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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"COMPOSTOS DE AGENTES CITOTOXICOS BIFUNCIONAIS,
COMPOSICAO  FARMACEUTICA  COMPREENDENDO  OS
REFERIDOS COMPOSTOS E USOS DOS MESMOS".

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencgao se refere a novos dimeros bifuncionais

CBl e CPI uteis para o tratamento de doencas proliferativas. Os
dimeros podem funcionar como farmacos autbnomos, cargas nos
conjugados anticorpo-farmaco (ADCs) e compostos ligantes de carga
Uteis na conexdo com a producdo ou administracdo de tais ADCs. A
presente invencdo se refere a composi¢cdes incluindo os dimeros
supramencionados, compostos ligantes de carga e ADCs e os
métodos para usar estes dimeros, ligante-cargas e ADCs para tratar
condi¢cdes patoldgicas incluindo o cancer.

HISTORICO

[002] Os mondmeros baseados em CPI foram objeto de recentes

publicagbes. Por exemplo, o0s compostos (+)-CC-1065 e as
duocarmicinas sdo produtos naturais isolados a partir do caldo de
cultura das espécies de Streptomyces, que mostraram ter uma
atividade ultrapotente contra células cancerigenas de cultura e em
animais experimentais. (+)-Yatakemicina foi isolada de Streptomyces
Sp. e representa 0 membro mais potente desta classe de produtos
naturais. Acredita-se que a atividade bioldégica destes produtos
naturais esta relacionada a uma alquilacdo de DNA seletiva de
sequéncia caracteristica de adenina N3 em sitios ricos em AT através
do carbono menos substituido do ciclopropano ativado. Acredita-se
gue este ligante de sulco menor inicia uma cascata de eventos
celulares que levam a apoptose conforme é observada para as
duocarmicinas ("Chemical and Biological Explorations of the Family of

CC-1065 and the Duocarmycin Natural Products", Current Topics in

Segue-se folha 1a/243
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Alguilagdo de DNA
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Profirmaco CPI Farmaco ative CPI
[003] A forma do profarmaco de CPI se converte nas espécies de

farmaco ativo no meio biolégico através de uma reacao de ciclizacéo
intramolecular. (O termo "CPI" é derivado do nome quimico: 1,2,8,8a-
tetra-hidrociclopropalc]pirrolo[3,2-e]indol-4(5H)-ona). O profarmaco de
CPI se converte assim em uma espécie de um farmaco ativo através
de uma reacdo de ciclizacdo intramolecular. Os precursores sintéticos
de fenol (forma de profarmaco) possuem propriedades biolégicas in-
distinguiveis (eficiéncia e seletividade na alquilacdo de DNA, atividade
citotoéxica in vitro, atividade antitumor in vivo) em compara¢cdo com 0s
préprios derivados de ciclopropano (forma ativa) ("Design, Synthesis,
and Evaluation of Duocarmycin O-Amino Phenol Prodrugs Subject to
Tunable Reductive Activation”, J. Med. Chem. 2010, 53, 7731-7738).
Em outras palavras, ndo importa se a ogiva de CPI esta em sua forma
ciclopropanada ativa ou em sua forma de profarmaco. E importante
observar que nestes compostos apenas um motivo de CPI esta pre-
sente, por conseguinte estes compostos agem como monoalquiladores
de DNA. Varios outros analogos sintéticos das estruturas de CPI foram
subsequentemente desenvolvidas, isto é aquelas mostradas em
("Chemical and Biological Explorations of the Family of CC-1065 and
the Duocarmycin Natural Products”, Current Topics in Medicinal Che-
mistry, 2009, 9, 1494-1524). De nota nesta referéncia estdo os analo-
gos sintéticos CBI, Cpzl, CFl, Cl e CBQ. Os analogos de duocramicina

monoalquilantes foram extensivamente estudados em estudos pre-
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clinicos e clinicos ("Chemical and Biological Explorations of the Family
of CC-1065 and the Duocarmycin Natural Products, Current Topics in
Medicinal Chemistry, 2009, 9, 1494-1524).

[004] Uma classe separada, porém, relacionada de compostos
sdo analogos bifuncionais que contém dois motivos de alquilacdo de
DNA ativos (isto €, um CPI). Estes compostos sao diferentes das duo-
carmicinas no fato delas carecerem da porcéo dentro das duocarmici-
nas, que funciona como os motivos de reconhecimento de DNA. Em
oposicao, estes compostos bifuncionais simplesmente contém dois
motivos de alquilacéo (isto €, dois motivos CPI) fundidos em conjunto.
Devido a presenca de dois motivos de alquilacdo reativos, estes com-
postos sao reticuladores de DNA ativos, enquanto que 0S compostos
com apenas um motivo de alquilagdo (todas as duocarmicinas) sao

apenas monoalquiladores de DNA.
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[005] Os compostos mostrados acima sao exemplos representa-

tivos da literatura e sdo retratados como potentes citotoxinas: A
("Glycosidic Prodrugs of Highly Potent Bifunctional Duocarmycin Deri-
vatives for Selective Treatment of Cancer", Angew. Chem. Int. Ed.
2010, 49, 7336 —7339; "Duocarmycin Analogues Target Aldehyde
Dehydrogenase 1 in LungCancer Cells", Angew. Chem. Int. Ed. 2012,
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51, 2874 —2877; "Bifunctional prodrugs and drugs", WO 2011/054837,
DE 10 2009 051 799; "The Two Faces of Potent Antitumor Duo-
carmycin-Based Drugs: A Structural Dissection Reveals Disparate Mo-
tifs for DNA versus Aldehyde Dehydrogenase 1 Affinity”, Angew.
Chem. Int. Ed. 2013, 52, 1-6. B ("Interstrand DNA Cross-linking with
Dimers of the Spirocyclopropyl Alkylating Moiety of CC- 1065", J. Am.
Chem. SOC. 1989, 11 1, 6428-6429; "CC-1065 analogs having two
CPI subunits useful as antitumor agents and ultraviolet light absorb-
ers", Eur. Pat. Appl. (1990), EP 359454, also for compounds C and D;
C ("Synthesis and DNA Cross-Linking by a Rigid CPI Dimer", J. Am.
Chem. SOC. 1991, 113, 8994-8995; "Nucleotide Preferences for DNA
Interstrand Cross-Linking Induced by the Cyclopropylpirroloindole Ana-
logue U-77,779", Biochemistry 1993, 32, 2592-2600; "Determination of
the Structural Role of the Internal Guanine-Cytosine Base Pair in
Recognition of a Seven-Base-Pair Sequence Cross-Linked by Bi-
zelesin", Biochemistry 1995, 34, 11005-11016; "Analysis of the Mono-
alkylation and Cross-Linking Sequence Specificity of Bizelesin, a Bi-
functional Alkylation AgentRelated to (+)-CC- 1065", J. Am. Chem.
SOC. 1993,115, 5925-5933; "Mapping of DNA Alkylation Sites Induced
by Adozelesin and Bizelesin in Human Cells by Ligation-Mediated Pol-
ymerase Chain Reaction", Biochemistry 1994, 33, 6024-6030; "DNA
Interstrand Cross-Links Induced by the Cyclopropylpyrroloindole Anti-
tumor Agent Bizelesin Are Reversible upon Exposure to Alkali", Bio-
chemistry 1993, 32, 9108-9114; "Replacement of the Bizelesin Ureadiyl
Linkage by a Guanidinium Moiety Retards Translocation from Monoal-
kylation to Cross-Linking Sites on DNA", J. Am. Chem. Soc. 1997, 119,
3434-3442; "DNA interstrand cross-linking, DNA sequence specificity,
and induced conformational changes produced by a dimeric analog of
(+ )-CC-1065", Anti-Cancer Drug Design (1991), 6, 427-452; "A phase |

study of bizelesin, a highly potent and selective DNAinteractive agent,
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in patients with advanced solid malignancies”, Ann Oncol. 2003
May;14(5):775-782; "A Phase | study of bizelesin (NSC 615291) in pa-
tients with advanced solid tumors", Clin Cancer Res. 2002, 3, 712-717;
"Solution conformation of a bizelesin A-tract duplex adduct: DNA-DNA
cross-linking of an A-tract straightens out bent DNA", J Mol Biol. 1995,
252, 86-101; "Preclinical pharmacology of bizelesin, a potent bifunc-
tional analog of the DNA-binding antibiotic CC-1065", Cancer
Chemother Pharmacol. 1994, 34, 317-322. D ("CC-1065 analogs hav-
ing two CPI subunits useful as antitumor agents and ultraviolet light
absorbers”, Eur. Pat. Appl. (1990), EP 359454. O motivo de alquilacéo
de DNA ativo pode existir em principio tanto em uma forma de profar-
maco que se converte no farmaco ativo no meio bioldgico ou em seu
estado ativo que n&o necessita de conversao adicional. A conversao
profarmaco em farmaco ativo para os reticulantes bifuncionais €

exemplificada com o dimero de CBI mostrado abaixo:
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Profirmaco de dimero CBI Firmaca Ative de dimera
CBI
[006] A mesma conversao acontece para todos os reticulantes

bifuncionais que existem em seus estados de profarmaco. Outros re-
ticulantes bifuncionais relacionados foram relatados. ("Chemical and
Biological Explorations of the Family of CC-1065 and the Duocarmycin
Natural Products”, Current Topics in Medicinal Chemistry, 2009, 9,
1494-1524; "DNA interstrand cross-linking agents and their chemo-
therapeutic potential”, Curr Med Chem. 2012,19, 364-385; "Design and
Synthesis of a Novel DNA-DNA Interstrand Adenine-Guanine Cross-
Linking Agent”, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 4865-4866; "Effect of
base sequence on the DNA cross-linking properties of pyrrolobenzodi-
azepine (PBD) dimers", Nucleic Acids Res. 2011, 39, 5800-5812; "Se-
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guence-selective recognition of duplex DNA through covalent inter-
strand cross-linking: kinetic and molecular modeling studies with pyr-
rolobenzodiazepine dimers", Biochemistry. 2003, 42, 8232-8239; "Bi-
functional alkylating agents derived from duocarmycin SA: potent anti-
tumor activity with altered sequence selectivity”, Bioorg Med Chem
Lett. 2000, 10, 495-498; "Design, Synthesis and Cytotoxicity Evaluation
of 1-Chlorometyl-5-hidroxi-1,2-dihydro-3H-benz[e]indole (seco-CBI)
Dimers", Bioorganic & Medicinal Chemistry 2000, 8, 1607-1617.

[007] Uma estratégia profarmaco de fosfato para o seco-CBI
monomeérico contendo as citotoxinas foi descrita por Zhao e outros,
("Synthesis and biological evaluation of antibody conjugates of phos-
phate prodrugs of cytotoxic DNA alkylators for the targeted treatment of
cancer”, J. Med. Chem. 2012, 55, 766-782) e Zhang e outros, ("Im-
munoconjugates containing phosphate-prodrugged DNA minor groove
binding agents, compositions containing them, and métodos of making
them and their use for treating cancer”, WO 2012/162482).

[008] Nenhum dos compostos mencionados acima, 0s quais tém
nucleos de CBI e/ou CPI ligados em conjunto para formar uma espécie
dimérica (os assim chamados dimeros CBI, dimeros CPI ou dimeros
CBI/CPI) foram considerados para uso em conjugados de farmaco de
anticorpo (ADCs) como uma carga.

[009] A conjugacado de farmacos nos anticorpos, tanto diretamen-
te ou através de ligantes, envolve uma consideracdo de uma varieda-
de de fatores, incluindo a identidade e a localizacdo do grupo quimico
para a conjugacao do farmaco, o mecanismo da libera¢do do farmaco,
os elementos estruturais provendo a liberacdo do farmaco e a modifi-
cacado estrutural do farmaco livre liberado. Além disso, se o farmaco
deve ser liberado depois da internalizacdo do anticorpo, 0 mecanismo
de liberacdo do farmaco deve ser consoante com o trafego intracelular

do conjugado.
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[0010] Embora uma variedade de diferentes classes de farmaco
tenha sido testada para a liberagdo por anticorpos, apenas poucas
classes de farmacos provaram ser eficazes como conjugados de far-
maco de anticorpo enquanto mantém um perfil de toxicidade adequa-
do. Uma tal classe é a de auristatinas, derivadas do produto natural
dolastatina  10. As  auristatinas  representativas  incluem
(N-metilvalina-valina-dolaisoleucina-dolaproina-norefedrina) e
(N-metilvalina-valina-dolaisoleucina-dolaproina-fenilalanina). Outros
agentes de ligacao de tubulina relacionados incluem as maitansinas
(por exemplo, veja "Cell-binding agent-maytansinoid conjugates linked
via a noncleavable linker, preparation métodos, and métodos using
them for targeting specific cell populations" publicado como WO
2005/037992). Outros farmacos citotoxicos que foram empregados em
ligacdo com anticorpos incluem farmacos de ligagcdo ao DNA tal como
caligueamicina que proporciona a clivagem do DNA de filamento duplo
especifico da sequéncia. Uma outra classe de farmacos citotoxicos de
ligacdo ao DNA empregada nos ADCs inclui as pirrolbenzodiazepinas
diméricas (por exemplo, veja "Preparation of unsymmetrical pirrolben-
zodiazepinas dimers for inclusion in targeted conjugates” publicado
como W02013/041606). Uma outra dita classe de farmacos onde a
liberacdo de anticorpos foi testada é a de agentes alquilantes de liga-
cdo ao DNA, tal como o analogo de duocarmicina CC-1065 (veja "Pre-
paration of CC-1065 analogs and their conjugates for treatment of can-
cer" publicado como W02010/062171) e compostos relacionados (veja
"Antibody-drug peptide conjugates for use as cytotoxins in cancer trea-
tment" publicado como WO 2007/038658 e "Immunoconjugates con-
taining phosphate-prodrugged DNA minor groove binding agents,
compositions containing them, and métodos of making them and their
use for treating cancer" publicado como W02012/162482). No entanto,

estes farmacos tém todas as limitac6es que se referem a indicactes
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da doenca e perfil de tratamento e assim permanece uma necessidade
por farmacos adicionais com propriedades melhoradas que podem ser
liberadas através da conjugacdo do anticorpo. Consequentemente, a
presente invencao prové novos ADCs com dimeros como cargas.
SUMARIO DA INVENCAO

[0011] A invencdo descreve novos analogos de dimero estruturais

gue contém novos elementos ligantes. Estes novos motivos espacado-
res levam a compostos com diferentes propriedades biologicas, por
exemplo, atividades melhoradas nos testes de proliferacdo de célula
tumoral e estabilidades do plasma. Esta invencdo também descreve
novos elementos espacadores para os dimeros CPI correspondentes e
estruturas mistas de CBI-CPI.

[0012] Além disso, a presente invencao é a primeira a reveler que
estes ditos compostos em conexdao com um ADC em uma modalidade
e incorporar estes compostos dentro de um ADC direcionado é um
avanco significante.

[0013] A presente invencao se refere a dimeros citotéxicos com-
preendendo subunidades com base em CBI e/ou CPI (incluindo as
formas seco de CBI e/ou CPI, conforme detalhado no presente docu-
mento), aos conjugados de farmaco de anticorpo compreendendo di-
tos dimeros e aos métodos para usar 0s mesmos para tratar o cancer.
Ambas as estruturas de CBI e CPI podem ser representadas por sua
forma seco e podem ser substituidas e derivadas conforme detalhado
no presente documento.

[0014] Sendo assim, a presente invencao se refere aos compostos
e composi¢coes farmacéuticas contendo eles, a sua preparacdo e aos
usos para 0s compostos, primariamente, porém ndo exclusivamente
agentes anticancer. De acordo com um aspecto, a presente invencao

se refere ao composto "carga" de Formula |

F-L'-T-L*-F* (Férmula 1)
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ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato do mesmo, em que:
[0015] F' e F? sd0 um independentemente selecionado a partir de
sistemas de anel A, B, C e D:

(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

[0016] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg alquenila, -C,-Cg alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH,, -NH(C;-Cg alquila), -N(C.-Cg alqui-
la),, -NO,, -C4-Cy4 arila e -C¢-Cy4 heteroarila, em que dois ou mais R
opcionalmente se unem para formar um anel ou anéis, e em que a di-
ta -C¢-Cy4 arila e -C¢-Cyy heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C;-Cyy alquila, -C;-Cyp alcoOxi, -halo, -C;-Cyo alquil-
tio, -trifluorometila, -NH,, -NH(C,-Cg alquila), -N(C-Cg alquila),, -C;-Cyq
alquil-N(C;-Cg alquila),, -C4-C3 alquiltio, -NO, ou -C,-C,q heterociclila,
para cada sistema de anel no qual R aparece;

[0017] cada V' é independentemente uma ligacédo, O, N(R) ou S,

para cada sistema de anel no qual V' aparece;

[0018] cada V° é independentemente O, N(R) ou S, para cada sis-
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2
tema de anel no qual V" aparece,;

[0019] W' e W sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -fenila, -C(O)OR, -C(O)SR, -C(O)NHN(R), ou -C(O)N(R), para cada
sistema de anel no qual W' e W? aparecem:;

[0020] cada X é independentemente -OH, -O-acila, azido, halo,

cianato, tiocianato, isocianato, tioisocianato, ou O |, para cada
sistema de anel no qual X aparece;

[0021] cada Y é independentemente selecionado a partir de do
grupo consistindo em H, -C1-Cs alquil-
R”, -C(O)R?, -C(S)R”, -C(O)OR"*, -S(0),0R”, -C(O)N(R™,, -C(S)N(R™),
, glicosila, -NO, e -PO(OR"),, para cada sistema de anel no qual Y
aparece, em que cada R* é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -C;-C,y alquila, -C;-Cg heteroalqui-
la, -C¢-Cyy arila, aralquila, -C;-C,9 heterociclila, -C5;-Cg carbociclila
e -C;-Cy alquilN(R),, em que a dita -C;-C,q alquila, -C;-Cg heteroalqui-
la, -C¢-Cyy arila, aralquila, -C;-C,9 heterociclila, -C5;-Cg carbociclila
e -C;-Cy alquilN(R), sdo opcionalmente substituidas com 1 a 3 substi-
tuintes independentemente selecionados a partir de R;

[0022] cada Z é independentemente selecionado a partir de do
grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C4-Cy4
arila, -aralquila, -C;-C,o heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -C(O)OC;-Cq
alquila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo, e
em que a dita C;-Cg alquila, -C,-Cg heteroalquila, -Cg-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo sao
cada uma opcionalmente substituidas com 1 a 3 substituintes inde-
pendentemente selecionados a partir de R, para cada sistema de anel

no qual Z aparece;

[0023] L'e L’ sao, cada independentemente, selecionados a partir
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. ~ . . . . . 1
de uma ligacéao direta, carbonila ou um grupo carbonil acila ligado a F

2 ~ . . . , .
ou F" na porcao acila, onde o grupo carbonil acila € selecionado a par-

tir do grupo consistindo em:

o) 5
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em que
[0024] Ut é selecionado a partir de
H, -CHs;, -OH, -OCHjs;, -NO,, -NH,, -NHNHAc, -NHNHC(O)CHs;, -NHC(O

)fenila ou -halo,

e y "~ ou - 3
[0025]  U”éH, -OH ou -OCH
[0026]  U’éH, -CHs ou -C,Hs,
€ H ou CHsS-,
[0027]  U*éH ouCHs,S
[0028] u® e U° sdo, cada um independentemente selecionado a
partir de H, -halo, -C,-C, alquila, -C,-C3 alcoxi, -C,-Cg dialquilami-
no, -NO., -NHC(O)C;-Cyg alqui-

la, -OH, -NH,, -NHC(O)NH,, -NHC(O)CH; ou -NHC(O)fenila,

[0029] Q'é-O-,-S-ou-NH- e

[0030] Q2 e Q3 sao cada um independentemente -CH- ou -N-;
[0031] T é selecionado a partir de:

[0032] -NHC(O)-,
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[0033]  -C(O)NH-,
[0034]  -C(O)O-,
[0035]  -OC(O)-,

[

0036] -NRE-T'-NR®- onde R® e R® sdo cada um independente-
mente H ou -C;-Cy alquila ou em conjunto R® e R® se unem para for-
mar um anel e juntos sdo (CH,),s onde T' é selecionado a partir
de -C(O)-, -C(O)(CH,),C(O)- onde n é um nuamero inteiro a partir de 0 a
50, -C(O)PhC(O)- onde Ph é 1,3- ou 1,4-fenileno,

[0037] -C(O)hetC(O)- em que het é uma heteroarila mono-, bi- ou
triciclica de 5 a 12 membros, contendo um, dois ou trés heteroatomos
independentemente selecionados a partir de O, N, S, P e B, em que
het € opcionalmente substituido com 1 a 8 substituintes cada um inde-
pendentemente selecionado a partir de do grupo consistindo
em -C,-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-C14 arila, aralquila, -C1-Cyq
heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -NH,, -NHR® e -NO, e ditos substituin-
tes opcionais em het sdo opcionalmente substituidas com RF, onde
pelo menos um de F' e F? é selecionado a partir de do grupo consis-
tindo em sistema de anel C e sistema de anel D quando T
é -C(O)hetC(O)-,

[0038] Em que cada R® é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C(0O)-C;-Cg alquila, -C,-Cg
heteroalquila, -C¢-Cy4 arila, -aralquila, -C4-C,o heterociclila, -Cs-Cg car-
bociclila, -C(O)OC,-Cg alquila, -C(O)N(C;-Cg alquila), e -C(O)-halo, op-
cionalmente substituido com RF,

[0039] Em que cada RF é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cy4
arila, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -C(O)OC;-Cq
alquila, -C(O)N(C,-Cg alquila), e -C(O)-halo e em que cada RF é opcio-
nalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente sele-

cionados a partir de R,
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[0040] -C(AHX-T%-X'C(BY)-, onde T? é:
R1R2 RS R4
oD ]
m

[0041] Em que cada X' é independentemente uma liga-
¢80, -NRF-, -O- ou -S-, em que A e B* sdo cada um independentemen-
te =O ou =S, em que R*, R? R® e R? séo cada um independentemente
RE ou R e R? forma um sistema de anel, ou R® e R* formam um siste-
ma de anel ou ambos R* e R? e R® e R*, cada um independentemente
forma sistemas de anel, ou R' e R® formam um sistema de anel, ou R?
e R* formam um sistema de anel ou ambos R' e R? e R* e R*, cada
um independentemente forma sistemas de anel,

[0042] Onde os ditos sistemas de anel sao independentemente
selecionados a partir de -C;-C4o heterociclila ou -C3-Cg carbociclila ou
R, R?% R® e R*sdo cada um ligacdes a diferentes carbonos em D, em
gue g e j sdo cada um independentemente um nUdmero inteiro a partir
de 0 a 50 e m € um numero inteiro a partir de 1 a 50 e em que D é
uma ligacéo ou € selecionado a partir de do grupo consistindo em —S-
, -C1-Cg alquileno-, -C4-Cy4 arileno-, -C4-C14 heteroarileno-, -C;-Cg hete-
roalquileno-, -aralquileno, -C;-C4, heterociclo e -C5-Cg carbociclo, onde
o dito -C;-Cg alquileno-, -C¢-C44 arileno-, -C¢-C14 heteroarileno-, -C4-Cg
heteroalquileno-, -aralquileno, -C;-C,o heterociclo e --C;-Cg carbociclo
sao opcionalmente substituidos com ~RF
, -C(O)RE, -C(O)ORF, -N(RF),, -N(R)C(O)RF ou -N(R)C(O)ORF e D é
adicionalmente opcionalmente substituido por 1 a 2 R, com a condicao
de que se g é0,Jé0 e T?é -C,-Cg alquileno-, entdo um de F' e F? é
selecionado a partir de do grupo consistindo em sistema de anel A e
sistema de anel B e o outro de F' e F? é selecionado a partir de do
grupo consistindo em sistema de anel C e sistema de anel D,

e -GLT2-G2, onde Gt e G? sdo cada um
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te -S(0)X*- ou -S(0),X*-.

[0043] Em modalidades da invencéo, o n variavel é 0 a 50, prefe-
rencialmente 0 a 25, preferencialmente 0 a 10 e preferencialmente 1-5.
Preferencialmente, o n variavel pode ser 0, 1, 2, 3, 4 ou 5.

[0044] Em outras modalidades da invencdo, o -Y- variavel é
C(O)N(R™), ou C(S)N(R%), onde um R” é hidrogénio ou -C;-Cy, alquila

e 0 outro R* é —C;-Cy alquil-N(R),, de modo que a estrutura;

conexdo a0 resto da carga

-
e

[0045] é formada, onde A é oxigénio ou enxofre.

[0046] Conforme observado acima, as modalidades da presente
invencao incluem aquelas onde R, R?, R® e R* sdo cada uma as liga-
cOes em diferentes carbonos em D. Quando D é um anel carbociclico
de 6 membros (negrito, abaixo), esta modalidade pode tomar a formar

de um cubano:

N\
é = R2
-2—C
_C_§_
»
R2 A R1

[0047] Outras formas de cubanos (por exemplo, formas substitui-
das como as exemplificadas no presente documento) e ndo cubanos
também s&o possiveis e incluidas dentro da invencéo.
[0048] De acordo com um outro aspecto da invencédo, é provido
um composto "carga reticulante" de Formula llA:

L-P (Férmula l1A)
[0049] ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato do mes-

mo, em que.
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[0050] P é:
Fle L'—T-L%-F
[0051] em que:
[0052] F' e F? sd0 um independentemente selecionado a partir de

sistemas de anel A, B, C e D:

(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

[0053] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg alquenila, -C,-Cg alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH,, -NH(C;-Cg alquila), -N(C.-Cg alqui-
la),, -NO,, -C4-Cy4 arila e -C¢-Cy4 heteroarila, em que dois ou mais R
opcionalmente se unem para formar um anel ou anéis, e em que a di-
ta -C¢-Cy4 arila e -C¢-Cyy heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 to 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C;-Cy, alquila, -C;-Cyp alcoOxi, -halo, -C;-Cyo alquil-
tio, -trifluorometila, -NH,, -NH(C,-Cg alquila), -N(C,-Cg alquila),, -C;-Cyq
alquil-N(C;-Cg alquila),, -C4-C3 alquiltio, -NO, ou -C,-C,q heterociclila,
para cada sistema de anel no qual R aparece:

[0054] cada V' é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
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para cada sistema de anel no qual V! aparece;

[0055] cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada sis-
tema de anel no qual VV* aparece;

[0056] W' e W? sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -fenila, -C(O)OR, -C(O)SR, -C(O)NHN(R), ou -C(O)N(R), para cada
sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

[0057] cada X € independentemente selecionado a partir

de -OH, -O-acila, azido, halo, cianato, tiocianato, isocianato, tioisocia-

nato, ou O  para cada sistema de anel no qual X aparece;

[0058] cada Y é independentemente selecionado a partir de uma
ligacao,

H, -C(O)R", -C(S)R", -C(O)OR”, -S(0),0R", -C(O)N(R%),, -C(S)N(R™),,
glicosila, -NO, e -P(0)(OR"), para cada sistema de anel no qual Y apa-
rece, em que cada R* é independentemente selecionado a partir de
H, -C;-Cy alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C4-C44 arila, aralquila, -C;-Cyg
heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -C;1-Cyo alquilN(R),, -C4-Cy, alquile-
no, -C;-Cg heteroalquileno, -C4-C,4 arileno, aralquileno, -C;-C,, hetero-
ciclo, -C5-Cg carbociclo e -C;-Cy alquilN(R)- e R onde o dito R* é op-
cionalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R e em que um Y é divalente e € ligado ao L,
[0059] R™ é -N(R®)QN(R®)C(0)- e é ligado ao L na carbonila adja-
cente N(R®), em que R® e R® sd0, cada um independentemente, sele-
cionados a partir de do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C4-Cq
heteroalquila, -C¢-Cy4 arila, -aralquila, -C,-C,9 heterociclila e -C3-Cg
carbociclila, ou R> ou R® se unem com um carbono substituido em Q
para formar um anel -C,-Cy, heterociclico ou anel -C¢-C,4 heteroarila
ou R°> e R® se unem em conjunto para formar um sistema de
anel -C;-Cy, heterociclico ou -C¢-C14 heteroarila e onde Q é -C,-Cg al-

quileno-, -C,-Cg heteroalquileno-, -Ce-C14

Peticéo 870160036609, de 15/07/2016, pag. 23/355



17/243

no-, -aralquileno-, -C,-C,o heterociclo- ou -C3-Cg carbociclo-, em que Q,
R° e R® sdo cada um independentemente opcionalmente substituido
com 1 a 3 substituintes independentemente selecionados a partir de R;
[0060] cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo, e
em que a dita C;-Cg alquila, -C,-Cg heteroalquila, -Cg-Cy.4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo sao
cada um opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no
qual Z aparece;

[0061] L' e L? sdo, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligagao direta, carbonila, ou um grupo carbonil acila liga-
do ao F*' ou F? na porcéo acila, onde o grupo carbonil acila é selecio-

nado a partir do grupo consistindo em:

U —/U2 Q Y | \_g_ Q 74 >
39 Oy_//_@?f ARV O N OH
; ) ‘}LL ) l|J3 ) OCH3 )
Wl
QA g N-y3 s |Q3\\_ %
;rrf P
“% N OH H/ ji/ % ;. N
OCH3 ’% = , () ,
o) o)
- / /%’- EJYUS A % Ui\ Q?
3 h _ 7 N\_$_
;mi I) 5 Qlé L
6 U6 ’
, em que
[0062] u? é selecionado a partir de
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H, -CHjs, -OH, -OCHj3, -NO,, -NH,, -NHNHACc, -NHNHC(O)CH3
[0063] -NHC(O)fenila ou —halo,

[0064] U%é H, -OH ou -OCHj;

[0065] U%é H, -CH; ou -C,Hs,

[0066] U* é H ou CH,S-,

[0067] U° e U® sdo, cada um independentemente, selecionados a
partir de H, -halo, -C,-C, alquila, -C,-C3 alcoxi, -C,-Cg dialquilami-
no, -NO,, -NHC(O)C;-Cyg alqui-

la, -OH, -NH,, -NHC(O)NH,, -NHC(O)CH; ou -NHC(O)fenila,

[0068] Q1é0,SouNH,e

[0069] Q2 e Q3 sao cada um independentemente -CH- ou -N-;
[0070] T é selecionado a partir de:

[0071] -NHC(O)-,

[0072] -C(O)NH-,

[0073] -C(0)0-,

[0074] -OC(0)-,

[0075] -NR®-T-NR®- onde R® e R® sdo cada um independente-

. . B C
mente H ou -C,-Cg alquila ou em conjunto R e R~ se unem para for-

. ~ 1., . .
mar um anel e em conjunto séo (CH,). ., onde T é selecionado a partir

2-3’
de -C(O)-, -C(O)(CH,),C(O)- onde n é um nuamero inteiro a partir de 0 a
50, -C(O)PhC(O)- onde Ph é 1,3- ou 1,4-fenileno,

[0076] -C(O)hetC(O)- em que het é uma heteroarila mono-, bi- ou
triciclila de 5 a 12 membros, contendo um, dois ou trés heteroatomos
independentemente selecionados a partir de O, N, S, P e B, onde het é
opcionalmente substituido com 1 a 8 substituintes cada um indepen-
dentemente selecionado a partir de do grupo consistindo em -C;-Cg
alquila, -C;-Cg heteroalquila, -Cg-Cy4 arila, aralquila, -C;-C,, heterocicli-
la, -C5-Cg carbociclila, -NH,, -NHRP e -NO,, e ditos substituintes opcio-
nais em het sdo opcionalmente substituidos com RE, onde pelo menos

um de F' e F? é selecionado a partir de do grupo consistindo do siste-
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ma de anel C e sistema de anel D quando T é -C(O)hetC(O)-,

[0077] em que cada R” & independentemente selecionado a partir
de do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C(O)-C;-Cg alqui-
la, -C;-Cg heteroalquila, -C4-C,4 arila, -aralquila, -C;-C,o heterocicli-
la, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-Cg alquila, -C(O)N(C,-Cg alquila),
e -C(0O)-halo, opcionalmente substituidos com RE,

[0078] em que cada RS & independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C,-Cg heteroalqui-
la, -arila, -aralquila, -C;-Ci, heterociclila, -Cs;-Cg carbocicli-
la, -C(O)OC;-Cg alquila, -C(O)N(C,-Cg alquila), e -C(O)-halo, e em que
cada R® é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R,
[0079] -C(AHX -T%X'C(BY)-, onde T? é:

R1R2 R3 R4

gD
m
[0080] em que cada X' & independentemente uma
cao, -NRE-, -O- ou -S-, em que A' e B'sdo cada um independentemen-
te =O ou =S, em que Rl, Rz, R’ e R* sdo cada um independentemente
R® ou R' e R formam um sistema de anel, ou R’ e R* formam um sis-
tema de anel ou ambos R e R’ , e R’ e R4, cada um independemente
forma sistemas de anel, ou R e R’ formam um sistema de anel, ou R’
e R* formam um sistema de anel, ou ambos R e R3, eR’e R4, cada
um independentemente forma sistemas de anel, onde os ditos siste-
mas de anel sdo independentemente selecionados a partir de -C;-Cyg
heterociclila ou -C3-Cg carbociclila, ou R', R?, R® e R* sdo, cada um,
ligacdes a diferentes carbonos em D, em que g e j sdo cada um inde-

pendentemente um ndmero inteiro a partir de 0 a 50 e m € um nimero

inteiro a partir de 1 a 50, e em que D é uma ligacao ou é selecionado a
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partir do grupo consistindo em -S-, -C,-Cg alquileno-, -C4-C,4 arile-
no-, -Ce-Cu4 heteroarileno-, -C1-Cq heteroalquile-
no-, -aralquileno, -C;-Cy, heterociclo e -C;-Cg carbociclo, onde os di-
tos -C;-Cg alquileno-, -C4-Cy4 arileno-, -Cg-C4 heteroarileno-, -C4-Cq
heteroalquileno-, -aralquileno, -C;-Cyo heterociclo e -C3;-Cg carbociclo
sao opcionalmente substituidos com -RF
, -C(O)RE, -C(O)ORF, -N(RF),, -N(R)C(O)RF ou -N(R)C(O)ORF e D é
adicionalmente opcionalmente substituido por 1 a 2 R, e -G*T?-G?-,
onde G' e G” sdo cada um independentemente -S(O)X*- ou -S(0),X*-;
[0081] L é L*LB-(L%).3 em que L* é selecionado a partir de do
grupo consistindo em -halo, -N(R), , -CON(R),, -S-arila opcionalmente
substituida com -NO, ou —CON(R),, -S-heteroarila opcionalmente

substituida com -NO,, alquil-SO,-heteroarila, arilSO,-heteroarila-,

i X 0

[0082] L® é L®-LP%L®% em que L®! est4 ausente ou é um ou mais
componentes selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)-, -
C(S)-, -C(O)NR-, -C(0O)C;-Cealquil-, -C(O)NRC;-Cgalquil-
, -C1-Csalquil(OCH,CH,)1.6-, -C(O)C;-CealquilNRC(O)-, -C(O)C;-Cealqui
|(OCH,CHy)1.¢-, -C1-Cgalquil(OCH,CH,)1.6-C(O)-, -C;.Cealquil-S-S-C1.Cq

alqui-
|NRC(O)CH2', 'C]_-Csaqui|(OCH2CH2)1-5N RC(O)CHZ', 'C(O)Cl-C6a|qUi|'
NRC(O)C,.salquil-, -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-

, -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-
C(0)-, -C(0)-C,.Cealquil(OCH,CH,); {NRC(O)-, -C(O)C,.Cealquil-fenil(N
R-C(0O)C..Csalquila);.4-, -C(0O)C,.Cgalquil(OCH,CH,)1..-NRC(0O)C,.Csalq
uil-, -C,.Cgalquil-, -S-, -C(0O)-CH(NR-C(O)C;-Cealquil)-C;-Cgalquil- e
(-CH3-CH2-0-)1.20,
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[0083] em que L®? é AAy.1,, em que AA é um aminoacido natural,
um aminoacido ndo natural ou -(CR™),-S-S-(CR"™), onde o e p séo ca-
da um independentemente um numero inteiro a partir de 1 a 20,

[0084] L®® é -PABA-, -PABC- ou ausente;

[0085] L® esta ausente ou independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo
em -C,.Cgalquileno-, -NRC;-Cg-heterocicliiNR-, -NRC3-Cg-carbociclilNR
-, -NRC;-CsalquilNR-, -NRC;-Cgalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR-, -O(CR))
1.45-S(CR>)1.4N(R)-, -NRC,-Cg-alquilenofenilenoNR-, -NRC,-Cgalquilen
ofenileno-

SO,NR-, -OC; CsalquilS-SC, Cgalquil C((COOR)NR-, -NRC(COOR)C,.C
salquilS-SC,.CgalquilO,

% ‘4/ %%%/\%

(X N

[0086] em que

[0087] X" é CR ou N

[0088]  X® é CH, CR(C(R)2)1:3NR, CR(C(R),)1-30,
CR(C(R)2)13C(ONR, CR-(C(R)2)13C(O)NRNR, CR(C(R).)1.3SO:NR,
CR(C(R),)1.sNRNR, CR(C(R),)1.sNRC(O) ou N,

[0089] cada X° é R,

[0090] cada X° é -(CH,),.s- ou esta ausente,

[0091] XFé 0, S, C(R),, C(R)(C(R),)1.-NR, ouNR e

[0092] cada X é (C(R),)1.-NR ou C(R),-(C(R)2)1.5-O

[0093] Em outras modalidades da invencdo, o -Y- variavel é
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C(O)N(R™), ou C(S)N(R%), onde um R” é hidrogénio ou -C;-Cy alquila

e o outro R* é —C;-Cy, alquil-N(R)-, de modo que a estrutura:

conexdo ao resto de L

conexdo ao resto da carga \ A R /

[0094] seja formada, onde cada A é independentemente oxigénio

ou enxofre.

[0095] De acordo com ainda um outro aspect da invencéo, € pro-

vido um composto conjugado de farmaco de anticorpo de Formula llA:
AB—(L—P) 1.20 (Férmula IlIA)

[0096] ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato do mes-

mo, em que:
[0097] AB € um anticorpo,
[0098] P é:

FloL'-T-L%-F?
[0099] em que:
[00100] F*e F? sdo um independentemente selecionado a partir de

sistemas de anel A, B, C e D:

(Sistema de anel C)
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(Sistema de anel D);

[00101] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg alquenila, -C,-Cg alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH,, -NH(C;-Cg alquila), -N(C.-Cg alqui-
la),, -NO,, -Cs-Cy4 arila e -C¢-Cy4 heteroarila, em que dois ou mais R
opcionalmente se unem para formar um anel ou anéis, e em que a di-
ta -C¢-Cy4 arila e -C¢-Cy4 heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C;-Cy, alquila, -C;-Cyp alcoOxi, -halo, -C;-Cyo alquil-
tio, -trifluorometila, -NH,, -NH(C,-Cg alquila), -N(C-Cg alquila),, -C,-Cyq
alquil-N(C;-Cg alquila),, -C;-C3 alquiltio, -NO, or -C;-Cy, heterociclila,
para cada sistema de anel no qual R aparece;

[00102] cada V' é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V* aparece;

[00103] cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada sis-
tema de anel no qual VV? aparece;

[00104] W' e W? sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -fenila, -C(O)OR, -C(O)SR, -C(O)NHN(R), ou -C(O)N(R), para cada
sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

[00105] cada X € independentemente selecionado a partir

de -OH, -O-acila, azido, halo, cianato, tiocianato, isocianato, tioisocia-
Q
$~0-8-R

nato, ou O |, para cada sistema de anel no qual X aparece;
[00106] cada Y é independentemente selecionado a partir de uma
ligacao,

H, -C(O)R", -C(S)R", -C(O)OR”, -S(0),0R", -C(O)N(R%),, -C(S)N(R™),,
glicosila, -NO, e -P(0)(OR"), para cada sistema de anel no qual Y apa-

rece, em que cada R* é independentemente selecionado a partir de
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H, -C;-Cy alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C4-C44 arila, aralquila, -C;-Cyg
heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -C;-Cyo alquilN(R),, -C4-Cy, alquile-
no, -C;-Cg heteroalquileno, -C4-C,4 arileno, aralquileno, -C;-C,, hetero-
ciclo, -C5-Cg carbociclo e -C;-Cy alquilN(R)-, e RT onde o dito R* é op-
cionalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R, e em que um Y € divalente e esta ligado ao
L,

[00107] R é -N(R®)QN(R®)C(O)- e estéa ligado ao L na carbonila ad-
jacente N(R®), em que R’ e R® sdo, cada um independentemente, se-
lecionados a partir de do grupo consistindo em H, -C;-Cg alqui-
la, -C;-Cg heteroalquila, -C4-Cy4 arila, -aralquila, -C,-Cyo heterociclila
e -C5-Cg carbociclila ou R® ou R® se unem com um carbono substituido
em Q para formar um anel -C,-Cy, heterociclico ou -Cg-C,4 heteroarila
ou R°> e R® se unem em conjunto para formar um sistema de
anel -C;-C, heterociclico ou -C¢-C14 heteroarila e onde Q é -C,-Cg al-
quileno-, -C1-Cg heteroalquileno-, -Ce-Cu4 arile-
no-, -aralquileno-, -C,-C,o heterociclo- ou -C3-Cg carbociclo-, em que Q,
R° e R® sdo cada um independentemente opcionalmente substituido
com 1 a 3 substituintes independentemente selecionados a partir de R;
[00108] cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -Cs-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo, e
em que a dita C;-Cg alquila, -C,-Cg heteroalquila, -Cg-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo sao
cada um opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no
qual Z aparece;

[00109] L' e L? sdo, cada um independentemente, selecionados a
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partir de uma ligagéo direta, carbonila ou um grupo carbonil acila liga-
do ao F* ou F? na porcéo acila, onde o grupo carbonil acila é selecio-

nado a partir do grupo consistindo em:

Q 5t
—_U?2 Om 7
) Ut )% 74 Nk
/ ) O;_//_@HZ{ N |/ : WOH
% — é‘{ ) bz"LL ) llJS ) OCH3 1
Ul wf
N-ys Q3
Q2 \Us | \\jg
o MCT O T T
OCHg M QNS TR .0 ,
Q %7_ ‘HLO ue L‘L‘,_ Ui Q2
A AS J\@ VT TLE
N ) 3 ) U6/ Ql ) U6/ Ql )
u Q3 6
U IO
N [
ue N e 8 em que
ut é selecionado a partir de

[00110]

H, -CHjs, -OH, -OCHg, -NO,, -NH,, -NHNHAc, -NHNHC(O)CH3;, -NHC(O

)fenila ou —halo,

[00111]
[00112]
[00113]
[00114]

U%é H, -OH ou -OCHj;
U%é H, -CH; ou -C,Hs,
U* é H ou CH,S-,

U° e U® sdo, cada um independentemente, selecionados a

partir de H, -halo, -C,-C, alquila, -C,-C3 alcoxi, -C,-Cg dialquilami-

no,

-NO,, 'NHC(O)C]_'C]_O aqui'

la, -OH, -NH,, -NHC(O)NH,, -NHC(O)CH; ou -NHC(O)fenila,

Q' é-0-, -S- ou -NH-,
Q2 e Q3 sao cada um independentemente -CH- ou -N-;

T é selecionado a partir de:
-NHC(O)-,
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[00119] -C(O)NH-,
[00120] -C(O)O-,
[00121] -OC(O)-,

[

00122] ‘NR®-T"-NR®- onde R® e R® s&o cada um independente-
mente H ou -C,-Cg alquila, ou em conjunto R® e R® se unem para for-

. ~ 1., . .
mar um anel e em conjunto séo (CH,). ., onde T" é selecionado a partir

2-3’
de -C(O)-, -C(O)(CH,),C(O)- onde n é um nuamero inteiro a partir de 0 a
50, -C(O)PhC(O)- onde Ph é 1,3- ou 1,4-fenileno,

[00123] -C(O)hetC(O)- em que het € uma heteroarila mono-, bi- ou
triciclica de 5 a 12 membros, contendo um, dois ou trés heteroatomos
independentemente selecionados a partir de O, N, S, P e B, onde het é
opcionalmente substituido com 1 a 8 substituintes cada um indepen-
dentemente selecionado a partir de do grupo consistindo em -C;-Cg
alquila, -C;-Cg heteroalquila, -Cg-Cy4 arila, aralquila, -C;-C,, heterocicli-
la, -C5-Cg carbociclila, -NH,, -NHRP e -NO,, e os ditos substituintes op-
cionais em het sdo opcionalmente substituidos com RE, onde pelo me-
nos um de F' e F? é selecionado a partir do grupo consistindo do sis-
tema de anel C e sistema de anel D quando T € -C(O)hetC(O)-,
[00124]  em que cada R® é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H ou -C;-Cg alquila, -C(O)-C;-Cg alqui-
la, -C;-Cg heteroalquila, -C4-C,4 arila, -aralquila, -C;-C,o heterocicli-
la, -C3-Cg carbociclila, -C(O)OC;-Cg alquila, -C(O)N(C;-Cg alquila),,
e -C(0O)-halo, opcionalmente substituidos com RS,

[00125] em que cada RS & independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C,-Cg heteroalqui-
la, -arila, -aralquila, -C;-Ci, heterociclila, -C;-Cg carbocicli-
la, -C(O)OC;-Cg alquila, -C(O)N(C,-Cg alquila),, e -C(O)-halo, e em que
cada R® é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R,

[00126] -C(AhHX':-T2-X'C(B')-, onde T? é:
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m

[00127] em que cada X' & independentemente uma liga-
cao, -NRE-, -O- ou -S-, em que A' e B'sdo cada um independentemen-
te =O ou =S, em que Rl, Rz, R’ e R* sd0 cada um independentemente
R™ ou R' e R? formam um sistema de anel, ou R’ e R formam um sis-
tema de anel, ou ambos R' e Rz, eR’e R4, cada um independente-
mente forma sistemas de anel, ou R" e R® formam um sistema de anel,
ou R” e R* formam um sistema de anel, ou ambos R' e R®, e R® e R”,
cada um independentemente forma sistemas de anel, onde os ditos
sistemas de anel sdo independentemente selecionados a partir
de -C;-Cy heterociclila ou -C5-Cg carbociclila, ou R, R%, R® e R* séo
cada um ligagdes a diferentes carbonos em D, em que g e j sdo cada
um independentemente um namero inteiro a partir de 0 a 50 e m é um
namero inteiro a partir de 1 a 50, e em que D é uma ligacdo ou é sele-
cionado a partir do grupo consistindo em -S-, -C;-Cg alquile-
no-, -C¢-C.4 arileno-, -C4-Cy4 heteroarileno-, -C,-Cg heteroalquile-
no-, -aralquileno, -C;-Cy, heterociclo e -C3-Cg carbociclo, onde os di-
tos -C;-Cg alquileno-, -C4-Cy4 arileno-, -Cg-Cy4 heteroarileno-, -C4-Cq
heteroalquileno-, -aralquileno, -C;-C,o heterociclo e --C3;-Cg carbociclo
sao opcionalmente substituidos com -RF
, -C(O)RF, -C(O)ORF, -N(RF),, -N(R)C(O)RF or -N(R)C(O)ORF, e D é
adicionalmente opcionalmente substituido por 1 a 2 R, e -G*T?-G?-,
onde G' e G” sdo cada um independentemente -S(O)X*- ou -S(0),X*-;

[00128] L é LA-LP-(L9).3;

[00129] L* é selecionado a partir de: uma ligacdo a

AB, -NR-(ligacao a AB), alquil-SO,-heteroarila, arilSO,-heteroarila-,
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o]

O
%—NH ﬁ%‘“
(ligagdoa AB}
; HO (o] e o

{ligagdo a AB) (ligacioa AB)

T
[00130] LB éLB:-LPAL®S

[00131] em que LP! esta ausente ou é um ou mais componentes
selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(ONR-, -C(0)C,-Cealquil-, -C(O)NRC,-Cgalquil-
, -C1-Csalquil(OCH,CH,)1.6-, -C(0O)C;-CealquilNRC(O)-, -C(O)C;-Cealqui
|(OCH,CH)1.¢-, -C1-Cgalquil(OCH,CH,)1.6-C(O)-, -C;.Cealquil-S-S-C1.Cq

alqui-
|NRC(O)CH2', 'C]_-Csaqui|(OCH2CH2)1-5N RC(O)CHZ', 'C(O)Cl-C6a|qUi|'
NRC(O)Cyalquil-, -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-

: -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-
C(0)-, -C(0)-C,.Cealquil(OCH,CH,); {NRC(O)-, -C(O)C,.Cealquil-fenil(N
R-C(0O)C..Csalquila);.4-, -C(0O)C,.Cgalquil(OCH,CH,)1..-NRC(0O)C,.Csalq
uil-, -C,.Cgalquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(O)C;-Cealquil)-C;-Cgalquil- e
('CHZ'CHZ'O')l-ZO,

[00132] LP? é AAg.12, em que AA é um amino&cido natural, um ami-
noacido ndo natural or -(CR™),-S-S-(CR™), onde o and p s&o cada um
independentemente um numero inteiro a partir de 1 a 20,

[00133] LP®é-PABA-, -PABC- ou esta ausente,

[00134] L° est4 ausente ou é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo
em -C,.Cgalquileno-, -NRC;-Cg-heterocicliiNR-, -NRC3-Cg-carbociclilNR
-, -NRC;-CealquilNR-, -NRC;-Cgalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR- , -O(CR))
1.45-S(CR>)1.4N(R)-, -NRC,-Cg-alquilenofenilenoNR-, -NRC,-Cgalquilen
ofenileno-

SO,NR-, -OC; CsalquilS-SC, Cgalquil C((COOR)NR-, -NRC(COOR)C,.C
salquilS-SC,.CgalquilaO-,

Peticéo 870160036609, de 15/07/2016, pag. 35/355



29/243

L]
|
\.p"'u'i'l.pm"'
e
T
"l
[ )
e
I

[00135] em que
[00136] X*é CRouN,
[00137] XB é CH, CR(C(R),)1.sNR, CR(C(R),)1.30,
CR(C(R)2)1sC(O)NR, CR-(C(R)2)1sC(O)NRNR, CR(C(R).)1-3S0:NR,
CR(C(R)2)1.3NRNR, CR(C(R),)1.3NRC(O) ou N,
[00138] cada X°éR;
[00139] cada X® é -(CH,)..5-, ou esta ausente;
[00140] XFé O, S, C(R), C(R)(C(R)2)1.5-NR, ou NR, e
[00141] cada X é (C(R)2)1.3-NR ou C(R),-(C(R)2)1.5-O
[00142] De acordo com um outro aspecto da invencdo, é provido
um composto ligante de carga de Formula IIB:
Fl—Ll—'|I'—L2—F2

L (Formula 11B)
[00143] ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato do mes-
mo, em que:
[00144] F* e F? sdo, cada um independentemente, selecionados a

partir de sistemas de anel A, B, Ce D:

Wl W2 X Z
HN z
Ne o .
y-v2 * (Sistema de anel A)
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(Sistema de anel C)

RR
g
RR

R

(Sistema de anel D);

[00145] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg alquenila, -C,-Cg alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH,, -NH(C;-Cg alquila), -N(C.-Cg alqui-
la),, -NO,, -Cs-Cy4 arila e -C¢-Cy4 heteroarila, em que dois ou mais R
opcionalmente se unem para formar um anel ou anéis, e em que a di-
ta -C¢-Cy4 arila e -C¢-Cyy heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C;-Cy, alquila, -C;-Cyp alcoOxi, -halo, -C;-Cyo alquil-
tio, -trifluorometila, -NH,, -NH(C,-Cg alquila), -N(C-Cg alquila),, -C1-Cyq
alquil-N(C;-Cg alquila),, -C4-C3 alquiltio, -NO, ou -C,-C,4 heterociclila,
para cada sistema de anel no qual R aparece;

[00146] cada V' é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V' aparece;

[00147] cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada sis-
tema de anel no qual VV? aparece;

[00148] W' e W? sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -fenila, -C(O)OR, -C(O)SR, -C(O)NHN(R), ou -C(O)N(R), para cada
sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

[00149] cada X é independentemente -OH, -O-acila, azido, halo,
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cianato, tiocianato, isocianato, tioisocianato ou O |, para cada
sistema de anel no qual X aparece;

[00150] cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Ce alquil-
R* -C(O)R", -C(S)R?, -C(O)OR", -S(0),0R*, -C(O)N(R?),, -C(S)N(R?),,
glicosila, -NO, e -PO(OR"),, para cada sistema de anel no qual Y apa-
rece, em que cada R* é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C;-C,, alquila, -C;-Cg heteroalquila, -Cg-C14
arila, aralquila, -C;-Cyy heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -C4-Cyy al-
quilN(R),, em que a dita -C;-C, alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cyy
arila, aralquila, -C;-Cyy heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -C4-Cyy al-
quilN(R), s&o opcionalmente substituidas com 1 a 3 substituintes inde-
pendentemente selecionados a partir de R;

[00151] cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo, e
em que a dita C;-Cg alquila, -C,-Cg heteroalquila, -Cg-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo sao
cada uma opcionalmente substituida com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no
qual Z aparece;

[00152] L' e L? sdo, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligagéo direta, carbonila ou um grupo carbonil acila liga-
do ao F* ou F? na porcéo acila, onde o grupo carbonil acila é selecio-

nado a partir do grupo consistindo em:
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[00153] U* é selecionado a partir de
H, -CHj;, -OH, -OCH3;, -NO,, -NH,, -NHNHAc, -NHNHC(O)CHs;, -NH-C(
O)fenila ou —halo,

[00154] U?éH, -OH ou -OCHj,

[00155] U*é H, -CH; ou -C,Hs,

[00156] U*é H ou CHsS-,

[00157] U° e U° sdo, cada um independentemente, selecionados a

em que

partir de H, -halo, -C,-C, alquila, -C,-C3 alcoxi, -C,-Cg dialquilami-
no, -NO.,, -NHC(O)C;-Cyg alqui-
la, -OH, -NH,, -NHC(O)NH,, -NHC(O)CH; ou -NHC(O)fenila,

[00158] Q' é&-O-, -S-ou-NH-, e
[00159] Q2 e Q3 sao cada um independentemente -CH- ou -N-;
[00160] T é selecionado a partir de:
[00161] -C(AhHX:-T2-X'C(B')-, onde T? é
gD
m
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[00162] em que cada X' é independentemente uma liga-
¢80, -NRF-, -O- ou -S-, em que A e B sdo cada um independentemen-
te =O ou =S, em que R*, R? R® e R séo cada um independentemente
RE, ou R' e R? formam um sistema de anel, ou R® e R* formam um sis-
tema de anel, ou ambos R* e R? e R® e R* cada um independente-
mente forma sistemas de anel, ou R* e R® formam um sistema de anel,
ou R? e R* formam um sistema de anel, ou ambos R' e R®, e R* e R*
cada um independentemente forma sistemas de anel, onde os siste-
mas de anel sdo independentemente selecionados a partir de -C;-Cyg
heterociclila ou -C5-Cg carbociclila ou R*, R, R® e R s&o, cada um,
ligacdes a diferentes carbonos em D, em que g e j sdo cada um inde-
pendentemente um ndmero inteiro a partir de 0 a 50 e m € um nimero
inteiro a partir de 1 a 50, e em que D é selecionado a partir de do gru-
po consistindo em -C,-Cg alquileno-, -C4-C44 arileno-, -C4-C14 heteroari-
leno-, -C,-Cg heteroalquileno-, -aralquileno, -C;-C;, heterociclo
e -C;-Cg carbociclo, onde o dito -C;-Cg alquileno-, -C4-Cyy arile-
no-, -Ce-Cu4 heteroarileno-, -C1-Cq heteroalquile-
no-, -aralquileno, -C,-C,q heterociclo e -C3-Cg carbociclo sdo substitui-
dos com um membro do grupo selecionado a partir de N(R¥)C(O)- on-
de a carbonila é ligada ao L, and -C(O)- onde a carbonila € ligada ao L,
e adicionalmente opcionalmente substituida por 1 a 2 R;

[00163] onde cada RF é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalqui-
la, -arila, -aralquila, -C;-Ci, heterociclila, -Cs;-Cg carbocicli-
la, -C(O)OC,-Cg alquila, -C(O)N(C,-Cg alquila),, e -C(O)-halo, e em que
cada RF é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R;

[00164] L é LA-LB-(L%)yg;

[00165] L* é selecionado a partir

de -halo, -N(R),, -CON(R),, -S-arila opcionalmente substituida
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com -NO, ou -CONR,, -S-heteroarila opcionalmente substituida

com -NO,, alquil-SO,-heteroarila, arilSO,-heteroarila-,

e X8

[00166] L®é LP-L%%L™

[00167] em que LP! esta ausente ou é um ou mais componentes
selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(ONR-, -C(0)C,-Cegalquil-, -C(O)NRC,-Cgalquil-
, -C1-Csalquil(OCH,CH,)1.6-, -C(O)C;-CealquilNRC(O)-, -C(O)C;-Cealqui
|[(OCH,CHy)1.¢-, -C1-Cgalquil(OCH,CH,)1.6-C(O)-, -C;.Cealquil-S-S-C1.Cq

alqui-
|NRC(O)CH2', 'C]_-Csaqui|(OCH2CH2)1-5N RC(O)CHZ', 'C(O)Cl-C6a|qUi|'
NRC(O)Cyalquil-, -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-

: -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-
C(0)-, -C(0)-C,.Csalquil(OCH,CH,); NRC(O)-, -C(O)C;.Csalquilfenil(N
R-C(0O)C,.Csalquila);.4-, -C(0O)C,.Cgalquil(OCH,CH,)1..-NRC(0O)C,.Csalq
uil-, -C,.Cgalquil-, -S-, -C(0O)-CH(NR-C(O)C;-Cealquil)-C;-Cgalquil- e
('CHZ'CHZ'O')l-ZO;

[00168] LP? é AAg.12, em que AA é um amino&cido natural, um ami-
noacido ndo natural ou -(CR™),-S-S-(CR™), onde o e p sfo cada um
independentemente um numero inteiro a partir de 1 a 20,

[00169] LP®é -PABA-, -PABC- ou esta ausente;

[00170] L° est4d ausente ou é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo
em -C,.Cgalquileno-, -NRC;-Cg-heterocicliiNR-, -NRC3-Cg-carbociclilNR
-, -NRC;-CealquilNR-, -NRC;-Cgalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR- , -O(CR))
1.45-S(CR>)1.4N(R)-, -NRC,-Cg-alquilenofenilenoNR-, -NRC;-Cgalquilen
ofenilenoSO,NR-, -OC,.CgalquilS-SC,.Csalquil C(COOR)NR-, -NRC(CO
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SO,NR-, -OC,.CsalquilS-SC;.Cealquil C(COOR)NR-, -NRC(COOR)C,.C
salquilS-SC,.CgalquilO-,

o3

-2

% ‘4/ <><>j.r jr“ %

(K™ o

;—H,‘ 0-3
e oy \"' - -
—g-x% (%) XE i %
% WL = XH1a
’
0-3

[00171] em que

[00172] X*éCRouN,

[00173] XB é CH, CR(C(R),)1.sNR, CR(C(R),)1.30,
CR(C(R)2)1sC(ONR, CR-(C(R)2)1sC(O)NRNR, CR(C(R).)1-3S0:NR,
CR(C(R)2)1.3NRNR, CR(C(R),)1.3NRC(O) ou N;

[00174] cada X° é R;

[00175] cada X° é -(CH,)..5-, Ou esta ausente;

[00176] XFé O, S, C(R), C(R)(C(R)2)1.5-NR, ou NR, e

[00177] cada X é (C(R)2)1.5-NR ou C(R),-(C(R)2)1.5-O

[00178] De acordo com ainda um outro aspecto da invencéo é pro-

vido um composto conjugado de farmaco de anticorpo de Formula IlIB:

FLLLT-L2-F
|
AB L

1-20 (Férmula 111B)
[00179] ou um sal farmaceuticamente aceitavel ou solvato do mes-
mo, em que:
[00180] AB é um anticorpo;
[00181] F* e F? sdo, cada um independentemente, selecionados a

partir de sistemas de anel A, B, C e D:
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(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

[00182] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg alquenila, -C,-Cg alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH,, -NH(C;-Cg alquila), -N(C.-Cg alqui-
la),, -NO,, -Cs-Cy4 arila e -C¢-Cy4 heteroarila, em que dois ou mais R
opcionalmente se unem para formar um anel ou anéis, e em que a di-
ta -C¢-Cy4 arila e -C¢-Cyy heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C;-Cyy alquila, -C;-Cyp alcoxi, -halo, -C;-Cyo alquil-
tio, -trifluorometila, -NH,, -NH(C,-Cg alquila), -N(C-Cg alquila),, -C;-Cyq
alquil-N(C;-Cg alquila),, -C4-C3 alquiltio, -NO, ou -C,-C,4 heterociclila,
para cada sistema de anel no qual R aparece;

[00183] cada V' é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V' aparece;

[00184] cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada sis-
tema de anel no qual VV* aparece;

[00185] W' e W? sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -fenila, -C(O)OR, -C(O)SR, -C(O)NHN(R), ou -C(O)N(R), para cada
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sistema de anel no qual W* e W? aparecem:;

[00186] cada X é independentemente -OH, -O-acila, azido, halo,
o)

—0-8-R
cianato, tiocianato, isocianato, tioisocianato ou § o , para cada
sistema de anel no qual X aparece;
[00187] cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Ce alquil-
R* -C(O)R", -C(S)R”, -C(O)OR", -S(0),0R*, -C(O)N(R™),, -C(S)N(R?),,
glicosila, -NO, e -PO(OR"),, para cada sistema de anel no qual Y apa-
rece, em que cada R* é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C;-C,, alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C4-C14
arila, aralquila, -C;-Cyy heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -C4-Cyy al-
quilN(R),, em que a dita -C;-C, alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cyy
arila, aralquila, -C;-Cy, heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -C4-Cyy al-
quilN(R), s&o opcionalmente substituidas com 1 a 3 substituintes inde-
pendentemente selecionados a partir de R;
[00188] cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C¢-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo, e
em que a dita C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalquila, -Cg-Cy4 ari-
la, -aralquila, -C;-Co heterociclila, -C5-Cg carbociclila, -C(O)OC;-C; al-
quila, -C(O)N(C;-Cg alquila),, -C(O)OH, -C(O)NHNH, e -C(O)-halo sao
cada uma opcionalmente substituida com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no
qual Z aparece;
[00189] L' e L? sdo, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligagéo direta, carbonila ou um grupo carbonil acila liga-
do ao F* ou F? na porcéo acila, onde o grupo carbonil acila é selecio-

nado a partir do grupo consistindo em:
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‘*U > ‘*@&

[00190] U* é selecionado a partir de
H, -CHj;, -OH, -OCH3;, -NO,, -NH,, -NHNHAc, -NHNHC(O)CHs;, -NH-C(
O)fenila ou —halo,

[00191] U?éH, -OH ou -OCHj,

[00192] U®éH, -CH; ou -C,Hs

[00193] U*éH ou CH,S-,

[00194] U° e U® sdo, cada um independentemente, selecionados a

, em que

partir de H, -halo, -C,-C, alquila, -C,-C3 alcoxi, -C,-Cg dialquilami-
no, -NO.,, -NHC(O)C;-Cyg alqui-
la, -OH, -NH,, -NHC(O)NH,, -NHC(O)CH; ou -NHC(O)fenila,

[00195] Q'é-O-,-S-ou-NH-, e
[00196] Q2 e Q3 sao cada um independentemente -CH- ou -N-;
[00197] T é selecionado a partir de:
[00198] -C(AhHX':-T2-X'C(B')-, onde T? é
R1R2 R3 R4
gD ]
m
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[00199] em que cada X' é independentemente uma liga-
¢80, -NRF-, -O- ou -S-, em que A e B sdo cada um independentemen-
te =O ou =S, em que R*, R? R® e R séo cada um independentemente
RE, ou R' e R? formam um sistema de anel, ou R® e R* formam um sis-
tema de anel, ou ambos R* e R? e R® e R* cada um independente-
mente forma sistemas de anel ou R' e R® formam um sistema de anel
ou R? e R* formam um sistema de anel, ou ambos R' e R®, e R* e R*
cada um independentemente forma sistemas de anel, onde os siste-
mas de anel sdo independentemente selecionados a partir de -C;-Cyg
heterociclila ou -C3-Cg carbociclila ou R, R?, R® e R* sdo cada um liga-
cOes a diferentes carbonos em D, em que g e | sdo cada um indepen-
dentemente um namero inteiro a partir de 0 a 50 e m é um numero in-
teiro a partir de 1 a 50, e em que D é selecionado a partir do grupo
consistindo em -C;-Cg alquileno-, -C¢-C44 arileno-, -Cg-Cy4 heteroarile-
no-, -C;-Cg heteroalquileno-, -aralquileno, -C;-C,, heterociclo e -C3-Cg
carbociclo, onde o dito -C,-Cg alquileno-, -C4-C14 arileno-, -C4-C14 hete-
roarileno-, -C;-Cg heteroalquileno-, -aralquileno, -C;-C;q heterociclo
e -C3-Cg carbociclo sdo substituidos com um membro do grupo seleci-
onado a partir de N(RF)C(O)- onde a carbonila é ligada ao L,
e -C(O)- onde a carbonila é ligada ao L, e adicionalmente opcional-
mente substituida por 1 a 2 R;

[00200] onde cada RF é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila, -C;-Cg heteroalqui-
la, -arila, -aralquila, -C;-Ci, heterociclila, -Cs;-Cg carbocicli-
la, -C(O)OC;-Cg alquila, -C(O)N(C,-Cg alquila), e -C(O)-halo, e em que
cada RF é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes indepen-
dentemente selecionados a partir de R;

[00201] L éLALE-(L%)y,

[00202] L* é selecionado a partir de: um ligacdo ao

AB, -NR-(ligacao ao AB), alquil-SO,-heteroarila, arilISO,-heteroarila-,
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o]

(ligagio a AB)
lligacioa AB)

0
‘%—N
‘%—NH
3
HO o}

o

[00203] LB éLBL-LPAL®S

[00204] em que LP! esta ausente ou é um ou mais componentes
selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(ONR-, -C(0)C,-Cealquil-, -C(O)NRC,-Cgalquil-
, -C1-Csalquil(OCH,CH,)1.6-, -C(0O)C;-CealquilNRC(O)-, -C(O)C;-Cealqui
|(OCH,CH)1.¢-, -C1-Cgalquil(OCH,CH,)1.6-C(O)-, -C;.Cealquil-S-S-C1.Cq

alqui-
|NRC(O)CH2', 'C]_-Csaqui|(OCH2CH2)1-5N RC(O)CHZ', 'C(O)Cl-C6a|qUi|'
NRC(O)C,.salquil-, -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-

, -N=CR-fenil-O-C,.Cgalquil-
C(0)-, -C(0)-C,.Csalquil(OCH,CH,); NRC(O)-, -C(O)C;.Csalquilfenil(N
R-C(0O)C,.Csalquila);.4-, -C(0O)C,.Cgalquil(OCH,CH,)1..-NRC(0O)C,.Csalq
uil-, -C,.Csgalquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(O)C;-Cealquil)-C;-Cgalquil- e
(-CH2-CH2-0-)1.20;

[00205] LP? é AAg.12, em que AA é um amino&cido natural, um ami-
noacido ndo natural ou -(CR™),-S-S-(CR™), onde o e p sfo cada um
independentemente um numero inteiro a partir de 1 a 20,

[00206] LP®é-PABA-, -PABC- ou esta ausente;

[00207] L° est4d ausente ou é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo
em -C,.Cgalquileno-, -NRC;-Cg-heterocicliNR-, -NRC;-Cg-carbociclilNR
-, -NRC;-CealquilNR-, -NRC;-Cgalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR- , -O(CR))
1.45-S(CR>)1.4N(R)-, -NRC,-Cg-alquilenofenilenoNR-, -NRC,-Cgalquilen
ofenilenoSO,NR-, -OC,.CgalquilS-SC;.Csalquil C(COOR)NR-, -NRC(CO
SO,NR-, -OC; CgalquilS-SC, Cgalquil C((COOR)NR-, -NRC(COOR)C,.C
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salquilS-SC,.CgalquilO-,

0-3

VAR e

X%z

(X512

. 0-3
e "
—_— —XA ()(D} 'xE
E 10-3

[00208] em que

[00209] X*é CRouN,

[00210] X° é CH, CR(C(R)2)13NR, CR(C(R)2)1:30,
CR(C(R)2)1sC(O)NR, CR-(C(R)2)1sC(O)NRNR, CR(C(R).)1-3S0:NR,
CR(C(R)2)1.3NRNR, CR(C(R),)1.3NRC(O) ou N;

[00211] cada X°éR;

[00212] cada X° é -(CH,)..5-, Ou esta ausente;

[00213] XFé O, S, C(R), C(R)(C(R)2)1.5-NR, ou NR, e

[00214] cada X é (C(R)2)1.5-NR ou C(R),-(C(R)2)1.5-O

[00215] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde:

[00216] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,, alquila e -NH.

[00217] cada V' é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V! aparece;

[00218] cada V?é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual VV? aparece;

[00219] W' e W? sd0 cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -C(O)OR, ou -C(O)NR, para cada sistema de anel no qual W' e W?
aparecem;

[00220] cada X é independentemente halo, para cada sistema de
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anel no qual X aparece;
[00221] cada Y € independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C(O)R”*, -C(O)N(R"),, glicosila, -NO, e -PO(OR"),,
para cada sistema de anel no qual Y aparece, em que cada R* é inde-
pendentemente selecionado a partir do grupo consistindo em
H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg heteroalquila, -C3-Cg carbociclila e -C;-Cyg
alquilN(R),, em que a dita -C;-C,, alquila, -C,-Cg heteroalquila, -C5-Cq
carbociclila e -C;-C,q alquilN(R), sdo opcionalmente substituidas com
1 a 3 subsituintes independentemente selecionados a partir de R;
[00222] L' e L? sdo, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligacéo direta e carbonila; e
[00223] T é selecionado a partir de:
[00224] -NRP-T'-NR®- onde R® e R® s&o cada um independente-
mente H ou -C,-Cg alquila,
[00225] -C(O)hetC(O)- em que het € uma heteroarila monociclica de
5 a 12 membros, contendo um a dois heteroadtomos independentemen-
te selecionados a partir de O, N e S, em que het & opcionalmente
substituido com 1 a 8 substituintes cada um independentemente sele-
cionado a partir do grupo consistindo em -C;-Cg alquila, -NH,, e -NH,,
e os ditos substituintes opcionais em het sdo opcionalmente substitui-
dos com -C;-Cg alquila, onde pelo menos um de F* e F? é selecionado
a partir do grupo consistindo em sistema de anel C e sistema de anel
D quando T é -C(O)hetC(0O)-, e
[00226] -C(AY)X'-T?-X'C(BY)-, onde T é:
R1R2 R3 R4
gD ]
m

[00227] em que cada X" é uma ligacdo, em que A' e B' sdo cada

um independentemente =O, em que Rl, Rz, R3, e R" sdo cada um in-
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dependentemente H ou R' e R® formam um sistema de anel, ou R’ e
R* formam um sistema de anel, ou ambos R'e Rz, eR’e R4, cada um
independentemente forma sistemas de anel, ou R' e R® formam um
sistema de anel, ou R’ e R* formam um sistema de anel, ou ambos R'

e R3, eR’e R4, cada um independentemente forma sistemas de anel,
onde os ditos sistemas de anel sdo independentemente selecionados
a partir de -C;-Cyo heterociclila ou -C3-Cg carbociclila, e em que D é
uma ligacdo ou é selecionado a partir do grupo consistindo em —S-
, -C1-Cg alquileno-, -C4-C44 arileno-, -C4-Cq4 heteroarileno-, -C4-C4o he-
terociclo e -C5-Cg carbociclo, onde o dito -C;-Cg alquileno-, -Cg-Cy4 ari-
leno-, -C4-Cy14 heteroarileno-, -C;-Cyy heterociclo e --C3-Cg carbociclo
sdo opcionalmente  substituidos com  -NH,, -N(R)C(O)H
ou -N(R)C(O)OH.

[00228] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde dois ou
mais R se unem opcionalmente para formar um anel ou anéis.

[00229] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde

[00230] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,q alquila e -NH,;

[00231] cada Vié independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V! aparece;

[00232] cada Ve é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual Va aparece;

[00233] W' e W? sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -C(O)OR, ou -C(O)NR, para cada sistema de anel no qual W* e W?
aparecem;

[00234] cada X é independentemente halo, para cada sistema de
anel no qual X aparece;

[00235] cada Y é independentemente selecionado a partir de uma
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ligacao,

H, -C(O)R", -C(S)R”", -C(O)OR”, -S(0),0R", -C(O)N(R"%),, -C(S)N(R™),,
glicosila, -NO, e -P(0)(OR"), para cada sistema de anel no qual Y apa-
rece, em que cada R* é independentemente selecionado a partir de
H, -C;-Cy alquila, -C;-Cg heteroalquila, -C4-Cy4 arila, aralquila, -C;-Cyg
heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -C;-Cyo alquilN(R),, -C4-Cy, alquile-
no, -C;-Cg heteroalquileno, -C4-C44 arileno, aralquileno, -C;-C,, hetero-
ciclo, -C5-Cg carbociclo e -C;-Cy alquilN(R)-, e R onde dito R* é opci-
onalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente se-
lecionados a partir de R, e em que um Y é divalente e esta ligado ao L,
[00236] R é -N(R®)QN(R”)C(O)- e estéa ligado ao L na carbonila ad-
jacente N(R®), em que R’ e R® sdo, cada um independentemente, se-
lecionados a partir do grupo consistindo em H, -C;-Cg alquila e -C;-Cg
heteroalquila, ou R® ou R® se unem com um carbono substituido em Q
para formar um anel -C;-C1, heterociclico ou -C¢-C14 heteroarila ou R®
e R® se unem em conjunto para formar um sistema de anel -C;-C1, he-
terociclico ou -C4-Cy, heteroarila and onde Q é -C;-Cg alquile-
no-, -Ce-C14 arileno-, ou -C5-Cq carbociclo-, em que Q, R® e R® sdo, ca-
da um independentemente opcionalmente, substituidos com 1 a 3

substituintes independentemente selecionados a partir de R;

[00237] L' e L? sao, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligacéo direta e carbonila; e

[00238] T é selecionado a partir de:

[00239] -NRE-T'-NR®- onde R® e R® s&o cada um independente-
mente H ou -C,-Cg alquila,

[00240] -C(O)hetC(O)- em que het € uma heteroarila monociclica de
5 a 12 membros, contendo um ou dois heteroatomos independente-
mente selecionados a partir de O, N e S, em que het é opcionalmente
substituido com 1 a 8 substituintes cada um independentemente sele-

cionado a partir do grupo consistindo em -C;-Cg alquila, -NH,, e -NH,,

Peticéo 870160036609, de 15/07/2016, pag. 51/355



45/243

e os ditos substituintes opcionais em het sdo opcionalmente substitui-
dos com -C;-Cg alquila, onde pelo menos um de F* e F? é selecionado
a partir do grupo consistindo em sistema de anel C e sistema de anel
D quando T é -C(O)hetC(0O)-, e
[00241] -C(AY)X'-T?-X'C(BY)-, onde T é:

R1R2 RS R4

gD ]
m

[00242] em que cada X' é uma ligacdo, em que A' e B* sdo cada
um independentemente =O, em que R', R? R® e R* sdo cada um in-
dependentemente H ou R' e R? formam um sistema de anel, ou R® e
R* formam um sistema de anel, ou ambos R' e R? e R® e R?*, cada um
independentemente forma sistemas de anel, ou R' e R® formam um
sistema de anel, ou R* e R* formam um sistema de anel, ou ambos R*
e R? e R? e R?, cada um independentemente forma sistemas de anel,
onde os ditos sistemas de anel sdo independentemente selecionados
a partir de -C;-Cyo heterociclila ou -C3-Cg carbociclila, e em que D é
uma ligacdo ou é selecionado a partir do grupo consistindo em —S-
, -C1-Cg alquileno-, -C4-C44 arileno-, -C4-Cq4 heteroarileno-, -C4-C4o he-
terociclo e -C5-Cg carbociclo, onde o dito -C;-Cg alquileno-, -Cg-Cy4 ari-
leno-, -C4-Cy14 heteroarileno-, -C;-Cyy heterociclo e --C3;-Cg carbociclo
sdo opcionalmente  substituidos com  -NH,, -N(R)C(O)H
ou -N(R)C(O)OH.
[00243] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde
[00244] cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C;-C,q alquila e -NH,;
[00245] cada V! é independentemente O ou N(R) para cada sistema

de anel no qual V! aparece;
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[00246] cada V?é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual VV? aparece;
[00247] W' e W? sdo cada um independentemente H, -C;-Cs alqui-
la, -C(O)OR, ou -C(O)NR, para cada sistema de anel no qual W' e W?
aparecem;
[00248] cada X é independentemente halo, para cada sistema de
anel no qual X aparece;
[00249] cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C(O)R”*, -C(O)N(R"),, glicosila, -NO, e -PO(OR"),,
para cada sistema de anel no qual Y aparece, em que cada R* é inde-
pendentemente selecionado a partir do grupo consistindo em
H, -C;-C,o alquila, -C,-Cg heteroalquila, -C3-Cg carbociclila e -C;-Cyg
alquilN(R),, em que a dita -C;-C,, alquila, -C,-Cg heteroalquila, -C5-Cq
carbociclila e -C;-C,y alquilN(R), sdo opcionalmente substituidas com
1 a 3 substituintes independentemente selecionados a partir de R;
[00250] L' e L? sao, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligacéo direta e carbonila; e
[00251] T é-C(AHX-T>-X'C(B)-, onde T’ &:
R1R2 R3 R4
gD ]
m
[00252] em que cada X' é uma ligacdo, em que A' e B' sdo cada
um independentemente =O, em que R*, R? R® e R* sdo cada um in-
dependentemente H ou R' e R? formam um sistema de anel, ou R® e
R* formam um sistema de anel, ou ambos R' e R? e R® e R?*, cada um
independentemente forma sistemas de anel, ou R' e R® formam um
sistema de anel, ou R* e R* formam um sistema de anel, ou ambos R*
e R? e R? e R?, cada um independentemente forma sistemas de anel,

onde os ditos sistemas de anel sdo independentemente selecionados
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a partir de -C;-C,o heterociclila ou -C3-Cg carbociclila, e em que D é
uma ligacdo ou é selecionado a partir do grupo consistindo em —S-
, -C1-Cg alquileno-, -C4-C44 arileno-, -C4-Cy4 heteroarileno-, -C4-C,o he-
terociclo e -C5-Cg carbociclo, onde dito -C;-Cg alquileno-, -Cg¢-Cy4 arile-
no-, -Cs-C14 heteroarileno-, -C;-Cy, heterociclo e --C3-Cg carbociclo sao
opcionalmente substituidos com -NH,, -N(R)C(O)H ou -N(R)C(O)OH.
[00253] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde

[00254] L* ¢é selecionado a partir do grupo consistindo
em -halo, -N(R), , -CON(R),, -S-arila opcionalmente substituida
com -NO, ou —CON(R),, -S-heteroarila opcionalmente substituida

com -NO,, alquil-SO,-heteroarila, arilSO,-heteroarila-,e

3

[00255] LP é L®-LP%LP% em que L®' esta ausente ou é um ou mais
componentes selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)-, -
C(S)- , -C(O)NR-, -C(O)C;-Cealquil-, -C(O)NRC;-Cgalquil-
, -C1-Csalquil(OCH,CH,)1.6-, -C(O)C;-CealquilNRC(O)-, -C(O)C;-Cealqui
|(OCH,CH)1.¢-, -C1-Cgalquil(OCH,CH,)1.6-C(O)-, -C;.Cealquil-S-S-C1.Cq
alquilNRC(O)CH,-, -C; Cealquil(OCH,CH,); sNRC(O)CH,-, -C(O)C,.Csa
INRC(O)CH,-, -C,.Cgalquil(OCH,CH,); sNRC(O)CH,-, -C(O)C,.Cgalquil-
NRC(O)C,alquil-

, -C(0)-C,.Csalquil(OCH,CH;)1.NRC(0)-, -C(0O)C;.Csalquil-fenil(NR-C(
0O)C..Cealquila); 4-, -C(O)C;.Csalquil(OCH,CH;);1.6-NRC(O)C,.Cealquil-
, -CrCealquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(O)C;-Cegalquil)-C;-Cgalquil- e
(-CH,-CH,-0O-)1.20, em que L®? é AAq.1,, em que AA é um aminoéacido
natural, um aminoéacido n&o natural ou -(CR"),-S-S-(CR™), onde 0 e p
sdo cada um independentemente um numero inteiro a partir de 1 a 20,

e LB é -PABA-, -PABC- ou esta ausente; e

Peticéo 870160036609, de 15/07/2016, pag. 54/355



48/243

[00256] LCesta ausente.

[00257] Os aspectos adicionais da invencao incluem conjugados de
farmaco de anticorpo tais como aqueles mencionados no presente do-
cumento onde L* é selecionado a partir de: uma ligacdo ao
AB, -NR-(ligacao ao AB), alquil-SO,-heteroarila, arilISO,-heteroarila-,

o ]

o}
[ligagdo ao AB) [ligagdo ao AB)
‘%N H %NH ‘%N
(ligagdo a0 AB)
HO o . HO (o] e a

[00258] LP é L®-LP%LP% em que L®' esta ausente ou é um ou mais
componentes selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -
C(S)-, -C(O)NR-, -C(0O)C;-Cealquil-, -C(O)NRC;-Cgalquil-
, -C1-Csalquil(OCH,CH,)1.6-, -C(O)C;-CealquilNRC(O)-, -C(O)C;-Cealqui
|(OCH,CHy)1.¢-, -C1-Cgalquil(OCH,CH,)1.6-C(O)-, -C;.Cealquil-S-S-C1.Cq

alqui-
|NRC(O)CH2', 'C]_-Csaqui|(OCH2CH2)1-5N RC(O)CHZ', 'C(O)Cl-C6a|qUi|'
NRC(O)C,alquil-

, -C(0)-C1.Csalquil(OCH,CH;)1.NRC(0)-, -C(0O)C;.Csalquil-fenil(NR-C(
0O)C..Cealquila); 4-, -C(O)C;.Csalquil(OCH,CH,)1.s-NRC(O)C,.Cealquil-
, -CrCealquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(O)C;-Cegalquil)-C;-Cgalquil- e
(-CH,-CH»-0O-)1.20, em que L®? é AAq.1,, em que AA é um aminoéacido
natural, um aminoéacido n&o natural ou -(CR"),-S-S-(CR™), onde 0 e p
sdo cada um independentemente um numero inteiro a partir de 1 a 20,
e L% é -PABA-, -PABC- ou esta ausente; e

[00259] L°esta ausente.

[00260] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde R é seleci-

onado a partir de:
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D
RE D RE  pD R
R o RO
bf»b :b’tf"z' 1 R® 0 ¢ RD RC 1 r. ¥R
. a -
o %y ,)l\N N N RD NJL\ ” -
I.w"-;_ \ q .r-"r’ )*N RD\ q M |15 q N |
% M N_—E RC | RD | o | R RD
| | RP . R° D , ‘HL/&O .
RO RD 2 R e

[00261] em que g é 1-10, e cada b é independentemente CR®, N,
NRP, OouS.

[00262] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde um ou mais
W é C,;-C; alquila.

[00263] Os aspectos adicionais da invencéo incluem compostos tais
como agueles mencionados no presente documento onde X é cloro.
[00264] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde um Y € H ou
—C(0)C,-Cypalquila.

[00265] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde um ou mais
ZéH.

[00266] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde T é selecio-
nado a partir de uma amida ou amino-ligacdo-amino da férmu-
la -NH-C(O)-NH- ou -NH-C(O)-het-C(O)-NH-.

[00267] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde a amida
€ -C(O)NH- ou -NHC(O)-.

[00268] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
como aqueles mencionados no presente documento onde het € uma
heteroarila selecionada a partir de pirrol-2-,5-diila-, fur-2,5-diila-, in-
dol-2,5-diila, benzofuran-2,5-diila e 3, 6-di-hidrobenzo[1, 2-b:4, 3-b ]di-
pirrol-2,7-diila.

[00269] Os aspectos adicionais da invencao incluem compostos tais
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como aqueles mencionados no presente documento onde L' e L? s&o
selecionados a partir de carbonila, 2-carbonilindol-5-ila,
2-carbonil-6-hidroxi-7-metoxiindol-5-ila, 2-carbonil-1,2,3,6-tetra-
hidrobenzo[1,2-b:4,3-b  ]dipirrol-7-ila,  2-carbonil-4-hidréxi-5-metoxi-
1,2,3,6-tetra-hidrobenzo[1,2-b:4,3-b’]dipirrol-7-ila e 2-carbonil-4-hidréxi-
5-metdxi-1,2,3,6-tetra-hidrobenzo[1,2-b:4,3-b’]dipirrol-7-ila.

[00270] Os aspectos adicionais da invencdo sao aqueles compos-
tos recitados no presente documento onde um ou mais dos que se-
guem se aplicam: W é metila; X € um halogénio; Y é hidrogénio
ou -COR onde R é C;-Cypalquila; e Z é hidrogénio.

[00271] A invencdo também inclui composto conforme descrito no
presente documento onde T é selecionado a partir de uma amida (isto
€, -C(O)NH- ou —NHC(0O)-); ou um amino-ligacdo-amino da férmu-
la -NH-T'-NH onde T’ é carbonila ou -C-(O)-het-C(O)-. Onde T é um
amino-ligacdo-amino da formula NH-T'-NH, T’ pode ser carbonila (isto
€, -C-(0)-) ou -C(0)-het-C(O)- onde het € uma heteroarila selecionada
a partir de pirrol-2-, 5-diila-; fur-2, 5-diila-; indol-2, 5-diila; benzofuran-2,
5-diila; ou 3, 6-di-hidrobenzo[1, 2-b:4, 3-b ]dipirrol-2, 7-diila.

[00272] Também incluidos nas modalidades da invencdo estéo
aqueles compostos como descritos no presente documento onde L* e
L> s3o selecionados a partir de  2-carbonilindol-5-ila;
2-carbonil-6-hidroxi-7-metoxiindol-5-ila; 2-carbonil-1, 2, 3, 6-tetra-
hidrobenzo[1, 2-b:4, 3-b ]dipirrol-7-ila; 2-carbonil-4-hidroxi-5-metoxi-1,
2, 3, 6-tetra-hidrobenzol1, 2-b:4, 3-b’]dipirrol-7-ila; e
2-carbonil-4-hidroxi-5-metoxi-1, 2, 3, 6-tetra-hidrobenzo[l, 2-b:4, 3-b’
]dipirrol-7-ila.

[00273] Um outro aspecto da invencao inclui compostos conforme
descrito no presente documento onde L* é
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[00274] A invencéo inclui além disso, ligantes de carga ou conjuga-
dos de farmaco de anticorpo compreendendo um radical dos compos-
tos de carga descritos no presente documento.

[00275] De forma importante, a invencgéo inclui composi¢cdes farma-
céuticas dos compostos, e quaisquer sais farmaceuticamente aceita-
veis ou solvatos dos mesmos, descritos no presente documento, onde
a composicao farmacéutica incluis um excipiente farmaceuticamente
aceitavel.

[00276] A invencdo ainda se refere a métodos de tratar cancer
compreendendo administrar a um paciente que precisa do mesmo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um ou mais de um com-
posto descrito no presente documento ou uma composic¢ao farmacéu-
tica ou composi¢cdes compreendendo um ou mais destes compostos.
[00277] Alguns compostos, incluindo cargas, ligantes de carga e
ADCs retratados no presente documento, sdo mostrados em uma for-
ma estereoisomérica especifica. A invencdo, no entanto, pretende in-
cluir todas as formas estereoisoméricas destes compostos. Por exem-
plo, um composto com todos 0s centros estereocisoméricos pode ser
retratado como a forma R, S do composto, porém a invencao conduz
todas as formas estereoisoméricas, por exemplo, R,R; R,S; S,Re S,S.
DESCRICAO DETALHADA

[00278] A presente invencao se refere aos compostos bifuncionais

citotéxicos, aos conjugados de farmaco de anticorpo (ADCs) compre-
endendo ditos compostos bifuncionais citotoxicos e aos métodos para
usar o mesmo para tratar cancer e outras condi¢cdes patologicas. A
invencdo também se refere a métodos de uso de tais compostos e/ou

conjugados in vitro, in situ e in vivo para a deteccéo, diagndéstico ou
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tratamento de células de mamiferos ou condi¢cdes patoldgicas associ-
adas.

Definicbes e Abreviagcoes

[00279] A menos que expressado de outra forma, os termos e as
frases a seguir que sao usados no presente documento pretendem ter
os significados a seguir. Quando 0os nomes comerciais sao usados no
presente documento, 0 nome commercial inclui a formulag&o do produ-
to, o farmaco genérico e o(s) ingrediente(s) farmacéutico(s) ativo(s) do
produto com nome comercial, a menos que indicado de outra forma
pelo contexto.

[00280] O termo "anticorpo” (ou "Ab") no presente documento é
usado no sentido mais amplo e cobre especificamente 0os anticorpos
monoclonais intactos, anticorpos policlonais, anticorpos monoespecifi-
cos, anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecifi-
cos) e fragmentos de anticorpo que exibem a atividade biolégica dese-
jada. Um anticorpo e fragmentos de anticorpo que exibem a atividade
biol6gica desejada. Um anticorpo intacto tem primariamente duas regi-
des: uma regido variavel e uma regido constante. A regido variavel se
liga a e interage com um antigeno-alvo. A regido variavel inclui uma
regidao complementar determinante (CDR) que reconhece e se liga a
um sitio de ligacdo especifico em um antigeno particular. A regido
constante pode ser reconhecida pelo sistema immune e interagir com
o sistema imune (veja, por exemplo, Janeway e outros, 2001, Immuno.
Biology, 5th Ed., Garland Publishing, New York). Um anticorpo pode
ser de qualquer tipo ou classe (por exemplo, IgG, IgE, IgM, IgD e IgA)
ou subclasse (por exemplo, 1gG1, IgG2, 1gG3, 1gG4, IgAl e IgA2). O
anticorpo pode ser derivado de quaisquer espécies adequadas. Em
algumas modalidades, o anticorpo é de origem humana ou murina. Um
anticorpo pode ser, por exemplo, humano, humanizado ou quimérico.

[00281] Os termos "especificamente se liga" e "ligacdo especifica"
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se referem a ligacdo ao anticorpo em um antigeno predeterminado.
Tipicamente, o0 anticorpo se liga com uma afinidade de pelo menos
cerca de 1x10’ M e se liga a um antigeno predeterminado com uma
afinidade que é pelo menos duas vezes maior do que a sua afinidade
pela ligacdo a um antigeno ndo especifico (por exemplo, BSA, casei-
na) diferente do antigeno predeterminado ou um antigeno intimamente
relacionado.

[00282] O termo "anticorpo monoclonal" conforme usado no presen-
te documento se refere a um anticorpo obtido a partir de uma popula-
cao de anticorpos substancialmente homogéneos, isto €, 0s anticorpos
individuais compreendendo a populacdo sao idénticos exceto com re-
lacdo a possiveis mutacfes que ocorrem naturalmente que podem es-
tar presentes em quantidades menores. Os anticorpos monoclonais
sdo altamente especificos, sendo direcionados a um unico sitio anti-
génico. O modificador "monoclonal” indica o carater do anticorpo como
sendo obtido a partir de uma populacdo substancialmente homogénea
de anticorpos e nao deve ser interpretada como a producdo necessa-
ria do anticorpo por qualquer método particular.

[00283] O termo "anticorpos monoclonais" inclui especificamente
anticorpos "quiméricos" nos quais uma porcdo da cadeia pesada e/ou
leve € idéntica a ou homdloga com a sequéncia correspondente de
anticorpos derivados de uma espécie particular ou pertencente a uma
classe ou subclasse de anticorpo particular enquanto o restante da(s)
cadeia(s) € idéntico a ou homdélogo com as sequéncias corresponden-
tes de anticorpos derivados de outras espécies ou pertencentes a uma
outra classe ou subclasse de anticorpo, assim como fragmentos de
tais anticorpos, a medida que eles exibem a atividade biologica dese-
jada.

[00284] Conforme usado no presente documento, "H(C)-" se refere

a trastuzumab (nome comercial HERCEPTIN®) o qual é um anticorpo
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monoclonal que interfere com o receptor HER2/neu, ligado através de
uma de suas cistinas ao composto da invencao. Conforme usado no
presente documento, "H(K)-" se refere a trastuzumab o qual € um anti-
corpo monoclonal que interfere com o receptor HER2/neu, ligado atra-
vés de uma de suas lisinas ao composto da invencao.

[00285] Um "anticorpo intacto"” é um que compreende uma regiao
variavel de ligacdo ao antigeno assim como um dominio constante de
cadeia leve (C.) e dominios constantes de cadeia pesada, Cyi, Chp,
Cusz e Cpy, conforme sejam adequados para a classe do anticorpo. Os
dominios constantes podem ser dominios constantes de sequéncia
nativa (por exemplo, dominios constantes de sequéncia nativa huma-
na) ou variantes de sequéncia de aminoacido dos mesmos.

[00286] Um anticorpo intacto pode ter uma ou mais "funcdes efeto-
ras", as quais se referem aquelas atividades bioldgicas que podem ser
atribuidas a regido Fc (por exemplo, uma regido Fc de sequéncia nati-
va ou regido Fc variante de sequéncia de aminoacido) de um anticor-
po. Exemplos de fungdes efetoras de anticorpo incluem citotoxicidade
dependente complementar, citotoxicidade mediada por célula depen-
dente de anticorpo (ADCC) e fagocitose mediada por célula dependen-
te de anticorpo.

[00287] Um "fragmento de anticorpo” compreende uma porcao de
um anticorpo intacto, preferencialmente compreendendo a ligagcado ao
antigeno ou regido variavel do mesmo. Os exemplos de fragmentos de
anticorpo incluem Fab, Fab’, F(ab'),, e fragmentos Fv, diacorpos, tria-
corpos, tetracorpos, anticorpos lineares, moléculas de anticorpo de
cadeia Unica, scFv, scFv-Fc, fragmentos multiespecificos de anticorpo
formados a partir de fragmentos de anticorpo(s), fragmento(s) produzi-
dos por uma biblioteca de expressédo Fab ou fragmentos de ligacéo de
epitopo de qualquer um dos que estdo acima os quais se ligam imu-

noespecificamente a um antigeno-alvo (por exemplo, um antigeno de
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célula cancerigena, um antigeno viral ou um antigeno microbiano).
[00288] O termo "variavel" no contexto de um anticorpo se refere a
certas por¢cOes dos dominios variaveis do anticorpo que diferem exten-
sivamente na sequéncia e sao usados nesta ligacdo e especificidade
de cada anticorpo particular para seu antigeno particular. Esta variabi-
lidade estd concentrada em trés segmentos chamados "regides hiper-
variaveis" nos dominios varidveis na cadeia leve e cadeia pesada. As
porcdes mais altamente conservadas de dominios variaveis sdo cha-
madas as regides estruturais (FRs). Os dominios variaveis de cadeias
leves e pesadas nativas compreendem quatro FRs conectadas por
trés regides hipervariaveis.

[00289] O termo "regido hipervariavel” quando usado no presente
documento se refere aos residuos de aminoacido de um anticorpo que
sdo responséaveis pela ligacdo ao antigeno. A regido hipervariavel ge-
ralmente compreende residuos de aminoacido a partir de uma "regiao
determinante de complementariedade" ou "CDR" (por exemplo, resi-
duos 24-34 (L1), 50-56 (L2) e 89-97 (L3) no dominio variavel da cadeia
leve e 31-35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (L3) no dominio variavel da ca-
deia pesada; Kabat e outros (Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)) e/ou aqueles residuos de um "laco hipervaria-
vel" (por exemplo, residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) e 91-96 (L3) no do-
minio variavel da cadeia leve e 26-32 (H1), 53-55 (142) e 96-101 (H3)
no dominio variavel da cadeia pesada; Chothia and Lesk, 1987, J. Mol.
Biol. 196:901-917). Os residuos FR s&o aqueles residuos de dominio
variavel diferentes dos residuos de regido hipervariavel conforme defi-
nidos no presente documento.

[00290] Um fragmento de anticorpo "Fv de cadeia Unica" ou "scFv"
compreende os dominios V.sub.H e V.sub.L de um anticorpo, em que

estes dominios estdo presentes em uma cadeia de polipeptideo Unica.
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Tipicamente, o polipeptideo Fv também compreende um ligante de po-
lipeptideo entre os dominios V.sub.H e V.sub.L os quais permitem ao
scFv de formar a estrutura desejada para a ligacdo ao antigeno. Para
uma revisao de scFv, veja Pluckthun in The Pharmacology of Mono-
clonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Spring-
er-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

[00291] O termo "diacorpo” se refere a pequenos fragmentos de
anticorpo com dois sitios de ligacdo ao antigeno, cujos fragmentos
compreendem um dominio pesado variavel (Vy) conectado a um do-
minio leve variavel (V) na mesma cadeia de polipeptideo. Ao usar um
ligante que é muito curto para permitir o pareamento entre os dois do-
minios na mesma cadeia, os dominios séo forcados a parear com 0s
dominios complementares de uma outra cadeia e criar dois sitios de
ligacdo ao antigeno. Os diacorpos séo descritos mais completamente
em, por exemplo, Pedido de Patente EP 0 404 097; publicacao inter-
nacional WO 93/11161; e Hollinger e outros, 1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90:6444-6448.

[00292] As formas "humanizadas" de anticorpos ndo humanos (por
exemplo, roedores) sdo anticorpos quiméricos que contém a sequén-
cia minima derivada de imunoglobulina ndo humana. Para a maior par-
te, os anticorpos humanizados sao as imunoglobulinas humanas (anti-
corpo recipiente) nas quais os residuos da regido hipervariavel do re-
cipiente séo substituidos pelos residuos a partir da regidao hipervariavel
das espécies ndao humanas (anticorpo do doador) tais como camun-
dongo, rato, coelho ou primata ndo humano tendo a especificidade,
afinidade e capacidade desejadas. Em alguns exemplos, os residuos
da regido estrutural (FR) da imunoglobulina humana sdo substituidos
por residuos ndo humanos correspondentes. Além disso, 0s anticorpos
humanizados podem compreender residuos que ndo sdo encontrados

no anticorpo recipiente ou no anticorpo do doador. Estas modificacoes
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séo feitas também para refinar o desempenho do anticorpo. Em geral,
0 anticorpo humanizado compreendera substancialmente todos de pe-
lo menos um, e tipicamente dois, dominios variaveis, nos quais todos
ou substancialmente todos dos lacos hipervariaveis correspondem
agqueles de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou substancial-
mente todas das FRs s&o aquelas de uma sequéncia da imunoglobuli-
na humana. O anticorpo humanizado opcionalmente também compre-
ende pelo menos uma por¢cdo de uma regido constante de imunoglo-
bulina (Fc), tipicamente aquela da imunoglobulina humana. Para maio-
res detalhes, veja Jones e outros, 1986, Nature 321:522-525; Riech-
mann e outros, 1988, Nature 332:323-329; e Presta, 1992, Curr. Op.
Struct. Biol. 2:593-596.

[00293] Conforme usado no presente documento, "isolado" significa
separado de outros componentes de (a) uma fonte natural, tal como
uma planta ou célula ou cultura celular animal ou (b) uma mistura de
reacdo quimica organica sintética. Conforme usado no presente do-
cumento, "purificado" significa que quando isolado, o isolado contém
pelo menos 95% e em um outro aspecto pelo menos 98%, de um
composto (por exemplo, um conjugado) em peso do isolado.

[00294] Um anticorpo "isolado" € um que foi identificado e separado
e/ou recuperado de um componente de seu ambiente natural. Os
componentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais
que interfeririam com os usos diagnésticos ou terapéuticos para o anti-
corpo e podem incluir enzimas, horménios e outros solutos proteina-
ceos ou nédo proteinaceos. Em modalidades preferidas, o anticorpo se-
ra purificado (1) até mais do que 95% em peso do anticorpo conforme
determinado pelo método Lowry e mais preferencialmente mais do que
99% em peso, (2) até um grau suficiente para obter pelo menos 15 re-
siduos de sequécia de aminoacido N-terminal ou interna através do

uso de um sequenciador de copo giratorio ou (3) até a homogeneidade
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através de SDS-PAGE sob condicbes de reducdo ou ndo reducéo
usando o azul de Coomassie ou preferencialmente, coloracao de pra-
ta. O anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ dentro de células re-
combinantes uma vez que pelo menos um componente do ambiente
natural do anticorpo ndo estaréa presente. Normalmente, no entanto, o
anticorpo isolado sera preparado através de pelo menos uma etapa de
purificagao.

[00295] Um anticorpo que "induz apoptose” é um gue induz a morte
celular programada conforme determinada pela ligacdo de anexina V,
fragmentacdo de DNA, encolhimento celular, dilatagdo de reticulo en-
doplasmaético, fragmentacdo celular e/ou formacdo de vesiculas de
membrana (chamados corpos apoptéticos). A célula é uma célula tu-
moral, por exemplo, célula da mama, ovario, estbmago, endométrio,
glandula salivar, pulmao, rins, colon, tiroide, pancreéatica ou da bexiga.
Varios métodos estao disponiveis para a avaliacao dos eventos celula-
res associados com a apoptose. Por exemplo, a translocacéo da fosfa-
tidil serina (PS) pode ser medida pela ligacdo a anexina; a fragmenta-
cdo do DNA pode ser avaliada através da hierarquizacdo do DNA; e a
condensacao nuclear/de cromatina junto com a fragmentacdo do DNA
pode ser avaliada através de qualquer aumento nas células hipodiploi-
des.

[00296] O termo "guantidade terapeuticamente eficaz" se refere a
uma quantidade de um farmaco eficaz para tratar uma doenca ou dis-
turbio em um mamifero. No caso do céncer, a quantidade terapeuti-
camente eficaz do farmaco pode reduzir o numero de células de can-
cer; reduzir o tamanho do tumor; inibir (isto €, diminuir até certo grau e
preferencialmente parar) a infiltracdo celular do cancer nos érgaos pe-
riféricos; inibir (isto €, diminuir até certo grau e preferencialmente pa-
rar) a metastase do tumor; inibir, até certo grau, o crescimento do tu-

mor; e/ou aliviar até certo grau um ou mais dos sintomas associados
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com o cancer. A medida que o farmaco pode inibir o crescimento de
e/ou matar as células de cancer existentes, ele pode ser citostatico
e/ou citotoxico. Para a terapia do cancer, a eficacia pode, por exemplo,
ser medida através da avaliacdo do tempo para a progressdo da do-
enca (TTP) e/ou determinar a taxa de resposta (RR).

[00297] O termo "quantidade substancial" se refere a uma maioria,
isto €, maior do que 50% da populacéo, de uma mistura ou uma amos-
tra.

[00298] O termo "metabdlito intracelular" se refere a um composto
gue resulta de um processo ou reacdo metabdlica dentro de uma célu-
la em conjugado de farmaco de anticorpo (ADC). O processo ou rea-
cdo metabdlica pode ser um processo enzimatico tal como clivagem
proteolitica de um ligante de peptideo do ADC. Os metabdlitos intrace-
lulares incluem, porém nao se limitam a, anticorpos e farmaco livre que
sofreram a clivagem intracelular depois da entrada, difusdo, absorgcao
ou transporte em uma célula.

[00299] Os termos "clivado de forma intracelular” e "clivagem intra-
celular" se referem a um processo ou reacdo metabdlica dentro de
uma ceélula em um ADC ou similar, pelo que a ligacdo covalente, por
exemplo, o ligante, entre a porcdo do farmaco e o anticorpo esteja
guebrada, resultando em farmaco livre ou outro metabélito do conju-
gado dissociado do anticorpo dentro da célula. As porc¢des clivadas do
ADC sédo assim os metabdlitos intracelulares.

[00300] O termo "biodisponibilidade" se refere a disponibilidade sis-
témica (isto é, niveis de sangue/plasma) de uma dada quantidade de
um farmaco administrado a um paciente. A biodisponibilidade € um
termo absolute que indica a medicdo de ambos o tempo (taxa) e a
guantidade total (medida) de farmaco que alcanca a circulacao geral
de uma forma farmacéutica de dosagem administrada.

[00301] O termo "atividade citotoxica" se refere a morte celular, um

Peticéo 870160036609, de 15/07/2016, pag. 66/355



60/243

efeito citostatico ou um efeito antiproliferativo de um ADC ou um meta-
balito intracelular de dito ADC. A atividade citotdxica pode ser expres-
sada como o valor ICsq, 0 qual é a concentracdo (molar ou de massa)
por volume unitario no qual as células sobrevivem.

[00302] Um "disturbio" € qualquer condicdo que se beneficiaria de
tratamento com um farmaco ou um conjugado de farmaco de anticor-
po. Isto inclui disturbios crénicos e agudos ou doencas incluindo aque-
las condicbes patolégicas que predispdem um mamifero ao distlrbio
em questdo. Os exemplos nao limitantes de distirbios a serem trata-
dos no presente documento incluem canceres benignos e malignos;
leucemia e malignidades linfoides, distarbios neuronais, gliais, astroci-
tais, hipotalamicos e outros disturbios glandulares, macrofagicos, epi-
teliais, estromais e blastocoélicos; e disturbios inflamatérios, angiogé-
nicos e imunologicos.

[00303] Os termos "cancer" e "canceroso" se referem a ou descre-
vem a condicdo ou disturbio fisiologico nos mamiferos que é tipica-
mente caracterizado por crescimento celular ndo regulado. Um "tumor”
compreende uma ou mais células cancerosas.

[00304] Exemplos de um "paciente" incluem, porém nédo se limitam
a, um ser humano, rato, camundongo, porquinho de india, macaco,
porco, cabra, vaca, cavalo, cdo, gato, passar e ave. Em uma modali-
dade exemplificadora, o paciente é um ser humano.

[00305] Os termos "tratar" ou "tratamento” a menos que indicados
de outra forma pelo contexto, se referem ao tratamento terapéutico e
medidas profilaticas para prevenir a recidiva, em que o objetivo € inibir
ou retardar (diminuir) uma mudanca ou transtorno fisiolégico indeseja-
do, como o desenvolvimento ou a disseminacdo do cancer. Para as
finalidades desta invencéo, os resultados clinicos benéficos ou dese-
jados incluem, porém nao se limitam a, alivio dos sintomas, diminui¢ao

da extensdo da doenca, estado estabilizado (isto €, sem piora) da do-
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enga, retardo ou dimunicédo da progressao da doenca, melhora ou pa-
liacdo do estado de doenca e remissao (tanto parcial ou total), seja
detectavel ou indetectavel. O "tratamento” também pode significar pro-
longar a sobrevivéncia conforme comparado a sobrevivéncia esperada
caso nao recebesse tratamento. Aqueles que necessitam de tratamen-
to incluem aqueles que j4 tém a condi¢cdo ou distarbio assim como
agueles que tendem a ter a condi¢ao ou disturbio.

[00306] No contexto do cancer, o termo "tratar" inclui qualquer um
ou todos os relativos a inibir o crescimento de células tumorais, células
de cancer ou de um tumor; inibir a replicacdo de células tumorais ou
células de cancer, diminuir a carga tumoral total ou diminuir o nimero
de células cancerosas e melhorar um ou mais sintomas associados
com a doenca.

[00307] No contexto de uma doenca autoimune, o termo "tratar” in-
clui qualquer um ou todos os relativos a inibir a replicacdo de células
associadas com um estado de doenca autoimune incluindo, porém
sem se limitar a, células que produzem um anticorpo autoimune, dimi-
nuir a carga anticorpo autoimune e melhorar um ou mais sintomas de
uma doencga autoimune.

[00308] No contexto de uma doenca infecciosa, o termo "tratar" in-
clui qualquer um ou todos de: inibir o crescimento, multiplicagcdo ou
replicacdo do patdégeno que causa a doenca infecciosa e melhora um
ou mais sintomas de uma doenca infecciosa.

[00309] O termo "bula" é usado para se referir a instrucdes inclui-
das como de costume nas embalagens comerciais de produtos tera-
péuticos que contém informacédo sobre a indicacédo(bes), uso, dosa-
gem, administragao, contraindicagdes e/ou adverténcias com relagéo
ao uso de tais produtos terapéuticos.

[00310] Conforme usado no presente documento, os termos "célu-

la", "linhagem celular" e "cultura celular* sdo usados de forma inter-
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cambiavel e todas tais designacfes incluem a progenia. Os termos
"transformantes” e "células transformadas" incluem a célula objeto
primaria e culturas ou a progenia derivada do mesmo com relacédo ao
namero de transferéncias. Também deve-se entender que toda a pro-
genia pode nao ser precisamente idéntica no teor do DNA, devido a
mutac¢des deliberadas ou inadvertentes. A progenia mutante que tem a
mesma funcdo ou atividade biolégica conforme rastreada na célula
originariamente transformada € incluida. No local onde as designactes
distintas forem intencionais, ficara claro a partir do contexto.

[00311] Conforme usado no presente documento, CBI se refere a
1,2,9,9a-tetra-hidro-4H-benzole]ciclopropalclindol-4-ona ou uma forma
substituida ou derivada da mesma. CBI também pode se referir a for-
ma seco de CBI, ou seco-CBI, a qual é também conhecida como 1-
(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-o0l, ou uma forma (ou for-
mas) substituida(s) ou derivada(s) da mesma.

[00312] Conforme usado no presente documento, CPI se refere a
1,2,8,8a-tetra-hidrociclopropalc]pirrolo[3,2-e]indol-4(5H)-ona ou uma
forma substituida ou derivada da mesma. CPI também pode se referir
a forma seco de CPI, ou seco-CPI, a qual é também conhecida como
8-(clorometil)-1-metil-3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-o0l, ou uma
forma (ou formas) substituida(s) ou derivada(s) da mesma.

[00313] A menos que indicado de outra forma, o termo "alquila" so-
zinho ou como parte de um outro termo se refere a um hidrocarboneto
saturado, de cadeia reta ou ramificada tendo o numero indicado de
atomos de carbono (por exemplo, "C;-Cg" alquila se refere a um grupo
alquila tendo de 1 a 8 4tomos de carbono). Os grupos alquila compre-
endem tipicamente de 1 a 20 atomos de carbono, preferencialmente
de 1 a 8 &tomos de carbono e mais preferencialmente de 1 a 4 atomos
de carbono. Quando o niumero de atomos de carbono nédo é indicado,

0 grupo alquila tem de 1 a 8 atomos de carbono. As C;-Cg alquilas de
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cadeia reta incluem, porém néo se limitam a, metila, etila, n-propila,
n-butila, n-pentila, n-hexila, n-heptila e n-octila; enquanto que as C;-Cg
alquilas ramificadas incluem, porém nao  se limitam
a, -isopropila, -sec-butila, -isobutila, -terc-butila, -isopentila
e -2-metilbutila; C,-Cg alquilas insaturadas incluem, porém néo se limi-
tam a, vinila, alila, 1-butenila, 2-butenila, isobutilenila, 1-pentenila,
2-pentenila, 3-metil-1-butenila, 2-metil-2-butenila,
2,3-dimetil-2-butenila, 1-hexila, 2-hexila, 3-hexila, acetilenila, propinila,
1-butinila, 2-butinila, 1-pentinila, 2-pentinila e 3-metil-1-butinila. A refe-
réncia a "alquila” no presente documento se refere a por¢gbes nao
substituidas e substituidas confome descritas acima.

[00314] A menos que indicado de outra forma, "alquileno" sozinho
ou como parte de um outro termo, se refere a um radical de hidrocar-
boneto ciclico de cadeia saturada, reta ou ramificada do nimero decla-
rado de atomos de carbono, tipicamente 1-18 &tomos de carbono e
tendo dois centros de radical monovalente derivados pela remocgéo
dos dois atomos de hidrogénio do mesmo ou de dois diferentes ato-
mos de carbono de um alcano parental). Os grupos alquileno compre-
endem tipicamente de 1 a 18 atomos de carbono, preferencialmente
de 1 a 10 &tomos de carbono, mais preferencialmente de 1 a 8 atomos
de carbono e mais preferencialmente de 1 a 4 atomos de carbono. Os
radicais de alquileno tipicos incluem, porém ndo se limitam a: metileno
(-CH,-), 1,2-etileno-CH,CH,-), 1,3-propileno (-CH,CH,CH,-),
1,4-butileno (-CH,CH,CH,CH,-) e similares. Um "C;-C,," alquileno de
cadeia reta é um grupo hidrocarboneto saturado de cadeia reta da
férmula -(CH,)1.10-. ExXemplos de um C;-C,q alquileno incluem metileno,
etileno, propileno, butileno, pentileno, hexileno, heptileno, octileno, no-
nileno e decaleno. A referéncia ao "alquileno” no presente documento
se refere a por¢cbes ndo substituidas e substituidas conforme as des-

critas acima.
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[00315] A menos que indicado de outra forma, o termo "heteroalqui-
la" sozinho ou em combinagdo com um outro termo, significa, a menos
gue declarado de outra forma, um hidrocarboneto de cadeia estavel
reta ou ramificada ou combinacdes das mesmas, totalmente saturadas
ou contendo de 1 a 3 graus de insaturacao, que consistem do nimero
declarado de atomos de carbono e de um a trés heterodtomos seleci-
onados a partir do grupo consistindo em O, N, Si e S, e em que 0s
atomos de nitrogénio e enxofre podem ser opcionalmente oxidados e o
heterodtomos de nitrogénio pode ser opcionalmente quaternizado.
O(s) heteroatomo(s) O, N e S podem ser colocados em qualquer posi-
cao interior do grupo heteroalquila. O heterodtomo Si pode ser coloca-
do em qualquer posicao do grupo heteroalquila, incluindo a posi¢ao na
gual o grupo alquila esté ligado ao restante da molécula. Até dois hete-
roatomos podem ser consecutivos. Os grupos heteroalquila compre-
endem tipicamente de 1 a 15 atomos de carbono, preferencialmente
de 1 a 12 &tomos de carbono, mais preferencialmente de 1 a 8 atomos
de carbono e mais preferencialmente de 1 a 4 atomos de carbono. A
referéncia a "heteroalquila" no presente documento se refere a por-
cOes ndo substituidas e substituidas conforme as descritas acima.
[00316] A menos que indicado de outra forma, o termo "heteroalqui-
leno" sozinho ou como parte de um outro substituinte significa um gru-
po divalente derivado da heteroalquila (conforme discutido acima). Pa-
ra 0s grupos heteroalquileno, os heteroatomos também podem ocupar
um ou ambos dos terminais de cadeia. A referéncia ao "heteroalquile-
no" no presente documento se refere a por¢cdes nao substituidas e
substituidas conforme as descritas acima.

[00317] A menos que indicado de outra forma, "arila," sozinha ou
uma parte de um outro termo, significa um radical hidrocarboneto aro-
mético carbociclico substituido ou ndo substituido monovalente de

5-20, preferencialmente 5-14 ou 6-14, atomos de carbono derivados
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pela remocao de um atomo de hidrogénio a partir de um Unico atomo
de carbono de um sistema de anel aromatico parental. Os grupos arila
tipicos incluem, porém ndo se limitam a, radicais derivados de benze-
no, benzeno substituido, naftaleno, antraceno, bifenila e similares. Um
grupo aromaético carbociclico substituido (por exemplo, um grupo arila)
pode ser substituido com um ou mais, preferencialmente 1 a 5, dos
grupos que seguem: C:-Cg alqui-
la, -O-(C;-Cgalquila), -C(O)R?, -OC(O)R?®, -C(O)OR?, -C(O)NH,, -C(O)N
HR', -C(O)N(R",, -NHC(O)R', -S(O),R', -S(O)R', -OH, halogé-
nio, -Ns, -NH,, -NH(R?), -N(R®), e -CN; em que cada R® é independen-
temente selecionado a partir de -H, C;-Cg alquila e arila ndo substitui-
da. Em algumas modalidades, um grupo aromatico carbociclico substi-
tuido também pode incluir um ou mais
de: -NHC(=NH)NH,, -NHCONH,, -S(=0),R® e -SR®. "Arileno" é a por-
¢ao divalente correspondente.

[00318] "Alquila substituida" (ou "alquileno substituido”, "heteroal-
guila substituida" ou "heteroalquileno substituido™) significa o grupo ou
radical relevante contendo alquila conforme discutido acima no qual
um ou mais atomos de hidrogénio sdo um independentemente substi-
tuido com um substituinte. Os substituintes tipicos incluem, porém nao
se limitam a, -X, - R™, -O-, -O R', -SR", -S’, -NR",, -NR";, =N
R, -CX3, -CN, -OCN, -SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO,, =Ny, -N3, -N
R°C(=0)R'R™, -C(=O)NR',, -SO5’, -SO3H, -S(=0),R*°, -0S(=0),0R*
0 -S(=0),NR™, -S(=0)R', -OP(=0)(OR™),, -P(=0)(OR"9),, -PO;%,
PO3H,, -AsO,H,, -C(=0)R™, -C(=0)X, -C(=S)
R, -CO,R"Y, -CO;, -C(=S)OR™, -C(=0)SR™, -C(=S)SR™, -C(=O)NR*®
2, -C(=S)NR™, ou -C(=N RN R'%,, onde cada X é independentemen-
te um halogénio: -F, -Cl, -Br ou -I; e cada R é independentemente -H,
C:-Cy alquila, C;-C,o heteroalquila, Ce-Cy arila, C1-Cy heterociclila,

um grupo protetor ou uma porcao de profarmaco. Os grupos arila, al-
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quileno e heteroalquileno conforme descritos acima podem ser tam-
bém similarmente substituidos.

[00319] A menos que indicado de outra forma, "aralquila" sozinha
ou parte de um outro termo, significa um grupo alquila, conforme defi-
nido acima, substituted with an arila group, conforme definido acima.
[00320] A menos que indicado de outra forma, "Cs-C,o heterociclila”
sozinha ou como parte de um outro termo, se refere a um sistema de
anel monovalente substituido ou ndo substituido, aromatico ou néo
aroméatico monociclico, biciclico ou triciclico tendo de 2 a 10, 2 ao 14
ou 2-20 atomos de carbono, preferencialmente 3 a 8 atomos de carbo-
no (também referidos como membros de anel) e de um a quatro mem-
bros de anel de heteroatomos independentemente selecionados a par-
tirde N, O, P ou S e derivados pela remocdo de um atomo de hidrogé-
nio a partir de um atomo de anel de um sistema de anel parental. Um
ou mais atomos N, C ou S na heterociclila podem ser oxidados. O anel
gue inclui o heteroatomo pode ser aromatico ou nhdo aromatico. Os he-
terociclos aromaticos sdo algumas vezes referidos no presente docu-
mento como heteroarilas. A menos que observado de outra forma, a
heterociclila esta ligada a seu grupo pendent em qualquer heteroato-
mos ou atomo de carbono que resulte em uma estrutura estavel. Os
exemplos representativos de uma C,-Cy, heterociclila incluem, porém
ndo se limitam a, tetra-hidrofuranila, oxetanila, piranila, pirrolidinila, pi-
peridinila, piperazinila, benzofuranila, benzotiofeno, benzotiazolila, in-
dolila, benzopirazolila, pirrolila, tiofenila (tiofeno), furanila, tiazolila, imi-
dazolila, pirazolila, triazolila, quinolinila incluindo as por¢cdes como
1,2,3,4-tetra-hidro-quinolinila, pirimidinila, piridinila, piridonila, pirazinila,
piridazinila, isotiazolila, isoxazolila, tetrazolila, epoxido, oxetano e BO-
DIPY (substituido ou ndo substituido). Uma C,-C,, heterociclila pode
ser substituida com até sete grupos incluindo, porém sem se limitar a,

C,-Cs alquila, C,-Cq heteroalquila, -OR™,
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la, -C(O)R™, -OC(O)R", -C(O)OR*", -C(O)NH,, -C(O)NHR™, -C(O)N(R
., -NHC(O)R*, -S(=0),R", -S(O)R™, halogé-
nio, -N3, -NH,, -NH(R™), -N(R*), e -CN; em que cada R é indepen-
dentemente selecionado a partir de -H, C;-Cg alquila, C;-Cg heteroal-
quila e arila. Em algumas modalidades, uma heterociclila substituida
também pode incluir um ou mais
de: -NHC(=NH)NH,, -NHCONH,, -S(=0),R" e -SR**. Heterociclo ou
C,-C,o heterociclo é a porcao divalente correspondente. Os heteroci-
clos arométicos divalentes sdo algumas vezes referidos no presente
documento como heteroarileno ou C,-Cy, heteroarileno.

[00321] Conforme observado acima, os heterociclos aromaticos séao
algumas vezes referidos no presente documento como heteroarilas e
contém preferencialmente 5-14, 6-14 ou 6-20 atomos de carbono além
dos heteroatomos. As heteroarilas podem ser sistemas de anel mono-
ciclicos, biciclicos ou triciclicos. As heteroarilas representativas inclu-
em, porém nado se limitam a triazolila, tetrazolila, oxadiazolila, piridila,
furila, benzofuranila, tiofenila, benzotiofenila, quinolinila, pirrolila, indoli-
la, oxazolila, benzoxazolila, imidazolila, benzimidazolila, tiazolila, ben-
zotiazolila, isoxazolila, pirazolila, isotiazolila, piridazinila, pirimidinila,
pirazinila, triazinila, cinolinila, ftalazinila, quinazolinila, pirimidila, azepi-
nila, oxepinila e quinoxalinila. As heteroarilas s&o opcionalmente subs-
tituidas. Os substituintes tipicos incluem, porém ndo se limitam
a, -X, -R", -0-, -OR", -SR", -S, -NR", -NR",
=NR", -CXs, -CN, -OCN, -SCN, -N=C=0, -NCS, -NO, -NO,
=N,, -N3, -NR"C(=0)R", -C(=O)NR",, -SO3, -SO;H, -S(=0),R", -OS(=0
).0R", -S(=0),NR", -S(=0)R", -OP(=0)(OR"),, -P(=0)(OR"),, -PO3?,
PO3H,, -AsO,H,, -C(=0)R", -C(=0)X, -C(=S)R", -CO,R", -CO,’, -C(=S)
OR", -C(=0)SR", -C(=S)SR", -C(=O)NR" ,, -C(=S)NR" ,, -C(=NR)NR"
», C1-Cyo heteroalquila, Cg-Cy arila, Cs-Cg heterociclila, um grupo pro-

tetor ou uma porcéo de profarmaco, onde cada X € independentemen-
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te um halogénio: -F, -Cl, -Br ou -I; e cada R" é independentemente —H
ou C,;-C¢ alquila. Os heterociclos aromaticos divalentes sdo algumas
vezes referidos no presente documento como heteroarilenos ou C;-Cyq
heteroarilenos.

[00322] A menos que indicado de outra forma, "heteroaralquila" so-
zinha ou parte de um outro termo, significa um grupo alquila, conforme
definido acima, substituido com um grupo heterociclila aromatico, con-
forme definido acima. A heteroaralquila é a porcao divalente corres-
pondente.

[00323] A menos que indicado de outra forma, "C3-Cg carbociclila”
sozinha ou como parte de um outro termo, € um anel carbociclico, de
3-, 4-, 5-, 6-, 7 ou 8 membros monovalente, substituido ou ndo substi-
tuido ou ndo saturado, ndo aromatico, monociclico ou biciclico deriva-
do pela remocao de um atomo de hidrogénio a partir de um atomo de
anel de um sistema de anel parental. A C;-Cg carbociclila representati-
va inclui, porém ndo se limita a, ciclopropila, ciclobutila, ciclopentila,
ciclopentadienila, ciclo-hexila, ciclo-hexenila, 1,3-ciclo-hexadienila,
1,4-ciclo-hexadienila, ciclo-heptila, 1,3-ciclo-heptadienila, 1,3,5-ciclo-
heptatrienila, ciclooctila, ciclooctadienila, biciclo(1.1.1.)pentane e bici-
clo(2.2.2.)octano. Um grupo Cs-Cg carbociclila pode ser ndo substitui-
do ou substituido com até sete grupos incluindo, porém sem se limitar
a, C,-Cs  alquila, C,-Cs  heteroalquila,  -ORY,  ari-
la, -C(O)R™, -OC(O)R™, -C(O)OR*", -C(O)NH,, -C(O)NHR™, -C(O)N(R
1),, -NHC(O)R"™, -S(=0),R™, -S(=O)R*, -OH, -halogénio, -Ns, -NH,, -
NH(R™), -N(R'), e -CN; onde cada R" é independentemente selecio-
nado a partir de -H, C,-Cg alquila, C;-Cg heteroalquila e arila. "C3-Cg
carbociclo" é a porcao divalente correspondente.

[00324] Conforme usado no presente documento, um substituinte
de azido se refere a—N=N=N; um substituinte de cianato se refere

a-O-CN; um substituinte de tiocianato se refere a—S-CN; um substituin-
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te de isocianato se refere a-N=C=0; e um substituinte de tioisocianato
se refere a—S-N=C=0.

[00325] O termo "quiral" se refere a moléculas que tém a proprieda-
de de ndo sobreposicdo a imagem de espelho, enquanto o termo
"aquiral" se refere a moléculas que podem ser sobrepostas a sua ima-
gem de espelho.

[00326] O termo "estereoisOmeros" se refere a compostos que tém
constituicdo quimica idéntica, porém diferem com relacdo a disposicéo
dos atomos ou grupos no espaco.

[00327] "Diasterebmero” se refere a um estereoisbmero com dois
ou mais centros de quiralidade e cujas moléculas ndo sdo imagens
especulares uma da outra. Os diastereOmeros tém diferentes proprie-
dades fisicas diferentes, por exemplo, pontos de fusdo, pontos de ebu-
licdo, propriedades espectrais e as reatividades. As misturas de diaste-
redbmeros podem se separar sob procedimentos analiticos de alta re-
solugao como a eletroforese e a cromatografia.

[00328] "Glicosila" se refere a estrutura:
OH

HO
HO

[00329] OH L ou formas substituidas das mes-
mas, por exemplo incluindo as estruturas de referéncia substituidas

para formar as estruturas como:

Nﬁﬂ% By el

: OH
[00330] e muitas outras.

[00331] As definicbes e convencbes estereoquimicas usadas no
presente documento geralmente seguem S. P. Parker, Ed.,

McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms, McGraw-Hill Book Compa-
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ny, New York (1984); and Eliel and Wilen, Stereochemistry of Organic
Compounds, John Wiley & Sons, Inc., New York (1994). Muitos com-
postos organicos existem em suas formas oticamente ativas, isto €,
eles tém a capacidade de girar o plano da luz polarizada no plano. Ao
descrever um composto oticamente ativo, os prefixos De LouR e S,
sdo usados para denotar a configuracdo absoluta da molécula sobre
0S seus centros quirais. Os prefixos d e | ou (+) e (-) sdo empregados
para designar o sinal de rotacao de luz polarizada planar pelo compos-
to, com (-) ou 1 significando que o composto € levorrotatério. Um com-
posto prefixado com (+) ou d é dextrorotatério. Para uma dada estrutu-
ra quimica, estes estereoisémeros sdo idénticos exceto pelo fato de
gue eles sédo imagens especulares um do outro. Um estereoisdbmero
especifico também pode ser referido como um enantibmero e uma
mistura de tais isdmeros é frequentemente chamada uma mistura
enantiomérica. Uma mistura de 50:50 dos enantidmeros é referida co-
Mo uma mistura racémica ou um racemato, que pode ocorrer onde
nao existe estereosselecdo ou a estereoespecificidade em uma reacao
ou processo quimico. Os termos "mistura racémica" e "racemato” se
referem a uma mistura equimolar de duas espécies enantioméricas,
destituida de atividade ética.

[00332] Conforme usado no presente documento, "-PABA-" ou
"PABA" se refere ao acido p-aminobenzoico e por¢des derivadas das

mesmas, por exemplo a estrutura:

ST

[00333] ou variantes dos mesmos.
[00334] Conforme usado no presente documento, "-PABC-" ou
"PABC" se refere a p-aminobenziloxicarbonila e por¢des derivadas das

mesmas, por exemplo a estrutura:
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[00335] ou variantes dos mesmos.

[00336] Um "derivado" de amino&cido inclui um aminoacido tendo
substituicdes ou modificacdes por ligacdo covalente de um aminoacido
parental, tal como, por exemplo, através de alquilacdo, glicosilacao,
acetilacao, fosforilagdo e similares. Também séo incluidos dentro da
definicdo de "derivado”, por exemplo, um ou mais analogos de um
aminoacido com ligacdes substituidas, assim como outras modifica-
cbes conhecidas na técnica.

[00337] Um "aminoacido natural" se refere a arginina, glutamina,
fenilalanina, tirosina, triptofano, lisina, glicina, alanina, histidina, serina,
prolina, &cido glutdmico, acido aspartico, treonina, cisteina, metionina,
leucina, asparagina, isoleucina e valina, a menos que indicados de ou-
tra forma pelo contexto.

[00338] O "grupo protetor" se refere a uma porcédo que, quando li-
gada a um grupo reativo em uma molécula mascara, reduz ou impede
a reatividade. Exemplos de grupos protetores podem ser encontrados
em T. W. Greene and P. G. M. Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, 3rd edition, John Wiley & Sons, New York, 1999, e Harrison
and Harrison e outros, Compendium of Synthetic Organic Métodos,
Vols. 1-8 (John Wiley and Sons, 1971-1996), os quais sao incorpora-
dos no presente documento a titulo de referéncia em sua totalidade.
Os grupos protetores hidroxi representativos incluem grupos acila,
benzil e tritil éteres, tetra-hidropiranil éteres, trialquilsilil éteres e alil
éteres. Os grupos protetores amino representativos incluem, formila,
acetila, trifluoroacetila, benzila, benziloxicarbonila (CB2),
terc-butoxicarbonila (Boc), trimetil silila (TMS),

2-trimetilsilil-etanossulfonila (SES), grupos tritila e tritila substituida,
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aliloxicarbonila, 9-fluorenilmetiloxicarbonila (FMOCQC), ni-
tro-veratriloxicarbonila (NVOC) e similares.

[00339] Exemplos de um "grupo protetor hidroxila" incluem, porém
nao se limitam a, metoximetil éter, 2-metoxietoximetil éter, tetra-
hidropiranil éter, benzil éter, p-metoxibenzil éter, trimetilsilil éter, trietil-
silil éter, triisopropil silil éter, t-butildimetil silil éter, trifenilmetil silil éter,
éster de acetato, ésteres de acetato substituidos, pivaloato, benzoato,
metanossulfonato e p-toluenossulfonato.

[00340] "Grupo de saida" se refere a um grupo funcional que pode
ser substituido por um outro grupo funcional. Tais grupos de partida
sdo bem conhecidos na técnica e os exemplos incluem, porém néo se
limitam a, um haleto (por exemplo, cloreto, brometo, iodeto), metanos-
sulfonila (mesila), p-toluenossulfonila (tosila), trifluorometilsulfonila (tri-
flato) e trifluorometilsulfonato.

[00341] A frase "sal farmaceuticamente aceitavel" conforme usada
no presente documento, se refere a sais organicos ou inorganicos far-
maceuticamente aceitdveis de um composto. O composto tipicamente
contém pelo menos um grupo amino e consequentemente os sais de
adicdo de acido que podem ser formados com este grupo amino. Os
sais exemplificadores incluem, porém nédo se limitam a, sulfato, citrato,
acetato, oxalato, cloreto, brometo, iodeto, nitrato, bissulfato, fosfato,
fosfato &cido, isonicotinato, lactato, salicilato, citrato acido, tartarato,
oleato, tanato, pantotenato, bitartarato, ascorbato, succinato, maleato,
malato, gentisinato, fumarato, gluconato, glucuronato, sacarato, for-
miato, benzoato, glutamato, metanossulfonato, etanossulfonato, ben-
zenossulfonato, p-toluenossulfonato e sais de pamoato (isto €,
1,1'-metileno-bis-(2-hidréxi-3-naftoato)). Um sal farmaceuticamente
aceitavel pode envolver a inclusdo de uma outra molécula tal como um
fon de acetate, um ion de succinate ou outro contraion. O contraion

pode ser qualquer porgao organica ou inorganica que estabiliza a mu-

Peticéo 870160036609, de 15/07/2016, pag. 79/355



73/243

danca no composto parental. Além disso, um sal farmaceuticamente
aceitavel pode ter mais do que um atomo carregado em sua estrutura.
Os exemplos onde multiplos atomos carregados sao parte do sal far-
maceuticamente aceitdvel podem ter multiplos contraions. Portanto,
um sal farmaceuticamente aceitavel pode ter um ou mais atomos car-
regados e/ou um ou mais contraion.

[00342] "Solvato farmaceuticamente aceitavel" ou "solvato" se refe-
rem a uma associacdo de uma ou mais moléculas de solvente e um
composto ou conjugado da invengao. Exemplos de solventes que for-
mam 0s solvatos farmaceuticamente aceitaveis incluem, porém néo se
limitam a, agua, isopropanol, etanol, metanol, DMSO, acetato de etila,
acido acético e etanolamina.

[00343] Os termos "carga" ou "carga de farmaco" ou "carregamento
de carga" representam ou se referem ao numero médio de cargas
("carga" e "cargas" séo usados de forma intercambiavel no presente
documento com "farmaco" e "farmacos") por anticorpo em uma molé-
cula de ADC. A carga de farmaco pode variar de 1 a 20 farmacos por
anticorpo. Isto € algumas vezes referido como o DAR, ou relacéo far-
maco para anticorpo. As composi¢oes dos ADCs descritos no presente
documento tém tipicamente DAR’s de 1-20 e em certas modalidades
de 1-8, de 2-8, de 2-6, de 2-5 e de 2-4. Os tipicos valores de DAR séo
2, 4, 6 e 8. O numero médio de farmacos por anticorpo ou valor de
DAR, podem ser caracterizados por meios convencionais tais como
espectroscopia visivel/UV, espectroscopia de massa, teste ELISA e
HPLC. O valor de DAR quantitativo também pode ser determinado. Em
alguns exemplos, a separacdo, purificacdo e a caracterizacdo de
ADCs homogéneos tendo um valor de DAR particular podem ser al-
cancadas por meios tais como HPLC de fase reversa ou a eletrofore-
se. DAR pode ser limitado pelo numero de sitios de ligagdo no anticor-

po. Por exemplo, onde a ligagdo é uma tiol cisteina, um anticorpo pode
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ter apenas um ou Varios grupos tiol cisteina, ou pode ter apenas um ou
varios grupos tiol suficientemente reativos através de uma unidade li-
gante que pode ser ligada. Em algumas modalidades, como um grupo
de tiol cisteinais de um residuo de cisteina que forma uma ligacao dis-
sulfeto entre as cadeias. Em algumas modalidades, as tiol cisteinas de
um grupo tiol de um residuo de cisteina que ndo formam uma ligacao
dissulfeto entre as cadeias. Tipicamente, menos porcdes de farmaco
do que o maximo tedrico sdo conjugadas a um anticorpo durante uma
reacado de conjugacao. Um anticorpo pode conter, por exemplo, muitos
residuos de lisina que ndo reagem com um ligante ou intermediéario de
ligante. Apenas os grupos lisina mais reativos podem reagir com um
reagente de ligante reativo.

[00344] Em geral, os anticorpos ndo contém muitos, se alguns, gru-
pos livres e reativos de tiol cisteina que podem ser ligados a um far-
maco através de um ligante. A maioria dos residuos de tiol cisteina
nos anticorpos existe como pontes dissulfeto e deve ser reduzida co-
mo um agente de reducao tal como ditiotreitol (DTT). O anticorpo pode
ser submetido a condicdes de desnaturacdo para reveler 0os grupos
nucleofilicos reativos tais como lisina ou cisteina. A carga (relagéo
farmaco/anticorpo) de um ADC pode ser controlada de vérias formas
diferentes, incluindo: (i) limitar o excesso molar de farmaco-ligante re-
lativo ao anticorpo, (ii) limitar o tempo ou a temperatura da reacéo de
conjugacao e (iii) limitar de forma parcial ou limitar as condi¢des redu-
tivas para a modificac&o de tiol cisteina. No local onde mais do que um
grupo nucleofilico reage com um farmaco-ligante, entdo o produto re-
sultante é uma mistura de ADCs com uma distribuicdo de uma ou mais
porcdes de farmaco por anticorpo. O nimero médio de farmacos por
anticorpo pode ser calculado a partir da mistura, por exemplo, ensaio
de anticorpo ELISA duplo, especifico para o anticorpo e especifico pa-

ra o farmaco. Os ADCs individuais podem ser identificados na mistura
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por espectroscopia de massa e separados por HPLC, por exemplo,
cromatografia de interacdo hidrofdbica.

[00345] Abaixo estd uma lista de abreviacGes e definicdes que néo
podem ser definidas ou descritas de outra forma neste pedido: DMSO
(se refere a dimetil sulféxido), HRMS (se refere a espectrometria de
massa de alta resolucéo), DAD (se refere a deteccao por arranjo de
diodos), TFA (se refere a acido 2,2,2-trifluoroacético ou acido trifluoro-
acético), TFF (se refere a filtracdo em fluxo tangencial), EtOH (se refe-
re a etanol), MW (se refere a peso molecular), HPLC (se refere a cro-
matografia liquida de alto desempenho), HPLC prep (se refere a cro-
matografia liquida preparativa de alto desempenho), etc. (se refere a e
assim por diante), tritila (se refere a 1,1',1"-etano-1,1,1-triiltribenzeno),
THF (se refere a tetra-hidrofurano), NHS (se refere a 1-hidroxi-
2,5-pirrolidinadiona), Cbz (se refere a carboxibenzila), eq. (se refere a
equivalente), n-BuLi (se refere a n-butillitio), OAc (se refere a acetato),
MeOH (se refere a metanol), i-Pr (se refere a isopropila ou propan-2-il),
NMM (se refere a 4-metilmorfolina), e "-" (em uma tabela se refere a
nenhum dado disponivel neste momento).

[00346] As porcOes e substituintes divalentes usados no presente
documento pretendem se referir a tais por¢des ou substituintes ligados
ou unidos em uma ou ambas as direcbes. Por exemplo, a
¢80 -C(O)NR- (na definicdo de L®! e em todo local) pretende conduzir -
C(O)NR- assim como —NRC(O)-, a porcao -C(O)C;-Csalquil- pretende
conduzir -C(O)C;-Cealquil- assim como -C;-CgalquilaC(O)- e assim por
diante. Mais geralmente, uma descricdo de uma por¢do nao simétrica
divalente ligada em um de seus lados "esquerdo” e "direito" pretende
conduzir tanto a por¢céo conforme apresentada (lado esquerdo da por-
cao ligada no lado esquerdo como escrito, lado direito da porcéo liga-
da no lado direito como escrito) e o inverso da porgao conforme apre-

sentado (lado esquerdo da porcéao ligada no lado direito conforme es-
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crito, lado direito da porcao ligada no lado esquerdo conforme escrito).
[00347] Os termos "ligacao" e "ausente" sdo ambos usados no pre-
sente documento para descrever uma variavel que ndo inclui um ato-
mo ou atomos. Sendo assim, quando uma variavel divalente que é
"ausente" é entendida como se as porcdes adjacentes estivessem li-
gadas uma a outra. Por exemplo, caso L®? esteja ausente, entende-se
que L®! pode estar ligado a L®3; ou se L' e L®? estiverem ambos au-
sentes, entende-se que L* pode estar ligado a L®3. De forma similar, se
uma variavel divalente for definida como sendo uma "ligacdo" que se
entende como ndo existem atomos presentes e as por¢des adjacentes
sao ligadas uma a outra. Sendo assim, por exemplo, quando a variavel
"D" é definida como sendo uma ligacéo, estima-se que os carbonos D
adjacentes (na definicdo de estrutura T?) estejam ligados um ao outro.
Entende-se que uma variavel monovalente ausente € um hidrogénio
ou um par de elétrons capaz de ligacao covalente adicional.

A unidade de anticorpo (A, Ab ou AB)

[00348] Conforme observado acima, o termo "anticorpo” (ou "A",
"Ab" ou "AB") no presente documento € usado no sentido mais amplo
e cobre especificamente os anticorpos monoclonais intactos, anticor-
pos policlonais, anticorpos monoespecificos, anticorpos multiespecifi-
cos (por exemplo, anticorpos biespecificos) e fragmentos de anticorpo
gue exibem a atividade bioldgica desejada. Além disso, enquanto cer-
tos aspectos da invencgao descritos no presente documento se referem
a conjugados de farmaco de anticorpo, € adicionalmente previsto que
a porcao de anticorpo do conjugado deva ser substituida com algo que
especificamente se ligue ou se associe de forma reativa com um re-
ceptor, antigeno ou outra por¢ao receptiva associada com uma dada
populacado de célula alvo. Por exemplo, em vez de conter um anticorpo
um conjugado da invencéo poderia conter uma molécula direcionada

gue se ligue, ou que forme complexos, ou reaja com um receptor, an-
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tigeno ou outra porgao receptive de uma populacdo celular entendida
como sendo terapeuticamente ou de outra forma biologicamente modi-
ficada. Exemplo de tais moléculas incluem proteinas de menor peso
molecular, polipeptideo ou peptideos, lectinas, glicoproteinas, néo
peptideos, vitaminas, moléculas que transportam nutrientes (tais co-
mo, porém, sem se limitar a transferrina), ou qualquer outra molécula
ou substancias de ligagao celular. Em certos aspectos, o anticorpo ou
outra tal molécula direcionada age como que ao liberar um farmaco a
populacao celular alvo em particular com o qual o anticorpo ou outra
molécula direcionada interaje.

[00349] Em um outro aspecto, a presente invencao se refere a um
composto conjugado de farmaco de anticorpo de Férmulas IIIA ou IIIB
em que o anticorpo AB é selecionado a partir de: trastuzumab, mutan-
tes de trastuzumab (por exemplo, um mutante de trastuzumab revela-
do no presente documento ou no pedido de patente internacional
PCT/1IB2012/056234), oregovomab, edrecolomab, cetuximab, um anti-
corpo monoclonal humanizado para o receptor vitronectina (a,B3),
alemtuzumab, anticorpos anti-HLA-DR incluindo um anticorpo an-
ti-HLA-DR humanizado para o tratamento de linfoma ndo Hodgkin, an-
ticorpos 131l Lym-1, anticorpos anti-HLA-Dr10 incluindo um anticorpo
anti-HLA-Dr10 de murino para o tratamento de linfoma ndo Hodgkin,
anticorpos anti-cd33, anticorpos anti-cd22 incluindo um anticorpo an-
ti-CD22 mAb humanizado para o tratamento de doenca de Hodgkin ou
linfoma ndo Hodgkin, labetuzumab, bevacizumab, ibritumomab tiu-
xetan, ofatumumab, panitumumab, rituximab, tositumomab, ipilimumab
e gemtuzumab.

[00350] Os heteroatomos, que podem estar presentes em uma uni-
dade de anticorpo incluem enxofre (em uma modalidade, a partir de
um grupo sulfidrila de um anticorpo), oxigénio (em uma modalidade, a

partir de um grupo carbonila, carboxila ou hidroxila de um anticorpo) e
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nitrogénio (em uma modalidade, a partir de um grupo amino primario
ou secundario de um anticorpo). Estes heterodtomos podem estar pre-
sentes no anticorpo no estado natural do anticorpo, por exemplo um
anticorpo que ocorre naturalmente ou pode ser introduzido no anticor-
po através de modificacdo quimica.

[00351] Em uma modalidade, uma unidade de anticorpo tem um
grupo sulfidrila e a unidade de anticorpo se liga através do atomo de
enxofre do grupo sulfidrila.

[00352] Em uma outra modalidade, o anticorpo tem residuos de lisi-
na que podem reagir com ésteres ativados (tais ésteres incluem, po-
rém ndo se limitam a, ésteres de N-hidroxissuccinimida, pentafluorofe-
nila e p-nitrofenila) e assim formam uma ligacdo amida consistindo do
atomo de nitrogénio da unidade de anticorpo e uma carbonila.

[00353] Em ainda um outro aspecto, a unidade de anticorpo tem um
ou mais residuos de lisina que podem ser quimicamente modificados
para introduzir um ou mais grupos sulfidrila. Os reagentes que podem
ser usados para modificar as lisinas incluem, porém néo se limitam a,
S-acetiltioacetato de N-succinimidila (SATA) e cloridrato de
2-iminotiolano (Reagente de Traut).

[00354] Em uma outra modalidade, a unidade de anticorpo pode ter
um ou mais grupos de carboidrato que podem ser quimicamente modi-
ficados para ter um ou mais grupos sulfidrila.

[00355] Em ainda uma outra modalidade, a unidade de anticorpo
pode ter um ou mais grupos de carboidrato que podem ser oxidados
para prover um grupo aldeido (veja, por exemplo, Laguzza, e outros,
1989, J. Med. Chem. 32(3):548-55). O aldeido correspondente pode
formar uma ligacdo com um sitio reativo tal como, por exemplo, hidra-
zina e hidroxilamina. Outros protocolos para a modificacdo de protei-
nas para a ligacdo ou associacao de farmacos sao descritos em Coli-

gan e outros, Current Protocolos in Protein Science, vol. 2, John Wiley
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& Sons (2002) (incorporado no presente documento a titulo de refe-
réncia).

[00356] Quando os conjugados compreendem proteina ndo imunor-
reativa, polipeptideo ou unidades de peptideo em vez de um anticorpo,
a proteina ndo imunorreativa Util, polipeptideo ou unidades de pepti-
deo incluem, porém ndo se limitam a, transferrina, fatores de cresci-
mento epidérmico ("EGF"), bombesina, gastrina, peptideo de liberagéo
de gastrina, fator de crescimento derivado de plaqueta, IL-2, IL-6, fato-
res de crescimento de transformacao ("TOP"), tais como TGF-a e
TGF-3, fator de crescimento vaccinia ("VGF"), insulina e fatores de
crescimento do tipo insulina | e Il, somatostatina, lectinas e apoprotei-
na da lipoproteina de baixa densidade.

[00357] Os anticorpos policlonais Uteis sdo populacdes heterogé-
neas de moléculas de anticorpo derivadas do soro de animais imuni-
zados. Os anticorpos monoclonais uteis sdo populacdes homogéneas
de anticorpos para um determinante antigénico particular (por exem-
plo, um antigeno de célula cancerigena, um antigeno viral, um antige-
no microbiano, uma proteina, um peptideo, um carboidrato, um produ-
to quimico, um acido nucleico ou fragmentos dos mesmos). Um anti-
corpo monoclonal (mAb) para um antigeno de interesse pode ser pre-
parado ao se usar qualquer técnica conhecida na técnica a qual prove
a producdo de moléculas de anticorpo através de linhagens celulares
continuas na cultura.

[00358] Os anticorpos monoclonais Uteis incluem, porém nao se
limitam a, anticorpos monoclonais humanos, anticorpos monoclonais
humanizados, fragmentos de anticorpo ou anticorpos monoclonais
quiméricos. Os anticorpos monoclonais humanos podem ser produzi-
dos a partir de qualquer uma das numerosas técnicas conhecidas na
técnica (por exemplo, Teng e outros, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
80:7308-7312; Kozbor e outros, 1983, Immunology Today 4:72-79; e
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Olsson e outros, 1982, Meth. Enzymol. 92:3-16).

[00359] O anticorpo também pode ser um anticorpo biespecifico.
Métodos para produzir anticorpos biespecificos sdo conhecidos na
técnica e discutidos a seguir.

[00360] O anticorpo pode ser um fragmento funcionalmente ativo,
derivado ou analogo de um anticorpo que se liga de forma imunoespe-
cifica as células-alvo (por exemplo, antigenos de células cancerige-
nas, antigenos virais ou antigenos microbianos) ou outros anticorpos
gue se ligam a células tumorais ou células matriz. Neste sentido, "fun-
cionalmente ativo" significa que o fragmento, derivado ou analogo é
capaz de elicitar anticorpos anti-anti-idiotipo que reconhecem o mesmo
antigeno que o anticorpo a partir do qual o fragmento, derivado ou
analogo é derivado. Especificamente, em uma modalidade exemplifi-
cadora a antigenicidade do idiotipo da molécula de imunoglobulina po-
de ser aperfeicoada pela delecdo das sequéncias de CDR e estrutu-
rais que sdo C-terminais a Sequéncia de CDR que reconhece especifi-
camente o antigeno. Para determinar quais sequéncias de CDR se
ligam ao antigeno, os peptideos sintéticos contendo as sequéncias de
CDR podem ser usados nos ensaios de ligacdo com o antigeno atra-
vés de qualquer método de ligacdo conhecido na técnica (por exem-
plo, o ensaio de nucleo BIA) (para a localizacdo das sequéncias de
CDR, veja, por exemplo, Kabat e outros, 1991, Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Fifth Edition, National Institute of Health,
Bethesda, Md.; Kabat E e outros, 1980, J. Immunology
125(3):961-969).

[00361] Outros anticorpos Uteis incluem fragmentos de anticorpos
tais como, porém sem se limitar a fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab,
Fvs, anticorpos de cadeia Unica, diacorpos, triacorpos, tetracorpos,
scFv, scFv-FV ou qualquer outra molécula com a mesma especificida-

de como o anticorpo.
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[00362] De forma adicional, os anticorpos recombinantes, tais como
anticorpos monoclonais quimeéricos e humanizados, compreendendo
ambas as por¢cdes humanas e ndao humanas, que podem ser produzi-
das usando técnicas de DNA recombinante padronizadas, sdo anticor-
pos uteis. Um anticorpo quimérico € uma molécula, na qual diferentes
porcdes sdo derivadas de diferentes espécies animais, tais como por
exemplo, aquelas que tém uma regido variavel derivada de umas regi-
0es constantes humanas de um murino monoclonal e de imunoglobuli-
na humana. (Veja, por exemplo, Patente Norte-americana No.
4,816,567; e Patente Norte-americana No. 4,816,397, as quais sdo
incorporadas no presente documento a titulo de referéncia em sua to-
talidade). Os anticorpos humanizados sdo moléculas de anticorpo de
espécies ndo humanas que tém uma ou mais regibes determinantes
de complementariedade (CDRs) a partir de espécies ndao humanas e
uma regido estrutural de uma molécula de imunoglobulina humana.
(Veja, por exemplo, Patente Norte-americana No. 5,585,089, a qual &
incorporada no presente documento a titulo de referéncia em sua tota-
lidade). Tais anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados po-
dem ser produzidos por técnicas de DNA recombinante conhecidas na
técnica, por exemplo, usando métodos descritos na publicacdo Inter-
nacional No. WO 87/02671; Publicacdo de Patente Europeia No. 0 184
187; Publicacdo de Patente Europeia No. 0 171 496; Publicacdo de
Patente Europeia No. 0 173 494; Publicagao Internacional No. WO
86/01533; Patente Norte-americana No. 4,816,567; Publicacdo de Pa-
tente Europeia No. 012 023; Berter e outros, 1988, Science
240:1041-1043; Liu e outros, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84:3439-3443; Liu e outros, 1987, J. Immunol. 139:3521-3526; Sun e
outros, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218; Nishimura e ou-
tros, 1987, Cancer. Res. 47:999-1005; Wood e outros, 1985, Nature
314:446-449; e Shaw e outros, 1988, J. Natl. Cancer Inst.
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80:1553-1559; Morrison, 1985, Science 229:1202-1207; Oi e outros,
1986, BioTechniques 4:214; Patente Norte-americana No. 5,225,539;
Jones e outros, 1986, Nature 321:552-525; Verhoeyan e outros, 1988,
Science 239:1534; e Beidler e outros, 1988, J. Immunol.
141:4053-4060; cada uma das quais é incorporada no presente docu-
mento a titulo de referéncia em sua totalidade.

[00363] Os anticorpos completamente humanos sao particularmen-
te desejaveis e podem ser produzidos usando camundongos transgé-
nicos que sao incapazes de expressar genes de cadeia pesada e leva
de imunoglobulina endbégena, porém expressam 0s genes de cadeia
pesada e leve humanos. Os camundongos transgénicos sao imuniza-
dos da forma normal com um antigeno selecionado, por exemplo, toda
ou uma porcado de um polipeptideo da invencdo. Os anticorpos mono-
clonais direcionados contra o0 antigeno podem ser obtidos usando a
tecnologia de hibridoma convencional. Os transgenes da imunoglobu-
lina humana hospedados pelos camundongos transgénicos se reorga-
nizam durante a diferenciacdo de células B e subsequentemente se
submetem a troca de classe e mutacdo somatica. Sendo assim, ao
usar tal técnica, € possivel produzir anticorpos 1gG, IgA, IgM e IgE te-
rapeuticamente Uteis. Para uma revisao desta tecnologia para a pro-
ducao de anticorpos humanos, veja Lonberg e Huszar, 1995, Int. Rev.
Immunol. 13:65-93. Para uma discussédo detalhada desta tecnologia
para producdo de anticorpos humanos e anticorpos monoclonais hu-
manos e protocolos para a producdo de tais anticorpos, veja, por
exemplo, Patentes Norte-americanas Nos. 5,625,126; 5,633,425;
5,569,825; 5,661,016; 5,545,806; cada uma das quais € incorporada
no presente documento a titulo de referéncia em sua totalidade. Ou-
tros anticorpos humanos podem ser obtidos comercialmente da, por
exemplo, Abgenix, Inc. (agora Amgen, Freemont, Calif.) e Medarex
(Princeton, N.J.).
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[00364] Os anticorpos completamente humanos que reconhecem
um epitopo selecionado podem ser gerados usando uma técnica refe-
rida como "selecao orientada”. Nesta tentativa, um anticorpo monoclo-
nal ndo humano selecionado, por exemplo, um anticorpo de camun-
dongo, é usado para orientar a selecdo de um anticorpo completamen-
te humano que reconhece o mesmo epitopo. (Veja, por exemplo, Jes-
pers e outros, 1994, Biotechnology 12:899-903). Os anticorpos huma-
nos também podem ser produzidos usando varias técnicas conhecidas
na técnica, incluindo as bibliotecas de fagos (veja, por exemplo, Hoo-
genboom e Winter, 1991, J. Mol. Biol. 227:381; Marks e outros, 1991,
J. Mol. Biol. 222:581; Quan e Carter, 2002, The rise of anticorpos
monoclonais as therapeutics, In Anti-lgE and Allergic Disease, Jardieu
and Fick, eds., Marcel Dekker, New York, N.Y., Chapter 20, pp.
427-469).

[00365] Em outras modalidades, o anticorpo € uma proteina de fu-
sao de um anticorpo ou um fragmento funcionalmente ativo do mesmo,
por exemplo, no qual o anticorpo é fundido através de uma ligacdo co-
valente (por exemplo, uma ligacdo de peptideo), seja no N-terminal ou
C-terminal em uma sequéncia de aminoacido de uma outra proteina
(ou porcdo da mesma, preferencialmente pelo menos 10, 20 ou 50
aminoacidos na por¢do da proteina) que ndo sejam de um anticorpo.
Preferencialmente, o anticorpo ou fragmento do mesmo € covalente-
mente ligado a outra proteina no N-terminal do dominio constante.
[00366] Os anticorpos incluem analogos e derivados que tanto séo
modificados, isto €, pela ligacédo covalente de qualquer tipo de molécu-
la a medida que tal ligagdo covalente permita ao anticorpo reter sua
imunoespecificidade de ligacdo ao antigeno. Por exemplo, porém nao
por meio de limitacdo, os derivados e analogos dos anticorpos incluem
aqueles que foram adicionalmente modificados, por exemplo, através

de glicosilacéo, acetilacéo, fosforilacdo, amidacao, derivacdo por gru-
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pos de protecdo/bloqueio conhecidos, clivagem proteolitica, ligacdo a
uma unidade de anticorpo celular ou outra proteina, etc. qualquer uma
das numerosas modificacfes quimicas podem ser realizadas por téc-
nicas conhecidas incluindo, porém sem se limitar a, clivagem quimica
especifica, acetilacdo, formilacdo, sintese metabdlica na presenca de
tunicamicina, etc. Adicionalmente, o analogo ou derivado pode conter
um ou mais aminoacidos ndo naturais.

[00367] Os anticorpos podem ter modificacdes (por exemplo, substi-
tuicbes, delecbes ou adi¢cdes) nos residuos de aminoacido que intera-
gem com os receptores de Fc. Em particular, os anticorpos podem ter
modificacées nos residuos de aminoacido identificados conforme en-
volvidos na interacdo entre o dominio anti-Fc e o receptor FcRn (veja,
por exemplo, a Publicacdo Internacional No. WO 97/34631, o qual é
incorporado no presente documento a titulo de referéncia em sua tota-
lidade).

[00368] Os anticorpos imunoespecificos para um antigeno de célula
cancerigena podem ser obtidos comercialmente ou produzidos por
gualquer método conhecido a um vesado na técnica tai como, por
exemplo, técnicas de sintese quimica ou expressdo recombinante. A
sequéncia de nucleotideos que codifica anticorpos imunoespecificos
para um antigeno de célula cancerigena podem ser obtidos, por
exemplo, a partir da base de dados GenBank ou uma base de dados
como esta, publicacdes da literatura ou por clonagem e sequencia-
mento de rotina.

[00369] Em uma modalidade especifica, os anticorpos conhecidos
para o tratamento de cancer podem ser usados. Os anticorpos imuno-
especificos para um antigeno de célula cancerigena podem ser obti-
dos comercialmente ou produzidos por qualguer método conhecido a
um versado na técnica tal como, por exemplo, as técnicas de expres-

sdo recombinante. A sequéncia de nucleotideos que codifica anticor-
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pos imunoespecificos para um antigeno de célula cancerigena pode
ser obtida, por exemplo, a partir da base de dados GenBank ou uma
base de dados como esta, as publicacdes da literatura, ou por clona-
gem e sequenciamento de rotina. Exemplos de anticorpos disponiveis
para o tratamento de cancer incluem, porém nao se limitam a, OVA-
REX o qual € um anticorpo de murino para o tratamento de cancer de
ovarios; PANOREX (Glaxo Wellcome, NC) o qual € um anticorpo de
murino 1gG,, para o tratamento de cancer colorretal; Cetuximab ERBI-
TUX (Imclone Systems Inc., NY) o qual € um anticorpo quimérico an-
ti-EGFR 1gG para o tratamento de canceres com fator de crescimento
positivo epidérmico, tal como cancer de cabeca e pescoco; Vitaxin
(Medlimmune, Inc., MD) o qual € um anticorpo humanizado para o tra-
tamento de sarcoma; CAMPATH I/H (Leukosite, MA) o qual é um anti-
corpo 1gG; humanizado para o tratamento de leucemia linfocitica cro-
nica (CLL); SMART ID10 (Protein Design Labs, Inc., CA) o qual € um
anticorpo humanizado anti-HLA-DR para o tratamento de linfoma nao
Hodgkin; ONCOLYM (Techniclone, Inc., CA) o qual é um anticorpo de
murinho radiomarcado anti-HLA-Dr1l0 para o tratamento de linfoma
ndo Hodgkin; ALLOMUNE (BioTransplant, CA) o qual € um mAb hu-
manizado anti-CD2 para o tratamento de doenca de Hodgkin ou linfo-
ma ndo Hodgkin; e CEACIDE (Immunomedics, NJ) o qual € um anti-
corpo humanizado anti-CEA para o tratamento de cancer colorrecal.

[00370] De modo a encontrar alvos celulares eficazes para o diag-
néstico e terapia de cancer, os pesquisadores quiseram identificar a
transmembrana ou de outra forma os polipeptideos associados ao tu-
mor que sdo especificamente expressados na superficie de um ou
mais tipo(s) particular(es) de célula cancerigena conforme comparado
a uma ou mais das célula(s) ndo cancerosa(s) normais. Frequente-
mente, tais polipeptideos associados ao tumor sdo mais abundante-

mente expressados na superficie das células de cancer conforme
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comparado nas células ndo cancerosas. A identificacdo de tais poli-
peptideos de antigeno de superficie celular associados ao tumor au-
mentou a capacidade de direcionar especificamente as ceélulas de
cancer para a destruicdo através de terapias com base em anticorpo.
A Unidade de ligacéao (L)

[00371] Um ligante (algumas vezes referido como "[ligante]" no pre-
sente documento) € um composto bifuncional que pode ser usado para
ligar um farmaco e um anticorpo para formar um conjugado anticorpo
farmaco (ADC). Tais conjugados sao Uteis, por exemplo, na formacao
de imnunoconjugados que agem contra 0s antigenos associados ao
tumor. Tais conjugados permitem a liberacéo seletiva de farmacos ci-
totoxicos em células tumorais.

[00372] Em um ADC, o ligante serve para ligar a carga ao anticor-
po.

[00373] Em um aspecto, uma segunda secao da unidade de ligacao
€ introduzida a qual tem um segundo sitio reativo, por exemplo, um
grupo eletrofilico que é reativo a um grupo nucleofilico presente em
uma unidade de anticorpo (por exemplo, um anticorpo). Os grupos nu-
cleofilicos uteis em um anticorpo incluem, porém ndo se limitam a,
grupos sulfidrila, hidroxila e amino. O heterodtomo do grupo nucleofi-
lico de um anticorpo é reativo a um grupo eletrofilico em uma unidade
de ligacao e forma uma ligacdo covalente a uma unidade de ligacao.
Os grupos eletrofilicos ateis incluem, porém néo se limitam a, grupos
maleimida e haloacetamida. O grupo eletrofilico prové um sitio conve-
niente para a ligagao ao anticorpo.

[00374] Em uma outra modalidade, a unidade de ligacdo tem um
sitio reativo que tem um grupo nucleofilico que é reativo a um grupo
eletrofilico presente em um anticorpo. Os grupos eletrofilicos Uteis em
um anticorpo incluem, porém nao se limitam a, grupos aldeido e ceto-

na carbonila. O heteroatomo de um grupo nucleofilico de uma unidade
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de ligacdo pode reagir com um grupo eletrofilico em um anticorpo e
forma uma ligacdo covalente ao anticorpo. Os grupos nucleofilicos
Uteis em uma unidade de ligacao incluem, porém nao se limitam a, hi-
drazida, oxima, amino, hidrazina, tiossemicarbazona, carboxilato de
hidrazina e arilidrazida. O grupo eletrofilico em um anticorpo prové um
sitio conveniente para ligacdo a uma unidade de ligacao.

[00375] Os grupos aminofuncionais também s&o sitios reativos Uteis
para uma unidade de ligacdo porque eles podem reagir com acido
carboxilico ou ésteres ativados de um composto para formar uma liga-
cdo amida. Tipicamente, 0s compostos com base em peptideo da in-
vencao podem ser preparados através da formacdo de uma ligacao de
peptideo entre dois ou mais aminoacidos e/ou fragmentos de peptideo.
Tal ligacdo de peptideos pode ser preparada, por exemplo, de acordo
com o método de sintese de fase liquida (veja, por exemplo, Schroder
e Lubke, "The Peptides", volume 1, pp 76-136, 1965, Academic Press)
gue é bem conhecido no campo da quimica peptidica.

[00376] No contexto da invencédo, particularmente, porém nao limi-
tado a componentes ligantes tais como L;, L, (incluindo L,*, L,® e L,%)
e L3, a linguagem "selecionados a partir de um ou mais de" ou "um ou
mais de" indica que multiplos componentes, que podem ser 0s mes-
mos ou diferentes, estdo ou podem ser dispostos de forma sequencial.
Sendo assim, por exemplo, Lz pode ser —C,galquil-, -NR- ou outros
componentes individualmente listados, porém também —C,_salquil-NR-,
ou qualquer outra combinacgao de 2 ou mais componentes listados.
[00377] Em uma outra modalidade, a unidade de ligacdo tem um
sitio reativo que pode reagir com os nucleofilos de anticorpo, como as
cisteinas. O sitio reativo é compreendido de um heterocicleo que é
substituido com uma sulfona. A sulfona também é substituida pelo nu-
cledfilo do anticorpo (isto €, cisteina) e a ligacdo recém-formada entre

0 anticorpo e o heterociclo conecta o anticorpo ao ligante. Veja, WO
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2014/144878.

Sintese de Compostos e Conjugados de farmaco de ant  icorpo dos
mesmos

[00378] Os compostos e conjugados da invengao podem ser prepa-
rados usando os procedimentos sintéticos detalhados abaixo na
Exemplificagdo. Conforme descrito em maiores detalhes abaixo, os
compostos e conjugados da invencdo podem ser preparados usando
uma secdo de uma unidade de ligacdo tendo um sitio reativo para a
ligacdo ao composto. Em um aspecto, uma segunda sec¢ao da unidade
de ligacdo é introduzida a qual tem um segundo sitio reativo por
exemplo, um grupo eletrofilico que é reativo a um grupo nucleofilico
presente em uma unidade de anticorpo (por exemplo, um anticorpo).
Os grupos nucleofilicos Uteis em um anticorpo incluem, porém nado se
limitam a, grupos sulfidrila, hidroxila e amino. O heteroatomo do grupo
nucleofilico de um anticorpo é reativo a um grupo eletrofilico em uma
unidade de ligacdo e forma uma ligagéo covalente a uma unidade de
ligacdo. Os grupos eletrofilicos uteis incluem, porém nédo se limitam a,
grupos maleimida e haloacetamida. O grupo eletrofilico prové um sitio
conveniente para a ligagao ao anticorpo.

[00379] Em uma outra modalidade, a unidade de ligacdo tem um
sitio reativo o qual tem um grupo nucleofilico que é reativo a um grupo
eletrofilico presente em um anticorpo. Os grupos eletrofilicos Uteis em
um anticorpo incluem, porém nao se limitam a, grupos aldeido e ceto-
na carbonila. O heteroatomo de um grupo nucleofilico de uma unidade
de ligacdo pode reagir com um grupo eletrofilico em um anticorpo e
forma uma ligacdo covalente ao anticorpo. Os grupos nucleofilicos
Uteis em uma unidade de ligacao incluem, porém nao se limitam a, hi-
drazida, oxima, amino, hidrazina, tiossemicarbazona, carboxilato de
hidrazina e arilidrazida. O grupo eletrofilico em um anticorpo prové um

sitio conveniente para a ligacdo a uma unidade de ligacéo.
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[00380] Os grupos aminofuncionais também s&o sitios reativos Uteis
para uma unidade de ligacdo porque eles podem reagir com acido
carboxilico ou ésteres ativados de um composto para formar uma liga-
cdo amida. Tipicamente, 0s compostos com base em peptideo da in-
vencao podem ser preparados através da formacao da ligacédo de pep-
tideo entre dois ou mais aminoacidos e/ou fragmentos de peptideo. Tal
ligacdo de peptideos pode ser preparada, por exemplo, de acordo com
o0 método de sintese de fase liquida (veja, por exemplo, Schroder e
Lubke, "The Peptides"”, volume 1, pp. 76-136, 1965, Academic Press)
gue é bem conhecido no campo da quimica peptidica.

[00381] Conforme descrito em maiores detalhes abaixo, 0os conju-
gados podem ser preparados usando uma sec¢ao do ligante tendo um
sitio reativo para a ligacdo a um composto da invencao e introduzindo
uma outra secao da unidade de ligacdo tendo um sitio reativo para um
anticorpo. Em um aspecto, a unidade de ligacdo tem um sitio reativo
gue tem um grupo eletrofilico que é reativo com um grupo nucleofilico
presente em uma unidade de anticorpo, tal como um anticorpo. O gru-
po eletrofilico prové um sitio conveniente para a ligacdo ao anticorpo.
Os grupos nucleofilicos Uteis em um anticorpo incluem, porém néo se
limitam a, grupos sulfidrila, hidroxila e amino. O heteroatomo do grupo
nucleofilico de um anticorpo é reativo a um grupo eletrofilico em uma
unidade de ligacdo e forma uma ligagéo covalente a uma unidade de
ligacdo. Os grupos eletrofilicos uteis incluem, porém nédo se limitam a,
grupos maleimida e haloacetamida.

[00382] Em uma outra modalidade, a unidade de ligacdo tem um
sitio reativo o qual tem um grupo nucleofilico que € reativo com um
grupo eletrofilico presente em uma unidade de anticorpo. O grupo ele-
trofilico em um anticorpo prové um sitio conveniente para a ligacdo a
uma unidade de ligacdo. Os grupos eletrofilicos Uteis em um anticorpo

incluem, porém nédo se limitam a, grupos aldeido e cetona carbonila. O
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heteroatomo de um grupo nucleofilico de uma unidade de ligacdo pode
reagir com um grupo eletrofilico em um anticorpo e formar uma ligacao
covalente ao anticorpo. Os grupos nucleofilicos Uteis em uma unidade
de ligacdo incluem, porém nao se limitam a, hidrazida, oxima, amino,
hidrazina, tiossemicarbazona, carboxilato de hidrazina e arilidrazida.
Conjugacéao com Transglutaminase

[00383] Em certas modalidades, um composto da invencdo pode
ser covalentemente reticulado a um polipeptideo contendo Fc ou con-
tendo Fab engenheirado com um marcador contend glutamine do doa-
dor acila (por exemplo, marcadores de peptideo contendo GIn ou mar-
cadores Q) ou uma glutamina endégena tornada reativa (isto é, a ca-
pacidade de se formar uma ligacéo covalente como um doador de aci-
la na presenca de uma amina e uma transglutaminase) através da en-
genharia dos polipeptideos (por exemplo, através de delecdo, inser-
cao, substituicdo, mutacdo de aminoacido ou qualquer combinacdo do
mesmo no polipeptideo), na presenca de transglutaminase, contanto
gue o composto da invencdao compreenda um agente doador de amina
(por exemplo, pequena moécula compreendendo ou ligado a uma
amina reativa), com isso formando uma populagédo estavel e homogé-
nea de um conjugado de polipeptideo contendo Fc engenheirado com
0 agente doador de amina sendo conjugado especificamente no sitio
para o polipeptideo contendo Fc ou contendo Fab através do marcador
contendo glutamina do doador de acila ou a glutamina enddégena ex-
posta/acessivel/reativa. Por exemplo, os compostos da invencédo po-
dem ser conjugados conforme descritos no Pedido de Patente Interna-
cional No. de série PCT/IB2011/054899, cujos conteudos totais sao
incorporados no presente documento a titulo de referéncia. Em certas
modalidades, para facilitar a conjugacao do composto da invencéo a
um polipeptideo engenheirado contendo Fc ou contendo Fab com um

marcador contend glutamina de doador de acila ou uma glutamina en-
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dogena tornada reativa pela engenharia de polipeptideos na presenca
de transglutaminase, Z € NH,.

Conjugacdo na Regido Constante de Dominio Kappa de Cadeia
Leve Humana

[00384] Em certas modalidades, um composto da invencdo pode

ser covalentemente ligado & cadeia lateral de K'®

da regido constante
de dominio kappa de cadeia leve humana (CLk) (numeracao de cadeia
leve completa de acordo com Kabat). Por exemplo, os compostos da
invencédo podem ser conjugados conforme descritos no Pedido de Pa-
tente Norte-Amerucano numero de série 13/180,204, cujos conteudos
totais estdo incorporados no presente documento a titulo de referén-

cia. Em certas modalidades, para facilitar a

FEE
S
conjugacao ao K188 CLk, Z é : R’ é independen-
temente selecionado para cada ocorréncia a partir do grupo consistin-
doemF, Cl I, Br, NO,, CNeCFz ehél, 2 3,40ub.

[00385] Em certas modalidades, a invencédo prové uma composicao
compreendendo um composto da invengao covalentemente conjugado
a um anticorpo (ou porcéao de ligacao ao antigeno do mesmo), em que
pelo menos cerca de 50%, ou pelo menos cerca de 60%, ou pelo me-
nos cerca de 70%, ou pelo menos cerca de 80%, ou pelo menos cerca
de 90% do composto da inven¢do na composicao € conjugado no anti-
corpo ou porc¢éo de ligacéo ao antigeno do mesmo em K*® CLk.
[00386] Em certas modalidades, os compostos da invencédo podem
ser conjugados no sitio de combinacdo de um anticorpo catalitico, tais
como anticorpos de aldolsase ou por¢do de ligacdo ao antigeno do
mesmo. Os anticorpos de aldolase contém porcdes do sitio de combi-
nacdo que, quando desembaracados (por exemplo através de conju-
gacao), catalisam uma reacdo de adicdo de aldol entre um doador de

cetona alifatica e um acceptor de aldeido. Os contetudos da Publicacéo
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do Pedido de Patente Norte-Americano No. US 2006/205670 séo in-
corporados no presente documento a titulo de referéncia, em péaginas
particulares 78-118 descrevendo ligantes e paragrafos [0153]-[0233]
descrevendo os anticorpos, fragmentos Uteis, variantes e modificacdes
das mesmas, h38C2, sitios de combinacdo e regifes determinantes
complementares (CDRs) e a tecnologia de anticorpo relacionada. O
termo "sitio de combinacdo” inclui os CDRs e residuos estruturais ad-
jacentes que estéo envolvidos na ligacdo de antigeno.

Composicles e Métodos de Administracao

[00387] Em outras modalidades, um outro aspecto da invencéo se
refere a composi¢des farmacéuticas incluindo uma quantidade eficaz
de um composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do
mesmo e um veiculo ou veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em cer-
tas modalidades, as composi¢cfes sao adequadas para a administra-
cao veterinaria ou humana.

[00388] As presentes composi¢cOes farmacéuticas podem estar em
gualquer forma que permite a composi¢cdo a ser administrada a um
paciente. Por exemplo, a composicdo pode estar na forma de um soli-
do ou liquido. As formas tipicas de administracdo incluem, sem limita-
¢ao, parenteral, ocular e intratumoral. A administragao parenteral inclui
injecBes subcutaneas, técnicas de injecdo ou infusdo intravenosa, in-
tramuscular ou intraesternal. Em um aspecto, as composi¢cdes sao
administradas de forma parenteral. Em uma modalidade especifica, as
composicdes sdo administradas de forma intravenosa.

[00389] As composicOes farmacéuticas podem ser formuladas de
modo a permitir um composto da inveng&o e/ou conjugado anticorpo
farmaco do mesmo a estar biodisponivel apds a administracdo da
composi¢cao a um paciente. As composi¢cdes podem tomar a forma de
uma ou mais unidades de dosagem, onde por exemplo, um comprimi-

do pode ser uma unidade de dosagem Unica e um recipiente de um
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composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo
em forma liquida pode manter uma pluralidade de unidades de dosa-
gem.

[00390] Os materiais usados na preparacao das composicoes far-
macéuticas podem ser ndo toxicos nas quantidades usadas. Ficara
evidente aqueles versados na técnica que a dosagem optimal do(s)
ingrediente(s) ativo(s) em uma composicdo farmacéutica dependera
de uma variedade de fatores. Os fatores relevantes incluem, sem limi-
tacdo, o tipo de animal (por exemplo, ser humano), a forma particular
de um composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do
mesmo, 0 modo de administragcdo e a composicado empregada.

[00391] O veiculo ou veiculo farmaceuticamente aceitavel pode ser
sblido ou particulado de modo que as composicbes estejam, por
exemplo, na forma de comprimido ou pé. O(s) veiculo(s) podem ser
liquidos. Além disso, o(s) veiculo(s) podem ser particulados.

[00392] A composicdo pode estar na forma de um liquido, por
exemplo, uma solucédo, emulsdo ou suspensdo. Na composi¢cao para
administrag&o por inje¢cdo, um ou mais dos tensoativos, conservantes,
agentes umectantes, agentes dispersantes, agentes de suspensao,
tampdo, estabilizador e agente isotdnico também podem ser incluidos.
[00393] As composicles liquidas, sendo elas solu¢cdes ou outra
forma similar, também podem incluir um ou mais dos que seguem: di-
luentes estéreis tais como agua para injecdo, solucéo fisiologica, pre-
ferencialmente solucdao fisiologica, solucdo de Ringer, cloreto de sédio
isotdnico, 6leos fixados tais como mono- ou diglicerideos sintéticos os
guais servem como 0 solvente ou meio de suspensao, polietileno gli-
cois, glicerina, ciclodextrina, propileno glicol ou outros solventes; agen-
tes antibacterianos tais como benzil alcool ou metil parabeno; antioxi-
dantes tais como acido ascérbico ou bissulfito de sédio; agentes que-

lantes tais como acido etilenodiaminatetraacético; tampdes tais como
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acetatos, citratos, fosfatos ou aminoacidos e agentes para o ajuste da
tonicidade tal como cloreto de sédio ou dextrose. Uma composicao
parenteral pode ser incluida em uma ampola, uma seringa descartavel
ou frasco de multiplas doses feito de vidro, plastico ou outro material.
A solucao fisiol6gica € um adjuvante exemplificador. Uma composicéo
injetavel é preferencialmente estéril.

[00394] A gquantidade de um composto da invencao e/ou conjugado
anticorpo farmaco do mesmo que € eficaz no tratamento de um distur-
bio ou condicao particular dependera da natureza do disturbio ou con-
dicdo e pode ser determinado por técnicas clinicas padronizadas.
Além disso, nos ensaios in vitro ou in vivo podem ser opcionalmente
empregados para ajudar a identificar as faixas de dosagem criticas. A
dose precisa a ser empregada nas composi¢cdes também dependera
na forma de administracdo e na seriedade da doenca ou disturbio e
deve ser decidida de acordo com o julgamento do médico e cada cir-
cunstancia do paciente.

[00395] As composi¢cdes compreendem uma quantidade eficaz de
um composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mes-
mo de modo que a dosagem adequada sera obtida. Tipicamente, esta
guantidade é de pelo menos cerca de 0.01% de um composto da in-
vencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo em peso da
composicdo. Em uma modalidade exemplificadora, as composicoes
farmacéuticas sao preparadas de modo que uma unidade de dosagem
parenteral contenha de cerca de 0.01% a cerca de 2% em peso da
guantidade de um composto da invengdo e/ou conjugado anticorpo
farmaco do mesmo.

[00396] Para a administracdo intravenosa, a composicao pode
compreender de cerca de 0.01 a cerca de 100 mg de um composto da
invencédo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo por kg do peso

corporal do paciente. Em um aspecto, a composi¢ao pode incluir de
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cerca de 1 a cerca de 100 mg de um composto da invengcao e/ou con-
jugado anticorpo farmaco do mesmo por kg do peso corporal do paci-
ente. Em um outro aspecto, a quantidade administrada estara na faixa
de cerca de 0.1 a cerca de 25 mg/kg de peso corporal de um compos-
to da invencéo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo.

[00397] Em geral, a dosagem de um composto da invencédo e/ou
conjugado anticorpo farmaco do mesmo administrada a um paciente é
tipicamente de cerca de 0.01 mg/kg a cerca de 20 mg/kg do peso cor-
poral do paciente. Em um aspecto, a dosagem administrada a um pa-
ciente esta entre cerca de 0.01 mg/kg a cerca de 10 mg/kg do peso
corporal do paciente. Em um outro aspecto, a dosagem administrada a
um paciente esta entre cerca de 0.1 mg/kg e de cerca de 10 mg/kg do
peso corporal do paciente. Em ainda um outro aspecto, a dosagem
administrada a um paciente esta entre cerca de 0.1 mg/kg e cerca de 5
mg/kg do peso corporal do paciente. Em ainda um outro aspecto, a
dosagem administrada a um paciente esta entre cerca de 0.1 mg/kg a
cerca de 3 mg/kg do peso corporal do paciente. Em ainda um outro
aspecto, a dosagem administrada a um paciente esta entre cerca de 1
mg/kg a cerca de 3 mg/kg do peso corporal do paciente.

[00398] Um composto da invengao e/ou conjugado anticorpo farma-
co do mesmo pode ser administrado por qualquer forma conveniente,
por exemplo por infusdo ou injecdo em bolus. A administracdo pode
ser sistémica ou local. Vérios sistemas de liberacdo sdo conhecidos,
por exemplo, encapsulacdo em lipossomos, mieroparticulas, micro-
capsulas, capsulas, etc., e podem ser usados para administrar um
composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo.
Em certas modalidades, mais de um composto da inveng¢ao e/ou con-
jugado anticorpo farmaco do mesmo é administrado a um paciente.
[00399] Em modalidades especificas, pode ser desejavel adminis-

trar um ou mais compostos da inven¢ao e/ou conjugados de farmaco
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de anticorpo dos mesmos localmente na area que precisa do trata-
mento. Isto pode ser alcancado, por exemplo, e ndo por meio de limi-
tacdo, através da infusdo local durante cirurgia; aplicacéo tdpica, por
exemplo, em conjunto com um curativo apés a cirurgia; através de in-
jecao; por meio de um catéter; ou por meio de um implante, o implante
sendo um material poroso, ndo poroso ou gelatinoso, incluindo mem-
branas, tais como membranas sialasticas ou fibras. Em uma modali-
dade, a administracdo pode ser através de injecao direta no sitio (ou
sitio anterior) de um cancer, tumor ou tecido neoplasico ou pré-
neoplasico. Em uma outra modalidade, a administracdo pdoe ser atra-
vés de injecdo direta no sitio (ou sitio anterior) de uma manifestacéo
de uma doencga autoimune.

[00400] Em ainda uma outra modalidade, o composto da invencéao
e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo pode ser liberado em um
sistema de liberacéo controlada, tal como, porém, ndo limitada a uma
bomba ou varios materiais poliméricos podem ser usados. Em ainda
uma outra modalidade, um sistema de liberacdo controlada pode ser
colocado em proximidade do alvo do composto da invencéao e/ou con-
jugado anticorpo farmaco do mesmo, por exemplo, o figado, assim ne-
cessitando apenas de uma fragdo da dose sistémica (veja, por exem-
plo, Goodson, em Medical Applications of Controlled Release, supra,
vol. 2, pp. 115-138 (1984)). Outros sistemas de liberacdo controlada
discutidos na revisédo por Langer (Science 249:1527-1533 (1990)) po-
dem ser usados.

[00401] O termo "veiculo" se refere a um diluente, adjuvante ou ex-
cipiente, com o qual um composto ou conjugado anticorpo farmaco do
mesmo é administrado. Tais veiculos farmacéuticos podem ser liqui-
dos, tais como agua e 6leos, incluindo agueles do pétroleo, de origem
animal, vegetal ou sintética. Os veiculos podem ser fisiol6gicos e simi-

lares. Além disso, 0s agentes auxiliares, estabilizadores e outros agen-
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tes podem ser usados. Em uma modalidade, quando administrado a
um paciente, 0 composto ou conjugado e veiculos farmaceuticamente
aceitaveis séo estéreis. A agua € um veiculo exemplificador quando o
composto ou conjugado sao administrados de forma intravenosa. As
solucdes fisiolégicas e as solucBes aguosas de dextrose e glicerol po-
dem ser empregadas como veiculos liquidos, particularmente para as
solucBes injetaveis. As presentes composicdes, caso desejado, tam-
bém podem conter quantidades menores de agentes umectantes ou
emulsificantes ou agentes de tampéo de pH.

[00402] As presentes composicOes podem tomar a forma de solu-
cOes, péletes, pos, formulacdes de liberacdo prolongada ou qualquer
outra forma adequada para uso. Outros exemplos de veiculos farma-
ceuticamente aceitaveis sdo descritos em "Remington's Pharmaceulti-
cal Sciences" by E. W. Matrtin.

[00403] Em uma modalidade, o composto da invencédo e/ou conju-
gado anticorpo farmaco do mesmo séo formulados de acordo com 0s
procedimentos de rotina como a composicao farmacéutica adaptada
para a administracdo intravenosa aos animais, particularmente seres
humanos. Tipicamente, os veiculos ou veiculos para a administracéao
intravenosa sdo solucdes tampao aquosas isotdnicas estéreis. Quando
necessario, as composicées também podem incluir um agente de so-
lubilizagdo. As composicdes para a administragao intravenosa podem
compreender opcionalmente um anestésico local tal como lignocaina
para diminuir a dor no local da injecdo. Em geral, os ingredientes séo
fornecidos tanto separadmente ou misturados em conjunto em forma
de dosagem unitaria, por exemplo, como um pé seco liofilizado ou
concentrado livre de agua em um recipiente hermeticamente vedado
tal como ampola ou saqueta indicando a quantidade de agente ativo.
Quando um composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco

do mesmo é administrado por infusdo, ele pode ser dispensado, por
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exemplo, com uma garrafa de infusdo contendo 4gua ou solucao fisio-
|6gica estéril de grau farmacéutico. Quando o composto da invencao
e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo € administrado por inje-
cdo, uma ampola de agua estéril para a injecao ou solucéo fisiologica
pode ser provida de modo que os ingredientes sejam misturados antes
da administragao.

[00404] A composicao pode incluir varios materiais que modificam a
forma fisica de uma unidade de dosagem sélida ou liquida. Por exem-
plo, a composi¢cao pode incluir os materiais que formam uma cobertura
de revestimento em torno dos ingredientes ativos. Os materiais que
formam a cobertura de revestimento séo tipicamente inertes e podem
ser selecionados a partir de, por exemplo, aclcar, shellac e outros
agentes de revestimento entérico. De forma alternada, os ingredientes
ativos podem ser encapsulados em uma capsula de gelatina.

[00405] Quando em forma sélida ou liquida, as presentes composi-
¢bes podem incluir um agente farmacologico usado no tratamento de
cancer.

Usos Terapéuticos de Compostos e Conjugados de Farm  aco de
Anticorpo dos mesmos

[00406] Um outro aspecto da invencao se refere a um método de
usar 0s compostos da invencéo e conjugados de farmaco de anticorpo
dos mesmos para tratar o cancer.

[00407] Os compostos da invencéo e/ou conjugados de farmaco de
anticorpo dos mesmos sao uteis para inibir a multiplicacdo de uma cé-
lula tumoral ou célula cancerigena, causando a apoptose em um tumor
ou célula cancerigena ou para tratar o cancer em um paciente. Os
compostos da invencéo e/ou conjugados de farmaco de anticorpo dos
mesmos podem ser usados consequentemente em uma variedade de
ajustes para o tratamento de canceres animais. Tais conjugados po-

dem ser usados para liberar um composto da inveng¢do a uma célula
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tumoral ou célula cancerigena. Sem se ater a teoria, em uma modali-
dade, o anticorpo do conjugado se liga ou se associa com um antigeno
associado com uma célula tumoral ou célula cancerigena e o conjuga-
do pode ser tomado (internalizado) dentro de uma célula tumoral ou
célula cancerigena através da endocitose mediada por receptor ou ou-
tro mecanismo de internalizacdo. O antigeno pode ser ligado a uma
célula tumoral ou célula cancerigena ou pode ser uma proteina matriz
extracelular associada com a célula tumoral ou célula cancerigena. Em
certas modalidades, uma vez dentro da célula, uma ou mais sequén-
cias de peptideo especificas séo clivadas de forma enzimatica ou hi-
drolitica por uma ou mais proteases associadas a célula tumoral ou
célula cancerigena, resultando na liberacdo de um composto da inven-
¢cao a partir do conjugado. O composto liberado da invencéao fica entao
livre para migrar dentro da célula e induzir as atividades citotoxicas ou
citostaticas. O conjugado também pode ser clivado por uma protease
intracelular para liberar um composto da invencdo. Em uma modalida-
de alternativa, o composto da invencao é clivado a partir do conjugado
fora da célula tumoral ou célula cancerigena e o composto da inven-
cao subseguentemente penetra na célula.

[00408] Em certas modalidades, os conjugados provéem direcio-
namento do farmaco para o cancer ou tumor especifico da conjuga-
¢ao, assim reduzindo a toxicidade geral dos compostos da invengao.
[00409] Em uma outra modalidade, a unidade de anticorpo se liga a
célula tumoral ou célula cancerigena.

[00410] Em uma outra modalidade, a unidade de anticorpo se liga a
um antigeno de célula tumoral ou célula cancerigena o qual esta na
superficie da célula tumoral ou célula cancerigena.

[00411] Em uma outra modalidade, a unidade de anticorpo se liga a
um antigeno de célula tumoral ou célula cancerigena o qual é uma

proteina de matriz extracelular associada com a célula tumoral ou ceé-
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lula cancerigena.

[00412] A especificidade da unidade de anticorpo para uma célula
tumoral ou célula cancerigena particular pode ser importante para de-
terminar aqueles tumores ou canceres que sao 0s mais eficazmente
tratados.

[00413] Os tipos particulares de canceres que podem ser tratados
com um composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do
mesmo, incluem, porém ndo se limitam a, carcinomas da bexiga, ma-
ma, cervix, célon, endométrio, rins, pulméo, eséfago, ovario, prostata,
pancreas, pele, estbmago; e canceres sanguineos incluindo porém
sem se limitar as leucemias e limfomas.

[00414] A Terapia Multimodalidade para o Cancer. Canceres, inclu-
indo, porém sem se limitar ao tumor, metastase ou outra doenca ou
disturbio caracterizado pelo crescimento celular ndo controlado, po-
dem ser tratados ou inibidos pela administracdo de um composto da
invencédo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo.

[00415] Em outras modalidades, os métodos para tratar cancer sao
providos, incluindo administrar a um paciente que precisa do mesmo
de uma quantidade eficaz de um composto da invencao e/ou conjuga-
do anticorpo farmaco do mesmo e um agente quimioterapico. Em uma
modalidade, o agente quimioterapico é aguele com o gqual o tratamento
do cancer se mostrou ndo ser refratario. Em uma outra modalidade, o
agente quimioterapico € aquele com o qual o tratamento do cancer se
mostrou ser refratario. Um composto da invencéo e/ou conjugado anti-
corpo farmaco do mesmo pode ser administrado a um paciente que
também passou por uma cirurgia como tratamento para o cancer.
[00416] Em algumas modalidades, o paciente também recebe um
tratamento adicional, como a terapia de radiacdo. Em uma modalidade
especifica, 0 composto da invencéo e/ou conjugado anticorpo farmaco

do mesmo é administrado de forma concorrente com o agente quimio-
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terapico ou terapia de radiacdo. Em uma outra modalidade especifica,
0 agente quimioterapico ou terapia de radiacdo € administrado antes
ou subsequente a administragcdo de um composto da invencdo e/ou
conjugado anticorpo farmaco do mesmo.

[00417] Um agente quimioterapico pode ser administrado durante
uma série de sessdes. Qualquer um ou uma combinacdo dos agentes
guimioterapicos, tal como agente(s) quimioterapico(s) padrdo de tra-
tamento, pode ser administrado.

[00418] Adicionalmente, os métodos de tratamento do cancer com
um composto da invencdo e/ou conjugado anticorpo farmaco do mes-
mo sao providos como uma alternativa a quimioterapia ou terapia de
radiacdo onde a quimioterapia ou a terapia de radiacdo provaram ser
muito toxicas, por exemplo, causar efeitos colaterais inaceitaveis ou
insuportaveis, para o individuo que estd sendo tratado. O paciente
sendo tratado, pode opcionalmente ser tratado com um outro trata-
mento para o cancer tal como cirurgia, terapia de radiacdo ou quimio-
terapia, dependendo de qual tratamento € aceitavel ou suportavel.
[00419] Os compostos da invencéo e/ou conjugados de farmaco de
anticorpo dos mesmos também podem ser usados de um modo in vitro
ou ex vivo, tal como para o tratamento de certos canceres, incluindo,
porém sem se limitar a leucemias e linfomas, tal tratamento envolven-
do os transplantes de células-tronco autélogas. Isto pode envolver um
processo multietapas no qual as células-tronco hematopoieticas autél-
gas sao coletadas e purificadas de todas as células de cancer, a popu-
lacdo celular de medula 0ssea restante do animal é entdo erradicada
através da administracdo de uma alta dose de um composto da inven-
cao e/ou conjugado anticorpo farmaco do mesmo com ou sem terapia
de radiacdo de alta dose de acompanhamento e o enxerto de célula
tronco é infundido de volta no animal. Os cuidados de suporte sdo en-

tdo providos enquanto a funcédo da medulla 6ssea é restaurada e paci-
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ente se recupera.

[00420] A invencao também € descrita nos exemplos que seguem,
0s quais nao pretendem limitar o escopo da invengao.

[00421] Exemplificacdo de Cargas e Cargas ligantes
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[00422] O composto 2 é um composto comercialmente conhecido,
veja no Pedido de Patente PCT 2005112919 de 01 de dezembro de

2005
Cl Cl Cl
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[00423] Preparacdo de (S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-1,2-di-hidro-3H-
benzolelindol-3-carboxilato de terc-butila (3): Uma solucdo de (S)-5-
(benzildoxi)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[elindol-3-carboxilato
de terc-butila (4 g, 9 mmol) em THF (250 mL) foi adicionado Pd-C
(0,7g) a 40°C. Depois 0 HCOONH4 aquoso (9,5 mL, 25%) foi adicio-
nado em porcdes e a mistura de reacao foi agitada a 40 °C por 1 hora.
A mistura de reacdao foi filtrada e o filtrado foi concentrado até a secu-
ra. O residuo resultante foi dissolvido em acetato de etila (250 mL) e
lavado com H20 (20 mL), seco sobre Na,SO,, concentrado até a se-
cura para dar 3 como um sdlido cinza (2,99, 90%).

[00424] Preparacgéo de (S)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-
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benzo[e]indol-5-0l (4): A um frasco de fundo redondo contendo 3 (820
mg, 2,46 mmol), 4 M HCI| em dioxano (36 mL, 140 mmol) foi adiciona-
do. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente. A reacao foi
reduzida e depois colocada por baixo do vacuo (bomba de cinto) pro-
vendo 4 (684 mg, 100%) como um sélido cinzento.

Cl Cl Cl
/ / /
NBoc NBoc NH
Oy oy e
OH O\n/ O\ﬂ/
3 O (@]
5 6

[00426] Preparacdo de (S)-5-acetOxi-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-
[d2f¢]indol-3-carboxilato de terc-butila (5): Cloreto de acetila (0.1
[@04264 mmol) foi adicionado a uma solucéo de 1-(clorometil)- 5- hi-
[004P6lH benzole]indol 3(2H) carboxilato de (S)-terc-butila [3] (230 mg,
0.7 mmol) em CH2CI2 (6 mL) a 0°C, seguido pela piridina (0.11 mL,
1.4 mmol). A mistura foi agitada a 0°C por 2 min e depois em tempera-
tura ambiente por 1 h. A mistura foi concentrada e o residuo foi tratado
com EtOAc e 4gua, extraida com EtOAc. As fases organicas combina-
das foram lavadas com agua e salmoura, secas sobre MgS0O4. O sol-
vente foi removido sob vacuo para dar 5 como um soélido amarelo claro
(235 mg, 91%). LC MS (Protocolo B): m/z 398.3 [M + H].

[00427] Preparacéo de acetato de (S)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-ila (6): A um frasco de fundo redondo contendo 5-
acetoxi -1 (clorometil) -1H benzole]indol -3(2H) -carboxilato de (S)-terc-
butila (375 mg, 0.998 mM), 10 mL de 4M HCI em dioxano (40 mM) fo-
ram adicionados. A reacgao foi deixada agitar em temperatura ambiente

e depois o solvente removido em vacuo provendo 6 (312 mg, 100%).
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[00428] Preparacgéo de terc-butil-(1S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-
8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-carboxilato (8). A uma so-
lugdo em agitacdo de 7 (veja J. Am. Chem. Soc. 1987, 109,
6837-6838) (12.2 g, 28.6 mmol) em 200 mL de THF a 0°C, Paladio em
carbono 10% em peso (4 g) foi adicionado seguido pela adicédo lenta
em gotas de 30 mL de 25% de formiato de amdnio em agua. A reacao
foi deixada agitar a 0°C por ~90 min. A reacéo foi diluida com éter se-
guida pela adicdo de sulfato de sodio. A reacéo foi filtrada através de
uma fina almofada de celite, a qual foi entdo lavada duas vezes com
éter. Os produtos organicos foram combinados e depois reduzidos an-
tes de serem colocados por baixo do vacuo rendendo 7 (9.65 g, quan-
titativo) como um sélido cinzento-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z
337.2 [M+H]", tempo de retengdo = 1.81 min.

[00429] Preparacdo de (S)-8-(clorometil)-1-metil-3,6,7,8-tetra-
hidropirrolo[3,2-e]indol-4-ol

y [ 1N - ) ,'{ Hegoe M HC! om diowano e NH
¢ T ’A |/ b } (;}Hw.p lﬂ/ : - ¢ _L l HCI
H- “‘-b].-" L,""h:-r- quant. |N| h‘|:|'
I O - a.
T .
19 "
[00430] Etapa 1: Sintese de

(1S)-5-(acetiléxi)-1-(clorometil)-8-metil-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-carboxilato de terc-butila (188). A uma
solucdo em agitacdo de 43 (1.99 g, 5.91 mmol) em 30 mL de dicloro-

metano a 0°C, cloreto de acetila (0.462 mL, 6.50 mmol) foi adicionado
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seguido imediatamente por piridina (0.714 mL, 8.86 mmol). A reacao
foi deixada agitar a 0°C por ~10 min. A reacéo foi reduzida sobre a sili-
ca. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (gradiente:
0%-15% de acetona em heptanos). Os tubos de teste adequados fo-
ram concentrados e colocados debaixo de alto vacuo para produzir 10
(2.13 g, 95%) como um sélido marrom-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z
401.1 [M+Na]", tempo de reten¢do = 1.93 min.

[00431] Etapa 2: Sintese de sal de acido cloridrico de acetato de
(8S)-8-(clorometil)-1-metil-3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-ila
(189). A um frasco de fundo redondo contendo 10 (606 mg, 1.60
mmol), 4M HCl em dioxano (24 mL, 96 mmol) foi adicionado. A reacéo
foi deixada agitar em temperatura ambiente por 90 min. A reacao foi
reduzida e depois colocada debaixo de alto vacuo produzindo 11 (589
mg, guantitativo) como um solido verde claro. LC-MS (Protocolo B):
m/z 279.1 [M+H]", tempo de retencéo = 0.72 min.

[00432] Procedimento geral A: A uma solucéo em agitagcdo do mono
ou di4cido, em THF, o diclorometano ou uma mistura de ambos a 0°C,
o cloreto de oxalila (1-2.5 eq.) foi adicionado seguido por uma quanti-
dade catalitica de DMF. A reacao foi deixada agitar a 0°C por varios
minutos antes de ser deixado aquecer até a temperatura ambiente, e
depois agitar em temperatura ambiente por 30 min a varias horas. A
reacao foi depois concentrada in vacuo. Em alguns casos, o material
bruto foi entdo azeotropado uma a vérias vezes com heptano ou outro
solvente ou solventes relevantes. O material bruto foi entdo seco sobre
alto vacuo antes de ser usado na proxima etapa.

[00433] Procedimento geral B: A uma solugdo em agitagcao da ami-
na (2-2.5 eq.) em THF, diclorometano, ou uma mistura de ambos a 0°C
(ou em alguns casos, outro solvente ou solventes relevantes), o cloreto
acido ou o cloreto diacido foi adicionado seguido pela piridina (3-6 eq.),

trietilamina (3-6 eq.) ou outra base relevante (3-6 eq.). A reacao foi
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deixada agitar a 0°C por alguns segundos a varios min antes de ser
deixado aquecer até a temperatura ambiente, e depois agitar em tem-
peratura ambiente por 10 min a varias horas. A reacao foi depois con-
centrada in vacuo. Em alguns casos, o material bruto foi entdo azeo-
tropado uma a varias vezes com heptano ou outro solvente ou solven-
tes relevantes. Na maioria dos casos, o material bruto foi entdao purifi-
cado por um método descrito tal como cromatografia em coluna de si-
lica ou cromatografia C18 de fase reversa em média presséo.

[00434] Preparacéao de
(S)-furan-2,5-diilbis(((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-
1H-benzole]indol-3(2H)-il)metanona) (13)

Cl=== Piridina Gl — oo
Il'_ k! _ —, II;I_ "."\. .'"__1/-\-

PR R s i \ ~ DIMF | Mo g ™ N
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[00435] 4 foi dissolvido em DMF (0.75 mL), foi adicionada piridina
(13 pL) e uma solucéo de 12 (8 mg) em DMF (0.2 mL, 0.168 mmol), e
a solucao resultante foi agitada em temperatura ambiente de um dia
para o outro. A mistura foi diluida com DCM, e lavada com agua e
salmoura, e seca sobre MgSQO,. O produto bruto foi purificado por cro-
matografia rapida em silica-gel (DCM/MOH = 0 — 10%) para dar o pro-
duto 13 como um sélido verde (8 mg, 30%). LC-MS: m/z 587.4 [M + H],
tempo de retencéo = 1.0 min. '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 10.50
(s), 8.14 (d), 7.95 (s), 7.88 (d), 7.55 (t), 7.50 (s), 7.40 (1), 4.78 (m), 4.58
(d), 4.25 (s), 4.02 (d), 3.92 (m).

[00436] Preparacéao de (S)-((1R,3S)-ciclo-
hexano-1,3-diil)bis(((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-1H-benzo[elindol-3(2H)-
il)metanona) (16)
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[00437] Etapa 1: Acido cis-ciclo-hexano-1,3-dicarboxilico (14, 10
mg, 0.058 mmol) foi dissolvido em THF (2 mL), adicionado o cloreto de
oxalila (2M em CH,Cl,, 0.09 mL, 0.17 mmol) e DMF (2 gotas) a 0°C. A
mistura foi agitada a 0°C por 5 min, depois em temperatura ambiente
por 1 h, concentrada em vacuo para dar o cloreto acido corresponden-
te 15 como um solido esbranquicado, o qual foi usado na préxima eta-
pa sem purificacédo adicional.

[00438] Etapa 2: O composto acima 15 foi dissolvido em DMF (2 ml)
a 0°C, adicionado sal de cloridrato de (S)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ol (4, 25 mg, 0.093 mmol), seguido por piridi-
na (0.029 mL, 0.36 mmol). A mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente de um dia para o outro. DMF foi removida sob presséo reduzida,
e o residuo foi purificado por ISCO usando MeOH/DCM (0-20%) para
dar o produto 16 como um sdlido azul escuro (8.5 mg, 31%). LC-MS:
m/z 603.4 [M + H], tempo de retencdo = 1.03 min. *"H RMN (400 MHz,
DMSO-dg), 6 10.36 (s), 8.09 (d), 8.03 (s), 7.80 (t), 7.53 (t), 7.33 (t), 4.44
(m), 4.33 (d), 4.18 (s), 4.02 (m), 3.85 (m), 2.88 (m), 2.04 — 1.90 (m),
1.74 (q), 1.52 — 1.45 (m).

[00439] Preparacédo de
(S)-piridina-2,6-diilbis(((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-

1H- benzo[e lindol-3(2H)-il)metanona) (18)

[00440] (S)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ol (4)
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(13.5 mg, sal de HCI, 0.05 mmol) foi dissolvido em DMF (2 mL) e a pi-
ridina (8 mg, 0.10 mmol) foi adicionada, seguida por dicloreto de
2,6-piridinadicarbonila (8, 5 mg, 0.025 mmol). A mistura foi agitada em
temperatura ambiente por 2 h. O produto bruto foi purificado por ISCO
usando MeOH/DCM (0-10%) para dar o produto como um sélido ver-
de, o qual foi lavado com MeOH para dar o produto 18 como um solido
cinza (10 mg, 67%). LC-MS: m/z 598.1 [M + H], tempo de retencéo =
1.0 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 10.51 (s), 8.29 (t), 8.13 (d),
8.02 (s), 7.82 (d), 7.52 (t), 7.38 (t), 4.63 (s), 4.19 -4.10 (m), 3.96 (M),
3.84 (m).

[00441] Preparacéao de
(S)-l 3-feniIenobis(((S)-l-(cIorometiI)-5-hidréxi-1H-benzo[e]indol-3(2H)-

xf v o

[00442] (S)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzol[e]indol-5-ol (4) (27
mg, HCI sal, 0.1 mmol) foi dissolvido em DMF (2 mL), e a piridina
(0.024 mL, 0.29 mmol) foi adicionada seguida por cloreto de acido isof-
talico (19, 10 mg, 0.05 mmol). A mistura foi agitada em temperatura
ambiente de um dia para o outro. O solvente foi removido e o residuo
foi purificado por ISCO usando MeOH/DCM (0-10%) para dar o produ-
to 20 como um solido cinza (20 mg, 68%). LC-MS (Protocolo B): m/z
597.2 [M + H], tempo de retencdo = 0.99 min. '"H RMN (400 MHz,
DMSO-dg), 0 10.47 (s), 8.13 (d), 7.96 (s), 7.84 (d), 7.72 (t), 7.52 (t),
7.37 (1), 4.44 (s), 4.08 (s), 3.97 (s), 3.86 (S).

[00443] Preparacdo de (S)-3,3'-tiobis(1-((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-
1H-benzo[e]indol-3(2H)-il)propan-1-ona) (23)
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[00444] Etapa 1: o &cido 3,3'-tiodipropanoico (21, 8 mg, 0.04 mmol)
foi dissolvido em THF (2 mL), adicionado o cloreto de oxalila (2M em
CH,Cl,, 0.4 mL, 0.2 mmol) e DMF (2 gotas) a 0°C. A mistura foi agita-
da a 0°C por 5 min, depois em temperatura ambiente por 1 h. Concen-
trada em vacuo para dar o cloreto acido correspondente 22 que foi
usado na proxima etapa sem purificacdo adicional.

[00445] Etapa 2: O composto acima 22 foi dissolvido em DMF (2 ml)
a 0°C, adicionado sal de HCI de (S)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ol (6) (25 mg, 0.09 mmol), seguido por piridi-
na (0.022 mL, 0.27 mmol). A mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente de um dia para o outro. DMF foi removida sob presséo reduzida e
o residuo foi purificado por ISCO usando MeOH/DCM (0-10%) para
dar o produto 23 como um sélido esbranqui¢cado (15 mg, 50%). LC-MS
(Protocolo B): m/z 609.1 [M + H], tempo de retencéo = 1.0 min. *H
RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 10.36 (s), 8.09 (d), 7.99 (s), 7.79 (d),
7.50 (1), 7.33 (t), 4.37 (m), 4.19 (m), 3.99 (d), 3.82 (m), 2.90 -2.82 (m).
[00446] Preparacéao de
(S)-piridina-3,5-diilbis(((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-
1H-benzo[e]indol-3(2H)-il)metanona) (26)

. Cloreto de oxalila 4 L= Piridina Cl—r, U -l
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[00447] Etapa 1; &cido piridina-3,5-dicarboxilico (24, 7 mg, 0.04
mmol) foi adicionado 2 mL de DCM, seguido por cloreto de oxalila 2M

(0.2 mL, 0.4 mmol) e DMF (2 gotas). A solugao clara foi agitada em
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temperatura ambiente por 2 h e concentrada para dar o cloreto acido
correspondente 25 como um sélido amarelo.

[00448] Etapa 2; O solido acima 25 foi dissolvido em DMF (0.2 mL),
e a solucdo foi adicionada a uma solugcdo de sal de HCI de
(S)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-0l (4)(25 mg, 0.09
mmol) em DMF (1 mL), seguido por piridina (0.02 mL, 0.25 mmol). A
mistura foi agitada em temperatura ambiente de um dia para o outro. O
solvente foi removido em vacuo e o residuo foi purificado usando ISCO
(MeOH/DCM = 0-10%) para dar o produto 26 como um sélido cinza
(20 mg, 80%). LC-MS (Protocolo B): m/z 598.1 [M + H], tempo de re-
tencdo = 0.95 min. *"H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 10.55 (s), 9.00 (s),
8.2 (s), 7.97 (s), 7.84 (d), 7.53 (t), 7.36 (1), 4.50 (s), 4.10 (s), 3.98 (s),

3.86 (s).

[00449] Preparacéao de
(S)-tiofeno-2,5-diilbis(((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-
1H-benzole]indol-3(2H)-il)metanona) (29) e acido

(S)-5-(1-(clorometil)-5-hidroxi-2,3-di-

hidro-lH-benzo[e]indol-3-carboniI)tiofeno-2-carboxilico (30)
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[00450] Sal de HCI de (S)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ol [4] (102 mg, 0.38 mmol) foi dissolvido em
DMA (2 mL) e piridina (0.061 mL, 0.76 mmol) foi adicionado, seguido
por dicloreto de tiofeno-2,5-dicarbonila (27, 40 mg, 0.19 mmol). A mis-
tura foi agitada em temperatura ambiente por 2 h. O produto bruto foi
purificado pela HPLC Glison (0.02% TFA) para dar dois produtos:
[00451]  (S)-tiofeno-2,5-diilbis(((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-
1H-benzo[e]indol-3(2H)-il)metanona)(29) como um soélido amarelo (60
mg, 52%). LC-MS (Protocolo B): m/z 603.0 [M + H], tempo de retencéo
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= 1.99 min. '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 10.48 (s), 8.14 (d), 7.86
(m), 7.55 (t), 7.40 (t), 4.78 (1), 4.44 (d), 4.23 (s), 4.03 (d), 3.91 (m).
[00452]  Acido (S)-5-(1-(clorometil)-5-hidréxi-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carboxilico (30) como um
solido verde (23 mg, 31%). LC-MS (Protocolo B): m/z 388.1 [M + H],
tempo de retencdo = 0.82 min. *H RMN (400 MHz, MeOD-d,), & 8.23
(d), 7.82 (m), 7.71 (s), 7.55 (t), 7.40 (t), 4.64 (m), 4.53 (d), 4.15 (1), 4.01
(dd), 3.74 (m).

[00453] Preparacéao de
(S)-(1H-pirrol-2,5-diil)bis(((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-
1H-benzole]indol-3(2H)-il)metanona) (32)

cl—, cl—, Cl
COMU/DIPEA I\
NH DMF N N N
[ PO SR EERGS
HO N OH
H
0 0 OH OH OH

31 4 32

[00454] DIPEA (33 mg, 0.25 mmol) foi adicionado a uma solugao de
acido 1H-pirrole-2,5-dicarboxilico (31, 10 mg, 0.064 mmol) em DMF
(1.5 mL), seguido por (S)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ol [4] (38 mg, sal de HCI, 0.14 mmol) e CO-
MU (82 mg, 0.19 mmol), e a mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente de um dia para o outro. O produto bruto foi purificado pela HPLC
Glison (ACN/agua, 0.02% TFA) para dar o produto 32 como um sélido
amarelo (5 mg, 10%). LC-MS (Protocolo B): m/z 586.3 [M + H], tempo
de retencdo = 2.04 min. '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 11.66 (),
10.44 (s), 8.13 (d), 7.92 (s), 7.86 (d), 7.55 (t), 7.38 (t), 5.76 (s), 4.71 (1),
4.44 (d), 4.22 (s), 4.03 (d), 3.88 (m).

[00455] Preparacéao de
(S)-tiofeno-2,4-diilbis(((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-
1H-benzole]indol-3(2H)-il)metanona) (35)
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[00456] Etapa 1: Acido 2,4-tiofenodicarboxilico (33, 100 mg, 0.58
mmol) foi dissolvido em THF (5 mL), resfriado até 0°C com banho de
gelo. Cloreto de oxalila (0.75 mL, 2M em CH,Cl,, 1.5 mmol) foi adicio-
nado, seguido por 2 gotas de DMF. A mistura resultante foi deixada
aguecer até a temperatura ambiente e agitada por 1 h. Alguns precipi-
tados brancos podem ser observados durante este periodo. A mistura
foi concentrada em vacuo para dar diclorero de tiofeno-2,4-dicarbonila
(34) como um solido esbranquicado (122 mg, 100%).

[00457] Etapa 2: (S)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ol [4] (81 mg, sal de HCI, 0.3 mmol) foi dis-
solvido em THF (3 mL) e adicionado Et;N (0.125 mL, 0.9 mmol) a 0C,
seguido por uma solucao de dicloreto de tiofeno-2,4-dicarbonila (24,
31.4 mg, 0.15 mmol) em CH,CI, (1 mL). A mistura foi agitada a 0°C por
5 min e depois agitada em temperatura ambiente por 2 h. A mistura de
reacdo foi reduzida e o residuo foi tratado com MeOH, e o sdélido ama-
relo resultante foi coletado por filtracdo para dar o produto bruto. O
produto bruto foi purificado por HPLC Gilson (ACN/agua, 0.02%TFA)
para dar o produto 35 como um solido amarelo (40 mg, 44%). LC-MS
(Protocolo B): m/z 603.3 [M + H], tempo de retencdo = 1.96 min. *H
RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 10.46 (d), 8.41 (s), 8.13 (d), 8.05 (s),
7.87 (1), 7.54 (), 7.39 (m), 4.81 (1), 4.61 (s), 4.46(d), 4.21 (m), 4.18 (M),
4.00 (m), 3.98 — 3.86 (m).

[00458] Preparacéao de
(S)-(1-metil-1H-pirrol-2,5-diil)bis(((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-
1H-benzole]indol-3(2H)-il)metanona) (38)
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[00459] Etapa 1: Acido 1-metil-1H-pirrol-2,5-dicarboxilico (36, 20
mg, 0.12 mmol) foi dissolvido em THF (2 mL), adicionado cloreto de
oxalila (2M em CH,Cl,, 0.18 mL, 0.35 mmol) e DMF (2 gotas) a 0°C. A
mistura foi agitada a 0°C por 5 min, depois em temperatura ambiente
por 1 h. Concentrada em vacuo para dar o cloreto acido corresponden-
te 37 como um solido esbranquicado, o qual foi usado na préxima eta-
pa sem purificacédo adicional.

[00460] Etapa 2: O composto acima 37 foi dissolvido em THF (2 ml)
a 0°C, adicionado sal de HCL de (S)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-0l [4] (65 mg, 0.24 mmol), seguido por Et3N
(0.1 mL, 0.71 mmol). A mistura foi agitada a 0°C por 5 min, depois em
temperatura ambiente por 1 h. A mistura foi concentrada em vacuo e o
residuo foi purificado por HPLC Gilson (0.02% TFA) para dar o produto
38 como um sdlido esbranquicado (31 mg, 44%). LC-MS: m/z 600.5 [M
+ H], tempo de retencdo = 1.04 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-d), &
10.44 (s), 8.13 (d), 7.84 (d), 7.75 (s), 7.53 (t), 7.38 (t), 6.78 (s), 4.60 (1),
4.30 (d), 4.08 (s), 4.02 (d), 3.9 (s), 3.87 (d).

[00461] Preparacdo de 3-Amino-1,5-bis-((S)-1-clorometil-5-hidroxi-
1,2-di-hidro-enzo[e]indol-3-il)-pentano-1,5-diona (40).
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[00462] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo &cido 3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-pentanodioico
(918 mg, 2.48 mmol) em 20 mL de diclorometano anidro foi adicionado
cloreto de oxalila (5.22 mmol, 0.469 mL). A esta solucao foi adicionada
1 gota de N, N-dimetilformamida. A mistura de reacao foi agitada por 3
horas e concentrada em vacuo até um residuo bruto. O residuo foi to-
mado em diclorometano (10 mL) e adicionado em gotas a um frasco
de fundo redondo contendo (2) (1610 mg, 4.97 mmol) em 25 mL de
diclorometano e trietilamina (2.08 mL). A mistura de reacao bruta foi
concentrada em vacuo e tomada de volta em 25 mL de diclorometano
e transferida a um funil de separagdo. A camada organica lavada com
HCI 1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca so-
bre sulfato de sddio, filtrada e concentrada no filtrado até um sdlido
bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradi-
ente: 0%-100% de acetato de etila em heptanos) produzindo (39)
(2.103g, 86%) como um sélido branco palido. LC-MS (Protocolo B):
m/z 982 [M+H"], tempo de retengdo = 2.81 min.

[00463] Etapa 2: Uma solucdo em agitacdo de 39, 9H-fluoren-9-
ilametil  éster de acido {3-((S)-5-Benzil6xi-1-clorometil-1,2-di-
hidro-benzo[elindol-3-il)-1-[2-((S)-5-benziloxi-1-clorometil-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-2-oxo-etil]-3-oxo-propil}-carbamico, (92 mg,

0.104 mmol) em 10 mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 121/355



115/243

até 0C usando um banho de gelo. Paladio em carbono ativado 10 %
em peso (16 mg, 0.15mmol) foi entdo adicionado seguido pela adicéo
lenta em gotas de 1 mL de formiato de aménio a 25% em &agua. A rea-
cao foi deixada agitar a OC por 5 horas. A reacao foi entéo filtrada
através de uma almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado
em vacuo. O residuo bruto foi tomado em diclorometano e lavado com
agua. A camada de diclorometano foi concentrada e 2 mL de 1 M HCI
(aq) foi adicionado e concentrado. O residuo foi tomado em acetato de
etila e os sdlidos foram filtrados para render 40 como um soélido branco
(52 mg, 51%). LC-MS (Protocolo B): m/z 578 [M+H"], tempo de reten-
¢ao = 1.42 min.

[00464] Preparacéao de
3-(3-Amino-fenil)-1,5-bis-((S)-1-clorometil-5-hidroxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-pentano-1,5-diona (44)
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[00465] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo acido 3-(3-Nitro-fenil)-pentanodioico (3, 330 mg, 1.30 mmol)
em 15 mL de diclorometano anidro foi adicionado cloreto de oxalila
(2.6 mmol, 0.24 mL). A esta solucdo foi adicionada 1 gota de N,
N-dimetilformamida. A mistura de reacédo foi agitada por 3 horas e
concentrada em vacuo para render 42 como um solido branco (378
mg, 1.30 mmol, quantitativo).

[00466] Etapa 2: Em um frasco de fundo redondo contendo 2 (124
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mg,0.344 mmol) em 15 mL de diclorometano foi adicionado dicloreto
de 3-(3-nitro-fenil)-pentanodioila (42) (42 mg, 0.172 mmol). A trietila-
mina (0.08 mL) foi entdo adicionada e o sistema foi agitado por 1 hora
em temperatura ambiente. A mistura de reagao bruta foi concentrada
em vacuo e tomada de volta em 25 mL de diclorometano e transferida
a um funil de separagao. A camada organica lavada com HCl 1M (3x),
Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca sobre sulfato de
sodio, filtrada e concentrada no filtrado até um solido bruto. O sélido
bruto foi tomado em 10% de MeOH em EtOAc e os solidos brancos
foram filtrados para dar o produto desejado 43 (120 mg, 0.172 mmol,
80%). LC-MS (Protocolo B): m/z 864 [M+H"], tempo de retencéo = 2.75
min.

[00467] Etapa 3: Uma solugcdo em agitacdo de 43 (85 mg, 0.098
mmol) em 10 mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até
0<C usando um banho de gelo. Paladio em carbono ati vado 10% em
peso (16 mg, 0.15mmol) foi entdo adicionado seguido pela lenta adi-
cdo em gotas de 2 mL of 25% de formiato de aménio em agua. A rea-
cao foi deixada agitar a OC por 5 horas. A reacao foi entéo filtrada
através de uma almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado
em vacuo. O residuo bruto foi tomado em diclorometano e lavado com
agua. A camada de diclorometano foi concentrada e 2 mL de 1 M HCI
(aq) foram adicionados e concentrados. O residuo foi tomado em ace-
tato de etila e os solidos foram filtrados para render (44) como um soli-
do branco. (35 mg, 52%). LC-MS: m/z 654 [M+H], tempo de retencéo
=1.93 min.

[00468] Preparacéao de
3-(4-Amino-fenil)-1,5-bis-((S)-1-clorometil-5-hidroxi-1,2-di-
hidro-benzo[elindol-3-il)-pentano-1,5-diona 48
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[00469] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo acido 3-(4-nitro-fenil)-pentanodioico (45, 110 mg, 0.434
mmol) em 5 mL de DCM anidro foi adicionado cloreto de oxalila (0.911
mmol, 0.082 mL). A esta solucdo foi adicionada 1 gota de N,
N-dimetilformamida. A mistura de reacédo foi agitada por 3 horas e
concentrada em vacuo para render (46) como um sélido branco (125
mg, 0.434 mmol, quantitativo). LCMS, tomado em metanol: m/z 282. 0
[M+H*, para o produto de bis metandlise]. tempo de retencdo = 1.38
min. (7) (Commercial and Literature Known : Tetrahedron, 63(39),
9741-9745; 2007

[00470] Etapa 2: Em um frasco de fundo redondo contendo 2 (111
mg, 0.344 mmol) in 15 mL de diclorometano foi adicionado dicloreto de
3-(4-nitro-fenil)-pentanodioila (46) (50 mg, 0.172 mmol). A trietilami-
na (0.144 mL) foi entdo adicionada e o sistema foi agitado por 1 hora
em temperatura ambiente. A mistura de reagao bruta foi concentrada
em vacuo e tomada de volta em 25 mL de diclorometano e transferida
a um funil de separacao. A camada organica lavada com HC| 1M (3x),
Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca sobre sulfato de
sodio, filtrada e concentrada no filtrado até um solido bruto. O sélido
bruto foi tomado em 10% de MeOH em EtOAc e os solidos brancos
foram filtrados para dar o produto desejado (47) (101 mg, 0.115 mmol,
68%). LC-MS: m/z 864 [M+H’], tempo de retenc&o = 2.72 min.
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[00471] Etapa 3: (10). Uma solugdo em agitacao de (47),
3-(4-nitro-fenil)-1,5-bis-((S)-1-clorometil-5-hidréxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-pentano-1,5-diona (90 mg, 0.1 mmol) em 10
mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até 0C usando um
banho de gelo. Paladio em carbono ativado 10% em peso (17 mg, 0.16
mmol) foi entdo adicionado seguido pela lenta adicdo em gotas de
1 mL de 25% de formiato de aménio em agua. A reacédo foi deixada
agitar a 0C por 5 horas. A reacado foi entdo filtrada através de uma
almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado em vacuo. O resi-
duo bruto foi tomado em diclorometano e lavado com agua. A camada
de diclorometano foi concentrada e 2 mL de HCI 1M (aq) foi adiciona-
do e concentrado. O residuo foi tomado em acetato de etila e os sOli-
dos foram filtrados para render 48 como um sélido branco. (44 mg,
61%). LC-MS: m/z 654 [M+H’], tempo de retenc&o = 1.73 min.

[00472] Preparacdo de éster de acido (S)-3-{2-[2-((S)-5-acetOxi-
1-clorometil-1,2-di-hidro-benzole]indol-3-
il)-2-oxo-etilamino]-acetil}-1-clorometil-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-|

aceético (53).

Si_:} ";;,ﬁ- ,‘(: Gy f—il
/ IS % ju
- Cloreto de oxali "\ et i _4"_-1 ::'__% ~, _?1 )
b y i I /! ) e M T
L D o fJ 1, *':)’ SR ) s e
o e ocH - oo = CHCl }‘J:_ﬁ I
roA Ay gl AL = TEA N '?: Ad "-“-—~\
I—_=? f:r V\:.' _J\ ,\’&:‘:l,
4 0 'l\\t } el b _,f:" T
Ol - .
— d;h] _Jr - i _‘:. {’{_ I
- =3 %, -
Pd em carbono 105 {=E \_}_.N.f-—HN_ﬁV H"\}-{’.ﬁ_}" Dietilamina ¢ :E—'{rm . r]\f;-j'f T
- = A L e - . T % M=
Cloreto de acetila (\llr-'{{::“ 90 b - f} - - EL).] [}
L ; :
<X ~ <
L
by 4

[00473] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo 3 acido [carboximetil-(9H-fluoren-9-
ilametoxicarbonil)-amino]-acético (49, 300 mg, 0.844 mmol) em 5 mL
de DCM anidro adicionado cloreto de oxalila (1.94 mmol, 0.175 mL). A
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esta solucéo foi adicionada 1 gota de N, N-dimetilformamida. A mistura
de reacao foi agitada por 3 horas e concentrada em vacuo para render
(50) como um sélido branco (330 mg, 0.844 mmol, quantitativo).
LCMS, tomado em metanol: m/z 384. 0 [M+H",para produto de bis me-
tandlise]. Tempo de retencdo = 1.91 min.

[00474] Etapa 2: Em um frasco de fundo redondo contendo 2 (76
mg,0.21 mmol) em 5 mL de diclorometano, foi adicionado 50 (41 mg,
0.105 mmol). Trietilamina (0.088 mL) foi entdo adicionada e o sistema
foi agitado por 1 hora em temperatura ambiente. A mistura de reacgéo
bruta foi concentrada em vacuo e tomada de volta em 25 mL de diclo-
rometano e transferida a um funil de separacdo. A camada organica
lavada com HCI 1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada orga-
nica seca sobre sulfato de sodio, filtrada e concentrada no filtrado até
um sdlido bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realiza-
da (Gradiente: 0%-75% Acetato de etila em heptanos) produzindo (51)
(91 mg, 90%) como um soélido branco palido. LC-MS: m/z 966 [M+H"],
tempo de retengcao = 2.91 min.

[00475] Etapa 3: Uma solugcdo em agitacdo de 51 (40 mg, 0.041
mmol) em 10 mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até
0<C usando um banho de gelo. Paladio em carbono ati vado 10% em
peso (10 mg, 0.09 mmol) foi entdo adicionado seguido pela lenta adi-
cdo em gotas de 1 mL de 25% de formiato de aménio em agua. A rea-
cao foi deixada agitar a OC por 5 horas. A reacao foi entéo filtrada
através de uma almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado
em vacuo. O residuo bruto foi tomado em diclorometano e cloreto de
acetila (1 mL) foi adicionado e a reacéo foi depois concentrada em va-
cuo. O residuo foi tomado de volta em 15 mL de diclorometano e
transferido a um funil de separacdo. A camada organica lavada com
HCI 1M (3x), &gua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca so-

bre sulfato de soédio, filtrada e concentrada no filtrado até um soélido
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bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradi-
ente: 0%-100% Acetato de etila em Heptanos) produzindo (52) (27 mg,
76%) como um sdlido branco. LC-MS: m/z 870 [M+H"], tempo de re-
tencdo = 2.51 min.

[00476] Etapa 4: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacdo contendo 52 (25 mg, 0.29 mmol) foram adicio-
nados 5 mL de diclorometano e 5 mL de dietilamina. A solucao foi agi-
tada por 3 horas. A mistura de reacdo foi concentrada em vacuo e to-
mada em 50% de diclorometano e heptano e concentrada em vacuo
novamente. Isto foi repetido por 3 vezes. O sélido bruto foi tomado em
50% de tetra-hidrofurano e HCI 1M (aq). Os solidos brancos foram to-
mados em éter e filtrados para render (15) como um sdlido branco (14
mg, 70%). LC-MS: m/z 648 [M+H"], tempo de retengdo = 1.78 min.
[00477] Preparacéao de
3-(4-Amino-fenil)-N,N-bis-[2-((S)-1-clorometil-5-hidréxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-2-oxo-etil]-propionamida (56)
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[00478] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacédo contendo 51 (300 mg, 0.310 mmol) foram adici-
onados 5 mL de diclorometano e 5 mL de dietilamina. A solucg&o foi
agitada por 3 horas. A mistura de reacao foi concentrada em vacuo e

tomada em 50% de diclorometano e heptano e concentrada em vacuo
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novamente. Isto foi repetido 3 vezes para render (54) como um sélido
branco. (216 mg, 93%). LC-MS: m/z 744 [M+H"], tempo de retencdo =
2.26 min.

[00479] Etapa 2: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo 54 (100 mg, 0.134 mmol) em 5 mL de diclorometano anidro
foi adicionado acido 3-[4-(9H-fluoren-9-
ilametoxicarbonilamino)-fenil]-propidnico (52 mg, 0.134 mmol). A esta
solugao foi  adicionado  hexafluorofosfato de  (dimetilami-
no)-N,N-dimetil(3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]piridina-3-iladxi)metaniminio
(52 mg, 0.134 mmol) e trietilamina (0.05 mL). A mistura de reacao foi
agitada por 3 horas e concentrada em vacuo até um residuo bruto. O
residuo foi tomado de volta em 25 mL de diclorometano e transferido a
um funil de separagdo. A camada organica lavada com HCI| 1M (3x),
Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca sobre sulfato de
sodio, filtrada e concentrada no filtrado até um soélido bruto. A croma-
tografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradiente: 0%-100%
acetato de etila em heptanos) produzindo (55) (130 mg, 87%) como
um soélido branco pélido. LC-MS: m/z 1113 [M+H’], tempo de retencdo
=2.771 min.

[00480] Etapa 3: Uma solucdo em agitacdo de 55 (115 mg, 0.103
mmol) em 10 mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até
0<C usando um banho de gelo. Paladio em carbono ati vado 10% em
peso (10 mg, 0.1 mmol) foi entdo adicionado seguido pela lenta adicéo
em gotas de 1 mL de 25% de formiato de amdnio em agua. A reacao
foi deixada agitar a 0C por 5 horas. A reacdo foi entdo filtrada através
de uma almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado em vacuo.
O residuo bruto foi tomado em diclorometano e lavado com agua. A
camada de diclorometano foi concentrada e 2 mL de HCI 1M (aq) fo-
ram adicionados e concentrados. O residuo foi tomado em acetato de

etila e os solidos foram filtrados para render (56) como um soélido bran-
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co. (26 mg, 34%). LC-MS: m/z 711 [M+H"], tempo de retencédo = 1.6
min.

[00481] Preparacdo de 9H-fluoren-9-ilmetil éster de acido
[(S)-1-((S)-1-clorometil-5-hidroxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-carbonil)-4-((S)-1-clorometil-5-hidréxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-4-oxo-butil]-carbamico 60

O
g L
) - - o

Cloreto de oxalila B 1 el c
HF Calw X - h -~ |I‘J‘-ll_—=u'z‘{" i L It }'—-I ii‘J"NH I——{_ —
HE i _DH L = e f = A N
j( - X Ef E LE__\ TEA \:F\__:\,:' j] {_: ;/\

e ,n"""J\ l_"!l =
by P s =y
. o L

= /=
Y ¥,
J

Pd em carbono 10% - o —C
T h e Lo
T ety i, M=)
\___{;J."' 11 All ::/}?'/\.

He! &H

[00482] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo acido (S)-2-(9H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonilamino)-pentanodioico 57 (400 mg, 1.08 mmol) em 15
mL de diclorometano anidro foi adicionado cloreto de oxalila (2.27
mmol, 0.205 mL). A esta solucdo foi adicionada 1 gota de N,
N-dimetilformamida. A mistura de reacédo foi agitada por 3 horas e
concentrada em vacuo até um residuo bruto 58. O residuo foi tomado
em diclorometano (10 mL) e adicionado em gotas a um frasco de fun-
do redondo contendo 2 (700 mg, 2.17 mmol) em 10 mL de diclorome-
tano e trietilamina (0.905 mL). A mistura de reacao bruta foi concen-
trada em vacuo e tomada de volta em 25 mL de diclorometano e trans-
ferida a um funil de separacdo. A camada organica lavada com HCI
1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca sobre
sulfato de sodio, filtrada e concentrada no filtrado até um sdlido bruto.

A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradiente:
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0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo (59) (260 mg,
24%) como um sélido branco pélido. LC-MS: m/z 980 [M+H"], tempo
de retencéao = 2.84 min.

[00483] Etapa 2: Uma solucdo em agitacao de (59), (250 mg, 0.255
mmol) em 10 mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até
0<C usando um banho de gelo. Paladio em carbono ati vado 10% em
peso (64 mg, 12.8 mmol) foi entdo adicionado seguido pela lenta adi-
cdo em gotas de 2.1 mL de 25% de formiato de ambnio em agua. A
reacao foi deixada agitar a 0C por 30 min. A reaca o foi entao filtrada
através de uma almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado
em vacuo. O residuo bruto foi tomado em diclorometano e lavado com
agua. A cromatografia em coluna de silica foi entéo realizada (Gradi-
ente: 0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo (60) (121
mg, 59%) como um soélido branco palido. LC-MS: m/z 800 [M+H7],
tempo de retengcao = 2.25 min.

[00484] Preparacéo de [3-((S)-1-clorometil-5-hidroxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-3-oxo-propil]-amida de acido
(S)-1-clorometil-5-hidroxi-1,2-di-hidro-benzo[e]indol-3-carboxilico  (31).

Uma solucéo em agitacao de (65)

f—1 Diclorometanc - = T .
‘:r Sy {\{j vy Y 5 o S P

= ""M\T-::\' »:v-\} ) :r'
c Trietilamina
N Ag dioxano, dgua
==\, I -=_'~. 82 == .
. & ]
: !
Cloreto de oxalila _{\ 0 N N NI }_{;}‘ Pd em carbono 10% 3 "f—_;l. b nr ‘/*-—-,F“-
{i e W -‘:_ _— “}"' T .,__.—-nrr ~ .
~ T
a HO aH
‘) Y .
g
s l‘l--‘y

[00485] Etapa 1: A um frasco de fundo redondo contendo (2) (200
mg, 0.555mmol) em diclorometano (10 mL) foi adicionado em gotas,
metil éster de acido 3-isocianato-propidnico 61 (79mg, 0.555 mmol) e

trietilamina (0.5 mL). A reacao foi agitada por 3 horas. A mistura de
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reacao bruta foi concentrada em vacuo e tomada de volta em 25 mL
de diclorometano e transferida a um funil de separagao. A camada or-
ganica lavada com HCI 1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada
organica seca sobre sulfato de sédio, filtrada e concentrada no filtrado
até um solido bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo rea-
lizada (Gradiente: 0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo
(62) (0.231 mg, 89%) como um solido branco pélido. LC-MS: m/z 467
[M+H"], tempo de retencdo = 2.11 min. RMN sim

[00486] Etapa 2: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacédo contendo 62 (230 mg, 0.493 mmol) foram adici-
onados 5 mL de HCI 1M (ag) em 5 mL de tetra-hidrofurano. A solucao
foi agitada por 3 horas a 70°C. A mistura de reacdo foi concentrada em
vacuo e tomada em 50% de diclorometano em heptano e concentrada
em vacuo. Isto foi repetido 3 vezes para render (63) (180 mg, 83 %)
como um sélido branco ap6s a concentracdo. LC-MS: m/z 439 [M+H],
tempo de retengcao = 1.83 min.

[00487] Etapa 3: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo (63) (110 mg, 0.250 mmol) em 5 mL de DCM anidro foi adi-
cionado cloreto de oxalila (0.250 mmol, 0.02 mL). A esta solucao foi
adicionada 1 gota de N, N-dimetilformamida. A mistura de reacao foi
agitada por 3 horas e concentrada em vacuo até um residuo bruto. O
residuo foi tomado em diclorometano (10 mL) e adicionado em gotas a
um frasco de fundo redondo contendo 2 (90 mg, 250 mmol) em 10 mL
de diclorometano e trietilamina (0.5 mL). A mistura de reacgao bruta foi
concentrada em vacuo e tomada de volta em 15 mL de diclorometano
e transferida a um funil de separagdo. A camada organica lavada com
HCI 1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca so-
bre sulfato de sddio, filtrada e concentrada no filtrado até um sdlido
bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradi-

ente: 0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo (64) (809,
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43%) como um solido branco palido. LC-MS: m/z 744 [M+H"], tempo
de retencédo = 2.60 min.

[00488] Etapa 4: 64 (75 mg, 0.100 mmol) em 10 mL de tetra-
hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até 0C us ando um banho de
gelo. Paladio em carbono ativado 10% em peso (25 mg, 0.24 mmol) foi
entdo adicionado seguido pela lenta adicdo em gotas de 1 mL de 25%
de formiato de amdnio em agua. A reacao foi deixada agitar a 0C por
5 horas. A reacéo foi entdo filtrada através de uma almofada de celite
e o filtrado foi entdo concentrado em vacuo. O residuo bruto foi toma-
do em diclorometano e lavado com agua. A camada de diclorometano
foi concentrada e 2 mL de HCI 1M (aqg) foram adicionados e concen-
trados. O residuo foi tomado em acetato de etila e os solidos foram
filtrados para render (65 como um sdlido branco (15 mg, 26%). LC-MS:
m/z 564 [M+H"], tempo de retengdo = 1.88 min.

[00489] Preparacéao de
(1S,1'S)-3,3'-(1H-pirrol-2,5-dicarbonil)bis(1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5,3-diil) diacetato [68]
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[00490] Etapa 1: Acido 1H-pirrol-2,5-dicarboxilico (32, 50 mg, 0.3
mmol) foi dissolvido em THF (5 mL) a 0°C, o cloreto de oxalila (0.4 mL,
2M em CH,ClI,, 0.8 mmol) foi adicionado, seguido por 2 gotas de DMF.
A mistura foi agitada a 0°C por 5 min, depois em temperatura ambiente
por 2 h. Concentrada em vacuo para dar dicloreto de
1H-pirrol-2,5-dicarbonila (33) como um solido amarelo, o qual foi usado
na préxima etapa sem purificagdo adicional.

[00491] Etapa 2: ele foi dissolvido em THF (12 mL) a 0°C, o diclore-

to de 1H-pirrol-2,5-dicarbonila (33, from step 2) foi adicionado, seguido
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por Et;N (0.28 mL). A mistura foi agitada a 0°C por 5 min, em tempera-
tura ambiente por 3 h. A mistura foi concentrada em vacuo e o residuo
foi tratado com MeOH para dar um sélido cinza. O sdlido foi coletado
por filtragdo para dar o produto bruto como um sdlido cinza. O produto
bruto foi purificado pela HPLC Glison (ACN/agua, 0.02% TFA) para dar
o] produto puro
(1S,1'S)-3,3'-(1H-pirrol-2,5-dicarbonil)bis(1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzole]indol-5,3-diil) diacetato como um sdlido esbranqui-
cado (34, 60 mg, 30%). LC-MS: m/z 670.4 [M + H], tempo de retencao
= 2.20 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg), 8 11.77 (s), 8.17 (s), 8.06
(d), 7.92 (d), 7.65 (t), 7.52 (t), 4.80 (t), 4.5 (d), 4.41 (s), 4.10 (d), 4.02
(m), 2.10 (s).

[00492] Preparacéao de
(1S,1'S)-3,3'-(tiazol-2,5-dicarbonil)bis(1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5,3-diil) diacetato [71]
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[00493] Etapa 1. Tiazol-2,5-dicarboxilato de dietila (35, 348 mg, 1.5
mmol) foi dissolvido em THF (10 mL), adicionada uma solucao de Li-
OH-H,0 (383 mg, 9.0 mmol) em agua (5 mL) a 0C. A mistur a foi agi-
tada a OC por 30 min, depois em temperatura ambiente por 4 h. Con-
centrada em vacuo para remover THF e o residuo foi acidificado pela
adicdo de HCL 1M de solucao aquosa até pH em torno de 4-5. O séli-
do resultante foi coletado por filtracho para dar o acido ti-
azol-2,5-dicarboxilico como um sélido branco (63 mg, 24%). O acido
tiazol-2,5-dicarboxilico (20 mg, 0.12 mmol) foi dissolvido em THF (2
mL), adicionado cloreto de oxalila (0.18 mL, 2M in DCM) a 0TC, segui-
do por 2 gotas de DMF. A mistura foi agitada a 0C por 5 min, depois
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em temperatura ambiente por 1 h. Concentrada em vacuo para dar o
cloreto acido correspondente 70C como um sdlido br anco.

[00494] Etapa 2: O solido amarelo 5 foi suspenso em THF (3 mL),
adicionado o cloreto &cido da etapa 2, seguido por Et;N (0.05 mL, 0.4
mmol) a 0C. A mistura foi agitada a OC por 5 min e depois em tempe-
ratura ambiente por 1 h. A mistura de reacdo foi concentrada em va-
cuo e o residuo foi purificado por HPLC Gilson para dar o composto
desejado 71 como um solido amarelo (3.6 mg, 3.9%). LC-MS: m/z
688.5 [M + H], tempo de retencdo = 2.27 min. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-dg), 6 8.81 (s), 8.41 (s), 8.27 (s), 8.16 (m), 8.04 (m), 7.74 (m),
7.64 (m), 5.25 (d), 4.94 (q), 4.53 (M), 4.21 — 4.08 (m), 2.63 (s).

[00495] Preparacdo de éster de acido (S)-3-[5-((S)-5-acetoxi-
1-clorometil-1,2-di-

hi-
dro-benzo[elindol-3-carbonil)-1-metil-1H-pirazol-3-carbonil]-1-clorometil
-2,3-di-hidro-lH-benzo[e]indol-5-i| acético (74).

/
NN
HOMOH _TEADOM OQ
0 0

7
6 74
[00496] Em um frasco de fundo redondo purificado com N,, conten-
do acido 1-metil-1H-pirazol-3,5-dicarboxilico 38 (20 mg, 0.12 mmol) em
5 mL de diclorometano anidro foi adicionado cloreto de oxalila (0.248
mmol, 0.022 mL). A esta solucdo foi adicionada 1 gota de N,
N-dimetilformamida. A mistura de reacédo foi agitada por 3 horas e
concentrada em vacuo até um residuo bruto 73. 73 foi tomado em di-
clorometano (10 mL) e adicionado em gotas a um frasco de fundo re-
dondo contendo éster de  é&cido  (S)-1l-clorometil-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-il acético (5, 73 mg, 0.236 mmol) em 5 mL de

diclorometano e trietilamina (2.08 mL). A mistura de reagcao bruta foi
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concentrada em vacuo e tomada de volta em 25 mL de diclorometano
e transferida a um funil de separacdo. A camada organica lavada com
HCI 1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada organica seca so-
bre sulfato de sddio, filtrada e concentrada no filtrado até um sdlido
bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradi-
ente: 0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo (74) (12 mg,
15%) como um sdlido branco palido. LC-MS: m/z 6852 [M+H"], tempo
de retencédo = 2.21 min.

[00497] Preparacéao de 7-azabiciclo[2.2.1]heptano-1,4-
diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil]
diacetato 79
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[00498] Etapa 1: Uma mistura de 7-azabiciclo[2.2.1]heptano-1,4,7-
tricarboxilato de 7-benzil 1,4-dimetila (3.20 g, 9.21 mmol) [preparado
conforme descrito em Chem. Eur. J. 2012, 18, 1127-1141] na presenca
de Pd/C (10%, 1000 mg) foi hidrogenada na pressédo de um baldo em
temperatura ambiente por ~2 horas. A reacado foi filtrada através de
uma almofada de celite e a torta foi lavada com uma solucédo de 40 mL
de metanol e 40 mL de diclorometano. Os produtos organicos foram
combinados e concentrados in vacuo para render um sélido amarelo
claro. A uma solucédo em agitacao deste solido bruto em 40 mL de ace-
tona a 0°C, NaHCO; ag. (1 M, 65 mL, 64.6 mmol) foi adicionado se-
guido pela adicao em gotas de Fmoc-ClI (3.34 g, 12.9 mmol) como uma

solucdo em 40 mL de acetona. A reacdo foi diluida com 100 mL de
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agua e extraida com acetato de etila (100 mL, 3x). Os produtos orga-
nicos foram combinados com agua, salmoura, secos sobre sulfato de
sédio e concentrados in vacuo. A cromatografia em coluna de silica-
gel foi entdo realizada (Gradiente: 12.5% to 17% acetato de etila em
éter de pétroleo). Os tubos de teste adequados foram combinados e
concentrados in vacuo rendendo um solido branco. O material bruto foi
entdo suspenso em HCI ag. (3 M, 60 mL) e 80 mL de dioxano. A rea-
cao foi aquecida até refluxo e depois deixada agitar em refluxo por ~16
horas. A reacao foi depois concentrada in vacuo para remover a maior
parte do dioxano. A fase aguosa foi entdo extraida com acetato de eti-
la (100 mL, 2x). Os produtos organicos foram combinados, lavados
com salmoura, secos sobre sulfato de sodio e concentrados in vacuo.
A cromatografia em coluna de silica-gel foi entdo realizada (Gradiente:
8.3% to 25% metanol em diclorometano). Os tubos de teste adequa-
dos foram combinados e concentrados in vacuo e depois purificados
novamente por HPLC preparativa (método M, usando gradiente 50% B
até 80% B ao longo de 30 min, depois 95% ao longo de 5 min) para
prover 76 (400 mg, 12%, 3 etapas) como um soélido branco. *H RMN
(400 MHz, DMSO-dg): 8 7.81-7.79 (d, 2H), 7.72-7.71 (d, 2H), 7.42-7.38
(m, 2H), 7.34-7.31 (m, 2H), 4.35-4.33-7.33 (d, 2H), 4.22-4.19 (m, 1H),
2.28-2.26 (d, 4H), 1.93-1.91 (d, 2H).

[00499] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral A usando 76
(90 mg, 0.40 mmol), cloreto de oxalila (0.033 mL, 0.39 mmol), THF (8
mL) e 1 gota de DMF, 77 foi preparado como um soélido esbranquicado
(79 mg, quant.). O produto bruto 77 foi usado imediatamente na proxi-
ma etapa assim como esta.

[00500] Etapa 3: Em seguida ao procedimento geral B usando 6
(2103 mg, 0.331 mmol), o material bruto de 77 (70 mg, 0.16 mmol), piri-
dina (0.051 mL, 0.63 mmol) e THF (12 mL) foi preparado. A reacédo

concentrada in vacuo dissolvida em DMSO e injetada em uma pré-
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coluna C19 de 12g (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitri-
la e depois dgua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material foi pu-
rificado por cromatografia C18 de fase reversa em média pressao
(Gradiente: 30% a 95% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em
cada fase). Os tubos de teste adequados foram concentrados usando
um genevac produzindo 78 (23 mg, 16%) como um soélido marrom-
claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 922.0 [M+H]", tempo de retencdo =
2.59 min.

[00501] Etapa 4: A uma solucdo em agitacdo de 78 (17.9 mg, 0.019
mmol) em 1.0 mL de DMF, DMAP (47.4 mg, 0.388 mmol) foi adiciona-
do. A reacéao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~60 min.
A reacdo bruta foi injetada em uma pré-coluna C18 de 5g (a qual foi
anteriormente equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02%
de TFA em cada fase). O material foi purificado por cromatografia C18
de fase reversa em média pressdo (Gradiente: 30% a 95% de acetoni-
trila em agua com 0.02% de TFA em cada fase). Os tubos de teste
adequados foram concentrados usando um genevac produzindo 79
(6.1 mg, 39%) como um sélido marrom-claro. LC-MS (Protocolo B):
m/z 700.1 [M+H]", tempo de retencdo = 1.47 min. *H RMN (400 MHz,
DMSO-dg): & 10.26-10.17 (m, 2H), 8.28-8.24 (m, 2H), 8.11-8.06 (d,
2H), 8.00-7.95 (d, 2H), 7.71-7.64 (t, 2H), 7.60-7.53 (t, 2H), 4.56-4.37
(m, 6H), 4.18-4.05 (m, 4H),2.83-2.59 (m, 8H), 2.49-2.37 (m, 6H).
[00502] Preparacéo de (1S,4S)-biciclo[2.1.1]hexano-1,4-
diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil]

diacetato 82.
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[00503] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
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biciclo[2.1.1]hexano-1,4-dicarboxilico 80 (30 mg, 0.18 mmol), cloreto
de oxalila (0.0303 mL, 0.353 mmol), THF (4 mL) e 1 gota de DMF, 81
foi preparado como um sélido esbranquicado (39 mg, quant.). O produ-
to bruto 81 foi usado imediatamente na proxima etapa assim como ela
esta.

[00504] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 6
(106 mg, 0.338 mmol), 81 (35 mg, 0.17 mmol), piridina (0.0545 mL,
0.676 mmol) e THF (8 mL) e a purificacdo usando a cromatografia C18
de fase reversa em média pressdo (Gradiente: 10% a 75% de acetoni-
trila em agua com 0.02% de TFA em cada fase), 82 (52 mg, 45%) foi
produzido como um soélido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 685.2
[M+H]*, tempo de retencéo = 2.16 min. ‘H RMN (400 MHz, DMSO-dg):
0 8.23 (s, 2H), 8.03-7.99 (d, 2H), 7.92-7.87 (d, 2H), 7.63-7.57 (t, 2H),
7.51-7.44 (t, 2H), 4.47-4.25 (m, 6H), 4.13-3.98 (m, 4H), 2.47 (s, 6H),
2.27-2.07 (m, 8H).

[00505] Preparacdo de biciclo[2.2.2]octano-1,4-diilbis[carbonil(1S)-
1-(clorometil)-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3,5(2H)-diil] diaceta-

to 85.
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[00506] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
biciclo[2.2.2]octano-1,4-dicarboxilico 83 (16 mg, 0.081 mmol), cloreto
de oxalila (0.015 mL, 0.17 mmol), THF (5 mL) e 1 gota de DMF, 84 foi
preparado como um solido esbranquicado (19 mg, quant.). O produto
bruto 84 foi usado imediatamente na proxima etapa assim como ela
esta.

[00507] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 189
(50.9 mg, 0.145 mmol), 84 (17.0 mg, 0.0723 mmol), piridina (0.0233
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mL, 0.289 mmol) e THF (4 mL) e a purificacdo usando a cromatografia
C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 75% de
acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase), 85 (21.6 mg,
32%) foi produzido como um solido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z
719.3 [M+H]", tempo de retencdo = 2.27 min. ‘H RMN (400 MHz,
DMSO-dg): 6 11.00 (s, 2H), 7.79 (s, 2H), 7.19 (s, 2H), 4.68-4.62 (m,
2H), 4.27-4.19 (m, 2H), 4.06-3.94 (m, 4H), 3.65-3.57 (m, 2H), 2.42-2.32
(m, 12H), 2.12-1.96 (m, 12H).

[00508] Preparacao de biciclo[2.2.1]heptano-1,4-diilbis[carbonil(1S)-
1-(clorometil)-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3,5(2H)-diil] diaceta-

to 88.
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[00509] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
biciclo[2.2.1]heptano-1,4-dicarboxilico 86 (16 mg, 0.087 mmol), cloreto
de oxalila (0.016 mL, 0.18 mmol), THF (5 mL) e 1 gota de DMF, 87 foi
preparado como um soélido esbranquicado (19 mg, 99%). O produto
bruto 87 foi usado imediatamente na proxima etapa assim como ela
esta.

[00510] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 189
(54.1 mg, 0.154 mmol), 87 (17.0 mg, 0.0769 mmol), piridina (0.0248
mL, 0.308 mmol) e THF (4 mL) e a purificagdo usando a cromatografia
C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 75% de
acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase), 88 (13.6 mg,
19%) foi produzido como um sélido marrom-claro. LC-MS (Protocolo
B): m/z 705.3 [M+H]*, tempo de retencdo = 2.32 min. 'H RMN (400
MHz, DMSO-dg): & 11.02 (s, 2H), 7.82 (s, 2H), 7.19 (s, 2H), 4.50-4.45
(d, 2H), 4.26-4.16 (m, 2H), 4.10-4.02 (m, 2H), 3.98-3.92 (m, 2H), 3.65-
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3.58 (m, 2H), 2.41-2.33 (m, 12H), 2.22-2.03 (m, 10H).

[00511] Preparacao de biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diilbis[carbonil(1S)-
1-(clorometil)-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3,5(2H)-diil] diaceta-
to 91.
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[00512] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
biciclo[1.1.1]pentano-1,3-dicarboxilico 89 (31 mg, 0.20 mmol), cloreto
de oxalila (0.025 mL, 0.40 mmol), THF (8 mL) e 1 gota de DMF, 90 foi
preparado como um solido esbranquicado (40 mg, quant.). O produto
bruto 90 foi usado imediatamente na proxima etapa assim como ela
esta.

[00513] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 189
(142 mg, 0.404 mmol), 90 (39 mg, 0.20 mmol), piridina (0.065 mL, 0.81
mmol) e THF (12 mL) e a purificagdo usando a cromatografia C18 de
fase reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 75% de acetonitrila
em agua com 0.02% de TFA em cada fase), 91 (45.5 mg, 30%) foi
produzido como um solido cinzento-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z
677.2 [M+H]", tempo de retencdo = 1.89 min. 'H RMN (400 MHz,
DMSO-dg): & 11.04 (s, 2H), 7.78 (s, 2H), 7.20 (s, 2H), 4.47-4.39 (m,
2H), 4.36-4.26 (m, 2H), 4.18-4.08 (m, 2H), 4.03-3.94 (m, 2H), 3.77-3.66
(m, 2H), 2.56 (s, 6H), 2.41-2.31 (m, 12H).

[00514] Preparacdo de acetato de (8S)-6-[(3-{[(1S)-5-(acetiloxi)-1-
(clorometil)-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-
ila]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)acetil]-8-(clorometil)-1-metil-3,6,7,8-
tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-ila 97.

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 140/355



134/243

cloreto de axalila § |

\Lc @,A o THF, DMF “o, Ao ‘II Y e trietilamina . THF _
Py e e SO D
M C A o T GEng
i fuant. = - H A i
2 =0
!
11
_f/""‘l _/_r-' cloreto de oxalila,
_ - -, rFs diclorometano - DME
\fl_-o ,-r\z"' ] I ", Ho |' N_ J\, -"\ diclorometana, C
T T o -
Lo . W anng a8 S squant.
o Q P l| H
T H l:ﬂT,l:
Oy, 0 =
84 T a5
ol ~
Fue) -’__‘./--: o ’J“I'_ iy trietilamina, T 5 f'“ﬂ. A T’{C{/‘ T/ < f
c }r{}/“r”x,.;ﬁ“\.«{\ ¢ T HE) -~ - ¢ :[ :I W
7 | i b Y - 12% ] r H
o oy S H HoT
5] Y c = S
H “ o =0
VO b F
T !

[00515] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
3-(2-terc-butodxi-2-oxoetil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilico 92 [prepa-
rado conforme descrito em Bioorg. Med. Chem. 2009, 17, 242-250.]
(90 mg, 0.40 mmol), cloreto de oxalila (0.041 mL, 0.477 mmol), THF (8
mL) e 1 gota de DMF, 93 foi preparado como um soélido esbranquicado
(103 mg, quant.). O produto bruto 93 foi usado imediatamente na pré-
xima etapa assim como ela esta.

[00516] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 11
(141 mg, 0.40 mmol), 93 (98 mg, 0.40 mmol), trietilamina (0.168 mL,
1.20 mmol) e THF (30 mL) e a purificagdo usando cromatografia em
coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 35% de acetona em heptano), 94
(188 mg, 96%) foi produzido como um sélido esbranquicado. LC-MS
(Protocolo B): m/z 487.2 [M+H]", tempo de retenc&o = 2.04 min.
[00517] Etapa 3: A uma solucdo em agitacao de 94 (184 mg, 0.378
mmol), em 8 mL de diclorometano, TFA (4.0 mL, 52 mmol) foi adicio-
nado. A reacdo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~45
min. A reacao foi concentrada in vacuo e colocada debaixo de alto va-
cuo produzindo 95 (164 mg, 80%) como um sdélido cinzento-claro, o
gual foi usado na proxima etapa sem purificacdo. LC-MS (Protocolo B):
m/z 431.7 [M+H]", tempo de reten¢do = 1.39 min.
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[00518] Etapa 4. Em seguida ao procedimento geral A usando 95
(55 mg, 0.101 mmol), cloreto de oxalila (0.0104 mL, 0.121 mmol), THF
(3 mL), diclorometano (1 mL) e 1 gota de DMF, 96 foi preparado como
um sélido esbranquicado (46 mg, quant.). O produto bruto 96 foi usado
imediatamente na proxima etapa assim como ela esta.

[00519] Etapa 5: Em seguida ao procedimento geral B usando 11
(31.3 mg, 0.089 mmol), 96 (40 mg, 0.089 mmol), piridina (0.0215 mL,
0.267 mmol) e THF (8.0 mL) e a purificacdo usando a cromatografia
C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 70% de
acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase), 97 (10.1 mg,
12%) foi produzido como um sélido cinzento-claro. LC-MS (Protocolo
B): m/z 691.3 [M+H]*, tempo de retencdo = 1.93 min. 'H RMN (400
MHz, DMSO-dg): & 11.02 (s, 2H), 7.86-7.72 (d, 2H), 7.19 (s, 2H), 4.43-
4.36 (m, 1H), 4.28-4.14 (m, 3H), 4.13-4.05 (m, 2H), 3.96-3.89 (m, 2H),
3.68-3.60 (m, 2H), 2.89-2.82 (m, 2H), 2.73-2.66 (m, 2H), 2.40-2.30 (m,
12H), 2.24-2.15 (m, 6H).

[00520] Preparacédo de (1S)-8-amino-5-(benzildxi)-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzole]indol-3-carboxilato de terc-butila 99 e (1R)-8-
amino-5-(benziloxi)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-

carboxilato de terc-butila 98.
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pico 1 [[5) arbritariamente pico 2 [[R) arbritariamente

cadida] cedido
99 100

98

[00521] 98 8-amino-5-(benziléxi)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-carboxilato de terc-butila [preparado usando a quimica
descrita em J. Med. Chem. 2012, 55, 5878-5886] foi separado usando
cromatografia em fluido supercritico (método L1). O pico 1 foi concen-
trado in vacuo rendendo 99 (385 mg) foi arbitrariamente designado
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como (S). LC-MS (Protocolo B): m/z 439.1 [M+H]", tempo de retencéo
= 2.34 min. O pico 2 foi concentrado in vacuo rendendo 100 (401 mg)
foi arbitrariamente designado como (R). LC-MS (Protocolo B): m/z
439.1 [M+H]", tempo de retengdo = 2.34 min.

[00522] Preparacgéo de (1R)-8-(acetylamino)-5-(acetildxi)-1-
(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-carboxilato de terc-butila

1= 1. cloreto de acetila, trietilamina 1= o)
Y i diclorometano H \‘.""-.r - H ol —
HeMo w4 *~Bot 5 pdem carbono 108 em peso R N »{u;._ ~Boar Moo A
| 257% formiato de amanio ag, THF f [ ‘I J 441 e em i"[ I H
e g ey C L
= 1 cloreto de acetila,piriding, diclorometanae % T dioxano v o -».lr:-
N - 0. .0 >
. Bn a0 - T’M qaunl g
pico 2 [[R)arbritariamente  20% (3 etapas)

cedida] g 10

[00523] Etapa 1. A uma solugcdo em agitacao de 99 (60 mg, 0.14
mmol) em 6 mL de diclorometano a 0°C, cloreto de acetila (0.015 mL,
0.206 mmol) foi adicionado seguido por trietilamina (0.029 mL, 0.206
mmol). A reacédo foi deixada agitar a 0°C por ~1 min e depois deixada
aguecer até a temperatura ambiente. A reacdo foi deixada agitar em
temperatura ambiente por ~25 min. A reacéo foi diluida com diclorome-
tano e depois transferida a um funil de separagdo. A camada organica
foi separada e depois lavada com HCI 1N, e depois agua. A camada
orgéanica foi seca sobre sulfato de sddio, filtrada e depois concentrada
in vacuo produzindo um sdlido laranja. A uma solucdo em agitacao de
material bruto em 4 mL de THF a 0°C, Pd. Em carbono 10% em peso
(45 mq) foi adicionado seguido por uma solugao de formiato de amoénio
ag. a 25% (0.3 mL). A reacao foi deixada agitar a 0°C por ~4 horas. A
reacdo foi diluida com THF e éter. O sulfato de sédio foi adicionado e a
reacdo foi filtrada através de uma fina almofada de celite. Os organicos
foram concentrados in vacuo e colocados debaixo de alto vacuo pro-
duzindo um soélido marrom-claro. A uma solucdo em agitacao de mate-

rial bruto em 6 mL de diclorometano a 0°C, cloreto de acetila (0.015
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mL, 0.211 mmol) foi adicionado seguido por piridina (0.017 mL, 0.211
mmol). A reacédo foi deixada agitar a 0°C por ~1 min e depois deixada
aquecer até a temperatura ambiente. A reacao foi deixada agitar em
temperatura ambiente por ~25 min. A reacgao foi concentrada in vacuo.
A cromatografia em coluna de silica-gel foi entdo realizada (Gradiente:
0% a 45% acetona em heptano). Os tubos de teste adequados foram
combinados e concentrados in vacuo rendendo 101 (49 mg, 80%, 3
etapas) como um solido esbranquicado. LC-MS (Protocolo B): m/z
455.9 [M+Na]*#, tempo de retencdo = 2.05 min.

[00524] Etapa 2: A um frasco de fundo redondo contendo 101 (45
mg, 0.20 mmol), HCI 4M em dioxano (6.0 mL, 24 mmol) foi adicionado.
A reacdao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~2 horas. A
reacdo foi concentrada in vacuo e colocada debaixo de alto vacuo pro-
duzindo 102 (42 mg, quant.) como um sdlido marrom-escuro. LC-MS
(Protocolo B): m/z 333.0 [M+H]", tempo de retengdo = 1.65 min.
[00525] Preparacéao de (1S)-8-(acetilamino)-5-(acetil6xi)-1-
(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-carboxilato de terc-butila
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[00526] Etapa 1. A uma solugcdo em agitacao de 99 (65 mg, 0.15
mmol) em 6 mL de diclorometano a 0°C, o cloreto de acetila (0.016
mL, 0.22 mmol) foi adicionado seguido por trietilamina (0.031 mL, 0.22
mmol). A reacédo foi deixada agitar a 0°C por ~1 min e depois deixada
aguecer até a temperatura ambiente. A reacdo foi deixada agitar em
temperatura ambiente por ~25 min. A reacéo foi diluida com diclorome-

tano e depois transferida a um funil de separagcdo. A camada organica
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foi separada e depois lavada com HCI 1N e depois agua. A camada
organica foi seca sobre sulfato de sddio, filtrada e depois concentrada
in vacuo produzindo um sdlido laranja. A uma solucdo em agitacdo de
material bruto em 4 mL de THF a 0°C, Pd. em carbono 10% em peso
(45 mq) foi adicionado seguido por uma solugao de formiato de amoénio
ag. a 25% (0.5 mL). A reacao foi deixada agitar a 0°C por ~4 horas. A
reacdo foi diluida com THF e éter. O sulfato de sédio foi adicionado e a
reacdo foi filtrada através de uma fina almofada de celite. Os organicos
foram concentrados in vacuo e colocados debaixo de alto vacuo pro-
duzindo um soélido marrom-claro. A uma solucdo em agitacdo de mate-
rial bruto em 8 mL de diclorometano a 0°C, o cloreto de acetila (0.015
mL, 0.21 mmol) foi adicionado seguido por piridina (0.017 mL, 0.21
mmol). A reacédo foi deixada agitar a 0°C por ~1 min e depois deixada
aguecer até a temperatura ambiente. A reacdo foi deixada agitar em
temperatura ambiente por ~25 min. A reacgao foi concentrada in vacuo.
A cromatografia em coluna de silica-gel foi entdo realizada (Gradiente:
0% a 25% de acetona em heptano).

[00527] Os tubos de teste adequados foram combinados e concen-
trados in vacuo rendendo 103 (39.1 mg, 63%, 3 etapas) como um soli-
do branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 455.0 [M+Na]***, tempo de reten-
¢ao = 2.00 min.

[00528] Etapa 2: A um frasco de fundo redondo contendo 103 (37
mg, 0.085 mmol), HCI 4M em dioxano (4.0 mL, 16 mmol) foi adiciona-
do. A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~2 horas.
A reacao foi concentrada in vacuo e colocada debaixo de alto vacuo
produzindo 104 (34 mg, quant.) como um sdlido verde. LC-MS (Proto-
colo B): m/z 333.0 [M+H]", tempo de retencéo = 1.41 min.

[00529] Preparacao de (1S)-3-{[3-(clorocarbonil)biciclo[1.1.1]pent-1-
ila]carbonil}-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila 107.

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 145/355



139/243

1, -trietilamina, THF =
] Cl—s, 2 TFa, diclorometano C [+ 1|/_
. tloreto de oxalila, THF A s — i cloreto de oxalila, THE - "
Ra K\;\’"‘ﬁq{ diclorometana, DMF"I\F_JI‘{'\)L__{"""( .I:-"\\TA\Y" diclorometano, DMF _ d ] Iﬁ Lﬁﬂ
f?-— o - N |- I\'-"J‘\f-’ wzy (495, 3 etapas) a. o
qaan )i -:I/

_-\F:C
1 !

[00530] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
3-(terc-butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilico 105 (212 mg,
1.0 mmol), cloreto de oxalila (0.094 mL, 1.10 mmol), THF (3 mL), diclo-
rometano (6 m) e 1 gota de DMF, 105 foi preparado como um solido
esbranquicado (235 mg, quant.). O produto bruto 105 foi usado imedia-
tamente na proxima etapa assim como ela esta.

[00531] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 11
(311 mg, 0.997 mmol), 105 (230 mg, 0.997 mmol), trietilamina (0.292
mL, 2.09 mmol) e THF (20 mL) e a purificagdo usando cromatografia
em coluna de silica-gel (Gradiente: 10% a 75% de acetona em hepta-
no). Os tubos de teste adequados foram combinados e concentrados
in vacuo produzindo um solido branco. A uma solucdo em agitacdo de
material bruto em 10 mL de diclorometano, TFA (5.0 mL, 65 mmol) foi
adicionado. A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por
~90 min. A reacéao foi concentrada in vacuo. O material foi dissolvido
com diclorometano, transferido a um funil de separacéo e depois lava-
do com HCI aqg. 1N, salmoura e agua. A camada organica foi seca so-
bre sulfato de sdodio, filtrada e depois concentrada in vacuo antes de
ser colocada debaixo de alto vacuo produzindo um sélido branco. Ao
usar este material bruto e em seguida ao procedimento geral A com o
cloreto de oxalila (0.010 mL, 0.121 mmol), THF (4 mL), diclorometano
(2 mL) e 1 gota de DMF, 107 foi preparado como um solido branco (52
mg, 49%, 3 etapas). O produto bruto 107 foi usado imediatamente na
proxima etapa assim como ela esta.

[00532] Preparacéo de acetato de (1R)-8-(acetilamino)-3-[(3-{[(1S)-
5-(acetiloxi)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
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[00533] Em seguida ao procedimento geral B usando 107 (21 mg,
0.057 mmol), 102 (24.6 mg, 0.057 mmol), trietilamina (0.024 mL, 0.171
mmol) e THF (6 mL) e purificacdo através de HPLC preparativa (méto-
do H1 108 (5.8 mg, 14%) foi produzido como um sélido esbranquicado.
LC-MS (Protocolo B): m/z 728.1 [M+H]", tempo de retengdo = 2.12
min.

[00534] Preparacao de acetato de (1S)-3-[(3-{[(1S)-8-(acetilamino)-
5-(acetiloxi)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
ila]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-
1H-benzole]indol-5-ila 109
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[00535] Em seguida ao procedimento geral B usando 107 (29.4 mg,
0.068 mmol), 104 (25 mg, 0.068 mmol), trietilamina (0.028 mL, 0.028
mmol) e THF (8 mL) e a purificacdo usando a cromatografia C18 de
fase reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 75% de acetonitrila
em agua com 0.02% de TFA em cada fase), 109 (11.8 mg, 24%) foi
produzido como um solido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 728.0
[M+H]", tempo de retencdo = 2.13 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-d):
6 10.25 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 8.04-7.98 (m,
1H), 7.92-7.80 (m, 2H), 7.63-7.55 (m, 2H), 7.50-7.45 (m, 1H), 4.56-4.33
(m, 5H), 4.29-4.17 (m,1H), 4.16-3.94 (m, 4H), 2.62 (s, 6H), 2.48-2.43
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(m, 6H), 2.11 (s, 3H).

[00536] Preparacéo de éster de acido
(S)-3-[5-((S)-5-amino-1-clorometil-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-carbonil)-tiofeno-2-carbonil]-1-clorometil-2,3-di-
hidro-1H-benzole]indol-5-il acético 115
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[00537] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,,
contendo mono-terc-butil éster de acido tiofeno-2,5-dicarboxilico (152
mg, 0.66 mmol) em 5 mL de DCM anidro foi adicionado cloreto de oxa-
lila (0.66 mmol, 0.066 mL). A esta solucao foi adicionada 1 gota de N,
N-dimetilformamida. A mistura de reacédo foi agitada por 3 horas e
concentrada in vacuo até um residuo bruto. O residuo foi entdo adicio-
nado a um frasco de fundo redondo contendo 110 (200 mg, 0.66
mmol) em 15 mL de diclorometano anidro. A reacao foi agitada por 2
horas. O residuo foi diluido com 15 mL de diclorometano e transferido
a um funil de separagcao. A camada organica lavada com HC| 1M (3x),
Agua (3x) e salmoura (2x). A camada organica seca sobre sulfato de
sodio, filtrada e concentrada até um solido bruto. A cromatografia em
coluna de silica foi entdo realizada (Gradiente: 0%-100% de Acetato
de etila em Heptanos) produzindo 111 (185 mg, 58%) como um solido
amarelo. LC-MS: m/z 473 [M+H"], tempo de retencédo = 2.25 min.

[00538] Etapa 2 : 111 foram adicionados 10 mL de acido trifluoroa-
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cético a 25 % em diclorometano. A reacédo foi agitada por 30 min. A
mistura de reacdo bruta foi concentrada em vacuo para render 112
como um sélido amarelo. LC-MS: m/z 416 [M+H"], tempo de retencdo
= 1.65 min.

[00539] Etapa 3: Em um frasco de fundo redondo purificado com N,
contendo 112 (100 mg, 0.24 mmol) em 5 mL de DCM anidro foi adicio-
nado cloreto de oxalila (0.24 mmol, 0.02 mL). A esta solucao foi adici-
onada 1 gota de N, N-dimetilformamida. A mistura de reacgéao foi agita-
da por 3 horas e concentrada in vacuo para render 113 como um séli-
do amarelo (100 mg, 0.24 mmol, quantitativo). LCMS, tomado em me-
tanol: m/z 282. 0 [M+H", para o produto de metandlise]. tempo de re-
tencdo = 1.95 min.

[00540] Etapa 4. Em um frasco de fundo redondo contendo 5,
28mg, 0.092 mmol) em 5 mL de diclorometano foi adicionado 113 (40
mg, 0.092 mmol). A trietilamina (0.088 mL) foi entdo adicionada e o
sistema foi agitado por 1 hora em temperatura ambiente. A mistura de
reacao bruta foi concentrada em vacuo e tomada de volta em 25 mL
de diclorometano e transferida a um funil de separagao. A camada or-
ganica lavada com HCI 1M (3x), Agua (3x), e salmoura (2x). A camada
organica seca sobre sulfato de sédio, filtrada e concentrada no filtrado
até um solido bruto. A cromatografia em coluna de silica foi entdo rea-
lizada (Gradiente: 0%-100% de acetato de etila em heptanos) produ-
zindo 114 (40 mg, 64%) como um solido amarelo. LC-MS: m/z 674
[M+H"], tempo de retencéo = 2.25 min.

[00541] Etapa 5: Em um frasco Parr contendo 114 (30 mg, .044
mmol) em 15 mL de tetra-hidrofurano anidro foi adicionado 6xido de
platina (5 mg, 0.02 mmol). O sistema foi capeado com um septo de
borracha e a hidrogenacéao ocorreu sob H, a 50 Psi por 3 horas. De-
pois de 3 horas, o frasco Parr foi purificado com N, e a reagao do pro-

duto bruto foi filtrada através de um plugue de celite usando acetato de
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etila. O filtrado contendo o produto bruto desejado foi entdo concentra-
do. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradiente:
0%-100% de acetato de etila em heptanos) produzindo 115 (15 mg,
50%) como um sélido amarelo. LC-MS: m/z 644 [M+H"], tempo de re-
tencdo = 2.06 min.

[00542] Preparacéao de ((S)-1-Clorometil-5-hidroxi-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-il)-[5-((S)-1-clorometil-5-hidréxi-8-metil-1,6-di-

hidro-2H-pirrolo[3,2-e]indol-3-carbonil)-tiofen-2-il]-metanona 117.

/~ cl A cl
) s \
Y@WOH >LO>7/N EDCI, DF B NH
Q S o} h 8
>\—o © °© N HO © © oH
OH

116 ’ 17
[00543] Em um frasco de fundo redondo equipado com uma barra
de agitacdo contendo 11 ( 34 mg, 0.1 mmol) foi tomado em N,
N-dimetilformamida (5 mL) e adicionado em gotas a um frasco de fun-
do redondo contendo acido 5-((S)-5-acetdxi-1-clorometil-1,2-di-
hidro-benzo[e]indol-3-carbonil)-tiofeno-2-carboxilico (42, 44 mg, 0.1
mmol), 3-(Etiliminometilenoamino)-N,N-dimetilpropan-1-amina (59 mg,
0.3 mmol) e bicarbonato de sédio (36 mg, 0.4 mmol) em 5 mL de N,
N-dimetilformamida). A reacao foi agitada por 30 min. 3 mL de HCI
(ag) 1M foram adicionados e a mistura de reacao bruta foi concentrada
em vacuo. A cromatografia em fase reversa foi entdo realizada (Gradi-
ente: 0%-65% de acetonitrila em agua) produzindo 117 (15 mg, 24%)
como um sélido branco palido. LC-MS: m/z 604 [M-H"], tempo de re-
tencdo = 1.93 min

[00544] Preparacéao de metil carbonato de
(S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila 119
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[00545] Uma solucao de cloroformiato de 4-nitrofenila (11 mg, 0.054

NO,

mmol) em THF (1 mL) foi adicionada a uma solugao de 29 (27 mg,
0.045 mmol) em THF (3 mL) e DIPEA (0.032 mL, 0.18 mmol) a 0°C. A
mistura foi agitada a 0°C por 2 h e agitada em temperatura ambiente
de um dia para o outro. LC-MS mostrou que o mono-PNP carbonato
118 foi formado. A mistura de reacéo, o metanol (1 mL) foi adicionado.
Depois de ser agitada por 5 min, ela foi concentrada em vacuo e o re-
siduo foi purificado por HPLC Gilson (CAN/agua, 0.02% TFA) para dar
0 produto 119 como um sélido esbranquicado (5 mg, 20%). LC-MS:
m/z 660.7 [M + H], tempo de retencdo = 1.06 min. '"H RMN (400 MHz,
CDCl3), 6 8.53 (d), 7.80 (m), 7.72 (d), 7.45 (m), 7.34 (m), 4.72 (m), 4.62
(d), 4.30 (m), 4.11 (t), 4.04 (s), 3.86 (d), 3.71 (d), 3.47 (t), 3.24 (m).
[00546] Preparacéao de (2-(dimetilamino)etil)carbamato de
(S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila 123

G0 e
o a N
NO, '

-N

OIPEATHE Boc OO HOAt/Lutldlne Boc™ TFACH,CI,

Boc—N [
e

OO O\[&O

o) HNI
3 120 : “NO 1 N

2

cl
HN OH EDCI/DMA
.&M o&
OYO

HN 123

1, I/

i I
122

[00547] Etapal: Uma solucao de cloroformiato de 4-nitrofenila (164

mg, 0.78 mmol) em THF (1 mL) foi adicionada a uma solugcéo de 3
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(200 mg, 0.60 mmol) em THF (6 mL) e DIPEA (0.315 mL, 1.8 mmol) a
0°C e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 2 h, concen-
trada e o residuo foi tratado com EA e agua, extraido com EA, lavado
com agua e salmoura. Seco sobre MgS04, o solvente foi removido em
vacuo para dar o PNP carbonato 120 como uma espuma marrom (300
mg, 100%). LC-MS: m/z 399.0 [M + H], tempo de retencéo = 2.37 min.
[00548] Etapa 2: N,N-dimetiletiienodiamina (35 mg, 0.4 mmol) foi
adicionada a uma solugado do PNP carbonato acima 120 (100 mg, 0.2
mmol) em DMA (3 mL), seguido por lutidina (0.07 mL, 0.6 mmol) e
HOAt (14 mg, 0.1 mmol). A mistura foi agitada em temperatura ambi-
ente por 4 h. A mistura foi submetida a purificacdo por HPLC Gilson
(ACN/agua, 0.02% TFA) para dar o carbamato de
1-(clorometil)-5-(((2-(dimetilamino)etil)carbamoil)éxi)-1H-benzo[e]indol-
3(2H)-carboxilato de (S)-terc-butila 121 como um vidro amarelo (86
mg, 77%). LC-MS: m/z 448.1 [M + H], tempo de retencao = 0.70 min.
[00549] Etapa 3. O composto acima 121 (38 mg, 0.067 mmol) foi
tratado com TFA (0.5 mL) e CH,CI, (2 mL) por 2 h, depois concentrado
em vacuo para dar a amina desprotegida correspondente 122 a qual
foi dissolvida em DMA (3 mL). A esta solucdo, foi adicionado &cido
(S)-5-(1-(clorometil)-5-hidroxi-2, 3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carboxilico [ 58] (26 mg,
0.067 mmol), seguido por EDCI (27 mg, 0.14 mmol) e a mistura foi agi-
tada em temperatura ambiente de um dia para o outro. O produto bruto
foi purificado pela HPLC Glison (ACN/agua, 0.02% de TFA) para dar
123 (4.5 mg, 8%). LC-MS: m/z 717.4 [M + H], tempo de retencéo =
1.38 min. *H RMN (400 MHz, CDCly), & 8.24 (d), 8.0 (d), 7.75 (d), 7.64
(s), 7.55 - 7.34 (m), 4.62 (m), 4.13 (t), 4.05 (1), 3.94 (t), 3.64 (t), 3.57 —
3.45 (m), 3.33 (s), 3.25 (s), 2.89 (s).

[00550] Preparacdo de metil(2-metilamino)etil)carbamato  de
(S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-2,3-di-
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hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila 126
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[00551] Etapa 1 A solucéo acima de 120,
N,N,N-trimetiletilenodiamina (222 mg, 0.28 mmol) foi adicionada, se-
guida por lutidina (0.37 mL, 3.2 mmol) e HOAt (29 mg, 0.2 mmol). A
mistura foi agitada em temperatura ambiente por 1 h. A mistura foi
concentrada e o residuo foi diluido com acetato de etila, lavada com
salmoura, seca sobre MgS0O4. O produto bruto da reacao foi purificado
por ISCO usando MeOH/DCM (0 - 20%) para dar o0 124 como uma es-
puma branca (245 mg, 50%). LC-MS: m/z 462.2 [M + H], tempo de re-
tencao = 1.45 min.

[00552] Etapa 2: O composto acima 124 (40 mg, 0.087 mmol) foi
tratado com TFA pré-resfriado (1 mL) a 0°C por 10 min. TFA foi remo-
vido sob vacuo para dar a amina desprotegida correspondente 125, a
gual foi dissolvida em DMF (3 mL). A esta solucao, foi adicionado aci-
do (S)-5-(1-(clorometil)-5-hidréxi-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carboxilico [58] (34 mg,
0.087 mmol), seguido por EDCI (35 mg, 0.17 mmol) e a mistura foi agi-
tada em temperatura ambiente de um dia para o outro. O produto bruto
foi purificado pela HPLC Glison (ACN/agua, 0.02% TFA) para dar o
produto 126 como um solido esbranquicado (25 mg, 39%). LC-MS: m/z
731.1 [M + H], tempo de retencdo = 1.71 min. '"H RMN (400 MHz,
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DMSO-dg), & 10.49 (s), 8.26 (s), 8.14 (d), 7.98 (d), 7.88 (d), 7.66 (1),
7.77 (t), 7.40 (1), 4.89 (1), 4.78 (t), 4.55 (d), 4.43 (d), 4.23 (s), 4.08 —
3.91 (m), 3.73 (s), 3.50 (s), 3.40 (s), 3.26 (s), 2.89 (M).

[00553] Preparacdo de biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diilbis{[(1S)-5-
amino-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-ilajmetanona} 130

A & H
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[00554] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacdo, o cloreto de fluorenilmetiloxicarbonila (560 mg,
2,1 mmol) foi adicionado 5 mL de DCM anidro e o sistema purificado
com o nitrogénio. 127 (800 mg, 2.1 mmol) foi adicionado seguido por
TEA (0.3 mL, 2.1 mmol). O sistema foi deixado agitar por 5 horas. A
mistura de reacao bruta foi tomada em acetato de etila e transferida a
um funil de separagdo. A camada organica lavada com HCI| 1M (3x),
Agua (3x), Bicarbonato de sédio e salmoura (2x). A camada organica
seca sobre Sulfato de sodio, filtrada e concentrada no filtrado até um
residuo bruto. O produto bruto foi purificado por cromatografia em co-
luna de silica-gel (Gradiente: 0% a 100% Acetato de etila em Heptano)
para dar 128 como um solido amarelo (1.096 g, 91%). LC-MS (Proto-
colo B): m/z 455 [M-Boc]”, tempo de retencéo = 2.58 min.

[00555] Etapa 2: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitagao contendo 128 (1000 mg, 1.96 mmol) foram adi-
cionados 15 mL de TFA a 25% em DCM. A solugéao foi agitada por 30
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mins. A mistura de reacdo foi concentrada sob vacuo e tomada em
DCM a 50% e Heptano e concentrada sob vacuo. Isto foi repetido por
3 vezes (para remover o excesso de TFA) para dar um solido branco
apo0s a concentracdo. Este soélido branco foi adicionado a uma solucéao
em agitacdo de dicloreto de biciclo[1.1.1]pentano-1,3-dicarbonila 90
em 10 mL de DCM anidro. A reacao foi agitada por 1 hora e concen-
trada em um vidro bruto. A mistura de reacao bruta foi tomada em ace-
tato de etila e transferida a um funil de separacédo. A camada organica
lavada com HCI 1M (3x), Agua (3x), bicarbonato de sodio e salmoura
(2x). A camada orgéanica seca sobre sulfato de sédio, filtrada e concen-
trada no filtrado em um residuo bruto. O produto bruto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 100% de
acetato de etila em Heptano) em 129 como um sélido amarelo (250
mg, 12%). LC-MS (Protocolo B): m/z 1030.7 [M-H], tempo de retencgao
= 2.29 min.

[00556] Etapa 3: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacao contendo bis(9H-fluoren-9-
ilmetil)(biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diilbis{carbonil[(1S)-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil]})biscarbamato 129 (20 mg, 0.19
mmol) foi adicionado 10 mL de 1:1 DCM em DEA. A solucao foi agita-
da por 3 horas. A mistura de reacao foi concentrada sob vacuo e to-
mada em 50% de DCM em Heptano e concentrada sob vacuo. Isto foi
repetido por 3 vezes (para remover o excesso de DEA) para dar um
sélido branco apés a concentracdo. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 10% Metanol
em DCM) para dar 130 como um soélido amarelo (4 mg, 30%). LC-MS
(Protocolo B): m/z 585.1 [M+H]", tempo de retenc&o = 1.99 min.
[00557] Preparacao de acetato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(4-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-hidroxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
ila]carbonil}biciclo[2.2.1]hept-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
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benzole]indol-5-ila 134.
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[00558] Etapa 1: Em seguida ao procedimento geral A usando acido
4-(metoxicarbonil)biciclo[2.2.1]heptano-1-carboxilico 131 (75 mg, 0.38
mmol), cloreto de oxalila (0.032 mL, 0.378 mmol), THF (1.5 mL), diclo-
rometano (1.5) e 1 gota de DMF, 132 foi preparado como um Oleo
branco e mistura sélida (85 mg, quant.). O produto bruto 132 foi usado
imediatamente na proxima etapa assim como ela esta.

[00559] Etapa 2: Em seguida ao procedimento geral B usando 2
(125 mg, 0.346 mmol), 132 (75 mg, 0.35 mmol), piridina (0.112 mL,
1.38 mmol), diclorometano (2 mL) e THF (6 mL), e a purificacado usan-
do cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 25% de
acetona em heptano) os tubos de teste adequados foram combinados
e concentrados in vacuo para produzir um solido branco. A uma solu-
cdo em agitacdo de material bruto em 6 mL de THF, hidroxido de litio
(52.9 mg, 2.21 mmol) dissolvido em 1.5 mL de &gua foi adicionado. A
reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~3.5 horas. A
reacao foi concentrada até um menor volume, transferida a um funil de
separacao e diluida com diclorometano. A reacédo foi lavada com HCI
IN. A camada ag. foi lavada uma vez com diclorometano. As camadas
organicas foram combinadas, lavadas com salmoura, agua, secas so-

bre sulfato de sodio, filtradas e depois concentradas in vacuo antes de
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serem colocados debaixo de alto vacuo. Em seguida ao procedimento
geral A usando material bruto, o cloreto de oxalila (0.024 mL, 0.281
mmol), THF (4.0 mL), diclorometano (4.0 mL) e 1 gota de DMF, 133 foi
preparado como um o6leo branco e mistura sélida (85 mg, quant.). O
produto bruto 133 foi usado imediatamente na préxima etapa assim
como ela esta.

[00560] Etapa 3: Em seguida ao procedimento geral B usando 19a
(79.9 mg, 0.256 mmol), 133 (130 mg, 0.256 mmol), piridina (0.103 mL,
1.28 mmol) e THF (6 mL) um sdlido bruto rosa claro foi produzido de-
pois de concentrar esta reacao in vacuo. A uma solucdo em agitacao
de material bruto em 3 mL de DMF e 1 mL de THF a 0°C, Pd. em car-
bono 10 % em peso (100 mg) foi adicionado seguido por uma solucéo
de formiato de amonio ag. a 25% (0.4 mL). A reacao foi deixada agitar
a 0°C por ~90 min. A reacdo foi filtrada através de um plugue C18 a
gual foi lavada com uma solucédo 70%/30% de acetonitrila e agua com
0.02% de TFA em cada fase. O material foi reduzido usando um gene-
vac produzindo 134 (54 mg, 32%, 2 etapas) como um sélido cinzento-
claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 657.1 [M+H]", tempo de retencdo =
2.10 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg): 8 10.32 (s, 1H), 8.24 (s, 1H),
8.11-8.07 (s, 1H), 8.02-7.96 (m, 2H), 7.91-7.86 (d, 1H), 7.83-7.78 (d,
1H), 7.63-7.57 (m, 1H), 7.52-7.45 (m, 2H), 7.36-7.30 (m, 1H), 4.54-4.38
(m, 3H), 4.35-4.27 (m, 2H), 4.16-4.05 (m, 2H), 4.02-3.90 (m, 2H), 3.80-
3.73 (m, 1H), 2.47 (s, 3H), 2.26-2.03 (m, 10H).

[00561] Preparacéao de (3bR,4aS,3b'R,4a'S)-6,6'-
(biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diildicarbonil)bis(3-metil-4,4a,5,6-tetra-
hidrociclopropalc]pirrolo[3,2-e]indol-8(1H)-ona).
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[00562] A uma mistura de 109 (21 mg, 0.026 mmol) em 2 mL de
acetonitrila, trietilamina (0.40 mL, 2.9 mmol) foi adicionado em seguida
por 0.4 mL de agua. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambi-
ente por ~40 min. A reacao foi concentrada in vacuo. A cromatografia
em coluna de silica-gel foi entdo realizada (Gradiente: 0% to 10% me-
thanol in diclorometano). Os tubos de teste adequados foram combi-
nados e concentrados in vacuo rendendo 135 (1.6 mg, 12%) como um
sélido marrom-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 521.3 [M+H]", tempo
de retencéo = 1.28 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg): 8 11.47 (s, 2H),
6.85 (s, 4H), 4.29-4.22 (m, 2H), 4.17-4.10 (m, 2H), 3.19-3.09 (m, 2H),
1.97 (s, 6H), 1.93-1.87 (m, 2H), 1.27-1.22 (m, 2H).

[00563] Preparacéao de (1aS,9bR,1a'S,9b'R)-3,3'-(tieno-2,5-
diildicarbonil)bis(1,1a,2,3-tetra-hidro-5H-benzol[e]ciclopropalc]indol-5-

ona).

i Cl
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[00564] A uma mistura de 57 (44 mg, 0.073 mmol) em 3 mL de ace-
tonitrila, a trietilamina (0.40 mL, 2.9 mmol) foi adicionada seguida por
0.4 mL de agua. A reacdao foi deixada agitar em temperatura ambiente
por ~40 min. A reacgdo foi concentrada in vacuo. A cromatografia em
coluna de silica-gel foi entdo realizada (Gradiente: 0% a 5% de meta-
nol em diclorometano). Os tubos de teste adequados foram combina-
dos e concentrados in vacuo rendendo 136 (16.3 mg, 39%) como um
sélido marrom-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 531.1 [M+H]", tempo
de retencéo = 1.55 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 8.05-8.01 (d,
2H), 7.80 (s, 2H), 7.65-7.59 (t, 2H), 7.48-7.43 (t, 2H), 7.28-7.23 (d, 2H),
6.76 (s, 2H), 4.57-4.51 (m, 2H), 4.34-4.26 (m, 2H), 1.85-1.76 (m, 4H).

[00565] Preparacéao de 2,3,4-tri-O-acetil-beta-D-
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glucopiranosiduronato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-
5-hidréxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-il|carbonil}biciclo[1.1.1]pent-
1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ilmetila 141.

SFIEH20 Cl—-,
c NH CHECIZ — | ﬁ
— o 4% MS L NH . 1, Clor. de oxalila/THF
B o ,.fu‘c;l 5 ~ 200 L’F ]’ﬁ*‘( HO ./{}“*(I:' 2 4w Houdioxana
G W Wy o] “‘::-‘L\r' T - o e, b T o LEENTHE
Y T . o Y I
o »T,’ Az ? Tl B5% . o, 0 G
L - o T ;
AT DA
3 127 IA,
l.il’:s
Cle Gl I:u
H Ry ) L._\_‘ > =
= AE e St W,
=N A ™ 3 S e S
= g G = < =/
o) ¢ b r_\H a 4 d o b
—o o P - —0 o
/ o | /L ]/ S i
2 oee L I o N
o h ~ Y
‘_i,;;.c i OH § e
[P A 4

[00566] 140 (464 mg, 0.6 mmol) foi dissolvido em DCM (4 mL), TFA
adicionado (2 mL) e a mistura foi vedada por 2 h. A mistura foi concen-
trada in vacuo para dar o acido correspondente LC-MS (Protocolo B):
688.0 [M+H]", tempo de retengdo 0.98 min. Ela foi dissolvida em THF
(8 mL), resfriada até 0C, cloreto de oxalila adici onado (0.9 mL, 2M em
DCM), seqguido pro 2 gotas de DMF. A mistura foi agitada a 0C por 5
min, depois em rt por 50 min. Concentrada em vacuo para dar o clore-
to acido correspondente.

[00567] LC-MS: 702.1 (1.05 min em Larry, o pico do éster de Me
correspondente);

[00568] 4 foi dissolvido em THF (10 mL), resfriado até 0, adicio-
nado o cloreto acido acima, seguido por Et3N (0.5 mL, 4.0 mmol). A
mistura foi agitada a 0C por 30 min. A mistura foi diluida com EA, la-
vada com agua e salmoura, seca sobre MgSO4. O solvente foi remo-
vido sob pressao reduzida e o residuo foi tratado com MeOH. O sdlido
resultante foi coletado por filtragdo para dar 141 como um sélido verde
(414 mg, 73.5%). LC-MS (Protocolo B): 903.2 [M+H]", tempo de reten-

¢éo 1.11 min.
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Tabela 1 — Cargas adicionais

Método de

ID Estrutura . M/S
sintese
CI\E m Q
07?0 04\
CI\;
() ‘:ilﬂ!> 747.4
143 Z,IS\( Q 68 [M+H]*
O>:O O—#\
Cl—,
I\
144 & ey 68 089.4
[M+H]+
CI
145 OO 141 7651
OH on [M+H]+
659.2
146 60
/ erjégj(N 593.2
147 Y% \ 60
N ° ° N [M+H]+
H H
OH
" WM -
148 141
[M+H]+
O _Cl Cl O
893.2
149 N N o 68
1 e oo s
H H
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Tabela 1 — Cargas adicionais
ID Estrutura MéTOdO de M/S
sintese
CI\: Cl
0-0y 0 NG TV N 919.2
151 2//0% Q M OH 141 [I\/I+H]+
o OO
\f
Cl—, Cl
N N
671.2
152 seiaates -
& o 00 [M+H]+
Y T
CI\= Cl
o N /N N 933.2
153 %oﬁg\l - &% H 1l [M-+H]+
O\foo
o Cl
154 NY@\(N \ 60 >90.2
ORI RO [M+H]+
OH on "
cl—, A\ cl
N s N
687.1
155 ° ° OO 68
b . [M+HL
(0] (0]
Cl—>, Cl
N N
687.2
156 Iy A 68
o.__0O 0. 0O [M+H]+
T T
cl— cl
N N
701.2
157 OO m 99 68
U o o & [M+H]+
T T
Cl— (o] (o] Cl
N/U\/@\/U\N
700.6
158 OO 68
6.0 ob [M+H]+
T T

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 161/355




155/243

Tabela 1 — Cargas adicionais
ID Estrutura M::r?tic;se M/S
CI——/,"' Cl
N N 713.2
159 o> §> \<o 68
) ! [M+HE
ro ~
N S N
715.1
160 68
C
T T
(@]
ol Cl
. O 666.1
161 77/@\( o> [M+H]+
HoN © © HO\P/(\D
& TOH
Cl—>, o) cl
N/U\/@\(N
643.2
162 O ) 134
OH O*(O [M+H]+
cl—>, cl
NY@\(N
667.1
w OO0 s | o
OH o\F;P [M+H]+
Ho OH
Cl
o I N N
N s
779.1
164 ° M OO 141
OH o o ) [M+H]+
HO
OH
Cl
N 570.2
165 60
[M+H]+
HN l
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Tabela 1 — Cargas adicionais
ID Estrutura Mefodo de M/S
sintese
‘ 506.2
166 OU 'Q 135
T Y [M+HL+
o}
506.2
167 135
[M+H]+
659.2
168 68
[M+H]+
792.2
169 60
[M+H]+
645.0
170 134
[M+H]+
683.1
171 196
[M+H]+
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Tabela 1 — Cargas adicionais
Mét
ID Estrutura e,odo de M/S
sintese
OQ YT Q
172 /K 60
O [M+H]+
724.3
17 O CQ 184
° Q \HA /\( [M+H]+
HO\// fe] o \\/
2/CI cl
N 604.4
174 O 60
Y
657.2
175 134
[M+H]+
681.2
176 68
[M+H]+
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Tabela 1 — Cargas adicionais
ID Estrutura Mefodo de M/S
sintese

o 709.2

177 68
[M+H]+
754.4

178 o 68
[M+H]+
777.3

179 141
[M+H]+
590.5

180 68
[M+H]+
707.3

181 68
[M+H]+

[00569] Nomes dos compostos da Tabela 1 sdo providos abaixo:
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Tabela 2 - Cargas adicionais, Nomes IUPAC

142

3,4-di-hidro-2H-tieno[3,4-b][1,4]dioxepina-6,8-diilbis[carbonil(1S)-
1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzole]indol-3,5-diil] diacetato

143

(3,4-dimetoxitieno-2,5-diil)bis[carbonil (1S)-1-(clorometil)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

144

1,3,4-tiadiazol-2,5-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

145

((S)-1-(clorometil)-5-(((2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)tetra-hidro-2H-piran-2-il)oxi)-1,2-di-hidro-3H-
benzol[e]indol-3-il)(5-((S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-2,3-di-hidro-
1H-benzole]indol-3-carbonil)tiofen-2-il)metanona

146

3,3'-tieno-2,5-diilbis{1-[(1S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3-ila]propan-1-ona}

147

biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diilbis{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-8-
metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-ilajmetanona}

148

Acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1- (cloro-
metil)-5-((metil(2-(metilamino)etil)carbamoil)6xi)-2,3-di-hidro-1H-
benzole]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-benzo
[e]indol-5-il)6xi)-3,4,5-trihidroxitetra-hidro-2H-piran-2-carboxilico

149

Acetato de (1S)-3-[(5-{[(2-{[(1S)-5-(acetil6xi)-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzole]indol-3-ilJcarbonil}-1H-indol-5-
il)carbamoil]amino}-1H-indol-2-il)carbonil]-1-(clorometil)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-5-ila

150

tieno-2,5-diilbis{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-8-metil-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-ilajmetanona}

151

Triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-
1-(clorometil)-5-hidroxi-2,3-di-hidro-1H-benzo[elindol-3-
carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
i)6xi)-6-(metoxicarbonil)tetra-hidro-2H-piran-3,4,5-triila

152

biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

153

Triacetato de (2R,3S,4S,5R,6S)-2-(acetoximetil)-6-(((S)-1-
(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-
benzol[e]indol-5-il)oxi)tetra-hidro-2H-piran-3,4,5-triila
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Tabela 2 - Cargas adicionais, Nomes IUPAC

154

[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iN(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-8-metil-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)metanona

155

tieno-2,5-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-
benzole]indol-3,5-diil] diacetato

156

ciclobutano-1,1-diilbis[(1-oxoetano-2,1-diil)(1S)-1-(clorometil)-
1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

157

ciclopentano-1,1-diilbis[(1-oxoetano-2,1-diil)(1S)-1-(clorometil)-
1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

158

biciclo[1.1.1]pentano-1,3-diilbis[(1-oxoetano-2,1-diil)(1S)-1-
(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzole]indol-3,5-diil] diacetato

159

biciclo[2.2.2]octano-1,4-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

160

tieno-2,5-diilbis[(1-oxoetano-2,1-diil)(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

161

Di-hidrogenofosfato de (1S)-3-[(3-{[(1S)-5-amino-1-(clorometil)-
1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila

162

Acetato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{2-[(1S)-1-(clorometil)-5-
hidréxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-il]-2-
oxoetil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzole]indol-5-ila

163

Di-hidrogenofosfato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1- (cloro-
metil)-5-hidréxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-il] carbonil} bici-
clo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzole] indol-5-ila

164

Acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-
(clorometil)-5-hidroxi-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-3-
carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
i)6xi)-3,4,5-triidroxitetra-hidro-2H-piran-2-carboxilico

165

2,2'-iminobis{1-[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-8-metil-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-illetanona}

166

3-amino-1,5-bis[(1aS,9bR)-5-0x0-1a,2-di-hidro-1H-
benzol[e]ciclopropalclindol-3(5H)-iljpentano-1,5-diona
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Tabela 2 - Cargas adicionais, Nomes IUPAC

167

(2S)-2-amino-1,5-bis[(1aS,9bR)-5-0x0-1a,2-di-hidro-1H-
benzol[e]ciclopropalclindol-3(5H)-iljpentano-1,5-diona

168

cis-ciclobutano-1,3-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diil] diacetato

169

bis{2-[(1S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-8-metil-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-il]-2-oxoetil}carbamato de 9H-
fluoren-9-ilmetila

170

Acetato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-
hidréxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-il]carbonil}tiofen-2-
il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila

171

Di-hidrogenofosfato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-hidroéxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
ilJlcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ila

172

bis{2-[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-il]-2-oxoetil}carbamato de 9H-fluoren-9-ilmetila

173

iminobis[(1-oxoetano-2,1-diil)(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-
3H-benzo[elindol-3,5-diil] bis[di-hidrogeno (fosfato)]

174

(3R,5S)-piperidina-3,5-diilbis{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-1,2-
di-hidro-3H-benzole]indol-3-iljmetanona}

175

Acetato de (1S)-1-(clorometil)-3-{[(1S,5S)-5-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-hidroxi-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iljlcarbonil}biciclo[3.1.1]hept-1-iljcarbonil}-2,3-di-hidro-1H-
benzole]indol-5-ila

176

diacetato de benzeno-1,4-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diila]

177

diacetato de benzeno-1,3-diilbis[(1-oxoetano-2,1-diil)(1S)-1-
(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzol[e]indol-3,5-diila]

178

diacetato de (5-nitrobenzeno-1,3-diil)bis[(1-oxoetano-2,1-
diil)(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3,5-diila]

179

Acido (1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-
1,2-di-hidro-3H-benzo[elindol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)acetil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il beta-D-
glucopiranosidurénico
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Tabela 2 - Cargas adicionais, Nomes IUPAC
[(1S)-5-amino-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iN(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-hidroxi-8-metil-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)metanona

diacetato de pentaciclo[4.2.0.0~2,5~.0~3,8~.0~4,7~]octano-
181 |1,4-diilbis[carbonil(1S)-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3,5-diila]

[00570] Preparacdo de bis(2((S) 1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1H-

benzo[e]indol-3(2H)il)-2oxoetil)carbamato de 4-((23S,26S)-1-(2,5 dio-
xo- 2,5 di-hidro -1H —pirrol- 1-il)- 23- isopropil- 21,24 —dioxo-26- (3-
ureidopropil) 3,6,9,12,15,18 hexaoxa-22,25- diaza-

180

heptacosanamido)benzila (186)
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[00571] Etapa 1:. Uma solugdo em agitacdo de 51 (120 mg, 0.124
mmol) em 10 mL de tetra-hidrofurano sob nitrogénio foi resfriada até
0<C usando um banho de gelo. Paladio em carbono ati vado 10% em
peso (106 mg, 0.298 mmol) foi entdo adicionado seguido pela lenta
adicdo em gotas de 1 mL de formiato de aménio a 25% em agua. A
reacao foi deixada agitar a OC por 5 horas. A reac ao foi entéao filtrada
através de uma almofada de celite e o filtrado foi entdo concentrado
em vacuo. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada
(Gradiente: 0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo 182
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(35 mg, 36%) como um soélido branco palido. LC-MS: m/z 786 [M+H"],
tempo de retengao = 2.22 min.

[00572] Etapa 2: A uma solucédo em agitacéao de 182 (274 mg, 0.348
mmol) em 10 mL de THF e 10 mL de acetonitrila, tetracloreto de car-
bono (2.04 mL, 21.0 mmol) e base Hunig (1.12 mL, 6.45 mmol) foram
adicionados dibenzilfosfito (0.9 mL, 4.32 mmol) e DMAP (catalitico). A
reacdo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~20 min. A
mistura de reacdo bruta foi concentrada em vacuo e a cromatografia
em coluna de silica foi entdo realizada (Gradiente: 0%-100% acetato
de etila em heptanos) produzindo 183 (239 mg, 52%) como um solido
branco palido. LC-MS: m/z 1308 [M+H’], tempo de retengdo = 2.70
min.

[00573] Etapa 3: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitagcao contendo 183 (200 mg, 0.153 mmol) foram adi-
cionados 5 mL de diclorometano e 5 mL de dietilamina. A solucéo foi
agitada por 3 horas. A mistura de reacao foi concentrada em vacuo e
tomada em 50% de diclorometano e heptano e concentrada em vacuo
novamente. Isto foi repetido por 3 vezes. O residuo bruto foi tomado
em 10 mL de acido trifluoroacético a 25 % em diclorometano seguido
por tiofenol (1 mL). A reacgao foi agitada em temperatura ambiente por
dois dias. A mistura de reacdo bruta foi concentrada em vacuo e a
cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (Gradiente:
0%-100% acetato de etila em heptanos) produzindo 184 (60 mg, 47%)
como um sdlido branco palido. LC-MS: m/z 724 [M+H"], tempo de re-
tencdo = 1.02 min.

[00574] Etapa 4: A um frasco de fundo redondo contendo 184 (75
mg, 0.1 mmol) foram adicionados 10 mL de DMA e o sistema foi purifi-
cado com N,. A esta solugcdo em agitacao foi adicionado 185 (99 mg,
0.104 mmol) seguido por HOAt (416 mg, 0.104 mmol) e base Hunigs

(1 gota). O sistema foi agitado a 45 °C por 3 horas. A mistura de rea-
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cdo bruta foi concentrada em vacuo e a cromatografia em fase reversa
foi entdo realizada produzindo 186 (34 mg, 21%) como um solido
branco. LC-MS: m/z 1546 [M+H"], tempo de retenc&o = 1.23 min.
[00575] Preparacao de acetato de (S)-3-(5-(clorocarbonil)tiofeno-2-
carbonil)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila 191
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[00576] Etapa 1: A uma solucdo em agitacdo de acido
5-(terc-butoxicarbonil)tiofeno-2-carboxilico (187) em 20 mL de THF a 0
C, o cloreto de oxalila (0.677 mL, 7.88 mmol) foi adicionado seguido
por 1 gota de DMF. A reacéao foi deixada agitar em temperatura ambi-
ente a 0C por ~1 min e depois deixada aquecer até a temperatura
ambiente. A reacdo foi deixada agitar em temperatura ambiente por
~90 min. A reacdo foi reduzida e colocada debaixo de alto vacuo para
produzir 188 (1.67 g, quant.) como um sélido branco. O material bruto
foi entdo usado imediatamente na proxima etapa.

[00577] Etapa 2: A uma mistura de solucdo em agitacédo 6 (1.54 g,
4.93 mmol) em 25 mL de THF a 0 C, a trietilamina (1.38 mL, 9.87
mmol) foi adicionada seguida imediatamente pela adicao de 188 (1.46
g, 5.92 mmol) dissolvido em 25 mL de THF. A reacao foi deixada agitar
a 0 por ~1 min e depois deixada aquecer até a tem peratura ambien-
te enquanto em agitacdo. A reacao foi entdo deixada agitar em tempe-
ratura ambiente por ~45 min. A reacado foi reduzida sobre a silica. A

cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (gradiente:
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0%-100% de acetona em heptanos). Os tubos de teste adequados fo-
ram concentrados e colocados debaixo de alto vacuo para produzir
189 (2.24 g, 94%) como um sdélido marrom. LC-MS (Protocolo B): m/z
486.3 [M+H]", tempo de retengdo = 2.19 min.

[00578] Etapa 3: 189 (144 mg, 0.3 mmol) foi tratado com TFA pré-
resfriado (3 mL) a 0°C por 30 min, depois concentrado em vacuo para
dar o acido correspondente 190. LC-MS: m/z 430.3 [M + H], tempo de
retencdo = 1.59 min. 190 foi dissolvido em THF (3 mL), o cloreto de
oxalila (0.2 mL, 2M in CH,CI,, 0.4 mmol) foi adicionado a 0°C, seguido
por 2 gotas de DMF (cat), a mistura foi agitada a 0°C por 5 min e de-
pois temperatura ambiente por 2 h. Concentrada em vacuo para dar o
191 como um sélido amarelo.

[00579] Preparacao de (1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzole]indol-
5-ihfosfato de (S)-dibenzila (193)
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[00580] Etapa 1. A uma solugcdo em agitacao de 3 (889 mg, 2.66
mmol) em 20 mL de THF e 20 mL de acetonitrila, o tetracloreto de car-
bono (3.61 mL, 37.3 mmol) foi adicionado seguido por base Hunig (2.0
mL, 11.5 mmol), dibenzilfosfonato (3.65 mL, 16.5 mmol) e DMAP (65.1
mg, 0.533 mmol). A reacao foi deixada agitar em temperatura ambien-
te por ~20 min. A reacao foi concentrada até um menor volume, diluida
com poucos mL de DMSO e depois injetados em uma pré-coluna C18
de 25g (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e depois
agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material foi purificado por

cromatografia C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente: 5%
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a 85% acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase) com os
tubos de teste adequados concentrados usando um genevac produ-
zindo 192 (839 mg, 53%) como uma mistura de Oleo/solido marrom-
claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 595.3 [M+2H]", tempo de retencéo =
2.47 min.

[00581] Etapa 2: A uma solugdo em agitacao de 192 (834 mg, 1.40
mmol) em 16 mL de diclorometano, TFA (16 mL, 210 mmol) foi adicio-
nado. A reacédo foi deixada agitar em temperatura ambiente por 1 min
e depois reduzido imeditamente antes de ser colocado debaixo de alto
vacuo produzindo 193 (701 mg, quant) como uma mistura de
6leo/solido verde. LC-MS (Protocolo B): m/z 494.2 [M+H]", tempo de
retencao = 2.17 min.

[00582] Preparacdo de acetato de (1S)-3-(5-((1S)-5-(((benziloxi)

(hidroxi)fosforil)éxi)-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e] in-
dol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila [194] e acetato de
(S)-3-(5-((S)-5-((bis(benziloxi)fosforil)oxi)-1-(clorometil)-2,3-di-

hi-

dro-1H-benzol[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil) -1-(clorometil)-2,3-d
I-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila [195]

HN S o&f* oo M

193

[00583] 193 foi dissolvido em THF (3 ml) a 0°C, Et3N (0.165 mL, 1.2
mmol) foi adicionado, seguido por uma solucdo de 191 em THF (2
mL). A mistura foi agitada a 0°C por 5 min e temperatura ambiente por
2 h. A mistura de reacao foi concentrada em vacuo e o residuo foi puri-
ficado por HPLC Gilson (ACN/agua, 0.02% de TFA) para dar dois pro-
dutos 194 como um solido amarelo (50 mg, 21%). LC-MS: m/z 815.4
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[M + H], tempo de retencdo = 0.96 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dj),
0 8.42 (s), 8.16 (s), 8.07 (d), 8.02 (d), 7.94 (d), 7.90 (s), 7.64 (q), 7.54
(), 7.10 — 7.29 (m), 5.14 (d), 4.86 (q), 4.52 (t), 4.42 (m), 4.11 — 4.00
(m) e 195 como um sdlido verde (50 mg, 19%). LC-MS: m/z 905.4 [M +
H], tempo de retencdo = 2.43 min.

[00584] Preparacéao de carbonato de
(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3-il]carbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-il 4-nitrofenila (196).

11 em dioxano, metamal Sl
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[00585] A uma mistura em agitagcao de 195 (200 mg, 0.221 mmol)
em 8 mL de metanol, HCI 4M em dioxano (8.0 mL, 230 mmol) foi adi-
cionado. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~20
min. A reacédo foi reduzida. O material bruto foi tomado em 8 mL de
THF e 8 mL de diclorometano. A esta solucdo em agitacdo a 0C, car-
bonocloridrato de 4-nitrofenila (86.3 mg, 0.428 mmol) foi adicionado
seguido por trietilamina (0.179 mL, 1.28 mmol). A reacao foi deixada
agitar a 0C por ~1 min e depois deixada aquecer até a temperatura
ambiente enquanto em agitacdo. A reacao foi deixada agitar em tem-
peratura ambiente por ~20 min. A reacéo foi reduzida e depois coloca-
da debaixo de alto vacuo. A uma mistura em agitacdo de material bru-
to em 10 mL de diclorometano, uma solucao de TFA (5 mL, 70 mmol)
em 10 mL de diclorometano foi adicionada seguido por tiofenol (0.107
mL, 1.04 mmol). A reacédo foi deixada agitar em temperatura ambiente
por ~6-7 horas. A reacédo foi concentrada até um menor volume, dilui-
da com poucos mL de DMSO e depois injetada em uma pré-coluna

C18 de 25g (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e de-
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pois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material foi purificado
por cromatografia C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente:
5% a 60% acetonitrila em dgua com 0.02% de TFA em cada fase) com
os tubos de teste adequados concentrados usando um genevac pro-
duzindo 196 (71 mg, 40%) como um soélido amarelo. LC-MS (Protocolo
B): m/z 848.3 [M+H]*, tempo de retencdo = 1.78 min. *H RMN (400
MHz, DMSO-d¢) & 8.51 (br s), 8.35-8.41 (m) , 8.09-8.15 (m), 8.00,
7.97-8.02 (d), 7.87-7.93 (m), 7.80-7.86 (m), 7.67-7.73 (m), 7.58-7.65
(m), 7.50-7.55 (m), 4.80-4.93 (m), 4.42-4.58 (m), 4.31-4.37 (m),
3.96-4.15 (m).

[00586] Preparacdo de 4-((S)-2-((S)-2-((terc-butoxicarbonil) ami-
no)-3-metilbutanamido)-5-ureidopentanamido)benzil (2-(((((S)-1- (clo-
rometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-(fosfono6xi)-2,3-di-hidro-1H-benzo
[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-

il)oxi)carbonil)(2-metoxietil)amino)etil)(metil) carbamato [198]
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[00587] 196 (15 mg, 0.018 mmol) foi dissolvido em DMF (1 mL),
adicionada uma solucdo de 197 (17 mg, 0.023 mmol) em DMF (1 mL),
seguida por DIPEA (0.013 mL, 0.072 mmol) e lutidina (0.008 mL, 0.072
mmol), HOAt (2.6 mg). A mistura foi agitada em rt por 30 min. A reagao
foi completada em 30 min observados por LC-MS. O produto bruto foi
purificado pela HPLC Glison (0.02% TFA) para dar o produto 198 co-
mo um soélido amarelo claro (13 mg, 53%). LC-MS: m/z 1346.8 [M + H],
tempo de retencdo = 1.77 min. '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 8.39
(s), 8.15 (d), 8.01 (m), 7.89 (m), 7.63 (m), 7.53 (m), 7.45-7.23 (m), 6.73
(d), 5.98 (s), 5.07- 4.95 (m), 4.84 (t), 4.51 (m), 4.49 — 4.60 (m), 4.08 —
3.95 (m), 3.84 — 3.63 (m), 3.00 — 2.89 (m), 1.68 — 1.59 (m), 0.85 (m).

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 175/355



169/243

[00588] Preparacéao de 4-((26S,29S)-1-bromo-26- isopro-
pil-2,24,27-trioxo-29-(3-ureidopropil)-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-3,25,28-
triazatriacontanamido)benzil(2-(((((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1- (cloro-
metil)-5-(fosfonooxi)-2,3-di-hidro-1H-benzo[elindol-3-carbonil) tiofe-
no-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il)oxi)carbonil)
(2-metoxietil)amino)etil)(metil)carbamato [201]
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[00589] Etapa 1: 198 (13 mg, 0.01 mmol) foi tratado com TFA pré-
resfriado (0°C, 2 mL) por 2 min e concentrado em vacuo para dar o
produto 199 como um sélido amarelo (14 mg, sal de TFA, 100%).
LC-MS: m/z 1247.9 [M + H], tempo de retencéo = 1.57 min. ‘H RMN
(400 MHz, DMF-d-), 6 10.13 (s), 8.65 (d), 8.45 (s), 8.17 (d), 7.95 — 7.85
(m), 7.65 -7.22 (m), 5.04 — 4.97 (m), 4.81 (dd), 4.56 (s), 4.33 (d), 4.07 —
3.94 (m), 3.73 — 3.64 (m), 3.50 (s), 3.55 — 3.09 (m), 2.95 -2.85 (m),
2.21 (dd), 1.76 (m), 1.62 (m), 1.46 (s), 0.99 (m).

[00590] Etapa 2: 199 (5 mg, 0.004 mmol) foi adicionado a uma so-
lugdo de 1-bromo-2-0x0-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-3- azatetraco-
san-24-oato de perfluorofenila 200 (3.8 mg, 0.006 mmol) em DMF (0.5
mL), seguido por DIPEA (0.003 mL, 0.016 mmol). A mistura foi agitada
em temperatura ambiente por 1 h. O produto bruto foi purificado pela
HPLC Glison usando ACN/agua (0.02% TFA) para dar o produto 201
como um so6lido amarelo (3 mg, 40%). LC-MS: m/z 1704.0 [M + H],
tempo de retencdo = 1.61 min. '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg), 5 9.88
(s), 8.30 (s), 8.24 (s), 8.06 (m), 7.91 (m), 7.81 (m), 7.54 (m), 7.47 (m),
7.43 — 7.13 (m), 5.91 (s), 4.98 — 4.85 (m), 4.76 (m), 4.43 (m), 4.30 (s),
4.14 (m), 4.00 — 3.90 (m), 3.52 (m), 3.16 (m), 2.92 — 2.86 (M), 2.31 —

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 176/355



170/243

2.25 (m), 1.90 (s), 1.52 (s), 1.34 (s), 1.32 (m), 0.78 (m).

[00591] Preparacéao de 4-((23S,26S)-1-(2,5-dioxo-2,5-di-
hidro-1H-pirrol-1-il)-23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-3,
6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diaza-heptacosanamido) ben-
zil(2-(((((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-
hidro-1H-benzol[e]indol-5-il)oxi)carbonil)(2-metoxietil)amino)etil)(metil)
carbamato [206]
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[00592] Etapa 1: 202 (227 mg, 0.52 mmol) foi dissolvido em CH,CI,
(2 mL) e DMF (2 mL), adicionado PFP-O-TFA (0.19 mL, 1.05 mmol) e
DIPEA (0.275 mL, 1.57 mmol). A mistura foi agitada em temperatura
ambiente por 2 h. Concentrada em vacuo e o residuo foi purificado por
HPLC Gilson (0.02% TFA) para dar o PFP éster correspondente 203
como um 6leo amarelo (34 mg, 11%). LC-MS: m/z 623.4 [M + Na],
tempo de retencao = 0.92 min.

[00593] Etapa 2: 203 (3 mg, 0.005 mmol) foi adicionado a uma so-
lucdo de 199 (7 mg, 0.005 mmol) em DMF (0.3 mL), seguido por DI-
PEA (0.005 mL, 0.03 mmol). A mistura foi agitada em temperatura am-
biente por 2 h. A mistura de reacdo foi submetida a separacdo por
HPLC Gilson (0.02% TFA) para dar o produto 204 como um sdlido
amarelo (4.6 mg, 60%). LC-MS: m/z 1664.1 [M + H], tempo de reten-
cdo = 1.63 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-d), & 8.39 (s), 8.14 (m),
8.10 — 7.99 (m), 7.63 (m), 7.55 -7.5 (m), 7.48 (s), 7.02 (s), 6.52 (s),
5.99 (s), 5.07 — 4.95 (m), 4.84 (t), 4.52 (), 4.38 (s), 4.24 (t), 4.08 — 3.99
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(m), 3.61 — 3.48 (M), 3.00 — 2.89 (M), 2.68 (s), 2.34 (s), 0.86 (dd).

[00594] Preparacéao de
4-((23S,26S)-1-amino-23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-3,6,
9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diaza-heptacosanamido) ben-

zil(2-(((((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-
il)oxi)carbonil)(2-metoxietil)amino)etil)(metil)carbamato [208]
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[00595] Etapa 1. 205 (43 mg, 0.07 mmol) foi dissolvido em DMF (2
mL), adicionado PFP-O-TFA (0.026 mL, 0.14 mmolL), seguido por DI-
PEA (0.038 mL, 0.21 mmol). A mistura foi agitada em temperatura am-
biente por 2 h. O produto bruto foi purificado pela HPLC Glison (0.02%
TFA) para dar o produto 206 como um o6leo incolor (39 mg, 72%).
LC-MS: m/z 742.2 [M + H], tempo de retencao = 2.17 min.

[00596] Etapa 2: 199 (7 mg, 0.005 mmol) foi dissolvido em DMF
(0.6 mL), adicionada uma solu¢do do PFP éster acima 206 (3.7 mg,
0.005 mmol) em DCM (0.1 mL), seguido por DIPEA (0.005 mL, 0.03
mmol). A mistura foi agitada em rt por 1 h. Produto bruto 207: LC-MS:
m/z 1805.3 [M + H], tempo de retengéo = 1.97 min.

[00597] Etapa 3: A mistura de reacdo acima 207, a piperidina (0.02
mL, 0.2 mmol) foi adicionada e a mistura foi agitada em rt por 30 min.

Concentrada em vacuo e o produto bruto foi purificado pela HPLC Gli-
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son (0.02% TFA) para dar o produto 208 como um solido amarelo (4.2
mg, TFA sal, 50%). LC-MS: m/z 1584.0 [M + H], tempo de retencao =
1.54 min. *"H RMN (400 MHz, DMSO-dg),  9.98 (s), 8.38 (s), 8.14 (m),
7.98 (m), 7.88 (m), 7.70 (s), 7.62 (m), 7.54 (m), 7.47 (m), 7.27 (m), 6.01
(s), 5.06 — 5.00 (m), 4.84 (m), 4.51 (m), 4.37 (m), 4.25 (m), 4.08 (m),
4.02 (m), 3.59 (m), 3.25 (m), 2.98 (m), 2.37 (m), 1.97 (s), 1.69 (s), 1.59
9s), 1.39 (m), 0.86 (dd).

[00598] Preparacéao de acetato de
(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-{[(4-nitrofendxi)carbonil]
oxi}-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-ilJcarbonil}tiofen-2-
il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila (211).
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[00599] Etapa 1: A uma mistura em agitacéo de 2 (425 mg, 1.31
mmol) em 5 mL de THF sob nitrogénio a 0C, a trietilamina (0.333 mL,
2.39 mmol) foi adicionada seguida imediatamente por 191 (535 mg,
1.19 mmol) dissolvida em 5 mL de THF. A reacao foi deixada agitar a
0<C por 5 min e depois deixada aguecer até a temper atura ambiente
enquanto em agitacdo. A reacdo foi deixada agitar em temperatura
ambiente por ~30 min. A reacdo foi entdo reduzida sobre a silica. A
cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (gradiente:
5%-80% de acetona em heptanos). Os tubos de teste adequados fo-
ram concentrados e colocados debaixo de alto vacuo para produzir
209 (530 mg, 60%) como um solido amarelo. LC-MS (Protocolo B): m/z
735.1 [M+H]", tempo de retencéo = 2.48 min.
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[00600] Etapa 6: Uma solucdo em agitacao de 209 (610 mg, 0.829
mmol) em 15 mL de THF sob nitrogénio foi resfriada até 0C usando
um banho de gelo. Paladio em carbono ativado 10% em peso (203
mg) foi entdo adicionado seguido pela lenta adicdo em gotas de 2 mL
de formiato de amoénio a 25% em agua. A reacado foi deixada agitar a
0<C por 12-24 horas. A reacéo foi diluida com éter seguida pela adicédo
de sulfato de sédio. A reacdo foi filtrada através de celite e o celite foi
lavado duas vezes com éter. Os produtos organicos foram combinados
e depois reduzidos. O residuo foi purificado por cromatografia C18 de
fase reversa em média presséo (Gradiente: 5% a 80% de acetonitrila
em agua com 0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste
adequados concentrados usando um genevac produzindo 210 (206
mg, 44%) como um solido amarelo. LC-MS (Protocolo B): m/z 645.0
[M+H]*, tempo de retencdo = 2.08 min. *H RMN (400 MHz, DMSO) &
10.49 (br s), 8.13-8.18 (d), 8.05-8.10 (d), 7.93-7.97 (d), 7.83-7.91 (m),
7.63-7.69 (t), 7.53-7.58 (m), 7.38-7.43 (m), 4.83-4.92 (m), 4.74-4.82
(m), 4.50-4.55 (d), 4.39-4.47 (m), 4.20-4.27 (m), 4.01-4.15, 3.88-3.96
(m), 3.57-3.68 (m), 1.74-1.80, 1.36-1.39 (m).

[00601] Etapa 7: A uma solucdo em agitacéao de 210 (195 mg, 0.302
mmol) em 12 mL de diclorometano e 8 mL de THF a 0T, o carbono-
cloridrato de 4-nitrofenila (122 mg, 0.604 mmol) foi adicionado seguido
por trietilamina (0.168 mL, 1.21 mmol). A reacao foi deixada agitar a
0<C por 5 min e depois deixada aguecer até a temper atura ambiente
enquanto em agitacdo. A reacdo foi deixada agitar em temperatura
ambiente por ~30 min. A reacéo foi reduzida. O residuo foi purificado
por cromatografia C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente:
5% a 85% acetonitrila em dgua com 0.02% de TFA em cada fase) com
os tubos de teste adequados concentrados usando um genevac pro-
duzindo 211 (240 mg, 98%) como um so6lido amarelo. LC-MS (Protoco-
lo B): m/z 810.3 [M+H]", tempo de reteng&o = 2.35 min.
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[00602] Preparacdo de N-[6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
illhexanoil]-L-valil-N-[4-({[{2-[({[(1S)-3-[(5-{[(1S)-5-(acetil6xi)-1-(clorome
til)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-il]carbonil}tiofen-2-
il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilJ66xi}carbonil)(metil)amino]etil}(metil)carbamoil]66xi}metil)fenil]-N~5~-
carbamoil-L-ornitinamida (215)
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[00603] Etapa 1: A uma solugcdo em agitacao de 212 (750 mg, 1.02
mmol) e 213 metil[2-(metilamino)etiljcarbamato de terc-butila (192 mg,
1.02 mmol) em 6 mL de DMA, 2-6-Lutidina (0.236 mL, 2.03 mmol) foi
adicionada seguida por base Hunig (0.354 mL, 2.03 mmol) e HOAT
(69.1 mg, 0.5 mmol). A reacao foi deixada agitar em temperatura am-
biente por ~40 min. A reacéo foi injetada em uma pré-coluna C18 de
259 (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e depois
agua, com 0.02% de TFA em cada fase) e depois purificada por cro-
matografia C18 de fase reversa em média pressdo (Gradiente: 5% a
45% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase) com
os tubos de teste adequados concentrados usando um genevac pro-
duzindo 214 (663 mg, 83%) como um sélido branco. LC-MS (Protocolo
B): m/z 787.3 [M+H]", tempo de retencdo = 1.45 min.

[00604] Etapa 2: A uma mistura em agitagcao de 214 (40.9 mg,
0.052 mmol) em 2 mL de diclorometano, TFA (1 mL, 10 mmol) foi adi-

cionado. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~40
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min. A reacao foi reduzida e depois colocada debaixo de alto vacuo. O
material bruto foi tomado em 2 mL de DMA e a esta solucdo em agita-
¢cao a base Hunig (0.03 mL, 0.17 mmol) foi adicionada seguida por
2,6-Lutidina (0.02 mL, 0.17 mmol), HOAT (5.9 mg, 0.043 mmol) e de-
pois 211 (35 mg, 0.043 mmol) dissolvido em 1 mL de DMA. A reacéo
foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~40 min. A reacgao foi
injetada em uma pré-coluna C18 de 5g (a qual foi anteriormente equili-
brada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fa-
se) e depois purificada por cromatografia C18 de fase reversa em meé-
dia pressédo (Gradiente: 5% a 60% de acetonitrila em agua com 0.02%
de TFA em cada fase) com os tubos de teste adequados concentrados
usando um genevac produzindo 215 (14.1 mg, 24%) como um sélido
amarelo. LC-MS (Protocolo B): m/z 1359.3 [M+3H]", tempo de reten-
¢&do = 2.01 min. HR-MS: m/z 1359.4549 [M+3H]".

[00605] Preparacdo de N-[1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
i)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-hexaoxaenicosan-21-
il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-{4-[({metil[2-(metilamino)etiljcarbamoil }Oxi)

metil]fenil}-L-ornitinamida (215).
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[00606] Etapa 1: A um frasco de fundo redondo contendo acido
1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
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i)-3,6,9,12,15,18-hexaoxaenicosan-21-oico, 216 (628 mg, 1.45 mmol),
20 mL de diclorometano, 2 mL de DMF, HATU (501 mg, 1.32 mmol) e
base Hunig (0.92 mL, 5.3 mmol) foram adicionados. A reacao foi dei-
xada agitar em temperatura ambiente por 2 min antes da adicdo de
L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-(hidroximetil)fenil]-L-ornitinamida, 217 (500
mg, 1.32 mmol). A reacédo foi deixada agitar em temperatura ambiente
por ~90 min antes de ser temperada através da adicao de TFA. A rea-
cao foi concentrada até um menor volume, diluida com poucos mLs de
DMSO e depois injetada em uma pré-coluna C18 de 25g (a qual foi
anteriormente equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02%
de TFA em cada fase). O material foi purificado por cromatografia C18
de fase reversa em média pressao (Gradiente: 5% a 40% de acetonitri-
la em agua com 0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste
adequados concentrados usando um genevac produzindo 218 (514
mg, 49%) como um solido claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 795.5
[M+H]", tempo de retencdo = 1.01 min.

[00607] Etapa 2: A uma solugdo em agitacdo de 218 (210 mg, 0.264
mmol) e bis(4-nitrofenil)carbonato (161 mg, 0.528 mmol) em 4 mL de
DMF, base Hunig (0.096 mL, 0.554 mmol) foi adicionado. A reacéo foi
deixada agitar em temperatura ambiente por ~2 horas. A reacéao foi inje-
tada em uma pré-coluna C18 de 25g (a qual foi anteriormente equilibra-
da com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O
material foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em média
pressao (Gradiente: 5% a 55% de acetonitrila em agua com 0.02% de
TFA em cada fase) com os tubos de teste adequados concentrados
usando um genevac produzindo 219 (180 mg, 71%) como um sdélido.
LC-MS (Protocolo B): m/z 960.5 [M+H]", tempo de retengdo = 1.48 min.
[00608] Etapa 3: A uma solucdo em agitacéao de 219 (640 mg, 0.667
mmol) e 213 [preparada conforme descrito em J. Med. Chem. 1992,
33, 559-567] (127 mg, 0.674 mmol) em 6 mL de DMA, 2,6-Lutidina
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(0.154 mL, 1.33 mmol) foi adicionada seguida pela base Hunig (0.232
mL, 1.33 mmol) e HOAT (9.1 mg, 0.67 mmol). A reacéo foi deixada
agitar em temperatura ambiente por ~15 min. A reacgao foi injetada em
uma pré-coluna C18 de 25g (a qual foi anteriormente equilibrada com
acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O mate-
rial foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em média
presséo (Gradiente: 5% a 40% de acetonitrila em agua com 0.02% de
TFA em cada fase) com os tubos de teste adequados concentrados
usando um genevac produzindo 220 (564 mg, 84%) como uma cera
como um solido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 1009.7 [M+H]",
tempo de retengcéao = 1.43 min.

[00609] Etapa 4: A uma mistura em agitacao de 220 (470 mg, 0.466
mmol) em 6 mL de diclorometano, TFA (3.0 mL, 40 mmol) foi adiciona-
do. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min.
A reacéo foi reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia C18
de fase reversa em média pressao (Gradiente: 5% a 30% de acetonitri-
la em agua com 0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste
adequados concentrados usando um genevac produzindo 221 (326
mg, 68%) como uma mistura de 6leo/solido branco. LC-MS (Protocolo
B): m/z 909.8 [M+H]", tempo de retencdo = 0.91 min.

[00610] Preparacdo de N-[1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
i)-21-ox0-3,6,9,12,15,18-hexaoxaenicosan-21-
il]-L-valil-N-[4-({[{2-[({[(1S)-3-[(5-{[(1S)-5-(acetil6xi)-1-(clorometil)-1,2-di-
hidro-3H-benzo[e]indol-3-il]carbonil}tiofen-2-
il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilJ66xi}carbonil)(metil)amino]etil}(metil)carbamoil]66xi}metil)fenil]-N~5~-

carbamoil-L-ornitinamida (222).
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[00611] A uma mistura em agitacao de 221 (50.1 mg, 0.05 mmol)
em 1 mL de DMA e a esta solucdo em agitacdo, a base Hunig (0.03
mL, 0.172 mmol) foi adicionada seguida por 2,6-Lutidina (0.02 mL,
0.172 mmol), HOAT (5.9 mg, 0.043 mmol) e 211 (35 mg, 0.043 mmol)
dissolvido em 1 mL de DMA. A reacéo foi deixada agitar em tempera-
tura ambiente por ~40 min. A reacado foi injetada em uma pré-coluna
C18 de 5g (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e de-
pois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material foi purificado
por cromatografia C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente:
5% a 60% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase)
com os tubos de teste adequados concentrados usando um genevac
produzindo 222 (15.4 mg, 23%) como um solido amarelo/branco.
LC-MS (Protocolo B): m/z 1580.4 [M+2H]", tempo de retencdo = 1.95
min. HRMS: m/z 790.7923 [M+2H]".

[00612] Preparacdo de N-[1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
i)-21-ox0-3,6,9,12,15,18-hexaoxaenicosan-21-
il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-benzole]indol-3-
iljlcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
il}oxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]66xi}metil)fenil]-L-orniti
namida (223)
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[00613] Etapa 1. A uma solucdo em agitacdo de 196 (29.8 mg,
0.035 mmol) em 0.5 mL de DMA, 221 (17.3 mg, 0.019 mmol) foi adici-
onado como uma solugado em 1.5 mL de DMA seguida pela adicao de
base Hunig (0.024 mL, 0.14 mmol), 2,6-Lutidina (0.016 mL, 0.14 mmol)
e HOAT (4.8 mg, 0.035 mmol). A reacéo foi deixada agitar em tempe-
ratura ambiente por ~20 min. A reacao foi injetada em uma pré-coluna
C18 de 5g (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e de-
pois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material foi purificado
por cromatografia C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente:
5% a 75% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase)
seqguido por purificacdo em HPLC preparativa (método B) com o0s tu-
bos de teste adequados concentrados usando um genevac produzindo
222 (22.6 mg, 40%) como um sdlido amarelo. LC-MS (Protocolo B):
m/z 1619.9 [M+3H]", tempo de retencdo = 1.62 min. HPLC (Protocolo
D): tempo de retencao = 9.339 min.

[00614] Preparacédo de
3-(clorocarbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilato de metila (225).
e Sarets e axatin THF, O : [ o
HO}r{\EHT{OH_ _ “}IXK}?(
0 0 quant 0 o}
224 225
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[00615] A uma solucado em agitacdo de 224 em 12 mL de THF a
0°C, cloreto de oxalila (0.381 mL, 4.44 mmol) foi adicionado seguido
por 1 gota de DMF. A reacé&o foi deixada agitar a 0°C por ~1 min e de-
pois deixada aquecer até a temperatura ambiente enquanto em agita-
cao. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~30
min. A reacao foi reduzida e depois colocada sob alto vacuo produzin-
do 225 (701 mg, quantitativo) como um saélido branco.

[00616] Preparacdo de sal de carbonato de @ &acido
(8S)-8-(clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonodxi)-1,6-
di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-il]Jcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)carbonil]-1-metil-3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2- e]indol-4-il 4-nitrofenil

trifluoroacético 230.
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[00617] Etapa 1: A uma solucdo em agitacdo de 8 (4.5 g, 13.4
mmol) in 80 mL of THF and 80 mL of acetonitrila, tetracloreto de car-
bono (18.1 mL, 187 mmol) foi adicionado seguido pela base Hunig
(9.31 mL, 53.4 mmol), dibenzilfosfito (17.7 mL, 80.2 mmol) e DMAP
(326 mg, 2.67 mmol). A reacao foi deixada agitar em temperatura am-
biente por ~10 min. A reacao foi reduzida sobre a silica. A cromatogra-
fia em coluna de silica foi entdo realizada (gradiente: 0%-20% de ace-

tona em heptanos). Os tubos de teste adequados foram concentrados
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e colocados debaixo de alto vacuo para produzir 226 (6.04 g, 76%)
como um soélido amarelo claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 614.3
[M+NH,]", tempo de retencéo = 2.38 min.

[00618] Etapa 2: A uma solucdo em agitacdo de 226 (2.15 g, 3.60
mmol) em 24 mL de diclorometano, TFA (24 mL, 310 mmol) foi adicio-
nado. A reacdo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~60
segundos, imediatamente reduzida e depois colocada debaixo do va-
cuo (bomba de cinto). A uma solucdo em agitacdo de material bruto
(2.59 g, 3.57 mmol) em 15 mL de THF a 0°C, trietilamina (1.49 mL,
10.7 mmol) foi adicionado seguido imediatamente por 225 (674 mg,
3.57 mmol) dissolvida em 15 mL de THF foi adicionado. A reacao foi
deixada agitar a 0°C por ~5 min e depois deixada aquecer até a tem-
peratura ambiente enquanto em agitacdo. A reacao foi deixada agitar
em temperatura ambiente por ~20 min. A reacédo foi reduzida sobre a
silica. A cromatografia em coluna de silica foi entdo realizada (gradien-
te: 0%-30% de acetona em heptanos). Os tubos de teste adequados
foram concentrados e colocados debaixo de alto vacuo para produzir
227 (920 mg, 40%, 2 etapas) como um solido branco. LC-MS (Protoco-
lo B): m/z 649.2 [M+H]", tempo de retenc&o = 2.04 min.

[00619] Etapa 3: A uma solucdo em agitacao de 227 (895 mg, 1.38
mmol) em 16 mL de THF, hidroxido de litio (330 mg, 13.8 mmol) dis-
solvido em 4 mL de &gua foi adicionado. A reacéo foi deixada agitar
em temperatura ambiente por ~90 min. O diclorometano foi adicionado
seguido por HCI 1N aquoso. O material foi transferido a um funil de
separagao. A camada organica foi separada e a camada aquosa doi
lavada duas vezes com diclorometano. As camadas orgéanicas foram
combinadas, lavadas uma vez com salmoura, agua, secas sobre sulfa-
to de sddio, filtradas, e depois reduzidas antes de serem colocadas
debaixo de alto vacuo. O material bruto foi tomado em 15 mL de THF e

5 mL de diclorometano depois resfriado até 0°C. A esta solucdo em
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agitacédo a 0°C, o cloreto de oxalila (0.140 mL, 1.63 mmol) foi adicio-
nado seguido por 1 gota de DMF. A reacdo foi deixada aquecer até a
temperatura ambiente e depois agitar em temperatura ambiente por
~60 min. A reacao foi reduzida e depois colocada debaixo de alto va-
cuo 228 (820 mg, 91%, 2 etapas) como um sélido marrom-claro. O
material bruto foi usado como esta na préxima etapa.

[00620] Etapa 4: A uma solucdo em agitacédo de 11 (527 mg, 1.50
mmol) em 12 mL de THF a 0°C, a trietilamina (0.348 mL, 2.50 mmol)
foi adicionada seguido imediatamente por 228 (816 mg, 1.25 mmol)
dissolvido em 12 mL de THF. A reacéo foi deixada agitar a 0°C por ~5
min antes de ser deixado aguecer até a temperatura ambiente enquan-
to em agitacdo. A reacdo foi deixada agitar em temperatura ambiente
por ~30 min. A reacédo foi reduzida sobre a silica. A cromatografia em
coluna de silica foi entdo realizada (gradiente: 0%-45% de acetona em
heptanos). Os tubos de teste adequados foram concentrados e colo-
cados debaixo de alto vacuo para produzir 229 (660 mg, 59%) como
um sélido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 895.3 [M+H]", tempo de
retencao = 2.21 min.

[00621] Etapa 5: A uma solucéo em agitacao de 229 (652 mg, 0.728
mmol) em 20 mL de metanol, HCI 4M em dioxano (20 mL, 80 mmol) foi
adicionado. A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por
~24 min. A reacdo foi reduzida e depois colocada debaixo de alto va-
cuo. A uma solucdo em agitacdo de material bruto em 16 mL de diclo-
rometano e 16 mL de THF a 0°C, o cloroformiato de p-nitrofenila (191
mg, 0.946 mmol) foi adicionado seguido imediatamente por trietilamina
(0.508 mL, 3.64 mmol). A reacao foi deixada agitar a 0°C por ~5 min e
depois deixada aguecer até a temperatura ambiente enquanto em agi-
tacdo. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10
min. A reacado foi reduzida. A uma solucdo em agitacdo de material

bruto em 12 mL de diclorometano, uma solucdo de TFA (12 mL, 160
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mmol) em 12 mL de diclorometano foi adicionada seguida pela adicéo
de tiofenol (0.745 mL, 7.28 mmol). A reacé&o foi deixada agitar em tem-
peratura ambiente por ~6 horas. A reacao foi reduzida. O material bru-
to foi diluido com poucos mililitros de DMSO e depois injetado em uma
pré-coluna C18 de 25g (a qual foi anteriormente equilibrada com ace-
tonitrila e depois dgua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material
foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em média presséo
(Gradiente: 15% a 60% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em
cada fase) com os tubos de teste adequados concentrados usando um
genevac produzindo 230 (267 mg, 34%, 3 etapas) como um solido
amarelo claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 838.3 [M+H]", tempo de re-
tencdo = 1.68 min.

[00622] Preparacdo de sal de acido N-[1-(2,5-dioxo-2,5-di-
hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-hexaoxaenicosan-21-
il]-L-valil-N~5~-carbamaoil-N-[4-({[(2-{[({(8S)-8-(clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-
(clorometil)-8-metil-5-(fosfonodxi)-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-metil-3,6,7,8-tetra-
hidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il}oxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}metil)fenil]-L-ornitin
amida trifluoroacético (231).
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[00623] Etapa 1: A um frasco de 2 dram contendo 230 (90 mg, 0.11
mmol) e 215 (121 mg, 0.118 mmol), 3.0 mL de DMA foram adicionados
seguido pela base Hunig (0.0748 mL, 0.429 mmol), 2,6-Lutidina
(0.0497 mL, 0.429 mmol) e HOAT (14.7 mg, 0.108 mmol). A reacéo foi
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deixada agitar em temperatura ambiente por ~15 min. A reagao bruta
foi injetada em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi anteriormente
equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em ca-
da fase). O material foi purificado por cromatografia C18 de fase rever-
sa em média pressao (Gradiente: 5% a 45% de acetonitrila em agua
com 0.02% de TFA em cada fase) seguido por uma segunda purifica-
cao através do método H com os tubos de teste adequados concen-
trados usando um genevac produzindo 231 (117 mg, 60%) como um
sélido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 1607.8 [M+H]", tempo de re-
tencdo = 1.60 min.
[00624] Preparacéao de sal de acido
N~2~-acetil-N~6~-(terc-butoxicarbonil)-L-lisil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-
{4-[({metil[2-(metilamino)etillcarbamoil}éxi)metil]fenil}-L-ornitinamida
trifluoroacético (236).
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[00625] Etapa 1: A uma solucdo em agitacdo do composto 213
(16.0 g, 85.0 mmol) e base Hunig (23 g, 178 mmol) em 450 mL de THF
a 0°C, Fmoc-ClI (22 g, 85.0 mmol ) foi adicionado em gotas como uma

solugdo em 450 mL de THF. A mistura foi agitada a 0°C por 10 min. A
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reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente de um dia para o
outro. A reacdo foi diluida com acetato de etila e depois lavada com
NH4CI (ag) e salmoura. A camada orgéanica foi separada, seca sobre
Na,SO, e reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em co-
luna de silica-gel (gradiente: 2.5%-50% de acetato de etila em éter de
pétroleo). Os tubos de teste adequados foram concentrados. O mate-
rial foi dissolvido em 150 mL de acetato de etila seguido pela adicéo
de 150 mL de HCI em acetato de etila. A reacéo foi deixada agitar em
temperatura ambiente de um dia para o outro. A reacao foi concentra-
da e 300 mL de MTBE foram adicionados. O precipitado resultante foi
coletado por filtracdo para prover 232 (10.4 g, 42%, 2 etapas) como
um sélido branco. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg), & 8.89 (br, 2H), 7.91
(d, 2H), 7.66 (d, 2H) 7.42 (m, 2H), 7.36 (m, 2H), 4.34 (m, 3H), 3.51 (m,
1H), 3.04 (m, 1H), 2.85 (s, 3H), 2.72 (m, 1H),2.32 (m, 1H).

[00626] Etapa 2: A uma solucao de 217 (481 mg, 1.27 mmol) em 10
mL de DMF, 233 (366 mg, 1.27 mmol), HATU (660 mg, 1.65 mmol) e
base Hunig (0.302 mL, 1.6 mmol) foram adicionados. A reacao foi dei-
xada agitar em temperatura ambiente por ~30 min. A reacdo foi diluida
com acetato de etila que fez com que os solidos quebrassem. Esta
pasta fluida foi deixada agitar por ~30 min. Os sélidos foram coletados
por filtracdo, lavados com acetato de etila fresco e secos sob alto va-
cuo para obter 234 (797 mg, 97%) como um sélido colorido marrom.
LC-MS (Protocolo B): m/z 650.3 [M+H]", tempo de retencdo = 0.64
min.

[00627] Etapa 3: A uma solucdo de composto 234 (18.5 g, 28.5
mmol) em DMF (500 mL), bis(4-nitrofenil) carbonato (9.54 g, 31.4
mmol) foi adicionado seguido pela base Hunig (5.5 g, 42.8 mmol). A
reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~12 horas. A
reacdo foi concentrada. O residuo foi purificado por cromatografia em

coluna de silica-gel (gradiente: 1%-10% de metanol em diclorometano

Peticao 870160036609, de 15/07/2016, pag. 192/355



186/243

para prover 235 (6.9 g, 29.7%) como um solido branco. *H RMN (400
MHz, DMSO-dg), 6 8.30 (d, 2H), 8.12 (d, 1H), 8.01 (d, 1H), 7.70 (d, 1H),
7.64 (d, 2H), 7.56 (d, 2H), 7.40 (d, 2H), 6.78 (m, 1H), 5.98 (m, 1H),
5.43 (s, 2H), 5.24 (s, 2H), 4.49 (m, 1H), 4.19 (m, 2H), 2.86 (m, 4H),
1.99 (m, 1H), 1.60 (m, 3H), 1.36 (m, 16H), 0.82 (m, 6H).

[00628] Etapa 4: A uma solucédo em agitacao de 235 (500 mg, 0.605
mmol) e 232 (210 mg, 0.605 mmol) em 3.0 mL de DMA, base Hunig
(0.316 mL, 1.82 mmol) foi adicionada. A reacgao foi deixada agitar em
temperatura ambiente por ~30 min. A Piperidina (0.598 mL, 6.05
mmol) foi entdo adicionada a reacdo. A reacao foi deixada agitar em
temperatura ambiente por ~15 min adicionais. A reagéo bruta foi inje-
tada em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi anteriormente equili-
brada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fa-
se). O material foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em
média pressao (Gradiente: 5% a 35% de acetonitrila em agua com
0.02% de TFA em cada fase). Os tubos de teste adequados concen-
trados usando um genevac produzindo 236 (475 mg, 89%, 2 etapas)
como um sélido branco claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 764.4 [M+H]",
tempo de retengcao = 1.03 min.

[00629] Preparacéao de sal de acido
N~2~-acetil-L-lisil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(8S)-8-(clorometi
1)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonodxi)-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)carbonil]-1-metil-3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il}oxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}metil)fenil]-L-ornitin

amida trifluoroacético (237).
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[00630] A um frasco de 2 dram contendo 230 (100 mg, 0.119 mmol)
e 236 (115 mg, 0.131 mmol), DMF (2.0 mL) foi adicionado seguido pe-
la base Hunig (0.0831 mL, 0.477 mmol), 2,6-Lutidina (0.0552 mL,
0.477 mmol) e HOAT (16.2 mg, 0.119 mmol). A reacao foi deixada agi-
tar em temperatura ambiente por ~10 min. A reacao foi reduzida. Diclo-
rometano (2 mL) foi adicionado a amostra bruta. A esta mistura em
agitacéo, TFA (1.0 mL, 13 mmol) foi adicionado. A reacao foi deixada
agitar em temperatura ambiente por ~30 min. A reacgao foi reduzida. O
material bruto foi dissolvido em DMSO e injetado em uma pré-coluna
C18 de 129 (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e de-
pois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O material foi purificado
por cromatografia C18 de fase reversa em média pressao (Gradiente:
10% a 50% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase)
seguida por uma segunda purificacdo pelo método G com os tubos de
teste adequados concentrados usando um genevac produzindo 237
(55.8 mg, 27%) como um solido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z
1362.8 [M+H]*, tempo de retencdo = 1.44 min. '"H RMN (400 MHz,
DMSO-dg): 6 10.96-10.83 (m), 10.06-9.97 (m), 8.16-7.97 (m), 7.87-7.66
(m), 7.59-7.47 (m), 7.37-6.97 (m), 6.54 (s), 6.05 (s), 5.47 (s), 5.12-4.96
(m), 4.45-3.91 (m), 3.74-2.83 (m), 2.76-2.68 (m), 2.59-2.52 (m), 2.39-
2.32 (m), 2.02-1.93 (m), 1.83 (s), 1.71-1.21 (m), 0.88-0.77 (m).

[00631] Preparacdo de 3-{[2-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-
1-(clorometil)-5-(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
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iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-
5-il}6xi) carbo-
nil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]66xitmetil)fenil]disulfanil}-N-[6-
(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-lH-pirroI-1-i|)hexanoi|]-L-aIanina (244)
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[00632] Etapa 1. A uma mistura em agitacdo de N-[(9H-fluoren-9-
ilmetdxi)carbonil]-L-cisteina 238 (17.9 g, 52.1 mmol) em etanol seco
(360 mL) a 0°C, o acido acético (2.41 g, 40.1 mmol) foi adicionado.
Depois, uma solugéo de [2-(piridin-2-ildisulfanil)fenillmetanol 239 (10 g,
40.104 mmol) em etanol seco (200 mL) foi adicionado a uma mistura
de reacao a 0°C. A mistura foi agitada em temperatura ambiente por
20 min. A mistura de reagao foi concentrada in vacuo produzindo um
6leo amarelo. O residuo foi purificado por HPLC preparativa (método
M) produzindo uma goma amarela (3.5 g). A uma solucdo em agitacao
deste material bruto (2.5 g, 5.191 mmol) em diclorometano seco (100
mL) a 0°C, o bis(4-nitrofenil) carbonato (1.9 g, 6.23 mmol) foi adiciona-
do seqguido pela base Hunig (805 mg, 6.23 mmol). A mistura foi agitada
a 0°C por ¥2 hora e depois deixada aquecer até a temperatura ambien-
te. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~23 ho-
ras. A mistura de reacao foi aquecida até 30°C e deixada agitar em
30°C por ~18 horas. A reacdo foi aquecida até 40°C e deixada agitar

em 40°C por ~6 horas. A mistura de reacéao foi lavada com HCI| 1M (20
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mL x 2), salmoura, seca sobre sulfato de sédio e concentrada in vacuo
para dar o residuo (3.89 g) como um 6leo amarelo. O residuo foi purifi-
cado por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 4%
de metanol em diclorometano) para produzir um sélido amarelo (2.48
g). A uma solucdo em agitacdo deste material bruto em THF (35 mL) a
0C, 213 (635 mg, 3.37 mmol) foi adicionado seguido pela base Hunig
(793 mg, 6.14 mmol), 2,6-lutidina (657 mg, 6.14 mmol) e HOAT (41.8
mg, 0.307 mmol). A mistura de reacado foi deixada aquecer até a tem-
peratura ambiente e depois agitar em temperatura ambiente por 40
min. A mistura de reacéo foi diluida com acetato de etila (200 mL), la-
vada com HCI 1M (30 mL, x2) e salmoura. Os organicos foram secos
sobre sulfato de sodio e concentrados in vacuo para dar o produto bru-
to (3.6 g) como um 6leo amarelo. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 4% de metanol
em diclorometano) para dar o produto (2.35 g) como uma goma ama-
rela. O produto foi entdo purificado por HPLC preparativa usando (mé-
todo M, usando gradiente 50% B a 80% B ao longo de 30 min, depois
95% ao longo de 5 min). A mistura foi concentrada em vacuo e extrai-
da com acetato de etila (100 mL, x3). As camadas organicas foram
combinadas, lavadas com salmoura, secas sobre sodio e concentra-
das in vacuo para dar 240 (1.45 g, 7%, 3 etapas) como uma goma
amarela. '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 7.91-7.89 (m, 3H), 7.74-7.72
(m, 3H), 7.44-7.31 (m, 7H), 5.14 (s, 2H), 4.34-4.24 (m, 4H), 3.31-3.29
(m, 3H), 3.10-3.09 (m, 1H), 3.04-3.02 (m, 1H), 2.86-2.82 (d, 3H), 2.75-
2.73 (m, 2H), 2.67-2.50 (m, 2H), 1.38-1.31 (m, 9H).

[00633] Etapa 2: A uma solucdo em agitacao de 240 (35 mg, 0.050
mmol) em 4 mL de diclorometano, TFA (2 mL, 30 mmol) foi adicionado.
A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A
reacdo foi concentrada in vacuo e colocada debaixo de alto vacuo para

produzir 241 como um solido branco (40 mg, quant.). LC-MS (Protoco-
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lo B): m/z 596.5 [M+H]", tempo de retenc&o = 1.38 min.

[00634] Etapa 3: A um frasco contendo 241 (29.8 mg, 0.042 mmol)
e 242 o carbonato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-
(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-
5-il 4-nitrofenila [preparado utilizando a quimica descrita na preparacao
de 229], (35.0 mg, 0.042 mmol), 2.0 mL de DMA foram adicionados
seguido imediatamente por base Hunig (0.0293 mL, 0.168 mmol), 2,6-
Lutidina (0.0195 mL, 0.168 mmol) e HOAT (5.72 mg, 0.042 mmol). A
reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A pi-
peridina (0.30 mL, 3 mmol) foi entdo adicionada a reacdo e a reacao
foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A reacéo bru-
ta foi injetada em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi anteriormente
equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em ca-
da fase). O material foi purificado por cromatografia C18 de fase rever-
sa em média pressao (Gradiente: 5% a 65% de acetonitrila em agua
com 0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste adequados
concentrados usando um genevac produzindo 243 (30 mg, 60%) como
um soélido cinzento. LC-MS (Protocolo B): m/z 838.3 [M+2H]", tempo
de retencédo = 1.55 min.

[00635] Etapa 4: A uma solucdo em agitacao de 243 (20 mg, 0.017
mmol) 6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoato de pentafluo-
rofenila (7.03 mg, 0.0186 mmol) em 1.5 mL de DMF, a base Hunig
(0.0118 mL, 0.0677 mmol) foi adicionada. A reacéo foi deixada agitar
em temperatura ambiente por ~15 min. A reacgéo bruta foi injetada em
uma pré-coluna C18 de 5g (a qual foi anteriormente equilibrada com
acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O mate-
rial foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em média
presséo (Gradiente: 20% a 70% de acetonitrila em agua com 0.02% de

TFA em cada fase) seguido por purificacdo em HPLC preparativa (mé-
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todo 11) com os tubos de teste adequados concentrados usando um
genevac produzindo 244 (0.8 mg, 4%) como um sdlido cinzento. LC-
MS (Protocolo D): m/z 630.8 [1/2 M+1H]", tempo de retencéo = 10.786
min.

[00636] Preparacdo de 3-{[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-
1-(clorometil)-5-(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-
5-il}6xi) carbo-
nil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]6xi}metil)fenil]disulfanil}-N-[6-(2,5-
dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-L-alanina 250

\_/
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[00637] Etapa 1. A uma mistura em agitacdo de N-[(9H-fluoren-9-
ilmetdxi)carbonil]-L-cisteina 238 (11.6 g, 33.7 mmol) em etanol seco
(230 mL) a 0°C, o éacido acético (1.93 g, 32.1 mmol) foi adicionado.
Depois, uma solugéo de [4-(piridin-2-ildisulfanil)fenillmetanol 245 (10 g,
40.104 mmol) em etanol seco (160 mL) foi adicionado a uma mistura
de reacado a 0°C. A mistura foi deixada aquecer até a temperatura am-
biente e depois agitada em temperatura ambiente por 4 horas. A mis-
tura de reacéo foi concentrada in vacuo produzindo um 6leo amarelo.
O residuo foi purificado por HPLC prep (método M, usando gradiente
45% B a 75% B ao longo de 30 min, depois 95% ao longo de 5 min)

produzindo uma goma amarela (8.5 g). A uma solucdo em agitacéao
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deste material bruto (8.0 g, 16.61 mmol) em diclorometano seco (320
mL) a 0°C, o bis(4-nitrofenil) carbonato (6.06 g, 19.9 mmol) foi adicio-
nado seguido pela base Hunig (2.58 g, 19.9 mmol). A mistura foi agita-
da a 0°C por 10 min e depois deixada aquecer até a temperatura am-
biente. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~15
horas. O bis(4-nitrofenil) carbonato adicional (1.52 g, 4.98 mmol) e ba-
se Hunig (644 mg, 4.98 mmol, 0.3 eq) foram entdo adicionados a mis-
tura de reacdo. A reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente
por 2 horas adicionais. A mistura de reacao foi lavada com HCI 1M (50
mL x 2), salmoura, seca sobre sulfato de sédio e concentrada in vacuo
para dar o residuo (17.1 g) como um 6leo amarelo. O residuo foi purifi-
cado por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 7%
de metanol em diclorometano) para produzir um 6leo amarelo. A uma
solucdo em agitacao deste material bruto em THF (103 mL) a 0C, 171
(1.89 g, 10.0 mmol) foi adicionado seguido pela base Hunig (2.36 g,
18.2 mmol), 2,6-lutidina (1.96 g, 18.2 mmol) e HOAT (124 mg, 0.912
mmol). A mistura de reacéo foi deixada aquecer até a temperatura am-
biente e depois agitar em temperatura ambiente por 60 min. A mistura
de reacéo foi diluida com acetato de etila (200 mL), lavada com HCI 1M
(30 mL, x2) e salmoura. Os orgéanicos foram secos sobre sulfato de so6-
dio e concentrados in vacuo para dar o produto bruto (7.5 g) como um
6leo amarelo. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna
de silica-gel (Gradiente: 0% a 4% de metanol em diclorometano) para
dar o produto (4.0 g) como uma goma amarela. O produto foi entdo puri-
ficado por (método M, usando gradiente 50% B a 80% B ao longo de 30
min, depois 95% ao longo de 5 min). A mistura foi concentrada in vacuo
e extraida com acetato de etila (100 mL, x3). As camadas organicas fo-
ram combinadas, lavadas com salmoura, secas sobre sédio e concen-
tradas in vacuo para dar 246 (3.0 g, 13%, 3 etapas) como um solido
branco. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 7.89-7.87 (d, 2H), 7.71-7.70 (d,
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2H), 7.55-7.52 (m, 2H), 7.50-7.41 (m, 2H), 7.39-7.30 (m, 4H), 4.97 (s,
2H) , 4.30-4.22 (m, 4H), 3.29 (br, 4H), 3.10-3.01 (m, 2H), 2.82-2.80 (d,
3H), 2.73 (s, 1H) , 2.66 (s, 2H) , 1.32-1.30 (d, 9H).

[00638] Etapa 2: A uma solugéo em agitacéo de 246 (499 mg, 0.717
mmol) em 4.0 DMF, a piperidina (1.13 mL, 11.5 mmol) foi adicionada. A
reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~5 min. A reacao
bruta foi injetada em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi anteriormen-
te equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em
cada fase). O material foi purificado por cromatografia C18 de fase re-
versa em média pressao (Gradiente: 5% a 50% de acetonitrila em agua
com 0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste adequados
concentrados usando um genevac produzindo 3-{[4-(4,7,10,10-
tetrametil-3,8-dioxo-2,9-dioxa-4,7-diazaundec-1-il)fenil]disulfanil}-L-
alanina 247 (320 mg, 76%) como um sdlido cinzento. LC-MS (Protocolo
B): m/z 474.5 [M+H]", tempo de retencdo = 1.19 min.

[00639] Etapa 3: A uma solucédo em agitacao de 247 (140 mg, 0.238
mmol) e 6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoato de pentafluo-
rofenila (98.9 mg, 0.262 mmol), 2 mL de DMF foram adicionados se-
guido imediatamente por base Hunig (0.124 mL, 0.715 mmol). A rea-
cao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~5 min. A reacao
bruta foi injetada em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi anterior-
mente equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA
em cada fase). O material foi purificado por cromatografia C18 de fase
reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 70% de acetonitrila em
agua com 0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste ade-
guados concentrados usando um genevac produzindo N-[6-(2,5-dioxo-
2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-3-{[4-(4,7,10,10-tetrametil-3,8-
dioxo-2,9-dioxa-4,7-diazaundec-1-il)fenilldisulfanil}-L-alanina 248 (56
mg, 35%) como um solido claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 667.3

[M+H]", tempo de retencdo = 1.71 min.
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[00640] Etapa 4: A uma solucdo em agitacao de 248 (35 mg, 0.050
mmol) em 4 mL de diclorometano, TFA (2 mL, 30 mmol) foi adicionado.
A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A
reacdo foi concentrada in vacuo e colocada debaixo de alto vacuo para
produzir 249 como um sélido branco (40 mg, quant.).

[00641] Etapa 4: A um frasco contendo 249 (18.0 mg, 0.0264 mmol)
e 242 (22.0 mg, 0.0264 mmol), 1.6 mL de DMA foram adicionados se-
guido imediatamente por base Hunig (0.0184 mL, 0.106 mmol), 2,6-
Lutidina (0.0123 mL, 0.106 mmol) e HOAT (3.60 mg, 0.0264 mmol). A
reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A re-
acao bruta foi injetada em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi ante-
riormente equilibrada com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de
TFA em cada fase). O material foi purificado por cromatografia C18 de
fase reversa em média pressao (Gradiente: 10% a 60% de acetonitrila
em agua com 0.02% de TFA em cada fase) seguido por purificacédo
por HPLC preparativa (método 12) com os tubos de teste adequados
concentrados usando um genevac produzindo 250 (16.7 mg, 50%)
como um sdlido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 1261.4 [M+3H]",
tempo de retengcdo = 1.71 min.

[00642] Preparacdo de N-[6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)hexanoil]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(8S)-8-(clorometil)-6-
[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonooxi)-1,6-di-hidropirrolo[3,2-
elindol- 3(2H)-ilJcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-metil-3,6,7,8-
tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il}oxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]6xi}metil)fenil]-L-

ornitinamida 255.
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[00643] Etapa 1: N-[(9H-fluoren-9-ilmetdxi)carbonil]-L-valil-N~5~-
carbamoil-N-[4-(hidroximetil)fenil]-L-ornitinamida 251 (725 mg, 1.2
mmol) foi dissolvida em 6 mL de DMF seguido por sonicacdo durante
~10 min. Uma barra de agitacao foi entdo adicionada e esta solucgao foi
deixada agitar em temperatura ambiente. O bis(4-nitrofenil)carbonato
(403 mg, 1.33 mmol) foi entdo adicionado seguido pela base Hunig
(0.44 mL, 2.5 mmol). A reacéo foi deixada agitar em temperatura am-
biente por ~5 horas. 213 (227 mg, 1.2 mmol) dissolvido em 1 mL de
DMF foi adicionado. A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambi-
ente por ~1 min. A reacao bruta foi injetada em uma pré-coluna C18 de
24g (a qual foi anteriormente equilibrada com acetonitrila e depois
agua, com 0,02% de TFA em cada fase). O material foi purificado por
cromatografia C18 de fase reversa em média pressdo (Gradiente: 5%
a 60% de acetonitrila em agua com 0.02% de TFA em cada fase) com
os tubos de teste adequados concentrados usando um genevac pro-
duzindo  N-[(9H-fluoren-9-ilmetdxi)carbonil]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-
[4-(4,7,10,10-tetrametil-3,8-dioxo-2,9-dioxa-4,7-diazaundec-1-il)fenil]-L-
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ornitinamida 252 (395 mg, 40%, 2 etapas) como um solido marrom.
LC-MS (Protocolo B): m/z 816.7 [M+H]", tempo de retencdo = 1.88
min.

[00644] Etapa 2: A uma mistura em agitacédo de 252 (197 mg, 0.241
mmol) em 6 mL de diclorometano, TFA (2 mL, 30 mmol) foi adicionado.
A reacéo foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~20 min. A
reacdo foi concentrada in vacuo e colocada debaixo de alto vacuo pro-
duzindo  N-[(9H-fluoren-9-ilmetdxi)carbonil]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-
[4-(4,7,10,10-tetrametil-3,8-dioxo-2,9-dioxa-4,7-diazaundec-1-il)fenil]-L-
ornitinamida 253 (210 mg, quant.) como um sélido branco e marrom-
claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 716.7 [M+H]", tempo de retencdo =
1.27 min.

[00645] Etapa 3: A um frasco contendo 230 (48 mg, 0.053 mmol) e
253 (52.4 mg, 0.063 mmol), 2.0 mL de DMA foram adicionados segui-
do imediatamente por base Hunig (0.036 mL, 0.211 mmol), 2,6-
Lutidina (0.024 mL, 0.211 mmol) e HOAT (7.1 mg, 0.0525 mmol). A
reacao foi deixada agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A pi-
peridina (0.30 mL, 3 mmol) foi entdo adicionada e a reacao foi deixada
agitar em temperatura ambiente por ~10 min. A reacao bruta foi injeta-
da em uma pré-coluna C18 de 12g (a qual foi anteriormente equilibra-
da com acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fase).
O material foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em
média pressdo (Gradiente: 10% a 50% de acetonitrila em agua com
0.02% de TFA em cada fase) com os tubos de teste adequados con-
centrados usando um genevac produzindo 254 (68 mg, 84%, 2 etapas)
como um sélido cinzento-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 1193.5
[M+2H]", tempo de retengdo = 1.46 min.

[00646] Etapa 4: A uma solucdo em agitacao de 254 (30 mg, 0.020
mmol) e 6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoato de pentafluo-
rofenila (8.11 mg, 0.0215 mmol) em 2.0 mL de DMF, a base Hunig
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(0.0136 mL, 0.0782 mmol) foi adicionada. A reacéo foi deixada agitar
em temperatura ambiente por ~10 min. A reacgéo bruta foi injetada em
uma pré-coluna C18 de 5g (a qual foi anteriormente equilibrada com
acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O mate-
rial foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em média
pressdo (Gradiente: 5% a 50% de acetonitrila em agua com 0.02% de
TFA em cada fase) seguida por uma segunda purificacdo de HPLC
preparativa (método J1). Os tubos de teste adequados foram concen-
trados usando a genevac produzindo 255 (9.1 mg, 29%) como um so-
lido marrom-claro. LC-MS (Protocolo B): m/z 1386.9 [M+2H]", tempo
de retencédo = 1.60 min.

[00647] Preparacéao de N-(24-bromo-23-o0x0-4,7,10,13,16,19-
hexaoxa-22-azatetracosan-1-oil)-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-
{[{(8S)-8-(clorometil)-6-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonobxi)-
1,6-di-hidropirrol 0[3,2-e]indol-3(2H)-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)carbonil]-1-metil-3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il}oxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}metil)fenil]-L-

ornitinamida 257.
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[00648] A uma solucao em agitacédo de 254 (30 mg, 0.020 mmol) e
1-bromo-2-0x0-6,9,12,15,18,21-hexaoxa-3-azatetracosan-24-oato  de
pentafluorofenila 2556(13.8 mg, 0.0215 mmol) [preparado conforme
descrito em W02014/068443] em 2.0 mL de DMF, a base Hunig
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(0.0136 mL, 0.0782 mmol) foi adicionada. A reacao foi deixada agitar
em temperatura ambiente por ~40 min. A reacdo bruta foi injetada em
uma pré-coluna C18 de 5g (a qual foi anteriormente equilibrada com
acetonitrila e depois agua, com 0.02% de TFA em cada fase). O mate-
rial foi purificado por cromatografia C18 de fase reversa em média
pressdo (Gradiente: 5% a 50% de acetonitrila em agua com 0.02% de
TFA em cada fase) seguido por uma segunda purificacdo de HPLC
preparativa (método K1). Os tubos de teste adequados foram concen-
trados usando um genevac produzindo 257 (10.8 mg, 26%) como um
sélido branco. LC-MS (Protocolo B): m/z 1649.7 [M+3H]", tempo de
retencdo = 1.53 min.

[00649] Preparacdo de N-[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N-
[(1S)-3-[(3-carboxibiciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-il]-L-alaninamida 261
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[00650] Etapa 1: Uma solugdo em agitacdo de 3-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-nitro-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-

iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilato de terc-butila 258 (prepa-
rado de forma similar ao 189) (980 mg, 2.14 mmol) em 7 mL de THF
sob nitrogénio foi resfriada até 0C usando um banh o de gelo. Paladio
em carbono ativado 10% em peso (30 mg) foi entdo adicionado segui-
do pela lenta adicdo em gotas de 2 mL de formiato de aménio a 25%

em agua. A reacado foi deixada agitar a OC por 3 horas. Apés uma
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concluséo, a mistura de reacéo foi filtrada através de uma almofada de
celite e o filtrado concentrado sob vacuo. Os produtos brutos foram
purificados por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a
10% de MeOH em DCM) para dar 3-{[(1S)-5-amino-1-(clorometil)-1,2-
di-hidro-3H-benzole]indol-3-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pentano-1-
carboxilato de terc-butila 259 como um solido amarelo (905 mg, 98%).
LC-MS (Protocolo B): m/z 427 [M+H]", tempo de retencdo = 1.92 min.
[00651] Etapa 2: Uma solucdo em agitacdo de 259 (900, 2.11
mmol) em 5 mL de DCM anidro foi adicionado (9H-fluoren-9-il)metil
(S)-(1-cloro-1-oxopropan-2-il)carbamato (695 mg, 2.11 mmol) seguido
por uma adicao em gotas de TEA (0.5 mL). A reacéo foi deixada agitar
por 2 horas. ApGs uma concluséo, a mistura de reacgéo foi concentrada
sob vacuo. Os produtos brutos foram purificados por cromatografia em
coluna de silica-gel (Gradiente: 0% a 100% de Acetato de etila em
Heptano) para dar  3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-({N-[(9H-fluoren-9-
ilmetdxi)carbonil]-L-alanil}amino)-1,2-di-hidro-3H-benzo[elindol-3-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilato de terc-butila 260C co-
mo um solido branco (1.102 g, 73%). LC-MS (Protocolo B): m/z 720
[M+H]", tempo de retenc&do = 2.32 min.

[00652] Etapa 3: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacdo contendo 260 (1000 mg, 1.388 mmol) foram
adicionados 15 mL de 1:1 DCM em DEA. A solucao foi agitada por 3
horas. A mistura de reacdo foi concentrada sob vacuo e tomada em
50% de DCM em Heptano e concentrada sob vacuo novamente. Isto
foi repetido por 3 vezes (para remover 0 excesso de DEA) para dar um
sélido branco bruto apés a concentracdo. Este sélido branco bruto foi
adicionado a um frasco de fundo redondo contendo (((9H-fluoren-9-
illmetoxi)carbonil)-L-valina (471 mg, 1.38 mmol) e HATU ( 350 mg,
1.38 mmol) em 10 mL de DCM anidro. TEA ( 0.5 mL) foi entdo adicio-

nada e a reacao foi agitada em temperatura ambiente por 3 horas.
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Apbs a concluséo, a mistura de reacgéo foi concentrada sob vacuo. Os
produtos brutos foram purificados por cromatografia em coluna de sili-
ca-gel (Gradiente: 0% a 100% de Acetato de etila em Heptano) para
dar N-[(9H-fluoren-9-ilmetdxi)carbonil]-L-valil-N-[(1S)-3-{[3-(terc-
butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pent-1-ilJcarbonil}-1-(clorometil)-2,3-di-
hidro-1H-benzol[e]indol-5-il]-L-alaninamida 261 como um soélido branco
(1.005 g, 88%). LC-MS (Protocolo B): m/z 819 [M+H]", tempo de re-
tencdo = 2.31 min.

[00653] Etapa 4: 10 mL de TFA a 25% em DCM foram adicionados
a um frasco de fundo redondo contendo 261 (1000 mg, 1.22 mmol). A
reacao foi agitada por 3 horas. A solucao foi agitada por 3 horas. A
mistura de reacdo foi concentrada sob vacuo e tomada em DCM a
50% e heptano e concentrada sob vacuo. Isto foi repetido por 3 vezes
(para remover o excesso de TFA) para dar um 262 como um sélido
branco apés a concentracdo (920 mg, 98 %). LC-MS (Protocolo B):
m/z 763 [M+H]", tempo de retengdo = 1.88 min.

[00654] Preparacdo de N-[6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)hexanoil]-L-valil-N-{(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-
metil-5-(fosfonodxi)-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-
5-il}-L-alaninamida 266.
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[00655] Etapa 1: Em um frasco de fundo redondo contendo N-[(9H-
fluoren-9-ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N-[(1S)-3-[(3-
carboxibiciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-il]-L-alaninamida 262 (580 mg, 0.76 mmol) em 5 mL de
THF foi adicionado HATU (298 mg, 0.76 mmol). A mistura de solugéo
foi agitada em temperatura ambiente por 30 min. (1S)-5-(benziloxi)-1-
(clorometil)-8-metil-1,2,3,6-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol 7 foi entdo adi-
cionado seguido por 0.3 mL de base Hunigs. A reagéao foi agitada por 1
hora e concentrada até ter um vidro bruto. A mistura de reacéo brura
foi purificada por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente: 0%
a 10% de MeOH em DCM) para dar Sintese de N-[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N-[(1S)-3-[(3-{[(1S)-5-
{[bis(benziloxi)fosforil]6xi}-1-(clorometil)-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-
elindol-3(2H)-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-(clorometil)-
2,3-di-hidro-1H-benzole]indol-5-il]-L-alaninamida 263 como um sdlido
branco (723 mg, 98%). LC-MS (Protocolo B): m/z 1071 [M+H]", tempo
de retencéao = 2.45 min.

[00656] Etapa 2: Uma solucdo em agitacdo de 263 (100mg, 0.932
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mmol) em 7 mL de THF sob nitrogénio foi resfriada até 0C usando um
banho de gelo. Paladio em carbono ativado 10% em peso (10 mg) foi
entdo adicionado seguido pela lenta adicdo em gotas de 0.5 mL de
formiato de aménio a 25% em agua. A reacao foi deixada agitar a 0C
por 1 hora. Apos a conclusdo, a mistura de reacéo foi filtrada através
de uma almofada de celite e o filtrado concentrado sob vacuo. O pro-
duto brutos foi purificado por cromatografia em coluna de silica-gel
(Gradiente: 0% a 10% MeOH em DCM) para dar Sintese de N-[(9H-
fluoren-9-ilmetdxi)carbonil]-L-valil-N-{(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-hidroxi-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-
5-il}-L-alaninamida 264 como um sélido amarelo (821 mg, 89%). LC-
MS (Protocolo B): m/z 981 [M+H]", tempo de retencdo = 2.16 min.
[00657] Etapa 3: A uma solucdo em agitacao de 264 (650 mg, 0.66
mmol) em 10 mL de THF e 10 mL de AcCN, tetracloreto de carbono
(2.04 mL, 21.0 mmol) foi adicionado seguido pela base Hunig (1.12
mL, 6.45 mmol), dibenzilfosfito (694 mg, 2.65 mmol) e DMAP (cataliti-
co). A reacdao foi deixada agitar em temperatura ambiente por 20 min.
A reacdo foi concentrada até ter um vidro bruto. A mistura de reacao
bruta foi purificada por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradien-
te: 0% a 10% de MeOH em DCM) para dar N-[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N-[(1S)-3-[(3-{[(1S)-5-
{[bis(benziloxi)fosforil]6xi}-1-(clorometil)-8-metil-1,6-di-hidropirrolo[3,2-
elindol-3(2H)-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-(clorometil)-
2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il]-L-alaninamida 265 como um vidro
branco (502 mg, 66%). LC-MS (Protocolo B): m/z 1243 [M+H]", tempo
de retencéao = 2.46 min.

[00658] Etapa 4: Uma solucdo em agitacdo de 264 (100mg, 0.932
mmol) em 7 mL de THF sob nitrogénio foi resfriada até 0C usando um

banho de gelo. Paladio em carbono ativado 10% em peso (10 mg) foi
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entdo adicionado seguido pela lenta adicdo em gotas de 0.5 mL de
formiato de aménio a 25% em agua. A reacao foi deixada agitar a 0C
por 1 hora. Apos a conclusdo, a mistura de reacéo foi filtrada através
de uma almofada de celite e o filtrado concentrado sob vacuo. O pro-
duto brutos foi purificado por cromatografia em coluna de silica-gel
(Gradiente: 0% a 10% de MeOH em DCM) para dar L-valil-N-{(1S)-1-
(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonoodxi)-1,6-di-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3(2H)-ilJcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-
2,3-di-hidro-1H-benzole]indol-5-il}-L-alaninamida 265 como um sdlido
amarelo (25 mg, 18%). LC-MS (Protocolo B): m/z 839 [M+H]", tempo
de retencédo = 1.54 min.

[00659] Etapa 5 Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacdo e 6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)hexanoato de pentafluorofenila (18 mg, 0.046 mmol) foram adiciona-
dos 5 mL de DCM anidro e purificado o sistema com N,. A esta solu-
cao adicionada de 265 (40 mg, 0.046 mmol)) e TEA (0.05 mL). O sis-
tema foi deixado agitar por 1 hora. A reacdo foi concentrada sob vacuo
e purificada pelo 267 (20% 9 mg de Método N), tempo de retencéo =
15.462 min. LC-MS (Protocolo B): m/z 1032 [M+H]*, tempo de reten-
¢80 = 1.55 min. *H RMN (400 MHz, DMSO-dg) 5 11.34 (s, 1H), 9.89 (s,
1H), 8.43 (s, 1H), 8.20 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.91 (dd, J = 14.4, 8.4 Hz,
3H), 7.85 — 7.74 (m, 2H), 7.49 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 7.35 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 6.96 (d, J = 25.4 Hz, 4H), 4.52 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.37 (dg, J =
22.0, 10.7 Hz, 4H), 4.18 (dt, J = 19.7, 8.5 Hz, 2H), 4.07 — 3.85 (m, 4H),
3.58 (t, J = 9.8 Hz, 1H), 3.43 — 3.12 (m, 34H), 2.71 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
2.62 — 2.37 (m, 49H), 2.28 (s, 3H), 2.09 (qt, J = 14.0, 7.1 Hz, 3H), 1.98
—1.86 (m, 1H), 1.39 (dt, J = 22.2, 7.2 Hz, 11H), 1.22 — 1.05 (m, 6H),
0.78 (dd, J = 9.7, 6.7 Hz, 10H).

[00660] Preparacdo de N-[6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)hexanoil]-L-valil-N-{(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-
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(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iljlcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-
5-il}-L-alaninamida 270
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[00661] Etapa 1: 226 (214 mg, 0.36 mmol) foi tomado em CH,CI, (2
mL) e TFA (0.5 mL) foi adicionado e depois da desprotecdo estar
completa, o solvente foi removido. Em um frasco de fundo redondo
purificado com N,, contendo 262 (200 mg, 0.26 mmol)) em 5 mL de
DCM anidro foi adicionado cloreto de oxalila (0.024 mL, 0.26 mmol). A
esta solucao foi adicionada 1 gota de DMF e o sistema foi agitado por
3 horas. A reacéo foi concentrada em vacuo. O residuo foi tomado em
DCM e adicionado a um frasco de fundo redondo contendo 226 des-
protegido em 15 mL de DCM e TEA (0.144 mL). A reacéo foi agitada
em temperatura ambiente por 2 horas. A mistura de reacéo bruta foi
concentrada em vacuo e tomada em 25 mL de DCM e transferida a um
funil de separacdo. A camada organica lavada com HCIl 1M (3x), Agua
(3x) e salmoura (2x). A camada organica seca sobre Na,SO, , filtrada
e concentrada no filtrado até um sdlido bruto. Os produtos brutos fo-
ram purificados por cromatografia em coluna de silica-gel (Gradiente:
0% a 10% de MeOH em DCM) para dar N-[(9H-fluoren-9-
ilmetoxi)carbonil]-L-valil-N-[(1S)-3-[(3-{[(1S)-5-
{[bis(benziloxi)fosforil]6xi}-1-(clorometil)-1,2-di-hidro-3H-benzole]indol-
3-il]jcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-1-(clorometil)-2,3-di-hidro-
1H-benzo[e]indol-5-il]-L-alaninamida 268 como um soélido amarelo (75
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mg, 23%). LC-MS (Protocolo B): m/z 1238 [M+H]", tempo de retencdo
= 2.53 min.

[00662] Etapa 2: Uma solucdo em agitacdo de 268 (75 mg, 0.061
mmol) em 5 mL de THF sob nitrogénio foi resfriada até 0C usando um
banho de gelo. Paladio em carbono ativado 10% em peso (5 mg) foi
entdo adicionado seguido pela lenta adicdo em gotas de 0.5 mL de
formiato de aménio a 25% em agua. A reacao foi deixada agitar a 0C
por 3 horas. ApoOs a conclusdo, a mistura de reacao foi filtrada através
de uma almofada de celite e o filtrado concentrado sob vacuo. O pro-
duto bruto foi tomado em acetato de etila e os sélidos filtrados para dar
L-valil-N-{(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonooxi)-
1,2-di-hidro-3H-benzo[elindol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il}-L-alanina 269 como um
sélido amarelo claro (20 mg, 30%). LC-MS (Protocolo B): m/z 838
[M+H]", tempo de retencédo = 1.27 min.

[00663] Etapa 3: Em um frasco de fundo redondo equipado com
uma barra de agitacdo e 6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)hexanoato de pentafluorofenila (9.0 mg, 0.024 mmol) foi adicionado 5
mL de DCM anidro e purificado o sistema com N,. A esta solugéo adi-
cionado o 269 (20 mg, 0.024 mmol)) e TEA (.05 mL). O sistema foi
deixado agitar por 1 hora. A reacédo foi concentrada sob vacuo e purifi-
cada pelo Método N de HPLC gque proveu 270 (5 mg, 20%) tempo de
retencdo = 10.734 min. LC-MS (Protocolo B): m/z 1031 [M+H]", tempo
de retencédo = 1.54 min.

[00664] Preparacéao de acido (2S,3S,4S,5R,6S5)-6-(((S)-1-
(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-(((2-((((4-((23S,26S)-1-(2,5-dioxo-
2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-
3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diazaeptacosan-27-
amido)benzil)oxi)carbonil)(metil)amino)etil)(metil)carbamoil) 6xi)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-
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benzol[e]indol-5-il)6xi)-3,4,5-triidroxitetra-hidro-2H-piran-2-carboxilico
278.
N
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[00665] Etapa 1. (1S)-1-(clorometil)-5-hidréxi-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-carboxilato de terc-butila 3 (683 mg, 2.05 mmol) foi
dissolvido em DCM (70 mL), adicionado 4A MS (3.8 g, po, <5 micro,
ativado) e a mistura foi agitada em temperatura ambiente por 30 min.
A mistura de reacdo, o alfa-D-glucuronida metil éster de 2,3,4-
triacetato- 1-2,2,2-tricloroetanimidato 271 (1178 mg, 2.45 mmol ) foi
adicionado e resfriado até -15C. Uma solugcédo de BF 3-Et,0O (0.13 mL,
1.02 mmol) em DCM (10 mL) foi adicionada lentamente e a mistura de
reacao foi agitada abaixo de -20C por 1 h. A mistura, uma solucdo de
BF3-Et,O (0.76 mL, 6 mmol) em DCM (10 mL) foi adicionada para re-
mover o grupo Boc e a mistura de reacdo foi deixada aquecer até rt
por 2 h. A mistura foi filtrada através de uma almofada de Celite e 0
filtrado foi concentrado para dar uma espuma verde (pegajosa). Foi
adicionado HCI 4M (2 mL) e concentrado novamente para dar uma es-
puma verde como produto bruto 272, 1130 mg (94%), o qual foi usado
na préxima etapa sem purificagéo adicional.

[00666] Etapa 2. Mono-tBu éster de tiofeno diacido 187 (189 mg,
0.83 mmol) foi dissolvido em THF (10 mL), resfriado até 0T e adicio-
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nado o cloreto de oxalila (2M em DCM, 0.8 mL, 1.6 mmol), seguido por
DMF (2 gotas). A mistura foi agitada a 0 por 5 min e depois em tem-
peratura ambiente por 1 h. Concentrada em vacuo para dar o cloreto
acido correspondente como um solido esbranquicado. Os sélidos aci-
ma foram misturados com 272 (246 mg, 0.42 mmol) e tratados com
THF (10 mL) a 0C, seguido por Et3N (0.29 mL, 2 mmo ). A mistura foi
agitada a 0C por 5 min e temperatura ambiente por 30 min. A mistura
foi concentrada e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna
de silica-gel usando EA/Hep (50/50) para dar o produto como um séli-
do amarelo 273 (302 mg, 90%) LC-MS: 760.1.

[00667] Etapa 3. 273 (790 mg, 1.04 mmol) foi tratada com TFA (2
mL) e DCM (4 mL) em rt por 1 h e concentrado para dar um solido
amarelo. O sdlido foi dissolvido em THF (10 mL), resfriado até 0T,
adicionado o cloreto de oxalila (2M em DCM, 1 mL, 2 mmol), seguido
por DMF (1 gota). A mistura foi agitada a OC por 5 min e depois rt por
1 h. Concentrada para dar o cloreto acido como um sdlido amarelo. 3
(118 mg, 1.56 mmol) foi tratado com HCI 4M (4 mL) por 1 h, concen-
trado em vacuo para dar o composto de Boc como um soélido verde.
Ele foi dissolvido em THF (10 mL), adicionada uma solucéao do cloreto
acido acima em THF (10 mL) a 0C, seguido pela adic a0 de Et3N
(0.58 mL, 4.16 mmol) e a mistura foi agitada em rt por 30 min. A mistu-
ra foi diluida com EA, lavada com agua e salmoura, seca sobre
MgSO4. Ela foi concentrada em vacuo e o residuo foi tratado com
MeOH, o sélido resultante foi coletado por filtracdo para dar o produto
como um solido amarelo 274 (668 mg, 70%). LC-MS: 919.1 Etapa 4.
274 (576 mg, 0.63 mmol) foi dissolvido em THF (20 mL), resfriado até
0%, adicionada uma solugéo de cloroformiato de par anitrofenila (263
mg, 1.26 mmol) em DCM (2 mL), seguido por Et3N (0.52 mL, 3.76
mmol). A mistura foi agitada a 0C por 5 min e depois em rt por 2 h.

LC-MS indicou a finalizagdo da formagao do carbonato. 213 (354 mg,
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1.88 mmol) em THF (2 mL) foi adicionado & mistura acima e agitado
em rt por 30 min. A mistura foi diluida com EtOAc, lavada com agua e
salmoura e seca sobre MgSO4. Concentrada em vacuo para dar um
residuo solido, o qual foi tratado com MeOH para formar precipitados.
O sodlido resultante foi coletado por filtracdo para dar o produto como
um solido amarelo 275 (550 mg, 77%).

[00668] Etapa 5. 275 (550 mg, 0.48 mmol) foi dissolvido em
THF/MeOH (1/1, 10 mL), resfriado até 0C, adicionad a uma solucéo de
LIOHH20 (206 mg, 4.8 mmol) em agua (3 mL) e a mistura foi agitada a
0C por 1 h. HOAc (300 mg) foi adicionado para neutralizar a solugao
acima, concentrada em vacuo. O residuo foi purificado por HPLC Gil-
son (0.02% TFA) para dar o produto como um solido amarelo 276 (243
mg, 50%).

[00669] Etapa 6. 276 (50 mg, 0.05 mmol) foi tratado com TFA pré-
resfriado (2 mL) a OC por 5 min e concentrado em v acuo para dar o
composto deBoc como um sélido amarelo. O sélido acima foi dissolvi-
do em DMF (2 mL), adicionado 277 (48 mg, 0.05 mmol), seguido por
lutidina (0.035 mL, 0.3 mmol), DIPEA (0.052 m, 0.3 mmol) e HOAt (7
mg, 0.05 mmol). A mistura foi agitada a 30C por 7 h. O produto bruto
foi submetido a HPLC Gilson (0.02% de TFA) para dar o produto 278
como um sélido amarelo 39 mg (45%). LC-MS: 1715.8/1737.8 (1.71
min em Larry); 1713.7 (-).

[00670] Preparacdo de acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(((S)-3-(5-((S)-5-
((2-((((4-((9)-2-((S)-2-((S)-2-acetamido-6-aminoexanamido)- 3-
metilbutanamido)-5-ureidopentanamido) ben-
zil)oxi)carbonil)(metil)amino)etil) (metil)carbamoil)6xi)-1-(clorometil)-
2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-1-
(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il)6xi)-3,4,5-trihidroxitetra-
hidro-2H-piran-2-carboxilico 280
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[00671] 276 foi tratado com TFA (2 mL) a OC por 1 h. Ele foi con-
centrado em vacuo para dar o produto. Ele foi dissolvido em DMF (2
mL), adicionado 279 (59 mg, 0.07 mmol), seguido por lutidina (0.033
mL, 0.29 mmol), DIPEA (0.051 mL, 0.29 mmol) e HOAt (7 mg, 0.05
mmol). A mistura foi agitada a 30C por 4 h. Concen trado, e o residuo
foi purificado por HPLC Gilson (0.02% TFA) para dar o produto como
um solido amarelo de 48 mg (62%). Ele foi tratado com TFA pré-
resfriado (1.5 mL) por 5 min, depois concentrado em vacuo para dar o
produto bruto como um sélido amarelo. O produto bruto foi purificado
pela HPLC Glison (0.02% de TFA) para dar o produto 280 como um poé
amarelo depois da liofilizag&o (21 mg, 43%). LC-MS: 1470.6

[00672] Preparacdo de (S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-
(((2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triidroxi-6-(hidroximetil)tetra-hidro-2H-piran-
2-il)oxi)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-
2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il(4-((23S,26S)-1-(2,5-dioxo-2,5-di-
hidro-1H-pirrol-1-il)-23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-
3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diazaeptacosan-27-amido)benzil)etano-

1,2-diilbis(metilcarbamato)
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[00673] Etapa 1. 3 (775 mg, 2.3 mmol) foi dissolvido em DCM (80
mL), adicionado 4A MS (6.2 g, po, <5 micro, ativado) e a mistura foi
agitada em temperatura ambiente por 30 min. A mistura de reacéo,
alfa-D-galactopanose, 2,3,4,6-tetra-acetato 1-2,2,2-tricloroetanimidato
281 (1260 mg, 2.3 mmol) foi adicionado e resfriado até -15C. Uma
solugéao de BF;-Et,O (0.144 mL, 1.2 mmol) em DCM (10 mL) foi adici-
onada lentamente e a mistura de reacao foi agitada a -15C, -20<C por
1 h. A mistura de reacdo foi filtrada através de uma almofada de Celite
e o filtrado foi concentrado. O produto bruto foi purificado por ISCO
usando MeOH/DCM (0 - 20%) para dar o produto como um sdlido ver-
de 282 (1400 mg, 91%).

[00674] Etapa 2. Mono-tBu éster de tiofeno diacido 187 (300 mg,
1.3 mmol) foi dissolvido em THF (10 mL), resfriado até 0C e adiciona-
do o cloreto de oxalila (2M in DCM, 1 mL, 2 mmol), seguido por DMF
(2 gotas). A mistura foi agitada a 0C por 5 min e depois em tempera-
tura ambiente por 1 h. Concentrada em vacuo para dar o cloreto &cido
correspondente como um solido branco. 282 (664 mg, 1 mmol) foi tra-
tado com HCIl 4M (4 mL) por 1 h em temperatura ambiente. Ele foi
concentrado em vacuo para dar o sélido verde da amina deBoc. O s6-
lido acimas foi misturado com THF (10 mL) a 0C, adicionado Et3N

(0.83 mL, 6 mmol ). A mistura foi agitada a OC por 5 min e temperatu-
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ra ambiente por 30 min. A mistura foi diluida com EtOAc, lavada com
agua e salmoura, seca sobre MgS0O,. Concentrada em vacuo e o resi-
duo foi tratado com MeOH e concentrada novamente para dar um re-
siduo sélido o qual foi recristalizado a partir de MeOH. O solido ama-
relo resultante foi coletado por filtragdo para dar o produto como um
sélido amarelo 283 (500 mg, 65%).

[00675] Etapa 3. 283 (200 mg, 0.26 mmol) foi dissolvido em THF (6
mL), adicionado o cloreto de oxalila (0.64 mL, 2M in DCM) a 0C, se-
guido por DMF (2 gotas). A mistura foi agitada a 0°C por 5 min, depois
temperatura ambiente por 0.5 h. Concentrada em vacuo para dar o
cloreto acido correspondente como um sélido amarelo. 3 (138 mg,
0.41 mmol) foi tratado com HCI 4M (1 mL em dioxano) por 2 h. Con-
centrada em vacuo para dar a amina deBoc como forma verde. Isto foi
dissolvido em THF (5 mL), adicionado o cloreto acido acima em THF (5
mL) a 0C, seguido por Et3N (0.23 mL, 1.55 mmol). A mistura foi agi-
tada a OC por 5 min, depois temperatura ambiente por 1 h. A mistura
foi diluida com EtOAc, lavada com agua e salmoura, seca sobre
MgSO4. Concentrada em vacuo para dar um residuo sélido, o qual foi
tratado com MeOH e o solido resultante foi coletado por filtracdo e la-
vado com éter para dar o produto como um soélido amarelo. O filtrado
foi concentrado e purificado por separacdo em HPLC Gilson usando
ACN/agua (0.02% de TFA) para dar o produto como um soélido ama-
relo 284 (200 mg, 83%).

[00676] Etapa 4. 284 (68 mg, 0.073 mmol) foi dissolvido em THF (3
mL), resfriado até 0C, uma solucédo de cloroformiato de 4-nitrofenila
(46 mg, 0.22 mmol) em DCM (0.6 mL) foi adicionada, seguida por EtzN
(0.061 mL, 0.44 mmol). A mistura foi agitada a 0C por 5 min e tempe-
ratura ambiente por 1 h para prover 285. A mistura de reac&o acima foi
adicionado N-Boc DMEDA (55 mg, 0.29 mmol) e agitado em tempera-

tura ambiente por 1 h adicional. Concentrado em vacuo e o residuo foi
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purificado por Gilson HPLC para dar o produto como um soélido ama-
relo 286 (65 mg, 78%).

[00677] Etapa 5. 286 (10 mg, 0.009 mmol) foi dissolvido em MeOH
(2 mL) a 0C, adicionado MeONa (0.054 mL, 0.5M em M eOH, 0.027
mmol) e a mistura foi agitada a 0C por 5 min. A mi stura foi neutraliza-
da com HOAc (0.4 mL, 0.1M in MeOH) e concentrada em vacuo para
dar o produto como um sélido amarelo. Ela foi tratada com TFA pré-
resfriado (0.8 mL) por 2 min e concentrada em vacuo para dar o com-
posto deBoc como um sélido amarelo 287 (8.3 mg, 90%).

[00678] Etapa 6. 287 (8.3 mg, 0.008 mmol) foi dissolvido em DMF
(2 mL), adicionado Malc-Peg6C2ValCitPABC (9.6 mg, 0.01 mmol), se-
guido por Lutidina (0.004 mL), DIPEA (0.006 mL) e HOAt (1.1 mg,
0.008 mmol). A mistura foi agitada em temperatura ambiente por 4 h.
O produto bruto foi purificado pela HPLC Glison (0.02% TFA) para dar
o produto 288 como um soélido amarelo (4 mg, 30%). ‘H RMN
(400MHz, METHANOL-d,) & = 8.42 (d, J=8.2 Hz, 1H), 8.15 (d, J=7.4
Hz, 1H), 7.95 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.91 (d, J=8.2 Hz, 1H), 7.84 (d, J=8.6
Hz, 1H), 7.80 - 7.66 (m, 2H), 7.63 - 7.48 (m, 4H), 7.43 (br. s., 3H), 7.23
(d, J=7.8 Hz, 1H), 6.81 (s, 2H), 5.26 - 5.12 (m, 2H), 5.09 (d, J=8.6 Hz,
1H), 4.71 - 4.54 (m, 4H), 4.49 (br. s., 1H), 4.33 - 4.15 (m, 3H), 4.10 -
3.95 (m, 4H), 3.93 - 3.77 (m, 6H), 3.77 - 3.64 (m, 8H), 3.64 - 3.54 (m,
24H), 3.51 (br. s., 1H), 3.23 - 3.03 (m, 5H), 3.03 - 2.95 (m, 2H), 2.60 -
2.51 (m, 2H), 2.13 (d, J=7.0 Hz, 1H), 1.90 (br. s., 1H), 1.72 (br. s., 1H),
1.57 (br. s., 2H), 0.99 (t, J=6.4 Hz, 6H). LC-MS: 1702.3/829.9/748.7
[00679] Preparacdo de 4-((23S,26S)-1-amino-23-isopropil-21,24-
dioxo-26-(3-ureidopropil)-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-
diazaeptacosan-27-amido)benzil((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-
(clorometil)-5-(((2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triidroxi-6-(hidroximetil)tetra-
hidro-2H-piran-2-il)éxi)-2,3-di-hidro-1H-benzo[elindol-3-

carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il)  etano-
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1,2-diilbis(metilcarbamato) 289
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[00680] Etapa 1. BocValCitPABC 287 (30.9 mg, 0.048 mmol) foi
adicionado a uma solucao de 286 (32 mg, 0.032 mmol) em DMF (2
mL), seguido por lutidina (0.015 mL), DIPEA (0.022 mL) e HOAt (4.4
mg). A mistura foi agitada em rt por 5 h. O produto bruto foi submetido
a seperacdo por HPLC Gilson (0.02% TFA) para dar o produto como
um solido amarelo 288 (32 mg, 72%).

[00681] Etapa 2. 288 (16 mg, 0.012 mmol) foi tratado com TFA pré-
resfriado (1 mL) por 5 min e concentrado em vacuo para dar o com-
posto deBoc como um soélido amarelo. O sélido acima foi dissolvido em
DMF (0.5 mL), adicionado DIPEA (0.013 mL), seguido por uma solu-
¢ao de 206 (12 mg, 0.016 mmol) em DCM (0.1 mL). A mistura foi agi-
tada em temperatura ambiente por 1 h. A solucdo acima, foi adiciona-
do piperidina (0.2 mL) e agitada por 30 min. Concentrada em vacuo, o
residuo foi purificado por HPLC Gilson usando ACN/agua (0.02% TFA)
para dar o produto 289 como um soélido amarelo (8 mg, 40%). '*H RMN
(400MHz, DMSO-dg) & = 9.89 (br. s., 1H), 8.35 - 8.21 (m, 1H), 8.15 -
8.00 (m, 2H), 7.96 (d, J=7.8 Hz, 1H), 7.91 - 7.84 (m, 1H), 7.84 - 7.72
(m, 4H), 7.63 (br. s., 2H), 7.58 - 7.50 (m, 3H), 7.50 - 7.44 (m, 2H), 7.40
(d, J=6.2 Hz, 2H), 7.18 (br. s., 2H), 5.90 (br. s., 1H), 5.06 - 4.90 (m,
2H), 4.87 (d, J=7.4 Hz, 1H), 4.83 - 4.68 (m, 2H), 4.42 (t, J=12.3 Hz,
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2H), 4.32 (br. s., 2H), 4.23 (br. s., 1H), 4.19 - 4.11 (m, 1H), 4.10 - 3.95
(m, 3H), 3.95 - 3.80 (m, 2H), 3.77 - 3.62 (m, 3H), 3.60 - 3.46 (m, 15H),
3.15 (br. s., 2H), 3.06 (br. s., 1H), 2.89 (d, J=5.1 Hz, 3H), 2.92 (d, J=5.1
Hz, 3H), 2.86 - 2.74 (m, 3H), 2.35 - 2.21 (m, 1H), 1.96 - 1.82 (m, 1H),
1.61 (br. s., 1H), 1.52 (br. s., 1H), 1.43 - 1.21 (m, 2H), 0.76 (d, J=6.6
Hz, 3H), 0.79 (d, J=6.2 Hz, 3H); 1622.2 [M+H]"

Tabela 3 — Cargas ligantes adicionais
Preparadas
Usando Méto-
ID Estrutura do Similar ao MS: m/z
Composto ID
Cl—~, e} 0] Cl
L
OO OO 1042.2
292 0L b 198
o} | [eNge} M+H +
N/\/O\/\O/\/O\/WNV\Z/ ?/ [ ]
o !
(0]
Cl—=, o} e} Cl
L
293 OO O‘ 198 921.1
0 °° °y° [M+Na]
N/\/O\/\O/\/NH
O
a-, ((;§;>
o™ /S\'\(NN/f o
g 8 ° g 1659.70
294 A o 198
BJOLN’\/OwoNOwoNO$o’\/O(u n\ﬁﬂ@”o*w’\ N [M+3H]+
’ \LNH
OZ‘NHZ
Q b, N AN &{El@
Do O M 108 1647.1
N N P 2B W o as A [M+3H]*
\,,go H o =\LH
)ﬁ Cg:\/l aoa)
. = I T 1614.6
296 7 o ko) o /O ° o OH 198
e Au'(WN&N%NQO /N”N% [M-H]
’ \LNH
HZN”go
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Tabela 3 — Cargas ligantes adicionais
Preparadas
Usando Méto-
ID Estrutura o MS: m/z
do Similar ao
Composto ID
HOL ) 1454.5
297 )L j ~ oH 104 MEHT*
+
I( BNOAS (e
D P
298 | RESVoRs N”?fw E 198 16296
N OO wo/\)kN J’L ;HOH +
& T [M+H]
O)\NH
QA0 1705.6
299 | o w el ) 198 +
b I p ] [M+H]
s} iNH P /
OZ\NHZ
Cl—, cl
NC NN
SORRANeY
0. _0O %
° N P-oH 1372.4
300 , o, o e oH 198
WUKNIM " ! [M+H]
6 i H § i H
AN
NH; 07 NH,
301 Gf 108 1599.6
et i aiad M
iNH
OL\NH
302 e 108 1625.6
s 0 o LIA AT [M+H]"
%,
WI“ 1619.5
303 v 198 .
Q/\/O\Ao’vowo/\/owo/\)kj;( )LU O N\ Ho [M+H]
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Tabela 3 — Cargas ligantes adicionais
Preparadas
Usando Méto-
ID Estrutura san. O. et MS: m/z
do Similar ao
Composto ID
e M 1539.5
304 e 198 .
o A T T L‘”g ” [M+H]
Cl—, B N @
# N 2
BEEANY 1633.6
305 S on 291 .
HZN/\/O\/\O/\/OV\O/\/OV\O/\)OLNI(N;LN/@/O N\ [M+H]
i INH
306 ° o on ° ° 250 1199.3
4 poY Q Osg” +
?N(MHNS\SNOEN\AN/KO Ho OH [M+H]
307 ° Oy OH OO Z//@\“c/) O 250 1227.1
4 Y ] Ol +
gMHXS\S/\/OT&\AT/KO HG ©OH [M+H]
cl
{CI
Qg
o 0 895.7
308 o 0 ogﬁ,/OH 267 N
Y- on V=]
///NH
N D
) N—8
L 24 1213.1
309 sesaatee 250 MHT
q\/\/\j\,\‘%\/s\ A0 l\‘lw io sc\sF;\OH
o D S
Cl—, cl
Ny@w“
210 SORAGNee b0 | 10099
‘ O\ng ['\/H_H]+
N\ S\S/\/OTN\/\N/&O HO “OoH
| I |
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Tabela 3 — Cargas ligantes adicionais
Preparadas
Usando Méto-
ID Estrutura o MS: m/z
do Similar ao
Composto ID
cl—, cl
g
CO YT
892.9
311 o) o. P 267 .
O’ P< [M+H]
Ho ©H
N—
S\S/\/
\ N
cl— cl
Nw/@\(’\l
PORAARGE
889.2
312 o o0 267 .
° P [M+H]
o ug OH
NH
N/\/\/\/
X
o)
Cl—, cl
K
C g
880.9
313 O 267 .
0 “Fon [M+H]
NH HO
S-g
\ N
w  QRaRP 1618.6
B14 | e A NeY/ 291 >
zwo/\/\fo/vv\owvr/:\u I i‘\ Ne ;OC< [M+H]
1 OH oy
OI)(N\
2 HzNHNO 77/@\«
o s ° © ° o & 1453.9
315 S A ? {</< 280 IM+H]'
OT()(N\
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Tabela 3 — Cargas ligantes adicionais

Preparadas
Estrutura Usan.do' Meto- MS: m/z
do Similar ao

Composto ID

316

e L 204 1604.2
\\Mv\ e, “*IK A o ) [M+ H]+

g

X

Tabela 4 — Cargas ligantes adicionais, nomes IUPAC

Nome quimico

292

Acetato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-({[1-(2,5-dioxo0-
2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-13-metil-12-ox0-3,6,9-trioxa-13-azapentadecan-
15-il](metil)carbamoil}éxi)-1,2-di-hidro-3H-benzol[e]ind ol-3-iljcarbonil}tiofen-
2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-ila

293

Acetato de (1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-{[(2-{2-[2-(2,5-
dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)etoxi]etdxitetil)carbamoil]oxi}-1,2-di-hidro-
3H-benzole]indol-3-iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-ila

294

N-(24-bromo-23-0x0-4,7,10,13,16,19-hexaoxa-22-azatetracosan-1-oil)-L-
valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-benzole]ind ol-3-
iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilfoxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}metil)fenil]-L-
ornitinamida

295

N-[1-(2,5-diox0-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-
hexaoxahenicosan-21-il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-
(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2 -di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[elindol-5-il}oxi)carbonil](etillamino}etil)(etil)carbamoil]6xi}metil)fenil]-
L-ornitinamida

296

3-[(2,2-dimetilpropoxi)sulfonil]-N-[6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
illhexanoil]-L-alanil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-
3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-
iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilfoxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}metil)fenil]-L-
ornitinamida
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Tabela 4 — Cargas ligantes adicionais, nomes IUPAC

Nome quimico

297

4-((S)-2-((S)-2-((S)-2-acetamido-6-aminoexanamido)-3-metilbutanamido)-
5-ureidopentanamido)benzil ((S)-1-(clorometil)-3-(5-((S)-1-(clorometil)-5-
(((2S,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-triidroxi-6-(hidroximetil)tetra-hidro-2H-piran-2-
iloxi)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-2,3-di-
hidro-1H-benzo[e]indol-5-il) etano-1,2-diilbis(metilcarbamato)

298

N-[1-(2,5-diox0-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-
hexaoxaenicosan-21-il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-
(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2 -di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}furan-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzol[e]indol-
5-il}éxi)carbonil](etil)amino}etil)(etil)carbamoil]6xi}metil)fenil]-L-ornitinamida

299

N-[1-(2,5-diox0-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-
hexaoxahenicosan-21-il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-(4-{7-[({(1S)-1-
(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[elindol-5-il}oxi)carbonil]-4-(2-metoxietil)-3-oxo-2,10-dioxa-4,7-
diazaundec-1-il}fenil)-L-ornitinamida

300

N~2~-acetil-L-lisil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-
[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[elindol-3-
illcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di hydro-1H-benzo[e]indol-5-
ilfoxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}metil)fenil]-L-
ornitinamida

301

N-[1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-
hexaoxaenicosan-21-il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-(4-{[({4-[({(1S)-1-
(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2- di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[elindol-5-il}oxi)carbonil]piperazin-1-il}carbonil)oxi]metil}fenil)-L-
ornitinamida

302

N-(21-amino-4,7,10,13,16,19-hexaoxaenicosan-1-oil)-L-valil-N~5~-
carbamoil-N-(4-{7-[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-
(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-il|carbonil}tiofen-2-il)carbonil]-
2,3-di-hidro-1H-benzol[e]indol-5-il}6xi)carbonil]-4-(2-metoxietil)-3-oxo-2,10-
dioxa-4,7-diazaundec-1-il}fenil)-L-ornitinamida

303

N-[1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18-
hexaoxaenicosan-21-il]-L-valil-N-(4-{7-[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-
(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-benzole Jindol-3-
iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilfoxi)carbonil]-4-(2-metoxietil)-3-ox0-2,10-dioxa-4,7-diazaundec-1-il}fenil)-
L-alaninamida
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Tabela 4 — Cargas ligantes adicionais, nomes IUPAC

Nome quimico

304

N-(21-amino-4,7,10,13,16,19-hexaoxaenicosan-1-oil)-L-valil-N-(4-{7-
[{(2S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-
3H-benzole]indol-3-ilJcarbonil}tiofen-2-il)car bonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[elindol-5-il}oxi)carbonil]-4-(2-metoxietil)-3-oxo-2,10-dioxa-4,7-
diazaundec-1-il}fenil)-L-alaninamida

305

Acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(((S)-3-(5-((S)-5-(((2-((((4-((23S,26S)-1-amino-
23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-
diazaeptacosan-27-
amido)benzil)éxi)carbonil)(metil)amino)etil)(metil)carbamoil)6xi)-1-
(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-3-carbonil)tiofeno-2-carbonil)-1-
(clorometil)-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il)6xi)-3,4,5-triidroxitetra-hidro-
2H-piran-2-carboxilico

306

3-[(2-4[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonoOxi)-
1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-
2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilfoxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}etil)disulfanil]-N-[6-(2,5-
dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoyl]-L-alanina

307

3-[(24[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonoOxi)-
1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-
2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilfoxi)carbonil](metil)amino}etil)(metil)carbamoil]oxi}etil)disulfanil]-N-[6-(2,5-
dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-L-valina

308

(1S)-1-(clorometil)-3-[(5-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}tiofen-2-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-il [2-(piridin-2-ildisulfanil)etiljcarbamato

309

3-{[(2R)-1-{[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-
(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[e]indol-3-ilJcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-
il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-il}
oxi)carbonill(metil)amino}etil)(metil)carbamoilloxi}propan-2-il]disulfanil}-N-
[6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexanoil]-L-alanina

310

(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-il (2R)-2-(piridin-2-il disulfanil)propiletano-1,2-
diilbis(metilcarbamato)

311

(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-il metil[2-(piridin-2- ildisulfanil)etillcarbamato

312

(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonooxi)-1,2-di-hidro-3H-
benzo[e]indol-3-iljcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-il [6-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)hexiljcarbamato
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Tabela 4 — Cargas ligantes adicionais, nomes IUPAC

ID Nome quimico

(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonodxi)-1,2-di-hidro-3H-
313 | benzo[elindol-3-il]carbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-il [2-(piridin-2-ildisu Ifanil)etiljcarbamato

N-(21-amino-4,7,10,13,16,19-hexaoxaenicosan-1-oil)-L-valil-N~5~-carbamoil-
N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(beta-D-

314 | glucopiranuronosiléxi)-1,2-di-hidro-3H-benzo[elindol-3-
illcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilféxi)carbonill(metil)amino}etil)(metil)carbamoil]éxitmetil)fenil]-L-ornitinamida

N~2~-acetil-L-lisil-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-
[(3-{[(1S)-1-(clorometil)-5-(beta-D-glucopiranuronosiloxi)-1,2-di-hidro-3H-
315 | benzole]indol-3-ilJcarbonil}biciclo[1.1.1] pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-
benzo[e]indol-5-
ilféxi)carbonill(metil)amino}etil)(metil)carbamoil]dxitmetil)fenil]-L-ornitinamida

N-[1-(2,5-diox0-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-21-0x0-3,6,9,12,15,18- hexaoxae-
nicosan-21-il]-L-valil-N~5~-carbamoil-N-[4-({[(2-{[({(1S)-1-(clorometil)-3-[(3-
316 | {[(1S)-1-(clorometil)-5-(fosfonooxi)-1,2 -di-hidro-3H-benzo[elindol-3-
illcarbonil}biciclo[1.1.1]pent-1-il)carbonil]-2,3-di-hidro-1H-benzo[e]indol-5-
ilféxi)carbonill(metil)amino}etil)(metil)carbamoil]éxitmetil)fenil]-L-ornitinamida

[00682] A invencao também prové os compostos descritos nas Ta-
belas 5A e 5B.

Tabela 5A Representative Thiocarbamato Linker
Payoads

Método de
ID Estrutura sintese
sugerido

M/S
(previstos)

o a
®
2 N N X
/ ‘
0 SR o
.
: S
OH " on

o P
. . AL
o T
PN NN NN NN NN NH/&,Q/\ i
Oy g g g - a7
°
’ S

i
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7wz

4-((23S,26S)-1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)-23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-
3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diazaeptacosan-27-
amido)benzil (2-(((((S)-8-(clorometil)-6-(3-((S)-1-
(clorometil)-8-metil-5-(fosfonodxi)-1,2,3,6-tetra-
hidropirrolo[3,2-e]indol-3-
carbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carbonil)-1-metil-
3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-
il)oxi)carbonotioil)(metil)amino)etil)(metil)carbamato

317 231 1622.57
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Tabela 5A Representative Thiocarbamato Linker

Payoads
Método de
) M/S
ID Estrutura sintese -
: revistos
sugerido (P )
aUre o
&Nuwuwuwuwawn/k%w}{@ﬁ Y
\ [
/\wz

(S)-8-(clorometil)-6-(3-((S)-1-(clorometil)-8-metil-5-
(fosfonooxi)-1,2,3,6-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-3-
carbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carbonil)-1-metil- 231 1622.57
3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-il (2-((((4-
((23S,26S)-1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-il)-
23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-
3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diazaeptacosan-27-
amido)benzil)éxi)carbonotioil)(metil)amino)etil)
(metil)carbamato

318

/C\ cl
/ NY@\WN
TR
H 4 Q4 H
YS

H b
HO™ oy

A

o o 5 /©ﬁ
H
N/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\AN\/Q,N\)KN I
\ N
)

NH
O)\NHZ

O'-((S)-8-(clorometil)-6-(3-((S)-1-(clorometil)-8-
metil-5-(fosfonoodxi)-1,2,3,6-tetra-hidropirrolo[3,2- 231 1641.65
elindol-3-carbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carbonil)-
1-metil-3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-il) O-
(4-((23S,26S)-1-(2,5-dioxo-2,5-di-hidro-1H-pirrol-1-
il)-23-isopropil-21,24-dioxo-26-(3-ureidopropil)-
3,6,9,12,15,18-hexaoxa-22,25-diazaeptacosan-27-
amido)benzil)etano-1,2-diilbis(metilcarbamotioato)

319
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Tabela 5A Representative Thiocarbamato Linker
Payoads

Método de

) M/S
ID Estrutura sintese

sugerido (previstos)

320 4-((S)-2-((S)-2-((S)-2-acetamido-6- 237 1377.49

aminoexanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)benzil(2-(((((S)-8-(clorometil)-6-
(3-((S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonoo6xi)-1,2,3,6-
tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-3-
carbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carbonil)-1-metil-
3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-
iI)éxi)carbonotioiI)(metiI)amino)etil)(metil)carbamato

s (S)-8-(clorometil)-6-(3-((S)-1-(clorometil)-8-metil-5-
(fosfonooxi)-1,2,3,6-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-3-
carbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carbonil)-1-metil-
3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-il (2-((((4-

((S)-2-((S)-2-((S)-2-acetamido-6-aminoexanamido)-
3-metilbutanamido)-5- ureidopentanamido)benzil)
oxi)carbonotioil)(metil)amino)etil)(metil)carbamato

237 1377.49
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Tabela 5A Representative Thiocarbamato Linker
Payoads
Me,todo de M/S
ID Estrutura sintese ]
sugerido (previstos)
EI Cl
/ NZJ/@\KEN \
o o oj\N/\fE\ "o on
W*Imﬁ |
322 O-(4-((S)-2-((S)-2-((S)-2-acetamido-6- 237 1393.47
aminoexanamido)-3-metilbutanamido)-5-
ureidopentanamido)benzil) O'-((S)-8-(clorometil)-6-
(3-((S)-1-(clorometil)-8-metil-5-(fosfonoo6xi)-1,2,3,6-
tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-3-
carbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carbonil)-1-metil-
3,6,7,8-tetra-hidropirrolo[3,2-e]indol-4-il)etano-1,2-
diilbis(metilcarbamotioato)
Tabela 5B Cargas de ligante de Cubano Representa-
tivas
Método d M/S
ID Estrutura e,o 0de _
sintese | (previstos)
P By
323 o] OYO o\‘CP‘)fOH 237 13925
I~ N OH
PGS e
\LNH
NH; O)\NHQ
“: N?®JEN$
394 ) ] 931 1636.1
&/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)iuﬁn\:)OKNQAOAT/\/N\ " [M+H]+
o © \NH
O)\NHz

[00683] Condi¢cdes HPLC e LC-MS Usadas para a Andlise
[00684] Protocolo A: Coluna: Waters Acquity UPLC HSS T3, 2.1
mm X 50 mm, C18, 1.7um; Fase moével A::0.1% &cido férmico em

agua (v/v); Fase movel B: 0.1% acido formico em acetonitrila (v/v);
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Gradiente: 5% B ao longo de 0.1 min, 5% a 95% B ao longo de 0.9
min, 95% B ao longo de 0.1 min; Taxa de vazdo: 1.25 mL/min. Tempe-
ratura: 60 C; Deteccdo: 200-450nm; faixa MS (+) 10 0-2000 Daéltons;
Volume de injecao: 5 yuL; Instrumento: Waters Acquity.

[00685] Protocolo B: Coluna: Waters Acquity UPLC HSS T3, 2.1
mm X 50 mm, C18, 1.7um; Fase moével A::0.1% &cido férmico em
agua (v/v); Fase movel B: 0.1% acido formico em acetonitrila (v/v);
Gradiente: 5% B ao longo de 0.1 min, 5% a 95% B ao longo de 2.5
min, 95% B ao longo de 0.35 min; Taxa de vazéo: 1.25 mL/min. Tem-
peratura: 60 TC; Deteccdo: 200-450nm; faixa MS (+) 100-2000 Daltons;
Volume de injecao: 5 puL; Instrumento: Waters Acquity.

[00686] Protocolo C: Coluna: Phenomenex Luna C18 (2), 150 x 3.0
mm, 5 ym; Fase mével A: 0.1% acido férmico em agua (v/v); Fase mo-
vel B: 0.1% acido férmico em acetonitrila (v/v); Gradiente: 50% B ao
longo de 1.5 min, 50% a 100% B ao longo de 6.5 min, depois 100% B
ao longo de 3 min; Taxa de vazao: 0.75 mL/min. Temperatura: 45 <,
Deteccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa MS (+) 150-2000 Daltons; Vo-
lume de injec&o: 10 uL; Instrumento: Agilent 1200 LCMS.

[00687] Protocolo D: Coluna: Phenomenex Luna C18 PFP(2), 150 x
3.0 mm, 5 ym; Fase movel A: 0.1% acido formico em agua (v/v); Fase
mével B: 0.1% &cido formico em acetonitrila (v/v); Gradiente: 0% a 5%
B ao longo de 1.5 min, 5% a 100% B ao longo de 8.5 min, depois
100% B ao longo de 2 min; Taxa de vazéo: 0.75 mL/min. Temperatura:
ndo controlada; Deteccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa MS (+)
150-2000 Daltons; Volume de injecdo: 10 pL; Instrumento: Agilent
1200 LCMS.

[00688] Protocolo E: Coluna: Phenomenex Luna C18 PFP(2), 150 x
3.0 mm, 5 ym; Fase movel A: 0.1% acido formico em agua (v/v); Fase
movel B: 0.1% &acido férmico em acetonitrila (v/v); Gradiente: 5% B ao
longo de 1.5 min, 5% a 100% B ao longo de 8.5 min, depois 100% B
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ao longo de 2 min; Taxa de vazao: 0.75 mL/min. Temperatura: nao
controlada; Deteccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa MS (+) 150-2000
Daltons; Volume de injecdo: 10 uL; Instrumento: Agilent 1200 LCMS.
[00689] Protocolo F: Coluna: Xtimate C18, 30 x 2.1 mm, 3 um; Fase
mével A: 0.037% TFA em agua (v/v); Fase moével B: 0.037% TFA em
acetonitrila (v/v); Gradiente: 10% B ao longo de 0.1 min, 10% a 80% B
ao longo de 3 min, depois 80% B ao longo de 0.1 min; Taxa de va-
z&do: 1.5 mL/min. Temperatura: 40C; Deteccao: DAD 220 nm; faixa
MS (+) 100-1000 Déltons; Volume de inje¢do: 3 uL; Instrumento: Shi-
madzu.

[00690] Protocolo G: Coluna: Xtimate C18, 30 x 2.1 mm, 3 um; Fase
mével A: 0.037% TFA em agua (v/v); Fase moével B: 0.037% TFA em
acetonitrila (v/v); Gradiente: 10% B ao longo de 0.1 min, 10% a 80% B
ao longo de 3 min, depois 80% B ao longo de 0.1 min; Taxa de va-
z&o: 1.5 mL/min. Temperatura: 40C; Deteccao: DAD 220 nm; faixa
MS (+) 100-1000 Déltons; Volume de inje¢édo: 3 uL; Instrumento: Shi-
madzu.

[00691] Protocolo H: Coluna: Xtimate C18, 30 x 2.1 mm, 3 um; Fase
mével A: 0.037% TFA em agua (v/v); Fase movel B: 0.037% TFA em
acetonitrila (v/v); Gradiente: 0% B ao longo de 0.1 min, 0% a 60% B ao
longo de 2 min, depois 60% B ao longo de 0.1 min; Taxa de vazao: 1.5
mL/min. Temperatura: 40C; Deteccao: DAD 220 nm; faixa MS (+)
100-1000 Daltons; Volume de injecdo: 2 pL; Instrumento: Shimadzu.
[00692] Condi¢cbes HPLC Usadas para Purificacéo

[00693] Método A: Coluna: Phenomenex Luna C18(2), 150 x 21.2
mm, 5 um; Fase moével A: 0.02% acido formico em agua; Fase movel
B: 0.02% acido férmico em acetonitrila; Gradiente: 40% B ao longo de
1.5 min, 40% a 100% B ao longo de 8.5 min, 100% B ao longo de 0.5
min; Taxa de vazao: 27 mL/min; Deteccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa
MS (+) 150-2000 Daltons; Instrumento: Waters FractionLynx.
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[00694] Método B: Coluna: Phenomenex Luna PFP (2), 150 x 21.2
mm, 5 um; Fase movel A: 0.02% acido formico em agua; Fase movel
B: 0.02% acido férmico em acetonitrila; Gradiente: 30% B ao longo de
1.5 min, 30% a 60% B ao longo de 8.5 min, 60% B a 100% B ao longo
de 0.5 min, 100% B ao longo de 2 min; Taxa de vazao: 27 mL/min; De-
teccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa MS (+) 150-2000 Daltons; Instru-
mento: Waters FractionLynx.

[00695] Método C: Coluna: Phenomenex Synergi Polar RP, 150 x
21.2 mm, 4 ym; Fase movel A: 0.02% &cido formico em &gua; Fase
mével B: 0.02% acido formico em acetonitrila; Gradiente: 20% B ao
longo de 1.5 min, 20% a 50% B ao longo de 8.5 min, 50% B a 100% B
ao longo de 0.5 min, 100% B ao longo de 2 min; Taxa de vazéo: 27
mL/min; Deteccao: DAD 210-360 nm; faixa MS (+) 150-2000 Daltons;
Instrumento: Waters FractionLynx.

[00696] Método D: Coluna: Xtimate C18, 30 x 2.1 mm, 3 um; Fase
mével A: 0.2% TFA em &gua (v/v); Fase mével B: 0.2% TFA em aceto-
nitrila (v/v); Gradiente: 25% B ao longo de 1.5 min, 25% a 50% B ao
longo de 25 min, depois 100% B ao longo de 5.0 min; Taxa de va-
z&0: 90 mL/min. Temperatura: nao controlada; Deteccdo: DAD 220
nm; faixa MS (+) 100-1000 DAltons; Instrumento: Shimadzu.

[00697] Método E: Coluna: LUNA C18, 250 x 50 mm, 10 um; Fase
mével A: 0.2% TFA em &gua (v/v); Fase mével B: 0.2% TFA em aceto-
nitrila (v/v); Gradiente: 25% B ao longo de 1.5 min, 25% a 55% B ao
longo de 25 min, depois 100% B ao longo de 5.0 min; Taxa de va-
z&0: 90 mL/min. Temperatura: nao controlada; Deteccdo: DAD 220
nm; faixa MS (+) 100-1000 DAaltons; Instrumento: Shimadzu.

[00698] Método F: Coluna: Phenomenex Luna C18(2), 250 x 50
mm, 10 um; Fase moével A: 0.2% TFA em agua (v/v); Fase mével B:
0.2% TFA em acetonitrila (v/v); Gradiente: 35% a 65% B ao longo de

30 min, depois 100% B ao longo de 5.0 min; Taxa de vaz&o: 90
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mL/min. Temperatura: ndo controlada; Detecgao: DAD 220 nm; faixa
MS (+) 100-1000 DAltons; Instrumento: Shimadzu.

[00699] Método G: Coluna: Phenomenex Luna C18(2), 250 x 50
mm, 10 um; Fase moével A: 0.2% TFA em agua (v/v); Fase mébvel B:
0.2% TFA em acetonitrila (v/v); Gradiente: 10% B ao longo de 1.5 min,
10% B a 55% B ao longo de 8.5 min, 55% B a 100% B ao longo de 0.5
min, depois mantida a 100% B por 1.5 min; Taxa de vazao: 27 mL/min.
Temperatura: ndo controlada; Deteccao: DAD 210-360 nm; faixa MS
(+) 150-2000 Déltons; Instrumento: 305 RP Waters Fractional Lynx
LCMS

[00700] Método H: Coluna: Phenomenex Luna C18(2), 150 x 21.2
mm, 5 ym; Fase movel A: 0.2% TFA em agua (v/v); Fase movel B:
0.2% TFA em acetonitrila (v/v); Gradiente: 10% B ao longo de 1.5 min,
10% B a 75% B ao longo de 8.5 min, depois 75% B a 100% B ao longo
de 2.0 min; Taxa de vazao: 27 mL/min. Temperatura: ndo controlada;
Deteccdo: DAD 210-360 nm; faixa MS (+) 150-2000 Daltons; Instru-
mento: 305 RP Waters Fractional Lynx LCMS.

[00701] Método H1: Coluna: Phenomenex Luna C18(2), 150 x 21.2
mm, 5 ym; Fase movel A: 0.2% TFA em agua (v/v); Fase movel B:
0.2% TFA em acetonitrila (v/v); Gradiente: 1% B ao longo de 1.5 min,
1% B a 100% B ao longo de 8.5 min, depois 100% B ao longo de 2.0
min; Taxa de vazao: 27 mL/min. Temperatura: ndo controlada; Detec-
cdo: DAD 210-360 nm; faixa MS (+) 150-2000 DAltons; Instrumento:
305 RP Waters Fractional Lynx LCMS.

[00702] Método I1: Coluna: Phenomenex Luna PFP (2), 150 x 21.2
mm, 5 um; Fase movel A: 0.02% TFA em agua; Fase moével B: 0.02%
TFA em acetonitrila; Gradiente: 40% B ao longo de 1.5 min, 40% a
100% B ao longo de 8.5 min, 100% B ao longo de 2.0 min; Taxa de
vazao: 27 mL/min; Deteccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa MS (+) 150-
2000 Déltons; Instrumento: 305 Waters FractionLynx LCMS.
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[00703] Método I2: Coluna: Phenomenex Luna PFP (2), 150 x 21.2
mm, 5 ym; Fase movel A: 0.02% TFA em &agua; Fase movel B: 0.02%
TFA em acetonitrila; Gradiente: 1% B ao longo de 1.5 min, 1% a 100%
B ao longo de 8.5 min, 100% B ao longo de 2.0 min; Taxa de vazao:
27 mL/min; Deteccdo: DAD 215 nm, 254 nm; faixa MS (+) 150-2000
Daltons; Instrumento: 305 Waters FractionLynx LCMS.

[00704] Método J1: Coluna: Phenomenex Synergi Polar RP, 150 x
21.2 mm, 4 um; Fase movel A: 0.02% TFA em agua; Fase mével B:
0.02% TFA em acetonitrila; Gradiente: 10% B ao longo de 1.5 min,
10% a 75% B ao longo de 8.5 min, 75% B a 100% B ao longo de 0.5
min, 100% B ao longo de 2 min; Taxa de vazdo: 27 mL/min; Deteccéo:
DAD 210-360 nm; faixa MS (+) 150-2000 Daltons; Instrumento: Waters
FractionLynx.

[00705] Método K1: Coluna: Phenomenex Luna C18(2), 250 x 50
mm, 10 um; Fase mével A: 0.2% TFA em agua (v/v); Fase mével B:
0.2% TFA em acetonitrila (v/v); Gradiente: 1% B ao longo de 1.5 min,
1% B a 75% B ao longo de 8.5 min, 75% B a 100% B ao longo de 0.5
min, depois mantida a 100% B por 1.5 min; Taxa de vazao: 27 mL/min.
Temperatura: ndo controlada; Deteccao: DAD 210-360 nm; faixa MS
(+) 150-2000 Déltons; Instrumento: 305 RP Waters Fractional Lynx
LCMS.

[00706] Método L1: Coluna: ChiralTech AD-H, 500 X 21.5 mm, 5
um; Fase mével A: CO, (v/v); Fase movel B: metanol (v/v); Gradiente:
condi¢cdes Iscocraticas 60% de CO,, 40% de metanol; Taxa de va-
z&0: 36 mL/min CO,, 24 mL/min de metanol. Retro-pressédo 100 bar;
Deteccao: DAD 210; Instrumento: Thar 80 (Waters).

[00707] Método M: Coluna: Phenomenex Synergi, 250 x 50 mm, 10
pum; Fase mével A: 0.1% TFA em agua; Fase movel B: 0.1% TFA em
acetonitrila; Gradiente: 40% a 70% B ao longo de 30 min, depois 95%

B ao longo de 5.0 min; Taxa de vazdo: 80 mL/min; Deteccdo: DAD
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220, 254 nm; faixa MS (+) 100-1000 Daltons; Instrumento: Shimadzu
LC-20AP.

[00708] Método N Coluna: Phenomenex Luna Phenylhexyl 150 x
21.2 mm, 5 uym; Fase médvel A: 0.2% TFA em agua (v/v); Fase movel
B: 0.2% TFA em acetonitrila (v/v); Gradiente: 35% B ao longo de 1.5
min, 35% B a 100% B ao longo de 18.5 min, depois 100% B ao longo
de 2.0 min; Taxa de vazao: 27 mL/min. Temperatura: ndo controlada;
Deteccdo: DAD 210-360 nm; faixa MS (+) 150-2000 Daltons; Instru-
mento: 305 RP Waters Fractional Lynx LCMS.

Exemplificacdo de Conjugados de farmaco de anticorp o

[00709] Protocolo A: Procedimento geral para a conjugacéo de anti-
corpo com carga reticulante através de dissulfitos internos

[00710] Anticorpo IgG1l IL13Ra2-AB08-v1.0/1.0-humano [Pfizer, 12-
13mg/mL de solu¢cdo em Solucdo Fisioldgica de tampédo de Fosfato
Dulbecco (DPBS, Lonza, pH 7.4)] ou anticorpo IgG1l VEGFR-1121B-
humano [Pfizer, 19.3mg/mL de solucdo em Solucdo Fisiolégica de
tampéao de Fosfato Dulbecco (DPBS, Lonza, pH 7.4)] foi reduzido com
a adicao de 2.9-3 equivalentes de cloridrato de tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP, 5mM solucao em DPBS). A reacéao foi incubada a 37<C por 1-
1.25 h e depois deixada resfriar até a temperatura ambiente. A conju-
gacao foi realizada pela adicdo de 7 equivalentes de carga reticulante
[L0mM de solucdo em N,N-dimetilacetamida (DMA)]. A DMA adicional
foi adicionada a mistura de reacdo para alcancar 10-15% (v/v) de
componente solvente organico total na mistura de reacgao final. A rea-
cao foi incubada por 1 h em temperatura ambiente. Para os ADCs 1-5,
depois de 1 h em temperatura ambiente, a carga reticulante em exces-
so foi temperada através da adicdo de 10 equivalentes de cisteina
(20mM de solucdo em DPBS). A mistura de reacédo temperada foi en-
velhecida em temperatura ambiente por 15 min e depois armazenada

a 4<C até ser purificada. Para os ADCs 6-14, depois de 1 h em tempe-
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rature ambiente, a mistura de reacao foi dessalgada através de colu-
nas de dessalinizagcdo em gel GE Sephadex e eluente DPBS (pH7.4) e
depois armazenada a 4T até ser purificada. O mater ial bruto foi purifi-
cado por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) usando o sis-
tema GE AKTA Explorer com a coluna GE Superdex 200 (10/300 GL)
e eluente DPBS (pH 7.4).

[00711] Protocolo B: Coluna: Agilent Poroshell 300SB-C8, 75 x 2.1
mm, 2.6 um; Fase moével A: 0.1% acido formico em agua (v/v); Fase
mével B: 0.1% &cido férmico em acetonitrila (v/v); Gradiente: Condi-
¢Oes Iniciais: 20% B a 45% B ao longo de 4 min; Taxa de vaz&o: 1.0
mL/min. Temperatura: 60 TC; Deteccdo:. 220 nm; faixa MS (+)
400-2000Da; Volume de injecdo: 10 yL; Instrumento: Agilent 1100 LC,
Waters MicromassZQ MS. A deconvulocdo foi realizada usando
MaxEnt1.

[00712] Protocolo C: Coluna: GE Superdex 200 (5/150 GL); Fase
movel: Solucdo fisioldgica de tampéo de fosfato (PBS, 1X, pH 7.4) com
2% de acetonitrila; Isocréatico; Taxa de vazao: 0.25 mL/min. Tempera-
tura: temperatura ambiente; Volume de injecdo: 10 pL; Instrumento:
Agilent 1100 HPLC.

[00713] Protocolo D: Preparacdao de ADC de transglutaminase,
exemplificado para a carga reticulante AcLys-vc-MMAD ("Localizacao
importa: sitio de conjugacdo modula a estabilidade e a farmacocinética
de conjugados de farmaco de anticorpo”, Chem Biol. 2013, 20, 161-7).
Para a conjugacao de C16-HC e C16-LC em AcLys-vcMMAD, o anti-
corpo foi ajustado a 5 mg/mL em tampéao contendo 25 mM de Tris-HCI
em pH 8.0 e 150 mM de NaCl, AcLys-vc-MMAD foi adicionado em um
excesso molar tanto de 5 vezes (C16-HC) ou 10 vezes (C16-LC) sobre
0 anticorpo e a reacdo enziméatica iniciada pela adicdo de 1% (p/v) de
(C16-HC) ou 2% (p/v) de (C16-LC) transglutaminase bacteriana (Aji-

nomoto Activa Tl, Japan).
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[00714] Em seguida a incubacédo com agitacdo suave a 22C (C16-
HC) ou 37C (C16-LC) por 16 horas, o ADC foi purificado usando
MabSelect SuRe (GE Healthcare, Inc) usando os procedimentos pa-
dronizados.

[00715] A invencao também prové os compostos descritos nas Ta-
belas 6A e 6B.

Tabela 6A Conjugados de farmaco de anticorpo

ID Estrutura
Cl— Cl
Y. N
VV@W {* s
g O O  oPOH
ADC1 e v° OH
0 O H O O NN
NNO\%O/\/O\WO/\/O\%O/\/*H ONJ(HQW I
xs ©
\QH
O 'NH,

HO cl

ADC2 P C
0 o) b O
N /\/OM\O/\/O\/\O/\/OM\O/\AN N_JLN/Q/ d o
b
d (@]

H .
“ © \L HO" “oH
NH
O)\NHZ
Cl—. M Cl
N/ Y __N
A N-O 090
0 O H O O NN POH
ADC3 N~~O~0 0o ~Ocrg~HN NEJLN@% A 0 OH
xd O H O ’\LH
L\I\H
O"'NH,
Cl— Cl
ageys Nfir*
W@% 8%
o o) O-P-OH
ADCA4 o o Ho oQNNN#O OH
N/\/Owo/\/Owo/\/OwO/\/KN ON:J*N /@% K zo
H ~NH 0
xs O - /
TQH
O ' NH,
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Tabela 6A Conjugados de farmaco de anticorpo

ID Estrutura
— Cl
NI M _N
ADC5 . o %© ©Bon
N~
NwOwo/\/Owo/\/Owo/\/kN HJO*Ng ° N\ \
o HO * H o. ©
XS
o cl
SRR
0O O HO 0
ADCG6 o O H o NN, OH
&NO\WONO\WO/\/O\WO/\AN N%N/[) !
HO “H
xs ©
\LNH
O”NH,
cl
E/C|
3 ~
. N A
o ] L o
O—P—OH
}NH I
ADC7 HN—,
[e) £
NH O
o)
N
X<g
o)
cl
_:/CI
W' Ly s
o
o) I
o} o
}NH e} e} F\’ OH
ADCS HN L OH
a
NH ©O
o)
N
Xeg
o)
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Tabela 6A Conjugados de farmaco de anticorpo
ID Estrutura
— Cl
Cl—, Nj‘/@YN
Seaapes
OH
HO o)
N HO
ADC9 ji j ~ oH
0 o) H o /@ﬂo N
Q/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)k,\‘ N%N |
H o E\LH
o]
xS NH
O)\NHZ
cl Cl
7 NY@\WN N
N O 0O S~ N
H O O
ADC10 Q N° HOPOH
Q QY H O @”o NI
NNO%Q%OWQ%O%QMN N_Zy !
HO “H
ys ©
\LNH
O NH,
cl Cl
:.' ~
G _pg S5
Q oH
NH o % O-P-OH
ADC11 4§_I%N—>\_
O Z
NH O
O
Q
Y\S
O
E/C| Cl
ks
Q Q
}NH o) O O-P-OH
ADC12 HN— OH
e} %
NH O
0
/Q(N
Yeg
o)
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Tabela 6A Conjugados de farmaco de anticorpo

ID Estrutura
Cl—, Y /\ q Cl
SoRR e
OH
2
ADC13 jN\ oH

é@owo«» S ioad
U

NH
O)\NHz
ol Kfu
i N o 0-P-OH
OH
ADC14 T o N
Y’Svlci Nméo\,/%o“/i,\x‘/ Hv?\N/Cr T
H s H & i H
\LNH
O/)\NHZ

[00716] Na tabela acima, "X e Y" indicam um anticorpo. Os ADCs
exemplificados foram conjugados em um anticorpo IL13 (anticorpo
IgG1 IL13Ra2-AB08-v1.0/1.0-humano) conforme denotado por anti-
corpo X e VEGF VEGFR-1121B-hG1 conforme denotado por Y.

Tabela 6B Conjugados de farmaco de anticorpo adicio  nais

pwi%

o
HO ™ oH
o) N/\/N
s N/\/O\/\O/\/O\/\O/\/Ov\o N\)K
/
(XorY) o \L
o (\I} Wz/@\( E%@
Ho ™ oH

/\/O\/\O/\/O\/\ONO\AO/\)k IT N Qk /(j/\
(XorY) o \L

NH
07 NH,
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Tabela 6B Conjugados de farmaco de anticorpo adicio  nais

/Cl Cl
ML
2
N [o] (o] N\
oL o L M
o 3

s
HO™ ™
° 0 M AN OH
AN g e
S PN O O ~ N\:)kN
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Tabela 6B Conjugados de farmaco de anticorpo adicio  nais
cl—, cl
NY@\(N
/ S A\
o}
(@] “ _O
S -
S < HO T
5 I e o
0 0~ N
H H /©/\ |
N N
0 = o} _\L
\ NH
XorY
NH 07 "NH,
o}
Cl—, cl
K
4 z S N\
HT I A
S o~ Ho R
k/\/N\ OH
BOCENOAA
\[rN: N N\)J\N
S = H & -\LH
Lok
XorY,
(Or\)n/NH 07 "NH,
O

[00717] Na tabela acima, "X e Y" indicam um anticorpo. Os ADCs
exemplificados sao conjugados em um anticorpo IL13 (anticorpo 1gG1
IL13Ra2-AB08-v1.0/1.0-humano) conforme denotado por X e anticorpo
VEGF VEGFR-1121B-hG1 conforme denotado por Y.

ADCs Exemplificados — Dados Analiticos

Tabela 7 — Dados Analisticos de ADC
Espectro de Massa: Carga ou

SEC-HPLC tempo de re- |farmaco por
tencdo e massa A de HPLC| razdo de

Peso molecular
ID do |ID dacarga da carga
ADC |reticulante reticulante ou

massa A teérico | Paraa porcéo de cadeia anticorpo
leve (LC) (DAR)
SEC (Protocolo C): 6.352
ADC1 223 1618 min; HPLC (Protocolo B): 4.0

Massa LC A = 1619

SEC (Protocolo C): 6.388
ADC2 189 1545 min; HPLC (Protocolo B): 2.7
Massa LC A = 1545
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Tabela 7 — Dados Analisticos de ADC
Espectro de Massa: Carga ou

SEC-HPLC tempo de re- |farmaco por
tencdo e massa A de HPLC| razaode

Peso molecular
ID do |ID da carga da carga
ADC | reticulante reticulante ou

massa A tedrico | Paraa porcéo de cadeia anticorpo
leve (LC) (DAR)
SEC (Protocolo C): 6.276
ADC3 298 1630 min; HPLC (Protocolo B): 5.2

Massa LC A = 1631

SEC (Protocolo C): 6.331
ADC4 299 1706 min; HPLC (Protocolo B): 3.5
Massa LC A = 1707

SEC (Protocolo C): 6.323
ADC5 303 1620 min; HPLC (Protocolo B): 3.3
Massa LC A = 1621

SEC (Protocolo C): 6.606
ADC6 231 1607 min; HPLC (Protocolo B): 3.2
Massa LC A = 1609

SEC (Protocolo C): 6.637
ADC7 266 1032 min; HPLC (Protocolo B): 3.9
Massa LC A =1032

SEC (Protocolo C): 6.639
ADCS8 279 1029 min; HPLC (Protocolo B): 4.1
Massa LC A =1030

SEC (Protocolo C): 5.779
ADC9 278 1713 min; HPLC (Protocolo B): 5.1
Massa LC A =1716
SEC (Protocolo C): 6.567
ADC10 231 1607 min; HPLC (Protocolo B): 3.3
Massa LC A = 1609

SEC (Protocolo C): 6.590
ADC11 266 1032 min; HPLC (Protocolo B): 4.6
Massa LC A =1032

SEC (Protocolo C): 6.582
ADC12 279 1029 min; HPLC (Protocolo B): 4.5
Massa LC A =1030

SEC (Protocolo C): 5.577
ADC13 278 1713 min; HPLC (Protocolo B): 4
Massa LC A =1718

SEC (Protocolo C): 6.491
ADC14 294 1578 min; HPLC (Protocolo B): 3.1
Massa LC A = 1578

[00718] Os procedimentos experimentais para a avaliacdo bioldgica
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de cargas e conjugados de farmaco de anticorpo

Linhagens celulares

[00719] As linhagens celulares de cancer foram obtidas a partir de
ATCC (Manassas, VA). N87 (carcinoma gastrico humano derivado de
sitio hepético metastatico). HL60 (leucemia), A375 (melanoma) e HU-
VEC (células endoteliais da veia umbilical humana) foram cultivadas
em meio RPMI 1640. Todos os meios foram suplementados com 10%
de soro bovino fetal, 1% de piruvato de sodio e 1% de L-glutamina (In-
vitrogen, Grand Island, NY). As células endoteliais da veia umbilical
humana (HUVEC) foram obtidas da Lonza (Allendale, NJ) e mantidas
em meio de EGM2 suplementado com EGM-2 SingleQuots (Lonza #
CC-4176). Todas as células foram mantidas em uma incubadora hu-
midificada (37°C, 5% de CO2).

Procedimento de Ensaio de Citotoxicidade para Cargas

[00720] As células em 100 ul de meio foram cultivadas em uma pla-
ca de 96 pocos. As linhagens celulares de cancer tratadas com o0s
compostos indicados através da adicdo de 50 pl de estoques de 3X
em duplicata em concentracdes de 10° As células foram incubadas
com compostos por quatro dias, depois 30 pl de solucdo CellTiter” 96
AQueous One MTS (Promega Cat # G3582) foram adicionados as cé-
lulas incubadas 1.5 hr a 37°C, depois a absorvancia medida a 490 nm
em uma leitora de placas Victor (Perkin Elmer, Waltham, MA). A viabi-
lidade celular relativa foi determinada como uma porcentagem de po-
¢cos de controle nao tratados. Os valores IC50 foram calculados usan-
do o modelo de logistica de quatro parametros #203 com XLfit v4.2
(IDBS, Guildford, Surry, UK).

Procedimento de Ensaio de Citotoxicidade para ADCs

[00721] Dia 0: as células em 100ul de meio complete em 96 placas
escuras de fundo claro plano e cultivadas O/N. Dia 1: adicionar 50ul de

compostos de teste titulados 3X para ter o volume final de 150ul e a
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cultura por 72 horas a 370C, 5% CO2. Dia 4: adicio nar 50ul de Cell
TiterGlo em todos os pocos, colocada em vértex por 20-30min, lida
com Victor 3 sob programa luminescente. Analise de Dados: A sobre-
vivéncia % € calculada como 100 X (leituras de cada ponto de dados
de BKG) ave da célula apenas ave de controle de BKG.

[00722] A tabela abaixo prove dados de IC50 para as cargas sele-

cionadas da presente invencéao.

Tabela 8 — Dados de Carga IC50
Numero do composto N87 HL-60
IC50 (nM) IC50 (nM)

13 0.138 0.014
16 1.761 0.163
18 173.740 2.188
20 296.612 1.624
23 0.252 0.072
26 10.000 -
29 0.009 <0.001
32 0.052 0.005
35 1.210 -
38 10.000 -
40 1.882 0.177
44 10.000 5.292
48 12.163 1.754
53 - 0.012
56 100.000 6.934
60 10.000 -
65 0.554 0.004
68 0.033 -
71 0.085 -
74 76.494 7.488
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Tabela 8 — Dados de Carga IC50
Numero do composto N87 AL-60
IC50 (nM) IC50 (nM)

79 7.962 0.496
82 3.242 0.359
85 0.053 0.005
88 0.502 0.022
91 0.057 0.004
97 0.222 0.009
108 3.981 0.431
109 2.296 0.095
115 1.439 0.015
117 0.004 -
119 0.004 -
123 0.003 -
126 0.004 -
130 1.804 0.227
134 - 0.099
135 0.019 0.005
136 0.003 0.005
141 12.689 0.361
142 100.000 10.000
143 100.000 10.000
144 >10.000 3.004
145 0.130 0.051
146 3.102 -
147 0.017 0.003
149 0.132 0.007
152 0.278 0.008
153 4.474
154 0.026 0.003
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Tabela 8 — Dados de Carga IC50
Numero do composto N87 HL-60
IC50 (nM) IC50 (nM)

156 10.000 61.079
157 10.000 77.406
158 14.334 4911
159 2.389 0.045
160 12.692 -
161 10.000 27.250
162 0.749 0.020
163 6.895 0.179
164 - 0.057
165 8.259 0.107
166 5.689 0.659
167 10.000 1.451
168 - 0.097
169 0.821 0.388
170 0.005 -
171 1.554 0.131
172 13.800 0.474
173 13.097 0.169
174 87.918 1.971
175 - 11.843
176 26.413 0.199
177 2.125 0.196
178 0.484 0.036
179 172.553 14.322
180 0.425 0.048
181 0.005 -

[00723] A tabela abaixo prové dados de IC50 para os ADCs seleci-

onados da presente invencao.
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Tabela 9 — Dados de IC50 de ADC
D A375 HUVEC IC50

IC50 ng/ml ng/mi
ADC1 0.15 -
ADC2 6.36 -
ADC3 2.64 -
ADC4 0.14 -
ADC5 0.14 -
ADC6 0.8 -
ADC7 2.0 -
ADCS8 1.8 -
ADC9 0.2 -
ADC10 - 9.4
ADC11 - 137
ADC12 - 7655
ADC13 - 5.92
ADC14 - 0.88

[00724] O desenho abaixo ilustra como a carga € liberada apés a

administracdo ao paciente e apds a clivagem do ligante do ADC,

exemplificado com um tipo de ligante. Varias espécies sado formadas

depois da liberacdo do ligante que se interconvertem no meio biologi-

co. Todas as espécies formadas séo reivindicadas como parte desta

invencao e se referem a férmula geral F*-L*-T-L*-F2.
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REIVINDICACOES
1. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a
férmula (1)
FleL'=T-L*-F (1)
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:
F! e F? sdo, cada um, selecionados a partir dos sistemas de
anel A, B, C e D:

HN z
Ne o o
y—Vi ' (Sistema de anel A)
wiooWP g
HN ./ z
N\
V2 o (Sistema de anel B)

(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Cxo alquila, -C2-Ce alquenila, -C>-Ce alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C1-Cs
alquila)2, -NO>, -Cs-C14 arila e -Cs-C14 heteroarila, em que dois ou mais
R opcionalmente se juntam para formar um anel ou anéis, e em que
dita -Cs-C14 arila e -Ce-C14 heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C1-Cio alquila, -C1-C1o alcoxi, -halo, -C1-C1o
alquiltio,  -trifluorometila, -NH2, -NH(Ci1-Cs alquila), -N(Ci-Cs
alquila)2, -Ci1-Cio alquil-N(C:-Cs alquila)z2, -Ci-Cs alquiltio, -NO:2
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ou -C1-Cio heterociclila, para cada sistema de anel no qual R aparece;

cada V! é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V! aparece;

cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada
sistema de anel no qual VV? aparece;

W! e W? sdo cada independentemente H, ou -C1-Cs alquila,
para cada sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

cada X é independentemente -OH, -O-acila, azido, halo,
cianato, tiocianato, isocianato, tioisocianato, ou

?
§—0-§-R
O

para cada sistema de anel no qual X aparece;

cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Ces alquil-
RA, -C(O)RA, -C(S)RA, -C(O)ORA, -S(0)20RA, -C(O)N(R?)2, -C(S)N(RA
)2, glicosila, -NO2 e -PO(OR*),, para cada sistema de anel no qual Y
aparece, em que cada R” é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C1-C2o alquila, -C1-Cg heteroalquila, -Cs-Ci4
arila, aralquila, -C:-Ci0 heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -Ci-Cxo
alquilN(R)2, em que a dita -C1-C» alquila, -C1-Csg heteroalquila, -Cs-C14
arila, aralquila, -C:-Ci0 heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -Ci1-Cxo
alquilN(R)2 sdo opcionalmente substituidas com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R;

cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H e -C:-Cg alquila, e em que a dita C1-Cg alquila é
opcionalmente substituida com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no qual Z
aparece;

L! e L? sdo, cada um independentemente, uma ligagdo

direta;
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T é selecionado a partir de:
-C(AHXL-T2-X1C(BY)-,
em que T2 é:

R1R2 R3 R4

gD

m

em que cada X! é independentemente uma ligagcdo, em que
Al e B! sdo cada independentemente =0,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D é biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano, em que o dito
biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano é opcionalmente substituido por -RE, -
C(O)RE, -C(O)ORE, -N(RE)2, -N(R)C(O)RE ou —N(R)C(O)ORE, e D é
adicionalmente opcionalmente substituido por 1 ou 2 R, e

em que cada RE é independentemente selecionado do grupo
consistindo em H, -Ci;-Cg alquila, -Ci1-Cs heteroalquila, -Ce-C14
arila, -aralquila, -C1-C1o heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -C(O)OC;1-Cs
alquila, -C(O)N(C:-Cs alquila)z2, e -C(O)-halo, e em que cada RE é
opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R.

2. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a

formula (11A):
L—P (I1A)
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:
P é:
Fl-L1-T-L2-F
em que:

F! e F? sdo, cada um, selecionados a partir dos sistemas de
anel A, B, C e D:
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HN z
No e
V! ' (Sistema de anel A)
wt W
HN ./ z
pY
V2 " (Sistema de anel B)

(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Co alquila, -C>-Cs alquenila, -C»-Cs alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C;1-Cs
alquila)2, -NO2, -Cs-C14 arila e -Cs-C14 heteroarila, em que dois ou mais
R opcionalmente se juntam para formar um anel ou anéis, e em que
dita -Ce-C14 arila e -Cs-C14 heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C1-C1o alquila, -C1-C1o alcoxi, -halo, -C1-C1o
alquiltio,  -trifluorometila, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C:-Cs
alquila)2, -Ci1-Cio alquil-N(C1-Cs alquila)z2, -Ci-Cs alquiltio, -NO:2
ou -C1-Cyo heterociclila, para cada sistema de anel no qual R aparece;

cada V! é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V! aparece;

cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada
sistema de anel no qual VV? aparece;

W! e W? sdo cada independentemente H, ou -C1-Cs alquila,

para cada sistema de anel no qual W* e W? aparecem;
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cada X € independentemente selecionado a partir
de -OH, -O-acila, azido, halo, cianato, tiocianato, isocianato,
tioisocianato, ou

O
§—o—§—R
@)

para cada sistema de anel no qual X aparece;

cada Y é independentemente selecionado a partir de uma
ligacdo,H, -C(O)RA, -C(S)RA, -C(O)ORA, -S(0)20RA, -C(O)N(RA)2, -C(S
YN(R?)2, glicosila, -NO: e -P(O)(OR")2 para cada sistema de anel no qual
Y aparece, em que cada R” é independentemente selecionado a partir
de H, -Ci-Cx alquila, -Ci-Cs heteroalquila, -Ce-Ci4 arila,
aralquila, -Ci-Ci0 heterociclila, -C3-Cg carbociclila, -Ci1-Cx
alquilN(R)2, -C1-C2o alquileno, -C1-Cg heteroalquileno, -Ce-C14 arileno,
aralquileno, -C1-Cio heterociclo, -Cs-Csg carbociclo e -C1-Czo alquilN(R)-,
e RF onde dito R* é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R, e em que um Y é
divalente e esta ligado ao L,

RF é -N(R®)QN(R®)C(0)- e esta ligado ao L na carbonila
adjacente N(R®), em que R® e R® sdo, cada um independentemente,
selecionados a partir do grupo consistindo em H, -C1-Cg alquila, -C1-Cs
heteroalquila, -Ces-C14 arila, -aralquila, -C1-C1o heterociclila e -C3-Csg
carbociclila, ou R® ou R® se unem com um carbono substituido em Q
para formar um anel -C1-C1o heterociclico ou anel -Cs-C14 heteroarila ou
R® e R® se unem em conjunto para formar um sistema de anel -C1-Cio
heterociclico ou -Cs-C14 heteroarila e onde Q é -C1-Cg alquileno-, -C1-Cs
heteroalquileno-, -C6-C14 arileno-, -aralquileno-, -C1-C1o
heterociclo- ou -Cs-Cg carbociclo-, em que Q, R® e R® sdo cada
independentemente opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R;

cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
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consistindo em H e -C:-Cg alquila, em que dita C:-Cg alquila é, cada
uma, opcionalmente substituida com de 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R, para cada sistema de
anel no qual Z aparece;

L! e L? sdo, cada um independentemente, uma ligagdo
direta,

T é selecionado a partir de:

-C(AY)XL-T2-XC(BY)-,

em que T? é:

R1R2 R3 R4
gD ]

m

em gue cada X! é independentemente uma ligagdo, em que
Al e B! sdo cada independentemente =0,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D é biclo(1.1.1.)pentano ou cubano, e em que o dito
biclo(1.1.1.)pentano ou cubano é opcionalmente substituido com —RE
, -C(O)RE, -C(O)ORE, -N(RF)2, -N(R)C(O)RE ou -N(R)C(O)ORE, e D é
adicionalmente opcionalmente substituido com 1 a2 R; e

em que cada RF é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -Ci-Cg alquila, -Ci-Cs
heteroalquila, -arila, -aralquila, -C:-Ci0 heterociclila, -C3-Csg
carbociclila, -C(O)OC:-Cs alquila, -C(O)N(C1-Cs alquila)2, e -C(O)-halo,
e em gue cada RE é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partirde R; L € LA-LB-(L®)1.3, em
que LA é selecionado a partir do grupo consistindo em -halo, -N(R)2
, -CON(R)2, -S-arila opcionalmente substituida com -NO2, ou -
CON(R)2, -S-heteroarila opcionalmente substituida com -NO2, alquil-

SO2-heteroarila, arilaSO2-heteroarila-,
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LB é LBl_LBZ_LB3

em que LB! estd ausente ou € um ou mais componentes
selecionado a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(O)NR-, -C(0O)C:-Cealquil-, -C(O)NRC:-Cealquil-
, -C1-Cealquil(OCH2CHy>)1-6-, -C(O)C1-CsalquilNRC(0)-, -C(0O)C1-Cealqui
I[(OCH2CH2)1-6-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1.6-C(O)-, -C1-Cealquil-
S-S-C1-CealquilNRC(O)CHz-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)CH:-, -C
(O)C1-Cealquil-NRC(O)C1-salquil-, -N=CR-fenil-O-C;-Cealquil-
: -N=CR-fenil-O-C1-Cealquil-
C(0)-, -C(0)-C1Cealquil(OCH2CH2)1.6NRC(O)-,  -C(O)C1-Cealquil-
fenil(NR-C(O)C1-Cealquil)1-4-, -C(O)C1-Csalquil(OCH2CH2)1.6-NRC(O)Ca1-
Cealquil-, -C1-Csalquil-, -S-, -C(0O)-CH(NR-C(O)C1-Csalquil)-C1-Csalquil-
e (-CH2-CH2-0-)1-20,

em que LB é AAo.12, em que AA é um aminoacido natural,
um aminodcido néo natural, ou —(CR*®),-S-S-(CR*°),, em que 0 e p séo
cada um, independentemente, um inteiro de 1 a 20,

LB é -PABA-, -PABC- ou ausente;

L é ausente ou independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo
em -Ci.Cealquileno-, -NRC3-Cg-heterocicliINR-, -NRC3-Cg-carbociclilNR
-, -NRC1-CsalquilNR-, -NRC1-Csalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR-, -O(CRz)
14S-S(CR2)14N(R)-, -NRC:-Ce-alquilenofenilenoNR-, -NRC1-Csalquilen
ofenilenoSO2NR-, -OC;.CealquilaS-SC1-Csalquil C(COOR)NR-, -NRC(C
OOR)C;.CealquilS-SC1-CsalquilaO-,
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5 0-3
‘ 03 , 0-3 0-3 \%
(Xo-2

em que

XAé CRouN,

XB é CH, CR(C(R)2)1-3NR, CR(C(R)2)1-30,
CR(C(R)2)13C(O)NR, CR-(C(R)2)1-3C(O)NRNR, CR(C(R)2)1-3SO2NR,
CR(C(R)2)1-sNRNR, CR(C(R)2)1-sNRC(O) ou N,

cada XC é R,

cada XP é -(CH)1s-, ou esta ausente;

XEé 0O, S, C(R)2, C(R)(C(R)2)1-3-NR2 ou NR e

cada XF é (C(R)2)1-3-NR ou C(R)2-(C(R)2)1-3-O.

3. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a
formula (111A):

AB—(L—P)1-20 (IIIA)
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:
AB é um anticorpo;
P é:
Fl—L'—T-L?-F?

em que:

F! e F? sdo, cada um, selecionados a partir dos sistemas de
anel A, B, CeD:

wioowE Lz

HN z
N
v—Vi ' (Sistema de anel A)
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(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-C2o alquila, -C>-Cs alquenila, -C»-Cs alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C;1-Cs
alquila)2, -NO2, -Ce-C14 arila e -Ce-C14 heteroarila, em que dois ou mais
R opcionalmente se juntam para formar um anel ou anéis, e em que
dita -Cs-C14 arila e -Ce-C14 heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C1-Cio alquila, -C1-C1o alcoxi, -halo, -C1-C1o
alquiltio,  -trifluorometila, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C:-Cs
alquila)2, -Ci1-Cio alquil-N(C1-Cs alquila)z2, -Ci-Cs alquiltio, -NO:2
ou -C1-Cyo heterociclila, para cada sistema de anel no qual R aparece;

cada V! é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V! aparece;

cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada
sistema de anel no qual VV? aparece;

W! e W? sdo cada independentemente H, ou -C1-Cs alquila,
para cada sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

cada X € independentemente selecionado a partir
de -OH, -O-acila, azido, halo, cianato, tiocianato, isocianato,

tioisocianato, ou
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?
i—0-$-R
o

para cada sistema de anel no qual X aparece;

cada Y € independentemente selecionado a partir de uma
ligacdo,H, -C(O)RA, -C(S)RA, -C(O)ORA, -S(0)20RA, -C(O)N(RA)2, -C(S
YN(R?)2, glicosila, -NO: e -P(O)(OR")2 para cada sistema de anel no qual
Y aparece, em que cada

RA é independentemente selecionado a partir de H, -C1-C2o
alquila, -Ci-Cg heteroalquila, -Ce-Ci14 arila, aralquila, -Ci-Cio
heterociclila, -Cs-Cg carbociclila, -Ci1-Cy alquilaN(R)2, -Ci1-C2o
alquileno, -C1-Cg heteroalquileno, -Cs-C14 arileno, aralquileno, -C1-Cio
heterociclo, -C3-Cg carbociclo e -C1-Cy alquilN(R)-, e RF onde o dito R*
€ opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R, e em que um Y € divalente e é ligado ao L,

RF é -N(R®)QN(R®C(O)- e é ligado ao L na carbonila
adjacente N(R®), em que R® e R® sdo, cada um independentemente,
selecionados a partir do grupo consistindo em H, -C:-Cg alquila, -C1-Cs
heteroalquila, -Ces-C14 arila, -aralquila, -C:-C1o heterociclila e -C3-Cg
carbociclila, ou R® ou R® se une com um carbono substituido em Q para
formar um anel -C1-C1o heterociclico ou anel -C¢-C14 heteroarila ou R® e
R® se unem em conjunto para formar um sistema de anel -Ci-Cio
heterociclico ou -Ce-C14 heteroarila e onde Q € -C1-Cs alquileno-, -C1-Csg
heteroalquileno-, -C6-Ci4 arileno-, -aralquileno-, -C1-Cio
heterociclo- ou -C3-Cg carbociclo-, em que Q, R® e R® sdo cada
independentemente opcionalmente substituido com 1 a 3 subsituents
independentemente selecionados a partir de R;

cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H e -C;-Cg alquila, sendo cada um opcionalmente

substituidos com 1 a 3 substituintes independentemente selecionados a
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partir de R, para cada sistema de anel no qual Z aparece;

L! e L? sdo, cada um independentemente, uma ligacdo
direta,

em gue cada RE é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -Ci-Cg alquila, -C:-Cs
heteroalquila, -arila, -aralquila, -C:-Cio heterociclila, -C3-Cs
carbociclila, -C(O)OC:-Cg alquila, -C(O)N(C1-Cg alquila)2, e -C(O)-halo,
e em gue cada RF é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R,
T é selecionado a partir de:

-C(AHXL-T2-X1C(BY)-,

onde T? é:

R1R2 R3 R4
gD i

m

em gue cada X! é independentemente uma ligagcéo, em que
Al e B! sdo cada independentemente =0,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D ¢é biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano, onde dito
biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano é opcionalmente substituido com —RE
, -C(O)RE, -C(O)ORE, -N(RF)2, -N(R)C(O)RE ou -N(R)C(O)ORE, e D é
adicionalmente opcionalmente substituido por1a 2 R; e

em que cada RE é independentemente selecionado do grupo
consistindo em H, -C1-Cs alquila, -C1-Cs
heteroalquila, -arila, -aralquila, -Ci-Cio heterociclila, -C3-Cs
carbociclila, -C(O)OC:-Cs alquila, -C(O)N(C1-Cs alquila)., e -C(O)-halo,
e em que cada RE é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R;

L é LA-LB-(LC)1-3;

LA é selecionado a partir de: uma ligacéo ao AB, -NR-(ligagdo
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ao AB), alquil-SO»-heteroarila, arilSO2-heteroarila-,

o o o
(bond to AB) (bond to AB)
%NH %—‘NH ‘%-N
(bond to AB)
HO (@] , HO o] e o 1

LB é LBl_LBZ_LBB

em que LB! estd ausente ou é um ou mais componentes
selecionado a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(O)NR-, -C(0O)C:1-Cealquil-, -C(O)NRC:-Cealquil-
, -C1-Cealquil(OCH2CHz2)16-, -C(O)C1-CsalquilNRC(O)-, -C(O)C1-Cealqui
I[(OCH2CH2)16-, -C1-Csalquil(OCH2CH>)16-C(O)-, -C1-Csalquil-
S-S-C1-CealquilNRC(O)CHz-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)CH:-, -C
(O)C1-Cealquil-NRC(O)C1-salquil-, -N=CR-fenila-O-C1.Cealquil-
, -N=CR-fenila-O-C1-Csalquil-
C(0)-, -C(0)-C1Cealquil(OCH2CH2)1.6NRC(O)-,  -C(O)C1-Cealquil-
fenila(NR-C(O)C1-Cealquila)i-4-, -C(O)C1-Csalquil(OCH2CH>)1.6-NRC(O)
C:1Cealquil-, -Ci.Cealquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(O)C:-Csalquila)-Ci-
Cesalquil- e (-CH2-CH2-0-)1-20;

LB2 é AAo12, em que AA é um aminoéacido natural, um
aminodcido ndo natural, ou —(CR®),-S-S-(CR*®), em que o0 e p séo, cada
um, independentemente, um inteiro de 1 a 20,

LB3 é -PABA-, -PABC- ou esta ausente,

L® estd ausente ou é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo
em -C1.Cealquileno-, -NRC3-Cs-heterocicliiNR-, -NRCs-Cg-carbociclilNR
-, -NRC1-CealquilNR-, -NRC:-Csalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR- , -O(CR?)
1-4S-S(CR2)1.4N(R)-, -NRC:-Cs-alquilenofenilenoNR-, -NRC;-Cealquilen
ofenilenoSO2NR-, -OC1.CealquilaS-SC1.CesalquilaC(COOR)NR-, -NRC(
COOR)C;.CealquilaS-SC1-CsalquilaO-,
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em que

XA é CRou N,

XB é CH, CR(C(R)2)1-3NR, CR(C(R)2)1-30,
CR(C(R)2)13C(O)NR, CR-(C(R)2)1-3C(O)NRNR, CR(C(R)2)1-3SO2NR,
CR(C(R)2)1-sNRNR, CR(C(R)2)1-sNRC(O) ou N,

cada XC é R;

cada XP é -(CH)1s-, ou esta ausente;

XEé 0O, S, C(R)2, C(R)(C(R)2)1-3-NR2 ou NR, e

cada XF é (C(R)2)1-3-NR ou C(R)2-(C(R)2)1-3-O .

4. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a
formula (11B):

F1_L1_-I|-_L2_F2
L (11B)

ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:

F! e F? sdo, cada um, selecionados a partir dos sistemas de
anel A, B,Ce D:

HN z
Ne e
y—V1 ' (Sistema de anel A)
wtooWP g
HN. z
N\
V2 o (Sistema de anel B)
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(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Co alquila, -C>-Cs alquenila, -C,-Cs alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C;1-Cs
alquila)z2, -NO2, -Ce-C14 arila e -Ce-C14 heteroarila, em que dois ou mais
R opcionalmente se juntam para formar um anel ou anéis, e em que
dita -Cs-C14 arila e -Ce-C14 heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionados a partir
de -C1-C1o alquila, -C1-C1o alcoxi, -halo, -C1-C1o
alquiltio,  -trifluorometila, -NH2, -NH(C:-Cs alquila), -N(C:-Cs
alquila)2, -Ci1-Cio alquil-N(C1-Cs alquila)z2, -Ci-Cs alquiltio, -NO:2
ou -C1-Cyo heterociclila, para cada sistema de anel no qual R aparece;

cada V! é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V!aparece;

cada V2 é independentemente O, N(R) ou S, para cada
sistema de anel no qual VV? aparece;

W?! e W? sdo cada independentemente H, ou -C:-Cs alquila,
para cada sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

cada X € independentemente -OH, -O-acila, azido, halo,

cianato, tiocianato, isocianato, tioisocianato, ou O |, para cada
sistema de anel no qual X aparece;
cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo

consistindo em H, -C1-Cs alquil-
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RA -C(O)RA, -C(S)RA, -C(O)ORA, -S(0)20RA, -C(O)N(RA)2, -C(S)N(RM)2,
glicosila, -NO2 e -PO(OR”),, para cada sistema de anel no qual Y
aparece, em que cada R” é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C1-Cy alquila, -C:-Cg heteroalquila, -Cs-C14
arila, aralquila, -C:-Ci0 heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -Ci-Cxo
alquilN(R)2, em que dita -C1-C2o alquila, -C1-Cs heteroalquila, -Ce-C14
arila, aralquila, -C1-Ci0 heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -C1-Coxo
alquilN(R)2> séo opcionalmente substituidas com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionado a partir de R;

cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H e -C1-Csg alquila, e em que a dita Ci-Cg alquila é
opcionalmente substituidos com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no qual Z
aparece;

L! e L? sdo, cada um independentemente, uma ligagdo
direta,
T é selecionado a partir de:

-C(A)XL-T2-X1C(BY)-,

onde T2 é:

R1R2 R3 R4
gD i

m

em gue cada X! é independentemente uma ligagdo, em que
Al e B! sdo cada independentemente =0,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D é biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano, em que o dito
bicilo(1.1.1.)pentano ou cubano é opcionalmente substituido por um ou
mais membros do grupo selecionado de -N(RF)C(O)- em que a carbonila
éligadaal, e —C(O)- em que a carbonila é ligada a L, e adicionalmente

opcionalmente substituido porde 1 a 2 R;
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onde cada RF é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C1-Cs alquila, -C1-Cs
heteroalquila, -arila, -aralquila, -C:-Cio heterociclila, -C3-Cs
carbociclila, -C(O)OC:-Cg alquila, -C(O)N(C1-Cg alquila)2, e -C(O)-halo,
e em gue cada RF é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R;

L & LA-LB-(LO)1-3;

LA é selecionado a partir de -halo, -N(R)2, -CON(R)2, -S-arila
opcionalmente substituida com -NO:> ou -CONR2, -S-heteroarila
opcionalmente substituida com -NO32, alquil-SO2-heteroarila, arilSO»-

heteroarila-,

P I

LBl LBZ LBS

em que LB! estd ausente ou é um ou mais componentes
selecionado a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(ONR-, -C(0O)C:-Cealquil-, -C(O)NRC:-Cealquil-
, -C1-Csalquil(OCH2CH2)16-, -C(O)C1-CsalquilNRC(O)-, -C(O)C1-Cealqui
|(OCH2CH2)1.6-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1.6-C(O)-, -C1-Csalquil-
S-S-C1.CealquilNRC(O)CHz-, -Ci1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)CH:-, -C
(O)C1-Cealquil-NRC(O)C1-salquil-, -N=CR-fenil-O-C.Csalquil-
, -N=CR-fenil-O-C:.Cealquil-
C(0)-, -C(0)-Ci1-Cealquil(OCH2CH2)1.6NRC(0O)-,  -C(O)C1-Cealquil-
fenil(NR-C(O)C1-Csalquil)1-4-, -C(O)C1-Csalquil(OCH2CH2)1.6-NRC(O)Ca-
Csalquil-, -C1-Cealquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(0O)C;-Cealquil)-C1-Csalquil-
e (-CH2-CH2-0-)1-20; em que

LB2 é AAo12, em que AA é um aminoacido natural, um

aminoacido néo natural, ou —(CR%),-S-S-(CR®), em que o e p sdo cada
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um, independentemente, um inteiro de 1 a 20,

LB3 é -PABA-, -PABC- ou esta ausente;

L¢ estd ausente ou é independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo
em -C1.Cealquileno-, -NRC3z-Cg-heterocicliNR-, -NRC3-Cs-carbociclilNR
-, -NRC1-CealquilNR-, -NRC;-Csalquileno-, -S-, -NR-, -NRNR- , -O(CR2)
1-4S-S(CR2)14N(R)-, -NRC1-Ce-alquilenofenilenoNR-, -NRC1-Csalquilen
ofenilenoSO2NR-, -OC1.CsalquilS-SC;.CealquilC(COOR)NR-, -NRC(CO
OR)C1.CealquilS-SC;-CealquilaO-,

5 0-3
, 03 , 0-3 0-3 \%
(Xo-2

Wz
e "
— _XA (XD) XE %
g \ ,  — X"
0-3

em que

XA é CRou N,

XB é CH, CR(C(R)2)1-3NR, CR(C(R)2)1-30,
CR(C(R)2)13C(O)NR, CR-(C(R)2)13C(O)NRNR, CR(C(R)2)1-3SO2NR,
CR(C(R)2)1:3NRNR, CR(C(R)2)1.3NRC(O) ou N;

cada XC é R;

cada XP é -(CH2)1.5-, ou esta ausente;

XEé 0O, S, C(R)2, C(R)(C(R)2)1-3-NR2 ou NR, e

cada XF é (C(R)2)1-3-NR ou C(R)2-(C(R)2)1-3-O.

5. Composto, caracterizado pelo fato de que apresenta a

férmula (111B):
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1-20 (1B)
ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, em que:
AB é um anticorpo;
F! e F? sdo, cada um, selecionados a partir dos sistemas de
anel A, B,Ce D:

(Sistema de anel C)

(Sistema de anel D);

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Cxo alquila, -C2-Ce alquenila, -C>-Ce alquinila,
halo, hidroxila, alcoxi, -NH2, -NH(C:i-Cs alquila), -N(Ci-Cs
alquila)z2, -NO2, -Cs-C14 arila e-Ce-C14 heteroarila, em que dois ou mais
R opcionalmente se juntam para formar um anel ou anéis, e em que a
dita -Cs-C14 arila e-Ces-C14 heteroarila sdo opcionalmente substituidas
com 1 a 5 substituintes independentemente selecionado a partir
de -C1-Cio alquila, -C1-Cuo alcoxi, -halo, -C1-C1o
alquiltio,  -trifluorometila, -NH2, -NH(Ci1-Cs alquila), -N(Ci-Cs
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alquila)z, -C1-C1o alquil-N(C1-Cs alquila)2, -C1-Cs alquiltio, -NO2 or -C1-Cio
heterociclila, para cada sistema de anel no qual R aparece;

cada V! é independentemente uma ligacdo, O, N(R) ou S,
para cada sistema de anel no qual V'aparece;

cada V? é independentemente O, N(R) ou S, para cada
sistema de anel no qual VV? aparece;

W* e W? sdo cada independentemente H, ou -C1-Cs alquila,
para cada sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

cada X é independentemente -OH, -O-acila, azido, halo,

cianato, tiocianato, isocianato, tioisocianato, ou O | para cada
sistema de anel no qual X aparece;

cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Cs alquil-
RA -C(O)RA, -C(S)RA, -C(O)ORA, -S(0)20RA, -C(O)N(RA)2, -C(S)N(RA)2,
glicosila, -NO2 e-PO(ORA),, para cada sistema de anel no qual Y
aparece, em que cada R” is independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C1-Cy alquila, -C1-Cg heteroalquila, -Cs-C14
arila, aralquila, -Ci-C1o heterociclila, -C3-Cg carbociclila e-C1-Cx
alquilN(R)2, em que said -C1-Cxo alquila, -C1-Cg heteroalquila, -Cs-C14
arila, aralquila, -C1-Ci0 heterociclila, -C3-Cg carbociclila e -Ci-Cxo
alquilN(R)2 sdo opcionalmente substituidas com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R;

cada Z é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H e -C:-Cg alquila, e em que a dita C1-Cg alquila é
opcionalmente substituidos com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R, para cada sistema de anel no qual Z
aparece;

L! e L? sdo, cada um independentemente, uma ligagdo

direta,
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T é selecionado a partir de:
-C(AHXL-T2-XIC(BY)-,
onde T2 é:

gD ]

m

em gue cada X! é independentemente uma ligagdo, em que
Al e B! sdo cada independentemente =O,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D ¢é biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano, onde o dito
biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano é opcionalmente substituido com um
ou mais membros do grupo selecionado de N(RF)C(O)-, onde a
carbonila esta ligada a L, e —C(O)- onde a carbonila esta ligada a L, e
adicionalmente opcionalmente substituida porde 1 a 2 R;

onde cada RF é independentemente selecionado a partir do
grupo consistindo em H, -C1-Csg alquila, -C1-Csg
heteroalquila, -arila, -aralquila, -C:-Ci0 heterociclila, -C3-Csg
carbociclila, -C(O)OC:-Cs alquila, -C(O)N(C1-Cs alquila)2, e -C(O)-halo,
e em gue cada RF é opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes
independentemente selecionados a partir de R;

L é LA-LB-(LC)1-3;

LA é selecionado a partir de: uma ligacédo ao AB, -NR-(ligagédo

ao AB), alquil-SO2-heteroarila, arilaSO2-heteroarila-,

(o]

[e] o
(bond to AB)
(bond to AB)
% % %N
NH NH
(bond to AB)
HO o , Ho o e o

em que LB! estd ausente ou é um ou mais componentes
selecionados a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -C(S)-
: -C(O)NR-, -C(0)C1-Cealquil-, -C(O)NRC;-Cealquil-
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, -C1-Cealquil(OCH2CHz2)1-6-, -C(O)C1-CsalquilNRC(O)-, -C(O)C1-Cealqui
[(OCH2CH2)1-6-, -C1-Csalquil(OCH2CH2)1.6-C(0)-, -C1.Cealquil-
S-S-C1-CealquilNRC(O)CHz-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)CHz-, -C
(O)C1-Csalquil-NRC(O)C1-salquil-, -N=CR-fenil-O-C1-Csalquil-
: -N=CR-fenil-O-C1.Csalquil-
C(0)-, -C(0)-CiCealquil(OCH2CH2)1.6NRC(O)-,  -C(O)C1-Csalquil-
fenil(NR-C(O)C1-Cealquila)i-4-, -C(O)Ci1-Cealquil(OCH2CH2)1.s-NRC(O)C
1.Cealquil-, -Ci.Cealquil-, -S-, -C(O)-CH(NR-C(O)Ci-Cealquil)-Ci-
Csalquil- e(-CH2-CH2-0O-)1-20; em que

LB2 é AAo12, em que AA é um aminoéacido natural, um
aminoacido néo natural, ou —(CR%),-S-S-(CR®), em que o e p sdo cada
um, independentemente, um inteiro de 1 a 20,

LB3 é -PABA-, -PABC- ou esta ausente;

L¢ estd ausente ou € independentemente selecionado a
partir do grupo consistindo
em -Ci.Csalquilaeno-, -NRCs-Cs-heterocicliNR-, -NRC3-Csg-carbociclilN
R-, -NRC1-CsalquilNR-, -NRC:-Cealquileno-, -S-, -NR-, -NRNR- , -O(CR
2)1-4S-S(CR2)1.4N(R)-, -NRC:-Cs-alquilenofenilenoNR-, -NRC:-Csalquile
nofenilenoSO2NR-, -OC1.CealquilS-SC1-Csalquil C(COOR)NR-, -NRC(C
OOR)C;.CealquilS-SC:-CsalquilaO-,

| 0-3
,’ 03 , 0-3 0-3 M
(X902

WS
e % Y
— _XA (XD) XE %
\ ./ A0
0-3
em que

XAé CRou N,
X8 & CH, CR(C(R}2w:NR,  CR(C(R)2)1:0,
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CR(C(R)2)13C(O)NR, CR-(C(R)2)1-3C(O)NRNR, CR(C(R)2)1-3SO2NR,
CR(C(R)2)1-3NRNR, CR(C(R)2)1-3NRC(O) ou N;

cada X® é R;

cada XP é -(CH)1s-, ou esta ausente;

XEé 0O, S, C(R)2, C(R)(C(R)2)1-3-NR2 ou NR, e

cada X é (C(R)2)1-3-NR ou C(R)2-(C(R)2)1-3-O.

6. Composto de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de que:

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-C2o alquila e -NHz;

cada V' é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V! aparece;

cada V? é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V? aparece;

W! e W? sdo cada independentemente H, ou -C1-Cs alquila,
para cada sistema de anel no qual W* e W? aparecem;

cada X é independentemente halo, para cada sistema de
anel no qual X aparece;

cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C(O)R*, -C(O)N(R")., glicosila, -NO2 e-PO(OR™),
para cada sistema de anel no qual Y aparece, em que cada R é
independentemente selecionado a partir do grupo consistindo em
H, -C1-Cxo alquila, -C1-Cg heteroalquila, -C3-Cg carbociclila e-C1-Cxo
alquilN(R)2, em que a dita -C1-Czo alquila, -C1-Cs heteroalquila, -C3-Cs
carbociclila e-C1-C2o alquilN(R)2 séo opcionalmente substituidas com 1
a 3 substituintes independentemente selecionados a partir de R;

L' e L® sdo, cada um independentemente, uma ligacdo
direta; e

T é selecionado a partir de:

-C(AHX-T>-X'Cc(BY)-,
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onde T? é:

R]_Rz R3 R4

gD

m

em que cada X! é uma ligacdo, em que Al e B! sdo cada
independentemente =0,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D é bicilo(1.1.1.)pentano ou cubano, onde o dito
biciclo(1.1.1.)petano ou cubano € opcionalmente substituido
com -NH:, -N(R)C(O)H ou -N(R)C(O)OH.

7.Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 2 e 3, caracterizado pelo fato de que:

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-C2o alquila e -NH;

cada V' é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V! aparece;

cada V é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual e aparece;

W' e W? sdo cada independentemente H, -Ci-Cs
alquila, -C(O)OR, ou -C(O)NR; para cada sistema de anel no qual W! e
W? aparecem;

cada X é independentemente halo, para cada sistema de
anel no qual X aparece;

cada Y é independentemente selecionado a partir de uma
ligacao,
H, -C(O)R?, -C(S)R?, -C(O)OR”, -S(0)20R", -C(O)N(R?)2, -C(S)N(R™)z2,
glicosila, -NO2 e-P(O)(ORA)z para cada sistema de anel no qual Y
aparece, em que cada R”* é independentemente selecionado a partir de

H, -C1-C20 alquila, -C1-Cg heteroalquila, -Cs-C14 arila, aralquila, -C1-Cio
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heterociclila, -C3-Cs carbociclila, -Ci-C2 alquilN(R)2, -Ci-C2o
alquileno, -C1-Cg heteroalquileno, -Cs-C14 arileno, aralquileno, -C1-Cio
heterociclo, -C3-Cg carbociclo e-C1-C2o alkyIN(R)-, eR" onde dito R” é
opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R, e em que um Y é divalente e é ligado ao L,
RF é -N(R®)QN(R®)C(O)- e é ligado ao L na carbonila adjacente N(R>),
em que R® e R® s&o, cada um independentemente, selecionados a partir
do grupo consistindo em H, -C1-Cs alquila, e-C1-Csg heteroalquila, ou R®
ou R® se unem com um carbono substituido em Q para formar um
anel -C1-Cio heterociclico ou -Cs-C14 heteroarila ou R> e R® se unem em
conjunto para formar um sistema de anel -C:-Cio heterociclico
ou -Cs-C14 heteroarila e onde Q é -C1-Cg alquileno-, -Ce-C14 arileno-,
ou -C3-Cs carbociclo-, em que Q, R® e R®séo cada independentemente
opcionalmente substituido com 1 a 3 substituintes independentemente
selecionados a partir de R;

L' e L? sao, cada um independentemente, selecionados a
partir de uma ligacao direta; e
T é selecionado a partir de:

-Cc(AHX -T2-X'Cc(BY-,
onde T? é:

R1R2 R3 R4

gD ]

m

em que cada X! é uma ligacdo, em que A! e B! sdo cada
independentemente =0,

em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D é biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano, onde o dito
biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano ¢é opcionalmente substituido
com -NH:, -N(R)C(O)H ou -N(R)C(O)OH.
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8. Composto de acordo com a reivindicacdo 4 ou 5,
caracterizado pelo fato de que:

cada R é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C1-Cxo alquila e -NHz;

cada V! é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V! aparece;

cada V2 é independentemente O ou N(R) para cada sistema
de anel no qual V? aparece;

W! e W? sdo cada independentemente H, -Ci-Cs
alquila, -C(O)OR, or -C(O)NR: para cada sistema de anel no qual W' e
W? aparecem;

cada X é independentemente halo, para cada sistema de
anel no qual X aparece;

cada Y é independentemente selecionado a partir do grupo
consistindo em H, -C(O)R”, -C(O)N(R")2, glicosila, -NO2 e-PO(ORA),,
para cada sistema de anel no qual Y aparece, em que cada R” é
independentemente selecionado a partir do grupo consistindo em
H, -C1-Cxo alquila, -C1-Cg heteroalquila, -Cz-Cg carbociclila e-C1-Cxo
alquilN(R)2, em que dita -C1-C20 alquila, -C1-Cs heteroalquila, -C3-Cs
carbociclila e-C1-C2o alquilN(R)2 sédo opcionalmente substituidas com 1
a 3 substituintes independentemente selecionados a partir de R;

L! e L? sdo, cada um independentemente, uma ligagdo
direta; e

T é -C(AL)XL-T2-X1C(BY)-,
onde T2 é:
R1R2 R3 R4
gD i

m

em que cada X! é uma ligacdo, em que Al e B! sdo cada

independentemente =0,
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em que g e j sdo, cada um, independentemente 0 emé 1, e
em que D é biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano, onde o dito
biciclo(1.1.1.)pentano ou cubano ¢é opcionalmente substituido
com -NHz, -N(R)C(O)H or -N(R)C(O)OH.

9. Composto de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 2 e 4, caracterizado pelo fato de que:

LA é selecionado a partir do grupo consistindo
em -halo, -N(R)2 , -CON(R)2, -S-arila opcionalmente substituida
com -NO2 ou —CON(R)2, -S-heteroarila opcionalmente substituida

com -NO, alquil-SO2-heteroarila, arilISO2-heteroarila-, e

g

LB é LBL-LB%-LB3em que LB! estad ausente ou € um ou mais

componentes selecionado a partir do grupo consistindo em -C(O)- , -

C(9)-, -C(O)NR-, -C(0O)C1-Cealquil-, -C(O)NRC1-Cealquil-
, -C1-Cealquil(OCH2CH?>)16-, -C(O)C1-CsalquilNRC(0O)-, -C(O)C1-Cealqui
[((OCH2CH2)1-6-, -C1-Csalquil(OCH2CH2)1.6-C(O)-, -C1-Cealquil-

S-S-C1.CsalquilNRC(O)CH2-C1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)CH2-, -C(
0)C1-Cealquil-NRC(O)C1-salquil-
, -C(0)-C1.Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)-, -C(0)C1-Csalquil-
fenil(NR-C(O)C1.Csalquila)1-s-, -C(O)C1-Cealquil(OCH2CH2)1.s-NRC(O)C
1-Cealquil-, -Ci.Cealquil-, -S- , -C(O)-CH(NR-C(O)C:-Csalquil)-Cs-
Csalquil- e(-CH2-CH2-O-)1-20, em que

LB2 é AAo12, em que AA é um aminoacido natural, um
aminodacido néo natural ou —(CR?'®),-S-S-(CR®®),, em que o e p séo,
cada um, independentemente um inteiro de 1 a 20, e

LB3 é -PABA-, -PABC- ou ausente; e

LC esta ausente.
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10. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagOes 3 e 5, caracterizado pelo fato de que:
LA é selecionado a partir de: uma ligacédo ao AB, -NR-(ligagdo

ao AB), anuiI-SOZ-heteroariIa ariISOZ-heteroariIa-

(bond to AB)
(bond to AB) %
(bond to AB)

é Bl B2 LBS em gue LB! estda ausente ou é um ou mais

componentes selecionado a partir do grupo consistindo em -C(O)-

C(9)-, -C(O)NR-, -C(0O)C:1-Cealquil-, -C(O)NRC:-Csalquil-
, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1-6-, -C(O)C1-CsalquilNRC(0O)-, -C(O)C1-Cealqui
|[(OCH2CH2)1-6-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1-6-C(O)-, -C1.Cealquil-

S-S-C1.CealquilNRC(O)CHz-, -C1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)CH:-, -C
(O)C1-Cealquil-NRC(O)C1-salquil-,

-C(0)-C1-Cealquil(OCH2CH2)1.sNRC(O)-,  -C(O)Ci-Cealquil-
fenil(NR-C(O)Ci.Csalquila)1-4-, -C(0O)C1-Csalquil(OCH2CH>)1.6-NRC(O)C
1.Csalquil-, -Ci.Cealquil-, -S- , -C(O)-CH(NR-C(O)C:-Cealquil)-Cs-
Csalquil- e(-CH2-CH2-0-)1-20, em que

LB é AAoi2, em que AA é um aminoacido natural, um
aminodacido nédo natural, ou —(CR*®)o-S-S(CR®), em que o e p sdo cada
um, independentemente, um inteiro de 1 a 20, e

LB3 é -PABA-, -PABC- ou ausente; e

LC esta ausente.

11. Composto de acordo com a reivindicagdo 2 ou 3,

caracterizado peIo fato de que RF é selecionado a partir de:

RD

5 oo RO RD
P=Dbp-2) R R RD o b RP | RP
b\L;J,b )k RP. N)k;rr\ R N/LLLL
N )\N RD\ 9N R15 9N |

| I

R

[ RP
b - e m/go ,

em que q é de 1 a 10, e cada b é independentemente CRP,

3 <

%

Petic&o 870230008940, de 01/02/2023, pag. 30/54



28147

N, NR®,Oou S; e

em gue cada RP é independentemente selecionado do grupo
consistindo de H, -C:-Cg alquila, -C(0O)-C:-Cs alquila, )-C:1-Cs
heteroalquila, -Ce-C14 arila, -aralquila, -C:-Cio heterociclila, -C3-Cs
carbociclila, -C(O)OC;-Cs alquila, -C(O)N(C1-Cs alquila), e —C(O)-halo,
opcionalmente substituido por RE,

12. Composto de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que cada V! é O, para cada sistema de anel
no qual V! aparece; e cada Y é independentemente selecionado a partir
do grupo consistindo em H, -C(O)N(R")2, -C(S)N(R?)2, -PO(OR*)2 ou
glicosila para cada sistema de anel no qual Y aparece, em que cada R”
€ independentemente selecionado a partir do grupo consistindo em
H, -C1-C20 alquila, e-C1-C2o alquilN(R)2, e em que a dita -C1-Cxo alquila,
e -C1-Czo alquilaN(R)2 sdo opcionalmente substituidas com 1 a 3
substituintes independentemente selecionados a partir de R.

13. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que um ou mais W é
C1-Cs alquila.

14. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que um ou mais X é
cloro.

15. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que Y é H ou —
C(O)C1-Cao alquila.

16. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que um ou mais Z é H.

17. Composto, de acordo com a reivindicacéo 1, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de que

é selecionado a partir de:
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18. Composto, de acordo com a reivindicagédo 1, ou um sal

v
M
H

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de que

é selecionado a partir de:

X010 oGy

O. ’z
HO
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19. Ligante de carga ou conjugado anticorpo farmaco, ou um

sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, caracterizado pelo fato de

gue compreende um radical de um composto como definido na

reivindicacao 17.

20. Composto, de acordo com a reinvidicagdo 2 ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de que

é selecionado a partir de:

o
o o o OJ\N/\/N\ HO
H
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21. Composto, de acordo com a reivindicagcao 2, ou um sal
farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de que

é selecionado a partir de:
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22. Composto, de acordo com a reivindicagao 2, ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de que

é selecionado a partir de:
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23. Composto, de acordo com a reivindicacao 2, ou um sal

farmaceuticamente aceitavel do mesmo, caracterizado pelo fato de que

é selecionado a partir de:
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24. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
gue compreende um composto como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 23, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, e excipiente farmaceuticamente aceitavel.

25. Composto de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 23, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, ou uma composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicagdo 24, caracterizado pelo fato de que é para uso no
tratamento de cancer.

26. Composto, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, ou uma composi¢cao farmacéutica para uso de acordo com a
reivindicacao 25, caracterizado pelo fato de que o dito cancer € cancer de
bexiga, céncer de mama, cancer cervical, cancer de colon, cancer
endometrial, cancer nos rins, cancer de pulmao, cancer esofagico, cancer
de ovérios, cancer de préstata, cancer pancreatico, cancer de pele, cancer

de estbmago (gastrico), cancer testicular, leucemias e linfomas.

Peticao 870230008940, de 01/02/2023, pég. 50/54



