezcla obtenida se extrajo 3 veces con 1,2 L de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se
secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para producir 60 g (89%) del compuesto 1ZA en
forma de un aceite de color amairillo.

Ejemplo 1ZB: bencil (2S)-2-[[(terc-butoxi)carbonil](metil)amino]-3-metilbutanoato

OH BNBr, Li,COs OBn

BocN . BocN
| DMF |

El compuesto 1ZA (47 g, 203,21 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en DMF (600 ml) en presencia de Li»CO3 (15,8 g,
213,83 mmoles, 1,05 equiv). La solucién se enfrié a 0°C y a continuacion se anadio gota a gota bromuro de bencilo
(BnBr 57,9 g, 338,53 mmoles, 1,67 equiv). La mezcla de reaccién se dejo bajo agitacion durante la noche antes de
ser neutralizada con 400 ml de agua y se filtré. La solucién obtenida se extrajo dos veces con 500 ml de EtOAc.
Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo
se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100 a 1:20) para producir 22,5 g (34%) del
compuesto 1ZB en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 1ZC: clorhidrato de bencil (2S)-3-metil-2-(metilamino) butanoato

HCl
OBn  HCI
BocN L LN OBn
I DCM 0
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El compuesto 1ZB (22,5 g, 70,00 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 150 ml de DCM. Se burbujeé acido clorhidrico
gaseoso. La reaccion se agité 1 hora a temperatura ambiente y a continuacion se concentré a presion reducida
para producir 17 g (94%) del compuesto 1ZC en forma de un sélido de color amarillo.

Ejemplo 1ZD: ferc-butil N-(3,3-dietoxipropil)carbamato

L() BOCQO, NEt3 LC)
_— >
HZN/\)\O/\ dioxano BocHN o

La 3,3-dietoxipropan-1-amina (6 g, 40,76 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 1,4-dioxano (30 ml) en presencia de
TEA (4,45 g, 43,98 mmoles, 1,08 equiv), a continuacion se enfrié hasta 0°C. (Boc).0 (9,6 g, 43,99 mmoles, 1,08
equiv) diluido en 20 ml de 1,4-dioxano se afiadié gota a gota. La solucion se agitdé 2 horas a 0°C, a continuacion
durante la noche a temperatura ambiente antes de ser neutralizada con 10 ml de agua. El pH se ajust6 a 5 con
HC1 (1%). La solucioén se extrajo 3 veces con 50 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron
sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para producir 8,21 g (81%) del compuesto 1ZD en forma de
un aceite de color amarillo palido.

Ejemplo 1Z: terc-butil N-(3-oxopropil)carbamato

L

@ AcOH, H,0 H
e o)
BocHN/\)\O/\ Boc’NW

El compuesto 1ZD (8,20 g, 33,15 mmoles, 1,00 equiv) se disolvio en 18,75 ml de acido acético y se dejo en
agitacion durante la noche a temperatura ambiente. El medio de reaccion se extrajo 3 veces con 30 ml de EtOAc.
Las fases organicas se combinaron, se lavaron 3 veces con 30 ml de solucion saturada de NaCl, se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para producir 5 g (87%) del compuesto 1ZE en forma de un aceite
de color rojo oscuro.

Ejemplo 1ZF: Acido (2S)-2-[(3-[[(terc-butoxi)carbonillamino]propil(metil)amino]-3-metilbutanoico

oB
HITJ "
H
R o o PA/C,Hx©@)_ Boc~ A~~~ OH
Boc NaBH(OAC)s,  MeOH H 0

DIEA, THF

El compuesto 1ZE (2,4 g, 13,86 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 50 ml de THF en presencia del compuesto 1ZC
(3,56 g, 13,81 mmoles, 1,00 equiv) y DIEA (9,16 ml, 4,00 equiv). La mezcla de reaccion se agité 30 minutos a
temperatura ambiente antes de afadir triacetoxiborohidruro de sodio (5,87 g, 27,70 mmoles, 2,00 equiv). La
agitacion continud durante una noche, a continuacion la reaccion se neutralizé con 100 ml de agua y se extrajo 3
veces con 50 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y
se concentraron. El residuo se purificd parcialmente en una columna de silice con una mezcla de EtOAcy PE (1:4).
El producto bruto obtenido se volvio a disolver en 20 ml de metanol en presencia de Pd/C (1,2 g) y se hidrogend
durante 20 minutos a temperatura y presion normal. El medio de reaccion se filird y se concentrd bajo presion
reducida para producir 200 mg (5%) del compuesto 1ZF en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 1ZG: terc-butil N-(3-[[(1S)-1-[[(1S)-1-[[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-[(2S)-2-[(IR,2R)-1-metoxi-2-metil-2-[[(1S)-

2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etillcarbamoil]til]pirrolidin-1-il]-5-metil- 1-oxoheptan-4-il}(metil)carbamoil]-2-
metilpropillcarbamoil]-2-metilpropil](metil)amino]propil)carbamato
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HATU,DIEA,DMF

Compuesto 1Y H © i
Boc\N/\_\ /’\N\’Q(OH Boc..N/\/\N N\.)J\N N
- H | : |
H g 0 AL 0. 0
\ -
o NH

b8

El compuesto 1Y (50 mg, 0,08 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 2 ml de DMF en presencia del compuesto 1ZF
(26,2 mg, 0,09 mmoles, 1,20 equiv), DIEA (37,7 ml) y hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazo-1-il)-N,N,N',N*-
tetrametiluronio (HATU, 43,3 mg, 0,11 mmoles, 1,50 equiv). La reaccién se dej6 bajo agitacion durante la noche a
temperatura ambiente, a continuacion se diluyé con 10 ml de agua y se extrajo 3 veces con 5 ml de EtOAc. Las
fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para producir 100
mg del compuesto 1ZG en forma de un aceite incoloro parcialmente purificado.

Ejemplo 1: El compuesto 1ZG (90 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera neutra en 2 ml de
DCM vy la solucién se enfrié con un bafio de hielo. Se afiadid TFA (1 ml) y la reaccién se agit6é durante 2 horas a
temperatura ambiente, a continuacién se concentré a presion reducida. El residuo se purificé por HPLC preparativa
(columna Pre-HPLC-001 SHIMADZU, SunFire Prep C18 OBD, 5 um, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con
pH regulado con 0,05% de TFA; gradiente de 18% a 31% de ACN durante 7 minutos y a continuacién de 31% a
100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 1 se obtuvo con
un rendimiento del 25% (23 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Atlantis T3, 3 um, 4,6 x 100 mm; 35°C; 1 ml/min, de 30% a 60% de ACN en agua (acetato de
amonio 20 mM por 6 minutos); ESI (C44H73N7OS, masa exacta 827,53) m/z: 829 (MH*), 5,84 min (93,7%, 254 nm).

"H NMR (300 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,85-7,80 (m, 1H); 7,69-7,66 (m, 1H), 7,40-7,10 (m,
5H), 5,80-5,63 (m, 1H), 4,80-4,65 (m, 2H), 4,22-4,00 (m, 1H), 3,89-0,74 (m, 58H).

Ejemplo 2 - compuesto de referencia

(S)-2-((S)-2-(((2-aminopiridin-4-il)metil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-
(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)-N,3-dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

TFA

Ejemplo 2A: terc-butil (S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ilJamino)- 1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil)pirrolidin-1-carboxilato

(MOH

OH / OH

HoN Boc o\ o) H
_— 5\1

Et;N, DEPC, DCM Boc 0 O

El compuesto 1D (2,5 g, 8,70 mmoles, 1,00 equiv) y (1S,2R)-2-amino-1-fenilpropan-1-ol (1,315 g, 8,70 mmoles,
1,00 equiv) se disolvieron en una atmésfera inerte en DMF (35 ml). La solucion se enfrié a 0°C y a continuacion se
afadieron gota a gota DEPC (1,39 ml) y TEA (1,82 ml). La mezcla de reaccion se agité 2 horas a 0°C, a
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continuacién 4 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con 200 ml de agua y se extrajo
tres veces con 50 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron una vez con 50 ml de KHSO4 (1
mol/l), una vez con 50 ml de NaHCOs; (sat.), una vez con 50 ml de NaCl (sat.), a continuacion se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida para producir 3,6 g (98%) del compuesto 2A en
forma de un sdlido de color amarillo.

Ejemplo 2B: (2R,3R)-N-((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)-3-metoxi-2-metil-3-((S)-pirrolidin-2-il)propanamida-

2,2,2-trifluoroacetato
4 OH . OH
N TFA N
y o
H
Boc o\ 0 DCM O\ o)
TFA

El compuesto 2A (2,7 g, 6,42 mmoles, 1,00 equiv) se disolvio en una atmoésfera inerte en DCM (40 ml), a
continuacioén se enfrié a 0°C. Se afiadié TFA (25 ml) y la solucion se agité durante 2 horas a 0°C. La mezcla de
reaccion se concentrd a presion reducida para producir 4,4 g del compuesto 2B en forma de un aceite de color
amarillo.

Ejemplo 2C: (9H-fluoren-9-il)metil ((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-

ilJamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)carbamato

e
N OH
OH Fmoc” \)Ll\ll 0
(MH ALl oo FmocHN\:)J\’\lj N
H I > P oL O
TFA o © O\
NH
0 OH

DIEA, DEPC, DCM

Los compuestos 2B (4,4 g, 10,13 mmoles, 1,00 equiv) y 1W (5,31 g, 10,12 mmoles, 1,00 equiv) se disolvieron en
una atmosfera inerte en DCM (45 ml). La solucion se enfrié a 0°C, a continuacion se afiadieron gota a gota DEPC
(1,62 ml) y DIEA (8,4 ml). La mezcla de reaccion se agitd durante 2 horas a 0°C y a continuacién a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla de reaccioén se diluyd con 100 ml de agua y se extrajo tres veces con 50 ml
de DCM. Las fases organicas se combinaron, se lavaron una vez con 50 ml de KHSO4 (1 mol/l), una vez con 50 ml
de NaHCOs; (sat.), una vez con 50 ml de NaCl (sat.), a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron
y se concentraron a presion para producir 3,3 g (39%) del compuesto 2C en forma de un sélido de color amarillo.

Ejemplo 2D: (S)-2-amino-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi- 1-fenilpropan-2-il)amino)-1-
metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N,3-dimetilbutanamida

(o]
o Y\ 0 \’/\
H-N N
FmocHN N 2 \)'L
\:)Lr\ll/\l/\n/ piperidina : Tw %
P ™~ o)
\ NH
o OH

- AN
oL © o MeCN

\ NH
O OH

El compuesto 2C (300 mg, 0,36 mmoles, 1,00 eq.) se disolvié en una atmadsfera inerte en ACN (2 ml) y piperidina
(0,5 ml). La solucion se dejé bajo agitacion a temperatura ambiente durante la noche y a continuacion se evaporé
hasta sequedad a presion reducida. El residuo se purificd en una columna de silice con una mezcla de DCM y
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MeOH (1:100) para producir 150 mg (68%) del compuesto 2D en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 2E: metil 2-((terc-butoxicarbonil)amino)isonicotinato

H
HoN A COOMe BOCZO Boc” N N COOMe
I S |
N~ t-BuOH N =~

El metil 2-aminopiridin-4-carboxilato (2 g, 13,14 mmoles, 1,00 equiv) se disolvidé en terc-butanol (20 ml) a
continuacioén de lo cual se afadié di-terc-butil dicarbonato (4,02 g, 18,42 mmoles, 1,40 equiv) (20 ml). La mezcla
de reaccion se agité a 60°C durante la noche, a continuacion la reaccion se detuvo mediante la adicion de una
solucion acuosa de NaHCO3; 1M (50 ml). El sdélido se recuperé por filtracion, se lavd con 50 ml de EtOH, a
continuacioén se seco in vacuo para producir 2,5 g (75%) del compuesto 2E en forma de un solido de color blanco.

Ejemplo 2F: terc-butil (4-(hidroximetil)piridin-2-il)carbamato

H H
_N COOMe _N
Boc | N NaBH4’CaCI2’ Boc | Xy~ "OH
N~ EtOH Nz

El compuesto 2E (2,5 g, 9,91 mmoles, 1,00 equiv) y CaCl; (1,65 g) se disolvieron en EtOH (30 ml). La soluciéon se
enfrid a 0°C, a continuacion se afiadié gradualmente NaBH, (1,13 g, 29,87 mmoles, 3,01 equiv). La solucion se
dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente, a continuacion la reaccion se detuvo con la adicién
de agua (50 ml). La mezcla se extrajo tres veces con 20 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se
lavaron dos veces con 20 ml de NaCl (sat.) y a continuacidon se secaron sobre sulfato sédico, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida para producir 2,0 g (90%) del compuesto 2F en forma de un sélido incoloro.

Ejemplo 2G: terc-butil (4-formilpiridin-2-il)carbamato

H H

N N
Boc |\ OH w. Boc I\ Yo
N__= DCE N~

El compuesto 2F (2,5 g, 11,15 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en DCE (25 ml) y a continuacién se afiadieron 19,4
g (223,14 mmoles, 20,02 equiv) de MnO,. La mezcla se dej6 bajo agitacion durante la noche a 70°C, a continuacion
los solidos se retiraron por filtracion. El filtrado se evaporé hasta sequedad para producir 1,4 g (57%) del compuesto
2G en forma de un solido de color blanco.

Ejemplo 2H: bencil (S)-2-(((2-((terc-butoxicarbonil)amino)piridin-4-il)metil)(metil)amino)-3-metilbutanoato

Do
0]
HN
; Y ; o S
Boc” l\ o > Boc” A N

N~ THF,DIEA,NaBH(OAC); NS | o

El compuesto 2G (2,3 g, 10,35 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 25 ml de THF en presencia del compuesto 1ZC
(2,93 g, 11,37 mmoles, 1,10 equiv), DIEA (5,39 g, 41,71 mmoles, 4,03 equiv) y NaBH(OAc)s (4,39 g, 20,71 mmoles,
2,00 equiv). La mezcla de reaccion se agitd durante 6 horas a temperatura ambiente y a continuacion se neutralizé
con 60 ml de NaHCO3 (sat.) y se extrajo 3 veces con 20 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se
lavaron dos veces con 20 ml de NaCl (sat.), se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El
residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:15) para producir 2,7 g (61%) del
compuesto 2H en forma de un sélido de color blanco.
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Ejemplo 2I: Acido (S)-2-(((2-((terc-butoxicarbonil)amino)piridin-4-il)metil)(metil)amino)-3-metilbutanoico

H H
N O\Q Pd/C.H
Boc” X N el Boc/N A N OH

|
No 2 5 EtOAc/MeOH No I 5

El compuesto 2H (500 mg, 1,17 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 10 ml de AcOEt y 2 ml de metanol en presencia
de Pd/C (250 mg), y se hidrogend durante 3 horas a temperatura ambiente y presion atmosférica. El medio de
reaccion se filtré y se concentrd bajo presion reducida para producir 254 mg (64%) del compuesto 21 en forma de
un solido incoloro

Ejemplo 2J: terc-butil  (4-((3S,6S,9S,10R)-9-((S)-sec-butil)-10-(2-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil) pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-3,6-diisopropil-2,8-dimetil-4,7-dioxo-
11-oxa-2,5,8-triazadodecil)piridin-2-il)carbamato

0
H
HoN N N OH 0
: VLN\/QW Boc” NIW N N N
o N I g Boc” 7N N
PN 0.0 = ‘ \ B \
0 N~ 0 AL 0.0
\ NH 0
0 OH \ NH
0 OH

HATU, DIEA, DMF

El compuesto 2J se preparé de forma similar al compuesto 1ZG a partir de la amina 2D (85,2 mg, 0,14 mmoles,
1,50 equiv), el acido 2l (31,7 mg, 0,09 mmoles, 1,00 equiv), HATU (42,9 mg, 0,11 mmoles, 1,20 equiv) y DIEA (36,7
mg, 0,28 mmoles, 3,02 equiv) en DMF (3 ml). a continuacién de evaporacion hasta sequedad, se obtuvieron 100
mg del producto bruto en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 2: El compuesto 2J (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 2 ml de DCM y 1 ml de TFA. La
reaccion se agité durante 1 hora a temperatura ambiente, a continuacion se concentré a presion reducida. El
residuo (80 mg) se purificd por HPLC preparativa (columna Pre-HPLC-001 SHIMADZU, SunFire Prep C18 OBD, 5
pm, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con 0,05% de TFA; gradiente de 20% a 40% de
ACN por 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489 a 254
nmy 220 nm). El compuesto 2 se obtuvo con un rendimiento del 6% (6,3 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,8 ml/min, de 10% a 95% de ACN en
agua (0,05% de TFA) por 6 minutos); ESI (C4sH73N7O7, masa exacta 823,56) m/z: 824,5 (MH*) y 412,9 (M,2H*/2,
100%), 3,21 min (99,2%, 210 nm)

"H NMR (400 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,81-7,79 (m, 1H); 7,39-7,29 (m, 5H); 6,61-6,59 (m,
2H); 4,84-4,52 (m, 1H); 4,32-4,02 (m, 1H); 3,90-2,98 (m, 10H); 2,90-2,78 (m, 1H); 2,55-0,81 (m, 39H).

Ejemplo 3 - compuesto de referencia
metil ((S)-2-((2R,3R)-3~((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N, 3-di-metil-2-((S)-3-metil-2-(metil (piridin-4-ilmetil)

amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil) pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-
fenilpropanoato, acido trifluoroacético
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Ejemplo 3A: terc-butil (S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-3-(((S)-1-metoxi-1-oxo-3-fenilpropan-2-ilyamino)-2-metil-3-
oxopropil)pirrolidin-1-carboxilato

Et;N, DEPC, DMF Boc O O —~

El compuesto 1D (3 g, 10,44 mmoles, 1,00 equiv) y metil (S)-2-amino-3-fenilpropanoato (2,25 g, 12,55 mmoles,
1,20 equiv) se disolvieron en una atmésfera inerte en DMF (40 ml). La solucion se enfrié a 0°C y a continuacion se
afiadieron gota a gota DEPC (1,67 ml, 1,05 equiv) y TEA (3,64 ml, 2,50 equiv). La mezcla de reaccion se agit6 2
horas a 0°C y a continuacion a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se diluyé con 100 ml
de agua y se extrajo tres veces con 50 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron una vez con
100 ml de KHSO4 (1 mol/l), una vez con 100 ml de NaHCOs (sat.), una vez con 100 ml de NaCl (sat.), a continuacion
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presién para producir 4 g (85%) del compuesto
3A en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 3B: 2,2 2-trifluoroacetato de metil (S)-2-((2R,3R)-3-metoxi-2-metil-3-((S)-pirrolidin-2-il)propanamido)-3-

fenilpropanoato
" M I[
Boc

El compuesto 3A (5 g, 11,15 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte en DCM (40 ml). Se afiadié
TFA (25 ml) y la solucidn se agitdé durante 2 horas. La mezcla de reaccién se concentré a presion reducida para
producir 8 g del compuesto 3B en forma de un aceite de color amairillo.

Ejemplo 3C: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

0
FmocHN\)L\/(;Y
F HN N
’ JNP\AKW(
(MN PN 0. © o
i O O \ NH
7 0 o/ 0
TFA 0
O

DIEA, DEPC, DCM

Los compuestos 3B (8,03 g, 17,36 mmoles, 1,00 equiv) y 1W (9,1 g, 17,34 mmoles, 1,00 equiv) se disolvieron en
una atmosfera inerte en DCM (80 ml). La solucion se enfrio a 0°C y a continuacion se afiadieron gota a gota DEPC
(2,8 ml) y DIEA (12 ml). La mezcla de reaccion se agitdé durante 2 horas a 0°C y a continuacién a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla de reaccioén se diluyé con 200 ml de agua y se extrajo tres veces con 50 ml
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de DCM. Las fases organicas se combinaron, se lavaron una vez con 50 ml de KHSO4 (1 mol/l), una vez con 50 ml
de NaHCOs; (sat.), una vez con 50 ml de NaCl (sat.), a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron
y se concentraron a presion reducida para producir 5 g (34%) del compuesto 3C en forma de un sélido de color
amairillo.

Ejemplo 3D: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-amino-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)- 3-fenilpropanoato

0 0
FmOCHN\)LNj:;ﬁf% TBAF al 0.1% en DMF HZN\)LN\/(;W%
A oo - A olo
\ O¥NH\Q \o NH
0 0
O~

~

El compuesto 3C (5,5 g, 6,43 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte en una solucién de fluoruro
de tetrabutilamonio (TBAF, 2,61 g, 9,98 mmoles, 1,55 equiv) en DMF (100 ml). La solucion se agité a temperatura
ambiente durante 2 horas y a continuacion se diluyd con 100 ml de agua y se extrajo tres veces con 50 ml de
EtOAc. Las fases organicas se combinaron, a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida para producir 3,3 g (81%) del compuesto 3D en forma de un sélido de color
amarillo.

Ejemplo 3E: bencil (S)-3-metil-2-(metil(piridin-4-ilmetil)Jamino)butanoato

O 0z oV

NaBH(OAc

La piridina-4-carbaldehido (1 g, 9,34 mmoles, 1,00 equiv) se disolvio en 10 ml de 1,2-dicloroetano (DCE) en
presencia del compuesto 1ZC (2,9 g, 11,25 mmoles, 1,21 equiv) e isopropoxido de titanio (V) (4,19 ml, 1,40 equiv).
La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 minutos y a continuacién se afiadieron 2,77 g de
NaBH(OAc)s (13,07 mmoles, 1,40 equiv). El medio de reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche y a
continuacién se neutralizé con 100 ml de agua y la mezcla se extrajo 3 veces con 50 ml de AcOEt. Las fases
organicas se combinaron y se evaporaron hasta sequedad. El residuo se purificé en una columna de silice con una
mezcla de EtOAc y PE (1:20) para producir 1,3 g (45%) del compuesto 3E en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 3F: Acido (S)-3-metil-2-(metil(piridin-4-ilmetil)amino)butanoico
Pd/CH
IN GRETTREN ¢
EtOAc N I o

El compuesto 3E (800 mg, 2,56 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 30 ml de AcOEt en presencia de Pd/C (300 mg)
y se hidrogend durante 3 horas a temperatura ambiente y presion atmosférica. El medio de reaccion se filtré y se
concentrd bajo presion reducida. El residuo se purificd en una columna de silice con una mezcla de DCM y MeOH
(100:1 a 5:1) para producir 100 mg (18%) del compuesto 3F en forma de un sdlido de color blanco.

Ejemplo 3: Los compuestos 3D (50 mg, 0,08 mmoles, 1,00 equiv) y 3F (26,34 mg, 0,12 mmoles, 1,50 equiv) se
disolvieron en 3 ml de DCM. La solucion se enfrié6 a 0°C y a continuacion se afadieron 0,018 ml de DEPC y
0,0392 ml de DIEA. La reaccion se agité a 0°C durante 2 horas y a continuacion a temperatura ambiente durante
la noche. El medio de reaccién se concentrd a presion reducida y el residuo (70 mg) se purific6 por HPLC
preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion:
agua/ACN con pH regulado con 0,05% de TFA; gradiente de 20% a 40% de ACN por 10 minutos y a continuacion
de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 3 se
obtuvo con un rendimiento del 27% (20 mg) en forma de un sdlido de color blanco.
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LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 uym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, del 10% al 95% de ACN en
agua (TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C4sH72NsOg, masa exacta 836,5) m/z: 837,5 (MH*) y 419,4 (M,2H*/2
(100%)), 7,04 min (90,0%, 210 nm)

"H NMR (400 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,76-8,74 (m, 2H); 8,53-8,48 (m, 0,4H, NHCO
intercambio incompleto); 8,29-8,15 (m, 0,8H, NHCO intercambio incompleto); 8,01 (s, 2H), 7,31-7,22 (m, 5H), 4,88-
4,68 (m, 3H); 4,31-4,07 (m, 2H); 3,94-2,90 (m, 18H); 2,55-0,86 (m, 38H).

Ejemplo 4 - compuesto de referencia

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil(piridin-4-
ilmetil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-

fenilpropanoico, acido trifluoroacético
j;(w@'f(YC%(

TFA

OH

Ejemplo 4: El compuesto 3 (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una mezcla de agua (5 ml), ACN
(5 ml) y piperidina (2,5 ml). La mezcla de reaccion se dejé bajo agitacion durante la noche y a continuacion se
concentrd a presion reducida. El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna
SunFire Prep C18 OBD, 5 pm, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%;
gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos;
Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 20 mg (20%) del compuesto 4 en forma de un sélido
de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de ACN en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C4sH70NsOg, masa exacta 822,5) m/z: 823,5 (MH*) y 412,4 (M,2H*/2,
100%), 6,84 min (89,1%, 210 nm).

"H NMR (400 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,79-8,78 (m, 2H); 8,09 (m, 2H); 7,30-7,21 (m, 5H);
4,80-4,80 (m, 1H), 4,36-0,87 (m, 58H).

Ejemplo 5 - compuesto de referencia
(S)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (piridin-4-
ilmetil)amino)butanamido)butanamida), acido trifluoroacético

oy,

!

TFA

Ejemplo 5: El compuesto 5 se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (50
mg, 0,08 mmoles, 1,00 equiv), el acido 3F (25 mg, 0,11 mmoles, 1,48 equiv), DEPC (0,0174 ml, 1,5 equiv) y DIEA
(0,0377 ml, 3 equiv) en DCM (3 ml). El producto bruto (80 mg) se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001
SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado
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con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN por 10 minutos y a continuaciéon de 40% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 20 mg (27%) del compuesto 5 en
forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 uym, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,0 ml/min, 40% a 95% de MeOH en agua (TFA
al 0,05%) por 18 minutos); ESI (C47H71N7OsS, masa exacta 861,5) m/z: 862,5 (MH*) y 431,9 (M,2H*/2, 100%),
12,69 min (88,9%, 254 nm).

"H NMR: 400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,78 (d, 2H, J = 6,8 Hz); 8,27-8,16 (m, 0,4H, NHCO
intercambio incompleto); 8,08 (d, 2H, J = 6,4 Hz); 7,85-7,79 (m, 1H); 7,60-7,50 (m, 1H), 7,19-7,38 (m, 5H), 5,79-
5,60 (m, 1H); 4,90-4,69 (m, 2H); 4,34-2,97 (m, 18H); 2,59-0,81 (m, 35H).

Ejemplo 6

metil  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((3-aminopropil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-

dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,
acido bis trifluoroacético

RN uj%ﬁ%

2TFA

O~

Ejemplo 6A: metil (2S)-2-[(2R)-2-[(R)-[(2S)-1-[(3R,4S,5S)-4-[(2S)-2-[(2S)-2-[(3-[[(terc-
butoxi)carbonillamino]propil)(metil)amino]-3-metilbutanamido]-N, 3-dimetilbutanamido]-3-metoxi-5-
metilheptanoil]pirrolidin-2-ilj(metoxi)metil]Jpropanamido]-3-fenilpropanoato

0
Boc. /\/\EOH
HZN\g)J\N\/(;WN H IT‘ S Boc\N/\/\N\/g( \)LI;W
\
o7 NH

DEPC,DIEA,DCM

O~ (O

El compuesto 3D (157,5 mg, 0,25 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié a 0°C en una atmdsfera inerte, en 3 ml de DCM
en presencia de acido carboxilico 1ZF (78,7 mg, 0,27 mmoles, 1,10 equiv), DEPC (46 pl) y DIEA (124 pl). La mezcla
de reaccion se agité 2 horas a baja temperatura y a continuacion se retird el bafio frio y la agitacion continué
durante 4 horas. A continuacion, se concentr6 bajo presion reducida para producir 200 mg del compuesto 6A en
forma de un aceite bruto de color amarillo. Se utilizé como tal en la siguiente etapa.

Ejemplo 6: El compuesto 6A (200 mg, 0,22 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte a 0°C en 2 ml
de DCM. Se afiadié TFA (1 ml) gota a gota y el bafio frio se retir6. La mezcla de reaccion se agité 1 hora a
temperatura ambiente y a continuaciéon se concentré a presion reducida. El residuo se purifico por HPLC
preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion:
agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a
continuaciéon de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm), para
producir 60 mg (26%, rendimiento en 2 etapas) del compuesto 6 en forma de un sdélido de color blanco.

LC/MS/UV (Zorbax Eclipse Plus C8, 3,5 ym, 4,6 x 150 mm; 1 ml/min, 40°C, de 30 a 80% de metanol en agua
(H3PO4 al 0,1%) por 18 minutos); ESI (C43H74Ne0s, masa exacta 802,56) m/z: 804 (MH*); 11,50 min (91,5%,
210 nm).

"H NMR (300 MHz, CD3;0D, ppm): d (Presencia de rotameros) 8,52 (d, 0,3H, NHCO intercambio incompleto); 8,25
(d, 0,5H, NHCO intercambio incompleto); 7,30-7,22 (m, 5H); 4,9-4,6 (m, 3H); 4,2-4,0 (m, 1H); 4,0-0,86 (m, 61H).
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Ejemplo 7
Acido  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((3-aminopropil )(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-

dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,
acido bis trifluoroacético

s w@@

OH

Ejemplo 7: El compuesto 6 (70 mg, 0,08 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una mezcla de agua (5 ml), ACN
(2,5 ml) y piperidina (5 ml). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente,
a continuacion se concentré a presion reducida. El residuo se purificdé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001
SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN por 10 minutos y a continuaciéon de 40% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm), para producir 14,6 mg (21%) del compuesto 7
en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (Ascentis Express C18, 2,7 ym, 4,6 x 100 mm; 1,5 ml/min, 40°C, de 0 a 80% de metanol en agua (TFA
al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C42H72NsOs, masa exacta 788,54) m/z: 790 (MH*), 5,71 min (96,83%, 210 nm).

"H NMR (300 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,42 (d, 0,3H, NHCO intercambio incompleto); 8,15
(d, 0,2H, NHCO intercambio incompleto); 7,31-7,21 (m, 5H); 4,9-4,6 (m, 3H); 4,25-4,0 (m, 1H); 4,0-0,86 (m, 59H).

Ejemplo 8 - compuesto de referencia

(S)-2-((S)-2-(((2-aminopiridin-4-il)metil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-
((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)Jamino)propil )pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)-N,3-dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

oD,
g

Ejemplo 8A: terc-bultil (4-((3S,6S,9S,10R)-9-((S)-sec-butil)-3,6-diisopropil-10-(2-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-metil-
3-0x0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-2,8-dimetil-4,7-dioxo-11-oxa-2,5,8-
triazadodecil)piridin-2-il)carbamato

0
HoN A N
| o7~NH
SRS ¢
. @ <

HATU,DIEA,DCM

H
Q\:s
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El compuesto 8A se sintetizd6 de la misma manera que el compuesto 2J a partir de la amina 1Y (39 mg,
0,06 mmoles, 1,00 equiv), el acido 21 (20 mg, 0,06 mmoles, 1,00 equiv), HATU (27 mg, 0,07 mmoles, 1,20 equiv)
y DIEA (23,2 mg, 0,18 mmoles, 3,01 equiv) en DCM (3 ml). El producto bruto no se purifico.

Ejemplo 8: El compuesto 8 se sintetizd de forma similar al compuesto 2 a partir del producto intermedio 8A (100
mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto (100 mg) se purific6 por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001
SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 18% a 31% de ACN durante 7 minutos y a continuacion de 31% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 8 se obtuvo con un rendimiento
del 8% (8 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Atlantis T3, 3 ym, 4,6 x 100 mm; 35°C; 1,8 ml/min, de 25% a 80% de ACN en agua (TFA al
0,05%) durante 7 minutos); ESI (C47H72NsOsS, masa exacta 876,5) m/z: 877,5 (MH*) y 439,5 (M,2H*/2, 100%),
4,87 min (95,1%, 254 nm).

"H NMR (400 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,83-7,78 (m, 2H); 7,56-7,52 (m, 1H); 7,34-7,17 (m,
5H); 6,64-6,62 (m, 2H); 5,77-5,61 (m, 1H); 4,86-4,68 (m, 2H); 4,25-4,05 (m, 1H); 3,87-2,83 (m, 17H); 2,56-0,84 (m,
37H).

Ejemplo 9 - compuesto de referencia

metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(((2-aminopiridin-4-il)metil)(metil)amino)-3-

metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-
3-fenilpropanoato, acido trifluoroacético

SO, Mjgﬁ%

TFA

O—

Ejemplo 9A: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(((2-((terc-butoxicarbonil)amino)piridin-4-
il)metil)(metil)amino)-3-butanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil )pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

O\

H
N OH
Boc” \(\jﬂ'\‘j;}/
N # ) DEPC, DIEA, DCM

El compuesto 9A se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (170 mg, 0,27
mmoles, 1,00 equiv), el acido 2I (99,7 mg, 0,30 mmoles, 1,10 equiv), DEPC (0,049 ml, 1,05 equiv) y DIEA (0,133 ml,
3,00 equiv) en DCM (5 ml). El producto bruto se purificd sobre una columna de silice con una mezcla de EtOAc y
PE (1:1) para producir 200 mg (78%) del compuesto 9A en forma de un soélido de color amarillo palido.

Ejemplo 9: El compuesto 9 se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 9A (200 mg, 0,21 mmoles, 1,00 equiv) en DCM (4 ml) y TFA (2 ml). El producto en bruto se purificé por
HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de
elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a
continuaciéon de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El
compuesto 9 se obtuvo con un rendimiento del 10% (20 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
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agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C4sH73N7Og, masa exacta 851,6) m/z: 852,5 (MH*) y 426,9 (M,2H*/2,
100%), 6,92 min (92,7%, 254 nm).

"H NMR (400 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,51-8,45 (m, 0,5H, NH intercambio incompleto);
8,30-8,24 (m, 0,3H, NH intercambio incompleto); 8,17-8,07 (m, 0,8H, NH intercambio incompleto); 7,79-7,77 (m,
1H); 7,36-7,18 (m, 5H); 7,21-7,16 (m, 1H); 6,94-6,89 (m, 1H); 4,85-4,65 (m, 3H); 4,20-3,10 (m, 20H); 3,00-2,85 (m,
2H); 2,55-0,80 (m, 36H).

Ejemplo 10 - compuesto de referencia

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-(((2-aminopiridin-4-il)metil)(metil)amino)-3-
metilbutanamido)-N, 3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-
3-fenilpropanoico, acido trifluoroacético

y I(Mfﬂ%

TFA
OH

Ejemplo 10: El compuesto 9 (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una mezcla de agua (5 ml), ACN
(5 ml) y piperidina (2,5 ml). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente
y a continuacion se concentré a presion reducida. El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001
SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 32,2 mg (33%) del compuesto 10
en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C4sH71N7Oe, masa exacta 837,5) m/z: 838,5 (MH*) y 419,9 (M,2H*/2,
100%), 6,81 min (97,7%, 220 nm).

"H NMR (400 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,41-8,32 (m, 0,3H, NH intercambio incompleto);
8,20-8,07 (m, 0,8H, NH intercambio incompleto); 7,82-7,75 (m, 1H); 7,36-7,158 (m, 5H); 7,12-7,03 (m, 1H); 6,94-
6,88 (m, 1H); 4,85-4,66 (m, 3H); 4,20-3,10 (m, 16H); 3,00-2,85 (m, 2H); 2,57-0,80 (m, 37H).

Ejemplo 11 - compuesto de referencia
(S)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((1R, 2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (4-(metilamino)
fenetil)amino) butanamido) butanamida, acido trifluoroacético

H
/N\©\/\ o
H
T N%T !
o A o_ O
TFA zh A O\

7 NH
N

Ejemplo 11A: terc-butil N-[4-(2-hidroxietil)fenil] carbamato

El compuesto 11A se obtuvo con un rendimiento del 75% a continuacion de la reaccion a temperatura ambiente
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del 2-(4-aminofenil)etanol con BOC,0 en THF.

Ejemplo 11B: terc-butil N-[4-(2-oxoetil)fenillcarbamato

H H
N\©\/\ Dess-Martin Boc/N\©\/\
B E—
OH DCM o

El compuesto 11A (2,5 g, 10,5 mmoles, 1,00 equiv) se disolvioé en 25 ml de DCM y a continuacion se enfrié a -78°C.
Una solucién de Dess-Martin periodinano (DMP, 6,71 g, 15,8 mmoles, 1,5 equiv) en DCM (10 ml) se afiadié gota a
gota. El bafio frio se retird y la agitacion continué durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccién se neutralizd
con 60 ml de una mezcla 50/50 de solucién acuosa de bicarbonato de sodio saturado y solucién acuosa saturada
de NayS;0s. La solucion resultante se extrajo 3 veces con 30 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron,
se lavaron dos veces con solucion acuosa saturada de NaCl, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron
y se concentraron bajo presion reducida. El residuo se purificé sobre gel de silice (EtOAc/PE 1/15) para producir
1,0 g (40%) del compuesto 11B en forma de un solido de color amarillo palido.

Ejemplo 11C: bencil (2S)-2-[[2-(4-[[(terc-butoxi)carbonillamino]fenil)etil](metil)Jamino]-3-metilbutanoato.

o, e a0

THF,DIEA NaBH(OAC)3

e

Boc

El compuesto 1ZC (3,5 g, 13,6 mmoles, 1,1 equiv) se disolvié en THF (30 ml) en presencia de DIEA (6,4 g,
49,7 mmoles, 4,0 equiv), aldehido 11B (2,9 g, 12,3 mmoles, 1,0 equiv) y triacetoxiborohidruro sodico (5,23 g,
49,7 mmoles, 2,0 equiv). La mezcla de reaccion se dejé bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente,
a continuaciéon se neutralizd con 60 ml de solucion saturada de bicarbonato de sodio. La soluciéon resultante se
extrajo 3 veces con 30 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron dos veces con solucién acuosa
saturada de NaCl, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filiraron y se concentraron bajo presion reducida.
El residuo se purifico sobre gel de silice (EtOAc/PE 1:20) para producir 3,7 g (68%) del compuesto 11C en forma
de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 11D: Acido (2S)-2-[[2-(4-[[(terc-butoxi)carbonil]lamino]fenil)etil](metil)Jamino]-3-metilbutanoico

§
N
0

MOH

El compuesto 11C (2 g, 4,5 mmoles, 1 equiv) se disolvié en 10 ml de metanol en presencia de Pd/C (2 g) y se
hidrogend durante 2 horas a temperatura y presion normal. El medio de reaccion se filtr6 y se concentrd bajo
presion reducida para producir 1,2 g (75%) del compuesto 11D en forma de un aceite de color amairillo.

Ejemplo 11E: Acido (2S)-2-[[2-(4-[[(terc-butoxi)carbonil](metil)amino]fenil)etil](metil)amino]-3-metilbutanoico

H

N
Boc _ Mel _
OH
N “NaH. THF

0o

El compuesto 11D (1,2 g, 3,4 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una atmdsfera inerte en THF (20 ml). El medio de
reaccion se enfrid con un bafio de hielo a continuacion de lo cual se afiadi® NaH (60% en aceite, 549 mg,
13,7 mmoles, 4,0 equiv) en porciones, seguido de yodometano (4,9 g, 34 mmoles, 10 equiv). La reaccién se dejo
bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente, a continuacion se neutralizdé con agua y se lavd con
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100 ml de EtOAc. El pH de la solucion acuosa se ajustd a 6-7 con HCI 1N. Esta solucion acuosa se extrajo 3 veces
con 100 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron para producir 800 mg (64%) del compuesto 11E en forma de un solido de color amarillo.

Ejemplo 11F: terc-butil N-[4-(2-[[(1S)-1-[[(1S)-1-[[(3R,4S,5S)-3-metoxi-1-[(2S)-2-[(IR,2R)-1-metoxi-2-metil-2-[[(1S)-

2-fenil-1-(1,3-tiazol-2-il)etillcarbamoil]etil]pirrolidin-1-il]-5-metil-1-oxoheptan-4-il](metil)carbamoil]-2-
metilpropil]lcarbamoil]-2-metilpropil](metil)amino]etil)fenil]-N-metilcarbamato

o) | |
A | o_O o N OH N N\:)'LN N
' O I 5 ~"'" o0

\ o7"NH

NH
N= DEPC,DIEA,DCM ‘o
RS N
S

El compuesto 11F se prepar6 de manera similar al compuesto 6A a partir de la amina 1Y (150 mg, 0,22 mmoles,
1,2 equiv) y el acido 11E (70 mg, 0,19 mmoles, 1,0 equiv). A continuacién de la purificacion sobre gel de silice
(EtOAC/PE 1:1) se obtuvieron 100 mg (52%) del producto deseado en forma de un solido de color amarillo palido.

Ejemplo 11: El compuesto 11 se prepard de la misma manera que para el compuesto 1 a partir del producto
intermedio 11F (100 mg, 0,1 mmoles). El residuo se purificd por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU,
columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con TFA al
0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN por 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2
minutos; detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 11 se obtuvo con un rendimiento del 39%
(39,7 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (Eclipse Plus C8, 3,5 pym, 4,6 x 150 mm; 1 ml/min, 40°C, de 50 a 95% de metanol en agua (TFA al
0,05%) durante 18 minutos); ESI (CsoH77N7O6S, masa exacta 903,57) m/z: 904,5 (MH*), 7,53 min (93,68%, 254
nm).

"H NMR (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,84 (d, 0,5H, NHCO intercambio incompleto); 8,7-
8,5 (m, 0,9H, NHCO intercambio incompleto); 7,76-7,73 (m, 1H); 7,55-7,4 (m, 1H); 7,28-7,22 (m, 7H); 7,08-7,05
(m, 2H); 5,51-5,72 (m, 1H); 4,9-4,80 (m, 2H); 4,3-0,7 (m, 60H).

Ejemplo 12 - compuesto de referencia
metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (4-

(metilamino)fenetil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-3-fenilpropanoato, acido trifluoroacético

H
; N\)L,Tl N
O AL 0L O
\
o7 NH
0

TFA

O«

Ejemplo 12: De la misma manera que para las fases finales en la sintesis del compuesto 1, el compuesto 12 se
prepard en dos etapas a partir de la amina 3D (118 mg, 0,19 mmoles) y el acido 11E (82 mg, 0,22 mmoles). El
residuo final se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 pm,
19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN
durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489 a 254
nmy 220 nm). El compuesto 12 se obtuvo con un rendimiento del 7% (13,7 mg) en forma de un sélido de color
blanco.

LC/MS/UV (Eclipse Plus C8, 3,5 pym, 4,6 x 150 mm; 1 ml/min, 40°C, de 40 a 95% de metanol en agua (TFA al
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0,05%) durante 18 minutos); ESI (C49H7sNsOs, masa exacta 878,59) m/z: 879,7 (MH*), 10,07 min (90,6%, 254 nm).

"H: NMR (300 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,40 (se, 2H); 7,38-7,22 (m, 7H); 4,95-4,7 (m, 3H);
4,2-4,0 (m, 1H); 3,9-0,86 (m, 62H).

Ejemplo 13 - compuesto de referencia
Acido (S)-2-((2R, 3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (4-(metilamino) fenetil)amino)

butanamido) butanamido)-3-metoxi-5-metil heptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-
fenilpropanoico, acido trifluoroacético

OWIW %j\t\ﬁ%

OH

Ejemplo 13: El compuesto 13 se prepard de la misma manera que para el compuesto 7 a partir del compuesto 12
(100 mg, 0,10 mmoles). El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire
Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de
20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; detector UV
Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 13 se obtuvo con un rendimiento del 20% (20 mg) en forma de un
sélido de color blanco.

LC/MS/UV (Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 1,5 ml/min, 40°C, de 10 a 95% de metanol en agua (TFA
al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C4sH76NsOs, masa exacta 864,57) m/z: 865,6 (MH*), 6,05 min (90,9%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CDs0OD, ppm): d (Presencia de rotameros) 7,32-7,19 (m, 9H); 4,9-4,65 (m, 3H); 4,2-4,0 (m,
1H); 3,9 a 0,86 (m, 59H).

Ejemplo 14 - compuesto de referencia

(S)-2-((S)-2-((3-aminobencil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-
2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

" INL m i%
TFA
Q\/S
Ejemplo 14A: terc-butil (3-(hidroximetil)fenil)carbamato

/O\/ e O\/
HoN OH THF Boc\N OH

H

(3-aminofenil)metanol (3 g, 24,36 mmoles, 1,00 equiv) se disolvid en THF (60 ml) a continuaciéon de lo cual se
afiadio di-terc-butil dicarbonato (6,38 g, 29,23 mmoles, 1,20 equiv). La mezcla de reaccién se dejé bajo agitacion
durante la noche a temperatura ambiente y a continuacion se diluyo la reaccion mediante la adicion de 200 ml de
agua. El producto se extrajo 3 veces con 100 ml de AcOEt y las fases organicas se recombinaron, se secaron
sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida para producir el producto bruto (13,85 g
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del compuesto 14A) en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 14B: terc-butil(3-formilfenil)carbamato

El compuesto 14A (13,8 g, 61,81 mmoles, 1,00 equiv) se disolvid6 en DCE (400 ml) y a continuacion se afiadié
MnO: (54 g, 621,14 mmoles, 10,05 equiv). La mezcla se dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 3 dias
a continuacion de lo cual los soélidos se separaron por filtracion. El filtrado se evaporé hasta sequedad y el residuo
se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:30) para producir 3 g (22%) del compuesto
14B en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 14C: bencil (S)-2-((3-((terc-butoxicarbonil)amino)bencil)(metil)amino)-3-metilbutanoato
o D)
HITI ©
i ‘ L
BOC\N .0 Boc’N N ©
THF DIEA,NaBH(OAC); |

H o)

El compuesto 14B (1 g, 4,52 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 20 ml de THF en presencia del compuesto 1ZC
(1,16 g, 4,50 mmoles, 1,00 equiv), DIEA (3 ml) y NaBH(OAc); (1,92 g, 9,06 mmoles, 2,01 equiv). La mezcla de
reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente y a continuacion se neutralizé con 100 ml
de agua y se extrajo 3 veces con 50 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc
y PE (1:50) para producir 1,9 g (99%) del compuesto 14C en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 14D: Acido (S)-2-((3-((terc-butoxicarbonil)amino)bencil )(metil)Jamino)-3-metilbutanoico

H
Pd/CH
I( 2 BOC/ N ,\I‘/O H
EtOAc/MeOH I 5

El compuesto 14C (1 g, 2,34 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 30 ml de AcOEt y 4 ml de metanol en presencia
de Pd/C (400 mg) y se hidrogend durante 1 hora a temperatura ambiente y presion atmosférica. EI medio de
reaccion se filtré y se concentré bajo presion reducida para producir 680 mg (86%) del compuesto 14D en forma
de un solido de color blanco.

Ejemplo 14E: terc-butil (3-((3S,6S,9S,10R)-9-((S)-sec-butil)-3,6-diisopropil-10-(2-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-
3-0x0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-2,8-dimetil-4,7-dioxo-11-oxa-2,5,8-
triazadodecil)fenil)carbamato

o
HZN\)LNI;YN

| o7 NH
H 40 . INQQW
Boc/N N\/Q‘/OH Oﬂ

e DEPC,DIEA,DCM

&

El compuesto 14E se sintetiz6 de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (100 mg, 0,15
mmoles, 1,00 equiv), el acido 14D (102,27 mg, 0,30 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,053 ml) y DIEA (0,046 ml) en
DCM (3 ml). El producto bruto (80 mg) se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:1)
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para producir 100 mg (67%) del compuesto 14E en forma de un sélido de color amarillo palido.

Ejemplo 14: El compuesto 14 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 14E (100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto (80 mg) se purificd por HPLC preparativa
(Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 um, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con
pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a
100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 14 se obtuvo con
un rendimiento del 10% (10 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 uym, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,0 ml/min, de 40% a 95% de MeOH en agua
(TFA al 0,05%) por 18 minutos); ESI (C4gH73N7O6S, masa exacta 875,5) m/z: 876,5 (MH*) y 438,9 (M,2H*/2, 100%),
11,35 min (95,6%, 210 nm).

"H NMR (400 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,92-8,86 (m, 0,4H, NH intercambio incompleto);
8,70-8,54 (m, 0,6H, NH intercambio incompleto); 7,88-7,78 (m, 1H); 7,60-7,50 (m, 1H); 7,45-6,97 (m, 9H); 5,80-
5,65 (m, 1H); 4,85-4,70 (m, 1H); 4,40-0,80 (m, 56H).

Ejemplo 15 - compuesto de referencia

metil  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((3-aminobencil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,

acido trifluoroacético
oy N¢\J\?\W
|

TFA

(O

Ejemplo 15A: metil (S)-2-((2R,3R)-3~((S)-1-((3R, 4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((3-((terc-butoxicarbonil) amino)
bencil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N,3-dimetil-butan-amido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-
metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

HzN\)L j?ﬁr %
oy 2 @I”w%&i

DEPC, DIEA, DCM

O\

El compuesto 15A se sintetiz6 de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (200 mg, 0,32
mmoles, 1,00 equiv), el acido 14D (212,6 mg, 0,63 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,1103 ml) y DIEA (0,157 ml, 3,00
equiv) en DCM (5 ml). El producto bruto se purificd sobre una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE
(1:1) para producir 200 mg (67%) del compuesto 15A en forma de un sélido de color amarillo.

Ejemplo 15: El compuesto 15 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 15A (200 mg, 0,21 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18I OBD, 5 uym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH
regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100%
de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 15 se obtuvo con un
rendimiento del 19% (38,6 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 uym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en

agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C47H74NsOg, masa exacta 850,5) m/z: 851,5 (MH*) y 426,4 (M,2H*/2,
100%), 6,61 min (91,1%, 210 nm).
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"H NMR (400 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,53 (m, 1H); 7,35-7,18 (m, 8H); 4,88-4,79 (m, 2H);
4,42-4,00 (m, 3H); 3,93-2,71 (m, 22H); 2,61-0,81 (m, 33H).

O
H
O] /'\ O\ O] .
\ o NH
N

Ejemplos 16 a 20

X TFA
Q\/s

Los compuestos 16 a 20 se prepararon de la misma manera que para el compuesto 1, a partir de las aminas 1Y y
1ZC y los aldehidos correspondientes.

El terc-butilo (4-oxobutil)carbamato, que participa en la preparacién del compuesto 16, se prepardé como para el
compuesto 1ZE en 2 etapas a partir de la 4,4-dietoxibutan-1-amina.

El terc-butil-N-metil-N-(2-oxoetil)carbamato involucrado en la preparacion del compuesto 17 era comercial.

El 2-(2-((terc-butildimetilsilil) oxi)etoxi) acetaldehido, involucrado en la preparacion del compuesto 18, se preparé
en 2 etapas como se expone a continuacion:

Se disolvié 2-(2-hidroxietoxi)etan-1-ol (7 g, 66 mmoles, 9,9 equiv) en una atmodsfera inerte en piridina (10 ml) en
presencia de 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 80 mg, 0,65 mmoles, 0,1 equiv). La solucién se enfri6 a 0°C y a
continuacioén se anadié6 TBDMSCI (1 g, 6,6 mmoles, 1,0 equiv) en porciones. La mezcla de reaccion se dejé bajo
agitacion durante la noche a temperatura ambiente, se diluyd con 100 ml de EtOAc y se lavod sucesivamente dos
veces con 100 ml de HCI 1N y dos veces con solucion acuosa saturada de NaCl. La fase organica se sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtré y se concentr6 bajo presion reducida para producir 1,3 g (88%) de 2-[2-[(terc-
butildimetilsilil)oxi]etoxiletan-1-ol en forma de un aceite incoloro.

El cloruro de oxalilo (760 mg, 6 mmoles, 1,3 equiv) se disolvié en una atmosfera inerte en DCM (40 ml) y se enfrid
a -78°C. Se afadi6 gota a gota dimetilsulféxido (DMSO, 1,07 g, 13,7 mmoles, 3 equiv) diluido en DCM (5 ml). a
continuaciéon de un tiempo de agitacion de 30 minutos a baja temperatura, se le afadid 2-[2-[(terc-
butildimetilsilil)oxi]etoxiletan-1-ol (1 g, 4,5 mmoles, 1,0 equiv) disuelto en 5 ml de DCM. La agitacion continud
durante 1 hora a baja temperatura antes de afiadir TEA (2,78 g, 27 mmoles, 6 equiv). La mezcla de reaccién se
agitdé 15 minutos a -78°C y durante la noche a temperatura ambiente antes de ser neutralizada con 100 ml de agua.
A continuacion, se extrajo 3 veces con 100 ml de DCM. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presién reducida. El residuo se purificd sobre gel de
silice (EtOAC/PE 1:20) y produjo 0,8 g (80%) de 2-[2-[(terc-butildimetilsilil)oxi]etoxilacetaldehido en forma de un
aceite incoloro.

El carbonato de terc-butil 4-formilfenilo involucrado en la preparacion del compuesto 19 se preparé en una sola
etapa de la siguiente manera: 4-hidroxibenzaldehido (2,5 g, 20,5 mmoles, 1,0 equiv) se disolvié en una atmdsfera
inerte en THF (20 ml) en la presencia de 18-corona-6 (0,25 g) y carbonato de potasio (5 g). La mezcla de reaccion
se enfrié a 0°C y a continuacion se anadio el dicarbonato de di-terc-butilo (5,8 g, 26,58 mmoles, 1,30 equiv). La
agitacion continuo durante 1 hora a baja temperatura, a continuacion de lo cual la reaccion se neutralizé con 30 ml
de agua. La solucion resultante se extrajo tres veces con 200 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron,
se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida. El residuo se purifico
sobre gel de silice (EtOAC/PE 1:10) y produjo 4,2 g (92%) de carbonato de terc-butil 4-formilfenilo en forma de un
sélido de color amarillo palido.

El 4-nitrobenzaldehido involucrado en la preparacion del compuesto 20 era comercial.

La sintesis del compuesto 18 fue completado por la desproteccion del alcohol sililado. Esto se realizd6 como sigue:
(S)-N-((S)-1-(((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)-11-isopropil-
2,2,3,3,10-pentametil-4,7-dioxa-10-aza-3-siladodecan-12-amida (40 mg, 0,04 mmoles, 1,0 equiv) se disolvié en
una atmadsfera inerte en THF (10 ml) en presencia de TBAF (2 mg, 0,09 mmoles, 2 equiv) y se agitdé 4 horas a
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temperatura ambiente. La reaccion se neutralizé con 50 ml de agua, a continuacién se extrajo tres veces con 50 ml
de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron bajo presién reducida para producir el compuesto 18 en el estado bruto.

La sintesis del compuesto 20 se completé mediante la reduccion del grupo nitro. Esto se realizé como sigue: (2S)-
N-[(3R,48S,5S)-1-[(2S)-2-[(IR,2R)-2-[[(1S,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-iljcarbamoil]-1 metoxi-2-metiletil]pirrolidin-1-
il]-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il]-N, 3-dimetil-2-[(2S)-3-metil-2-[metil[(4-
nitrofenil)metillJamino]butanamido]butanamida (40 mg, 0,05 mmoles, 1,0 equiv) se disolvié en 15 ml de etanol. Se
afadio cloruro de estafio dihidratado (Il) (317 mg, 1,4 mmoles, 30 equiv) y la solucién se dejo bajo agitacion durante
3 dias a temperatura ambiente. La reaccion se neutralizé con 50 ml de agua, a continuacion se extrajo tres veces
con 50 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y
se concentraron bajo presion reducida para producir el compuesto 20 en estado bruto.

No Nombre X R Pureza* Cantidad
(S)-2-((S)-2-((4-aminobutil)(metil)amino)-3-
metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-
2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2 2-
fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-
5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetilbutanamida,
bis &cido trifluoroacético
(S)-N-((3R,4S,58)-3-metoxi-1-((S)-2-((1R,2R)-1-
metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1- H
17 oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2- 2 P N
(metil(2-
(metilamino)etil)amino)butanamido)butanamida,
bis &cido trifluoroacético
(S)-2-((S)-2-((2-(2-hidroxietoxi)etil)(metil)amino)-
3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-
((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-ox0-3-(((S)-2-
fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil)pirrolidin- 1-il)-
5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida,acido trifluoroacético
(S)-2-((S)-2-((4-hidroxibencil)(metil)amino)-3-
metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-

2 | 2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-ox0-3-(((S)-2-fenil- ,-fﬁ o
19 1-(tiazol-2-il)etil)amino)propilypirrolidin-1-il)-5- | ! Ho/©/\ 93,2% 21,6 mg
metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-

dimetilbutanamida,acido trifluoroacético
(S)-2-((S)-2-((4-aminobencil)(metil)Jamino)-3-

metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)- re"ﬁ
2 | 2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-ox0-3-(((S)-2-fenil- /©/\ o

20° | 1-(tiazol-2-ijetihamino)propilpirrolidin-1-i-5- | 1 |, 96,7% 21,1 mg
metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3

dimetilbutanamida,acido trifluoroacético

HoN
16 2| TN | 94.9% 11,5 mg

\/\Jf;r‘ 99,6% 65,5 mg

18 1| Ho O | 945% 46,4 mg

@ Compuestos de referencia

* Los compuestos se purificaron por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18
OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; Fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a
40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters
2489 a 254 nm y 220 nm), para producir las sales de TFA correspondiente en forma de sdlidos de color blanco.

Caracterizacion de los productos finales: Compuesto 16 LC/MS/UV (Eclipse Plus C8, 3,5 uym, 4,6 x 150 mm;
1 ml/min, 40°C, de 5 a 95% de metanol en agua (TFA al 0,05%) por 18 minutos); ESI: (C4sH7sN7OS, masa exacta
841,55) m/z 842,5 (MH*), 421,9 (100%, (M,2H*)/2); UV: 14,02 min (94,9%, 210 nm). "H NMR (300 MHz, CD30D,
ppm): & (Presencia de rotameros) 8,55-8,2 (m, 0,8H, NHCO intercambio incompleto); 8,0 (0,55H, NHCO
intercambio incompleto); 7,70 (d, 1H); 7,44 (d, 1H); 7,21-7,15 (m, 5H); 5,65-5,45 (m, 1H); 4,8-4,5 (m, 2H); 4,15-3,9
(m, 2H); 3,8-0,6 (m, 59H). Compuesto 17 LC/MS/UV ESI: (C44H73N7O6S, masa exacta 827,53) m/z 828 (MH*), 415
[100%, (M,2H*)/2]; UV: RT = 6,72 min (99,6%, 254 nm) 'H NMR: (400 MHz, CD;0D, ppm): & (Presencia de
rotameros) 7,82-7,80 (m, 1H); 7,56-7,54 (m, 1H); 7,35-7,20 (m, 5H); 5,8-5,55 (m, 1H); 4,85-4,6 (m, 1H); 4,25-4,05
(m, 1H); 3,95-0,8 (m, 60H). Compuesto 18 LC/MS/UV (Atlantis T3, 3 ym, 4,6 x 100 mm; 1,2 ml/min, 40°C, de 5 a
95% de metanol en agua (TFA al 0,05%) por 7 minutos) i; ESI: (C4sH74NsOsS, masa exacta 858,53) m/z 859 (MH"),
881 (MNa*), 430 (100%, (M,2H*)/2); UV: 4,85 min (96,8%, 220 nm). '"H NMR: (400 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia
de rotameros) 8,75-8,55 (m, 0,5H, NHCO intercambio incompleto); 7,85-7,80 (m, 1H); 7,6-7,5 (m, 1H); 7,40-7,15
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(m, 5H); 5,8-5,6 (m, 1H); 4,8-4,55 (m, 2H); 4,15-4,0 (m, 1H); 4,0-0,8 (m, 60H). Compuesto 19 LC/MS/UV ESI:
(C48H72N6O7S, masa exacta 876,52) m/z 877 (MH*), 439 [100%, (M,2H")/2]; UV: RT = 1,76 min (93,2%, 220 nm).
Compuesto 20 'H NMR: (400 MHz, CD3;0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,85-7,80 (m, 1H); 7,6-7,5 (m, 1H);
7,4-7,15 (m, 5H); 7,1-7,05 (m, 2H); 6,73-6,70 (m, 2H); 5,8-5,55 (m, 1H); 5,0-4,7 (m, 2H); 04,25-4,05 (m, 1H); 4,0-
0,8 (m, 54H). LC/MS/UV ESI: (C4H73N707S, masa exacta 875,53) m/z 876 (MH*), 439 [75%, (M,2H"*)/2]; UV: RT =
4,83 min (96,8%, 254 nm). 'H NMR (400 MHz, CD;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,85-7,80 (m, 1H); 7,6-
7,5 (m, 1H); 7,4-7,1 (m, 7H); 6,76-6,72 (m, 2H); 5,8-5,55 (m, 1H); 4,9-4,65 (m, 2H); 4,25-4,05 (m, 1H); 4,0-0,8 (m,

54H).
4O
R N N
W \")J\'?
0 _AL Ol © 4
\ NH
© OH

Ejemplos 21 a 24

x TFA

Los compuestos 21 a 24 se prepararon de la misma manera que para los compuestos 17 a 20, reemplazando a la
amina 1Y por la amina 2D.

No Nombre X R Pureza* Cantidad

(S)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-(((1S,2R)-1-

hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-
3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-I-

21 oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2- 2| _
(metil(2-
(metilamino)etil)amino)butanamido)butanamida,
bis &cido trifluoroacético
(S)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-(((1S,2R)-1-
hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-
3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3- metoxi-5-metil-1-
oxoheptan-4-il)-2-((S)-2-((2-(2-
hidroxietoxi)etil)(metilJamino)-3-metilbutanamido)-
N,3-dimetilbutanamida, acido trifluoroacético
(S)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-(((1S,2R)-1-
hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil- ﬁf

a 3-oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1- /©/\ o
23 oxoheptan-4-il)-2-((S)-2-((4- L HO 98,5% 5.8 mg
hidroxibencil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-
N, 3-dimetilbutanamida, acido trifluoroacético
(S)-2-((S)-2-((4-aminobencil)(metil)Jamino)-3-
metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-
og0 | ((R2R)-3((15,2R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2- | . J@/\f 99.1% 6.9 m
ilJamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1- HoN ’ =2 My
il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

\/\,r”# 97,5% 24,4 mg

22 1| HO O 95,5% 26,1 mg

@ Compuestos de referencia

* Los compuestos se purificaron por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18
OBD, 5 pm, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40%
de ACN por 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489 a
254 nmy 220 nm), para producir las sales de TFA correspondiente en forma de sélidos de color blanco.

Caracterizacion de los productos finales: Compuesto 21 LC/MS/UV (ESI) (C42H7:4Ne¢O7, masa exacta 774,56) m/z
775 (MH*), 797 (MNa*), 388 (100%, (M,2H*)/2); UV: 3,14 min (97,6%, 215 nm). 'H NMR (400 MHz, CD;0D, ppm):
0 (Presencia de rotameros) 8,05-7,7 (m, 0,8H, NHCO intercambio incompleto); 7,45-7,15 (m, 5H); 4,9-4,45 (m, 2H);
4,35-4,00 (m, 2H); 3,95-0,8 (m, 61H). Compuesto 22 LC/MS/UV (ESI) (C43H75Ns09, masa exacta 805,56) m/z 806
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(MH"*), 828 (MNa*), 404 (100%, (M,2H*)/2); UV: 4,47 min (95,6%, 215 nm). 'H NMR: (400 MHz, CD3;0OD, ppm): &
(Presencia de rotameros) 8,1-7,7 (m, 0,4H, NHCO intercambio incompleto); 7,45-7,15 (m, 5H); 4,9-4,5 (m, 3H);
4,4-4,05 (m, 2H); 4,05-0,8 (m, 61H). Compuesto 23 LC/MS/UV (ESI) (C4sH73Ns0s, masa exacta 823,55) m/z 824
(MH"*), 846 (MNa*), 413 (100%, (M,2H*)/2); UV: 4,76 min (98,5%, 215 nm). '"H NMR (400 MHz, CDClz, ppm): &
(Presencia de rotameros) 7,5-7,2 (m, 5H); 7,9-7,75 (m, 2H); 5,5-5,3 (m, 1H); 4,9-4,6 (m, 2H); 4,55-4,15 (m, 4H);
4,0-0,8 (m, 55H). Compuesto 24 LC/MS/UV (ESI) (C4sH74NsO7, masa exacta 822,56) m/z 823 (MH*), 845 (MNa*),
861 (MK*); UV: 3,68 min (99,15%, 254 nm). "H NMR (400 MHz, CD30OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,0-7,7
(m, 0,5H, NHCO intercambio incompleto); 7,5-7,0 (m, 7H); 6,75-6,65 (m, 2H); 4,85-4,5 (m, 2H); 4,4-4,05 (m, 2H);
4,0-0,8 (m, 56H).

Ejemplo 25- compuesto de referencia

(S)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((IR,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi- 1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-
oxopropil)pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (piridin-4-
ilmetil)amino)butanamido)butanamida, acido trifluoroacético

L O
AN N\__)LN N
NS o AL oo
| ZNH  OH

TFA

Ejemplo 25: El compuesto 25 se prepar6 de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 2D
(50 mg, 0,08 mmoles, 0,67 equiv), el acido 3F (27,56 mg, 0,12 mmoles, 1,00 equiv), DEPC (0,0189 ml) y DIEA
(0,041 ml) en DCM (3 ml). a continuacién de la evaporacion hasta sequedad, el producto bruto (80 mg) se purificd
por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de
elucion: agua/ACN con pH regulado con 0,05% de TFA; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a
continuaciéon de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El
compuesto 25 se obtuvo con un rendimiento del 17% (20 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Waters XBridge Shield RP18, 3,5 ym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,0 ml/min, 50% a 85% de MeOH
en agua (TFA al 0,05%) durante 13 minutos y a continuacion a 85% de MeOH por 5 minutos) ESI (C4sH72NsO7,
masa exacta 808,6) m/z: 809,5 (MH*) y 405,4 (M,2H*/2, 100%), 10,60 min (87,0%, 210 nm).

"H NMR (400 MHz, CD30OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,79 (s, 2H); 8,26-8,14 (m, 0,6H, NH intercambio
incompleto); (8,12-8,00 (m, 2H); 7,50-7,20 (m, 5H); 4,85-4,52 (m, 3H); 4,37-4,02 (m, 3H); 4,00-3,40 (m, 10H); 3,25-
2,95 (m, 3H); 2,63-0,80 (m, 41H).

Ejemplo 26
(S)-2-((S)-2-((2-aminoetil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-

metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-1-il)-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido bis trifluoroacético

@)
H
|
o NH

|
2 TFA

N=
S
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Ejemplo 26A: bencil (S)-2-((2-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)(metil)amino)-3-metilbutanoato

H H,\I( \/@ H \Q
N Boc’N\/\N O
0

NaBH(OAc); DIEA THF

Boc

El compuesto 26A se prepar6 de la misma manera que para el compuesto 2H a partir de la amina 1ZC (1,3 g, 5,04
mmoles, 1,00 equiv), terc-butil (2-oxoetil)carbamato (800 mg, 5,03 mmoles, 1,00 equiv), DIEA (3,52 g, 27,24
mmoles, 5,42 equiv) y NaBH(OAc)s (2,25 g, 10,62 mmoles, 2,11 equiv) en THF (25 ml). La mezcla se dejé bajo
agitacion durante la noche y se neutralizé con 50 ml de agua. El residuo se purificd en una columna de silice con
una mezcla de EtOAc y PE (10:1) para producir 0,6 g (33%) del compuesto 26A en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 26B: Acido (S)-2-((2-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)(metil)amino)-3-metilbutanoico

H \Q Pd/C H, H
N o) —_ . N OH
Boc” "N THE Boc” "N
| e} | (@)

El compuesto 26A (600 mg, 1,65 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 40 ml de THF en presencia de Pd/C (300 mg)
y se hidrogend durante 1 hora a temperatura ambiente y presion atmosférica. El medio de reaccion se filtré y se
concentré bajo presion reducida. El residuo se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y MeOH
para producir 0,4 g (89%) del compuesto 26B en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 26C: terc-butil ((3R,4S,7S,10S)-4-((S)-sec-butil)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-
0x0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin- 1-il)-2-oxoetil)-5,11-dimetil-6,9-dioxo-2-oxa-5,8,11-
triazatridecan-13-il)carbamato

DIEA,DEPC,DCM

El compuesto 26C se preparé de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (70 mg, 0,11
mmoles, 1,00 equiv), el acido 26B (58,4 mg, 0,21 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,032 ml) y DIEA (0,053 ml) en DCM
(3 ml). A continuacién de la evaporacion hasta sequedad, se obtuvo el compuesto 26C en forma de un aceite de
color amarillo (100 mg).

Ejemplo 26: El compuesto 26 se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 26C (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv) en DCM (3 ml) y TFA (1,5 ml). El producto bruto se purificé por
HPLC preparativa (Pre- HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 pm, 19 x 150 mm; fase de
elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 45% de ACN durante 10 minutos y a
continuaciéon de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El
compuesto 26 se obtuvo con un rendimiento del 38% (38,1 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 uym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,0 ml/min, de 5% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) por 18 minutos); ESI (C43H71N7O6S, masa exacta 813,52) m/z: 814,5 (MH") y 407,9 (M,2H*/2,
100%), 15,78 min (91,2%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CDs0D, ppm): d (Presencia de rotameros) 8,90-8,82 (m, 0,5H, NH intercambio incompleto);
8,71-8,65 (m, 0,3H, NH intercambio incompleto); (7,85-7,77 (m, 1H); 7,60-7,49 (m, 1H); 7,37-7,15 (m, 5H); 5,78-
5,55 (m, 1H); 4,82-4,62 (m, 1,6H); 4,32-3,83 (m, 3,6H); 3,75-3,35 (m, 7,4H); 3,30-2,60 (m, 13H); 2,58-0,80 (m,
42H).
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Ejemplo 27 - compuesto de referencia

metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-hidroxifenetil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,
acido trifluoroacético

HO o
H
o AL 0L 0 4
| 7 ™NH

TFA

0
0
/

Ejemplo 27: El compuesto 27 se prepar6 de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D
(70 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv), el acido 49C (55,5 mg, 0,22 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,034 ml, 2,00 equiv)
y DIEA (0,055 ml, 3,00 equiv) en DCM (3 ml). El producto en bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre- HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 45% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 27 se obtuvo con un rendimiento
del 3% (2,9 mg) en forma de un solido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 uym, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en agua
(TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C4sH7sNsO9, masa exacta 866,56) m/z: 866,5 (MH*) y 433,9 (M,2H*/2, 100%),
6,61 min (89,1%, 210 nm).

"H NMR (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,70-8,49 (m, 0,9H, NH/OH intercambio incompleto);
8,30-8,22 (m, 0,3H, NH intercambio incompleto); 7,36-7,02 (m, 7H); 6,86-6,62 (m, 2H); 4,82-4,69 (m, 2H); 4,20-
4,03 (m, 1H); 3,91-3,33 (m, 12H); 3,30-2,90 (m, 17H); 2,55-0,80 (m, 35H).

Ejemplo 28 - compuesto de referencia
(S)-2-((S)-2-((3-aminobencil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-

hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-1-metoxi-2-metil-3-oxopropil )pirrolidin-1-il)-3-metoxi-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-
N, 3-dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

e
H,N I\I(N\_)J\[\I‘:ﬁ(N
©ﬂ| o Al ! 0L O 4
| ZNH  OH

TFA

Ejemplo 28A: terc-butil (3-((3S,6S,9S,10R)-9-((S)-sec-butil)-10-(2-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-hidroxi  -1-
fenilpropan-2-il)amino)-1-metoxi-2-metil-oxopropil) pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-3,6-diisopropil-2,8-dimetil-4,7-dioxo-11-
oxa-2,5,8-triazadodecil)fenil)carbamato
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fo) H
~N OH
HzN\_)J\Nj:‘/\ﬁ(N Boc @A’\If o
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o O N N
~TRE Aoy
NH OH 0 AL

N
I o_ o

o DEPC, DIEA, DCM o
L TNH OH

El compuesto 28A se preparo de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 2D (100 mg, 0,17
mmoles, 1,00 equiv), el acido 14D (111,25 mg, 0,33 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,058 ml) y DIEA (0,05 ml) en
DCM (3 ml). El residuo se purificé en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y hexano (1:1) para producir
100 mg (66%) del compuesto 28A en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 28: El compuesto 28 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 28A (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto (80 mg) se purificé por HPLC preparativa
(Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 um, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con
pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a
100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 28 se obtuvo con
un rendimiento del 20% (20 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C4sH74NsO7, masa exacta 822,56) m/z: 823,5 (MH*) y 412,4 (M,2H*/2,
100%), 12,45 min (87,2%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,47-7,20 (m, 5H); 7,10-7,01 (m, 1H); 6,80-6,56 (m,
3H); 4,82-4,52 (m, 3H); 4,33-4,03 (m, 2H); 3,91-3,82 (m, 0,5H); 3,75-3,35 (m, 9,5H); 3,28-3,10 (m, 2H); 2,79-2,90
(m, 1H); 2,60-2,40 (m, 2H); 2,30-0,80 (m, 40H).

Ejemplo 29 - compuesto de referencia

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((3-aminobencil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,
acido trifluoroacético

H )
HZN\Q/\T N\)Lr\ll N
0 A o © o
|
oZ “NH

TFA

HO
e}

Ejemplo 29: El compuesto 15 (100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una mezcla de agua (5 ml), ACN
(5 ml) y piperidina (2,5 ml). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente
y a continuacion se concentré a presion reducida. El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001
SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 20 mg (20%) del compuesto 29
en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 uym, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,0 ml/min, de 40% a 95% de MeOH en agua
(TFA al 0,05%) por 18 minutos); ESI (C4sH72NsO8, masa exacta 836,54) m/z: 837,5 (MH*) y 419,4 (M,2H*/2, 100%),
10,61 min (92,5%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,38-7,15 (m, 6H); 7,00-6,99 (m, 3H); 4,85-4,68 (m,
2H); 4,37-3,38 (m, 11H); 3,31-2,70 (m, 8H); 2,60-0,82 (m, 35H).

Ejemplo 30

metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-aminobutil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
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dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido-3-fenilpropanoato,
acido bis trifluoroacético

0
H
HoN e~y NQLNji/YN
| -

o

\
7NH
o

o A_ ! o o
2 TFA

o)
/

Ejemplo 30: El compuesto 30 se preparo de la misma manera que para el compuesto 16, a partir de la amina 3D
y el acido carboxilico correspondiente.

LC/MS/UV (Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 1,5 ml/min, 40°C, de 10 a 95% de metanol en agua (TFA
al 0,05%) por 15 minutos); ESI (C44H76NeOs, masa exacta 816,57) m/z: 817,6 (MH"), 409,4 (M,2H*/2); 12,0 min
(90%, 210 nm).

"H NMR (300 MHz, CD30D, ppm): d (Presencia de rotameros) 8,7-8,2 (m, 1H, NHCOs, intercambio incompleto);
7,4-7,1 (m, 5H); 4,95-4,7 (m, 3H); 4,2-4,0 (m, 1H); 3,9-0,8 (m, 63H).

Ejemplo 31
Acido(S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-aminobutil)(metilJamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-

dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,
acido bis trifluoroacético

0
H
HZNV\/\Nj;(N\)J\Nji/WN
o A_l 0 o 5
\
o7 NH
0

2TFA

OH

Ejemplo 31: El compuesto 31 se prepar6 de la misma manera que para el compuesto 4, a partir del éster de metilo
30.

LC/MS/UV (Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 1,5 ml/min, 40°C, de 10 a 95% de metanol en agua (TFA
al 0,05%) por 18 minutos); ESI (C43H7:2NeOs, masa exacta 802,56) m/z: 803,6 (MH*), 402,4 (M,2H*/2); 13,68 min
(98,9%, 210 nm).

'"H NMR (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,4-7,1 (m, 5H); 4,95-4,7 (m, 3H); 4,2-4,0 (m, 1H);
3,9-0,8 (m, 61H).

Ejemplo 32
(S)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (3-
(metilamino)propil)amino)butanamido)butanamida, acido bis trifluoroacético
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Ejemplo de referencia 32A: ferc-butil (3,3-dietoxipropil)(metil)carbamato

L L

o CHsl,NaH o
—_—
BOC\N/\)\O/\ THF/DMF BOC\N/\)\O/\

H |
5

El compuesto 1ZD (247 mg, 1 mmol, 1,00 equiv) se disolvio en una atmosfera inerte en 30 ml de una mezcla 1:1
de THF y DMF. El medio de reaccion se enfrié sobre un bafio de hielo tras lo cual el NaH (60% en aceite, 60 mg,
1,5 equiv) se afadid en porciones, seguido por el Mel (0,28 ml) gota a gota. La reaccion se dejo bajo agitacion

10 durante 2 dias a temperatura ambiente, a continuacién se neutralizé con 5 ml de soluciéon acuosa saturada de
NH4CI- y se extrajo dos veces con 15 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato
de sodio, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida para producir 200 mg (77%) del compuesto 32A en
forma de un sdlido de color amarillo.

15 Ejemplo 32B: Acido (S)-2-((3-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)propil)(metil)amino)-3-metilbutanoico

Lo ACOH 0 Hel \/';(OQ
. - | HN
BOC\N/\)\O/\ Boc /\) | o

| e b

NaBH(OAc); THF DIEA

BOC\T/\/\WI(O\Q Pd/C’HZ. BOC\N/\/\,\I(OH
o}

EtOH | | 5

El compuesto 32B Se preparé siguiendo el mismo protocolo descrito para la preparacion del compuesto 1ZF, en
20 sustitucion del compuesto 1ZD por el compuesto 32A.

Ejemplo 32: El compuesto 32 se prepard en dos etapas, siguiendo el mismo protocolo descrito para la preparacion
del compuesto 1, a partir de la amina 1Y y el acido carboxilico 32B.

25 LC/MS/UV (Zorbax SB-Aq, 1,8 um, 4,6 x 100 mm, 40°C, de 10 a 95% de metanol en agua (TFA al 0,05%) por 13
minutos); ESI (C4sH7sN7O6S, masa exacta 842,19) m/z: 843 (MH™), 421,9 (M,2H*/2); 11,91 min (88%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,5-9,0 (m, 0,5 H, NHCOs intercambio incompleto),

7,85-7,80 (m, 1H); 7,60-7,50 (m, 1H), 7,35-7,15 (m, 5H), 5,80-5,63 (m, 1H), 4,80-4,65 (m, 2H), 4,30-4,00 (m, 1H),
30  3,95-0,80 (m, 61H).
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Ejemplos 33y 34

Los compuestos 33 y 34 se prepararon de la misma manera que para los compuestos 6 y 7, sustituyendo el acido
carboxilico 1ZF por el compuesto 32B.

No Nombre R Pureza* | Cantidad

metil(S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((7S,108S,13S,14R)-13-((S)-sec-butil)-7,10-
diisopropil-14-metoxi-6,12-dimetil-8,11-dioxo-2,6,9,12-tetraazahexadecan-

0,
33 16-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato, Me 95% 32mg
) acido bis trifluoroacético
Acido(S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((7S,10S,13S,14R)-13-((S)-sec-buitil)-7,10-
34 diisopropil-14-metoxi-6,12-dimetil-8,11-dioxo-2,6,9,12-tetraazahexadecan- H 98% 18'mg

16-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico, acido
bis trifluoroacético

*Los compuestos se purificaron por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18
OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40%
de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2489
a 254 nm y 220 nm), para producir las sales de TFA correspondientes en forma de soélidos de color blanco.

Caracterizacion de los productos finales: Compuesto 33 LC/MS/UV (ESI) (C44H76NeOs, masa exacta 816,57) m/z
817,6 (MH*), 409,4 (M,2H*/2); UV: 5,94 min (95%, 210 nm). 'H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de
rotameros) 6 8,6-8,2 (m, 0,8H, NHCO intercambio incompleto) 7,30-7,22 (m, 5H), 4,80 (m, 2H), 4,23-0,86 (m, 66H).
Compuesto 34 LC/MS/UV (ESI) (Ca3H7aNsOs, masa exacta 802,56) m/z 803,6 (MH*), 402,4 (M,2H*/2); UV: 5,94
min (97,5%, 210 nm). '"H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) & 7,30-7,20 (m, 5H), 4,80 (m,
2H), 4,25-0,86 (m, 63H).

Ejemplo 35
(S)-2-((S)-2-((2-(2-aminoetoxi)etil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((1R,2R)-1-

metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido bis trifluoroacético

ey Nﬂ%%

|
2TFA

N=

§/S
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Ejemplo 35A: terc-butil (2-(2-hidroxietoxi)etil)carbamato

(Boc),0

0 0
HQN/\/ N oy _ BocHN” N\ N N0y

THF

2-(2-aminoetoxi)etanol (5 g, 47,56 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié6 en THF (100 ml) a 0°C y a continuacion se
afnadié hidroxido de sodio (2 g, 50,00 mmoles, 1,05 equiv) (solucién en 25 ml de agua). Se afiadié gota a gota una
solucién de dicarbonato de di-terc-butilo (10,38 g, 47,56 mmoles, 1,00 equiv) en THF (20 ml) y a continuacion la
reaccion se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente. La reaccion se diluyé mediante la adicion
de 50 ml de agua y el producto se extrajo 3 veces con 75 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se
lavaron una vez con 100 ml de NaCl (sat.), a continuacion se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida para producir 9 g (92%) del compuesto 35A en forma de un aceite de color
amairillo.

Ejemplo 35B: terc-butil (2-(2-oxoetoxi)etil)carbamato

0
cl
oy
Boc.. o)
OC‘N/\/O\/\OH —O> oc N/\/ \AO
H DMSO H
Et;N, DCM

Se afiadio gota a gota una solucion de DMSO (3,46 ml, 5,00 equiv) en DCM (20 ml) a una solucion de cloruro de
oxalilo (1,9 ml, 2,30 equiv) en DCM (20 ml) a -78°C en atmosfera de nitrégeno. a continuacion de la adicion (30
min), la solucién se agité durante 30 minutos y a continuacién se afiadié una solucién del compuesto 35A (2 g, 9,74
mmoles, 1,00 equiv) en 20 ml de DCM. A continuacion de la adicion de TEA (12,2 ml), la reaccion se agité a -78°C
durante 30 minutos y a continuacion a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se diluyé mediante la
adicion de 100 ml de agua y el producto se extrajo 3 veces con 50 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron,
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida para producir 1,9 g del
compuesto 35B en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 35C: bencil (S)-12-isopropil-2,2,11-trimetil-4-oxo-3,8-dioxa-5,11-diazatridecan-13-oato
2 o O
HN
Boc. /\/O\/§ -
N O Boc. N /\/O\/\N @)
H | 0

H NaBH(OAc); DIEA, THF

El compuesto 35C se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 14C a partir de la amina 1ZC (2,4 g,
9,31 mmoles, 1,00 equiv), el aldehido 35B (1,9 g, 9,35 mmoles, 1,00 equiv), NaBH(OAc)s (3,96 g, 18,68 mmoles,
2,00 equiv) y DIEA (6,2 ml) en THF (40 ml). La mezcla de reaccién se neutralizdé con 200 ml de agua y se extrajo
3 veces con 100 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron
y se concentraron para producir 2,3 g del compuesto 35C en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 35D: Acido (S)-12-isopropil-2,2,11-trimetil-4-oxo-3,8-dioxa-5,11-diazatridecan-13-oico

\@ Pd/C H2 5 0 OH
BOC\N/\/OV\N OC‘N/\/ \/\N

EtOH
H | 0

El compuesto 35C (200 mg, 0,49 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 10 ml de EtOH en presencia de Pd/C (200
mg) y se hidrogeno durante la noche. El medio de reaccion se filtré y se concentrd bajo presion reducida para
producir 150 mg (96%) del compuesto 35D en forma de un sélido de color blanco.
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Ejemplo 35E: ferc-butil ((3R,4S,7S,10S)-4-((S)-sec-buitil)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-
ox0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)Jamino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-5,11-dimetil-6,9-dioxo-2,14-dioxa-5,8,11-
triazahexadecan-16-il)carbamato

o
HZN\)kNj;/\\(N
BN
i

o NH

H (o]
Nk:/s HN/\/O\/\Nj;(N\.)LN N
BOC‘H’\/O\/\T OH éoo | o /:\ ! oL © o
© DIEA DEPC,DCM e

N=A

K/s
El compuesto 35E se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (70 mg, 0,11
mmoles, 1,00 equiv), el acido 35D (40,6 mg, 0,13 mmoles, 1,20 equiv), DEPC (0,0324 ml) y DIEA (0,0527 ml) en

DCM (3 ml). El producto bruto (100 mg, 98%) se aisl6 en forma de un aceite de color amarillo y posteriormente se
utilizé como tal.

Ejemplo 35: El compuesto 35 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 35E (100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
010), columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 100 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA
al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante
2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 35 se obtuvo con un rendimiento del 23%
(22,9 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C4sH7sN7O7S, masa exacta 857,54) m/z: 858,5 (MH*) y 429,9
(M,2H*/2, 100%), 5,89 min (89,7%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) & 8,9-8,5 (m, 0,5H, NHCO intercambio incompleto),
7,8-7,7 (m, 1H), 7,55-7,45 (m, 1H), 7,35-7,1 (m, 5H), 5,45-5,5 (m, 1H), 4,9-4,6 (m, 1H), 4,3-0,75 (m, 62H).

Ejemplo 36

metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((7S,10S,13S,14R)-1-amino-13-((S)-sec-butil)-7,10-diisopropil-14-metoxi-6,12-
dimetil-8,ll-dioxo-3-oxa-6,9,12-triazahexadecan-16-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-
fenilpropanoato, acido bis trifluoroacético

o)
H
HN O N\)L'TI;\WN
| = Oo_ O
o0 ~ o
2 TFA |
o7 NH

©)

0
/

Ejemplo 36A: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((12S,15S,18S,19R)-18-((S)-sec-butil)-12,15-diisopropil-19-metoxi-
2,2,11,17-tetrametil-4,13,16-trioxo-3,8-dioxa-5,11,14,17-tetraazahenicosan-21-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

o
HQN%&N . I{n ij\A(YN
H R SN ONS y
A | 0L © Boow O~y OH H ;i [Tj
o) iy Pl | oL O
AN 7 NH
o
© o

N
o

DEPC,DIEA,DCM
/ 7
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El compuesto 36A se sintetizo de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (50 mg, 0,08
mmoles, 1,00 equiv), el acido 35D (25 mg, 0,11 mmoles, 1,48 equiv), DEPC (0,0337 ml) y DIEA (0,0548 ml) en
DCM (3 ml). El producto bruto (100 mg) se aislé en forma de un aceite de color amarillo y posteriormente se utilizd
como tal.

Ejemplo 36: El compuesto 36 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 36A (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificd por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 100 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% ACN durante 10 minutos y a continuacién de 40% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 36 se obtuvo con un rendimiento
del 13% (12,7 mg) en forma de un solido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Agilent ZORBAX SB-Aq, 1,8 ym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, 2% de MeOH en agua (TFA
al 0,05%) durante 1 minuto y a continuacién de 2% a 95% de MeOH en agua durante 13 minutos, a continuacion
a 95% de MeOH en agua durante 2 minutos); ESI (C44H76NsOg, masa exacta 832,57) m/z: 833,5 (MH*) y 417,4
(M,2H*/2, 100%), 11,58 min (98,5%, 210 mn).

'"H NMR: (400 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,1-8,5 (m, 0,8H, NHCO intercambio incompleto),
7,30-7,1 (m, 5H), 4,9-4,6 (m, 3H), 4,2-0,8 (m, 64H).

Ejemplo 37

Acido  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((7S,10S,13S,14R)-1-amino-13-((S)-sec-butil)-7,10  diisopropil-14-metoxi-6,12-
dimetil-8,ll-dioxo-3-oxa-6,9,12-triazahexadecan-16-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-
fenilpropanoico, acido bis trifluoroacético

0
H
N N
HZNNO\ANI( ¢LN\J§Y
| 0 N | 0L © o
| o7 ~NH
o}

2 TFA

OH

Ejemplo 37: El compuesto 37 se preparo de la misma manera que para el compuesto 4, a partir del compuesto 36
(100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU,
columna Atlantis Prep OBD T3, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%;
gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos;
Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 18,4 mg (19%) del compuesto 37 en forma de un
sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 uym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C43H74NsOg, masa exacta 818,6) m/z: 819,6 (MH*) y 410,4 (M,2H*/2,
100%), 5,48 min (96,7%, 210 nm).

"HNMR:(400 MHz, CD30D, ppm): 8(Presencia de rotameros) 7,35-7,2 (m, 5H), 5,0-4,65 (m, 3H), 4,3-0,8(m, 61H).

Ejemplo 38
metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((2-aminoetil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetil butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,

acido bis trifluoroacético
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Ejemplo 38A: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((9S,12S,15S,16R)-15-((S)-sec-butil)-9,12-diisopropil-16-metoxi-
2,2,8,14-tetrametil-4,10,13-trioxo-3-oxa-5,8,11,14-tetraazaoctadecan-18-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

o
H
HzN\:)LNj?\(N Boc/N\/\N\/q/OH N b 0
PN ! ol © o I o Boc’N\/\N N\_)J\'r N
I 7N 0 A~ oL O
[ NH
o o
o

DIEA,DEPC,DCM
o
J O
/

El compuesto 38A se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (70 mg, 0,11
mmoles, 1,00 equiv), el acido 26B (60,7 mg, 0,22 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,0337 ml) y DIEA (0,0548 ml) en
DCM (3 ml). El producto bruto (100 mg) se aislé en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 38: El compuesto 38 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 38A (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El producto en bruto se purific6 por HPLC preparativa Pre-
HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH
regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100%
de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 38 se obtuvo con un
rendimiento del 10% (10,3 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Agilent ZORBAX SB-Aq, 1,8 pm, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, 2% de MeOH en agua (TFA
al 0,05%) durante 1 minuto, a continuaciéon de 2% a 95% de MeOH en agua durante 13 minutos y a continuacion
a 95% de MeOH en agua durante 2 minutos); ESI (C42H72NsOg, masa exacta 788,5) m/z: 789,5 (MH*) y 395,4
(M,2H*/2, 100%), 12,97 min (91,0%, 210 nm).

'"H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,30-7,1 (m, 5H), 4,9-4,6 (m, 3H), 4,2-0,8 (m, 60H).
Ejemplo 39
Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((2-aminoetil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-

dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,
acido bis trifluoroacético

HzN\/\N H\)L N

2 TFA | 7 NH

Ejemplo 39: El compuesto 39 se preparo de la misma manera que para el compuesto 4, a partir del compuesto 38
(100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU,
columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con TFA al
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0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2
minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 8,2 mg (8%) del compuesto 39 en forma de
un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C18, 3,5 ym, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en agua
(TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C41H70NeOs, masa exacta 774,5) m/z: 775,5 (MH*) y 388,4 (M,2H*/2, 100%),
6,47 min (93,6%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD3;0D, ppm): d (Presencia de rotameros) 7,35-7,15 (m, 5H), 4,9-4,6 (m, 3H), 4,2-0,8 (m,
57H).

Ejemplo 40
(S)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (4-
(metilamino)butil)amino)butanamido)butanamida, acido bis trifluoroacético

0
| H
N ~~ N\:)J\N N
T
7 ~NH

|
2TFA

N=

&S

Ejemplo 40A: terc-butilo (4,4-dietoxibutil)(metil)carbamato

L J

(@] | O

Mel, DMF
Boc/n\/\)\o/\ - /N\/\)\o/\

NaH, THF Boc

El compuesto 40A se prepard de la misma manera que para el compuesto 11E, a partir de terc-butil(4,4-
dietoxibutil)(metil)carbamato (5,5 g, 19,97 mmoles, 1,00 equiv), NaH (60% en aceite, 3,2 g, 80,00 mmoles, 4,01
equiv) y yodometano (14 ml) en THF/DMF (40/20 ml). La reaccion se neutralizd con 50 ml de NH4Cl (ac). El
compuesto 40A se aislé en forma de un aceite de color amarillo, 5,5 g (95%).

Ejemplo 40B: terc-butil metil(4-oxobutil)carbamato

| \/\)O\J HOAGc IL
N — -
Boc” o H,O Boc” " "¢

El compuesto 40A (3 g, 10,89 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en una mezcla de AcOH y agua (15/4 ml) y la solucion
se dejo bajo agitacion durante la noche. El pH se llevd a 7-8 con solucion acuosa saturada de NaHCOs y a
continuacion se extrajo dos veces con 50 ml de EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se lavaron dos veces
con 50 ml de solucién acuosa saturada de NaCl, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron bajo presion reducida. El compuesto 40B se aisl6 en forma de aceite de color amarillo, 2,1 g (96%).
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Ejemplo 40C: bencil (S)-2-((4-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)butil)(metil)amino)-3-metilbutanoato

HCI
| HN O |
N\/\/\ /N ~ N OBn
- o | le} Boc N

NaBH(OAG); DIEATHF

Boc

El compuesto 40C se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 14C a partir de la amina 1ZC (2,45 g,
9,53 mmoles, 0,80 equiv), el aldehido 40B (2,4 g, 11,92 mmoles, 1,00 equiv), NaBH(OAc)s (5,06 g, 23,87 mmoles,
2,00 equiv) y DIEA (6,16 g, 47,66 mmoles, 4,00 equiv) en THF (15 ml). La mezcla de reaccién se neutralizé con
100 ml de agua y se extrajo dos veces con 100 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre
sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El residuo se purificd sobre gel de silice (EtOAc/PE (1:100-1:20))
para producir 1,2 g (25%) del compuesto 40C en forma de un aceite de color amarillo.

Ejemplo 40D: Acido (S)-2-((4-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)butil)(metil)amino)-3-metilbutanoico

| Pd/C H |
;12
BOC/N\/\/\T OBn —v—— » BOC/N\/\/\ril OH

(6] O

El compuesto 40C (500 mg, 1,23 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 20 ml de EtOH en presencia de Pd/C (550
mg) y se hidrogend durante 1 hora a temperatura ambiente y presion atmosférica. El medio de reaccion se filtré y
se concentrd bajo presion reducida para producir 350 mg (90%) del compuesto 40D en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 40E: ferc-butil ((3R,4S,7S,10S)-4-((S)-sec-butil)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-
ox0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)Jamino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-5,11-dimetil- 1-6,9-dioxo-2-oxa-5,8,11-
triazapentadecan-15-il)(metil)carbamato

DIEA,DEPC,DCM

El compuesto 40E se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (60 mg, 0,09
mmoles, 1,00 equiv), el acido 40D (57,8 mg, 0,18 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,0278 ml) y DIEA (0,0452 ml) en
DCM (3 ml). El producto bruto (100 mg) se utilizé posteriormente como tal.

Ejemplo 40: El compuesto 40 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 40E (100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El producto en bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre-
HPLC-001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 100; fase de elucién mm: agua/ACN con pH
regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 95%
de ACN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 40 se obtuvo con un
rendimiento del 24% (24,6 mg) en forma de un solido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (CssH77N7OsS, masa exacta 855,6) m/z: 856,6 (MH") y 428,8 (M,2H*/2,
100%), 5,89 min (97,0%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,9-8,5 (0,7H, NHCO intercambio incompleto), 7,8-
7,7 (m, 1H), 7,55-4,45 (m, 1H), 7,35-7,1 (m, 5H), 5,5-5,75 (m, 1H), 4,9-4,6 (m, 2H), 4,2-0,8 (m, 64H).

Ejemplo 41
metil  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((8S,11S,14S,15R)-14-((S)-sec-butil)-8,11-diisopropil-15-metoxi-7,13-dimetil-9,12-

dioxo-2,7,10,13-tetraazaheptadecan-17-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato, acido
bis trifluoroacético
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Ejemplo 41A: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((11S,14S,17S,18R)-17-((S)-sec-butil)-11,14-diisopropil-18-metoxi-
2,2,5,10,16-pentametil-4,12,15-trioxo-3-oxa-5,10,13,16-tetraazaicosan-20-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

9 N j;(OH \ o
H,N N Boc” TN\ N N
z \AN | Boc” N \;)LN
ER o | o
PN oL © o 0 oL © o
[ [
7 NH o7 NH

DIEA,DEPC,DCM

El compuesto 41A se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (170 mg, 0,27
mmoles, 1,00 equiv), el acido 40D (170 mg, 0,54 mmoles, 2,09 equiv), DEPC (0,0819 ml) y DIEA (0,133 ml) en
DCM (5 ml). El producto bruto (200 mg) se utilizé posteriormente como tal.

Ejemplo 41: El compuesto 41 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 41A (100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificd por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 100 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% ACN durante 10 minutos y a continuacioén de 40% a 95% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 41 se obtuvo con un rendimiento
del 25% (25 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Agilent Zorbax SB-Aq, 1,8 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, 2% de MeOH en agua (TFA
al 0,05%) durante 1 minuto, a continuacion de 2% a 95% de MeOH en agua durante 13 minutos, y a continuacion
a 95% de MeOH en agua durante 2 minutos); ESI (C4sH7sNsOg, masa exacta 830,6) m/z: 831,6 (MH*) y 416,4
(M,2H%/2, 100%), 11,58 min (97,2%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,55-8,15 (0,75H, NHCO intercambio incompleto),
7,30-7,1 (m, 5H), 4,9-4,6 (m, 3H), 4,2-0,8 (m, 67H).

Ejemplo 42

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((8S,11S,14S,15R)-14-((S)-sec-butil)-8,lI-diisopropil-15-metoxi-7,13-dimetil-9,12-
dioxo-2,7,10,13-tetraazaheptadecan-17-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,  acido

bis trifluoroacético
N N
\/\/\N \)L
2 TFA |
o NH

OH

55



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2908 224 T3

Ejemplo 42: El compuesto 42 se preparo de la misma manera que para el compuesto 4, a partir del compuesto 41
(100 mg, 0,11 mmoles, 1,00 equiv). El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU,
columna Atlantis Prep OBD T3, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%;
gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos;
Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 30,6 mg (31%) del compuesto 42 en forma de un
sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 ym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 0% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C4sH76NeOs, masa exacta 816,6) m/z: 817,6 (MH*) y 409,4 (M,2H*/2,
100%), 5,75 min (100%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,5-8,1 (0,3H, NHCO intercambio incompleto), 7,30-
7,1 (m, 5H), 4,9-4,6 (m, 3H), 4,2-0,8 (m, 64H).

Ejemplo 43

(S)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-
il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((R)-3-metil-2-(metil (2-(2-
(metilamino)etoxi)etil)amino)butanamido)butanamida, acido bis trifluoroacético

o)
H
\N/\/O\/\I\I(N\_)LNI;YN
H o A_l o o { NH
N o

2TFA
N=

g/s

Ejemplo 43A: terc-butil (2-(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)etil)carbamato

N
| \§
Boc. (@) A Boc. (@)
NI on N PPN oTBDMS
—»

TBDMSCI, DCM

El compuesto 35A (terc-butil ((2-(2-hidroxietoxi)etil)carbamato) (8,21 g, 40,00 mmoles, 1,00 equiv) e imidazol (6 g,
88,14 mmoles, 2,20 equiv) se disolvieron en una atmdsfera inerte en DCM (200 ml). Se afiadié gota a gota cloruro
de tercbutildimetilsilano (TBDMSCI, 6,62 g, 43,92 mmoles, 1,10 equiv) y el medio de reaccion se dejé bajo agitacion
durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccioén se diluyé con 100 ml de DCM, a continuacién se
lavé dos veces con 200 ml de HCI 0,5 M, dos veces con 200 ml de NaHCOs (sat.), a continuacion con 300 ml de
NaCl (sat.). La fase organica se seco sobre sulfato de sodio, se filir6 y se concentrd bajo presion reducida. El
residuo se purificd sobre silice gel (EtOAc/PE (1:3) para producir 10 g (78%) del compuesto 43A en forma de un
s6lido de color blanco.

Ejemplo 43B: terc-butil (2-(2-((terc-butildimetilsilil)oxi)etoxi)etil)(metil)carbamato

H DMF Boc

El compuesto 43B se preparé de la misma manera que para el compuesto 11E, a partir del compuesto 43A (10 g,
31,30 mmoles, 1,00 equiv.), NaH (60% en aceite, 5 g, 208,33 mmoles, 4,00 equiv.) y yodometano (22 g, 5,00 equiv.)
en DMF (200 ml). EI medio de reaccion se neutralizé con 200 ml de agua y se lavo 3 veces con 100 ml de AcOEt,
a continuacion con 300 ml de NaCl (sat.). La fase organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentro
bajo presion reducida para producir 10 g (96%) del compuesto 43B en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 43C: terc-butil (2-(2-hidroxietoxi)etil)(metil)carbamato

SN SO NomBDMS TBAF3H,0 SO0y
| —_— |
Boc THF Boc
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El compuesto 43B (10 g, 29,89 mmoles, 1,00 equiv.) y TBAF,3H,0 (20,8 g, 65,93 mmoles, 2,20 equiv) se disolvieron
en THF (200 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas, a continuacion se extrajo 3 veces
con 100 ml de AcOEt. Las fases organicas se recombinaron, se lavaron dos veces con 300 ml de agua, a
continuacién dos veces con 300 ml de NaCl (sat.), se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron
bajo presion reducida. El residuo se purificé sobre gel de silice (EtOAc/PE (1:3-1:1) para producir 6,6 g del
compuesto 43C en forma de aceite incoloro.

Ejemplo 43D: terc-butil metil(2-(2-oxoetoxi)etil)carbamato

O

Cl
oy
\,\ll /\/O\/\OH o) ~ 'Tl /\/O\AO

—_—
Boc DMSO Boc
Et;N, DCM

El compuesto 43D se prepar6 de la misma manera que para el compuesto 35B, a partir del compuesto 43C (2 g,
9,12 mmoles, 1,00 equiv.), cloruro de oxalilo (1,9 ml), TEA (11,3 ml) y DMSO (3,3 ml). El compuesto 43D (2 g) se
aisld en forma de aceite de color amarillo.

Ejemplo 43E: bencil (S)-12-isopropil-2,2,5,11-tetrametil-4-oxo-3,8- dioxa-5,11-diazatridecan-13-oato

e \/@
O
\N/\/O\AO H[TI( \N/\/O\/\I\I(OBn
|
Elioc o Boc

o

NaBH(OAc); DIEA, THF

El compuesto 43E se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 14C a partir de la amina 1ZC (2,4 g,
9,31 mmoles, 1,00 equiv), el aldehido 43D (2 g, 9,16 mmoles, 1,00 equiv), NaBH(OAc)s (4 g, 18,87 mmoles, 2,06
equiv) y DIEA (6 ml) en THF (100 ml). La mezcla de reaccion se neutralizé con 100 ml de agua y se extrajo 3 veces
con 100 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
concentraron. El residuo se purificd sobre gel de silice (EtOAc/PE (4:1) para producir 1 g (37%) del compuesto 43E
en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 43F: Acido (S)-12-isopropil-2,2,5,11-tetrametil-4-oxo-3,8-dioxa-5,11-diazatridecan-13-oico

\N/\/O\/\N OBn  pg/C H, \N/\/O\/\N OH
| —_—
Boc o MeOH Boc o

El compuesto 43E (1 g, 2,37 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 40 ml de MeOH en presencia de Pd/C (1 g) y se
hidrogenoé durante 1 hora a temperatura ambiente y presion atmosférica. EI medio de reaccién se filtrd y se
concentrd bajo presion reducida para producir 600 mg (76%) del compuesto 43F en forma de un solido de color
blanco.

Ejemplo 43G: ferc-butil ((3R,4S,7S,10R)-4-((S)-sec-buitil)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-
ox0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)Jamino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-5,11-dimetil-6,9-dioxo-2,14-dioxa-5,8,11-
triazahexadecan-16-il)(metil)carbamato

(@]
Hth)LN N
A1 0.0 4
[ NH

O O
H
’\i\ﬁfs—@ BOC\’T]/\/O\/\’\I(N\;)L%%
o _A o_ 0 9 NH
\N/\/O\/\’T‘ OH S ~ \ ¢
N=
S

Boc e} DIEA,DEPC,DCM
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El compuesto 43G se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (50 mg, 0,08
mmoles, 1,00 equiv.), el acido 43F (50 mg, 0,08 mmoles, 1,00 equiv), DEPC (24,79 mg, 0,15 mmoles, 2,00 equiv)
y DIEA (29,46 mg, 0,23 mmoles, 3,00 equiv) en DCM (1 ml). El producto bruto (59 mg) se utilizd posteriormente
como tal.

Ejemplo 43: El compuesto 43 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 43G (81 mg, 0,08 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificd por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 100 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 95% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 43 se obtuvo con un rendimiento
del 64% (52,6 mg) en forma de un solido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeCN en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos y a continuacién a 95% de MeCN en agua durante 2 minutos); ESI
(C48H77N7O7S, masa exacta 871,6) m/z: 872,5 (MH*) y 436,9 (M,2H*/2, 100%), 3,90 min (100%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CDsOD, ppm): d (Presencia de rotameros) 7,8-7,7 (m, 1H), 7,55-4,45 (m, 1H), 7,35-7,1 (m,
5H), 5,5-5,75 (m, 1H), 4,9-4,6 (m, 2H), 4,2-0,8 (m, 64H).

Ejemplo 44

metil  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((9S,12S,15S,16R)-15-((S)-sec-buitil)-9,12-diisopropil-16-metoxi-8,14-dimetil-10,13-
dioxo-5-oxa-2,8,11,14-tetraazaoctadecan-18-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,
acido bis trifluoroacético

O
H
\N/\/O\/\N N\_)LNI;ﬁ(N
H z

o Al o_o 5

\
o NH

O

2TFA

O~

Ejemplo 44A: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((12S,15S,18S,19R)-18-((S)-sec-butil)-12,15-diisopropil-19-metoxi-
2,2,5,11,17-pentametil-4,13,16-trioxo-3,8-dioxa-5,11,14,17-tetraazahenicosan-21-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-
metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

@]
(0]
~ o OH Y
w4 o SR dE & oV
/:\| O_ O o Boc 0] N N B ’\“ o8
I 9
o NH
@)

Boc | 0~
NH

© DIEA,DEPC.DCM
o]
0O
/ O~

El compuesto 44A se sintetizo de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (60 mg, 0,09
mmoles, 1,00 equiv), el acido 43F (47 mg, 0,14 mmoles, 1,50 equiv), DEPC (31 mg, 0,19 mmoles, 2,00 equiv) y
DIEA (37 mg, 0,28 mmoles, 3,00 equiv) en DCM (1,5 ml). El producto bruto (58 mg) se utilizé posteriormente como
tal.

Ejemplo 44: El compuesto 44 se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 44A (58 mg, 0,06 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 100 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 95% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 44 se obtuvo con un rendimiento
del 40% (23,7 mg) en forma de un solido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeCN en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos y a continuacion 95% de MeCN en agua durante 2 minutos); ESI
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(C4sH78NeOg, masa exacta 846,6) m/z: 847,6 (MH) y 424,4 (M,2H*/2, 100%), 3,20 min (100%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,3-7,1 (m, 5H), 4,9-4,6 (m, 3H), 4,2-0,8 (m, 67H).
Ejemplo 45 - compuesto de referencia
(S)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (2-(piperazin-I-
il)etil)amino)butanamido)butanamida, acido tris trifluoroacético

HN H @
QNwNI(N¢N?WN
o Al o_o
o
| 7 NH

3TFA
N=

g/s

Ejemplo 45A: terc-butil 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-carboxilato

HNT™Y Boc,O BOC‘N/H

K/N\/\OH DCM K/N\/\OH

Se disolvio 2-(piperazin-1-il)etan-1-ol (5 g, 38,41 mmoles, 1,00 equiv) en DCM (100 ml), y se afadi6é gota a gota
una solucioén de di-terc-butil dicarbonato (8,38 g, 38,40 mmoles, 1,00 equiv) en DCM (20 ml). La reaccion se dejo
bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente. La reaccion se evaporo hasta sequedad y el residuo se
disolvié en 200 ml de AcOEt, se lavé 5 veces con NaCl (sat.), se seco sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentrd
bajo presién reducida para producir 8,5 g (96%) del compuesto 45A en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 45B: terc-butil 4-(2-oxoetil)piperazina-1-carboxilato

O
Boc Cl' Boc
\N/ﬁ CI)S( \N/ﬁ
K/N\/\OH —O> K/N\/%O
DMSO
EtsN, DCM

El compuesto 45B se preparé de la misma manera que para el compuesto 35B, a partir del compuesto 45A (1 g,
4,34 mmoles, 1,00 equiv), cloruro de oxalilo (610 mg, 4,80 mmoles, 1,12 equiv), TEA (2,13 g, 21,09 mmoles, 4,90
equiv) y DMSO (0,82 g, 2,40 equiv). El compuesto 45B (0,8 g, 81%) se aisl6 en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 45C: terc-butil (S)-4-(2-((1-(benciloxi)-3-metil-1-oxobutan-2-il)(metil)amino)etil)piperazina-1-carboxilato

"() N I LN, OB

N
\AO | o

NaBH(OAc); DIEA, THF

El compuesto 45C se sintetizé de la misma manera que para el compuesto 14C a partir de la amina 1ZC (720 mg,
2,79 mmoles, 0,80 equiv), el aldehido 45B (800 mg, 3,50 mmoles, 1,00 equiv), NaBH(OAc)s (1,6 g, 7,55 mmoles,
2,15 equiv) y DIEA (2,5 ml) en THF (50 ml). La mezcla de reaccion se neutralizé con 5 ml de agua y se extrajo 3
veces con 5 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
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concentraron. El residuo se purifico sobre gel de silice (EtOAC/PE (3:1) para producir 400 mg (33%) del compuesto
45C en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 45D: Acido (S)-2-((2-(4-(terc-butoxicarbonil)piperazin-1-il)etil)(metil)amino)-3-metilbutanoico

Boc. Boc.
N N
K/)\l\/\N OBn —.Pd/C’HZ K/)\l\/\N OH
| o MeOH |

El compuesto 45C (400 mg, 0,92 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 30 ml de MeOH en presencia de Pd/C (400
mg) y se hidrogend durante 1 hora a temperatura ambiente y presion atmosférica. El medio de reaccion se filtré y
se concentrd bajo presion reducida para producir 300 mg (95%) del compuesto 45D en forma de un sélido de color
blanco.

Ejemplo 45E: terc-butil 4-((3R,4S,7S,10S)-4-((S)-sec-butilo)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-

metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)Jamino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil }-5,11-dimetil-6,9-dioxo-2-oxa-
5,8,11-triazatridecan-13-il)piperazina-1-carboxilato

" NI(OH HN\ZL% ? BOCL”wNj;( ﬂﬁw%

N~ NH
] .
g .
DIEA,DEPC,DCM &/S

El compuesto 45E se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y (60 mg, 0,09
mmoles, 1,00 equiv), el acido 45D (62,7 mg, 0,18 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,0278 ml) y DIEA (0,0452 ml) en
DCM (3 ml). El producto bruto (100 mg) se utilizé posteriormente como tal.

Ejemplo 45: El compuesto 45 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 45E (100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 100 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado
con TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 40% ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 95% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 45 se obtuvo con un rendimiento
del 19% (19,4 mg) en forma de un solido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Agilent ZORBAX SB-Aq, 1,8 pm, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,0 ml/min, 2% de MeOH en agua (TFA
al 0,05%) durante 1 minuto, a continuaciéon de 2% a 95% de MeOH en agua durante 13 minutos y a continuacion
95% de MeOH en agua durante 2 minutos); ESI (C47H78NgOeS, masa exacta 882,6) m/z: 883,5 (MH*) y 442,4
(M,2H*/2, 100%), 10,95 min (98,8%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros), 7,80-7,70 (m, 1H), 7,52-7,43 (m, 1H), 7,31-7,09
(m, 5H), 5,70-5,51 (m, 1H), 4,80-4,60 (m, 1H), 4,20-0,75 (m, 66H).

Ejemplo 46 - compuesto de referencia
metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (2-(piperazin-1-

il)etil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-
fenilpropanoato, acido tris trifluoroacético
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Ejemplo 46A: terc-butil 4-((3R,4S,7S,10S)-4-((S)-sec-buitil)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-3-(((S)-
1-metoxi-1-oxo-3-fenilpropan-2-il)amino)-2-metil-3-oxopropil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-5, 11-dimetil-6,9-dioxo-2-oxa-
5,8,11-triazatridecan-13-il)piperazina-1-carboxilato

o Boc\N/\ b0
HzN.JLN\"\Ar\m“ - Sty WLNIA(Y“
AL oo K/N\/\,TI(OH 5 Al 0L 0
T o | 4
o o

DIEA,DEPC,DCM
P P

NH

El compuesto 46A se sintetizo de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 3D (170 mg, 0,27
mmoles, 1,00 equiv) el acido 45D (184,6 mg, 0,54 mmoles, 2,00 equiv), DEPC (0,0819 ml) y DIEA (0,133 ml) en
DCM (5 ml). El producto bruto (200 mg) se utilizé posteriormente como tal.

Ejemplo 46: El compuesto 46 se sintetizé6 de la misma manera que para el compuesto 2 a partir del producto
intermedio 46A (100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El producto bruto se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-
001 SHIMADZU, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 100 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado
con 0,05% de TFA; gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 95% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 46 se obtuvo con un rendimiento
de 19% (19,1 mg) en forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeCN en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos y a continuacion de 95% de MeCN en agua durante 2 minutos); ESI
(C46H79N7Os, masa exacta 857,6) m/z: 858,6 (MH*) y 429,9 (M,2H*/2, 100%), 5,93 min (100%, 210 nm).

'H NMR: (400 MHz, CDs;OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,58-8,50 (m, 0,5H, NHCO, intercambio
incompleto), 8,29-8,22 (m, 0,4H, NHCO, intercambio incompleto), 7,35-7,15 (m, 5H), 4,87-4,69 (m, 3H), 4,22-0,82
(m, 68H).

Ejemplo 47 - compuesto de referencia

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-N, 3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metil (2-(piperazin-I-

il)etil)amino)butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-
fenilpropanoico, acido tris trifluoroacético

HN H ©
Q\/\N N\;)LN\/(;YN
O A< | ol © o
| 7 NH

|
3 TFA

O
OH

El compuesto 47 se prepar6 de la misma manera que para el compuesto 4, a partir del compuesto 46 (100 mg,
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0,170 mmoles, 1,00 equiv). El residuo se purifico por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU, columna
Atlantis Prep OBD T3, 5 um, 19 x 150 mm,; fase de elucion: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente
de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos; Detector
UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 32,6 mg (33%) del compuesto 47 en forma de un sélido de
color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C4sH77N7Os, masa exacta 843,6) m/z: 844,6 (MH*) y 422,9 (M,2H*/2,
100%), 5,73 min (100%, 210 nm).

'H NMR: (400 MHz, CDs;OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,66-8,57 (m, 0,3H, NHCO, intercambio
incompleto), 8,41-8,32 (m, 0,3H, NHCO, intercambio incompleto), 8,13-8,06 (m, 0,2H, NHCO, intercambio
incompleto), 7,30-7,10 (m, 5H), 4,80-4,61 (m, 3H), 4,19-0,78 (m, 65H).

Ejemplo 48 - compuesto de referencia

(S)-2-((S)-2-(((1H-imidazol-2-il)metil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-
1-metoxi-2-metil-3-ox0-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-1-il)-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

TFA g A

El compuesto 48 se preparo de la misma manera que para el compuesto 1, a partir de la aminas 1Yy 1ZC y el 1H-
imidazol-2-carbaldehido. El producto final se purificé por HPLC preparativa en las siguientes condiciones: columna
SunFire Prep C18 OBD, 5 pm, 19x150 mm, fases mdviles con pH regulados con TFA al 0,05%, gradiente de 15,0
a 30% de ACN en agua por 10 minutos y a continuacion hasta 95,0% de ACN durante 2 minutos, deteccion UV a
220 nm.

LC/MS/UV (Zorbax Eclipse Plus C8, 1,8 um, 4,6 x 100 mm; 1 ml/min, 40°C, 2% de metanol en agua (eluyendo
fases con pH regulado con TFA al 0,05%) durante 1 minuto, a continuacion de 2% a 95% de metanol durante 12
minutos; ESI (C4sH70NsOsS, masa exacta 850,51) m/z: 851,2 (MH*), 873,5 (MNa*), 426,3 (M,2H*/2); 12,75 min
(90,5%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CDs0OD, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,83-7,81 (m, 1H), 7,80-7,53 (m, 3H), 7,53-7,22 (m,
5H), 5,6-5,8 (m, 1H), 5,0-4,6 (m, 2H); 4,6-0,85 (m, 55H).

Ejemplo 49 - compuesto de referencia

(S)-2-((S)-2-((4-hidroxifenetil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((1R,2R)-1-
metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

HO\@\/\ i
H
Nj;(N\Z)LN {
I o A_ ! o_o 5
TFA | N
o]
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S

H
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Ejemplo 49A: 2-(4-hidroxifenil)acetaldehido

/@/\/OH S0s.Py /@/\40
—_—
HO DMSOEtN |,

Se disolvié 4-(2-hidroxietil)fenol (4 g, 28,95 mmoles, 1,00 equiv) en DMSO (32 ml) y a continuacion se afiadié TEA
(8,8 ml, 2,20 equiv.) gota a gota. Se agreg6 una solucién de SO3.Py (10 g, 2,20 equiv) en DMSO (36 ml) y la mezcla
se dejo bajo agitacion durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se neutralizé con 250 ml
de agua y se extrajo 3 veces con 100 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se lavaron 5 veces con
agua (100 ml), a continuacion dos veces con 150 ml de NaCl (sat.), se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron
y se concentraron. El residuo se purificd sobre gel de silice (EtOAc/PE (1:10) para producir 1 g (25%) del compuesto
49A en forma de un aceite incoloro.

Ejemplo 49B: bencil (S)-2-((4-hidroxifenetil)(metil)amino)-3-metilbutanoato

L e N o o

NaBH(OAc); DIEA, THF

El compuesto 49B se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 14C a partir de la amina 1ZC (1,5 g,
5,82 mmoles, 0,99 equiv), el aldehido 49A (800 mg, 5,88 mmoles, 1,00 equiv), NaBH(OAc)s (2,7 g, 12,74 mmoles,
2,17 equiv) y DIEA (4,23 ml) en THF (25 ml). La mezcla de reaccion se neutralizé con 50 ml de agua y se extrajo
3 veces con 50 ml de AcOEt. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y
se concentraron. El residuo se purifico sobre gel de silice (EtOAc/PE (1:10) para producir 600 mg (37%) del
compuesto 49B en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 49C: Acido (S)-2-((4-hidroxifenetil)(metil)amino)-3-metilbutanoico

ReUh VRN Ul

0o OH

N MeOH N
| o) | O

El compuesto 49B (0,5 g, 1,46 mmoles, 1,00 equiv) se disolvié en 40 ml de MeOH en presencia de Pd/C (250 mg)
y se hidrogend durante 3 horas a temperatura ambiente y presion atmosférica. EI medio de reaccion se filtré y se
concentrd bajo presion reducida para producir 0,4 g del compuesto 49C en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 49: El compuesto 49 se sintetizd de la misma manera que para el compuesto 3 a partir de la amina 1Y
(53,4 mg, 0,08 mmoles, 2,00 equiv), el acido 49C (70 mg, 0,28 mmoles, 1,00 equiv), DEPC (0,032 ml, 2,00 equiv)
y DIEA (0,053 ml, 3,00 equiv) en DCM (3 ml). El residuo se purifico por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001
SHIMADZU, columna Atlantis Prep OBD T3, 5 um, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con
TFA al 0,05%; gradiente de 20% a 45% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 45% a 100% de ACN
durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 3 mg (1%) del compuesto 49 en
forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C4gH7aNsO7S, masa exacta 890,5) m/z: 891,5 (MH") y 446,4
(M,2H*/2, 100%), 6,69 min (100%, 210 nm).

'H NMR: (400 MHz, CDsOD, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,92-8,87 (m, 0,5H, NHCO, intercambio
incompleto), 8,70-8,63 (m, 0,4H, NHCO, intercambio incompleto), 8,85-8,77 (m, 1H), 7,59-7,51 (m, 1H), 7,35-7,03
(m, 7H), 6,82-6,71 (m, 2H), 5,77-5,58 (m, 1H), 5,81-5,70 (m, 1H), 4,21-0,80 (m, 58H).

Ejemplo 50 - compuesto de referencia

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-hidroxifenetil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-

dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,
acido trifluoroacético
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Ejemplo 50: El compuesto 50 se preparo de la misma manera que para el compuesto 4, a partir del compuesto 27
(100 mg, 0,10 mmoles, 1,00 equiv). El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-001 SHIMADZU,
columna Atlantis Prep OBD T3, 5 ym, 19 x 150 mm; fase de elucién: agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%;
gradiente de 20% a 40% de ACN durante 10 minutos y a continuacion de 40% a 100% de ACN durante 2 minutos;
Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm), para producir 10,7 mg (11%) del compuesto 50 en forma de un
sélido de color blanco.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 uym, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) por 8 minutos); ESI (C47H73NsO9, masa exacta 851,5) m/z: 852,5 (MH*) y 426,8 (M,2H*/2,
100%), 6,46 min (91,7%, 210 nm).

"H NMR: (400 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,34-7,15 (m, 5H); 7,15-7,04 (se, 2H), 6,82-6,83
(m, 2H), 4,83-4,70 (m, 1H), 4,21-4,00 (m, 1H), 3,90-3,80 (m, 1H), 3,74-3,62 (m, 1H), 3,57-2,86 (m, 20H), 2,56-0,80
(m, 36H).

Ejemplo 51 - compuesto de referencia

metil  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-hidroxibencil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N, 3-

dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,
acido trifluoroacético

0
NIWN%NIAKW“
BOARSED. %
\ 7 NH
0]

TFA
/O
Ejemplo 51A: terc-butil (4-formilfenil)carbonato
SO0 Boc,O ~o
B
HO DMAP  B0OC~q

4-hidroxibenzaldehido (3,0 g, 24 mmoles) se disolvio en 30 ml de DCM en presencia de 4-DMAP (300 mg,
2,46 mmoles, 0,1 equiv.) y di-terc-butilo dicarbonato (5,35 g, 24 mmoles, 1,0 equiv.) y se agitd 1 hora a temperatura
ambiente. Después, la solucion se diluyé con 200 ml de agua y se extrajo 3 veces con 100 ml de DCM. Las fases
organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida
para producir 5 g (92%) del compuesto 51A en forma de un sdlido de color blanco.
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Ejemplo 51B: bencil (S)-2-((4-((terc-butoxicarbonil)oxi)bencil)(metilJamino-3-metilbutanoato

HCI \/@
Boc | o Boc . o | (0]

6]

NaBH(OAc); DIEA THF

El compuesto 51A (220 mg, 0,99 mmoles) se disolvié en 5 ml de THF en presencia del compuesto 1ZC (255 mg,
0,99 mmoles, 1,0 equiv.), NaBH(OAc)s (420 mg, 2 mmoles, 2,0 equiv.) y DIEA (654 pl) y se agitd durante la noche
a temperatura ambiente. Después, la solucion se diluyd con 100 ml de agua y se extrajo 3 veces con 50 ml de
EtOAc. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron bajo
presion reducida. El residuo se purificd en una columna de silice con una mezcla de EtOAc y PE (1:100) para
producir 200 mg (47%) del compuesto 51B en forma de un sélido de color blanco.

Ejemplo 51C: Acido (S)-2-((4-((terc-butoxicarbonil)oxi)bencil)(metil)amino)-3-metil butanoico

O\/O OH
/@AT Pd/C,H, /@/\rIl
—_—
Boc\o (e} EtOAC Boc\o (o]

El compuesto 51C se preparo6 por hidrogenacion del compuesto 51B (200 mg), siguiendo el protocolo utilizado para
la preparacion del compuesto 3F.

Ejemplo 51D: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4~((terc-
butoxicarbonil)oxi)bencil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N,3-dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato

o
HZN\:)H\I;\,N

/\‘ O\O?
O
O

NH H o
0y ey
. JeRECARESASS
N o NH
O

Boc\o/©/\ o DIEADEPC,DCM

/O

El compuesto 51D se prepar6 mediante el acoplamiento del compuesto 51C con la amina 3D, siguiendo el
protocolo utilizado para la preparacion del compuesto 3 para obtener el producto deseado en forma de aceite de
color amarillo con un rendimiento del 60%.

Ejemplo 51: El compuesto 51D (80 mg, 0,08 mmoles) se disolvié en 1 ml de DCM en presencia de 0,5 ml de TFA,
se agitd 2 horas a temperatura ambiente y a continuacion se concentré a presion reducida. El residuo se purifico
por HPLC preparativa (Pre-HPLC-010, columna SunFire Prep C18 OBD, 5 pym, 19 x 150 mm; fase de elucion:
agua/ACN con pH regulado con TFA al 0,05%; gradiente de 23% a 40% de ACN durante 10 minutos y a
continuaciéon de 40% a 95% de ACN durante 2 minutos; detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El
compuesto 51 se obtuvo con un rendimiento del 24% (20 mg) en forma de un sélido de color blanco.

LC/MS/UV (Zorbax SB-Aq, 1,8 pm, 4,6 x 100 mm; MeOH al 2% en agua (TFA al 0,05%) durante 1 minuto y a
continuacion de 2% a 95% de MeOH por 13 minutos); ESI (C47H73N509, masa exacta 851,54) m/z: 874,5 (MNa*),
426,9 (M,2H*/2); 12,48 min (96%, 210 nm).

'"H NMR: (300 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,1-8,6 (m, 0,9H, NHCO intercambio incompleto);
7,29-7,27 (m, 2H), 7,25-6,86 (m, 5H), 6,84-6,83 (m, 2H), 4,83-4,72 (m, 3H), 4,26-0,82 (m, 58H).

Ejemplo 52 - compuesto de referencia

(S)-N-((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-
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il)etil)amino)propil)pirrolidin-I-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-il)(metil)amino)-3-metil- 1-oxobutan-2-il)Jamino)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)-N,4-dimetil-2-(metilamino)pentanamida, acido trifluoroacético

(o] o
A L I
~ TEATLE
\o NH

TFA

N\
Qs
Ejemplo 52A: Acido (S)-2-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)-4-metil-pentanoico

@)
H
c/N\:)kOH & Boc/N\)kOH

;\( NaH,THF _\(

Boc-Leu-OH (4,7 g, 30 mmoles) se disolvio en 150 ml de THF en una atmdsfera inerte. Se afiadio hidruro sédico
(3,2 g, 133 mmoles, 4,0 equiv.) a 0°C en porciones. La mezcla de reaccién se agité 1 hora a baja temperatura
antes de afadir yodometano (14,2 g, 100 mmoles, 5,0 equiv.). La reaccién se dejé bajo agitacion durante la noche
a temperatura ambiente y a continuacion se neutralizé con 100 ml de agua y se lavé 3 veces con 200 ml de EtOAc.
La fase acuosa se llevé a pH 3 con HCI 1N y a continuacién se extrajo 3 veces con 100 ml de EtOAc. Las fases
organicas se combinaron, se lavaron una vez con 300 ml de solucién acuosa saturada de NaCl, se secaron sobre
sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron bajo presion reducida obteniéndose 4,7 g (94%) del
compuesto 52A en forma de un aceite de color rojo.

Ejemplo 52B: bencil ((S)-2-((S)-2-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)-N,4-dimetilpentanamido)-3-metilbutanoato

| o HCl \/(”/OQ o

N o.

oc’N\.)kOH HT Boc” \:)J\N Bn

= O = |

o}
\( HATUDIEADMF Y

Se prepar6 el compuesto 52B de manera similar como para el compuesto 1ZG a partir de la amina 1ZC (1,9 g,
7,4 mmoles, 0,9 equiv.), el acido 52A (2,0 g, 8,1 mmoles), HATU (4,7 g, 12 mmoles, 1,5 equiv.) y DIEA (9 ml) en
DMF (150 ml). A continuacién de la purificacion en una columna de silice (EtOAc/EP = 1/10), el compuesto 52B
(0,8 g, 24%) se obtuvo en forma de un solido de color blanco.

Ejemplo 52C: Acido (S)-2-((S)-2-((terc-butoxicarbonil)(metil)amino)-N,4-dimetil pentanamido)-3-metilbutanoico
Pd/C,H
_N 2
¢L Iﬂ L ¢ I(
MeOH

El compuesto 52C se preparo6 por hidrogenacion del compuesto 52B (300 mg), siguiendo el protocolo utilizado para
la preparacion del compuesto 3F, con un rendimiento del 83%.

Ejemplo 52D: terc-butil ((3R,4S,7S,10S,13S)-4-((S)-sec-buitil)-7,10-diisopropil-3-(2-((S)-2-((1R,2R)-1-metoxi-2-
metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-1-il)-2-oxoetil)-5,11,15-trimetil-6,9, 12-trioxo-2-
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oxa-5,8,11-triaza hexadecan-13-il)(metil)carbamato

DIEA,DEPC,DCM

5 El compuesto 52D se prepard mediante el acoplamiento del compuesto 52C con la amina 1Y, siguiendo el protocolo
utilizado para la preparacion del compuesto 1ZG. El producto deseado se obtuvo en forma de aceite de color
amarillo con un rendimiento del 94%.

Ejemplo 52: El compuesto 52 se prepar6 mediante la desproteccion del compuesto 52D, siguiendo el protocolo
10 utilizado para la preparacion del compuesto 1. El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-010,
columna SunFire Prep C18 OBD 5, um, 19 x 100 mm, se eluyeron las fases con pH regulado con TFA al 0,05%,
de 20% a 45% de ACN en agua durante 10 minutos y a continuacién de 45% a 100% de ACN durante 2 minutos;
detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 52 se obtuvo con un rendimiento del 13% (14 mg) en
forma de un sdlido de color blanco.
15
LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 uym, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,0 ml/min, de 5% a 95% de ACN en agua (TFA
al 0,05%) durante 18 minutos); ESI (C4sH79N7O7S, masa exacta 897,58) m/z: 898,5 (MH*), 449,9 (M,2H*/2); 16,46
min (88%, 210 nm).

20 "H NMR (300 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,1-8,6 (m, 0,9H, NHCO intercambio incompleto);
7,81-7,78 (m, 1H), 7,56-7,52 (m, 1H), 7,32-7,27 (m, 5H), 5,70 (m, 1H), 4,80-0,86 (m, 68H).

Ejemplo 53 - compuesto de referencia
25 metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3S,6S,9S,12S,13R)-12-((S)-sec-butil)-3-isobutil-6,9-diisopropil-13-metoxi-5,I-

dimetil-4,7,10-trioxo-2,5,8,11-tetraazapentadecan-15-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)- 3-
fenilpropanoato, acido trifluoroacético

O 0]
ES S GV S ON!
\(E o A_l ol o 5
\o NH

TFA
/O
30
Ejemplo 53A: metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((6S,9S, 12S,15S,16R)-15-((S)-sec-butil)-6-isobutil-9,12-diisopropil-
16-metoxi-2,2,5,8,14-pentametil-4,7,10,13-tetraoxo-3-oxa-5,8,11,14-tetraazaoctadecan-18-oil)pirrolidin-2-il)-3-
metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato.
: ¢
N OH
HZN\;)J\’]I;WN Boc ; ITJ T N\)L X(N\/Lj;w
A ovo h
e
0 DIEA DEPC,DCM
}3 o}
35 ’

El compuesto 53A se preparé mediante el acoplamiento del compuesto 52C con la amina 3D, siguiendo el protocolo
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utilizado para la preparacion del compuesto 3. El producto deseado se obtuvo en una mezcla con un
diastereoisdomero en forma de aceite de color amarillo. Se utilizd como tal en la siguiente etapa.

Ejemplo 53: El compuesto 53 se preparé mediante la desproteccion del compuesto 53A, siguiendo el protocolo
utilizado para la preparacion del compuesto 1. El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-010,
columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 100 mm, se eluyeron las fases con pH regulado con TFA al 0,05%,
de 20% a 45% de ACN en agua durante 10 minutos y a continuacién de 45% a 100% de ACN durante 2 minutos;
detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 53 se obtuvo con un rendimiento del 12% (13 mg) en
forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de ACN en agua (TFA
al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C47HsoNeOg, masa exacta 872,60) m/z: 873,6 (MH*), 437,4 (M,2H*/2); 6,97 min
(91%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,1-8,6 (m, 0,7H, NHCO intercambio incompleto);
7,70-7,10 (m, 5H), 4,80-0,8 (m, 72H).

Ejemplo 54 - compuesto de referencia

Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3S,6S,9S,12S,13R)-12-((S)-sec-butil)-3-isobutil-6,9-diisopropil-13-metoxi-5,I-
dimetil-4,7,10-trioxo-2,5,8,11-tetraazapentadecan-15-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)- 3-
fenilpropanoico, acido trifluoroacético

uo g "
/N\:)J\N\/';(N\:)LD:‘:YN
10 A | Ol O 4
T U
0o

TFA

OH

Ejemplo 54: El compuesto 54 se prepard mediante saponificacion del compuesto 53, siguiendo el protocolo
utilizado para la preparacion del compuesto 4. El residuo se purificé por HPLC preparativa (Pre-HPLC-010,
columna SunFire Prep C18 OBD, 5 ym, 19 x 100 mm, se eluyeron las fases con pH regulado con TFA al 0,05%,
de 20% a 45% de ACN en agua durante 10 minutos y a continuacién de 45% a 100% de ACN durante 2 minutos;
detector UV Waters 2489 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 54 se obtuvo con un rendimiento del 23% (22 mg) en
forma de un sdlido de color blanco.

LC/MS/UV (Zorbax SB-Aq, 1,8 um, 4,6 x 100 mm; 2% de MeOH en agua (TFA al 0,05%) durante 1 minuto y a
continuacion de 2% a 95% de MeOH por 13 minutos); ESI (C4sH78NsOg, masa exacta 859,15) m/z: 860 (MH™),
430,4 (M,2H*/2); 12,19 min (86%, 210 nm).

'"H NMR: (300 MHz, CD3;0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,70-7,10 (m, 5H), 4,80-0,8 (m, 69H).

Ejemplo 55 - compuesto de referencia
(2S,3S)-N-((S)-1-(((S)-1-(((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-

il)etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxo  heptan-4-il)(metil)amino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)amino)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)-N,3-dimetil-2-(metilamino) pentanamida, acido trifluoroacético
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Ejemplo 55: El compuesto 55 se preparo siguiendo la misma secuencia de etapas que para la preparacion del
compuesto 52, sustituyendo Boc-Leu-OH por Boc-lle-OH.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 um, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,0 ml/min, de 5% a 95% de MeOH en agua
(TFA al 0,05%) durante 18 minutos); ESI (C4sH79N7O7S, masa exacta 898,25) m/z: 899,5 (MH"), 449,9 (M,2H*/2);
16,34 min (92%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,9-8,5 (0,65H, NHCO intercambio incompleto),
7,76 (m, 1H), 7,6-7,4 (m, 1H), 7,3-7,1 (m, 5H), 5,7-5,5 (m, 1H), 4,8-0,8 (m, 68H).

Ejemplo 56 - compuesto de referencia

metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3S,6S,9S,12S,13R)-3,12-di((S)-sec-butil)-6,9-diisopropil-13-metoxi-5,ll-dimetil-
4,7,10-trioxo-2,5,8,11-tetraazapentadecan-15-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,

acido trifluoroacético
(0] (0]
PP GNP N
B =
= o _~ o_ O
r\ P ~ O\
o NH
(0]

TFA

~

/O

Ejemplo 56: El compuesto 56 se preparé siguiendo las mismas secuencias de etapas que para la preparacion del
compuesto 53, sustituyendo Boc-Leu-OH por Boc-lle-OH.

LC/MS/UV (columna Eclipse Plus C8, 3,5 um, 4,6 x 150 mm; 40°C; 1,0 ml/min, de 5% a 95% de MeOH en agua
(TFA al 0,05%) durante 18 minutos); ESI (C47HgoNeOg, masa exacta 872,6) m/z: 873,6 (MH*), 437,4 (M,2H*/2);
16,18 min (90%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,6-7,4 (1,5H, NHCO intercambio incompleto), 7,4-
7,2 (m, 5H), 4,8-0,8 (m, 72H).

Ejemplo 57 - compuesto de referencia
Acido (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3S,6S,9S,12S,13R)-3,12-di((S)-sec-butil)-6,9-diisopropil-13-metoxi-5,ll-dimetil-

4,7,10-trioxo-2,5,8,1I-tetraazapentadecan-15-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico,
acido trifluoroacético
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Ejemplo 57: El compuesto 57 se preparo siguiendo la misma secuencia de etapas que para la preparacion del
compuesto 54, sustituyendo Boc-Leu-OH por Boc-lle-OH.

LC/MS/UV (Zorbax SB-Aq, 1,8 uym, 4,6 x 100 mm; MeOH al 2% (TFA al 0,05%) durante 2 minutos, a continuacion,
de 2% a 95% durante 12 minutos); ESI (CssH7sNsO9, masa exacta 858,58) m/z: 859,6 (MH*), 430,4 (M,2H*/2);
12,81 min (91%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,6-7,4 (0,8H, NHCO intercambio incompleto), 7,4-
7,2 (m, 5H), 4,8-0,8 (m, 69H).

Ejemplo 58 - compuesto de referencia
(S)-2-((S)-2-((S)-N,3-dimetil-2-(metilamino)butanamido)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-

((1R,2R)-1-metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)etil)amino)propil )pirrolidin-I-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-
il)-N,3-dimetilbutanamida, acido trifluoroacético

o) o)
H H
ISR EUH O
A 0 A | °<N % 5
\o NH
N

TFA
Qs

Ejemplo 58: El compuesto 58 se preparo siguiendo la misma secuencia de etapas que para la preparacion del
compuesto 52, sustituyendo Boc-Leu-OH por Boc-Val-OH.

LC/MS/UV (columna Ascentis Express C18, 2,7 um, 4,6 x 100 mm; 40°C; 1,5 ml/min, de 10% a 95% de MeOH en
agua (TFA al 0,05%) durante 8 minutos); ESI (C47H77N7O;S, masa exacta 883,56) m/z: 884,6 (MH"), 442,9
(M,2H7/2); 6,84 min (95%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CDs0D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,9-8,2 (1H, NHCO intercambio incompleto), 7,80
(m, 1H), 7,6-7,4 (m, 1H), 7,4-7,2 (m, 5H), 5,7-5,6 (m, 1H), 4,8-0,8 (m, 66H).

Ejemplo 59 - compuesto de referencia
metil (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3S,6S,9S,12S,13R)-12-((S)-sec-buitil)-3,6,9-triisopropil-13-metoxi-5,ll-dimetil-

4,7,10-trioxo-2,5,8,11-tetraazapentadecan-15-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoato,
acido trifluoroacético
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Ejemplo 59 El compuesto 59 se prepar6 siguiendo la misma secuencia de etapas que para la preparacion del
compuesto 53, sustituyendo Boc-Leu-OH por Boc-Val-OH.

LC/MS/UV (Zorbax SB-Aq, 1,8 um, 4,6 x 100 mm; MeOH al 30% (TFA al 0,05%) durante 1 minuto, a continuacion
de 30% a 95% durante 13 minutos); ESI (CssH7sNsOg, masa exacta 858,58) m/z: 859,6 (MH*), 430,4 (M,2H*/2);
12,18 min (91%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 8,5-8,0 (0,6H, NHCO intercambio incompleto), 7,3-
7,1 (m, 5H), 4,8-0,8 (m, 70H).

Ejemplo 60 - compuesto de referencia

Acido  (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-((3S,6S,9S,12S,13R)-12-((S)-sec-butil)-3,6,9-triisopropil-13-metoxi-5,ll-dimetil-4,7,
10-trioxo-2,5,8,11-tetraazapentadecan-15-oil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-fenilpropanoico, acido

trifluoroacético
0 )
PP G N
B =
/_\ 0 /_\ O\ 0 0
\
o7 "NH
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o)

~
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Ejemplo 60: El compuesto 60 se preparo siguiendo la misma secuencia de etapas que para la preparacion del
compuesto 54, sustituyendo Boc-Leu-OH por Boc-Val-OH.

LC/MS/UV (Zorbax SB-Aq, 1,8 uym, 4,6 x 100 mm; MeOH al 30% (TFA al 0,05%) durante 1 minuto, a continuacion
de 30% a 95% por 13 minutos); ESI (C4sH76NsO9, masa exacta 844,57) m/z: 845,6 (MH*), 423,4 (M,2H*/2); 11,64
min (86%, 210 nm).

"H NMR: (300 MHz, CD30D, ppm): & (Presencia de rotameros) 7,7-7,4 (0,6H, NHCO intercambio incompleto), 7,3-
7,2 (m, 5H), 4,8-0,8 (m, 67H).

Ejemplo 61 - compuesto de referencia
(S)-2-((S)-2-((4-aminofenetil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-3-metoxi-1-((S)-2-((IR,2R)-1-

metoxi-2-metil-3-oxo-3-(((S)-2-fenil-1-(tiazol-2-il)  etil)amino)propil)pirrolidin-1-il)-5-metil-1-oxoheptan-4-  1)-N,3-
dimetilbutanamida
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Ejemplo 61A: diclorhidrato de N-(4-aminofenetil)-N-metil-L-valina

BocHN HoN
\©\/\ \/Q(OH > 2HC \©\/\ \/Q(OH
N N
9 I 5

El compuesto 11D (962 mg, 2,75 mmoles) se disolvié en 10 ml de una soluciéon comercialmente disponible de HCI
en propan-2-ol (5 - 6 M), y se agitoé a temperatura ambiente durante 2 horas. El analisis por TLC indicé el consumo
completo del material de partida. El disolvente se evapor6 a presion reducida, y el sélido amarillo resultante se
trituré con Et,O (2 x 10 ml). El producto se sec6 bajo vacio para proporcionar el compuesto 61A como un sélido
amarillo (322 mg, 47%).

Ejemplo 61: El acido carboxilico 61A (73 mg, 0,23 mmoles, 1 eq) y amina 1Y (150 mg, 0,23 mmoles, 1 eq) se
disolvieron en DMF seco (2 ml). Se afiadieron DIEA (158 ul, 0,90 mmoles, 4 eq.) y DECP (51 pl, 0,34 mmoles, 1,5
eq.) y la reaccion se agitd durante 4 horas a temperatura ambiente. El analisis por LC-MS mostré el consumo
completo del material de partida. El disolvente se evaporé a presion reducida, y el residuo se purificd por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (DCM/MeOH) para proporcionar el compuesto 61 como un solido de
color amarillo claro (83 mg, 40%).

"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds, ppm): & (Presencia de rotameros), 8,86 (d, 0,5H, NHCO); 8,65 (d, 0,5H, NHCO),
8,11-8,05 (m, 1H, NHCO), 7,80 (d, 0,5H, tiazol), 7,78 (d, 0,5H, tiazol), 7,65 (d, 0,5H, tiazol), 7,63 (d, 0,5H, tiazol),
7,32-7,12 (m, 5H), 6,83 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 6,45 (d, J= 8,3 Hz, 2H), 5,56-5,49 (m, 0,5H), 5,42-5,35 (m, 0,5H), 4,78
(s, 2H, NHy), 4,74-4,46 (m, 2H), 4,01-0,66 (m, 57H).

HPLC (XBridge Shield C18, 3,5 uym, 4,6 x 50 mm; 3,5 ml/min, 40°C, de 0 a 95% de MeCN en agua (TFA al 0,1%)
durante 2,25 minutos y a continuacion 95% de MeCN por 0,5 minutos, Tr = 1,31 min (96,5%, 220 nm).

m/z (Q-TOF ESI*) 890,5558 (2%, MH*, C49H76N7O6S requiere 890,5572), 445,7834 (100%, (MH2)?*, C49H77N706S
requiere 445,7823).

Ejemplo 62 - compuesto de referencia

Metil ((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-aminofenetil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil }-L-fenilalaninato

HoN o
\©\/\ H\)J\ N
I =
0 _AL SN
\
o NH
(@]

O~

Ejemplo 62: El compuesto 62 se prepard de la misma manera que para el compuesto 61, utilizando acido
carboxilico 61A (69 mg, 0,21 mmoles, 1 eq), amina 3D (135 mg, 0,21 mmoles, 1 eq), DIEA (75 pl, 0,43 mmoles, 2
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eq.) y DECP (49 pl, 0,32 mmoles, 1,5 eq.). El producto bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice (DCM/MeOH) para proporcionar el compuesto 62 como un soélido de color amarillento (82 mg, 45%).

"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds, ppm): & (Presencia de rotameros), 8,50 (d, J= 8,3, 0,5H, NHCO); 8,27 (d, J= 8,0,
0,5H, NHCO), 8,15-8,04 (m, 1H, NHCO), 7,27-7,13 (m, 5H), 6,86-6,79 (m, 2H), 6,48-6,42 (m, 2H), 4,78 (s, 2H,
NH,), 4,74-4,44 (m, 3H), 4,01-3,72 (m, 1,5H), 3,66 (s, 1,5H, CO.Me), 3,63 (s, 1,5H, CO:Me), 3,57-0,65 (m, 55,5H).

HPLC (XBridge Shield C18, 3,5 uym, 4,6 x 50 mm; 3,5 ml/min, 40°C, de 0 a 95% de MeCN en agua (TFA al 0,1%)
durante 2,25 minutos y a continuacion MeCN al 95% durante 0,5 minutos, Tr = 1,29 min (95,3%, 220 nm).

m/z (Q-TOF ESI*) 8655800 (2%, MH*, CassH77NeOs requiere 865,5797), 433,2937 (100%, (MH2)*,
C4sH78NsOgrequires 433,2935).

Ejemplo 63 - compuesto de referencia

((2R,3R)-3-((S)-1-((3R,4S,5S)-4-((S)-2-((S)-2-((4-aminofenetil)(metil)Jamino)-3-metilbutanamido)-N, 3-
dimetilbutanamido)-3-metoxi-5-metilheptanoil)pirrolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanoil}-L-fenilalanina-2,2,2-

trifluoroacetato
H>N
2 \@\/\ H (@]
N N
TFA N \/u\'i‘
0 _Au oL © N
\
o NH
(@)

OH

Ejemplo 63: El compuesto 62 (23 mg, 0,03 mmoles) se disolvié en una mezcla de agua (1 ml) y acetonitrilo (1 ml).
Se afadio piperidina (0,75 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 horas. El analisis por TLC
indic6 el consumo completo del material de partida. El disolvente se evaporé a presion reducida, y el residuo se
purificé por HPLC preparativa (columna SunFire Prep C18 OBD, 5 uym, 19 x 150 mm; fase mévil: agua/MeCN con
pH regulado con TFA al 0,1%; gradiente de 20% a 40% de MeCN por 10 minutos, a continuacion, del 40% al 100%
de MeCN durante 2 minutos; Detector UV Waters 2545 a 254 nm y 220 nm). El compuesto 63 se obtuvo como un
solido blanco (14 mg, 66%).

'"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds, ppm): & (Presencia de rotdmeros), 12,7 (s(br), 1H, COzH), 9,58 (m(br), 1H); 9,04-
8,89 (m, 1H), 8,41 (d, 0,6H, NHCO), 8,15 (d, 0,4H, NHCO), 7,27-7,13 (m, 5H), 7,13-6,99 (m(br), 2H), 6,90-6,64
(s(br), 2H), 4,77-3,40 (m, 10H), 3,34-2,75 (m, 20H), 2,34-1,94 (m, 4H), 1,90-0,7 (m, 25H). HPLC (XBridge Shield
C18, 3,5 uym, 4,6 x 50 mm; 3,5 ml/min, 40°C, de 0 a 95% de MeCN en agua (TFA de 0,1%) durante 2,25 minutos y
a continuacion 95% de MeCN durante 0,5 minutos, Tr = 1,24 min (100%, 220 nm).

m/z (Q-TOF ESI*) 851,5641 (6%, MH*, Cs7H75NsOs requiere 851,5641), 426,2854 (100%, (MH2)%*, requiere
426,2857).

Ejemplo 64 - compuesto de referencia
(S)-2-((S)-2-((4-aminofenetil)(metil)amino)-3-metilbutanamido)-N-((3R,4S,5S)-1-((S)-2-((1R,2R)-3-(((1S,2R)-1-

hidroxi-1-fenilpropan-2-il)Jamino)-I-metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirrolidin-1-il}-3-metoxi-5-metil- 1-oxoheptan-4-il)-N, 3-
dimetilbutanamida
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El compuesto 64 se preparé de la misma manera que para el compuesto 61, utilizando acido carboxilico 61A (93
mg, 0,29 mmoles, 1 eq.), amina 2D (174 mg, 0,29 mmoles, 1 eq.), DIEA (100 pl, 0,58 mmoles, 2 eq.) y DECP (66
pl, 0,43 mmoles, 1,5 eq.). El producto bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice
(DCM/MeOH) para proporcionar el compuesto 64 como un sélido de color blanquecino (51 mg, 21%).

"H NMR: (500 MHz, DMSO-ds, ppm): & (Presencia de rotameros), 9,61 (m(br), 1H); 9,05-8,89 (m, 1H), 7,93 (d,
0,6H, NHCO), 7,64 (d, 0,4H, NHCO), 7,36-6,98 (m, 7H), 6,92-6,70 (m(br), 2H), 5,45 (s(br), 1H), 4,80-4,41 (m, 3H),
4,06-3,44 (m, 4H), 3,37-2,79 (m, 18H), 2,45-2,21 (m, 3H), 2,17-0,70 (m, 35H).

HPLC (XBridge Shield C18, 3,5 uym, 4,6 x 50 mm; 3,5 ml/min, 40°C, de 0 a 95% de MeCN en agua (TFA al 0,1%)
durante 2,25 minutos y a continuacion 95% de MeCN durante 0,5 minutos, Tr = 1,20 min (100%, 220 nm).

m/z (Q-TOF ES|+) 837,5826 (330/0, MH+, C47H77N507 requiere 837,5848), 419,2956 (1000/0, (MH2)2+, C47H75N508
requiere 419,2961).

Il - La actividad bioldgica de los compuestos de la invencién

Los derivados de la presente invencion son agentes citotoxicos potentes. Sus actividades antiproliferativas se
determinaron en estirpes tumorales segun los siguientes procedimientos y técnicas.

Método:

Cultivo de células. Las células A549 (células no pequefias de cancer de pulmon - ATCC CCL-185) y MDA-MB-231
(adenocarcinoma de mama - ATCC HTB-26) se cultivaron en medio esencial minimo de Eagle (MEM) con 5% de
suero de ternera fetal (FCS) y medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con 10% de FCS, respectivamente.
Las células MCF7 (carcinoma ductal de mama - ATCC HTB-22) y SN-12C (carcinoma de rifién - ATCC) se
mantuvieron en medio RPMI1640 (sin rojo fenol para las células MCF7) que contenia 10% de FCS. Todos los
medios fueron suplementados con fungizona (1,25 ug/mL) y penicilina-estreptomicina (100 U/100 pg/mL). Las
células se cultivaron bajo condiciones estandares en una incubadora a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad
atmosférica.

Actividad antiproliferativa en 4 estirpes celulares tumorales. Los compuestos segun la invencion se investigaron
para su actividad antiproliferativa usando un ensayo de proliferacion ATPlite (Perkin Elmer, Villebon sur Yvette,
Francia) en un amplio panel de 4 estirpes celulares. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (103
células/pocillo para A549, 2,102 para MCF7, MDA-MB-231 y SN12C) al dia 0 a una concentracion para asegurar
que las células permanecieran en fase de crecimiento celular logaritmico a lo largo del periodo de tratamiento de
farmacos de 72 h. A continuaciéon de un periodo de incubacion de 24 horas, todas las células se trataron con
diluciones seriadas de los compuestos ensayados (11 pl de una solucion 10X en DMSO al 1% - 6
pocillos/condicién). Para evitar la adherencia de los compuestos sobre las puntas, las puntas se cambiaron entre
dos diluciones consecutivas. Las células se colocaron entonces en una incubadora a 37°C y 5% de CO.. Al dia 4,
la viabilidad celular se evalué mediante la dosificacién de la ATP liberada por las células viables. Se analizé el
numero de células viables en comparacién con el nimero de células tratadas con el disolvente. Se determinaron
los valores de ECsp con el analisis de ajuste de curva (modelo de regresion no lineal con una respuesta de dosis
sigmoidal, coeficiente de pendiente variable de Hill), realizado con el algoritmo proporcionado por el software
GraphPad (GraphPad Software Inc., CA, EUA).

Resultados:

Diversos compuestos:

Los diversos compuestos segun la invencién se ensayaron para determinar su actividad antiproliferativa sobre la
estirpe celular MDA-MB-231 siguiendo el procedimiento anteriormente descrito. Las actividades medidas
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proporcionaron valores de ECsp < 0,1 pM.

Los pocos ejemplos siguientes, seleccionados de entre los compuestos segun la invencion, ilustran sus
propiedades antiproliferativas completamente excepcionales:

Ejemplo 3*: CEsp = 4,10xI0-'9 M; Ejemplo 12*: CEso = 5,80xI0°"° M; Ejemplo 13*: CEso = 7,95xI0® M; Ejemplo 15*:
CEso = 1,70x107'° M; Ejemplo 27*: CEso = 1,20xI0-1° M.

*Compuestos de referencia

Diversas estirpes celulares:

El compuesto 15 se ensay6 en diferentes estirpes celulares (A549, MDA-MB-231, MCF-7, SN12C) siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito. Las actividades medidas proporcionaron valores de ECsg <0,1 uM.

ECso (M) A549
Compuesto 15* 1,45x1010
*Compuesto de referencia

MDA-MB-231
1,70x101°

MCF-7
7,15x1010

SN12C
2,18x1010

Ejemplos comparativos:

La sustitucion en el anillo fenilo (amino/hidroxilo v. carboxilo) se estudid en los ejemplos comparativos a
continuacién que muestran la mejora de la actividad antiproliferativa de los farmacos segun la invencién que
comprende un sustituyente amino o hidroxilo.

ECso (M)
N° Estructura MDA-MB-
A549 231
12* 1,48x10-10 5,80x1071°
15* 1,45x10-10 1,70x10-10
27 8,60x10" 1,20x10-10
. B Oj/gr
Ejemplo - N AN A N, O 3,76x10° | 2,29x10°
comparativo HO T(CV PR / ' '
o
J
|9 | oo N R
13* NE)LH Ny, 4 2,71x10% | 7,95x10°®
" A~ o Y
d
SIS Nes
Ejemplo N N, -~ 7 7
comparativo HOYQ/\//?\ H ) l\\l\/ o) 4,03x10 9,75x10
o)

*Compuestos de referencia
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de la féormula (1) siguiente:

j%ﬂ%%

ey
en la que:

- RiesHuOH,

- Rz es un grupo alquilo (C4-Cs), COOH, COO-(alquilo (C+-Cs)) o tiazolilo,
- Rs es H o un grupo alquilo (C1-Ce), ¥

- Rses:

= una cadena de hidrocarburo lineal o ramificada, saturada o insaturada, que presenta 1 a 8 atomos de
carbono tal como un grupo alquilo (C+-Cg), estando dicha cadena sustituida por uno o mas grupos
seleccionados de entre OH y NRsRg con Rs y Rs cada uno independientemente del otro representando
H o un grupo alquilo (C4-Cs), 0

" un grupo -(CH2CH2X1)(CHzCHzXz)az(CH2CH2X3)53(CH2CH2X4)54(CH2CH2X5)a5R7 con Xi, Xz, X3, X4 y Xs
cada uno independientemente del otro representando O o NRs, a2, a3, a4 y a5 cada uno
independientemente del otro representando 0 o 1, R; representando H y Rg representando H o un grupo
alquilo (C+-Cs),

o sal, hidrato o solvato farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado por que:

- Ry =0H y Rz representa un grupo alquilo (C4-Cs), 0
- Ry =Hy Rz representa un grupo COOH, COO-alquilo (C+-Cs) o tiazol.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que R representa H y R, representa COOH o
COOMe.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que R3 representa H o un grupo
metilo.

5. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que R4 representa uno de los
grupos siguientes:

- alquilo (C4-Cs) sustituido por un grupo seleccionado de entre OH y NRsRs, o
- =(CH2CH2X1)(CH2CH2X5)a2(CH2CH2X3)a3Ry7.

6. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado de entre:

76



ES 2908 224 T3

o
H
&M%(Jll?ﬁ( B S EH SN
= N N <N
o _AL NG Hy \ T
NH S

g o _A o\oo\
NH
N o
9 °
(oA
-
. S e LI
A N\/J\ N | H | I
H2N Ny Y N I 0 _AL o_ ©
o A ! o_o S a
h ? \O NH
o =
Q\/S

OH
H g
Ay N\.)kn N n\/;i
I 6 =~ | 4. o HO NSO NN "
N ~ o I
\ N N ©
NH o
o \ NH
N\

s T

77




ES 2908 224 T3

o]
H o
H
Hsz\hI(N\:)L%N HZN\/\/\NIrN\)LBX/\.(N
o AL SNGL | A I
I ?~NH \ N

N=

& 5

o : o
H H
HZN\/\/\N\/qu\‘)L"I/\WN SN N\/U\N N
H H :
o ALl Lo o |o/'\|o\oo
\ N \ NH
o

Hy \‘/\/o\/\N

. NWXKNJCQW %;

O

o
H H
/N\/v\bI\/N\Z/L'iﬁ\TN
| O _~u Oo_ © ?

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos tales como las sales formadas con acido trifluoroacético.

7. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su utilizacion como una especialidad
farmacéutica.
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8. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su utilizacion como especialidad farmacéutica
destinada al tratamiento del cancer o de los trastornos proliferativos benignos.

9. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula () segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 y por lo menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

10. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 9, que comprende ademas otro principio activo, seleccionado
ventajosamente de entre los agentes anticancerosos, comprendiendo en particular agentes anticancerosos
citotoxicos tales como navelbina, vinflunina, taxol, taxoter, 5-fluorouracilo, metotrexato, doxorrubicina,
camptotecina, gemcitabina, etopodsido, cisplatino o carmustina; y agentes anticancerosos hormonales tales como
el tamoxifeno o la medroxiprogesterona.

11. Procedimiento para preparar un compuesto de férmula (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende una reaccion de condensacion entre un compuesto de la formula (V1) siguiente:

HQNJ \”Q\m %

R2

(VD)

en la que Ry y Rz son como se define en la reivindicacion 1, y un compuesto de la formula (VII) siguiente:

R3\N X

|
0
Raa (VII)

en la que R3 es como se define en la reivindicacion 1, R4, representa un grupo R4 como se define en la
reivindicacion 1, opcionalmente en forma protegida, y X es OH o Cl.

12. Procedimiento para preparar un compuesto de férmula (1) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende una reaccion de sustitucion entre un compuesto de la formula (VIII) siguiente:

i j\?ﬁ(
Rs3
I o7 N\H

R2

(VIIN)

en la que Ry, Ry, y R3 son como se define en la reivindicacion 1, y

un compuesto de la formula (X) siguiente:

—Y  (X)
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en la que Ry, representa un grupo R4 como se define en la reivindicacion 1, opcionalmente en forma protegida, e
Y es un grupo saliente tal como ClI, Br, I, OSO,CHs, OSO,CF3u O-Tosilo.

13. Procedimiento para preparar un compuesto de férmula (I) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el
que R4 representa un grupo -CH2R4, con R, representando:

= OH, NRsRs, un grupo hidrocarburo lineal o ramificado, saturado o insaturado, que comprende 1 a 7 atomos
de carbono sustituido por uno o mas grupos seleccionados de entre OH y NRsRg, 0

= -CH2X4(CH2CH2X2)a2(CH2CH2X3)a3(CH2CH2X4)aa(CH2CH2X5)25R7, que comprende una reaccion de
aminacion reductiva entre un compuesto de la formula (VIII) siguiente:

e
N NJ&N
I%3 O/\l/o O%
N R

RJ

(VIIN)

en la que Ry, Rz y R3 son como se define en la reivindicacion 1, y un compuesto de la féormula (XI) siguiente:
R4—CHO  (XI)

en la que R4y es como se define anteriormente.
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