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DESCRIPCION
Derivados de tubulisina

La presente invencion se refiere a nuevas moléculas citotdxicas y a su uso para el tratamiento de cancer y otras
enfermedades.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar nuevas moléculas citotoxicas con una actividad muy potente
contra lineas celulares de cancer y propiedades fisico-quimicas ajustables, en particular la solubilidad en comparacion
con productos naturales citotéxicos tal como se describe, por ejemplo, en [documento W09813375;

A. Démling, W. Richter, Mol. Diversity 2005, 9, 141-147]. Ademas de ello, se proporcionan derivados que son los mas
adecuados para las estrategias selectivas y de conjugacion para mejorar la selectividad de las moléculas citotoxicas y la
ventana terapéutica de compuestos citotoxicos.

La presente invencion proporciona un compuesto de Férmula (IV):

en donde R? es alquilo C1-C4, R® es alquilo C1-Cs, R” es alquilo C1-Cs, CH20R"® 0 CH,OCOR®, en donde R es
alquilo, especialmente isopropilo, R es alquenilo C2-Cs, fenilo o CHx-fenilo, R%es alquilo C1-Cs, R es H, OH, O-alquilo
u O-acetiloyfes 106

2,y

en donde

R" tiene la siguiente estructura:

R21

en donde R*' es H, OH, haldégeno, NHa, alquiloxi, fenilo, alquil-amino o dialquil-amino; R"®es Houn grupo alquilo C1-Ceg;
R' es COzH, CO,R', CONHNH,, OH, NH2, SH o un grupo alquilo, cicloalquilo, heteroalquilo o heterocicloalquilo
opcionalmente sustituido, en donde R esun grupo alquilo, heteroalquilo o heterocicloalquilo opcionalmente sustituido;

y

pes0,1,263;

o una sal farmacoldégicamente aceptable, un solvato, un hidrato o una formulaciéon farmacoldégicamente aceptable del
mismo.

El término alquilo o alk se refiere a un grupo hidrocarbonado saturado, lineal o ramificado, opcionalmente sustituido, que
contiene de uno a veinte atomos de carbono, preferiblemente de uno a doce atomos de carbono, de la manera mas
preferida de uno a seis atomos de carbono, por ejemplo metilo, etilo, propilo, isopropilo, isobutilo, n-butilo, sec.-butilo,
terc.-butilo, n-pentilo, 2,2-dimetilpropilo, 2-metilbutilo, n-hexilo, 2,2-dimetilbutilo o 2,3-dimetilbutilo.

Los términos alquenilo y alquinilo se refieren a un grupo hidrocarbonado, al menos parcialmente insaturado, lineal o
ramificado, opcionalmente sustituido, que contiene de dos a veinte atomos de carbono, preferiblemente de dos a doce
atomos de carbono, de la manera mas preferida de dos a seis atomos de carbono, por ejemplo etenilo, alilo, acetilenilo,
propargilo, isoprenilo o hex-2-enilo. Preferentemente, los grupos alquenilo contienen uno o dos, lo mas preferido un
doble enlace, y los grupos alquinilo contienen uno o dos, lo mas preferido un triple enlace.

Opcionalmente los términos alquilo, alquenilo y/o alquinilo se refieren a grupos en los que uno o varios, preferentemente
uno, dos o tres atomos de hidrégeno estan reemplazados por un atomo de halégeno, preferentemente fltor o cloro, o
un grupo 2,2,2-tricloroetilo, o un grupo trifluorometilo.
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El término heteroalquilo se refiere a un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo, en donde uno o mas, preferentemente uno,
dos o tres atomos de carbono estan reemplazados por un atomo de O, N, P, B, Se, Si o S, preferentemente O, S o N.
El término heteroalquilo se refiere también a un acido carboxilico o un grupo derivado del mismo, por ejemplo acilo
(alquil-CO), acilalquilo, alcoxicarbonilo, aciloxi, aciloxialquilo, carboxialquilamida o alcoxicarboniloxi.

Ejemplos de grupos heteroalquno SN grupos de la férmula R® O Y-, R®%-S- Ya- R%-N(R")-Y?-, R%-CO-Y*-, R*-0-CO-Y?-,
R®-CO-0-Y?-, R®-CO- N( ) Ya- R® N( ) -CO-Y?-, R%-0-CO-N(R ) Ya- R® N(R )-CO-0-Y?-, R® N(Rb)-CO-N(R)-Ya-, R®-
0-CO-0-Y%, R -N(R )C( NR) N(R )Ya- R®-CS-Y®-, R%-0-CS-Y%, R®%-CS-0-Y*, R®-CS-N(R )Ya-, Ra-N(Rb)-CS-Ya-,
R®-0-CS-N(R )Ya- R® N(R )-CS-0-Y?-, R® N(Rb)-CS-N(R°)-Ya-, R®-0-CS-0-Y*-, R%-S-CO-Y®-, R*-CO-S-Y?-, R®-S-CO-
N(Rb)-Ya-, R® N(R)COSYa- R® SCOOYa- R®-0-CO-S-Y*-, R%-S-CO-S-Y?-, R®-S-CS-Y?-, R®%-CS-S-Y*-, R%-S-CS-

N(R®)-Y?-, R-N(R")-CS-S-Y*-, R%-S-CS-0-Y*-, R®-0-CS-S-Y*-, en donde R? se refiere a un H, un grupo alquilo C+4-Ce,
un grupo alquenilo C,-Cg 0 un grupo alquinilo C>-Cg; en donde R® se refiere a un H, un grupo alquilo C4-Ce, un grupo
alquenilo C2-Cg 0 un grupo alquinilo C,-Ceg; en donde R° se refiere a un H, un grupo alquilo C1-Cs, un grupo alquenilo
C>-Cs 0 un grupo alquniilo C>-Cg; en donde R se refiere a un H, un grupo alquilo C4-Cs, un grupo alquenilo C>-Cs 0 un
grupo alquniilo C,-Cg; e Y? se refiere a un enlace directo, un grupo alquileno C1-Cs, un grupo alquenileno C2-Cg 0 un
grupo alquinileno C,-Cg, en donde cada uno de los grupos heteroalquilo puede estar reemplazado por un atomo de
carbono, y uno o varios atomos de hidrogeno pueden estar reemplazados por atomos de fltor o cloro. Ejemplos de
grupos heteroalquilo son metoxi, trifluorometoxi, etoxi, n-propiloxi, iso-propiloxi, terc.-butiloxi, metoximetilo, etoximetilo,
metoxietilo, metilamino, etilamino, dimetilamino, dietilamino, isopropiletilamino, metil-aminometilo, etilaminometilo, di-
isopropilaminoetilo, enoléter, dimetilaminometilo, dimetilaminoetilo, acetilo, propionilo, butiriloxi, acetiloxi, metoxicarbonilo,
etoxicarbonilo, N-etil-N-metilcarbamoilo o N-metilcarbamoilo. Otros ejemplos de grupos heteroalquilo son grupos nitrilo,
isonitrilo, cianato, tiocianato, isocianato, isotiocianato y alquilnitrilo.

El término cicloalquilo se refiere a un grupo ciclico saturado o parcialmente insaturado (p. ej., cicloalquenilo)
opcionalmente sustituido, que comprende uno o varios anillos, preferentemente uno o dos anillos, que contiene de tres
a catorce atomos de carbono en el anillo, preferentemente tres a diez, preferentemente tres, cuatro, cinco, seis o siete
atomos de carbono en el anillo. Ademas de ello, el término cicloalquilo se refiere a un grupo en el que uno o mas
atomos de hidrégeno estan reemplazados por F, Cl, Br, |, OH, =0, SH, =S, NH2, =NH o NO,, o cetonas ciclicas, por
ejemplo ciclohexanona , 2-ciclohexenona o ciclopentanona. Ejemplos de grupos cicloalquilo son un grupo ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentenilo, espiro[4,5]-decanilo, norbornilo, ciclohexilo, ciclopentenilo, ciclohexadienilo, decalinilo,
cubanilo, biciclo[4.3.0]nonilo, tetralina, ciclopentilciclohexilo, fluorociclohexilo o ciclohex-2-enilo. EI término
heterocicloalquilo se refiere a un cicloalquilo tal como se define anteriormente, en donde uno o varios, preferentemente
uno, dos o tres atomos de carbono del anillo estan reemplazados por un O, N, Si, Se, P 0 S, preferentemente O, S o N.
Preferentemente, un grupo heterocicloalquilo estd compuesto por uno o dos anillos que comprenden tres a diez,
preferentemente tres, cuatro, cinco, seis o siete atomos en el anillo. Ademas de ello, el término heterocicloalquilo se
refiere a grupos en los que uno o varios atomos de hidrégeno estan reemplazados por F, CI, Br, I, OH, =O, SH, =S, NH»
o NO,. Ejemplos de heterocicloalquilo son grupos piperidilo, morfolinilo, urotropinilo, pirrolidinilo, tetrahidrotiofenilo,
tetrahidropiranilo, tetrahidro-furilo, oxaciclopropilo, azaciclopropilo o 2-pirazolinilo, asi como lactamas, lactonas, imidas
ciclicas y anhidridos ciclicos.

El término alquilcicloalquilo se refiere a grupos que contienen cicloalquilo, asi como grupos alquilo, alquenilo o alquinilo
de acuerdo con la definicién anterior, p. ej., grupos alquilcicloalquilo, alquilcicloalquenilo, alquenilcicloalquilo y
alquinilcicloalquilo. Preferentemente, un grupo alquilcicloalquilo estd compuesto de un grupo cicloalquilo, que
comprende uno o mas anillos, que comprenden tres a diez, preferentemente tres, cuatro, cinco, seis o siete atomos de
carbono y uno o dos grupos alquilo, alquenilo o alquinilo con uno o dos a seis atomos de carbono.

El término heteroalquilcicloalquilo se refiere a grupos alquilcicloalquilo de acuerdo con la definicién anterior, en el que
uno o varios, preferentemente uno, dos o tres atomos de carbono estan reemplazados por O, N, Si, Se, P o S,
preferentemente O, S o N. Preferentemente, se compone de uno o dos sistemas de anillo con tres a diez,
preferentemente tres, cuatro, cinco, seis o siete atomos del anillo y uno o dos grupos alquilo, alquenilo, alquinilo o
heteroalquilo con uno o dos a seis atomos de carbono. Ejemplos de un grupo de este tipo son alquilheterocicloalquilo,
alquilheterocicloalquenilo, alquenilheterocicloalquilo, alquinilheterocicloalquilo, heteroalquilcicloalquilo,
heteroalquilheterocicloalquilo y heteroalquilheterocilcloalquenilo, en dondee el grupo ciclico estd saturado o
parcialmente (una vez, dos tres veces) insaturado.

El término arilo o ar se refiere a un grupo aromatico opcionalmente sustituido, compuesto de uno o varios anillos, que
comprende de seis a catorce atomos de carbono, preferentemente de seis a diez, preferentemente seis atomos de
carbono. El término arilo o ar también puede referirse a un grupo aromatico, en donde uno o varios atomos de H estan
sustituidos con F, CI, Br o I, u OH, SH, NH> o NO». Ejemplos son fenil-, naftil-, bifenil-, 2-fluorofenilo, anilinil-, 3-nitrofenilo
0 4-hidroxi-fenilo.
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El término heteroarilo se refiere a un grupo aromatico compuesto de uno o varios anillos, que comprende cinco a
catorce atomos del anillo, preferentemente cinco a diez, de los cuales uno o varios, preferentemente uno, dos, tres o
cuatro son atomos del anillo de O, N, P 0 S, preferentemente O, S o N. El término heteroarilo también puede referirse a
grupos, en donde uno o varios atomos de H estan reemplazados por F, Cl, Br o |, u OH, SH, NH2 o NO». Ejemplos son
4-piridilo, 2-imidazolilo, 3-fenilpirrolilo, tiazolilo, oxazolilo, triazolilo, tetrazolilo, isoxazolilo, indazolilo, indolilo,
bencimidazolilo, piridazinilo, quinolinilo, purinilo, carbazolilo, acridinilo, pirimidilo, 2,3’-bifurilo, 3-pirazolilo e isoquinolinilo.

El término aralquilo se refiere a grupos compuestos de arilo y alquilo, alquenilo, alquinilo y/o cicloalquilo, p. €j., arilalquilo,
arilalquenilo, arilalquinilo, arilcicloalquilo, arilcicloalquenilo, alquilarilacicloalquilo y alquilarilcicloalquenilo. Ejemplos de
aralquilos son tolueno, xileno, mesitileno, estireno, cloruro de bencilo, o-fluorotolueno, 1H-indeno, tetralina,
dihidronaftalina, indanona, fenilciclopentilo, cumol, ciclohexilfenilo, fluoreno e indano. Preferentemente, un grupo
aralquilo estd compuesto de uno o dos anillos aromaticos, que comprenden seis a diez atomos de carbono en el anillo y
uno o dos alquilos, alquenilos y/o alquinilos que comprenden uno o dos a seis atomos de carbono y/o un cicloalquilo
que comprende cinco o seis atomos de carbono en el anillo.

El término heteroaralquilo se refiere a un grupo aralquilo tal como se define anteriormente, en donde uno o varios,
preferentemente uno, dos, tres o cuatro atomos de carbono estan reemplazados por O, N, Si, Se, P, B o S,
preferentemente O, N 0 S, y a grupos que contienen arilo, heteroarilo y alquilo, alquenilo, alquinilo y/o heteroalquilo y/o
cicloalquilo y/o heterocicloalquilo.

Preferentemente un grupo heteroaralquilo estd compuesto de uno o dos sistemas de anillo aromaticos que comprende
cinco o seis a diez atomos de carbono y uno o dos alquilos, alquenilos y/o alquinilos que comprenden uno o dos a seis
atomos de carbono y/o un cicloalquilo que comprende cinco o seis atomos de carbono del anillo, en donde uno, dos,
tres o cuatro atomos de carbono pueden estar reemplazados por O, No S.

Ejemplos son arilheteroalquilo, arilheterocicloalquilo, arilheterocicloalquenilo, arilalquilheterocicloalquilo,
arilalquenilheterocicloalquilo, arilalquinilheterocicloalquilo, arilalquilheterocicloalquenilo, heteroarilalquilo,
heteroarilalquenilo, heteroarilalquinilo, heteroarilheteroalquilo, heteroarilcicloalquilo, heteroarilcicloalquenilo,
heteroarilheterocicloalquilo, heteroarilheterocicloalquenilo, heteroarilalquilcicloalquilo, heteroarilalquilheterocicloalquenilo,
heteroarilheteroalquilcicloalquilo, heteroarilheteroalquilcicloalquenilo y heteroarilheteroalquil-heterocicloalquilo, en donde
los grupos ciclicos pueden estar saturados o una vez, dos veces, tres veces o cuatro veces insaturados. Ejemplos son
tetrahidroisoquinolinilo, benzoilo, 2- o 3-etil-indolilo, 4-metilpiridino, 2-, 3- o 4-metoxifenilo, 4-etoxifenilo, 2-, 3- o 4-
carboxifenilalquilo.

Los términos cicloalquilo, heterocicloalquilo, alquilcicloalquilo, heteroalquilcicloalquilo, arilo, heteroarilo, aralquilo y
heteroaralquilo se refieren también a grupos, en donde uno o varios atomos de H estan reemplazados por F, Cl, Bro |,
u OH, SH, NH3, NO..

La expresiéon "opcionalmente sustituido" se refiere a grupos, en donde uno o varios atomos de H pueden estar
reemplazados por F, Cl, Br o |, u OH, SH, NH», NO,. Esta expresién se refiere, ademas, a grupos que pueden estar
sustituidos exclusiva o adicionalmente con alquilo C4-Cg, alquenilo C,-Cs, alquinilo C2-Cs, heteroalquilo C1-Cs,
cicloalquilo C3-C10, heterocicloalquilo C2-Co, arilo Cs-C1o, heteroarilo C1-Co, aralquilo C7-C+2 0 heteroaralquilo C2-C11 no
sustituido.

Los grupos protectores son conocidos por una persona experta en la técnica y se describen en P. J. Kocienski,
Protecting Groups, Georg Thieme Verlag, Stuttgart, 1994 y en T. W. Greene, P. G. M. Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Nueva York, 1999. Grupos protectores de amino comunes son, p. €j., t-
butiloxicarbonilo (Boc), benciloxicarbonilo (Cbz, Z), bencilo (Bn), benzoilo (Bz), fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc),
aliloxicarbonilo (Alloc), tricloroetiloxicarbonilo (Troc), acetilo o trifluoroacetilo.

Compuestos de Foérmula (V) pueden comprender varios centros quirales dependiendo de su patrén de sustitucion. La
presente invencion se refiere a todos los enantioisomeros y diastereoisémeros definidos, asi como a sus mezclas en
todas las relaciones. Ademas de ello, la presente invencién se refiere a todos los isémeros cis/trans de compuestos de
la Férmula general (IV), asi como a sus mezclas. Ademas de ello, la presente invencion se refiere a todas las formas
tautémeras de los compuestos de la Férmula general (IV).

Especialmente preferidos son los compuestos de la siguiente férmula:
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R21
: o)
; N
N/\n/ N
\_/ H
R16 R17
Mep
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Tuv Tup
en donde: R' = alquilo C4-Cg, especialmente CHs, etilo, propilo, isopropilo, isobutilo, n-pentilo, n-hexilo,
CH,0CH,CH(CHs), CH,OCOCH,Ph 0 CH;0COPh R'"=H, OH, OAc
R =CHs, H

R'” = COOH, CONHNH,, OH, NH,, CH,0H, CH2NH,, CH,SH
R* = H, F, OH, OMe, Ph

Ejemplos de sales farmacoldgicamente aceptables de compuestos de Foérmula (IV) son acidos minerales
fisiologicamente aceptables, p. ej. acido clorhidrico, acido sulfarico, acido fosférico o sales de acidos organicos, p. €j.
acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido lactico, acido férmico, acido trifluoroacético, acido citrico, acido
succinico, acido fumarico, acido maleico y acido salicilico. Compuestos de Férmula (IV) pueden estar solvatados,
especialmente hidratados. La hidrataciéon puede ocurrir durante el proceso de sintesis o puede ser una consecuencia
de la naturaleza higroscépica del compuesto originalmente deshidratado de Férmula (IV). Compuestos de Férmula (1V),
que contienen atomos de carbono asimétricos pueden existir como mezclas de diastereoisdémeros, en forma de mezclas
de enantiomeros o como compuestos opticamente puros.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencidon esta compuesto de al menos un compuesto de
Foérmula (IV) y, opcionalmente, soportes y/o adyuvantes.

También se describen profarmacos y éstos se componen de un compuesto de Férmula (IV) y al menos un grupo
protector farmacolégicamente aceptable, que se escinde bajo condiciones fisioldgicas, p. e€j. alcoxi, aralquiloxi, acilo o
aciloxi, mas precisamente etoxi, benciloxi, acetilo o acetiloxi.

Ademas de ello, la presente descripcion se refiere a conjugados que comprenden al menos un compuesto de Férmula
(IV) y una molécula bioldgica, p. ej. oligosacaridos y polisacaridos, anticuerpo monoclonal, lectina, PSA (antigeno
especifico de la prostata) o vectores peptidicos, hormonas (somatostatina), vitaminas (p. ej. acido félico y sus analogos),
lipidos o un polimero sintético y, si es necesario, también un enlazador adecuado, respectivamente. La expresion
enlazador se refiere a un grupo quimico que une los compuestos de Férmula (IV) con una macro-molécula biologica de
este tipo. Ejemplos de enlazadores son enlazadores alquilo, heteroalquilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, aralquilo o heteroaralquilo.

El uso terapéutico de compuestos de Férmula (IV), sus sales y/o solvatos e hidratos aceptables farmacoldgicos, asi
como las correspondientes formulaciones y composiciones farmacolégicas son también objeto de la presente
invencion.

El uso de los agentes activos para la preparacion de farmacos para el tratamiento de cancer también es objeto de la
presente invenciéon. Ademas de ello, los presentes compuestos son de interés para la prevencion y/o el tratamiento de la
artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias, enfermedades inmunoldgicas (p. ej. diabetes de tipo 1), enfermedades
autoinmunes, enfermedades de los ojos, p. ej. AMD (siglas inglesas de “enfermedad macular relacionada con la edad”)
o retinopatia diabética, otras enfermedades tumorales, asi como para el tratamiento en superficie (impregnacion) de
implantes de plastico y de metal, p. ej. stents. En general, compuestos de Férmula (1V) se pueden administrar en forma
de un tratamiento Unico o como tratamientos multiples, ya sea solo o en combinacién con una sustancia terapéutica
arbitraria de acuerdo con modos conocidos y aceptados, o en forma de un tratamiento continuo, en el que el principio
activo puede ser embebido en una matriz tal como, p. ej., un hidrogel implantable. Composiciones de acuerdo con la
invencion se pueden administrar en una de las siguientes formas: por via oral, incluyendo grageas, comprimidos
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recubiertos, pildoras, productos semi-sélidos, capsulas blandas o duras, disoluciones, emulsiones o suspensiones;
parenteral, incluyendo disoluciones inyectables; rectal en forma de supositorios; por inhalacién, incluida la formulaciéon
en polvo o como un spray, transdérmica o intranasal. Para la produccion de tales comprimidos, pildoras, productos
semi-solidos, comprimidos recubiertos, grageas y capsulas de gelatina dura, el producto utilizado terapéuticamente se
mezcla con soportes inorganicos u organicos farmacoldgicamente inertes, p. ej. con lactosa, sacarosa, glucosa,
gelatina, malta, gel de silice, almidon o derivados de los mismos, talco, acido estearico o sus sales, leche desnatada en
polvo y similares. Para la produccion de capsulas blandas se pueden utilizar soportes tales como aceites vegetales,
petréleo, aceites animales o sintéticos, cera, grasas, polioles. Para la produccion de disoluciones liquidas y jarabes se
pueden utilizar soportes, por ejemplo agua, alcoholes, solucién salina acuosa, dextrosa acuosa, polioles, glicerol,
aceites vegetales, petréleo, aceites animales o sintéticos. Para la produccion de supositorios se pueden utilizar
excipientes tales como, p. ej., aceites vegetales, del petréleo, animales o sintéticos, cera, grasa y polioles. Para
formulaciones en aerosol se pueden utilizar gases comprimidos adecuados para su proposito tales como, p. €j.,
oxigeno, nitrégeno, gas noble y diéxido de carbono. Los agentes farmacéuticamente utiles pueden contener también
aditivos para la conservacion, estabilizacion, p. ej., estabilizador UV, emulsionante, edulcorante, aromatizante, sales
para cambiar la presion osmotica, tampones, aditivos de revestimiento y antioxidantes.

Combinaciones con otros agentes terapéuticos pueden incluir agentes adicionales, que comunmente se utilizan para
tratar las enfermedades mencionadas anteriormente, especialmente cancer.

Los compuestos de Formulas (V), (V1) y (VII), opcionalmente provistos de grupos protectores adecuados, se producen
como bloques de construccion para la produccion de compuestos de Férmula (IV) y ejemplos de referencia. Estos
pueden ser unidos a través de métodos de acoplamiento de los péptidos utilizando reactivos de acoplamiento
conocidos, p. €j. hidroxibenzotriazol (HOBt) y diisopropilcarbodiimida (DIC) o diciclohexilcarbodiimida (DCC). A menos
que se defina de otro modo, todos los residuos se definen como anteriormente en esta memoria.

R10

R9 o
J§ N I /l\/‘\(/ lj]/U\
HN
N \HLOH . s " hn-R1
R2 O Ré6

7
i) (Vi)
(V)

El bloque de construccion (V) se puede producir a través de acoplamiento de péptidos de aminoacidos comercialmente
disponibles y conocidos.

HN.,
" OMe

(\ﬁ ) 0

R6 : H NaOH, THF, ta.,
N 90-95%
R OMe * .
R2 (@) R6

:)f

‘__OH
N
l/Y
R2 o EDC, HOBY, lutidina
DMF t.a.,70-85%

Especialmente:

f=1,2

R? = Me, Et, Ph

R® = isopropilo, etilo, ciclopropilo, (R)-CH(CH3)CH2CHs3, (S)-CH(CH3)CH2CHs, Ph

f 0
N
\ /\ﬂ/ OH
R2 O R6

v

6
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Los compuestos de férmulas (VI) y (VIl) se pueden preparar de una manera conocida para una persona experta en la
técnica, comparese, por ejemplo también descrito en parte en la bibliografia (D. Neri, G. Fossati, M. Zanda,
ChemMedChem 2006, 7, 175-180;. A. Domling et al., Angew Chem. Int. Ed. 2006, 45, 7235-7239; H. M. Peltier et al.,
J. Am. Chem. Soc. 7128, 16018-16019, 2006);

* 0

(0} N
- . z
/“\(/N 1. i-butiraldehido - BocNH ‘/7/U\0Me
/ OEt S
S

2. BocNH,

R10 (o]
N
HN ~
— | / OMe
R7 S
Especialmente:

R’ = CHg, etilo, propilo, isopropilo, n-pentilo, n-hexilo, CH,OCOCH,>CH(CH3)2, CH,OCOCH,CH3, CH,OCOCH,>CH,CH3,
CHxPh, CH,0CH>CH(CH3), CH,OCOCH2Ph o CH,OCOPh
10  R'=H, OH, Oac

R21

/NHZ
SRS NS o
o] : N=
%’ 3
o o

R21
R21
J M
R167 ~CO,Me 2
o
6 H,N
R16” ~COH

R1 CO,Me

R21
H,N
OH
R16
Especialmente:
R'® = CHs, H, Ph
15 R?' = H, F, OH, OMe, Ph, ciclohexilo
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Especialmente, se pueden utilizar los siguientes bloques de construccion para la preparacion de compuestos de
acuerdo con la presente invencion.

Y se define como R’ anteriormente.

Y se define como R’ anteriormente.
X

OMe

X se define como R?' anteriormente.

<2
T\i
N
Iz
O

X se define como R?' anteriormente.

Y se define como R’ anteriormente.

Ejemplos y ejemplos de referencia

De acuerdo con los procesos de sintesis descritos en esta memoria de los bloques de construccion, se sintetizaron los

siguientes derivados de acuerdo con los métodos de acoplamiento de péptidos habituales conocidos para un experto
en la técnica:
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|-
N N

N N 7 N -R11

[} [ /

R2 O  R6 R7
Los siguientes residuos, cuando se utilicen:
f=1,2;
RZ= metilo, etilo;
R® = isopropilo, etilo, ciclopropilo, (R)-CH(CH3)CH2CHs3, (S)-CH(CH3)CH2CHs;
R’ = metilo, etilo, propilo, isobutilo, CH2OCOPh;
R® = isopropilo, trifluorometilo, clorometilo, isobutilo, etilo, ciclopropilo, CHz-ciclopropilo, CH(CH3)CH>CHj3, ciclopentilo,
ciclohexilo;
R'=H, OH, OAc
R11 =

en donde
%1=5 B 1,2

R'® = H, CH3
R'" = COOH, CH,0H, CH,NH,, CONHNH,, CH,SH

Estructuras representativas de compuestos de acuerdo con la presente invencion se presentan a continuacion:
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H (o} OA
N/\[( -, N /J/U\N
o s H
\ COOH
F
Y 0 OH
N/\[( ‘., N /J)LN
s s H
‘ COOH
Ph

O
N..
. N N
o .. S
' COOH
(\g N i I/\( i
A N., /N
N “ N

: (o] OA
O ’ c 9
NN ’b/t N
I H WA

COOH

COOH

10
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—Z

COOH

Esquemas de Sintesis y Procesos Detallados:

1) Precursor Mep y activacion:

11
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(\ DCC / AcOEt ,\/\
OH -~ “__-OpFPh

T/W cuantitativo T/\n/

O

O
2) Sintesis de la parte lle-Tuv de RD242:
(0]
o (o]
N,.., Y + KHMDS / THF
/ Ot -70°C 70%
A\ s
(0] o) o]

THF 82% o

0 OH o)
S-CBS/BH, Me,§  Nav, N N
| ) oEt
ALY s

LiOH
THF/H20
cuantitativo

(0] OH O
N, N
3%, N /J)LOH
l /
Wi Y S

3) Sintesis de la parte X-Tup de RD119:

12
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o) PPh 1) DCM 92%
H + EtO 3
N 2) Pd/C 94%

1) Hidrato de hidrazina 80%

> HCI NH;
2) HCI, MeOH 92% o

OMe

4) Ensamblaje de bloques de construccion azido-lle-(NY)-Tuv(COOH), X-Tup y Mep
activado:

X
0 OH 0
N;-., N N on + HOAVHATU/NE,
Loy / HCI NH;
S DMF 92%
O\
o)
X
) Pd/IC H
N,-.., N /N N + : OpFPh 2
o /A T/\[r ACOEt 94%
o . Y S O\ (o]
o}
v X
: 0 OH
i H 9
N L N N
|/\|( | Y/ ﬁ
o _vY S 0
o}

5) Sintesis de moléculas diana:

13
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. o) 1N LiOH / THF
N ‘7)1\ 65%  5dias
o . Y S
(\ w 0 oH o Py / Ac,0
~N... N
N N ) 84%
0 . Y S

et

_:2
zT
g
I
N,
NS
Iz

Iz

Sintesis de p-Fluoroubufenilalanina (FTup)

L|A|H4

H,N~ "COOH
2 THF seco H,oN

A una disolucion de p-fluoro-fenilalanina (2,5 g, 13,7 mmol) en THF seco (60 mL), enfriada a 0°C y bajo una atmosfera
de nitrogeno, se afiadio LiAlH4 (1,013 g, 27,2 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 5 h y después se vertié en
una mezcla de H>O/hielo (200 ml). Se afiadié AcOEt (100 mL) y las capas se separaron. La fase acuosa se extrajo una
vez con AcOEt (100 mL) y las fases organicas recogidas se secaron sobre Na;SOy, filtraron y concentraron en vacio
para dar 1,9 g (rendimiento del 82% de RD 5 puro en forma de un sélido amarillo.

Rf= 0,4 (CHCI3/MeOH/Et3N 6:4:0,2)

14
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E
o
Et3N
OH + o
N Tolueno

A una suspension de F-fenilalaninol (2,6 g, 15,3 mmol) en tolueno (6 mL) se afiadieron anhidrido ftalico (2,2 g, 15,3
mmol) y EtsN (200 pL, 1,53 mmol). El matraz de reaccidn estaba equipado con un aparato Dean-Stark y la reaccion se
sometio a reflujo a 140°C durante 8 h. El disolvente se separ6 en vacio y el residuo se disolvié con AcOEt (100 mL). La
fase organica se lavé con una disolucion acuosa 1N de HCI (1 x 50 mL), una disolucion acuosa al 5% de NaHCOs (1 x
50 mL) y con salmuera (1 x 50 mL). Después de secar sobre Na;SO4 anhidro y de la filtracion, el disolvente se evaporé
para dar 3,87 g (rendimiento del 84%) del RD 7 puro en forma de un sdlido blanco.

Rf= 0,8 (CHCI3/MeOH/Et3N 6:4:0,2)

peryodinano de
©i:> Dess Martin @

A una disolucion de RD 7 (3,87 g, 12,9 mmol) en DCM (120 mL) se afiadieron NaHCO3 (21,6 g, 257 mmol) y
peryodinano de Dess-Martin (8,75 g, 20,6 mmol). La mezcla de reaccion se agit6é durante 3 h, se diluyé con Et,0 (100
mL), se agité durante 10 min y se verti6 en una disoluciéon acuosa saturada de NaHCO3/Na;S,03 (100 mL). La
agitacion se continué hasta la neutralizacion completa del acido liberado. Las capas se separaron y la fase organica se

seco sobre NaxSOq, filtrd y concentrd en vacio para dar 3,7 g (rendimiento del 96%) de FMRD 8 puro en forma de un
s6lido blanco.

Rf= 0,45 (Hex / AcOEt 6:4)

PhP

o
o o

o]

A una disolucién de 1-etoxi-carboniletiliden-trifenilfosforano (5,9 g, 16,3 mmol) en DCM (100 mL), enfriada a 5°C, se
afiadio gota a gota N-ftaloil-aldehido FMRD8 (3,95 g, 13,3 mmol) disuelto en DCM (40 mL) a lo largo de un periodo de
30 min. La reaccion se agité durante 10 min adicionales a 5°C y, a continuacion, se dejo que la temperatura ascemdiera
hasta la temperatura ambiente (t. a.). La mezcla de reaccion se agité durante 3 h y después se enfrié bruscamente con
una disolucion acuosa 1N de NaHSO4 (80 mL). Las capas se separaron y la fase organica se lavé con salmuera (1X 40
mL), se secd sobre Na SOy, filtré y concentré en vacio. El producto bruto se purific6 mediante FC (Hex: AcOEt 8:2)

15
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para dar 4,35 g de RD 9 (rendimiento del 92%) en forma de un aceite incoloro.
Rf=0,5 (Hex / AcOEt 6:4)

RD 10
F F
" PdIC 0
_A__OEt H; ol
N AcOEt N
o) o)
o} o)
FMRD 10a FMRD 10b

A una disolucién de RD 9 (4,3 g, 11,3 mmol) en AcOEt (60 mL) se afiadié una cantidad catalitica de Pd/C. La mezcla
5 de reaccién se agité bajo una atmésfera de hidrogeno durante una noche vy se filtré a través de Celite. El filtrado se

concentré bajo presién reducida y el producto bruto se purific6 mediante FC (iPrO: Ex 1:1) para dar 2,2 g de RD 10a

(Rf>)y 1,9 gde RD 10b (Rf <) en forma de aceites incoloros (rendimiento total de 94%). Rf = 0,4 (Hex/iPrO2 1:1)

RD 12

hidrato de hidrazina

OEt

EtOH
o o)

A una disolucién de RD 10a (2,7 g, 7,0 mmol) en EtOH (70 mL) se afiadié hidrato de hidrazina (disolucién al 50% p/p
10 en agua) (3,4 mL, 35 mmol). La reaccion se calento a reflujo durante 30 min hasta que se formé un precipitado blanco y
después se calentdé durante 3 h adicionales. El disolvente se separé en vacio y el producto bruto se purific6 mediante

FC (DCM: MeOH 95:5) para dar 1,3 g de RD 12 (rendimiento del 92%) en forma de un sdlido blanco. Rf = 0,5
(CHCI3/MeOH 95:5)

HCI 6N

O

15 RD 12 (1,3 g, 6,3 mmol) se disolvié en HCI 6N y se sometio a reflujo durante 3 h. El disolvente se separd en vacio para
dar 1,64 g de RD 13 puro (rendimiento cuantitativo) en forma de un soélido blanco.

16
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2,2-dimetoxietano
HCI conc.

MeOH

OMe

A una disolucién de RD 13 (1,6 g, 6,1 mmol) en MeOH (30 mL) se afiadieron 2,2-dimetoxipropano (1,5 mL, 12,2 mmol)
y HCI conc. (18 uL, 0,6 mmol). La mezcla de reaccion se calenté a 50°C durante una noche. El disolvente se separé en

vacio para dar 1,35 de RD 14 puro (rendimiento del 92%) en forma de un sélido blanco.
Rf=0,3 (CHCIs/MeOH 9:1).

Sintesis del analogo N-Me-Tuv de F-tubulisina D

RD 223

SH o o
)J\H/H NaHCO, /u\/l’jl
HCI* H,N” “COOEt +
EtOH/H,0 COOEt
0 2 s/~

A una disolucion de cisteina (30 g, 161,6 mmol) en una mezcla 1:1 de EtOH/H20 (3 L) se afiadieron NaHCO3 (13,6 g,
161,6 mmol) y aldehido piravico (al 35% p/p en H2O, 40 mL, 228 mmol). La mezcla de reaccion se agit6 a t. a. durante
14 h y después se concentro a la mitad de su volumen original a presién reducida. Se afiadié NaCl para saturar la fase
acuosa. La capa acuosa se extrajo con CHCI3 (2 x 500 mL). Las fases organicas reunidas se secaron sobre NaSO4 y

se concentraron en vacio para dar el producto en forma de un aceite rojo. El producto bruto se utilizé en la siguiente
etapa sin purificacion adicional alguna.

RD 224
0
H o)
/IH/N MnO, /‘SéN
s/ COOBt oL oN. 65 s/ GO0k

A una disolucién de RD 223 (160 mmol) en CH3CN (1 L) se afiadi6 MnO; activado (270 g, 3,1 mol). La mezcla de
reaccion se calentd a 65°C durante 14 h, después se filtré (celite) y el residuo se lavé con AcOEt (2 x 200 mL). El
filtrado se concentrd en vacio (sélido de color pardo). Se afiadié DCM (60 mL) y el sélido blanco se separd por filtracién.
El filtrado se concentré y se purificé mediante FC (Hex:AcOEt 75:25) para dar 17,75 g de RD 224 (rendimiento a lo
largo de dos etapas, 54%) en forma de un sdlido amarillo. Rf = 0,52 (Hex/AcOEt 7:3)
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RD 225

T|C|4

6]
(0}
H , + H OEt
S THF seco

A una disolucién de RD 224 (4,09 g, 20.6 mmol) en THF seco (50 mL), enfriada a 0°C y bajo una atmdsfera de
nitrégeno, se afiadié una disolucion 1N de TiCls en tolueno (45,3 mL, 45,3 mmol). La disolucion se agité durante 15 min
a 0°C y, después de enfriar a -70°C, se afadié EtsN puro (6,3 mL, 45,3 mmol). La mezcla resultante se agitoé durante 10
min a -70°C, y después se afadio gota a gota isobutiraldehido (2,44 mL, 26,8 mmol). La reaccion se agité durante 1 h a
-70°C, y después se dejo calentar hasta t. a. La reaccion se enfrié bruscamente con una disolucion acuosa saturada de
NH4Cl (50 mL). Las capas se separaron y la fase acuosa se extrajo con AcOEt (1 x 50 mL). Las fases organicas
recogidas se secaron sobre Na;SO4 anhidro, se filtraron y el disolvente se separd en vacio. El residuo se purificd
mediante FC (n-Hex/AcOEt 9:1), proporcionando 2,75 g de MSRD 225 (rendimiento del 52%) en forma de un aceite
incoloro. Rf= 0,5 (Hex / AcOEt 8:2)

RD 1
\/,\/\ K2CO3
CuSO, 5H,0
Tf20 + NaN3 —  {riflil N3 + HZN COOH : 2 I\
H,O/DCM H,0/DCM N3 COOH

MeOH

A una disoluciéon de NaNs (5,34 g, 82,35 mmol) en una mezcla de H>O (13,5 mL)/DCM (22,5 mL), se enfrio a 0°C, se
afiadio Tf,0 (2,79 mL, 16,65 mmol) a lo largo de un periodo de 5 min al tiempo que se continué la agitacién durante 2
h. La mezcla se colocd en un embudo de decantacién y se separé la fase organica. La capa acuosa se extrajo con
DCM (2 x 10 mL). Las fases organicas recogidas, que contiene la triflil azida, se lavaron una vez con una disolucion
acuosa saturada de NaHCO3 y se utilizaron sin purificacién adicional. lle (1,098 g, 8,37 mmol) se combiné con K>COs3
(1,732 g, 12,57 mmol), CuSO4 5 H20 (21 mg, 83,7 umol), H20 destilada (27 mL) y MeOH (54 mL). Se ahadi¢ la triflil
azida en DCM y la mezcla se agité durante una noche. Los disolventes organicos se separaron en vacio y la fase
acuosa se diluyé con HO (100 mL). Esta mezcla acuosa se acidifico a pH 6 con HCI concentrado y se diluyé con
tampén fosfato 0,25 M, pH 6,2 (100 mL) y se extrajo con AcOEt (4 x 100 mL) para separar el sub-producto
sulfonamida. La fase acuosa se acidificé hasta pH 2 con HCI concentrado. El producto se obtuvo por extraccién con
AcOEt (3 x 100 mL). Los extractos organicos se reunieron, se secaron sobre Na;SO4 anhidro, se filtraron y el disolvente
se separ6 en vacio para dar 1,170 g de RD 1 puro (rendimiento del 89%) en forma de un aceite palido.

RD 248
(CICO),
DME
N3~ “COOH — Ny~ ~COoCl
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A una disolucién de azida (2,52 g, 16 mmol) en hexano (250 mL) se afadieron cloruro de oxalilo (6,3 mL, 72 mmol) y
DMF (1,2 mL, 16 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 1 h y el disolvente se separé en vacio para dar RD 248
puro en un rendimiento cuantitativo.

RD 249
I\ MeNH, H
N ~coc _ DIPEA NN
DCM

A una disolucion de MeNH (disoluciéon 8 M en EtOH, 10 mL, 80 mmol) y DIPEA (8,2 mL, 48 mmol) en DCM (100 ml),
enfriada a 0°C, se afiadié una disolucion de lle azida (16 mmol) en DCM (5 mL). La mezcla de reaccion se agité durante
30 min y se enfrid6 bruscamente con H>O (50 mL). Las capas se separaron y la fase organica se secé sobre Na;SOg4
anhidro y se filtré. El disolvente se separé en vacio y el producto bruto se purific6 mediante FC (Hex:AcOEt 6:4) para
dar 1,951 g de RD 249 (rendimiento del 73%) en forma de un aceite amarillo. Rf = 0,27 (Hex / AcOEt 7:3)

RD 251
o) o} 1
Na\_)J\N /NJ/U\OEt
z | S
/ﬁ Principal
(0] o}
N H
~ /‘]//(OEt . N3 N KHMDS
S 0 THF seco
-78°C oY o o
’ N
N3\:)J\N /J/tLOEl
/:\| ' S
Secundario

A una disoluciéon de azida RD 249 (1,752 g, 10,29 mmol) en THF seco (120 mL), enfriada a -78°C y bajo una
atmésfera de nitrégeno, se afiadioé una disolucion de KHMDS 0,5 M en tolueno (20,6 mL, 10,29 mmol). La mezcla de
reaccién se convirtio en un gel de color rojo. Después de agitar a la misma temperatura durante 5 min, se afiadi6é una
disolucion de enona RD225 (1,3 g, 5,14 mmol) en THF (10 mL) (disolucion de color purpura). La mezcla de reaccion se
agité a la misma temperatura durante 1 h y después se enfri6 bruscamente con una disoluciéon acuosa saturada de
NH4CI (100 mL). Se afiadio AcOEt (50 mL) y las capas se separaron. La fase organica se sec6 sobre Na,SO4 anhidro,
se filtr6 y el disolvente se separé en vacio. El residuo se purificé mediante FC (n-Hex/AcOEt 8:2), proporcionando 1,5 g
de MSRD 251 (rendimiento del 61%, los dos diastereoisomeros tienen el mismo Rf) en forma de un aceite incoloro.

Rf= 0,33 (Hex / AcOEt 7:3)
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RD 241

o) OH 0
z | S
o 0 0 (S)-CBS /w
N BH3 M628
Na\_)LN Z fj\oa MSRD 241a
/H | s THF seco

0 Y oH 0
NSJNW?JLOE,
/‘\’ | S
MSRD 241b

A una disolucion 1 M de (S)-CBS comercial en tolueno (290 pL, 0,29 mmol) en THF seco (25 mL) se afiadié una
disolucién 10 M de BH3sMe,S en THF (266 uL, 2,66 mmol). La disolucion se agitdé durante 10 min a t. a. y después se
enfrio a 0°C. Se afiadié una disolucién de dipéptido (1,152 g, 2,66 mmol) en THF seco (5 mL). La reaccion se agitd

5 durante 4 h a la misma temperatura y luego se enfri6 bruscamente con MeOH (2 mL). El disolvente se separ6 en vacio
y el residuo se purificé mediante FC (n-Hex/AcOEt 7:3), proporcionando 620 mg de RD 241a y 312 mg de RD 241b
(rendimiento total del 82%) en forma de aceites amarillos. Rfde RD 241a = 0,26 (Hex / AcOEt 7:3)

RD 199
Pd/C
C 1 Lo—=
+
: HJJ\H MeOH

N" “cooH N"">COOH
H |

A una suspension de acido pipecolinico (500 mg, 3,87 mmol) en MeOH (5 mL) se afadieron una disolucién acuosa al

10 37% de paraformaldehido (1,16 mL, 15,5 mmol) y una cantidad catalitica de Pd/C. La mezcla de reaccién se agitd
durante 24 h bajo una atmédsfera de hidrogeno. La reaccién se filtré a través de Celite y el filtrado se concentré bajo
presion reducida para producir 491 mg de MSRD 199 (rendimiento del 89%) en forma de un sélido blanco.

RD 202
OH
F
Q F F bce .
N" SCOOH + S
| F F AcOEt

A una suspension de Mep RD199 (70 mg, 0,49 mmol) en AcOEt (2 mL) se afiadieron pentafluorofenol (99 mg, 0,54
15 mmol) y DCC (85 pL, 0,54 mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 24 h y se filtrd (Celite). El éster activado se
utilizé inmediatamente sin purificacion ni concentracién adicional.
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RD 242
o} OH o
OH
oA A on o QJ\\/'/V'\( JJLOH
ﬁ S THF/HZO

A una disoluciéon de RD 241a (459 mg, 1,08 mmol) en una mezcla 4:1 de THF/H20 (10 mL) se afiadié LiOH-H,0 (68
mg, 1,62 mmol). La reaccion se agité durante 5 h y después se afadieron H>O (10 mL) y AcOEt (20 mL). Las capas se
separaron y a la fase acuosa se afiadié una disolucion 1 M de HCI hasta que se alcanz6 un pH de 1-2. La mezcla
resultante se extrajo con AcOEt. La fase organica se seco sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y el disolvente se separo en
vacio para dar 428 mg de RD 242 puro en forma de un sélido blanco. Rf = 0,22 (DCM / MeOH 9:1).

RD 243

HOAVHATU

A una disoluciéon de RD 242 (349 mg, 0,88 mmol) en DMF (10 mL) se afiadieron HOAt (132 mg, 0,97 mmol), HATU
(369 mg, 0,97 mmol) y EtsN (270 pL, 1,9 mmol). Después de agitar durante 5 min se afiadié una disolucion de F-Tup
RD14 (242 mg, 0,88 mmol) en DMF (1 mL). La mezcla de reaccion se agité durante 1 h. La reaccién se diluyé con H>O
(10 mL) y se extrajo con Et,0 (1 x 20 mL). La fase organica se lavd con una disoluciéon acuosa 1 N de HCI (1 x 15 mL),
con una disoluciéon acuosa saturada de NaHCO3 (1 x 15 mL) y con salmuera (2 x 15 mL). Después de secar sobre

Na>SO4 anhidro y de la filtracidn, el disolvente se separd en vacio para dar 451 mg de RD 243 puro (rendimiento del
82%) en forma de una espuma blanca.

Rf=0,39 (Hex / AcOEt 1:1)

F o)
Pd/C
'\/N‘\I\Yro F * N3\/U\ N \N7/u\ H2
| H N
o 2 [ /
F F /\I s H AcOEt
F
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A la disolucién de éster Mep pentafluorofenilico bruto RD202 (1,05 mmol) se afiadieron RD 243 (258 mg, 0,42 mmol) y
una cantidad catalitica de Pd/C. La mezcla de reaccion se agité durante 24 h bajo una atmdsfera de hidrégeno. La
reaccion se filtré a través de Celite, y el filtrado se lavé con una disolucion acuosa saturada de NaHCOs3 (1 x 15 mL). Las
capas se separaron y la fase organica, tras el secado sobre Na>,SO4 anhidro, se filtrd y se concentré a presion reducida.
El residuo bruto se purifico mediante FC (DCM/AcOEt 1:1, DCM:MeOH 9:1) para dar 291 mg de RD 253 (rendimiento
del 96%) en forma de un solido blanco. Rf = 0,24 (DCM/MeOH 9:1)

RD 257

LiIOH 1N
THF

A una disolucién de RD 253 (290 mg, 0,39 mmol) en THE (5 mL) se afiadié una disolucion acuosa 1 N de LiOH (1,16
mL, 1,16 mmol). La reaccién se agité durante 5 dias a t. a. y después se acidifico con TFA hasta que se alcanzé un pH
de 1-2. La mezcla resultante se lavé con H>O (5 mL) y se extrajo con AcOEt (10 mL). La fase organica se secd sobre
Na>SO4 anhidro, se filtré y el disolvente se separd en vacio. El residuo se purifica mediante FC (DCM / MeOH 8:2),
proporcionando 310 mg de MSRD 257 (rendimiento cuantitativo) en for5ma de un sélido blanco.

Rf=0,5 (DCM / MeOHt 8:2).

RD 259

Ac,0

Piridina

COOH

A una disolucion de RD 257 (310 mg, 0,39 mmol) en piridina (4 mL) se afiadio Ac;O (2 mL) y la disolucién se agitd
durante una noche. Los disolventes se separaron en vacio. El producto bruto se disolvié con AcOEt (20 mL) y se lavé
con H>O (2x10 mL). La fase organica se concentrd en vacio y el residuo bruto se purifico mediante FC (DCM: MeOH
9:1) para dar 240 mg de RD 259 (rendimiento del 84%) en forma de un sdlido blanco. Rf= 0,11 (DCM / MeOH 9:1)

Otros bloques de construccion utilizados para la sintesis de los nuevos derivados de citolisina:
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RD 33
OMe OMe
Boc,0
NaOH
THF/H,0 BocHN COOH

H,N~ ~COOH

A una disolucion de p-metoxi-fenilalanina (1,3 g, 6,6 mmol) y Boc,O (1,74 g, 7 9 mmol) en una mezcla 1:1 de THF/H>0O
(30 mL), se afiadié NaOH (586 mg, 14,6 mmol). La disolucién de color amarillo-pardo resultante se agité durante 5 h'y
después se afadiéo AcOEt (30 mL). Las capas se separaron, la fase acuosa se acidificé con una disolucién acuosa 1 N
de HCI hasta pH 4 y se extrajo dos veces con AcOEt (100 mL). Las fases organicas recogidas se secaron sobre

Na>SOyg, se filtraron y se concentraron en vacio para dar 1,8 g (rendimiento del 92%) del RD 33 puro en forma de un
aceite pardo. Rf = 0,37 (CHCl3 / MeOH 9:1)

RD 34

OMe 1) EtOCOCIEt;N OMe

2) NaBH,

THF oH
BocHN COOH Hy0 BocHN

A una disolucién de RD 33 (1,8 g, 6,1 mmol) en THF (20 mL), enfriada a 0°C, se afiadieron cloroformiato de etilo (700
pL, 7,3 mmol) y EtsN (1,1 mL, 7,3 mmol). La reaccion se agité a 0°C durante 1 h (se formé un precipitado blanco). El
precipitado se separé por filtracion y el filtrado se afiadié a una disolucion de NaBH4 (340 mg, 9,15 mmol) en H>O (10
mL), enfriada a 0°C. Se dejé que la temperatura ascendiera hasta t. a. y la mezcla de reaccion se agitd durante 2 h. La
reaccion se enfrid bruscamente con una disoluciéon acuosa 1 N de HCl y se extrajo con AcOEt (30 mL). Después de
secar sobre NaSO4 anhidro y de la filtracién, el disolvente se evapor6. El producto bruto se purifico mediante FC
(Hex:AcOEt 1:1) para dar 1,7 g (rendimiento del 99%) de RD 34 en forma de un sdlido blanco.

Rf=0,47 (CHCI3/MeOH 9:1)

RD 35

0]
EtN [{:1‘ 0
)J\/Br
_— : B
oH *+ Br THF seco T O/u\/ r
/-\

/:\

A una disolucion de mentol (5 g, 32 mmol) en THF seco (30 mL) se afiadié EtsN (4,8 mL, 35 mmol). Después de enfriar
a 0°C, se afiadio gota a gota bromo-bromuro de acetilo (3 mL, 35 mmol). La temperatura se dejo calentar hastala t. a.y
la mezcla de reaccién se agitd durante 2 h. Después de enfriar a 0°C, la reaccién se enfrid bruscamente con una
disolucién acuosa 1 N de HCI (5 mL) y se afiadié AcOEt (30 mL). Las capas se separaron y la fase organica se seco
sobre NaxSOq, se filtré y se concentré en vacio. El producto bruto se purificé mediante FC (Hex:AcOEt 97:3) para dar
6,4 g de RD 35 (rendimiento del 72%) en forma de un aceite incoloro. Rf = 0,5 (Hex / AcOEt 98:2)
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RD

/U\/Br + PPhy ———— i:)\ J\/PPh:,

THF seco

A una disolucién de RD 35 (6,4 g, 23 mmol) en THF seco (30 mL), bajo una atmdsfera de nitrogeno, se afadié PPhs (6
g, 23 mmol). La mezcla de reaccion se sometio a reflujo durante 2,5 h y se concentré en vacio. El sélido resultante se
lavé con una mezcla 7:3 de hexane/Et;0 y se filtré para dar 11 g de RD 36 (rendimiento cuantitativo) en forma de un
s6lido blanco. Rf = 0,87 (CHCI3 / MeOH 7:3)

RD 37
(5\ NaOH O
PPh - P
JJ\/ 3 H,O/Tolueno : OJ\¢ Phs

j\

A una suspension de RD 36 (11 g, 23 mmol) en tolueno (150 mL) se afiadié gota a gota una disolucion acuosa 0,38 N
de NaOH (25 mL) a lo largo de un periodo de 5 min. La mezcla de reaccion se agité durante 3 h y las capas se
separaron. La fase organica se secé sobre Na,SO, se filtré6 y se concentré en vacio para dar 11 g de RD 37
(rendimiento cuantitativo) en forma una espuma blanca.

RD 38

O O

(5\0/”\/%3 _Mel N
: DCM :

PN PN

A una disolucién de RD 37 (11 g, 23 mmol) en DCM (60 mL), enfriada a 0°C, se afiadié gota a gota (2,1 mL, 34 mmol)
Mel. Después de agitar durante 10 min, se dejé que la temperatura ascendiera hasta t. a. La mezcla de reaccion se
agité durante una noche y el disolvente se evaporé. El producto bruto se disolvié en tolueno (100 mL) y se afiadié una
disolucion acuosa 0,38 N de NaOH. La mezcla se agitd durante 2 h y las capas se separaron. La fase organica se seco
sobre Na SOy, se filtré y se concentr6 para dar 10,4 g de RD 38 (rendimiento del 96%) en forma de un aceite amarillo.
Rf=0,6 (CHCl3 / MeOH 8:2).
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OMe OMe

peryodinano de
Dess Martin
NaHCO3

H
BocHN OH DCM BocHN
o) .

A una disoluciéon de RD 34 (1,85 g, 6,4 mmol) en DCM (100 mL) se afadieron NaHCO3 (11 g, 127 mmol) y
peryodinano de Dess-Martin (4,5 g, 10,2 mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 3 h, se diluyé con Et,O (100
mL), se agité durante 10 min y se verti6 en una disoluciéon acuosa saturada de NaHCO3/Na;S,03 (100 mL). La
5 agitacién se continu6 hasta la neutralizacion completa del acido liberado. Las capas se separaron y la fase organica se

seco sobre NaxSOq, se filtré y se concentrd en vacio para dar 1,8 g (rendimiento cuantitativo) de RD 39 puro en froma
de un solido blanco. Rf= 0,6 (Hex / AcOEt 6:4)

OMe OMe

o :

0
L R O)l\fPPh;; — BocHN

o S

A una disolucion de iluro de mentol (4,53 g, 9,6 mmol) en DCM seco (80 mL), enfriada a 0°C, se afiadio RD 39 (1,8 g,

10 6,4 mmol). Después de agitar durante 15 min a 0°C, se dejo que la temperatura ascendiera hasta la t. a. La mezcla de
reaccion se agitd durante 8 horas, se enfri6 bruscamente con una disoluciéon acuosa 1N de NaHSO4 (50 mL) y se
extrajo con DCM (2x 50 mL). La capa organica se lavé con salmuera (1x 50 mL), se secé sobre Na,SOg, se filtro y se
concentré en vacio. El producto bruto se purific6 mediante FC (Hex:AcOEt 8:2) para dar 2,3 g de FMRD 40
(rendimiento del 78%) en forma de una espuma blanca. Rf = 0,5 (Hex / AcOEt 7:3)

OMe 1= CH=
o A~ w= T
0 i T
P S s “ . I“E S
I NG . R e _ A e O e L ,]\J\ N SN
BocHM ‘ﬁ" =——— BocHM T "hr’ ~ +  BocHM ’ -T T
] \[ - el | a . | ::.: "*q.._]/
AWRD 41 1 ] FMRD 413
15 D& D
mezcla 2:1

A una disolucion de RD 40 (2,3 mg, 4,85 mmol) en AcOEt (20 mL) se afiadié una cantidad catalitica de Pd/C. La
mezcla de reaccion se agitd bajo una atmésfera de hidrégeno durante una noche y se filtré a través de celite. El filtrado
se concentrd bajo presion reducida y el producto bruto se purificé mediante FC (Hex/iPrO; 55:45) para dar 600 mg de

20 FMRD 41a y 1,38 g de RD 41b (rendimiento del 85%) en forma de sdlidos blancos. RD 41b Rf = 0,32 (Hex/iPrO,
55:45)
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RD 44
MeO
BocHN HCI 6N o
140°C 2N

Una suspensién de RD 41b (500 mg, 0,42 mmol) en una disoluciéon acuosa 6 N de HCI (4 mL) se calenté a 140°C
durante 1,5 h. Después de enfriar a t. a. se afiadi6 AcOEt (10 mL) y se separaron las capas. La fase acuosa se
concentrd en vacio para dar 256 mg de RD 44 puro (rendimiento del 89%). Rf= 0,2 (CHClz / MeOH 7: 3)

RD 46
MeO
MeO
2,2-dimetoxipropano
HCl conc.
HCI HyN
2 MeOH HCI H,N OMe
. 0]
5

A una disolucién de RD 44 (150 mg, 0,55 mmol) en MeOH (5 mL) se afadieron 2,2-dimetoxipropano (134 uL, 1,09
mmol) y HCI conc. (1,6 pL, 0,005 mmol). La mezcla de reaccion se calentd a 50°C durante una noche. El disolvente se

separd en vacio para dar 125 mg de RD 46 puro (rendimiento del 91%) en forma de un sélido blanco.
Rf= 0,54 (CHCI; / MeOH 8:2).

10 Sintesis del analogo N-Me-Tuv de OMe-tubulisina D

RD 305
MeO
0 OH 0 - HOAVHATU
N N : EtsN
3\»N /fLOH + HCI HoN 2
L S DMF

A una disolucién de acido (178 mg, 0,45 mmol) en DMF (5 mL) se afiadieron HOAt (66 mg, 0,49 mmol), HATU (186
mg, 0,49 mmol) y EtsN (132 uL, 0,94 mmol). Después de agitar durante 5 min, se afiadié una disolucion de OMe-Tup
(125 mg, 0,45 mmol) en DMF (1 mL). La mezcla de reaccién se agit6é durante 1 h. La reaccion se diluyé con H.O (10
mL) y se extrajo con Et,0O (1 x 20 mL). La fase organica se lavé con una disoluciéon acuosa 1 N de HCI (1 x 15 mL), con
una disolucion acuosa saturada de NaHCO3 (1x 15 mL) y con salmuera (2 x 15 mL). Después de secar sobre Na;SO4

15
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anhidro, y de la filtracién, el disolvente se separd en vacio para dar 241 mg de RD 305 puro (rendimiento del 85%) en
forma de una espuma blanca. Rf = 0,41 (Hex/AcOEt 4:6).

RD 308
MeO

A una disolucion de éster Mep pentafluorofenilico bruto (0,85 mmol) se afiadieron RD 305 (215 mg, 0,34 mmol) y Pd/C.
La mezcla de reaccion se agito durante 24 h bajo una atmésfera de hidrégeno. La reaccién se filtré a través de celite y
el filtrado se concentrd bajo presion reducida. El producto bruto se disolvio en AcOEt (10 mL) y se lavd con una
disolucién acuosa saturada de NaHCO3 (1 x 15 mL) y con salmuera (1 x 15 mL). Después de secar sobre Na;SO4
anhidro y de la filtracion, el disolvente se separd en vacio y el producto bruto se purific6 mediante FC (Hex/AcOEt 1:1
para eluir las impurezas menos polares, DCM: MeOH 9:1 para eluir el producto) para dar 163 mg de RD 308
(rendimiento del 66%) en forma de una espuma blanca. Rs = 0,4 (DCM / MeOH 9:1).

RD 309

OH

A una disolucion de RD 308 (153 mg, 0,21 mmol) en THF (5 mL) se afiadié una disolucion acuosa 1 N de LiOH (630
pL, 0,63 mmol). La reaccion se agité durante 5 dias y después se acidifico con TFA hasta que se alcanzé un pH de 1-2.
La mezcla resultante se lavé con H2O (5 mL) y se extrajo con AcOEt (10 mL). La fase organica se sec6 sobre Na;SO4
anhidro, se filtr6 y el disolvente se separé en vacio. El residuo se purific6 mediante FC (DCM/MeOH 9:1),
proporcionando 173 mg de RD 309 (rendimiento del 82%) en forma de una espuma blanca.

Rf=0,37 (DCM / MeOH 9:1).
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RD 311

ACzo
Piridina

COOH

MeO

H o} OAc )
NP _N
| o) /:\l | S /
A una disolucion de RD 309 (153 mg, 0,19 mmol) en piridina (2 mL) se afiadio Ac;O (1 mL) y la disolucién se agitd
durante una noche. El disolvente se evaporé y el producto bruto se disolviéo en AcOEt (10 mL) y se lavé con H2O (10
mL). Las capas se separaron y la fase organica se lavé con salmuera (1 x 10 mL). El disolvente se separé en vacio y el

producto bruto se purificé mediante FC (DCM: MeOH 9:1) para dar 86 mg de RD 311 (rendimiento del 60%) en forma
de una espuma blanca. Rf= 0,39 (DCM / MeOH 9:1)

Iz

Sintesis del analogo N-Pr-Tuv de F-tubulisina D

RD 254
H
I\ DIPEA N
rFa N ~ N
N COCl + H,N DOM 3 I

A una disolucién de propilamina (3,1 mL, 38 mmol) y DIPEA (3,9 mL, 22,8 mmol) en DCM (50 ml), enfriada a 0°C, se
afadié una disolucion de lle azida (7,6 mmol) en DCM (5 mL). La mezcla de reaccién se agité durante 30 min y se
enfrid bruscamente con H>O (50 mL). Las capas se separaron y la fase organica se seco sobre Na;SO4 anhidro y se
filtré. El disolvente se separo en vacio y el producto bruto se purificd mediante FC (Hex: AcOEt 7:3) para dar 1,258 g de
RD 254 (rendimiento del 83%) en forma de un aceite amarillo. Rf = 0,5 (Hex / AcOEt 7:3)

RD 264
o] 0 o
N N
3\£/U\N /j)LOEt
ahilh
o} o H
N Principal
S /‘J/U\OEt . Ng N~ KHMDS
S fo) THF seco

-78°C o " o (o)
NS\Z)J\N - /NJ)\OEt
= S

b

Secundario
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A una disolucién de azida (809 mg, 4,08 mmol) en THF seco (30 mL), enfriada a -78°C y bajo una atmdsfera de
nitrégeno, se afiadio KHMDS 0,5 M en tolueno (8,16 mL, 4,08 mmol). Después de agitar a la misma temperatura
durante 5 min, se afadié una disolucion de la enona (430 mg, 1,70 mmol) en THF (5 mL) (disolucion de color purpura).
La mezcla de reaccion se agitdé a la misma temperatura durante 1 h y después se enfri6 bruscamente con una
disolucion acuosa saturada de NH4ClI (50 mL). Se afiadié AcOEt (50 mL) y las capas se separaron. La fase organica se
sec6 sobre Na;SO4 anhidro, se filtrd y el disolvente se separo en vacio. El residuo se purificé mediante FC (Hex / AcOEt
8:2), proporcionando 907 g de una mezcla 2:1 de azida y MSRD 264 (rendimiento del 67%, los dos diastereémeros y la
azida tienen el mismo Rf) en forma de un aceite amarillo. Rf = 0,5 (Hex / AcOEt 7:3).

RD 265
o) OH o
Na\:)LN /ri/7/u\OEt
S

MSRD 265a

THF seco

o) o) 0 (S)-CBS
N BH; Me,S
N3\_)J\N /fLOEt 3 2
NN T
0 Y oH o

N3\£)I\N/'\)\</N<?)L0Et
X S
NN

MSRD 265b

A una disolucién 1 M de (S)-CBS en tolueno (120 ulL, 0,12 mmol) en THF seco (5 mL) se afadi6 una disolucion 10 M
de BH3-MezS en THF (114 puL, 1,14 mmol). La disolucion se agité durante 10 min a t. a. y después se enfrioé a 0°C. Se
afadié una disolucién de dipéptido (515 g, 1,14 mmol) en THF seco (5 mL). La reacciéon se agité durante 6 h a la
misma temperatura y después se enfrid6 bruscamente con MeOH (2 mL). El disolvente se separé en vacio y el residuo
se purificd mediante FC (Hex / AcOEt 8:2), proporcionando 275 mg de MSRD 265a y 130 mg de RD 265b (rendimiento
total de 78%) en forma de aceites de color amarillo.

Rf RD 265a = 0,39 (Hex / AcOEt 7:3)

Rf RD 265b = 0,25 (Hex / AcOEt 7:3)

RD 267

o) OH O

I " o OH 0
/:j H s THF/H,0 /ﬁ H s !

A una disolucion de RD 265a (224 mg, 0,49 mmol) en una mezcla 4:1 de THF/H>O (10 mL) se afiadié LiOH - H,O (31

mg, 0,74 mmol). La reaccion se agité durante 5 h y después se afadieron H>O (10 mL) y AcOEt (20 mL). Las capas se

separaron y se afiadié una disolucién acuosa 1 M de HCI a la fase acuosa hasta que se alcanzé un pH de 1-2. La

mezcla resultante se extrajo con AcOEt. La fase organica se secd sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y el disolvente se

separd en vacio para dar 171 mg de RD 267 puro (rendimiento del 82%) en forma de un sélido blanco. RFMSRD 267 =
0,25 (DCM / MeOH 9:1).
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RD 271

HOAVHATU
Et;N

A una disolucién de RD 267 (157 mg, 0,37 mmol) en DMF (5 mL) se afiadieron HOAt (56 mg, 0,41 mmol), HATU (156
mg, 0,41 mmol) y EtsN (113 puL, 0,81 mmol). Después de agitar durante 5 min se afiadié una disoluciéon de F-Tup (102
mg, 0,37 mmol) en DMF (1 mL). La mezcla de reaccion se agité durante 1 h. La reaccion se diluy6é con H2O (10 mL) y
se extrajo con Et20 (1 x 20 mL). La fase organica se lavé con una disolucién acuosa 1N de HCI (1 x 15 mL), con una
disolucién acuosa saturada de NaHCO3 (1x 15 mL) y con salmuera (2 x 15 mL). Después de secar sobre NaSO4
anhidro y de la filtracion, el disolvente se separd en vacio para dar 173 mg de RD 271 puro (rendimiento del 72%) en
forma de una espuma blanca. Rf = 0,54 (Hex / AcOEt 4:6)

RD 273

A una disolucién de éster Mep pentafluorofenilico bruto (0,50 mmol) se afadieron RD 271 (158 mg, 0,24 mmol) y una
cantidad catalitica de Pd/C. La mezcla de reaccién se agité durante 24 h bajo una atmoésfera de hidrogeno. La reaccion
se filtré a través de celite y el filtrado se concentré bajo presion reducida. El producto bruto se disolvié en AcOEt (10 mL)
y se lavé con una disolucién acuosa saturada de NaHCO3 (1x 15 mL) y con salmuera (1 x 15 mL). Después de secar
sobre Na;SO4 anhidro y de la filtracion, el disolvente se separd en vacio y el producto bruto se purificd6 mediante FC
(Hex/AcOEt 1:1 para eluir las impurezas menos polares, DCM:MeOH 9:1 para eluir el producto) para dar 107 mg de RD
273 (rendimiento del 60%) en forma de una espuma blanca. Rf= 0,4 (DCM / MeOH 9:1).
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RD 276

LiOH 1N
THF

(X

N N

TFA 'i‘ T N /\)/u\N
o) /w k‘ s H

A una disolucién de RD 273 (90 mg, 0,12 mmol) en THF (5 mL) se afiadi6 una disolucién acuosa 1N de LiOH (420 pL,

0,42 mmol). La reaccién se agit6é durante 5 dias y después se acidificd con TFA hasta que se alcanzé6 un pH de 1-2. La

mezcla resultante se lavé con H,O (5 mL) y se extrajo con AcOEt (10 mL). La fase organica se seco sobre Na;SOg4

anhidro, se filtr6 y el disolvente se separé en vacio. El residuo se purific6 mediante FC (DCM/MeOH 9:1),

proporcionando 90 mg de MSRD 276 (rendimiento del 90%) en forma de una espuma blanca. Rf = 0,39 (DCM/MeOH
9:1).

COOMe

RD 282

Ac,O

Piridina

A una disolucion del RD 276 (85 mg, 0,1 mmol) en piridina (2 mL) se afiadid Ac,O (1 mL) y la disoluciéon se agitd
durante una noche. El disolvente se evaporé y el producto bruto se disolvio en AcOEt (10 mL) y se lavé con H2O (10
mL). Las capas se separaron y la fase organica se lavo con salmuera (1 x 10 mL). El disolvente se separé en vacio vy el
producto bruto se purificé mediante FC (DCM:. MeOH 9:1) para dar 32 mg de RD 282 (rendimiento del 41%) en forma
de una espuma de color blanco. Rf= 0,41 (DCM / MeOH 9:1).

Sintesis del analogo N-Me-Tuv de Pro-F-tubulisina D
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Pd/C

AcOEt

A una disolucién de éster N-Me Pro pentafluorofenilico (0,78 mmol) se afiadieron RD 285 (195 mg, 0,31 mmol) y una
cantidad catalitica de Pd/C. La mezcla de reaccion se agit6é durante 24 h bajo una atmodsfera de hidrégeno. La reaccion
se filtré a través de celite y el filtrado se concentrd bajo presion reducida. El producto bruto se disolvié en AcOEt (10 mL)
y se lavé con una disolucién acuosa saturada de NaHCO3 (1x 15 mL) y con salmuera (1 x 15 mL). Después de secar
sobre Na;SO4 anhidro y de la filtracion, el disolvente se separd en vacio y el producto bruto se purificd6 mediante FC
(Hex/AcOEt 1:1 para eluir las impurezas menos polares, DCM:MeOH 9:1 para eluir el producto) para dar 160 mg de RD
287 (rendimiento del 73%) en forma de una espuma blanca.

Rf=0,6 (DCM/ MeOH 9:1)

RD 290

LiOH 1N
THF

A una disolucién de RD 287 (150 mg, 0,21 mmol) en THF (5 mL) se afiadi6é una disolucién acuosa 1 N de LiOH (640
pL, 0,64 mmol). La reaccion se agitd durante 18 h y después se acidifico con TFA hasta que se alcanzé un pH de 1-2.
La mezcla resultante se lavé con H20 (5 mL) y se extrajo con AcOEt (10 mL). La fase organica se sec6 sobre Na;SO4
anhidro, se filtr6 y el disolvente se separé en vacio. El residuo se purific6 mediante FC (DCM/MeOH 9:1),

proporcionando 138 mg de RD 290 (rendimiento del 82%) en forma de una espuma blanca. Rf = 0,42 (DCM/MeOH
9:1).
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RD 291

Ac,0

Piridina

COOH

A una disolucion de RD 290 (120 mg, 0,14 mmol) en piridina (2 mL) se afiadio Ac;O (1 mL) y la disolucién se agitd
durante una noche. El disolvente se evaporo, el producto bruto se disolvié en AcOEt (10 mL) y se lavé con H>O (10
mL). Las capas se separaron y la fase organica se lavé con salmuera (1 x 10 mL). El disolvente se separé en vacio vy el
producto bruto se purificd mediante FC (DCM: MeOH 9:1) para dar 78 mg de RD 291 (rendimiento del 76%) en forma
de una espuma blanca. Rf= 0,37 (DCM / MeOH 92:8)

Sintesis del analogo N-Me-Tuv de p-Phe-tubulisina D

RD 300
O 1) EtOCOCVEL,N O
O 2) NaBH, O
THF on
BocHN” ~COOH H,0 BocHN

A una disolucién de aminoacido Boc-protegido (770 mg, 2,2 mmol) en THF (20 mL), enfriada a 0°C, se afadieron
cloroformiato de etilo (252 pL, 2,64 mmol) y EtsN (368 pL, 2,64 mmol). La reaccion se agité a 0°C durante 1 h (se formo
un precipitado blanco). El precipitado se separo6 por filtracion y el filtrado se afiadié a una disolucidon de NaBH4 (125 mg,
3,3 mmol) en H20 (5 mL), enfriada a 0°C. Se dejo que la temperatura ascendiera hasta la t. a. y la mezcla de reaccién
se agité durante 2 h. La reaccion se enfrié bruscamente con una disolucion acuosa 1 N de HCl y se extrajo con AcOEt
(30 mL). Después de secar sobre Na;SO4 anhidro y de la filtracion, el disolvente se evaporé. El producto brurto se
purificé mediante FC (Hex:AcOEt 1:1) para dar 720 mg (rendimiento cuantitativo) de RD 300 en forma de un sélido
blanco. Rf= 0,23 (Hex / AcOEt 6:4)

RD 301

peryodinano de
Dess Martin

NaHCO3
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A una disolucion de RD 300 (700 mg, 2,1 mmol) en DCM (30 mL) se afiadieron NaHCO3 (3,5 g, 42 mmol) y
peryodinano de Dess-Martin (1,4 g, 3,4 mmol). La mezcla de reaccién se agit6é durante 3 h, se diluy6 con Et,O (50 mL),
se agitd durante 10 min y se vertié en una disolucion acuosa saturada de NaHCO3/Na;S,03 (50 mL). La agitacion se
continud hasta la neutralizacion completa del acido liberado. Las capas se separaron y la fase organica se seco sobre

Na>SOys se filtrd y se concentré en vacio para dar 650 mg (rendimiento del 95%) de MSRD 310 puro en forma de un
sélido blanco. Rf = 0,38 (Hex/AcOEt 6:4).

RD 302

s

o}

BocHN BocHN

DCM

/-\

A una disolucion de iluro de mentol (1,4 g, 2,99 mmol) en DCM seco (30 mL), enfriada a 0°C, se afiadié RD 301 (650
mg, 1,99 mmol). Después de agitar durante 15 min a 0°C, se dejo que la temperatura ascendiera hasta la t. a. La
mezcla de reaccion se agité durante 8 horas, se enfrid bruscamente con una disolucién acuosa 1N de NaHSO4 (50 mL)
y se extrajo con DCM (2x 50 mL). La capa organica se lavé con salmuera (1x 50 mL), se sec6 sobre Na;SOa, se filtro y
se concentré en vacio. El producto bruto se purific6 mediante FC (Hex:AcOEt 8:2) para dar 750 mg de RD 302
(rendimiento del 72%) en forma de una espuma blanca. Rf = 0,35 (Hex/iPrO2 55:95).

RD 304

- - N~
H, H o R 0 :
T " BocHN +  BocHN
AcOEt
(o] (o]
MSRD 304b MSRD 304a

mezcla 2:1

A una disolucion de RD 302 (650 mg, 1,25 mmol) en AcOEt (10 mL), se afiadié una cantidad catalitica de Pd/C. La
mezcla de reaccion se agitd bajo una atmadsfera de hidrégeno durante una noche y se filtré a través de celite. El filtrado
se concentrd bajo presion reducida y el producto bruto se purificé mediante FC (Hex/iPrO; 6:4) para dar 165 mg de RD
304ay 329 mg de RD 304b (rendimiento del 75%) en forma de solidos blancos. RD 41b Rf = 0,32 (Hex/iPrO, 55:45).

RD 310

BocHN HCI 6N

140°C
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Una suspension de RD 304b (319 mg, 0,61 mmol) en una disoluciéon acuosa 6 N de HCI (4 mL) se calenté a 140°C
durante 1,5 h. Después de enfriar a t. a. se afiadi6 AcOEt (10 mL) y las capas se separaron. La fase acuosa se
concentré en vacio para dar 150 mg de RD 310 puro (rendimiento del 89%) en forma de un sdlido blanco. Rf = 0,3
(CHCI3/MeOH 7:3).

2,2-dimetoxipropano
HCI conc.

MeOH

OMe

A una disolucién de RD 44 (150 mg, 0,55 mmol) en MeOH (5 mL) se afadieron 2,2-dimetoxipropano (134 nL, 1,09
mmol) y HCI conc. (1,6 pL, 0.005 mmol). La mezcla de reaccion se calentd a 50°C durante una noche. El disolvente se
separd en vacio para dar 125 mg de RD 46 puro (rendimiento del 91%) en froma de un sélido blanco.

Rf=0,54 (CHCI3 / MeOH 8:2)

HOAVHATU

A una disolucién de acido (117 mg, 0,29 mmol) en DMF (5 mL) se afiadieron HOAt (44 mg, 0,32 mmol), HATU (123
mg, 0,32 mmol) y EtsN (86 pL, 0,62 mmol). Después de agitar durante 5 min se afiadio una disoluciéon de Phe-Tup (98
mg, 0,29 mmol) en DMF (1 mL). La mezcla de reaccion se agité durante 1 h. La reaccion se diluyé con H2O (10 mL) y
se extrajo con Et;0 (1 x 20 mL). La fase organica se lavd con una disolucién acuosa 1 N de HCI (1 x 15 mL), con una
disolucién acuosa saturada de NaHCOs3 (1x 15 ml) y con salmuera (2 x 15 ml). Después de secar sobre NaSO4 anhidro
y de la filtracion, el disolvente se separd en vacio para dar 189 mg de RD 49 puro (rendimiento del 96%) en forma de
una espuma blanca. Rf = 0,29 (Hex / AcOEt 1:1).
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RD 51

Pd/IC

AcOEt

A una disolucién de éster Mep pentafluorofenilico bruto (0,65 mmol) se afiadieron RD 49 (176 mg, 0,26 mmol) y una
cantidad catalitica de Pd/C. La mezcla de reaccion se agitoé durante 24 h bajo una atmodsfera de hidrégeno. La reaccion
se filtr a través de celite y el filtrado se concentré bajo presion reducida. El producto bruto se disolvié en AcOEt (10 mL)
y se lavé con una disolucién acuosa saturada de NaHCO3 (1x 15 mL) y con salmuera (1 x 15 mL). Después de secar
sobre Na;SO4 anhidro y de la filtracion, el disolvente se separd en vacio y el producto bruto se purificd6 mediante FC
(Hex/AcOEt 1:1 para eluir impurezas menos polares, DCM:MeOH 9:1 para eluir el producto) para dar 158 mg RD 51
(rendimiento del 78%) en forma de una espuma blanca. Rf = 0,42 (DCM/MeOHt 9:1).

RD 312

LIOH 1N
COOMe -
0 OH O
H )
TF/‘;‘:K( N\'-)LN N N COOH
0 /\| ! s/ H

A una disolucion de RD 51 (148 mg, 0,19 mmol) en THF (5 mL) se afiadié una disolucion acuosa 1 N de LiOH (57 pL,
0,57 mmol). La reaccidn se agit6é durante 5 dias y después se acidificé con TFA hasta que se alcanzé un pH de 1-2. La
mezcla resultante se lavé con HO (5 mL) y se extrajo con AcOEt (10 mL). La fase organica se seco sobre Na;SOg4
anhidro, se filtr6 y el disolvente se separé en vacio. El residuo se purific6 mediante FC (DCM/MeOH 9:1),
proporcionando 135 mg de MSRD 312 (rendimiento del 83%) en forma de una espuma blanca. Rf = 0,29 (DCM/MeOHt
9:1).
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RD 313

coon A0

/H Piridina
OAc

o) O
H o}
(NU\WN\/U\N /il)/u\
H N
I o /w | s/ ' H

A una disolucion de RD 312 (125 mg, 0,14 mmol) en piridina (2 mL) se afadié Ac,O (1 mL) y la disolucién se agitd
durante una noche. El disolvente se evaporé y el producto bruto se disolviéo en AcOEt (10 mL) y se lavé con H2O (10
mL). Las capas se separaron y la fase organica se lavé con salmuera (1 x 10 mL). El disolvente se separé en vacio y el

producto bruto se purific6 mediante FC (DCM:MeOH 9:1) para dar 70 mg de RD 313 (rendimiento del 62%) en forma
de una espuma blanca. Rf = 0,35 (DCM/MeOHt 9:1).

Ensayos de Actividad

La actividad de algunos compuestos de ejemplo representativos de acuerdo con la invencion se ha determinado de
acuerdo con el siguiente procedimiento:

Sembrar placas de 96 pocillos a una concentracion de 5000 células/pocillo en un volumen de 100 pL con
células A2780 (ovarios), HT-29 (colon), MDA-MB-231 (mama), NCI-H1299 (pulmén de células no pequeias)
MCF-7 (mama) o cualquier otra linea celular de cancer disponible. Incubar durante 24 horas a 37°C.

Preparar una disolucién madre de derivado de tubulisina disolviendo a razén de 10 mg/ml en metanol.
Preparar diluciones de 1 mg/ml en metanol y 17 ng/ml (20 uM) en medio de cultivo celular, y hacer diluciones
seriadas de 10 veces a 2 pM en medio de cultivo celular.

Afadir 100 uL de tubulisina a pocillos por triplicado para un intervalo de dosis final de 1 pM a 10 uM. Reserva
tres pocillos para células "no tratadas" y tres pocillos de medio solo como un "espacio en blanco". Incubar las
placas a 37°C durante 48 horas.

Preparar reactivo de ensayo MTS diluyendo CellTiter 96 AQueous One Solution (Promega) 5 veces en
PBS/glucosa (4,5 g/L). Aspirar medio de cultivo celular. Ahadir una parte alicuota de 100 pL de reactivo MTS a
cada uno de los pocillos. Incubar a 37°C durante 1-2 horas dependiendo de la linea celular.

Agitar las placas durante 5 minutos y medir la absorbancia a 485 nm utilizando un lector de placas (p. €j.
Tecan). Introducir los datos en bruto en una hoja de calculo Excel para obtener el % de supervivencia de las
células para cada linea celular. Dosis grafico (nM) frente a % de supervivencia celular y estimar Clsos de los
graficos.

Utilizar un ajuste logistico de 4 parametros para obtener los valores de Clso:
y=(ad)/(1+(x/c)*b)+d

en donde x = dosis

y =% de supervivencia celular
a = asintota inferior

b = pendiente

c= C|5o

d = asintota superior
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Introducir valores para x e y. Estimar los valores para a, b, ¢, y d. Ejecutar la herramienta solucionador de la
suma de células de los errores al cuadrado. Minimizar la suma de errores al cuadrado variando los parametros
a través de d. Obtener la Clsp (nM) a partir del parametro c.

Tubulisina A ha sido utilizada como referencia. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Compuesto CI50 de la linea celular [nM]

HT-29 A2780 MCF-7

gt ||

Tubulisina A Referen(:|a

HT-29 A2780 NCI-H1299
L/\Hr \/(/'\r 3,0 0,8 1,93
¢ e
RD259
F {1 HT-29 A2780 NCI-H1299 | MCF-7

OH

o oAc o 0,48 0,30 0,52 0,4
LUK, n L
N K N z N
I o . \ s—ll

RD282

HT=-29
0,43

RD295

" HT-29 MCF-7
o oAc o 0,35 0,6
OYn I/k( : :
70,3;“" YN
o
RD305

" HT-29 MCF=-7
0,28 0,4

Pt

RD314
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F HT-29 MCF-7
"o oAc o 31 1.1
H 3
I o ! sl oM
o
RD291
e HT-29 A2780
] OAc [ 2.1 0,7
CL e I ' '
? °‘;Q\T S-J)L“ OH
[+]
RD307
OMe HT-29 A2780 MCF-7
AN, N
Y ¢ YW,
[e]
RD311
" HT-29 A2780
o OAc [
H
I o | s—Ul # oM
o
RD313
F HT-29 A2780 MCF-7
A o ° oAc 0 3,5 0,9 1,1
AN, n M
N N o4 N
! 0 { 8 | " OH
?Y !
RD321
F HT-29 A2780
o OAc o 0,49 0,3
AN Pt
N N z N
o . H ] " om
]
RD330
HT-29 A2780
° ° 3,1 11
Lo, 'I/YN'JLN
I o . H s " on
[]
RD339
’ HT-29 MCF-7
o OAc 0 0,45 0,4
AR n
N N - N
I o Q s— ¥ on
OiPh °
RD341
* HT-29 MCF-7
o on ° 23,0 15,2
' " N /NT' ‘u
! o . s w
RD344
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HT-29 A2780
w © o 43 1,6
N N N /N]/ N
I o H sl W
. OH
RD353 :

En general las nuevas moléculas de acuerdo con esta invencion muestran una
actividad contra varias lineas celulares de cancer entre 0,03 y 60 nm.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Foérmula (IV):

R10

) O R9 o)
f H N
R2 0 R6 R S

H
7

en donde
R? es alquilo C1-Ca,
R® es alquilo C+1-Ce,
R’ es alquilo C4-Ce, CH20R" o CH,0COR?®, en donde R es alquilo, especialmente isopropilo, R? es
alquenilo C,-Cs, fenilo o CHz-fenilo,
R® es alquilo C+1-Ce,
R' es H, OH, O-alquilo u O-acetilo;
fes162;
R" tiene la siguiente estructura:

R21

en donde

R es H, OH, haldégeno, NHa, alquiloxi, fenilo, alquil-amino o dialquil-amino;

R'®esHoun grupo alquilo C1-Ceg;

RY es CO,H, CO,R'™, CONHNH,, OH, NHz SH o un grupo alquilo, cicloalquilo, heteroalquilo o

heterocicloalquilo opcionalmente sustituido, en donde R™ es un grupo alquilo, heteroalquilo o

heterocicloalquilo opcionalmente sustituido; y

pes0,1,263;
o una sal farmacolégicamente aceptable, un solvato, un hidrato o una formulaciéon farmacolégicamente aceptable del
mismo, en donde la expresién "opcionalmente sustituido" se refiere a grupos, en donde uno o varios atomos de H
pueden estar reemplazados por F, Cl, Br o I, u OH, SH, NH2, NO>.; la expresion "opcionalmente sustituido"se refiere,
ademas, a grupos que pueden estar sustituidos exclusiva o adicionalmente con alquilo C1-Ce, alquenilo C>-Cs, alquinilo
C2-Ce, heteroalquilo C1-Cs, cicloalquilo C3-C10, heterocicloalquilo C2-Co, arilo Ce-C10, heteroarilo C1-Co, aralquilo C7-C12
o heteroaralquilo C2-C11 no sustituido.

2. Una composicion farmacéutica que contiene un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, y opcionalmente uno
0 mas soportes y/o adyuvantes.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
2, para uso en el tratmiento de tumores, enfermedades inmunolégicas, enfermedades autoinmunes, enfermedades
inflamatorias y artritis reumatoide, asi como modificaciones en la superficie de implantes de plastico o de metal, o para
uso en el tratamiento de enfermedades cancerigenas.

4. Uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o una composicion farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 2, para la preparacion de conjugados que comprenden al menos un compuesto de Férmula (IV) y una
molécula bioldgica, p. e]. oligosacaridos o polisacaridos, anticuerpo monoclonal, lectina, PSA (antigeno especifico de la
prostata) o vectores peptidicos, hormonas, vitaminas, lipidos o un polimero sintético y,opcionalmente, también un
enlazador o polimero de origen natural o no natural tal como un polimero pegilado, almidén, ciclodextrina o una mezcla
de un polimero sintético con una molécula biologica.
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