prolina, L~(2-metil)prolina, écido L-pipecolinico, 4cido L-azetidine-2-
carboxilic,  écido  L-indolin-2-carboxilico,  4cido  L-1,2,3.4-
tetrahidroisoquinolin-3-carboxflico, 4cido  L-tiiazolidin-4-carboxflico,
dcido L~(5,5-dimetil)tiazolidin-4-carboxilico, 4cido L-tiamorfolin-3-
carboxilico, glicina, 2-fert-butilglicina, D,L-fenilglicina, L-alanina, a-
metilalanina, N-metil-L-fenilalanina, L-difenilalanina, sarcosina, D,L-
fenilsarcosina, fi-rerz-butil éster del écido L-aspértica, y-fer-butil éster del
dcido L-glutdmico, L~(O-bencil)serina, 4cido 1-
aminociclopropanocarboxilico dcido, 1-aminociclobutanocarboxilico, acid
1-aminociclopentanocarboxilico (cicloleucina), 1- dcido
aminociclohexanocarboxilico, L-serina y similares. Si se desea, los
correspondientes esters del dcido carboxilico de los aminodcidos de la
Férmula I, tales como los ésteres metilicos, los ésteres etflicos y similares,
se pueden utilizar en la reaccién antes descripta con el cloruro de sulfonilo
IV. La posterior hidrélisis del grupo éster del 4dcido carboxilico usando
reactivos y condiciones normales, por ¢jemplo, tratamiento con un
hidréxido de metal alcalino en un solvente inerte tal como metanol/agua,
permite obtener el aminodcido N-sulfonilo V.

De forma simular, los cloruros de sulfonilo de la Férmula IV usados en
las reacciones arriba descriptas son compuestos conocidos 0 compuestos
que se pueden preparar a partir de compuestos conocidos mediante
procedimientos de sintesis convencionales. Estos compuestos tipicamente
sc preparan a partir del correspondiente dcido sulfénico, por ejemplo, a
partir de compuestos de la formula R'-SO3H, usando tricloruro de fésforo y
pentacloruro de fosforo. Esta reaccién generalmente se lleva a cabo
poniendo en contacto el 4cido sulfénico con alrededor de 2 a 5 equivalentes
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molares de tricloruro de fésforo y pentacloruro de fésforo, ya sea puro o en
un solvente inerte, tal como diclorometano, a una temperatura comprendida
entre alrededor de 0EC y alrededor de 80EC durante aproximadameante 1 a
48 horas para obtener el cloruro de sulfonilo. Alternativamente, los
cloruros de sulfonilo de la Formula IV se pueden preparer a partir del
correspondiente compuesto tiol, por ejemplo, a partir de compuestos de la
formula R'-SH, tratando el tiol con cloro (Cl;) y agua bajo condiciones de
reaccién convencionales.

Los ejemplos de cloruros de sulfonilo adecuados para usar en esta
invencién incluyen, pero no se limitan a, cloruro de metanosulfonilo,
cloruro de 2-propanosulfonilo, cloruro de 1-butanosulfonilo, cloruro de
bencenosulfonilo, cloruro de 1-naftalenosulfonilo, cloruro de 2-
naftalenosulfonilo, cloruro de p-toluenosulfonilo, cloruro de a-
toluenosulfonilo, cloruro de 4-acetamidobencenosulfonilo, cloruro de 4-
amidinobencenosulfonilo, cloruro de 4-ter-butilbencenosulfonilo, cloruro
de 4-bromobencenosulfonilo, cloruro de 2-carboxibencenosulfonilo,
cloruro de 4-cianobencenosulfonilo, cloruro de 3.4-
diclorobencenosulfonilo, cloruro de 3,5-diclorobencenosulfonilo, cloruro
de 3,4-dimetoxibencenosulfonilo, cloruro de 3,5-
ditrifluorometilbencenosulfonilo, cloruro de 4-fluorobencenosulfonilo,
cloruro de 4-metoxibencenosulfonilo, cloruro de 2-
metoxicarbonilbencenosulfonilo, cloruro de 4-metilamidobencenosulfonilo,
cloruro de 4-nitrobencenosulfonilo, cloruro de 4-tioamidobencenosulfonilo,
cloruro de A4-trifluorometilbencenosulfonilo, cloruro de 4-
trifluorometoxibencenosulfonilo, cloruro de 2,4,6-trimetilbencenosulfonilo,

cloruro de 2-feniletanosulfonilo, cloruro de 2-tiofenosulfonilo, cloruro de
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5-cloro-2-tiofenosulfonilo, cloruro de 2,5-dicloro-4-tiofenosulfonilo,
cloruro de 2-tiazolasulfonilo, cloruro de 2-metil-4-tiazolasulfonilo, cloruro
de 1-metil4-imidazolasulfonilo, cloruro de 1-metil-4-pirazolasulfonilo,
cloruro de 5-cloro-1,3-dimetil-4-pirazolasulfonilo, cloruro de 3-
piridinasulfonilo, cloruro de 2-pirimidinasulfonilo y similares. Si se desea,
en vez del cloruro de sulfonilo, en Ia reaccién anterior para formar los
aminoécidos sulfonilo de la Férmula V se puede utilizar un fluoruro de
sulfonilo, un bromuro de sulfonilo o un dcido sulfénico anhfdrido.

Los aminodcidos N-sulfonilo intermedios de la Férmula V también se
pueden preparar haciendo reaccionar una sulfonamida de la Férmula VI:

con un derivado del 4cido carboxilico de la Férmula L(R*)CHCOOR’
donde L es un grupo saliente, tal como cloro, bromo, iodo, mesilato,
tosilato y similares, y R es hidrégeno o un grupo alquilo. Esta reaccién
tipicamente se lleva a cabo poniendo en contacto la sulfonamida VI con al
menos un equivalente, preferentemente 1,1 a 2 equivalentes, del derivado
del dcido carboxilico en presencia de una base adecuada, tal como la
trictilamina, en un solvente inerte, tal como DMF, a una temperatura
comprendida entre alrededor de 24EC y alrededor de 37EC durante
aproximadamente 0,5 a 4 horas. Esta reaccién también se describe en
Zuckermann et al., J Am. Chem. Soc., 1992, 114, 10646-10647. Los
derivados del dcido carboxilico preferidos para utilizar en esta reaccion son
los ésteres de los écidos a-cloro y a-bromocarboxilicos tales como el
bromoacetato de fer-butilo y similares.
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Cuando en esta reaccién se emplea un éster de un acido carboxilico, el
grupo éster luego se hidroliza usando procedimientos convencionales para
obtener un aminodcido N-sulfonilo de la Férmula V.

Luego los compuestos de la presente invencién se preparan acoplando el
aminoécido N-sulfonilo de la Férmula V con un derivado de aminoédcido de
la VII:

R"—Il:«ll—CH—C—R' VII
R

Tipicamente esta reaccién de acoplamiento se lleva a cabo utilizando
reactivos de acoplamiento bien conocidos tales como las carbodiimidas, el
reactivo  BOP (hexafluorofosfonato @ de  benzotriazol-1-iloxi-
tris(dimetilamino)fosfonio) y similares. Las carbodiimidas incluyen, a
modo de ejemplo, diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-(3-dimetilamino-
propil)-3-etilcarbodiimida (EDC) y similares. Si se¢ desea, también se
pueden usar formas soportadas por polimeros de los reactivos de
acoplamiento carbodiimidas, por ejemplo, aquellas descriptas en
Tetrahedron Letters, 34(48), 7685 (1993). Ademsis, para facilitar la
reaccion de acoplamiento se pueden utilizar los promotores conocidos,
tales como la N-hidroxisuccinimida, la 1-hidroxibenzotriazola y similares.

Esta reaccién de acoplamiento tipicamente se lleva a cabo poniendo el
contacto el N-sulfonilaminoécido V con alrededor de 1 a 2 equivalentes del
reactivo de acomplamiento y al menos un equivalente, preferentemente
entre airededor de 1 y alrededor de 1,2 equivalentes, del derivado de
aminodcido VII en un solvente inerte tal como diclorometano, cloroformo,
acetonitrilo, tetrahidrofurano, N,N-dimetilformamido y similares.
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Generalmente, esta reaccion se lleva a cabo a una temperatura comprendida
entre alrededor de 0EC y alrededor de 37EC durante alrededor de 12 a 24
horas. Una vez completada la reaccién, el compuesto de la presente
invencién se recupera mediante métodos convencionales, incluyendo la
neutralizacién, la extraccién, la precipitacién, la cromatografla, la filtracién
y similares.

Alternativamente, el aminoédcido N-sulfonilo V se puede convertir en un
haluro de 4cido y acoplar el haluro de 4cido con el derivado de aminoécido
VII para obtener los compuestos de la presente invencidn. El haluro de
dcido de V se puede preparar poniendo en contacto V con un haluro de
écido inorgénico, tal como el cloruro de tionilo, el tricloruro de fésforo, el
tribromuro de fésforo o el pentacloruro de fésforo, o preferentemente, con
cloruro de oxalilo bajo condiciones convencionales. Generalmente, esta
reaccion se lleva a cabo usando alrededor de 1 a 5 equivalentes molares del
haluro de dcido inorgénico o cloruro de oxalilo, ya sea puro o en un
solvente inerte, tal como diclorometano o tetracloruro de carbono, a una
temperatura comprendida entre alrededor de OEC y alrededor de 80EC
durante alrededor de 1 a 48 horas. En esta reaccidn también se puede usar
un catalizador, tal como DMF. Luego el haluro de dcido del aminodcido N-
sulfonilo V se pone en contacto con al menos un equivalente,
preferentemente entre alrededor de 1,1 y alrededor de 1,5 equivalentes, de
derivado de aminoécido VII en un solvente inerte, tal como diclorometano,
a una temperatura comprendida entre alrededor de -70EC y alrededor de
40EC durante alrededor de 1 24 horas. Preferentemente, esta reaccion se
lleva a cabo en presencia de una base adecuada para neutralizar el dcido
generado durante la reaccién. Las bases adecuadas incluyen, a modo de
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ejemplo, las aminas terciarias, tales como la trictilamina, Ia
diisopropiletilamina, la N-metilmorfolina y similares. Alternativamente, la
reaccidn se puede llevar a cabo bajo condicoines tipo Schotten-Baumann
usando un slcali acuoso, tal como el hidréxido de sodio y similares. Una
vez completada la reaccién, ¢l compuesto de la presente invencién se
recupera mediante métodos convencionales, incluyendo la neutralizacién,
la extraccion, la precipitacién, la cromatografia, la filtracién y similares.

Alterativamente, los compuestos de la presente invencién se pueden
preparar primer formando un derivado de diaminoécido de la VIII:

R?
Rz—ﬂ—CH—c—N—-CH—C—R‘ VI
R RS

Los derivados de diaminodcido de la Férmula VIII se pueden preparar
ficilmente acoplando un aminodcido de la Férmula III con un derivado de
aminodcido de la Férmula VII usando las técnicas de acoplamiento de
aminodcidos y reactivos convencionales, tales como las carbodiimidas,
reactivo BOP y similares, tal como se describié anteriormente. Luego el
diaminoécido VIII se puede sulfonatar usando un cloruro de sulfonilo de la
Férmula IV y usando los procedimientos de sintesis antes descriptos para
obtener un compuesto de la presente invencién.

Los derivados de aminodcido de la Férmula VII empleados en las
reacciones anteriores son compuestos conocidos 0 compuestos que se
pueden preparar a partir de compuestos conocidos mediante procedimientos
de sintesis convencionales. Por ejemplo, los derivados de aminoécido de la
Férmula VII se pueden preparar C-glquilando dietil 2-acetamidomalonato
disponible comercialmente (Aldrich, Milwaukee, Wisconsin, USA) con un
232

xek



alquilo o un haluro de alquilo sustituido. Esta reaccién tipicamente se lleva
a cabo tratando el dietil 2-acetamidomalonato con al menos un equivalente
de etéxido de sodio y al menos un equivalente de un alquilo o un haluro de
alquilo sustituido en etanol en reflujo durante alrededor de 6 a 12 horas. El
malonato C-alquilado resultante luego se desacetiliza, hidroliza y
decarboxila por calentamiento en &cido clorhidrico en reflujo durante
alrededor de 6 a 12 horas para obtener el aminoéicido, tipicamente bajo la
forma de la sal de hidrocloruro,

Los ejemplos de derivados de aminoédcido de la Férmula VII adecuados
para usar en las anteriores reacciones incluyen, pero no se limitan a, L-
tirosina, éster metilico de L-3,5-diiodotirosina, L-3-iodotirosina, p-(4-
hidroxi-naftil-1-il}-L-alanina, éster metilico de P-(6-hidroxi-naft-2-il)-L-
alanina y similares. Si se desea, obviamente, también se pueden emplear
otros ésteres o amidas de los compuestos arriba descriptos.

Para facilitar su sintesis, los compuestos de la presente invencién
tipicamente se preparan como un éster, por ejemplo, donde R® es un grupo
alcoxilo o un grupo alcoxilo sustituido y similares. Si se desea, el grupo
éster se puede hidrolizar usando condiciones y reactivos convencionales
para obtener el correspondiente dcido carboxflico. Tipicamente, esta
reaccion sc lleva a cabo tratando el éster con al menos un equivalente de un
hidréxido de metal alcalino, tal como hidréxido de litio, sodio o potasio, en
un solvene inerte tal como metanol o mezclas de metanol y agua, a una
temperatura comprendida entre alrededor de OEC y alrededor de 24EC
durante alrededor de 1 a 10 horas. Alternativamente, los esteres bencflicos
se pueden remover por hidrogenolisis usando un catalizador de paladio, tal
como paladio en carbono. Los dcidos carboxilicos resultantes se pueden
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acoplar, si se desea, con aminas tales como el éster etilico de B-alanina,
hidroxiaminas tales como la hidroxilamina y la N-hidroxisuccinimida,
alcoxiaminas y alcoxiaminas sustituidas tales como O-metilhidroxilamina y
O-bencilhidroxilamina, y similares, usando reactivos de acoplamiento y
condiciones convencionales como las antes descriptas.

Como seré evidente para las personas expertas en la técnica, otros grupos
funcionales presentes en cualquiera de los sustituyentes de los compuestos
de la presente invencién se pueden modificar o derivatizar ficilmente antes
o después de las reacciones de acoplamiento arriba descriptas usando
procedimientos de sintesis conocidos. Por ejemplo, un grupo nitro presente
en un sustituyente de un compuesto de la presente invencién o un
intermediario del mismo se puede reducir ficilmente por hidrogenacion en
presencia de un catalizador de paladio, tal como paladio en carbono, para
obtener el correspondiente grupo amino. Esta reaccién tipicamente se lleva
a cabo a una temperatura comprendida entre alrededor de 20EC y alrededor
de S0EC durante un perfodo de entre alrededor de 6 y alrededor de 24 horas
en un solvente inerte tal como el metanol. Los compuestos que tienen un
grupo nitro en, por ejemplo, el sustituyente R3, se pueden preparar, por
ejemplo, usando un derivado de 4-nitrofenilalanina y similares en las
reacciones de acoplamiento arriba descriptas.

'De manera similar, un grupo piridilo se puede hidrogenar en presencia de
un catalizador de paladio, tal como éxido de platino, en un solvente édcido
para obtener el correspondiente andlogo de piperidinilo. Generalmente,
esta reaccién se lleva a cabo tratando el compuesto de piridina con
hidrégeno a una presion comprendida entre alrededor de 20 psi y alrededor
de 60 psi, preferentemente alrededor de 40 psi, en presencia del catalizador
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a una temperatura comprendida entre alrededor de 20EC y alrededor de
SOEC durante alrededor de 2 a 24 horas en un solvente &cido, tal como una
mezcla de metanol y 4cido clorhidrico acuoso. Los compuestos que tienen
un grupo piridil se pueden preparar ficilmente usando, por ejemplo,
derivados de P-(2-piridil)-, B-(3-piridil}- o P-(4-piridil)-L-alanina en las
reacciones de acoplamiento arriba descriptas.

Ademds, cuando un sustituyente de un compuesto de la presente
invencién o un intermediario del mismo contiene un grupo amino primario
o secundario, tales grupos amino se pueden derivatizar ain mis, ya sea
antes o después de las reacciones de acoplamiento arriba descriptas, para
obtener, a modo de cjemplo, amidas, sulfonamidas, ureas, tioureas,
carbamatos, aminas secundarias o terciarias y similares. Los componentes
que tienen un grupo amino primario en dicho sustituyente se pueden
preparar, por ejemplo, por reduccién del correspondiente compuesto nitro
como se describi6 anteriormente. Alternativamente, estos compuestos se
pueden preparar usando un derivado de aminoéAcido de la Férmula VII
derivado de lisina, 4-aminofenilalanina y similares en las reacciones de
acoplamiento antes descriptas.

A modo de ilustracién, un compuesto de la presente invencién o
cualquier intermediario de los mismos que tiene un sustituyente que
contiene un grupo amino primario o secundario se puede N-acilar
fécilmente usando reactivos acilantes y condiciones convencionales para
obtener la correspondiente amida. Esta reaccién de acilacién tipicamente se
lleva a cabo tratando €l compuesto de amino con al menos un equivalente,
preferentemente entre alrededor de 1,1 y alrededor 1,2 equivalentes, de un

dcido carboxilico en presencia de un reactivo de acoplamiento tal como una
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carbodiimida, reactivo BOP (hexafluorofosfonato de benzotriazol-1-iloxi-
tris(dimetilamino)-fosfonio) y similares, en un solvente inerte, tal como
diclorometano, cloroformo, acetonitrilo, tetrahidrofurano, N,N-
dimetilformamida y similares, a una temperatura comprendida entre
alrededor de OEC y alrededor de 37EC durante alrededor de 4 a 24 horas.
Preferentemente, se utiliza un promotor, tal como N-hidroxisuccinimida, 1-
hidroxibenzotriazol y similares, para facilitar la reaccién de acilacién. Los
ejemplos de los 4cidos carboxilicos adecuados para usar en esta reaccién
incluyen, pero no se limitan a, N-fer-butiloxicarbonilglicina, N-ter-
butiloxicarbonil-L-fenilalanina, dcido N-fer-butiloxicarbonil-L-aspédrtico
éster bencilico, dcido benzoico, dcido N-ter-butiloxicarbonilisonipecdtico,
dcido N-metilisonipecético, dcido N-fer-butiloxicarbonilnipecético, dcido
N-ter-butiloxicarbonil-L-tetrahidroisoquinolin-3-carboxilico, N<(tolueno-4-
sulfonil)-L-prolina y similares.

Alternativamente, un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos que contiene un grupo amino primario o
secundario se puede N-acilar usando un haluro de acilo o un dcido
carboxilico anhfdrido para formar la correspondiente amida. Esta reaccién
tipicamente se lleva a cabo poniendo en contacto el compuesto de amino
con al menos un equivalente, preferentemente entre alrededor de 1,1 y
alrededor de 1,2 equivalentes, del haluro de acilo o &cido carboxilico
anhidrido en un solvente inerte tal como diclorometano, a una temperatura
comprendida entre alrededor de -70EC y alrededor de 40EC durante
alrededor de 1 a 24 horas. Si se desea, se puede utilizar un catalizador de la
acilacién tal como la 4-(N,N-dimetilamino)piridina para promover la
reaccién de acilacién. Preferentemente la reaccién de acilacién se lleva a
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cabo en presencia de una base adecuada para neutralizar el dcido generado
durante la reaccién. Las bases adecuadas incluyen, a modo de ejemplo, las
terciaria aminas, tales como la trietilamina, la diisopropiletilamina, la N-
metilmorfolina y similares. Alternativamente, la reaccién se puede llevar a
cabo bajo condiciones tipo Schotten-Baumann usando un 4lcali acuoso tal
como hidréxido de sodio y similares.

Los ejemplos de haluros de acilo y dcidos carboxflicos anhidros que son
adecuados para utilizar en esta reaccidn incluyen, pero no se limitan a,
cloruro de 2-metilpropionilo, cloruro de trimetilacetilo, cloruro de
fenilacetilo, cloruro de benzoilo, cloruro de 2-bromobenzoilo, cloruro de 2-
metilbenzoilo, cloruro de 2-trifluorometilbenzoilo, cloruro de
isonicotinoilo, cloruro de nicotinoilo, cloruro de picolinoilo, anhidrido
acético, anhidrido succinico y similares. Los cloruros de carbamilo, tales
como ¢l cloruro de N,N-dimetilcarbamilo, el cloruro de N,N-dietilcarbamilo
y similares, también se pueden utilizar en esta reaccion para obtener ureas.
De manera similar, los dicarbonatos, tales como el dicarbonatao de di-fer-
butilo, se pueden usar para obtener carbamatos.

De manera similar, un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos que contiene un grupo amino primario o
secundario se puede N-sulfonatar para formar una sulfonamida usando
haluro de sulfonilo o écido sulfénico anhidro. Los haluros de sulfonilo y
los dcidos sufénicos anhidros adeucados para usar en esta reaccion
incluyen, pero no se limitan a, cloruro de metanosulfonilo, cloruro de
clorometanosulfonilo, cloruro de p-toluenesulfonilo, anhidrido

trifluorometanosulfénico y similares. De manera similar, los cloruros de
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sulfamoilo, tales como el cloruro de dimetilsulfamoilo, se pueden usar para
obtener sulfamidas (por ejemplo, >N-SO,-N<).

Ademés, un grupo amino primario y secundario presente en un
sustituyente de un compuesto de la presente invencién o un intermediario
de los mismos se puede hacer reaccionar con un isocianato o un a
tioisocianato para obtener una urea o tiourea, respectivamente. Esta
reaccién tipicamente se lleva a cabo poniendo en contacto el compuesto
amino con al menos un equivalente, preferentemente entre alrededor de 1,1
y alrededor de 1,2 equivalentes, del isocianato o tioisocianato en un
solvente inerte, tal como tolueno y similares, a una temperatura
comprendida entre alrededor de 24EC y alrededor de 37EC durante
alrededor de 12 a 24 horas. Los isocianatos y tioisocianatos usados en esta
reaccién estdn disponibles comercialmente o se pueden preparar a partir de
compuestos disponibles comercialmente usando procedimientos de sintesis
conocidos. Por ejemplo, isocianatos y tioisocianatos se preparan
fécilmente haciendo reaccionar la amina adecuada con fosgeno o
tiofosgeno. Los ejemplos de isocianatos y tioisocianatos adecuados para
usar en esta reaccién incluyen, pero no se limitan a, etil isocianato, n-propil
isocianato, 4-cianofenil isocianato, 3-metoxifenil isocianato, 2-feniletil
isocianato, metil tioisocianato, etil tioisocianato, 2-feniletil tioisocianato, 3-
fenilpropil tioisocianato, 3-(N,N-dietilamino)propil tioisocianato, fenil
tioisocianato, bencil tioisocianato, 3-piridil tioisocianato, fluorescein
isotiocianateo(isémero L) y similares.

Ademds, cuando un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos contiene un grupo amino primario o

secundario, el grupo amino se puede alquilar reductivamente usando
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aldehidos o cetonas para formar un grupo amino secundario o terciario.
Esta reaccién tipicamente se lleva a cabo poniendo en contacto el
compuesto amino con al menos un equivalente, preferentemente entre
alrededor de 1,1 y alrededor de 1,5 equivalentes, de un aldehido o cetona y
al menos un equivalente basado en el compuesto amino de un agente
reductor metdlico hibrido, tal como el cianoborohidrido sédico, en un
solvente inerte tal como metanol, tetrahidrofurano, mezclas de los mismos
y similares, a una temperatura comprendida entre alrededor de OEC y
alrededor de SOEC durante alrededor de 1 a 72 horas. Los aldehidos y
cetonas adecuadas para usar en esta reaccién incluyen, a modo de ¢jemplo,
¢l benzaldehido, el 4-clorobenzaldehido el valeraldehido y similares.

De manera similar, cuando un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos tiene un sustituyente que contiene un grupo
hidroxilo, ¢l grupo hidroxilo se puede modificar o derivatizar
adicionalmente ya sea antes o después de las reacciones de acoplamiento
arriba indicadas para obtener, a modo de ejemplo, éteres, carbamatos y
similares. Los compuestos de¢ las Férmulas I y II que tienen un grupo
hidroxilo en el sustituyente R®, por ejemplo, se pueden preparar usando un
derivado de aminodcido de la Férmula VII derivado de la tirosina y
similares en las reacciones arriba descriptas.

A modo de ejemplo, un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos que tiene un sustituyente que contiene un
grupo hidroxilo se puede O-alquilar ficilmente para formar éteres. Esta
reaccién de O-alquilacién tipicamente se lleva a cabo poniendo en contacto
el compuesto de hidroxilo con un 4lcali o una base metdlica de tierra

alcalina adecuada, tal como carbonato de potasio, en un solvente inerte, tal
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como acetona, 2-butanona y similares, para formar la sal alcalina o la sal
metalica de tierra alcalina del grupo hidroxilo. Esta sal generalmente no
estd aislada, sino que se hace reaccionar im situ con al menos un
equivalente de un haluro de alquilo o alquilo sustituido o sulfonato, tal
como cloruro, bromuro, iodiduro, mesilato o tosilato de alquilo, para
obtener el éter. Generalmente, esta reaccién se lleva a cabo a una
temperatura comprendida entre alrededor de 60EC y alrededor de 150EC
durante alrededor de 24 a 72 horas. Preferentemente, se afiade una cantidad
catalitica de ioduro de sodio o potasio a la mezcla de reaccién cuando en la
misma se emplea un cloruro o bromuro de alquilo.

Los ejemplos de haluros de alquilo o alquilo sustituido y sulfonatos
adecuados para usar in esta reaccién incluyen, pero no se limitan a, fer-butil
bromoacetata, N-ter-butil cloroacetamida, 1-bromoetilbenceno, etil a-
bromofenilacetato, cloruro de 2-(N-etil-N-fenilamino)etilo, cloruro de 2-
(N,N-etilamino)etilo, cloruro de 2-(N,N-diisopropilamino)etilo, cloruro de
2-(N,N-dibencilamino)etilo, cloruro de 3-(N,N-etilamino)propilo, cloruro
de 3{(N-bencil-N-metilamino)propilo, N-(2-cloroetil)morfolina, cloruro de
2-(hexametileneimino)etilo, cloruro de 3«(N-metilpiperazine)propilo, 1-(3-
clorofenil)-4-(3-cloropropil)piperazina, cloruro de 2-(4-hidroxi4-
fenilpiperidine)etilo, tosilato de N-fer-butiloxicarbonil-3-piperidinemetilo y
similares.

Altemativamente, un grupo hidroxilo presente en un sustituyente de un
compuesto de la presente invencién o un intermediario de los mismos se
puede O-alquilar usando la reaccién de Mitsunobu. En esta reaccion, un
alcohol, tal como el 3-(N,N-dimetilamino)-1-propanol y similares, se hace

reaccionar con entre alrededor de 1,0 y alrededor de 1,3 equivalentes de
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trifenilfosfina y entre alrededor de 1,0 y alrededor de 1,3 equivalentes de
dietil azodicarboxilato en un solvente inerte, tal como tetrahidrofurano, a
una temperatura comprendida entre alrededor de -10EC y alrededor de
SEC durante alrededor de 0,25 a 1 hora. Luego se agregan entre alrededor
de 1,0 y alrededor de 1,3 equivalentes de un compuesto hidroxilo, tal como
éster metilico de N-fer-butiltirosina, y la mezcla de reaccion se agita a una
temperatura de entre alrededor de OEC y alrededor de 30EC durante
alrededor de 2 a 48 horas para obtener el producto O-alquilado.

De manera similar, un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos que contiene un grupo aril hidroxilo se puede
hacer reaccionar con un ioduro de arilo para obtener un éter de diarilo.
Generalmente, esta reaccion se lleva a cabo formando la sal de metal
alcalino del grupo hidroxilo usando una base adecuada, tal como hidruro de
sodio, en un solvente inerte tal como xileno a una temperatura de entre
alrededor de -25EC y alrededor de 10EC. Luego la sal se trata con entre
alrededor de 1,1 y alrededor de 1,5 equivalentes de complejo bromuro
cuproso sulfuro de dimetilo a una temperatura comprendida entre
alrededor de 10EC y alrededor de 30EC durante alrededor de 0,5 a 2,0
horas, seguido de entre alrededor de 1,1 y alrededor de 1,5 equivalentes un
ioduro de arilo, tal como 2-iodobenzoato de sodio y similares. A
continuacion la reaccion se calienta a una temperatura de entre alrededor de
70EC y alrededor de 150EC durante aproximadamente 2 a 24 horas para
obtener el éter de diarilo.

Adicionalmente, un complejo que contiene hidroxilo también se puede
derivatizar ficiimente para formar un carbamato. En un método para
preparar tales carbamatos, un compuesto de hidroxilo de la presente
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invencién o un intermediario de los mismos se pone en contacto con entre
alrededor de 1,0 y alrededor de 1,2 equivalentes de 4-nitrofenil
cloroformato en un solvente inerte, tal como diclorometano, a una
temperatura comprendida entre alrededor de -25EC y alrededor de 0EC
durante aproximadamente 0,5 a 2,0 horas. Tratando el carbonato resultante
con un exceso, preferentemente entre alrededor de 2 y alrededor de 5
equivalentes, de una trialquilamina, tal como la trictilamina, durante
aproximadamente 0,5 a 2 horas, seguido de alrededor de 1,0 a alrededor de
1,5 equivalentes de una amina primaria 0 secundaria se obtiene el
carbamato. Los ejemplos de aminas adecuadas para usar en in esta reaccién
incluyen, pero no se limitan a, piperazina, I-metilpiperazina, 1-
acetilpiperazina, morfolina, tiomorfolina, pirrolidina, piperidina y
similares.

Alternativamente, en otro método para preparar carbamatos, un
compuesto que contiene hidroxilo se pone en contacto con entre alrededor
de 1,0 y alrededor de 1,5 equivalentes de un cloruro de carbamilo en un
solvente inerte, tal como diclorometano, a una temperatura comprendida
entre alrededor de 25EC y alrededor de 70EC durante aproximadamente 2 a
72 horas. Tipicamente, esta reaccién se lleva a cabo en presencia de una
base adecuada para neutralizar el dcido generado durante la reaccién. Las
bases adecuadas incluyen, a modo de ejemplo, las aminas terciarias, tales
como la ftrietilamina, la diisopropiletilamina, la N-metilmorfolina y
similares. Ademds, al menos un equivalente (basado en el compuesto de
hidroxilo) de 4-(N,N-dimetilamino)piridina preferentemente se agrega a la
mezcla de reaccién para facilitar la misma. Los ejemplos de cloruros de

carbamilo adecuados para usar in esta reaccién incluyen, a modo de
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ejemplo, el cloruro de dimetilcarbamilo, el cloruro de dietilcarbamilo y
similares.

De manera similar, cuando un compuesto de la presente invencién o un
intermediario de los mismos contiecne un grupo hidroxilo primario o
secundario, tales grupos hidroxilos se pueden convertir ficilmente en un
grupo saliente y ser desplazados para formar, por ejemplo, aminas, sulfuros
y fluoruros. Por ejemplo, los derivados de la 4-hidroxi-L-prolina se pueden
convertir en los correspondientes derivados 4-amino, 4-tio o 4-fluoro-L-
prolina mediante desplazamiento nucleofilico del grupo hidroxilo
derivatizado. Generalmente, cuando en estas reacciones se utilice un
compuesto quiral, la estequiometria del dtomo de carbono unido al grupo
hidroxilo esta tipicamente invertida,

Estas reacciones tipicamente se llevan a cabo, en primer término,
convirtiendo el grupo hidroxilo en un grupo saliente, tal como un tosilato,
mediante tratamiento del compuesto de hidroxilo con al menos un
equivalente de un haluro de sulfonilo, tal como cloruro de p-
toluenosulfonilo y similares, in piridina. Esta reaccién generalmente se
lleva a cabo a una temperatura de entre alrededor de 0EC y alrededor de
70EC durante aproximadamente 1 y 48 horas. El tosilato resultante luego se
puede desplazar ficilmente con azuro de sodio, por ejemplo, poniendo en
contacto el tosilato con al menos un equivalente azuro de sodio en un
solvente inerte, tal como una mezcla de N,N-dimetilformamida y agua, a
una temperatura comprendida entre alrededor de 0EC y alrededor de 37EC
durante aproximadamente 1 a 12 horas para obtener el correspondiente

compuesto de azido. El grupo azido luego se puede reducir, por e¢jemplo,
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mediante hidrogenacién usando un catalizador de paladio en carbono para
obtener el compuesto (-NH;) amino.

De manera similar, un grupo tosilato se puede desplazar ficilmente por
un tiol para formar un sulfuro. Esta reaccién tipicamente se lleva a cabo
poniendo en contacto el tosilato con al menos un equivalente de un tiol, tal
como tiofenol, en presencia de una base adecuada, tal como 1,8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-ene (DBU), en un solvente inerte, tal como N,N-
dimetilformamida, a una temperatura de entre alrededor de OEC y alrededor
de 37EC durante aproximadamente 1 a 12 horas para obtener el sulfuro.
Ademds, tratando un tosilato con morfolinosulfur trifluoruro en un solvente
inerte, tal como diclorometano, a una temperatura comprendida entre
alrededor de OEC y alrededor de 37EC durante aproximadamente 12 a 24
horas se obtiene el correspondiente compuesto fluoro.

Ademads, un compuesto de la presente invencién o un intermediario de
los mismos que tiene un sustituyente que contiene un grupo iodoarilo, por
cjemplo, cuando R®, de la Férmula I o 11, es un grupo (4-iodofenil)metilo,
se puede convertir fiicilmente, ya sea antes o después de las reacciones de
acoplamiento arriba descriptas, en un compuesto biarilo. Tipicamente, esta
reaccion se lleva a cabo tratando el compuesto iodoarilo con entre
alrededor de 1,1 y alrededor de 2 equivalentes de un ioduro de aril-cinc, tal
como el ioduro de 2-(metoxicarbonil)fenil-cinc, en presencia de un
catalizador de paladio, tal como tetra(trifenilfosfina)paladio, in en un
solvente inerte, tal como tetrahidrofurano, a una temperatura comprendida
entre alrededor de 24EC y alrededor 30EC hasta que la reaccién esté
completa. Esta reaccién también se describe, por ejemplo, in Rieke, J. Org.
Chem. 1991, 56, 1445,
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En algunos casos, los compuestos de la presente invencion o sus
intermediarios pueden contener sustituyentes que tienen uno o mds dtomos
de azufre. Estos dtomos de azufre estaran presentes, por ejemplo, cuando el
aminoacido de la Férmula III empleado en la reaccién anterior se derive del
icido L-tiazolidin-4-carboxilico, el 4cido L-(5,5-dimetil)tiazolidin-4-
carboxilico, el 4cido L-tiamorfolin-3-carboxilico y similares. Cuando estin
presentes, estos dtomos de azufre se pueden oxidar ya sea antes o despucs
de las reacciones de acoplamiento arriba descriptas para obtener un
compuesto sulféxido o sulfona usando reactivos y condiciones de reaccién
convencionales. Los reactivos adecuados para oxidar un compuesto sulfuro
incluyen, a modo de ejemplo, el peréxido de hidrogeno, el acido 3-
cloroperoxibenzoico (MCPBA), el periodato de sodio y similares. La
reaccion de oxidacién tipicamente se lleva a cabo poniendo en contacto el
compuesto de sulfuro con entre alrededor de 0,95 y alrededor de 1,1
equivalentes del reactivo oxidante en un solvente inerte, tal como
diclorometano, a una temperatura comprendida entre alrededor de -50EC y
alrededor de 75EC durante aproximadamente 1 a 24 horas. El sulfoxido
resultante luego se puede oxidar nuevamente para obtener la
correspondiente sulfona poniendo en contacto el sulféxido con al menos un
equivalente adicional de un reactivo oxidante, tal como perdéxido de
hidr6geno, MCPBA, permanganato de potasio y similares.
Alternativamente, la sulfona se puede preparar directamente poniendo en
contacto el sulfuro con al menos dos equivalentes, y preferentemente un
exceso, del reactivo oxidante. Estas reacciones se describen en March,
"Advanced Organic Chemistry", 4ta Ed., pp. 1202-1202, Wiley Publishers,
(1992).
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Como se describi6 en pdrrafos precedentes, los compuestos de la
presente invencién que tienen un sustituyente R? diferente a un hidrégeno
se pueden preparar usando un aminodcido N-sustituido de la Férmula III,
tal como sarcosina, N-metil-L-fenilalanina y similares, en las reacciones de
acoplamiento arriba descriptas. Alternativamente, estos compuestos se
pueden preparar por N-alquilacién de una sulfonamida de las Férmulas I o
V (donde R? hidrégeno) usando procedimientos de sintesis
convencionales. Tipicamente, esta reaccién de N-alquilacién se lleva a
cabo poniendo el contacto la sulfonamida con al menos un equivalente,
preferentemente 1,1 a 2 equivalentes, de un haluro de alquilo o alquilo
sustituido en presencia de una base adecuada, tal como carbonato de
potasio, en un solvente inerte, tal como acetona, 2-butanona y similares, a
una temperatura comprendida entre alrededor de 25EC y alrededor de
70EC durante aproximadamente 2 a 48 horas. Los ejemplos de los haluros
de alquilo o alquilo sustituido adecuados para usar in esta reaccién
incluyen, pero no se limitan a, el ioduro de metilo y similares.

Ademds, las sulfonamidas de las Férmulas I o V en las cuales R? es
hidrégeno y R' es un grupo 2-alcoxicarbonilarilo se pueden ciclizar
intermolecularmente para formar derivados de 1,2-benzoisotiazoi-3-ona o
sus andlogos. Esta reaccion tipicamente se lleva a cabo tratando una
sulfonamida, tal como el éster  bencilico de N-(2-
metoxicarbonilfenilsulfonil)glicina-L-fenilalanina, con entre alrededor de
1,0 y 1,5 equivalentes de una base adecuada, tal como un hidruro de metal
alcalino, en un solvente inerte, tal como tetrahidrofurano, a una temperatura
comprendida entre alrededor de OEC y alrededor de 30EC durante
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aproximadamente 2 a 48 horas para obtener el derivado ciclizado de la 1,2-
benzoisotiazol-3-ona.

Finalmente, los compuestos de las Férmulas I o IT en los cuales Q es -
C(S)NR’- se preparan usando un derivado de amino tiano4cido en lugar del
aminodcido III en los procedimientos de sintesis arriba descriptos. Estos
derivados de amino tionodcido se pueden preparar mediante los
procedimientos descriptos en Shalaky et al., J. Org. Chem., 61:9045-9048
(1996) y Brain et al., J. Org. Chem., 62:3808-3809 (1997) y las referencias
alll citadas,

4.1.2. Preparados farmacéuticos de los compuestos

En general, los compuestos de la presente invencién se administrarén en
una cantidad terapéuticamente efectiva mediante cualquiera de los modos
de administracién aceptados para estos compuestos. Los compuestos se
pueden administrar por una variedad de vias, incluyendo, pero sin limitarse
a, la via oral, parenteral (por ejemplo, subcutinea, subdural, intravenosa,
intramuscular, intratecal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial, o vias
de administracién intralesionales), tépica, intranasal, localizada (por
ejemplo, aplicacién quirGrgica o supositorio quirirgico), rectal y pulmonar
(por cjemplo, acrosoles, inhalacién o polvos). En consecuencia, estos
compuestos son efectivos como preparaciones tanto inyectables como
orales. Los compuestos se pueden administrar de forma continua por
infusién o por inyeccidén en bolus. Preferentemente, los compuestos se
administran por vias parenterales. Més preferentemente, los compuestos se
administran por vias intravenosas. Estas preparaciones se preparan de una

manera conocida por los expertos en la técnica farmacéutica.
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La cantidad de compuestos de la presente invencién, es decir, el
principio activo, depender4 de diversos factores tales como, la severidad de
la enfermedad, decir, la condicibn o enfermedad asociada con
desmielinizacién o la pardlisis asociada con desmielinizacién a tratar, la
edad y el estado de salud general del sujeto, la potencia del compuesto
utilizado, la via y la forma de administracién, y otros factores.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se puede
determinar mediante procedimientos farmacéuticos esténdares en cultivos
celulares o en animales de laboratorio, por ejemplo, para determinar la LDsy,
(la dosis letal para el 50% de la poblacién) y la EDsy (la dosis
terapéuticamente efectiva en el 50% de [a poblacién). La relacién entre la
dosis toxica y la dosis con efectos terapéuticos es el indice terapéutico, el
cual se puede expresar como la relacién LDs/EDsy. Se prefieren los
compuestos que exhiben indices terapéuticos elevados.

Los datos obtenidos de los ensayos en cultivo celular y estudios en
animales se pueden utilizar para formular un rango de dosificacién para uso
en seres humanos. La dosificacién de tales compuestos estd
preferentemente comprendida dentro de un rango de concentraciones
circulantes que incluyen el EDsy con poca o ninguna toxicidad. La
dosificacién puede variar dentro de este rango dependiendo de la forma de
dosificacion utilizada y 1a via de administracién empleada.

Para cualquier compuesto usado en el método de la invencion, la dosis
terapéuticamente efectiva se puede estimar inicialmente a partir de ensayos
en cultivos celulares. Se puede formular una dosis en modelos animales
para lograr un rango de concentracion circulante en plasma que incluya la

ICsp (es decir, la concentracién del compuesto de ensayo que logra la
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inhibicién semi-méxima de los sintomas) segiin se determina en cultivo
celular. Esta informacién se puede utilizar para determinar con mayor
precisién dosis que sean Gtiles en humanos. Los niveles en plasma se
pueden medir, por cjemplo, mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia. El nivel efectivo en sangre de los compuestos de la presente
invencion es preferentemente mayor o igual que 10 ng/ml.

La cantidad de la preparacién farmacéutica administrada al paciente
dependerd de lo que se administra, el propdsito de la administracién, por
ejemplo profilaxis o terapia, el estado del paciente, el modo de
administracién y factores similares. En las aplicaciones terapéuticas, las
preparaciones se administran a un paciente que ya padece una enfermedad
en una cantidad suficiente para curar o al menos detener parcialmente los
sintomas de la enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada
para lograr esto se define como una "dosis terapéuticamente efectiva." Las
cantidades efectivas para este uso dependerin de la enfermedad que se estd
tratando asi como del juicio del médico que atiende al paciente,
dependiendo de factores tales como la severidad de la inflamacién, 1a edad,
peso y estado general del pacientes y factores similares.

Las preparaciones administradas a un paciente tienen la forma de las
preparaciones farmacéuticas arriba descriptas. Estas preparaciones se
pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacién convencionales, o se
pueden esterilizar por filtracién. Las soluciones acuosas resultantes se
pueden envasar para su uso tal como son, o liofilizadas, siendo la
preparacion liofilizada combinada con un vehiculo acuoso estéril antes de
su administracién. El pH de las preparaciones del compuesto tipicamente
estardn comprendidas entre 3 y 11, més preferentemente entre 5 y 9 y més
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preferentemente entre 7 y 8. Se deberd entender que el uso de algunos de
los excipientes, vehiculos estabilizadores arriba mencionados resultard en
la formacién de sales farmacéuticas.

El compuesto activo es efectivo en un amplio rango de dosificaciones y
generalmente se administra en una cantidad farmacéutica o
terapéuticamente efectiva. La dosificacién terapéutica de los compuestos de
la presente invencién variard de acuerdo con, por ejemplo, el uso particular
para el cual se realiza el tratamiento, el modo de administracién del
compuesto, la salud y el estado del paciente, y el juicio del médico que
prescribe ¢l compuesto. Por ejemplo, para administracién intravenosa, la
dosis tipicamente estard en ¢l rango comprendido entre alrededor de 20 pg
u alrededor de 500 pg por kilogramo de peso corporal, preferentemente
entre alrededor de 100 pg y alrededor de 300 pg por kilogramo de peso
corporal. Los rangos de dosificacion adecuados para administracién
intranasal generalmente son de entre alrededor de 0,1 pg y 1 mg por
kilogramo de peso corporal. Se pueden extrapolar dosis efectivas a partir de
curvas dosis-respuesta obtenidas usando sistemas de ensayo modelo in
vitro o en animales. Tipicamente, el médico administrard el compuesto
hasta llegar a una dosis que logre el efecto deseado.

Cuando son empleados como firmacos, los compuestos de la presente
invencién habitualmente se administran en forma de preparaciones
farmacéuticas. [Esta invencién también incluye preparaciones
farmacéuticas, las cuales contienen, como principio activo, uno o més de
los compuestos de la presente invencién, asociados con uno o mis
vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables. Tipicamente el

excipiente usado uno adecuado para su administracién a sujetos
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humanos u otros mamiferos. Al elaborar las preparaciones de esta
invencién, ¢l principio activo generalmente se¢ mezcla con un excipiente, se
diluye con un excipiente, o se colocan dentro de un vehiculdé que puede
tener la forma de una cépsula, sachet, papel o cualquier otro recipiente.
Cuando el excipiente sirve como disolvente, éste puede ser un material
s6lido, semi-sdlido o liquido, que actia como vehiculo, portador o medio
para el principio activo. Por lo tanto, las preparaciones pueden ser en forma
de comprimidos, grageas, polvos, cépsulas, sachets, cachets, elixires,
suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, acrosoles (en forma de
sélido o en un medio liquido), unglientos conteniendo, por ejemplo, hasta
10% en peso del compuesto activo, cdpsulas de gelatina blanda y dura,
supositorios, soluciones inyectables estériles y polvos envasados de forma
estéril.

En la eclaboracién de una preparacion puede ser necesario moler el
compuesto activo para lograr el tamaflo de particula adecuado antes de
combinarlo con los demés ingredientes. Si el compuesto activo es
sustancialmente insoluble, habitualmente se lo muele hasta tener un tamafio
de particula inferior al tamiz 200. Si el compuesto activo es
sustancialmente soluble en agua, normalmente el tamaflo de particula se
ajusta moliendo hasta lograr una distribucién sustancialmente uniforme en
la preparacién, por ejemplo alrededor de tamiz 40.

Algunos de ejemplos de excipientes adecuados incluyen la lactosa,
dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma acacia, fosfato de
calcio, alginatos, goma de tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa
microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua destilada, jarabe de

mafz y metil celulosa. Las preparaciones adicionalmente pueden contener:
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agentes lubricantes tales como el talco, el esterarato de magnesio y el aceite
mineral; agentes humectantes; agentes emulsificantes y agentes de
suspensién; agentes conservantes tales como benzoatos de metilo y
propilhidroxilo; agentes edulcorantes; y agentes saborizantes. Empleando
procedimientos conocidos en la técnica, las preparaciones de la presente
invencion se pueden formular de manera que provean que liberen el
principio activo en forma répida, sostenida o retardada luego de su
administracion al paciente.

La cantidad de compuesto activo en la preparacion farmacéutica y la
forma de dosificacién unitaria de la misma se pueden modificar o ajustar
ampliamente dependiendo de la aplicacién particular, ¢! modo de
introduccién, la potencia del compuesto particular y la concentracion
deseada. El término "formas de dosificacién unitarias" se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para sujetos humanos
y otros mamiferos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en
combinacién con un excipiente farmacéuticamente adecuado. La
concentracién del compuesto terapéuticamente activo puede variar entre
alrededor de 1 mg/mly 1 g/ml.

Preferentemente, el compuesto se puede formular para su administracién
parenteral en un vehiculo inerte adecuado, tal como una solucién salina
fisiolégica estéril. Por ejemplo, la concentracién del compuesto en la
solucién portadora tipicamente es de entre alrededor de 1 a 100 mg/ml. La
dosis administrada serd determinada por la vfa de administracién. Las vias
de administracién preferidas incluyen la administracion parenteral o

intravenosa. Una dosis terapéuticamente efectiva es una dosis efectiva para
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producir una disminucién significativa de la desmielinizacién y un aumento
significativo de la remielinizacién. Preferentemente, la cantidad es
suficiente para producir una cantidad de remielinizacién estadisticamente
significativa en un sujeto.

A modo de ejemplo, para elaborar preparaciones sélidas tales como
comprimidos, el principio activo principal se mezcla con un excipiente
farmacéutico para formar una preparaci6én previa s6lida que contiene una
mezcla homogénea de un compuesto de la presente invencion. Cuando se
dice que estas preparaciones previas son homogéneas, significa que ol
principio activo estd distribuido de forma uniforme en la preparacién de
modo que la preparacién se puede subdividir fdcilmente en formas de
dosificacién unitaria igualmente efectivas tales como comprimidos,
pildoras y cépsulas. Luego esta preparacion previa sélida se subdivide en
formas de dosificacién uniforme del tipo arriba descripto conteniendo, por
ejemplo, de 0,1 a alrededor de 500 mg del principio activo de la presente
invencién. Los comprimidos o pildoras de la presente invencién pueden
estar recubiertos o elaborados de alguna otra forma que provea una forma
de dosificacién con la ventaja de la accién prolongada. Por ejemplo, la
cépsula o pildora puede comprender un componente de dosis interior y uno
de dosis exterior, estando este Gltimo formulado como un envolvente del
primero. Los dos componentes pueden estar separados por una capa
entérica, la cual sirve para resistir la desintegracion en el estémago y
permitir que ¢l componente interior pase intacto al duodeno o que se
demore su liberacién. Para estas capas o recubrimientos entéricos se puede

utilizar una variedad de materiales, incluyendo algunos cidos poliméricos
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y mezclas de écidos poliméricos con materiales tales como el shellac, el
alcohol cetflico y el acetato de celulosa.

Las formas liquidas en las cuales las preparaciones de la presente
invencién se pueden incorporar para su administraciéon oral o inyectable
incluyen las soluciones acuosas, jarabes saborizados, suspensiones acuosas
u oleosas, y emulsiones saborizadas con aceites comestibles tales como
aceite de maiz, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite
de mani, como asi también los elixires y otros vehiculos farmacéuticos
similares.

Las preparaciones para inhalacién o insuflacién incluyen las soluciones y
suspensiones en disolventes acuosos u orginicos farmacéuticamente
aceptables, o en una mezcla de los mismos, y los polvos. Las preparaciones
liquidas o sdlidas pueden contener excipientes farmacéuticamente
aceptables adecuados como se describi6 en pérrafos precedentes. Las
preparaciones se pueden administrar por la via respiratoria oral o nasal o
para un efecto localizado o sistémico. Las preparaciones pre-ferentemente
en disolventes farmacéuticamente aceptables se pueden nebulizar usando
gases inertes. Las soluciones nebulizadas se pueden inhalar directamente
del dispositivo nebulizador, o bien el dispositivo nebulizador se puede fijar
a una mascarilla facial, o a un respirador mecénico de presién positiva
intermitente. Las preparaciones en solucién, suspension o polvo se pueden
administrar preferentemente por via oral o nasal, por medio de dispositivos
que entregan la preparacién de forma adecuada.

Los compuestos de esta invencion se pueden administrar en una forma
de liberacidon sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacién sostenida incluyen las matrices semipermeables de polimeros
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hidréfobos s6lidos que contienen la proteina, matrices que tienen la forma
de, por ejemplo, peliculas o microcdpsulas. Los c.;jemplos de matrices de
liberacién' sostenida incluyen los poliésteres, los hidrogeles (por ejemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato) segiin se describe en Langer et al., J
Biomed. Mater. Res. 15: 167-277 (1981) y en Langer, Chem. Tech. 12: 98-
105 (1982) o poli(vinil alcohol)), polilactidas (Patente Estadounidense No.
3.773.919), copolimeros de icido L-glutdémico y gama etil-L-glutamato
(Sidman et al., Biopolymers 22: 547-556, 1983), vinil acetato de etileno no
degradable (Langer et al., supra), copolimeros de dcido lictico y 4cido
glicdlico degradables tales como el LUPRON DEPOT™ (es decir
microesferas inyectables compuestas de copolimero de écido lactico y
écido glicélico y acetato de leuprolida), y dcido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico
(EP 133,988).

Los compuestos de esta invencién se pueden administrar en una forma
de liberacién sostenida, por ejemplo una inyeccién depot, implantes o
bomba osmética, que se pueden formular de manera tal de permitir una
liberacién sostenida del principio activo. Los implantes para las
formulaciones de liberacién sostenida son conocidas en la técnica. Los
implantes se pueden formular como, incluyendo pero sin limitarse a,
microesferas, escamas, con polimeros biodegradables o no biodegradables.
Por ejemplo, los polimeros de dcido lactico y/o &cido glicdlico forman un
polimero erosionable que es bien tolerado por el huésped. El implante se
coloca préximo al sitio de depésitos de proteina (por ejemplo, el sitio de
formacién de depdsitos amiloideos asociados con los trastornos
neurodegenerativos), de manera que la concentracién de ingrediente activo

es mayor en dicho sitio en relacién con el resto del cuerpo.
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Los siguientes ejemplos ilustran preparaciones farmacéuticas de la
presente invencion.
Ejemplo de Formulacién 1

Se preparan cépsulas de gelatina dura que contienen los siguientes
ingredientes:

Cantidad
Ingrediente (mg/cépsula)
Principio activo 30.0
Almidén 305.0

Estearato de magnesio 5.0

Estos ingredientes se mezclan y con ellos se llenan cépsulas de gelatina
dura en cantidades de 340 mg.

Ejemplo de Formulacidén 2

Se prepara un una formula para comprimidos usando los siguientes

ingredicntes:

Cantidad
Ingrediente (mg/cépsula)
Principio activo 25.0
Celulosa microcristalina 200.0
Diéxido de silicona coloidal 10.0
Acido estedrico 5.0

Los componentes se mezclan y se comprimen para formar comprimidos,

cada uno de los cuales tiene un peso de 240 mg.
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Eijemplo de Formulacién 3
Se prepara una formulacion para inhalador en forma de polvo seco que

contiene los siguientes componentes:

Ingrediente Peso
%
Principio activo 5
Lactosa 95

La mezcla activa se combina con la lactosa, y la mezcla se dispone en un
dispositivo para inhalar polvos secos.
Ejemplo de Formulacién 4

Se preparan comprimidos, cada uno de ellos conteniendo 30 mg de

principio activo, de la siguiente manera:

Cantidad
Ingrediente (mg/cépsula)
Principio activo 30.0 mg
Almidén 45.0 mg
Celulosa microcristalina 350 mg
Polivinilpirrolidona 4.0 mg

(como soluciébn en agua al
10%)
Sodio almidén carboximetilo 4.5 mg

Estearato de magnesio 0.5mg
Talco 1.0 mg
Total 120 mg
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El principio activo, el almidén y la celulosa se hacen pasar a través de un
tamiz No. 20 U.S. y se mezclan cuidadosamente. La solucién de polivinil-
pirrolidona se mezcla con los polvos resultantes, los cuales luego se hacen
pasar a través de un tamiz No. 16 U.S. Los grinulos asi producidos se
secan a una temperatura de entre 50° y 60°C y se hacen pasar a través de un
tamiz No. 16 U.S. Luego el sodio almidén carboximetilo, el estearato de
magnesio y el talco, previamente pasados a través de un tamiz No. 30 U.S,,
se afiaden a los grinulos, los cuales luego de mezclarlos se comprimen en
una médquina para obtener comprimidos, cada uno de los cuales pesa 150
mg.

Ejemplo de Formulacién 5

Se preparan cdpsulas, cada una de ecllas conteniendo 40 mg de

medicamento, de la siguiente manera:

Cantidad
Ingrediente (mg/cépsula)
Principio activo 40.0 mg
Almidén 109.0 mg
Estearato de magnesio 1.0 mg
Total 150.0 mg

El principio activo, la celulosa, el almidén y el estearato de magnesio se
mezclan, se hacen pasar a través de un tamiz No. 20 U.S., y con esto se
llenan cépsulas de gelatina dura con cantidades de 150 mg,

Ejemplo de Formulacién 6
Se preparan supositorios, cada uno de ellos conteniendo 25 mg de principio

activo, de la siguiente manera:
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Ingrediente Cantidad
Principio activo 25 mg
Glicéridos de dcidos grasos saturados  hasta 2000 mg

El principio activo se hace pasar a través de un tamiz No. 60 U.S. y se
suspende en los glicéridos de dcido graso saturado previamente fundidos
usando el calor minima necesario. Luego la mezcla se vierte en un molde
para supositorios con una capacidad n;)minal de 2.0 g y se deja enfriar.
Ejemplo de Formulacién 7

Se preparan suspensiones, cada una de ellas conteniendo 50 mg de

medicamento por dosis de 5.0 ml, de la siguiente manera:

Ingrediente Cantidad
Principio activo 50.0 mg
Goma xantato 40 mg
Carboximetil celulosa de sodio (11%)

Celulosa microcristalina (89%) 50.0 mg ~
Sacarosa f 1.75g
Benzoato de sodio 10.0 mg
Saborizante y colorante q.v.

- Agua destilada / hasta 5.0 ml

El medicamento, la sacarosa y la goma xantato se mezclan se hacen pasar
a través de un tamiz No. 10 U.S., y luego se mezclan con una solucién
previamente preparada con la celulosa microcristalina y la carboximetil

celulosa de sodio en agua. El benzoato de sodio, el saborizante y el
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colorante se diluyen con un poco del agua y se afiaden con agitacion. Luego
se afiade agua en cantidad suficiente para producir el volumen deseado.
Ejemplo de Formulacién 8

Cédpsulas de gelatina dura, cada uno de ellos conteniendo 15 mg de

principio activo, se preparan de la siguiente manera:

Cantidad
Ingrediente (mg/cépsula)
Principio activo 150mg
Almidén 407.0 mg
Estearato de magnesio 3.0 mg
Total 425.0 mg

El principio activo, la celulosa, el almidon y el estearato de magnesio se
mezclan, se hacen pasar a través de un tamiz No. 20 U.S., y con esto se
llenan cépsulas de gelatina dura en cantidades de cépsulas in 560 mg.

Ejemplo de Formulacién 9
Se puede preparar una formulacién intravenosa de la siguiente manera:

Ingrediente Cantidad
Principio activo 250.0 mg
Solucidn salina isoténica 1000 ml

Las preparaciones de compuestos terapéuticos generalmente se colocan
en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo, una
bolsa para solucién intravenosa o un frasco que tenga un tapén que se
pueda perforar con la aguja de una jeringa hipodérmica u otro elemento
similar.

260



Ejemplo de Formulacién 10
Se puede preparar una formulacién para aplicacién tdpica de la

siguiente manera:
Ingrediente Cantidad
Principio activo 1-10 g
Cera emulsionante 30g
Parafina liquida 20g
Parafina blanca blanda hasta 100 g

La parafina blanca blanda se calienta hasta su fusién. Se incorpora la
parafina liquida y la cera emulsionante y se agita hasta su disolucién. Se
afiade el principio activo y se continua agitando hasta la dispersién. Luego
la mezcla se enfria hasta estar sélida.

Otra formulacién preferida usada en los métodos de la presente
invencion emplea dispositivos de administracién transdermal ("parches™).
Estos parches transdermales se pueden usar para proveer una infusion
continua o discontinua de los compuestos de la presente invencién en
cantidades controladas. La elaboracién y el uso de parches transdermales
para la administracién de agentes farmacéuticos son conocidos en la
técnica. Ver, por ejemplo, Patente Estadounidense No. 5.023.252, otorgada
el 11 de Junio de 1991, incorporada a la presente por referencia. Estos
parches se pueden elaborar para administrar los agentes farmacéuticos de
forma continua, pulsétil o a solicitud.

Cuando se desea o resulta necesario introducir la composicién
farmacéutica en el cerebro se pueden utilizar técnicas de colocacién
directas o indirectas. Las técnicas directas generalmente implican la
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colocacién de un catéter en el sistema ventricular del huésped para
trasponer la barrera hemato-encefillica. Uno de estos sistemas de
administracién implantables usados para transportar factores biolégicos a
regiones anatémicas especificas se describe en la Patente Estadounidense
No. 5.011.472, la cual se incorpora a la presente por referencia.

Las técnicas indirectas, que son en general preferidas, generalmente
implican formular las preparaciones para proveer una latentizacién de la
droga por la conversién de drogas hidrofilicas en drogas solubles en
lipidos. La latentizacién gencralmente se logra bloqueando los grupos
hidroxilo, carbonilo, sulfato y amina primario presentes en la droga para
hacer la droga més soluble en lipidos y de ficil transporte a través de la
barrera hemato-encefilica. Alternativamente, la administracién de drogas
hidrofilicas se puede mejorar mediante la infusién intra-arterial de
soluciones hipertdnicas que pueden abrir la barrera hemato-encefélica
transitoriamente.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, €l compuesto se puede
administrar solo, como una combinacién de compuestos, en combinacién
con anticuerpos remielinizantes o anti-alfa-4, 0 en combinacién con un
agente anti-inflamatorio, que tipicamente se utiliza para tratar los trastornos
y enfermedades asociados con la desmielinizacién. Cuando se los aplica en
combinacién, los compuestos pequefios se pueden administrar en la misma
formulacién que estos otros compuestos o preparaciones, o en una
formulacién separada. Cuando se los aplica en combinaciones, los agentes
remieclinizantes se pueden administrar antes de, después de, o

simulténeamente con otros compuestos y preparaciones.
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Las preparaciones farmacéuticas de la presente invencién son
adecuadas para ser utilizadas en una variedad de sistemas de administracion
de farmacos. Formulaciones adecuadas para usar con la presente invenci6n
se encuentran en Remingfon's Pharmaceutical Sciences, Mace Publishing
Company, Philadelphia, PA, 17° ed. (1985).

A fin de mejorar la vida media en suero, los compuestos se pueden
encapsular, introducir en el lumen de liposomas, preparar en forma de
coloides, o bien se pueden emplear otras técnicas convencionales que le
proveen a los compuestos una mayor vida media en suero. Existe una
variedad de métodos disponibles para preparar liposomas, como se describe
en, por ejemplo, Szoka et al., Patentes Estadounidenses Nos. 4.235.871,

4.501.728 y 4.837.028, cada una de las cuales se incorpora a la presente por
referencia.

Polfmeros conjugados

Los compuestos de la presente invencién se pueden formular y
administrar en forma de polimeros conjugados. Los polimeros conjugados
pueden presentar beneficios con respecto a los polimeros no conjugados,
tales como una mejor solubilidad y estabilidad. |

Como tal, las moléculas de un solo polimero se pueden emplear para
conjugar con los compuestos de la presente invencién, aunque también se
contempla que se pueden unir moléculas de més de un polimero. Los
compuestos conjugados de la presente invencién pueden ser utiles en
aplicaciones tanto in vivo como en aplicaciones no -in vivo. Ademés, se
deberd entender que el polimero conjugado puede utilizar cualquier otro
grupo, porcion u otra especie conjugada, segin sea apropiada para la

aplicacion final. A modo de ejemplo, puede ser Gtil en algunas aplicaciones
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para unirse de forma covalente al polimero como una porcién funcional que
le proporciona al polimero resistencia a la degradacién por UV, o
antioxidacién, u otras propiedades o caracteristicas. También a modo de

ejemplo, en algunas aplicaciones puede resultar ventajoso funcionalizar el -

polimero para volverlo reactivo y permitir que se una en forma cruzada a
una molécula de férmaco y para mejorar diversas propiedades o
caracteristicas del material conjugado en su conjunto. En consecuencia, el
polimero puede contener cualquier funcionalidad, grupos remitentes,
enlaces u otras estructuras constitutivas que no impiden la eficacia de los
compuestos conjugados de la presente invencién para el propésito que se
pretende.

Ejemplos de polimeros que pueden ser Utiles para lograr estas
caracteristicas se describen supra, asi como en PCT WO 01/54690 (de
Zheng et al.) incorporada por referencia en su totalidad. El polimero puede
estar acoplado a los compuestos dc la presente invencién (preferentemente
por via de una porcién "linker") para formar enlaces estables que no sean
significativamente divisibles por las enzimas humanas. En general, para
que un enlace no sea "significativamente” divisible se requiere que no méds
de alrededor del 20% de los enlaces que conectan el polimero y los
compuestos de la presente invencion a los cuales el polimero estd unido se
dividan dentro de un periodo de 24 horas, medido de acuerdo con las
técnicas estindares de la técnica incluyendo, pero sin limitarse a, la
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Los compuestos de la presente invencibn se conjugan més
preferentemente a través de un grupo reactivo terminal en el polimero,
aunque las conjugaciones también se pueden ramificar a partir de grupos
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reactivos no terminales. En la presente el polimero con el o los grupos
reactivos s¢ denomina "polimero activado". El grupo reactivo reacciona
selectivamente con grupos reactivos de los compuestos de la presente
invencién. El o los polimeros activados se reacciona de manera que el
enlace pueda ocurrir en cualquier grupo funcional disponible en los
compuestos de la presente invencién. Los grupos amino, carbono, grupos
carboxilicos libres, los grupos carbonilo adecuadamente activados,
hidroxilo, guanidilo, porciones de carbohidrato oxidadas, amino, carbono y
mercapto de los compuestos de la presente invencién (si estédn disponibles)
se pueden usar como sitios de fijacién.

En general, se emplean entre alrededor de 1,0 y alrededor de 10 moles de
polimero activado por mol de compuesto de la presente invencién,
dependiendo de su concentracién. La cantidad final es un equilibrio entre la
maximizacién de la extensién de la reaccién y la minimizacién de las
modificaciones no especificas del producto y, a la vez, la definicién de
férmulas quimicas que mantengan una actividad doptima y a la vez
optimicen la vida media de los compuestos de la presente invencitn.
Preferentemente, se mantiene como minimo alrededor del 50% de la
actividad biolégica de los compuestos de la presente invencién, y més
preferentemente se mantiene el 100%.

Las reacciones se pueden llevar a cabo mediante cualquier método
adecuado conocido en la técnica y usado para reaccionar materiales
biolégicamente activos con polimeros inertes. Generalmente, el proceso
implica preparar un polimero activado y luego reaccionar los compuestos
de la presente invencién con el polimero activado para producir un
compuesto soluble adecuado para preparar formulaciones. Esta reaccién de
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modificacién se puede realizar aplicando diferentes métodos, los cuales
pueden constar de uno o més pasos. Las sustancias poliméricas incluidas
en la presente son preferentemente solubles en agua a temperatura
ambiente. Una lista no limitante de tales polimeros incluye los
homopolimeros de éxido de polialquileno, tales como el polietilengligol
(PEG) o los glicoles de polipropileno, polioles polioxietilenados, sus
copolimeros y sus copolimeros en bloque, siempre que se mantenga la
solubilidad en agua de los copolimeros en bloque.

En la prictica preferida de la presente invencién, residuos
polialquilenglicol de los C;-C, alquil-polialquilen-glicoles, preferentemente
polietilenglicol (PEG), o residuos poli(oxi)alquilen-glicol de tales glicoles
se incorporan ventajosamente a los sistemas de polimeros de interés. Asi, el
polimero al cual se fijan los compuestos de la presente invencién puede ser
un homopolimero de polietilenglicol (PEG) o es un poliol polioxietilado,
siempre que en todos los casos el polimero sea soluble en agua a
temperatura ambiente. Ejemplos no limitantes de tales polimeros incluyen
los homopolimeros de dxido de polialquileno tales como el PEG o
polipropilen-glicoles, los glicoles polioxietilenados, sus copolimeros y
copolimeros -en bloque, siempre que se mantenga la solubilidad en agua del
copolimero en bloque. Los ejemplos de los polioles polioxietilados
incluyen, pero no se limitan a, el glycerol polioxietilado, el sorbitol
polioxietilado, la glucosa polioxictilada o similares. El "backbone" del
glicerol es el mismo que ocurre naturalmente en, por ¢jemplo, animales y
humanos en mono-, di- y triglicéridos. Por lo tanto, esta ramificacién no se
veria necesariamente como un agente extrailo en el organismo.

Los expertos en la técnica entenderin que la anterior lista es meramente
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ilustrativa, y que se contemplan todos los materiales poliméricos que tienen
las cualidades aqui descriptas. No es necesario que el polimero tenga un
determinado peso molecular en particular, pero se prefiere que el peso
molecular esté comprendido entre alrededor de 300 y 100.000, mis
preferentemente entre 10.000 y 40.000. En particular, los tamafios de
20.000 o mayores son los mds efectivos para impedir la pérdida del
producto por filtracién en los rifiones.

En la técnica se conoce al polictilenglicol (PEG) y a los éxidos de
polialquileno (PAO) relacionados como adjuntos ttiles para la preparacién
de firmacos. Ver por ejemplo, PCT WO 93/24476. El PEG también se ha
conjugado en proteinas, péptidos y enzimas para aumentar la solubilidad en
agua y la vida en circulacidén in vivo como as{ también para reducir la
antigenicidad. Ver, por ejemplo, Patentes Estadounidenses Nos. 5.298.643
y 5.321.095, ambas de Greenwald et al. PCT WO 93/24476 describe el uso
de una union éster para enlazar de forma covalente una molécula orgénica a
polietilenglicoles solubles en agua. Asf, los compuestos de la invencién
preferentemente se administran como derivados de polietilenglicol (PEG).

En consecuencia, los compuestos o conjugados de esta invencién pueden
contener uno 0 mds sustituyentes polietilenglicol (PEG) fijados de forma
covalente a los mismos. Estos conjugados exhiben una vida media en suero
mejorada en relacién con los compuestos que no tiene sustituyentes
polietilenglicol. Sin limitarse a cualquier teoria en particular, se cree que la
vida media en suero mejorada estd asociada con la conjugacién covalente
de al menos una entidad polietilenglicol en la estructura del compuesto.

El término "PEG" se refiere a los polimeros que comprenden miltiples
unidades oxialquileno. Estos polimeros estin opcionalmente mono-
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recubiertos con un sustituyente preferentemente seleccionado entre alquilo,
arilo, alquilo sustituido y arilo sustituido. Entre estos polimeros se incluyen
los polimeros de polioxialquileno recubiertos con diamino, los cuales en la
técnica se conocen como Jeffaminas®. Ademss, estos polimeros
opcionalmente pueden contener una o més unidades no-oxialquilenadas
tales como los poli[di(etilenglicol)adipatos, los dioles de
poli[di(etilenglicol) ftalato y similares disponibles comercialmente,

Derivados de PEG significa un copolimero de polietilenglicol en el cual
una o ambas terminales de los grupos hidroxilo que se encuentra en el
propio polietilenglicol han sido modificadas. Los ejemplos de
modificaciones adecuadas incluyen reemplazar uno o ambos grupos
hidroxilo por grupos funcionales alternativos, los cuales pueden ser
protegidos o no protegidos, con ligandos de bajo peso molecular o por otra
molécula o polimero. La modificacién de los grupos terminales hidroxilo
en ¢l polietilenglicol se puede lograr haciendo reaccionar el polietilenglicol
con compuestos que contienen grupos funcionales reactivos
complementarios, incluyendo los grupos funcionales que son capaces de
reaccionar con los grupos hidroxilo del polietilenglicol. Los derivados de
PEG de los compuestos de la presente invencién pueden contener uno o
més sustituyentes polietilenglicol (PEG) unidos covalentemente a los
mismos mediante un grupo de fijacién ("linker™).

"Grupo de fijacién" o "linker" se refiere a un grupo o unos grupos que
unen covalentemente un compuesto no PEG-sustituido de la presente
invencién con uno o més grupos PEG. Cada grupo de fijacién puede ser ya
sea quiral o aquiral, lineal, ramificado o ciclico, y puede ser homogéneo o

heterogéneo en su contenido atémico (por ejemplo, grupos de fijacién que
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contienen sélo atomos de carbono o grupos de fijacién que contienen
dtomos de carbono ademds de uno o mds heterodtomos presentes en el
grupo de fijacién.

El o los grupos PEG se unen covalentemente al grupo de fijacién usando
las técnicas empleadas convencionalmente en la quimica, permitiendo una
unién covalente del grupo PEG al grupo de fijacién. A su vez, el grupo de
fijacién puede estar unido covalentemente a los compuestos de la presente
invencién que de otro modo no son PEG-sustituidos. Las reacciones
quimicas con que se obtienen estas uniones son conocidas en la técnica.
Estas reacciones quimicas involucran el uso de grupos funcionales
complementarios en el grupo de fijacién, el compuesto no PEG-sustituido
de la presente invencién y los grupos PEG. Preferentemente, los grupos
funcionales complementarios en el grupo de fijacién se seleccionan en
relacién con los grupos funcionales que estén disponibles en el grupo PEG
para unirse o que se pueden ser introducidos al grupo PEG para la unirse.

En este caso también, estos grupos funcionales complementarios son
conocidos en la técnica.

Estos polimeros tienen un peso molecular promedio de entre alrededor
de 100 y 100.000; preferentemente entre alrededor de 1000 y 50.000; més
preferentemente entre alrededor de 10.000 y alrededor de 40.000.

5. Inmunoglobulinas

En una realizacién especifica, los agentes de la presente invencién son
inmunoglobulinas que al ser administradas 2 un paciente inhiben la
desmielinizacién y/o promueven la remielinizacién y/o reducen la parilisis.
Estas inmunoglobulinas se pueden seleccionar entre las inmunoglobulinas

que se unen selectivamente a una integrina alfa<4 o un dimero que contiene
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integrina alfa-4, tal como alfa-4 beta-1, o ligan VCAM-1. Preferentemente,
las inmunoglobulinas ligan alfa-4 beta-1 ¢ inhiben la actividad de la alfa4
beta-1. Las inmunoglobulinas son preferentemente anticuerpos o
fragmentos de los mismos.

El término "anticuerpos” incluye las inmunoglobulinas completas tales
como la IgG1 (o cualqﬁier clase de la IgG) o ola IgM, o inhibidores
derivados de anticuerpos, tales como el natalizumab (Antegren®).

El término "anticuerpo homélogo” incluye los anticuerpos intactos que
consisten en cadenas livianas y pesadas de inmunoglobulina unidas por
medio de enlaces disulfuro. El término "anticuerpos homélogos” también
abarca una proteina que contiene uno 0 mds polipéptidos seleccionados de
las cadenas livianas de inmunoglobulina, las cadenas pesadas de
inmunoglobulina y los fragmentos de las mismas que son capaces de ligar
uno o més antigenos (por ejemplo, integrina o ligando de integrina.) Los
polipéptidos componentes de un anticuerpo homélogo compuesto por més
de un polipéptido opcionalmente pueden tener enlaces disulfuro u otros
tipos de enlaces cruzados covalentes. En consecuencia, "anticuerpo
homélogo" abarca las inmunoglobulinas intactas de los tipos IgA, IgG, IgE,
IgD, IgM (asi como también los subtipos de las mismas, por ejemplo,
IgG1), en las cuales las cadenas livianas de la inmunoglobulina pueden ser
tipo kapa o lambda. "Anticuerpo homélogos” también abarca las porciones
de anticuerpos intactos que mantienen la especificidad para la ligacién del
antigeno, por ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos
F(ab'),, fragmentos Fv, fragmentos scFv, monémeros o dimeros de cadena

liviana o pesada, o mezclas de los mismos.
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Cuando el agente de la presente invencién es un anticuerpo, el
anticuerpo preferido es un anticuerpo monoclonal. En contraste con las
preparaciones con anticuerpo policlonal, las cuales tipicamente incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes epitopos, cada anticuerpo
monoclonal se dirige contra un {inico epitopo en el antigeno. Una segunda
ventaja de los anticuerpos monoclonales es que se sintetizan utilizando
medios que no estdn contaminados por otras inmunoglobulinas, por
ejemplo, por sistema de despliegue en fagos o aislamiento a partir de un
hibridoma. Aunque la presente invencién abarca tanto anticuerpos
policlonales como anticuerpos monoclonales como agentes de la presente
invencién, se prefieren los anticuerpos monoclonales ya que éstos son
altamente especificos, y por lo tanto la invencién se discute
fundamentalmente en términos de anticuerpos monoclonales.

"Anticuerpos nativos ¢ inmunoglobulinas" generalmente son
glicoproteinas heterotetraméricas de alrededor de 150.000 Daltons,
compuestas por dos cadenas livianas (L) idénticas y dos cadenas pesadas
(H) idénticas. Cada cadena liviana esté unida a una cadena pesada mediante
un enlace disulfuro covalente, mientras que el nimero de enlaces disulfuro
varia entre las cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina.
Cada cadena pesada y liviana también tiene puentes disulfuro intracadena
uniformemente separados. Cada cadena pesada tiene en uno de sus
extremos un dominio variable (Vy) seguido de un nimero de dominios
constantes. Cada cadena liviana tiene un dominjo variable (V) en uno de
sus extremos vy un dominio constante en el otro; el dominio constante de la
cadena liviana estd alineado con el primer dominio constante de la cadena

pesada, y el dominio variable de la cadena liviana esta alineado con el
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dominio variable de la cadena pesada. Se cree que ciertos residuos de
aminodcido forman una interfase entre los dominios variables de las
cadenas liviana y pesada (Chothia et al., 1985, J. Mol. Biol., 186: 651-63;
Novotny et al., 1985, Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 82: 4592-6).

Adem#s, se pueden identificar otros anticuerpos utilizando las técnicas
disponibles en la ciencia. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales de la
presente invencién se pueden producir utilizando tecnologia de despliegue
en fagos. Luego se nislan fragmentos del anticuerpo, que se ligan
selectivamente a una integrina alfa<4 o a un dimero que contiene una
integrina alfa<4. Ejemplos de métodos preferidos para producir estos
anticuerpos mediante sistemas de despliegue en fagos se describen en las
Patentes [Estadounidenses Nos. 6.225.447; 6.180.336; 6.172.197,
6.140.471; 5.969.108; 5.885.793; 5.872.215; 5.871.907; 5.858.657;
5.837.242; 5.733.743 y 5.565.332.

En la presente el término anticuerpo "variante" se refiere a una molécula
de inmunoglobulina cuya secuencia aminoacidica difiere de la secuencia
aminoacidica de un anticuerpo "padre" en virtud de una adicién, delecién
y/o sustitucién de uno o més residuos de aminodcido en la secuencia del
anticuerpo padre. El anticuerpo o inmunoglobulina padre puede ser un
anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo primatizado® o cuslquier fragmento de
anticuerpo. En la realizacién preferida, el variante contiene una o més
sustituciones de aminoécidos en una o més regiones hipervariables del
anticuerpo padre. Por ejemplo, el variante puede contener al menos, por
ejemplo, entre uno y diez, y preferentemente entre alrededor de dos y

alrededor de cinco, sustituciones en una o m4is regiones hipervariables del
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anticuerpo padre. En general, la secuencia aminoacidica del variante tendrd
al menos un 75% de identidad de secuencia con las secuencias del dominio
variable de las cadenas pesada o livianas del anticuerpo padre, més
preferentemente al menos un 80%, més preferentemente al menos un 85%,
més preferentemente al menos un 90%, y més preferentemente al menos un
95%. En la presente, la identidad u homologia con respecto a esta secuencia
se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en la secuencia
candidata que son idénticos a los residuos del anticuerpo padre, después de
alinear las secuencias e introducir espacios, si fuera necesario, para lograr
el méximo porcentaje de identidad de secuencias. No se considerard que
ningin terminal-N, terminal-C o extensiones, deleciones o inserciones en la
secuencia del anticuerpo afectan la identidad u homologie de las
secuencias. El variante retiene la capacidad de ligar el receptor y
preferentemente tiene propiedades superiores a las del anticuerpo padre.
Por ejemplo, el variante puede tener una mayor afinidad de ligacién, mejor
capacidad para activar ¢l receptor, etc. Para analizar estas propiedades, se
debe comparar una forma Fab del variante con una forma Fab del
anticuerpo padre o una forma del variante de longitud completa con una
forma de longitud completa del anticuerpo padre. El anticuerpo variante de
particular interés en la presente es uno que mejora al menos alrededor de 10
veces, preferentemente al menos alrededor de 20 veces, y mis
preferentemente al menos alrededor de 50 veces, la actividad biolégica en
comparacion con ¢l anticuerpo padre. En la presente el "anticuerpo padre”
uno que es codificado por una secuencia aminoacfdica usada para la
preparacién del variante. Preferentemente, el anticuerpo padre tiene una

region marco humana y tiene una regién o regiones constantes de
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anticuerpo humano. Por ejemplo, el anticuerpo padre puede ser un
anticuerpo humanizado o humano. Un anticuerpo "aislado” es uno que se
ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su
ambiente natural. Los componentes contaminantes de su ambiente natural
son los materiales que interferirfan con los usos terapéuticos o diagnésticos
del anticuerpo, y pueden incluir las enzimas, las hormonas y otros solutos
proteindceos o no proteindceos. En las realizaciones preferidas el
anticuerpo se purificaré (1) hasta lograr més del 95% en peso de anticuerpo
seglin lo determinado mediante el método Lowry, y més preferentemente
més de 99% en peso, (2) a un grado suficiente para obtener al menos 15
residuos de secuencia aminoacidica N-terminal o interna usando un
secuenciador centrifugo, o (3) hasta su homogeneidad por SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras o no reductores usando una tincién de azul de
Coomassie o, preferentemente, plata. El anticuerpo aislado incluye el
anticuerpo in situ dentro de las células recombinantes ya que al menos un
componente del ambiente natural del anticuerpo no estard presente. Sin
embargo, por lo general los anticuerpos aislados se¢ preparardn mediante al
menos un paso de purificacidn.
5.1. Anticuerpos Monoclonales

Los anticuerpos monoclonales también se pueden producir usando los
métodos convencionales de la tecnologfa del hibridloma o la ingenieria
genética. Estos métodos se han utilizado ampliamente para producir lineas
celulares hibridas que secretan elevados niveles de anticuerpos
monoclonales contra numerosos antigenos especificos, y también se pueden
usar para producir los anticuerpos monoclonales de la presente invencion.

Por ejemplo, los ratones (por ejemplo, los ratones Balb/c) se pueden

274



R

inmunizar con un ecpitopo antigénico de la alfa-4 por inyeccién
intraperitoneal. Luego de transcurrido tiempo suficiente para lograr una
respuesta inmunoldgica, los ratones se sacrifican y se obtienen las células
del vaso y se fusionan con las células de miecloma, utilizando técnicas
conocidas en la ciencia. Las células fusionadas resultantes, hibridomas,
luego se cultivan en un medio selectivo, y las células sobrevientes se
cultivan en un medio similar usando condiciones de dilucién limitantes.
Luego de su clonacién y reclonacién, se pueden aislar hibridomas que
secretan anticuerpos (por ejemplo, de las clases IgG o IgM o la subclase
IgG1) que se ligan selectivamente a la alfa4 o dimero que contiene una
integrina alfa-4 meta. Para producir agentes para uso humano especifico,
posteriormente los monoclonales aislados se pueden usar para producir
anticuerpos quiméricos y humanizados. También se pueden preparar
anticuerpos que son anticuerpos anti-peptidicos. Tales anticuerpos anti-
peptidicos se prepararian contra los péptidos de la integrina alfa-4.

El término "quimérico”, en referencia a un agente de la invencidn,
significa que el agente estd compuesto por un enlace (enlace quimico
cruzado, o covalente, o de otro tipo) de dos o més proteinas que tienen
estructuras dispares y/o que tienen fuentes de origen dispares. Asi, un
antagonista de la integrina alfa4 quimérico puede incluir una porcién que
es un antagonista de la integrina alfa-4 o un fragmento de otra porcién que
no es un antagonista de la integrina alfa-4.

Una especie de protefna "quimérica" es una "fusién" o "proteina de
fusion" referida a un enlace covalente co-lineal de dos o més protefnas o
fragmentos de las mismas por medio de sus esqueletos peptidicos
individuales, més preferentemente a través de la expresion genética de una
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molécula polinucleétida que codifica dichas proteinas. Por lo tanto, las
proteinas de fusién preferidas son las proteinas quiméricas que incluyen un
anticuerpo remielinizante o un fragmento del mismo, covalentemente unido
a una segunda porcién que no es original del cuerpo remielinizante (es
decir, que deriva de otra inmunoglobulina o polipéptido). Las proteinas de
fusién preferidas de la invencién pueden incluir porciones de anticuerpos
intactos que mantienen la especificidad para la ligacién del antigeno, por
ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab'),, fragmentos
Fv, fragmentos scFv, monémeros o dimeros de cadena pesada, monémeros
o dimeros de cadena liviana, o dimeros que contienen una cadena pesada y
una liviana y similares.

Las proteinas de fusion més preferidas son las quiméricas y comprenden
una rocién remielinizante fusionada o de otra forma unida a parte o la
totalidad de las regiones bisagra y constantes de una cadena liviana de
inmunoglobulina, cadena pesada, o ambas. Asi, esta invencién se refiere a
une molécula que incluye: (1) una porcién remiclinizante, (2) un segundo
péptido, por ¢jemplo, uno que aumenta la solubilidad o la vida in vivo de la
porcién remielinizante, por ejemplo, un miembro de la superfamilia de la
inmunoglobulina o un fragmento o porcién del mismo, por ejemplo, una
porcién o fragmento de una IgG, por ejemplo, la regid;r_l constante de la
cadena pesada de la IgGl humana, por ejemplo, CH2, CH3, y las regiones
bisagra. Especificamente, una "fusién porcién remielinizante/Ig" es una
protefna que comprende una porcién remielinizante biolégicamente activa
de la invencién. Una especie de agentes remielinizantes es una "fusién
integrina/Fc" que es una proteina que contiene una inmunoglobulina

remielinizante de la invencién unida a al menos una parte del dominio
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constante de una inmunoglobulina. Una fusién Fc preferida contiene una
inmunoglobulina remielinizante de la invencién unida a un fragmento de
un anticuerpo que contiene el dominio terminal C de las cadenas pesadas de
inmunoglobulina,

El término "protefna de fusién" también se refiere a una porcién
remielinizante que se une quimicamente mediante una molécula mono- o
hétero-funcional a una segunda porcibn que no es una porcién
remielinizante (obteniéndose una molécula "quimérica") y se prepara "de
novo" a partir de proteina purificada como se describe a continuacién. Asi,
un ejemplo de una molécula quimérica unida quimicamente, en oposicién a
otra unida de forma recombinante, que es una protefna de fusién puede
comprender: (1) porcién que apunta a una subunidad de la integrina alfa-4,
por ejemplo, una porcibn VCAM-1 capaz de unirse a VLA4 en la
superficie de las células que contienen VLA-4; (2) una segunda molécula
que aumenta la solubilidad o el tiempo de vida in vivo de la regién meta,
por ¢jemplo un polimero de polialquilenglicol tal como el polietilenglicol
(PEG). La porcioén que apunta la alfa-4 puede ser cualquier ligando de alfa-
4 natural o un fragmento del mismo, por ejemplo, un péptido VCAM-1 o
una secuencia aminoacidica similar sustituida conservadoramente.

Los anticuerpos quimeéricos, primatizados® y humanizados se pueden
producir a partir de anticuerpos no humanos, y tienen la misma o similar
afinidad de ligacién que el anticuerpo a partir del cual se producen. Se
pueden usar las técnicas desarrolladas para la produccion de anticuerpos
quiméricos (Morrison ef al., 1984 Proc. Natl. Acad, Sci. 81: 6851;
Neuberger et al., 1984 Nature 312: 604, Takeda et al., 1985 Nature 314:
452) en las cuales se empalman (“splicing™) los genes de una molécula de
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anticuerpo de ratdn que tiene una especificidad para un antigeno apropiado
junto con una molécula de anticuerpo humano de actividad biol6gica
adecuada; tales anticuerpos estdn dentro del campo de esta invenci6én. Por
ejemplo, se puede unir una region variable (V) codificadora de 4cido
nucleico de de un anticuerpo monoclonal de ratén a una regién constante
(C) humana codificadora de dcido nucleico, por ejemplo, IgG1 o IgG4. Asi,
el anticuerpo resultante es una especie hibrida, generalmente con el
dominio de ligacién de antigeno del anticuerpo no humano y el dominio C
o efector de un anticuerpo humano.

Los anticuerpos humanizados son anticuerpos con regiones variables que
son principalmente de un anticuerpo humano (el anticuerpo del aceptor),
pero que tienen regiones determinantes de la complementariedad de un
anticuerpo no humano (el anticuerpo del donante). Ver, por ejemplo, Queen
et al., 1989 Proc. Natl Acad. Sci. USA 86: 10029-33; WO 90/07861; y
Patentes Estadounidenses Nos. 6.054.297; 5.693.761; 5.585.089; 5.530.101
y 5.224.539. La regién o las regiones constantes de estos anticuerpos
generalmente son también de un anticuerpo humano. Tipicamente los
dominios variables humanos se eligen entre los anticuerpos humanos cuyas
secuencias presentan una elevada homologia con los dominios de ligacién
de la regién variable no humana deseada. Los residuos variables de las
cadenas pesadas y livianas se pueden derivar a partir del mismo anticuerpo
o de otro anticuerpo humano diferente. Ademds, las secuencias se pueden
elegir como un consenso de varios anticuerpos humanos, como se describe
en WO 92/22653.

Se scleccionan aminoédcidos especificos dentro de la regién variable

humana para la sustitucién en base a la conformacién y propiedades de
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ligacién de antigeno pronosticadas. Estas se pueden determinar aplicando
técnicas tales como el modelado por ordenador, prediccién del
comportamiento y las propiedades de ligacién de los aminodcidos en ciertas
ubicaciones dentro de la regién variable, y observacién de los efectos de la
sustitucién. Por ¢jemplo, cuando un aminodcido difiere entre una region
variable no humana y una regién variable humana, la regién variable
humana se puede alterar para reflejar la composicién aminoacidica de la
region variable no humana. En la presente se describen varios ejemplos de
anticuerpos anti-alpha-4 humanizantes.

El término "anticuerpo homdlogo humanizado” se refiere a un anticuerpo
homélogo, producido por tecnologia de DNA recombinante, en ¢l cual
algunos o todos los aminoédcidos de una cadena liviana o pesada de
inmunoglobulina humana han sido sustituidos por los aminoécidos
correspondientes de una cadena liviana o pesada de inmunoglobulina de un
mam{fero no humano. Un "anticuerpo homélogo humano" es un anticuerpo
homélogo en el cual todos los aminoédcidos de una cadena liviana o pesada
de inmunoglobulina (independientemente de si se requieren o no para
ligacién de antigenos) se derivan de una fuente humana.

En una realizacién especifica, los anticuerpos usados en el régimen de
dosificacion crénica de la presente invencién son anticuerpos humanizados
segin lo descripto en la Patente Estadounidense No. 5.840.299, la cual se
incorpora a la presente por referencia.

En otra realizacién, ratones transgénicos que contienen genes de
anticuerpo humano se pueden inmunizar con una estructura antigénica de la
alfa-4, y sec puede utilizar tecnologia del hibridoma para generar

anticuerpos humanos que se liguen selectivamente a la alfa-4,
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Se pueden producir anticuerpos quiméricos, humanos y/o humanizados,
mediante expresién recombinante, por ejemplo, expresién en hibridomas
humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.
Liss, p. 77 (1985)), en células de micloma o en células de ovario de hamster
chino (CHO). Alternativamente, sc pueden incorporar secuencias
codificadoras de anticuerpo en vectores adecuados para introducirlas en el
genoma de un animal, produciendo asf un animal transgénico. Un ejemplo
serfa producir tales anticuerpos en la leche de un animal transgénico tal
como un bocino. Ver, por ejemplo, las Patentes Estadounidenses Nos.
5.849.992 y 5.304.489. Los transgenes adecuados incluyen los transgenes
que tienen un promotor y/o mejorador de un gen especifico de la glandula
mamaria, por ejemplo caseina o B-lactoglobulina.

5.1.1. Anticuerpos Humanizados y Primatizados®

En una realizacién de la invencién, se proveen inmunoglobulinas (u
otros anticuerpos humanizados (y primatizados®) especificos para la
subunidad alfa4 de la VLA-4, que cuando se administran en una cantidad
efectiva inhiben la desmielinizacién y/o promueven la remielinizacién y/o
reducen la pardlisis. Los anticuerpos humanizados y primatizados® son
anticuerpos de origen animal (tipicamente de mamiferos) que han sido
modificados usando técnicas de ingenieria genética. Las técnicas se usan
para reemplazar secuencias de la regién marco constante y/o de la regién
variable por secuencias humanas, a la vez manteniendo la especificidad
para el antigeno original del anticuerpo. Los anticuerpos humanizados y
primatizados® habitualmente se derivan de anticuerpos de roedores (por
ejemplo ratén y hémster) con especificidad para los antigenos humanos
(por ejemplo VCAM-1 humana o VLA-4 humana). Al modificar el
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anticuerpo del donante (el anticuerpo del animal al cual se le administrd el
antigeno) para que tenga secuencias del animal al cual se le administrari el
anticuerpo con fines terapéuticos, la respuesta del huésped al administrarle
el anticuerpo serd reducida en. Sé6lo las regiones Fc o todas excepto las
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) se pueden
reemplazar por dominios del aceptor, siendo el aceptor el animal al cual se
le ha de administrar ¢l anticuerpo modificado. (por ejemplo, mamiferos
tales como humanos, animales domésticos, animales de granja y similares).

Se prefieren los anticuerpos que se ligan a la subunidad alfa4 de la
VLA-4 y que al ser administrados a un paciente en una cantidad efectiva
inhiben la desmielinizacién. Se prefieren alin més aquellos anticuerpos que
al ser administrados en una cantidad efectiva inducen remielinizacién y/o
reducen la parilisis en un sujeto que padet':c una enfermedad o trastorno
desmielinizante.

Tipicamente, las CDR de un anticuerpo de la murina se transplantan a las
correspondientes regiones en un anticuerpo humano, ya que son las CDR
(es decir, tres en las cadenas pesadas del anticuerpo, tres en las cadenas
livianas) las regiones del anticuerpo de ratén (o del anticuerpo de cualquier
otro animal) las que se ligan a un antigeno especifico. El transplante de las
CDR se logra mediante ingenieria genética, donde las secuencias de DNA
CDR se determinan clonando segmentos genéticos de region variable (V)
de cadena pesada o liviana de murina, y luego se transfieren a las
correspondientes regiones V humanas mediante mutagénesis dirigida. En la
ctapa final del proceso, s¢ afiaden los segmentos genéticos de regitn
constante humanos del isotipo deseado (generalmente gama I para CH y
kapa para CL), y los genes de cadena pesada y liviana humanizados se co-
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expresan en células de mamifero para producir anticuerpo humanizado

soluble.
La transferencia de estas CDR a un anticuerpo humano confiere a este
anticuerpo las propiedades de ligacién de antigeno del anticuerpo de la

murina original. Las seis CDR en el anticuerpo de la murina se montan

estructuralmente sobre una regién "marco” de una regién V. El motivo del
éxito del transplante de las CDR es que las regiones marco de los
anticuerpos de ratdn y humanos pueden tener estructuras tridimensionales
muy similares con puntos de fijacién para CDR similares, de manera que
las CDR se pueden intercambiar. Estos homélogos de anticuerpos
humanizados se pueden preparar como se ejemplifica, por ejemplo, en
Jones et al., 1986, Nature 321: 522-5; Riechmann et al., 1988, Nature 332:
323-7; Queen ef al., 1989, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86: 10029; y Orlandi
et al., 1989, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86: 3833.

Sin embargo, se cree que ciertos aminodcidos dentro de las regiones
marco interactian con las CDR y afectan la afinidad de ligacién a antigeno
global. La transferencia directa de las CDR de un anticuerpo de la murina
para producir un anticuerpo humanizado recombinante sin ninguna
modificacién de las regiones marco V humanas a menudo resulta en una
pérdida total o parcial de la afinidad de ligacién. En varios casos, parece ser
critico el alterar los residuos en las regiones marco del anticuerpo del
aceptor (es decir, el anticuerpo humano) a fin de lograr actividad de
ligacién.,

Queen ef al., 1989 (supra) y WO 90/07861 (Protein Design Labs) han
descripto la preparacién de un anticuerpo humanizado que contiene

residuos modificados en las regiones marco del anticuerpo del aceptor
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combinando las CDR de una MAb de la murina (anti-Tac) con regiones
constantes y regiones marco de la inmunoglobulina humana. Una respuesta
al problema de la pérdida de la afinidad de ligaciéon sin modificar los
residuos de las regiones marco V humanas involucra dos pasos que son
clave. En primer lugar, las regiones marco V humanas son seleccionadas
por un analista de sistemas para lograr una homologfa de secuencias dptima
de la proteina respecto de la regién marco del anticuerpo de la murina
original. En el segundo paso, la estructura terciaria de la regién V de la
murina se modela por ordenador a fin de visualizar residuos aminoacidicos
marco que probablemente interactuarin con las CDR de la murina, Estos
residuos aminoacidicos de la murina luego se superponen sobre el marco
humano homélogo. Para obtener detalles adicionales, ver las Patentes
Estadounidenses Nos. 5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; y 5.530.101
(Protein Design Labs).

Ciertos antagonistas de la integrina alfa4 utiles para utilizar en la
presente invencién incluyen los homélogos de anticuerpos recombinantes
quiméricos y humanizados (es decir, las inmunoglobulinas intactas y las
porciones de las mismas) con especificidad por el epitopo B que han sido
preparados y se describen en la Patente Estadounidense No. 5.932.214
(MAb HP1/2). El material de partida para preparar los homélogos de
anticuerpos anti-integrina quiméricos (Variable de ratdn - Constante
humano) y los homélogos de anticuerpos anti-integrina humanizados
pueden ser un anticuerpo anti-integrina monoclonal de la murina como se
describié anteriormente, un anticuerpo anti-integrina monoclonal
disponible comercialmente (por ejemplo, HP2/1, Amae International, Inc.,
Westbrook, Me). Otros homélogos de anticuerpos anti-VLA-4
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humanizados preferidos son los descriptos por Athena Neurosciences, Inc.
en PCT/US95/01219 (27 de Julio de 1995), Patentes Estadounidenses Nos.
5.840.299 y 6.033.665. El contenido de las patentes Nos. 5.932.214,
5.840.299 y 6.033.665 se incorpora en su totalidad a la presente por
referencia.

Estos anticuerpos anti-VLA-4 humanizados comprenden una cadena
liviana humanizada y una cadena pesada humanizada. La cadena liviana
humanizada comprende tres regiones determinantes de |la
complementariedad (CDRI, CDR2 y CDR3) que tienen secuencias
aminoacidicas de las correspondientes regiones determinantes de Ia
complementariedad de una cadena liviana de inmunoglobulina 21.6 de
ratén, y un marco de regién variable de una secuencia de marco de regién
variable de la cadena liviana kapa humana, excepto que al menos en una
posicién la posicion del aminoédcido es ocupada por el mismo aminoécido
presente en la posicién equivalente del marco de la regién variable de la
cadena liviana de la inmunoglobulina 21.6 de rat6n. La cadena pesada
humenizada comprende tres regiones determinantes de la
complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3) que tienen secuencias
aminoacidicas de las correspondientes regiones determinantes de la
complementariedad de la cadena pesada de la inmunoglobulina 21.6 de
ratén, y un marco de regién variable de una secuencia de un marco de una
region variable de ]a cadena pesada humana, excepto que en al menos una
posicién la posicién del aminoécido es ocupada por el mismo aminoécido
presente en la posicidn equivalente de la del marco de la regién variable de
la cadena pesada de la inmunoglobulina 21.6 de raton. Ver Patentes
Estadounidenses Nos. 5.840.299 y 6.033.665.
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También se pueden producir fragmentos de un antagonista de la
integrina alfa-4 aislado (es decir, fragmentos de los homélogos de
anticuerpo aqui descriptos) de mancra eficiente utilizando métodos
recombinantes, por digestién proteolitica, o por sintesis quimica, usando
métodos conocidos por los expertos en la técnica. En los métodos
recombinantes, se pueden generar fragmentos internos o terminales de un
polipéptido retirando uno o més nucléotidos de un extremo (para un
fragmento terminal) o de ambos extremos (para un extremo interno) de una
secuencia de DNA que codifica para ¢l péptido aislado de puercoespin
(hedgehog). La expresién del DNA mutagenizado produce fragmentos
polipeptidicos. La digestién con ciertas endonucleasas también puede
generar diferentes DNA, los cuales pueden codificar una variedad de
fragmentos. Los DNA que codifican fragmentos de una proteina también se
pueden generar por corte al azar, digestién con restricciones, o una
combinacién de estas técnicas. Se pueden generar fragmentos de protefna
directamente a partir de proteinas intactas. Los polipéptidos se pueden
dividir especificamente usando enzimas proteoliticas, incluyendo, pero sin
limitarse a, plasmina, trombina, tripsina, quimotripsina o pepsina. Cada una
de estas enzimas es especifica para el tipo de enlace peptidico que ataca. La
tripsina cataliza la hidrélisis de los enlaces peptidicos en los cuales el
grupo carbonilo es de un aminodcido basico, generalmente arginina o
lisina. La pepsina y la quimotripsina catalizan la hidrélisis de los enlaces
peptidicos de los aminodcidos arométicos, tales como un triptofano,
tirosina y fenilalanina. Se pueden generar conjuntos alternativos de
fragmentos de proteinas impidiendo la divisidn en un sitio que es

susceptible a una enzima proteolitica. Por ejemplo, la reaccién del grupo &-
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aminodcido de lisina con etiltrifluorotioacetato en solucién levemente
basica permite obtener residuos de aminodcido bloqueados cuyo enlace
peptidico adyacente ya no es susceptible a la hidrélisis por tripsina. Las
proteinas se pueden modificar para crear enlaces peptidicos que son
susceptibles a las encimas proteoliticas. Por ejemplo, por alquilacién de
residuos de cisterna con P-haloetilaminas se obtienen enlaces peptidicos
que son hidrolizados por tripsina (Lindley, 1956, Nature 178: 647).
Ademis se pueden utilizar reactivos quimicos que dividen las cadenas
peptidicas en residuos especificos, Por ejemplo, el bromuro de cianogeno
divide los péptidos en sus residuos de metionina (Gross et al., 1961, J. Am.
Chem. Soc. 83: 1510). Asf, tratando las proteinas con diferentes
combinaciones de modificadores, enzimas proteoliticas y/o reactivos
quimicos, las proteinas se pueden dividir en fragmentos de una longitud
deseada sin superposicién de los fragmentos, o bien se pueden dividir en
fragmentos superpuestos de una longitud deseada.
5.1.1.1. Natalizumab y Anticuerpos Humanizados Relacionados

La invencién se refiere a un método para utilizar inmunoglobulinas
humanizadas que especificamente se ligan a un ligando VLA-4 ya sea solas
o en combinacién para promover la remielinizacién. Un anticuerpo
preferido para utilizar en estos métodos de tratamiento y en medicamentos
incluye el descripto en la Patente Estadounidense No. 5.840.299 otorgada a
Elan Pharmaceuticals, la cual se incorpora en la presente en su totalidad.
Otro aspecto contempla el uso de fragmentos de estos anticuerpos con
actividad remielinizante seglin una evaluacion in vivo.

Los anticuerpos humanizados comprenden una cadena liviana
humanizada y una cadena pesada humanizada. En un aspecto, la cadena
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liviana humanizada puede comprender tres regiones determinantes de la
complementariedad (es decir, CDR1, CDR2 y CDR3) que tienen
secuencias aminoacidicas de las correspondientes regiones determinantes
de la complementariedad de una cadena liviana de inmunoglobulina 21-6
de ratén, y un marco de region variable de una secuencia de marco de
regién variable de cadena liviana kapa humana excepto en al menos una
posicion seleccionada de un primer grupo formado por las posiciones 145,
L49, L58 y L69, donde la posicién del aminodcido es ocupada por el
mismo aminoécido presente en la posicién equivalente del marco de regién
variable de la cadena liviana de la inmunoglobulina 21.6 de ratén.

La cadena pesada humanizada comprende tres regiones determinantes de
la complementariedad (es decir, CDR1, CDR2 y CDR3) que tienen
secuencias aminoacidicas de las correspondientes regiones determinantes
de la complementariedad de la cadena pesada de la inmunoglobulina 21.6
de ratén, y un marco de regi6én variable de una secuencia de un marco de
una region variable de la cadena pesada humana, excepto en al menos una
posicién seleccionada del grupo compuesto por H27, H28, H29, H30, H44,
H71, donde la posicién del aminodcido es ocupada por €l mismo
aminoédcido presente en la posicién equivalente del marco de la region
variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina 21-6 de ratén. Las
inmunoglobulinas especificamente se ligan a la VLA-4 con una afinidad
que tiene un limite inferior de alrededor de 10’ M y un limite superior de
alrededor de cinco veces la afinidad de la inmunoglobulina 21-6 de rat6n.

Generalmente, los marcos de regién variable de las cadenas liviana y
pesada son de las secuencias de las regiones variables RE1 y 21/28'CL

respectivamente. Cuando el marco de region variable de la cadena liviana
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es de RE], sc reemplazan al menos dos aminoédcidos del marco. Un
aminodcido es del primer grupo de posiciones arriba descripto. Los otros
aminodcidos son de un tercer grupo compuesto por las posiciones L104,
L.105 y L107. Esta posicién es ocupado por el mismo aminoacido presente
en la posicibn equivalente de una cadena liviana kapa de una
inmunoglobulina humana que no sea RE1.

Algunas inmunoglobulinas humanizadas tienen una secuencia de regién
variable de cadena liviana madura llamada La o Lb, o una secuencia de
region variable de cadena pesada madura llamada Ha, Hb o Hc (Figura 13).
Las inmunoglobulinas humanizadas preferidas incluyen aquellas que tienen
una cadena liviana La y una cadena pesada Ha, Hb o Hc (Figura 14).

Las inmunoglobulinas humanizadas tienen regiones marco variables
sustancialmente de une inmunoglobulina humana (llamada
inmunoglobulina del aceptor) y regiones determinantes de la
complementariedad sustancialmente de una inmunoglobulina de ratén
llamada mu MAD 21.6 (también llamada inmunoglobulina del donante). La
regién o las regiones constantes, si las hay, son también sustancialmente de
una inmunoglobulina humana. Los anticuerpos humanizados exhiben una
afinidad de ligacién especifica por la VLA~4 de al menos 107, 10%, 10, o
10'® M. Generalmente el limite superior de la afinidad de ligacién de los
anticuerpos humanizados para la VLA-4 estd dentro de un factor de tres o
cinco veces el de la mu MAD 21.6 (alrededor de 10° M'). A menudo el
limite inferior de la afinidad de ligacién también esté dentro de un factor de
tres a cinco veces el de la mu MAb 21.6.

Se pueden producir anticuerpos humanizados como los que se

cjemplifican, por ejemplo, con el anticuerpo monoclonal MAb 21.6 de
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ratén, El material de partida para la produccion de anticuerpos
humanizados ¢s mu MAb 21.6. La aislacién y las propiedades de este
anticuerpo s¢ describen en la Patente Estadounidense No. 6.033.655
(otorgada a Elan Pharmaceuticals, Inc.), la cual se incorpora en su totalidad
a la presente por referencia. En pocas palabras, mu MADb 21.6 es especifica
para la subunidad alfa-4 de la VLA-4 y ha demostrado inhibir la unién de
linfocitos humanos a cultivos de tejidos de células cerebrales de rata
estimuladas con factor de necrosis tumoral. Entre la terminal-N y la
terminal-C, tanto cadenas livianas como pesadas componen los dominios
FR1, CDR1, FR2, Ci)RZ, FR3, CDR3 y FR4. La asignacién de
aminodcidos a cada dominio es de acuerdo-con la convencién de
numeracién de Kabat,

El siguiente paso es la seleccién de anticuerpos humanos para proveer
residuos marco. Lo més probable es que la sustitucién de las CDR de ratén
en un marco humano de dominio variable provoque la retencién de su
correcta orientacién espacial si el marco humano de dominio variable
adopta la misma o similar conformacién que el marco variable de ratén a
partir del cual se originaron las CDR. Esto s¢ logra obteniendo los
dominios variables humanos de anticuerpos humanos cuyas secuencias
marco exhiben un elevado grado de identidad de secuencia con los
dominios variables de la murina a partir de la cual se derivaron las CDR.
Las regiones de marco variable de cadena pesada y liviana se pueden
derivar a partir de la misma o de diferentes secuencias de anticuerpos
humanos. Las secuencias de anticuerpos humanos pueden ser las
secuencias de anticuerpos humanos que ocurren naturalmente o pueden ser

una secuencia consenso de diferentes anticuerpos humanos. Ver
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Kettleborough et al., Protein Engineering 4: 773 (1991); Kolbinger et al.,

Protein Engineering 6: 971 (1993).

Las secuencias de anticuerpos humanos adecuadas se identifican
comparando las secuencias aminoacidicas de las regiones variables de rat6n
con las secuencias de los anticuerpos humanos conocidos utilizando
herramientas informéticas. La comparacion se realiza independientemente
para las cadenas pesadas y livianas, pero los principios son similares para
ambos casos. Esta comparacién revela que la cadena liviana mu 21.6
presenta la mayor identidad de secuencia respecto de las cadenas livianas
humanas del subtipo kappa 1; la cadena pesada mu 21.6 presenta la mayor
identidad de secuencia respecto de las cadenas livianas humanas del
subtipo uno, segin lo definido por Kabat, supra. Por lo tanto, las regiones
marco humanas livianas y pesadas normalmente se derivan de anticuerpos
humanos de estos subtipos, o de una secuencia consenso de estos subtipos.
Las regiones variables humanas de cadena liviana y pesada preferidas que
presentan 1a mayor identidad de secuencia respecto de las correspondientes
regiones de mu MAb 21.6 son las de los anticuerpos RE1 y 21/28'CL
respectivamente.

Luego se puede utilizar un modelado computacional para mejorar atin
més la habilidad del anticuerpo humanizado de ligarse con su antigeno
cognato. La yuxtaposicion artificial de las regiones CDR de la murina con
la regibn marco variable humana puede resultar en vinculos
conformacionales no naturales, los cuales, a menos que se corrijan
mediante la sustitucién de ciertos residuos aminoacidicos, pueden provocar
la pérdida de la afinidad de ligacion. La seleccibn de residuos
aminoacidicos para la sustitucién se determina, en parte, mediante
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modelado computacional. Hay gran cantidad de hardware y sofiware para
producir imdgenes tridimensionales de moléculas de inmunoglobulina
disponibles comercialmente. En general, los modelos moleculares de
desarrollan partiendo a partir de estructures resucltas para cadenas de
inmunoglobulina o sus dominios. Las cadenas a modelar se comparan para
detectar similitud de secuencias aminoacidicas respecto de cadenas o
dominios de estructuras tridimensionales resueltas, y las cadenas o
dominios que presentan la mayor similitud de secuencia se seleccionan
como punto de partida para la construcciéon de un modelo molecular. Por
ejemplo, para la cadena liviana de mu MAb 21.6, el punto de partida para
modelar las regiones marco, regiones CDR1 y CDR2, fue la cadena liviana
humana RE]. Para la regién CDR3, ¢l punto de partida fue la regién CDR3
de la cadena liviana de un anticuerpo humano diferente HyHEL-5. Las
estructuras resueltas de partida se modifican para tomar en cuenta las
diferencias entre los aminoécidos verdaderamente presentes en las cadenas
o dominios de la inmunoglobulina modelados, y aquellos presentes en la
estructura de partida. Luego las estructuras modificadas se combinan en
una inmunoglobulina compuesta. Finalmente, el modelo se refina mediante
minimizacién de la energia y verificando que todos los dtomos estén a
distancias adecuadas uno de otro y que las longitudes y dngulos de enlace
estén dentro de limites quimicamente aceptables.

Como se observé anteriormente, los anticuerpos humanizados de la
presente invencién comprenden regiones marco variables sustancialmente
de una inmunoglobulina humana y regiones determinantes de la
complementariedad sustancialmente de una inmunoglobulina de ratén
llamada mu MAb 21.6. Habiendo identificado las regiones determinantes
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de la complementariedad (CDR) de mu MAb 21.6 e inmunoglobulina del
aceptor humano apropiadas, el siguiente paso consiste en determinar cuaél,
si es que algln, residuo de estos componentes se deberfan sustituir para
optimizar las propiedades del anticuerpo humanizado resultante. En
general, se deberia minimizar la sustitucién de residuos aminoacidicos por
murina, ya que la introduccion de residuos de murina aumentan el riesgo de
que el anticuerpo provoque una respucsta de anticuerpo humano anti-ratén
(HAMA) en los humanos. Los aminodcidos se seleccionan para la
sustitucién en base a su posible influencia sobre la conformacion de las
CDR y/o ligacién a antigenos. Estas posibles influencias se investigan por
modelado, examinando las caracteristicas de los aminodcidos en ciertas
ubicaciones particulares, o por observacion empirica de los efectos de la
sustitucién o mutagénesis de ciertos aminodcidos particulares.

Cuando un aminoécido difiere entre una regién marco variable mu MAb
21.6 y una regién marco variable humana equivalente, el aminoécido del
marco humano generalmente se debe sustituir por el aminoécido de ratén
equivalente si es razonable anticipar que el aminoécido:

(1) liga antigeno directamente de forma no covalente (por ejemplo,
aminoécidos en Ias posiciones L49, L.69 de mu MADb 21.6),

(2) estd adyacente a una regién CDR, es parte de una regién CDR de
acuerdo con la definicién alternativa propuesta por Chothia et al., supra, o
de alguna otra manera interactia con una regién CDR (por ejemplo, estd a
3 A o menos de una regién CDR) (por ejemplo, aminoécidos en las
posiciones L45, LS8, H27, H28, H29, H30 y H71 de mu MADb 21.6), 0

(3) participa en la interfase V.-Vy (por ejempo, aminoédcidos en la
posicién H44 de mu MADb 21.6).

292



Otros candidatos para la sustitucién son los aminodcidos aceptores de los
marcos humanos que son inusuales para una inmunoglobulina humana en
dicha posicién (por ejemplo, aminoécidos en las posiciones L104, L105 y
L107 de mu MAb 21.6). Estos aminodcidos se pueden sustituir por
aminodcidos de la posicién equivalente de inmunoglobulinas humanas més
tipicas. Alternativamente, los aminodcidos de posiciones equivalentes en la
MAD 21.6 de ratén se pueden introducir en las regiones marco humanas si
estos aminodcidos son tipicos de la inmunoglobulina humana en las
posiciones equivalentes.

En general, es deseable sustituir todos o casi todos los aminoécidos que
satisfacen los criterios especificados anteriormente. Sin embargo, en
ocasiones existe cierta ambigtiedad respecto de si un determinado
aminodcido satisface los anteriores criterios, y se producen
inmunoglobulinas variantes alternativas, una de las cuales tiene dicha
sustitucién particular mientras que la otra no la tiene. Los anticuerpos
humanizados generalmente contendrfin una sustitucién de un residuo de
marco de cadena liviana humana por un correspondiente residuo de mu
MAD 21.6 en al menos 1, 2 § 3, y més habitualmente 4, de las posiciones
siguientes: 145, 149, L58 y L69. Los anticuerpos humanizados
generalmente también contienen una sustitucion de un residuo de marco de
cadena pesada humana en al menos 1, 2, 3, 4 6 5, y algunas veces 6, de las
posiciones siguientes: H27, H28, H29, H30, H44 y H71. Opcionalmente,
también se puede sustituir H36. En realizaciones preferidas, cuando la
inmunoglobulina de la cadena liviana del aceptor humano es REIl, la
cadena liviana también contiene sustituciones en al menos 1 6 2, y més
habitualmente 3, de las posiciones siguientes: L104, L105 y L107. Estas
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posiciones se sustituyen con el aminoécido de posicién equivalente de una
inmunoglobulina humana que tiene residuos aminoacidicos m4s tipicos. En
las Figuras 13 y 14 se ilustran aminodcidos apropiados para sustitucion.

Habitualmente las regiones CDR en los anticuerpos humanizados son
sustancialmente idénticas, y mas habitualmente, idénticas a las
correspondientes regiones CDR en el anticuerpo mu MAb 21.6. Sin
embargo, en ocasiones es deseable cambiar uno de los residuos en una
region CDR. Por cjemplo, el Ejemplo 4 identifica una similitud
aminoacidica entre la CDR3 de mu MAD 21.6 y el ligando VCAM-1. Esta
observacién sugiere que la afinidad de ligacién de los anticuerpos
humanizados se podria mejorar redisefiando la regién CDR de la cadena
pesada para que se asemeje atin més a la VCAM-1. En consecuencia, uno o
més aminodcidos del dominio de la CDR3 se puede sustituir por
aminodcidos del dominio de ligacién de la VCAM-1. Aunque en general no
es deseable, algunas veces es posible hacer una o més sustituciones de
residuos CDR sin afectar apreciablemente la afinidad de ligacién de la
inmunoglobulina humanizada resultante.

A excepcibn de las sustituciones de aminoidcidos especificamente
discutidas anteriormente, habitualmente las regiones marco de las
inmunoglobulinas humanizadas son sustancialmente idénticas, y més
habitualmente, idénticas a las regiones marco de los anticuerpos humanos a
partir de los cuales fueron derivadas. Obviamente, muchos de los
aminodcidos en la regién marco contribuyen poco o nada a la especificidad
o a la afinidad de un anticuerpo. En consecuencia, se pueden tolerar
numerosas sustituciones conservadoras individuales de residuos marco sin

modificar apreciablemente la especificidlad o la afinidad de 1la
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inmunoglobulina humanizada resultante. Sin embargo, en general estas
sustituciones son indeseables.

Produccién de Regiones Variables. Una vez que se han seleccionado
conceptualmente los componentes CDR y marco para las inmunoglobulinas
humanizadas, existe una variedad de métodos disponibles para producir
tales inmunoglobulinas. Debido a la degeneracidn del c6digo, una variedad
de secuencias de 4cido nucleico codificarin cada secuencia de las
inmunoglobulinas aminoacidica. Las secuencias de dcido nucleico deseadas
se pueden obtener por la sintesis de DNA de fase sélida o por mutagénesis
PCR de un variante del polinucleétido deseado preparado anteriormente,
La mutagénesis mediada por oligonucleétidos es un método greferido para
preparar los variantes de sustitucion, delecién e inserci6n del polipéptido
DNA meta. Ver See Adelman et al,, DNA 2: 183 (1983). En pocas palabras,
el polipéptido DNA meta se altera hibridizando un oligonucledtido que
codifica la mutacién descada a una plantilla de DNA de un solo filamento.
Luego de a hibridizacién, se utiliza un DNA polimerasa para sintetizar un
segundo filamento complementario completo de la plantilla que incorpora
el cebador oligonucledtido, y codifica la alteracién en el polipéptido DNA
mecta,

Seleccion de la Regién Constante. Los segmentos variables de los
anticuerpos humanizados producidos como se describié anteriormente
estdn tipicamente unidos a al menos una porcién de una regién constante de
la inmunoglobulina (Fc), tipicamente la de una inmunoglobulina humana.
Se pueden aislar secuencias de DNA de la region constante humana de
acuerdo con procedimientos conocidos a partir de una variedad de células
humanas, pero preferentemente a partir de cdlulas B inmortalizadas (ver
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Kabat et al,, supra, y WO 87/02671) (cada uno de los cuales se incorpora
en su totalidad por referencia). En general, ¢l anticuerpo contendré tanto
regiones constantes de cadena liviana como de cadena pesada. La regién
constante de cadena pesada generalmente incluye las regiones CHI,
bisagra, CH2, CH3, y CH4. -

Los anticuerpos humanizados incluyen anticuerpos que tienen todo tipo
de regiones constantes, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier
isotipo, incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. Cuando se desea que el
anticuerpo humanizado tenga actividad citotdxica, el dominio constante
generalmente es un dominio constante fijador del complemento y la clase
es tipicamente IgG,. Cuando no se desea esta actividad citotoxica, el
dominio constante puedec ser de la clase IgG,. El anticuerpo humanizado
puede comprender secuencias de més de una clase o isotipo.
5.1.1.2. Otros Anticuerpos Anti-VLA-4

Otros anticuerpos anti-VLA-4 incluyen, pero no se limitan a, HP1/2, HP-
2/1, HP2/4, L25, y PAC2. Estos anticuerpos también se pueden administrar
en una cantidad efectiva para inhibir la desmielinizacién y/o promover la
remielinizacién y/o reducir la pardlisis en un paciente tal como se discute
en la presente y tal como lo podrén apreciar los expertos en la técnica.

Con frecuencia los anticuerpos monoclonales creados en ratones
posteriormente se¢ humanizan para evitar la respuesta inmunolégica del
anticuerpo humano anti-ratén (HAMA) en un sujeto humano al que se lc
inyecta un anticuerpo de ratén. Esto ocurre por transplante o modificacién
de las CDR. Es decir, tipicamente los anticuerpos son primero anticuerpos
monoclonales de ratdn, los cuales a través de transplante o modificacion de
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las CDR se humanizan, como se discutié anteriormente para en anticuerpo
21.6.

Especificamente, los anticuerpos humanizados tienen especificidad por la
VLA-4 y tienen la capacidad de promover la remielinizacién, impedir la
desmielinizacién y/o reducir la parélisis. Estos anticuerpos se derivan de
fuentes (por ejemplo ratones) que en al menos una o més de las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) de los dominios variables se
derivan de un anticuerpo anti-VLA-4 no humano donante, y en que puede o
no haber una alteracién minima de la regién marco variable liviana y/o
pesada del anticuerpo del aceptor a fin de retener la especificidad de
ligacién del anticuerpo del donante. Preferentemente las regiones de
ligacién de antigeno del dominio variable de la cadena pesada
transplantadas a las CDR comprenden las CDR correspondientes a las
posiciones 31-35 (CDRI1), 50-65 (CDR2) y 95-102 (CDR3). En una
realizacién preferida, la cadena pesada también incluye residuos no
humanos en las posiciones marco 27-30 (numeracién de Kabat). La cadena
pesada puede ademids incluir residuos no humanos en la posicién marco 75
(numeracién de Kabat). La cadena pesada puede ademés incluir residuos no
humanos en las posiciones marco 77-79 o 66-67 y 69-71 o 84-85 0 38 y 40
0 24 (numeracién de Kabat). Preferentemente, las regiones de ligacién de
antigeno del dominio variable de la cadena liviana transplantadas a las
CDR comprenden las CDR correspondientes a las posiciones 24-34
(CDR1), 50-56 (CDR2) y 89-97 (CDR3). En una realizacién preferida, la
cadena liviana contiene ademds residuos no humanos en las posiciones
marco 60 y 67 (numeracién de Kabat). Estos residuos se numeran de
acuerdo con el sistema de numeracién de Kabat (Kabat ef al,, 5° ed. 4 vol.
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SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, U.S. Department of
Health Human Services, NIH, USA (1991)).

Sintesis y Humanizacién del Anticuerpo HP1/2 de ratén. El HP1/2 es
otro anticuerpo dirigido contra la VLA-4. El método para preparar una
versién humanizada de este cuerpo para su uso en humanos se describe en
la presente, y también en la Patente Estadounidense No. 6.602.503 otorgada
a Biogen, Inc., € incorporada a la presente en su totalidad por referencia.
Las secuencias de los anticuerpos humanizados son como se indica a
continuacién. La secuencia HP1/2 V4 DNA y su secuencia aminoacidica
traducida son:

5'-gtc aaa ctg cag cag tct ggg gca gag ctt gtg aag cca ggg gce tca
48

N-Val Lys Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Lya Pro Gly Ala Ser
1 5 10 15

gtc aag ttg ttc tgc aca gct tct ggec ttc aac att aaa gac acc tat
56

Val Lys Ieu Phe Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr Tyr
20 25 30

atg cac tgg gqtg aag cag agg cct caa cag ggc ctg gag tgg att gga
144

Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gln Gln Gly Leu Glu Trp Ile Gly
35 40 45

agg att gat cet gcg agt ggc gat act aaa tat gac ccg aag ttc cag
192

Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Asp Thr Lya Tyr Asp Pro Lys PFhe Gln
50 55 60

gtc aag gcc act att aca gcg gac acg tcc tec aac aca gocc tgg ctg
240

Val Lys Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Trp Leu
65 70 75 80

cag ctc age agc ctg aca tct gag gac act gecc gtec tac tac tgt geca
288

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala
85 S0 95

gac gga atg tgg gta tca acg gga tat gect ctg gac ttc tgg ggc caa
36

Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala Leu Asp Phe Trp Gly Gln
100 105 110

ggqg acc acg gtc acc gtc tce teca-3°
360

Gly Thr Thr Val Thr Vel Ser Ser-C
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115 120
Una comparacién entre las dos secuencias HP1/2 Vy y una secuencia de

consenso de la familia I[IC revel6 que los Gnicos residuos inusuales estdn en
las posiciones de aminodcido 80, 98 y 121 (es decir, 79,94 y 121 en la
numeracién de Kabat).. Aunque Tyr-80 es invariante en el subgrupo IIC,
otras regiones Vy de la murina secuenciadas tienen otros aminodcidos
arométicos en esta posicién, aunque ninguna tiene Trp. La mayoria de las
Vys humanas y de murina tienen un residuo arginina en la posicién 94 de
Kabat. La presencia de Asp-94 en HP1/2 V es extremadamente rara; sdlo
se ha informado un ejemplo de un residuo de carga negativo en esta
posicién. La prolina en la posicién 113 de Kabat también es inusual, pero
es poco probable que sea importante en la conformacién de las CDR debido
a su distancia de las mismas. Los aminoacidos que componen la CDR1 se
han encontrado en otras tres regiones Vy de murina secuenciadas. Sin
embargo las CDR2 y CDR3 son exclusivas del HP1/2 y no se encuentran
en ninguna otra Vy de murina informada.

La secuencia HP1/2 Vx DNA y su secuencia aminoacidica traducida son

las siguientes:

5’-agt att gtg atg acc cag act ccc aaa ttc ctg ctt gtt tca gca gga
48

N-Ser Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Lys Phe Leu Leu Val Ser Ala Gly
1 5 10 15

gac agg gtt acc ata acc tgc aag gcc agt cag agt gtg act aat gat
96

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Thr Aan Asp
20 25 30

gta gct tgg tac caa cag esag cca ggg cag tct cet aaa ctg ctg ata
144

Val Als Tzp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

tat tat gca tee aat cgc tac act gga gtc cct gat egec tte act gge
192

Tyr Tyr Rla Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60
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agt gga tat ggg acg gat ttc act ttc acc atc agc act gtg cag gct
240

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Thr Val Gln Ala
65 70 78 a0

gaa gac ctg gca gtt tat tte tgt cag cag gat tat agc tct ccg tac
209

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Pha Cya Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Tyr
85 90 95

acqg tte gga ggg ggg acc aag ctg gag atc-3’
318

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile-C

HP1/2 Vi es un miembro de la familia Kabat V (Kabat e al,, 5 ed., 4
vol,, SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST, U.S.
Department of Health Human Services (1991)) y no presenta ningin
residuo inusual. Los aminodcidos de CDR1 y CDR3 son Gnicos. Los
aminodcidos que componen la CDR2 se han informados en otra Vi de
murina.

Disefio de un anticuerpo Anti-VLA-4 transplantado a las CDR. Para
disefiar un anticuerpo Anti-VLA-4 transplantado a las CDR fue necesario
determinar cuéles residuos de la HP1/2 de murina comprenden las CDR de
las cadenas liviana y pesada. Hay tres regiones de hipervariabilidad entre
las secuencias marco menos variables tanto en la cadena liviana como en la
cadena pesada (Wu y Kabat, J Exp. Med. 132: 211-250 (1970); Kabat et
al., (1991)). En la mayoria de los casos estas regiones hipervariables
corresponden a, pero se pueden prolongar més alld de, la CDR. Las CDR
de HP1/2 de murina se elucidaron de acuerdo con Kabat et al., (1991) por
alineacion con otras secuencias Vg y Vi. Las CDR de HP1/2 de murina
fueron identificadas y corresponden a los residuos identificados en las

secuencias de V;; humanizado de la siguiente manera:
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CDR1 AAz-AAas
CDR2 AAs-AAgs
CDR3 AAge-AA 0

Estos corresponden a AAj-AA;js, AAsgAAg, Y AAy-AA g,
respectivamente, en la numeracién de Kabat. Las CDR de HP1/2 Vi de
murina fueron identificadas y corresponden a los residuos identificados en

las secuencias de Vy humanizado de la siguiente manera:

CDR1 AAz-AA;,
CDR2 AAg-AAgs
CDR3 AAg-AAp

Estos corresponden a los mismos aminodcidos numerados en la
numeracién de Kabat. Asi, sélo los limites de las CDR de Vi, pero no de
V4, correspondieron a los residuos CDR de Kabat. Los marcos humanos
clegidos para aceptar los CDR del HP1/2 (donante) fueron NEWM y RE1
para las cadenas pesada y liviana, respectivamente. Las secuencias del
NEWM y del RE1 han sido publicadas en Kabat er al., (1991).

La secuencia DNA y la comrespondiente secuencia aminoacidica de [a
regién variable de la cadena pesada del anticuerpo HP1/2 humanizado es:

5'-atg gac tgg acc tgg agg gtc ttc tge ttg ctg gct gta goca cca ggt
48

N-Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro Gly
1 5 10 15

gcc cac tcc cag gtc caa ctg cag gag tcc ggt get gaa gtt gtt aaa
96

Ala His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Ala Glu Val Val Lys
20 25 30

ccg ggt tcec tcc gtt aaa ctg tcc tge saa get tec ggt tte aac ate
144

Pro Gly Ser Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Phe Aan Ile
a5 40 45

aaa gac acc tac atg cac tgg gtt aaa cag cgt ccg ggt cag ggt ctg
192
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Lys

gaa
240

Glu

65

ceg
288
Pro

acc
336
Thr

tac
84
Tyr

tte
429
Phe

Asp
50

tag
Trp

Lys

gct
Ala

tac

Tyx

tgg

Trp
130

Thr Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln
55 60

atc ggt cgt atc gac ceg gct tcc ggt gac acc

Ile Gly Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Asp Thr Lys
70 75

ttc cag gtt aaa get acc atc acc get gac gaa

Phe Gln Val Lys Ala Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser
85 90

tac ctg gaa ctg tcc tcc ctg cgt tcec gaa gac

Tyr Leu Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
100 105 110

tgc gct gac ggt atg tgg gtt tcc acc ggt tac

Cys Ala Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala
115 120 125

ggt cag ggt acc acg gtec acc gte tec tca ggt gag

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu
135 140

Gly

Tyx

tce

Thr
95

acc

Ala

gct

Leu

Leu

tac

Asp
00

acc

Ser

gct

vVal

ctg

Asp

tce-37

Ser-C

gac

tcc

gtt

gac

La secuencia DNA y la correspondiente secuencia aminoacidica de la
region variable de la cadena liviana del anticuerpo HP1/2 humanizado es:

5'-atg
49
N-Met
1

gtt
96
val

ctyg
144
Lau

aac
192
Asn

ctg
240

Leu

65

tece

288
Ser

302

ggt tgg tcc tgc atc atc ctg ttc ctg gtt gect acec get ace

Gly

cac

Hia

ggt
Gly

Asp
50

Trp Ser Cys Ile Ile Leu Pha Leu Val Ala Thr Ala
5 10

tcc atc gtt atg acc cag tec ccg gac tcc ctg

Ser Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala
20 25 30

gaa cgt gtt acc atc aac tgc aaa gct tcc cag

Glu Arg Vel Thr Ile Asn Cya Lya Ala Ser Gln Ser
a5 40 45

gtt gect tgg tac cag cag aaa ccg ggt cag tcc

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro
55 60

Thr
15

gct
Val

tcc

Val

ccg

Lys

atc tac tac gect tce aac ecgt tac acc ggt gtt ccg gac

Ile

ggt
Gly

Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp
70 75

tcc ggt tac ggt acc gac ttc acc ttc acc atc

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser

Arg

tce

Ser

Gly

gtt

Ser

gtt
Thr

cgt

Phe
80

tcc

Val

ggt

tcc

acc

ctg

tte

gtt



85 90 95

cag gct gaa gac gtt gect gtt tac tac tge cag cag gac tac tecec tce
336

Gln Ala Glu Aesp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Aap Tyr Ser Ser
100 105 110

ccg tac acc ttc ggt ggt ggt acc aaa ctg gag atc taa ggatectc-3°
383

Pzo Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile-C
115 120

Ademds de las anteriores cadenas livianas y pesadas del anticuerpo
HP1/2 humanizado, se pueden utilizar otras regiones de cadena pesada o
liviana de aceptor para insertar en las regiones HP1/2 del donante. Todos
los constructor contienen Ser-75 (Numeracién de Kabat). El constructo
STAW también contiecne Gln a Thr en la posicién 77, Phe a Ala en la
posicion 78, y Ser a Trp en la posicién 79 (Numeracién de Kabat). A

continuacidn se presenta la secuencia V; DNA y su secuencia aminoacidica
traducida:

5'-atg gac tgg acc tgg agg gtc ttc tge ttg ctg get gta geca cca gat
48

N-Met Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro Gly
1 S 10 15

gcc cac tcc cag gtce caa ctg cag gag agc ggt cca ggt ctt gtg aga
96

Ala His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg
20 25 30

¢cct agc cag acc ctg agc ctg acc tge acc gtg tct ggec ttc aac att
144

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile
35 40 45

aaa gac acc tat atg cac tgg gtg aga cag cca cct gga cga ggt ctt
192

Lys Asp Thr Tyr Met His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu
50 55 60

gag tgg att gga agg att gat cct geg agt ggc gat act aaa tat gac
240

Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Asp Thr Lya Tyr Asp
65 ri) 75 80

ccg aag ttc cag gtc aga gtg aca atg ctg gta gac a¢c agc agec aac
288

Pro Lys Phe Gln Val Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Sar Asn
85 90 95
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336

384

429

aca gec tgg ctg aga ctc agc agc gtg aca gocc goc gac ace gog gtc

Thr Ala Trp Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
100 105 110

tat tat tgt gca gac gga atg tgg gta tca acg gga tat gct ctg gac

Tyr Tyr Cys Ala Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala Leu Asp
115 120 125

ttc tgqg ggc caa ggg acc acg gtc acc gtc tec tca ggt gag tee-3f

Pha Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Ser-C
130 135 140

El constructo KAITAS contiene los cambios adicionales de Arg a Lys
(posicién 66), Val a Ala (posicién 67), Met a Ile (posicion 69), Leu a Thr
(posicién 70) y Val a Ala (posicién 71) (Numeracién de Kabat). A

continuacién se presenta la secuencia KAITAS V, DNA y su secuencia

aminoacidica traducida:

5'-atg gac tgg acc tgg agg gtc ttc tgec ttg ctg goct gta geca cca ggt
48

N-Met Asp Trp Thr Trp Arqg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro Gly

144

192

240

288

336
304

1 5 10 15
gcc cac tcc cag gtc caa ctg cag gag agc ggt cca ggt ctt gtqg aga

Ala His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Arg
20 25 30

cct agc cag acc ctg agc ctg acc tgec acc gtg tct gge ttc aac att

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile
35 40 45

aaa gac acc tat atg cac tgg gtg aga cag cca cct gga cga ggt ctt

Lys Asp Thr Tyr Met His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu
50 55 60

gag tgg att gga agg att gat cect gcg agt ggc gat act aaa tat gac

Glu Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Asp Thr Lys Tyr Asp
65 70 75 a0

ccg aag ttc cag gtc aaa gcg aca att acg gca gac acc agc agc aac

Pro Lys Phe Gln Val Lys Ala Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn
85 90 ' 95

cag ttc agc ctg aga ctc agc agc gtg aca gcc gcc gac &cc geg gte
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Gln Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val

100 105 110
tat tat tgt gca gac gga atg tgg gta tca acg gga tat gct ctg gac
304 Tyr Tyr Cys Ala Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala Leu Asp
115 120 125
429 tte tgg ggc caa ggg acc acg gte acc gtec tec tca ggt gag tce-37

Phe Trp Gly Gln Gly Thr Thr Vval Thr Val Ser Ser Gly Glu Ser-C
130 135 140

El constructo SSE comprende las modificaciones adicionales de Ala a
Ser (posicién 84) y Ala a Glu (posicién 85) (Numeracién de Kabat). A
continuacién se indica la secuencia SSE Vy; DNA y su secuencia

aminoacidica traducida:

5'-cag gtc caa ctqg cag gag agc ggt cca ggt ctt gtg aga cct agc cag
48

N-Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Ieu Val Arg Pro Ser Gln
1 5 10 15

ace ctg agc ctg acc tge acc gtg tet ggec tte aac att aaa gac acce
96

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr
20 25 30

tat atg cac tgg gtg aga cag cca cct gga cga ggt ctt gag tgg att
144

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile
a5 40 45

gga agg att gat cct gecg agt gge gat act aaa tat gac cecg aag tte
192

Gly Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Aap Thr Lys Tyr Asp Pro Lys Phe
50 55 60

cag gtc aga gtg aca atg ctg gta gac acc agc agc aac cag ttc agc
240

Gln Val Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Ser Asn Gln Phe Ser
65 70 75 a0

ctg aga ctc agc agc gtg aca tet gag gac acc geg gte tat tat tgt
288

Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
BS 90 95

gca gac gga atg tgqg gta tca acg gga tat gect ctg gac tte tgg gge
336

Ala Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala Leu Asp Phe Trp Gly
100 105 110

caa ggg acc acq gtc acc gtc tece teca ggt gag  tec-37
372

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Ser-C
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115 120

El constructo KRS comprende las modificaciones adicionales de Arg a
Lys (posicién 38) y Pro a Arg (posicién 40) (Numeracién de Kabat). A

continuacién se indica la secuencia KRS Vy DNA y su secuencia

aminoacidica traducida;

5'-atg

48

N-Met

96

144

152

240

288

336

3p4

429

306

1
gec

Ala

cct

Pro

Lys

gag

Glu
65

ccqg

Pro

cag

Gln

tat

Tyr

tte

Phe

gac tgg acc tgg agg gtc ttc tge ttg ctg gct gta gca

Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys Leu Leu Ala Val Ala Pro
5 10 15

cac tcc cag gtc caa ctg cag gag agc ggt cca ggt ctt

His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
20 25 30

agc cag acc ctg agc ctg acc tgc ace gtg tet gge tte

Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Aan
35 40 45

gac acc tat atg cac tgg gtg aaa cag cga cct gga cga

Asp Thr Tyr Met Hia Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Arg Gly
50 55 60

tgg att gga agg att gat cct gcg agt ggc gat act aaa

Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Asp Thr Lys Tyr
70 15

aag ttc cag gtc aga gtg aca atg ctg gta gac acc agec

Lys Phe Gln Val Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Ser
8s 90 95

ttc agc ctg aga ctc agc agc gtg aca gcc gcc gac acce

Phe Ser Leu Arqg Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
100 105 110

tat tgt gca gac gga atg tgg gta tca acg gga tat get

Tyr Cys Ala Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala Leu
115 120 125

cca

Gly

gtg

Arg

aac

Ile

ggt
Leu

tat

Asp
80

agce

Asn

gcyg
val

ctg

Asp

ggt

aga

att

ctt

gac

aac

gtc

gac

tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gtc tecec tca ggt gag tec-37

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Ser-C

130 135 140



El constructo AS comprende la modificacién Val a Ala en la posicién 24

(Numeracién de Kabat).

aminoacfdica traducida son:

5'-atg
48
N-Met
1l

gcc
96
Ala

cct
144
Pro

aaa
192
Lys

Glu
65

240

ccg
288
Pro

cag
336
Gln

tat
384
Tyr

ttc
429
Phe

gac tgg acc tgg agg gtc ttc tgc ttg ctg get gta gca

Asp Trp Thr Trp Arg Val Phe Cys leu leu Ala Val Ala Pro
5 10 15

cac tcc cag gtc caa ctg cag gag agc qgt cca ggt ctt

His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
20 25 3o

agc cag acc ctg agc ctg acce tge acc geg tet gge tte

Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn
35 40 45

gac acc tat atg cac tgg gtg aga cag cca cct gga cga

Asp Thr Tyr Met His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Arg Gly
50 55 60

tgg att gga agg att gat cct gecg agt ggc gat act aaa

Trp Ile Gly Arg Ile Asp Pro Ala Ser Gly Asp Thr Lys Tyr
70 75

aag ttc cag gtc aga gtg aca atg ctg gta gac acc agc

Lys Pha Gln Val Arg Val Thr Met Leu Val Asp Thr Ser Ser
85 90 85

ttc agc ctg aga ctc agc agc gtg aca gecc gcc gac acc

Phe Ser Leu Arg Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala
100 105 110

tat tgt gca gac gga atg tgg gta tca acg gga tat gct

Tyr Cys Ala Asp Gly Met Trp Val Ser Thr Gly Tyr Ala Leu
115 120 125

cca

Gly

gtg
Arg

aac

Ile

ggt

Leu

tat

Asp
eo

agc

Asn

gcg
val

ctg

Asp

La secuencia AS Vy DNA y su secuencia

ggt

aga

att

ctt

gac

aac

gtc

gac

tgg ggc caa ggg acc acg gtc acc gte tec tca ggt gag teg-3°

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Glu Ser-C

130 135 140

La cadena liviana humanizada generalmente requiere pocas, si es que

alguna, modificaciones. Sin embargo, en la preparacién de anticuerpos anti-

VLA-4 humanizados, varias modificaciones empiricas mejoraron la
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actividad inmunoldgica del anticuerpo respecto de su ligando. Por ejemplo,
la cadena pesada humanizada con la mutacién Ser con la cadena liviana de
murina tuvo una potencia alrededor de 2,5 veces menor que la HP1/2 de
murina. La misma cadena pesada humanizada con una cadena liviana
humanizada tuvo una potencia aproximadamente 4 veces menor.

Un constructo Vx humanizado (VK1) comprende una sustitucién Ser por
Asp en la posicién 60, y Ser por Tyr en la posicién 67. La secuencia DNA
y su secuencia aminoacfdica traducida son:

5'-atg ggt tgg tecc tge atc atec ctg ttec ctg gtt gcoct acc got acc ggt
48

N-Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1 5 10 15

gtt cac tcc gac atc cag ctg acc cag agc cca 8gc agc ctg agc gec
96

Val His Ser Asp Ile Gln lLeu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
20 25 30

agc gtg ggt gac aga gtg acc atc acc tgt aag gcc agt cag agt gtg
144

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val
35 40 45

act aat gat gta gct tgg tac cag cag aag cca ggt aag gct cca aaqg
192

Thr Asn Asp Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
50 55 60

ctg ctg atc tac tat gca tcc aat cge tac act ggt gtg cca age aga
240

Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arqg
65 70 75 80

ttc agqc qgt agc ggt agc ggt acc gac ttc acc ttc acc atc agc agc
288

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser
85 80 95

ctc cag cca gag gac atc gecc acc tac tac tgc cag cag gat tat age
336

Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser
100 105 110

tct ccqg tac acg tte ggc caa ggg acc aag gtg gaa atc aaa cgt aag tg-
37 386
Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Lya-C
115 120 125
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Otro constructo Vx (es decir, VK2) tiene las secuencias DQMDY del
marco RE1 original restauradas. La secuencia DNA y su secuencia

aminoacidica traducida son:

5'-atg

48
N-Met

1

gte

96
Val
age

144
Ser
act

192
Thr
ctg

240
Leu
65
ttc

288
Phe
ctec

336
Leu
tct

3’ 3B6

Ser

ggt tgg tcc tgc atc atc ectg ttec ctg gtt get ace get

Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe
5

cac

His

gtg
Val

aat

Asn
50

ctg
Leu

agc

Ser

cag

Gln

ccg

Pro

Leu Val Ala Thr Ala
10

tcc agc atc gtg atg acc cag agc cca agc agc

Ser Ser Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu

20

25

30

ggt gac aga gtg acc atc acc tgt aag gcc agt

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln
35

45

gat gta gct tgg tac cag cag aag cca ggt aag

Asp Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
60

55

atc tac tat gca tcc aat cgec tac act ggt gtg

Ile Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro

70

15

ggt agc ggt tat ggt acc gac ttc acc ttc ace

Gly Ser Gly Tyr Gly Thr Aap Phe Thr Phe Thr Ile
85

90

cca gag gac atc gocc acc tac tac tgc caqg cag

Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cya Gln Gln Asp

tac acg ttc ggc caa ggg acc aag gtg gaa atc aaa

100

105

110

Thr
15

ctg

Ser

cag

Ser

gct

Pro

cca

Asp

atc

Ser
95

gat
Tyr

cgt

acc

Gly

agc

Ala

agt

Val

cca

Lys

gat

Arg
B0

agc

Ser

tat

Ser

ggt

gcc

gtg

aag

aga

agc

age

aag tg-

Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Lys-C

115

120

125

Un tercer constructo Vx es VK3, que tiene SVM versus DQM en el

término amino y dos modificaciones més en sus residuos. La secuencia

DNA y su secuencia aminoacidica traducida son:

5'-atg ggt tgg tcc tgc ate atc ctg ttc ctg gtt gect acc gect acc ggt
48

N-Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
1

10

15
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gtc cac tcc gac atc cag atg acc cag age cca age agce ctg age gec
96 »
Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala
20 25 30

agc gtg ggt gac aga gtg acc atc acc tgt aag gocc agt cag agt gtg
144

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val
as 40 45

act aat gat gta get tgg tac cag cag aag cca ggqt aag gct cca aag
192

Thr Asn Asp Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys
50 55 60

ctg ctg atc tac tat gca tcc aat cge tac act ggt gtg cca gat aga
240

Leu Leu Ile Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg
65 70 75 a0

ttc agc ggt agc ggt tat ggt acc gac ttc acc ttc acc atc agc age
288

Phe Ser Gly Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser
- 85 90 95

ctc cag cca gag gac atc gcc acc tac tac tgec cag cag gat tat age
336

Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Asp Tyr Ser
100 105 110

tct ccg tac acg ttc gge caa ggg acc aag gtg gaa atc aaa cgt aag tg-
3’ 386

Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Lys-C
115 120 125

La Patente Estadounidense No. 6.602.503, la cual se incorpora en su
totalidad a la presente por referencia, contiene detalles sobre la preparacién
de cada una de estas secuencias de cadena liviana y pesada. Se pueden
preparar diferentes combinaciones de las mencionadas cadenas livianas y
pesadas en base a modelos computacionales conocidos en la técnica.

En la técnica se conocen otros anticuerpos que reconocen y se ligan a
integrina alfa~4. Estos incluyen, pero no se limitan a, GG5/3 (Keszthelyi et
al., Neurology 47(4): 1053-1059 (1996)), FW3-218-1 (ATCC No.: HB-
261; un anticuerpo de la IgG2b contra la integrina alfa-4 de oveja), y R1-2
(ATCC No.: HB-227; anticuerpo de la IgG2b desarrollado en Rattus

norvegicus). Ya sca que los anticuerpos se desarrolien en ratones u otros
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animales, cada una de las secuencias se puede modificar mediante
ingenieria genética de manera que sean humanizadas, en base al estado de
conocimiento de la técnica y con la ayuda de modelos computacionales.
Luego los anticuerpos de la integrina anti-alfa~<4 humanizados se pueden
ensayar para determinar su capacidad para promover la remielinizacién y/o
inhibir la remielinizacién y/o reducir la parélisis en base a los ensayos in
vitro ¢ in vivo descritos en la presente.

5.2. Fragmentos de anticuerpo

Para su uso en el tratamiento de trastornos y enfermedades que
involucran desmielinizacién, también se contemplan los fragmentos de
anticuerpo de aquellos anticuerpos que se ligan a la anti-alfa<4 0 VCAM-1
de manera tal de inhibir la interaccién de la VLA-4 y la VCAM-1. Los
fragmentos de anticuerpo incluyen los fragmentos Fab, F(ab'),, scFv y Fv
que se pueden utilizar en las preparaciones aqui descriptas.

De acuerdo con el uso que se le da en la presente, ¢l término "fragmento
Fab" se refiere a una molécula de anticuerpo parcial que contiene una sola
regién de fijacion de antigeno, que consiste en una porcién tanto de las
cadenas livianas como de las cadenas pesada de la molécula.

De acuerdo con el uso que se le da en la presente, el término "fragmento
F(ab");" se refiere a una molécula de anticuerpo parcial que contiene ambas
regiones de fijacion de antigeno, y que consiste en cadenas livianas y una
porcion de las cadenas pesadas de la molécula,

De acuerdo con el uso que se le da en la presente, el término "fragmento
Fv" se refiere a la porcién de la molécula de anticuerpo involucrada en el

reconocimiento y la fijacién de antigeno.
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De acuerdo con el uso que se le da en la presente, el término " scFv" se
refiere a fragmentos Fv (scFv) de cadena simple. Estos fragmentos scFv
son derivados de anticuerpo recombinantes que consisten sélo en los
dominios variables de las cadenas pesadas y livianas del anticuerpo
conectadas por medio de un linker flexible. Los fragmentos de anticuerpo
scFv comprenden los dominios Vi y V. del anticuerpo, estando estos
dominios presentes en una cadena polipeptidica simple. En general, el
polipéptido Fv comprende ademds un grupo de fijacién entre los dominios
Vu 'y Vi que permite que el scFv forme la estructura deseada para fijacién
de antigeno. Para una descripcidn detallada del scFv ver Pluckthun en The
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, 269-315 (Rosenburg
and Moore eds., Springer-Verlag, New York 1994).

Entre los fragmentos de anticuerpo también se incluyen los “diacuerpos”.
El término "diacuerpos" se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo
con dos sitios de fijacién de antigeno, fragmentos que comprenden un
dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable
de cadena liviana (V) en la misma cadena polipeptidica (Vy-Vy). Usando
un grupo de fijacién ("linker") que es demasiado corto para permitir el
apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena, se obliga a los
dominios a aparearse con los dominios complementarios de otra cadena y a
crear dos sitios de fijacion de antigeno. Los diacuerpos se describen en
mayor profundidad, por ejemplo, en EP 404,097; WO 93/11161; y
Hollinger et al., 1993 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-8.

Los fragmentos de anticuerpo también incluyen los anticuerpos lineales.
De acuerdo con el uso que se le da en la presente, la expresion "anticuerpos

lineales” se refiere a los anticuerpos descriptos, por ejemplo, en Zapata ef
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al., 1995 Protein Eng. 8(10): 1057-62. En pocas palabras, estos anticuerpos
comprenden un par de fragmentos Fd en tandem (Vy -Cyl-Vy -Cyl), los
cuales forman un par de regiones de fijacién de antigeno. Los anticuerpos
lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

La digestién de los anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de
fijacién de antigeno idénticos, llamados fragmentos "Fab", cada uno de
ellos con un dnico sitio de fijacién de antigeno, y un fragmento “Fc"
residual, cuyo nombre refleja su capacidad de cristalizar fécilmente.
Mediante tratamiento con pepsina se obtiene un fragmento F(ab'), que tiene
dos sitios de combinacién de antigeno y que aln es capaz de formar un
enlace cruzado con el antigeno.

Anteriormente se han descripto varios anticuerpos monoclonales anti-
VLA-4 de ratén. Ver, por ejemplo, las Patentes Estadounidenses Nos.
6.602.503, 6.033.665 y 5.840.299, las cuales se incorporan a la presente en
su totalidad por referencia; Sanchez-Madrid et al., 1986, Eur. J. Immunol.
16: 1343-9; Hemler et al., 1987, J. Biol. Chem. 262: 11478-85; Pulido et
al., 1991, J. Biol. Chem., 266: 10241-45; Issekutz et al., 1991, J. Immunol.,
147: 109 (TA-2 MAD)). Estos anticuerpos monoclonales anti-VLA-4 y
otros anticuerpos anti-VLA-4 (por ejemplo, Patente Estadounidense No.
5.888.507- Biogen, Inc. y las referencias alli citadas) capaces de reconocer
la cadena alfa y/o beta de la VL.A4 seréin dtiles en los métodos de
tratamiento de acuerdo con la presente invencién. Se prefieren los
anticuerpos anti-VLA-4 que reconocerén los epitopos de las cadenas alfa-4
de la VLA4 involucrados en la unién a VCAM-1 y ligandos fibronectina
(es decir, anticuerpos que se pueden unir a VLA-4 en un sitio que participa
en el reconocimiento de ligandos y bloquea la fijacién de VCAM-1 y
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fibronectina. Estos anticuerpos han sido definidos como anticuerpos
especificos de epitopo B (B1 o B2) (Pulido ef al., 1991, supra) y también
son anticuerpos anti-VLA-4 de acuerdo con la presente invencién.

Los homélogos de anticuerpos monoclonales contra la VLLA-4 totalmente
humanos son otro agente de fijacién preferidos que puede bloquear o
recubrir los ligandos de la VLA-4 en el método de la invencién. En su
forma intacta, éstos se pueden preparar utilizando esplenocitos humanos
cebados in vitro, como se describe en Boerner et al., 1991, J. Immunol.,
147: 86-95. Altermnativamente, se pueden preparar por clonacién de
repertorio, seglin se describe en Persson et al., 1991, Proc. Nat. Acad. Sci.
US4, 88: 2432-36 o en Huang et al., 1991, J. Immunol. Meth., 141: 227-
236. La Patente Estadounidense No. 5.798.230 (25 de Agosto de 1998,
"Procedimiento para la preparacién de anticuerpos monoclonales humanos
y sus usos") describe la preparacién de anticuerpos monoclonales humanos
a partir de células B humanas. De acuerdo con este procedimiento, las
células B humanas que producen anticuerpos se inmortalizan mediante
infeccién con un virus de Epstein-Barr, o uno de sus derivados, que expresa
el antigeno nuclear 2 del virus de Epstein-Barr (EBNA2). Luego la funcién
del EBNA2, requerida para la inmortalizacién, se desactiva y esto da por
resultado un aumento de la produccién de anticuerpo. Hay otros métodos
adicionales conocidos en la técnica.

Otro método para producir anticuerpos totalmente humanos se describe,
por ejemplo, en la Patente Estadounidense No. 5.789.650, la cual describe
animales transgénicos no humanos capaces de producir anticuerpos
heterblogos y animales transgénicos no humanos que tienen genes de

inmunoglobulina enddégena inactivados. Los genes de inmunoglobulina
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enddgena son suprimidos por polinucleétidos anti-sentido y/o por antisuero
dirigido contra las inmunoglobulinas endégenas. Los anticuerpos
heterblogos son codificados por genes de la inmunoglobulina que
normaimente no se encuentiran en el genoma de dicha especie de animal no
humano. Se introducen uno ¢ més transgenes que contienen secucncias de
cadenas pesadas de inmunoglobulina humana heteréloga no reordenadas en
un animal no humano, creando as{ un animal transgénico capaz de
reordenar funcionalmente Ias secuencias de la inmunoglobulina transgénica
y producir un repertorio de anticuerpos de diferentes isotipos codificados
por los genes de la inmunoglobulina humana. Tales anticuerpos humanos
heter6logos se producen en células B, las cuales luego se inmortalizan, por
ejemplo, por fusién con una linea celular inmortalizante tal como un
micloma o manipulando tales células B mediante otras técnicas para
perpetuar una lfnea celular capaz de producir un homélogo de anticuerpo
monoclonal, heterdlogo, totalmente humano. También se pueden usar
librerias de anticuerpos humanos no inmunizados en sistemas de despliegue
en fagos para aislar anticuerpos de alta afinidad los cuales se pueden
desarrollar como terapéuticas humanas empleando la tecnologia de
despliegue en fagos estindar. Luego de los primeros métodos para la
preparacién de verdaderos "anticuerpos quimeéricos" (es decir, aquellos en
los cuales las regiones constantes completas y las regiones variables
completas se derivan de diferentes fuentes), un nuevo método fue descripto
en EP 0239400 (Winter ef al.) en el cual los anticuerpos eran alterados por
sustitucidn (dentro de una regién variable dada) de sus regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) para una especie por
aquellas de otra. Este procedimiento se puede usar, por ejemplo, para
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sustituir las CDR de los dominios de regién variable de la Ig de cadena
pesada y liviana humana por otras CDR alternativas de los dominios de
regién variable de la murina. Estas regiones variables de la Ig alteradas
luego se pueden combinar con regiones constantes de la Ig humana para
crear anticuerpos, los cuales son totalmente humanos en sus composicién
excepto por las CDR de murina sustituidas. Se predice que serd menos
probable que tales provoquen una respuesta inmunolégica en los humanos
que los verdaderos anticuerpos quiméricos, ya que los anticuerpos CDR-
sustituidos contienen considerablemente menos componentes no humanos.
El procedimiento para humanizar anticuerpos monoclonales mediante
"transplante” de CDR se ha dado en llamar "humanizacién" (Riechmann et
al., 1988, Nature 332: 323-7; y Verhoeyen et al., 1988, Science 239: 1534-
6).
5.3. Purificacién de Anticuerpos

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, el anticuerpo se puede
producir intracelularmente, en el espacio periplasmatico, o directamente
secretado en el medio. Si el anticuerpo se produce intracelularmente, como
primer paso, se retiran los restos particulados, ya sean células huésped o
fragmentos lisados, por ejemplo por centrifugado o ultrafiltracién. Carter ef
al., Bio/Technology 10: 163-7 (1992) describen un procedimiento para
aislar anticuerpos, que son secretados en el espacio periplasmético de E.
coli. En pocas palabras, se descongela pasta celular en presencia de acetato
de sodio (pH 3.5), EDTA y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante
alrededor de 30 min., Los restos celulares se pueden eliminar por
centrifugado. Cuando el anticuerpo es secretado al medio, los
sobrenadantes de tales sistemas de expresion generalmente primero se

316



¢

concentran usando un filtro de concentracién de protefnas disponible
comercialmente, por e¢jemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon u
Millipore Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como el
PMSF en cualquiera de los pasos anteriores para inhibir la proteélisis y se
pueden incluir antibiéticos para impedir el crecimiento de contaminantes
accidentales.

La preparaciéon de anticuerpos preparada a partir de las células
preferentemente se somete a al menos una etapa de purificacién antes de la
LPHIC. Los ejemplos de etapas de purificacién adecuadas incluyen la
cromatografia en columna de hidroxilapatita, electroforesis en gel, didlisis
y cromatografia de afinidad, siendo la cromatografia de afinidad la técnica
de purificacién preferida. La adecuabilidad de una proteina A como ligando
de afinidad depende de la especie y del isotipo de cualquier dominio Fc de
inmunoglobulina que esté presente en el anticuerpo. La proteina A se puede
usar para purificar los anticuerpos que se basan en cadenas pesadas
humanas 11, v2, o y4 (Lindmark et al., 1983 J. Immunol. Meth. 62: 1-13).
La proteina G se recomienda para todos los isotipos de ratén y para y3
humana (Guss et al., 1986 EMBO J. 5: 1567-75). La matriz a la cual se une
el ligando de afinidad es més frecuentemente la agarosa, pero también hay
otras matrices disponibles. Las matrices mecénicamente estables tales como
el vidrio poroso controlado o el poli(estirenodivinil)benceno permite
mayores tasas de flujo y menores tiempos de procesamiento que los que se
pueden lograr con la agarosa. Cuando el anticilerpo comprende un dominio
Cy3, la resina Bakerbond ABX™ (J. T, Baker, Phillipsburg, N.J.) es il
para su purificacibn. También hay otras técnicas disponibles para la
purificacién de protefnas tales como fraccionamiento en una columna de
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intercambio i6nico, precipitacién en etanol, cromatografia en fase inversa
HPLC, cromatografia en silice, cromatografia en heparina SEFAROSA™,
cromatografia en una resina de intercambio aninico o catiénico (tal como
una columna de é4cido poliaspértico), cromatografia de afinidad, SDS-
PAGE y precipitacién en sulfato de amonio, dependiendo del anticuerpo a
recoger.

Luego de la etapa o las ctapas de purificacion preliminares, la mezcla
que contiene el anticuerpo de interés y contaminante(s) se somete a LPHIC.
A menudo, la composicién del anticuerpo a purificar estard presente en un
tampén de la etapa de purificaciébn previa. Sin embargo, puede ser
necesario afiadir un tampdn a la composicién del anticuerpo antes de la
etapa de LPHIC. Hay numerosos tampones disponibles y éstos se pueden
seleccionar mediante experimentos rutinarios. El pH de de la mezcla que
contiene el anticuerpo a purificar y al menos un contaminante en un tampén
cargado se ajusta a un pH de alrededor de 2.5 a 4.5 usando un écido o una
base, dependiendo del pH inicial. Preferentemente, el tampén cargado tiene
una baja concentracion de sal (es decir, menos que alrededor de 0,25 M de
sal).

La mezcla se carga en la columna de HIC. Las columnas de HIC
normalmente comprenden una matriz base (por ejemplo, agarosa con
enlaces cruzados o material copolimérico sintético), a la cual se acoplan
ligandos hidréfobos (por ejemplo, grupos alquilo o arilo). Una columna de
HIC preferida comprende una resina de agarosa sustituida por grupos
fenilos (por ejemplo, una columna de Fenil SEFAROSA™), Hay
numerosas columnas de HIC disponibles comercialmente. Los ejemplos

incluyen, pero no se limitan a, columna de Fenil SEFAROSA™ 6 FAST
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FLOW™ de baja o alta sustitucién (Pharmacia LKB Biotechnology, AB,
Suecia); columna de Fenil SEFAROSA™ de Alto Rendimiento (Pharmacia
LKB Biotechnology, AB, Suecia); columna de Octil SEFAROSE™ de Alto
Rendimiento (Pharmacia LKB Biotechnology, AB, Suecia); columnas de
FRACTOGEL™ EMD Propilo o FRACTOGEL™ EMD Fenilo (E. Merck,
Alemania); Soportes de MACRO-PREP™ Metilo 0 MACRO-PREP™ t-
Butilo (Bio-Rad, California); columna de WP HI-Propilo (C;)™ (J. T.
Baker, New Jersey); y columnas de TOYOPEARL™ éter, fenilo o butilo
(TosoHaas, PA).

El anticuerpo es eluido de la columna usando un tampén de elucién, el
cual normalmente es igual al tampén de carga. El tampén de elucién se
puede scleccionar mediante experimentos rutinarios. El pH del tampén de
elucién estd comprendido entre 2,5 y 4,5 y tiene una baja concentracién de
sal. Se ha descubierto que no es necesario utilizar un gradiente de sal para
eluir el anticuerpo de interés; el producto deseado se recoge en la fraccién
que fluye a través de la columna, la cual no se une significativamente a la
misma.

La ectapa de LPHIC provee un medio para separar un anticuerpo
correctamente plegado y ligado a disulfuro de los contaminantes no
descados (por ejemplo, fragmentos livianos y pesados asociados de forma
incorrecta). En particular, el método provee una manera de separar
sustancialmente una impureza caracterizada en la presente como un
fragmento de anticuerpo correctamente plegado cuyas cadenas livianas y
pesadas no se asocian por enlaces disulfuro.

Las formulaciones de uso diagnéstico o terapéutico de la proteina
purificada se pueden elaborar proveyendo la composicion del anticuerpo en
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forma de un vehiculo fisiolégicamente aceptable, ejemplos de los cuales se
presentan a continuacioén.

Para retirar los contaminantes (por ejemplo anticuerpo no plegado y
fragmentos livianos y pesados incorrectamente asociados) de la columna de
HIC de manera que pueda ser reutilizado, se puede hacer pasar a través de
la columna una preparacién que incluya urea (por ejemplo, 6.0 M de urea,
1% de tampén MES pH 6.0, 4 mM sulfato de amonio). También hay otros
métodos conocidos en la técnica.

5.4. Formulaciones de Inmmunoglobulina

Los anticuerpos e inmunoglobulinas que tienen el efecto terapéutico
deseado se pueden administrar a un sujeto en un vehiculo fisiolégicamente
aceptable. Los anticuerpos se¢ pueden administrar en una variedad de
maneras diferentes incluyendo, pero no limitadas a, administracion
parenteral, incluyendo la administracién subcutdnea, subdural, intravenosa,
intramuscular, intratecal, intraperitoneal, intracerebral, intraarterial, o por
vias de administracién intralesional, localizada (por ejemplo, aplicacién
quirirgica o supositorio quinirgico), y pulmonar (por ejemplo, aerosoles,
inhalacién o polvo) como se describe en parrafos posteriores.

Dependiendo del modo de introduccién, las inmunoglobulinas se pueden
formular de diferentes maneras. La concentracién de inmunoglobulina
terapéuticamente activa en la formulacién (es decir, una formulacién
suficiente para inhibir la desmielinizacién y/o promover la remielinizacién
puede variar entre alrededor de 1 mg/ml y 1 g/ml. Preferentemente, la
composicién de inmunoglobulina, al ser administrada a un sujeto que la
necesita, hace que en el sujeto el nivel en sangre de inmunoglobulina
llegue a alrededor de 10 ng/ml o més.
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Preferentemente, la inmunoglobulina se formula para su administracion
parenteral en un vehiculo inerte adecuado, tal como una solucién salina
fisiol6gica estéril. Por ejemplo, la concentracién de inmunoglobulina en la
solucién vehiculo tipicamente estd comprendida entre alrededor de 1 y 100
mg/ml. La dosis administrada seri determinada por la via de
administracién. Las vias de administracién preferidas incluyen la
administracién parenteral o intravenosa.

Para su edministracién parenteral, los anticuerpos de la invencién se
pueden administrar en forma de dosis inyectables de una solucién o
suspension de la sustancia en un disolvente fisiol6gicamente aceptable con
un vehfculo farmacéutico que puede ser un liquido estéril tal como agua y
aceites y con o sin adicibn de un tensoactivo, y otras preparaciones
farmacéuticas son aquellas de origen de petréleo, animal, vegetal o
sintético. En general, los glicoles tales como el propilenglicol o el
polietilenglicol son vehiculos liquidos preferidos, particularmente para las
soluciones inyectables. Los anticuerpos de esta invencién se pueden
administrar en forma de una inyeccién depot o una preparacién para
implante, que se pueden formular de manera que permitan la liberacién
sostenida del principio activo. Una preparacién preferida comprende un
anticuerpo monoclonal a una concentracién de 5 mg/mL, formulada en un
tampén acuoso compuesto por 50 mM L-histidina, 150 mM NaCl, ajustado
a pH 6.0 con HCI.

Una dosis terapéuticamente efectiva es una dosis efectiva para producir
una disminucidn significativa de la desmielinizacién y un aumento notable

de la remiclinizacién. Preferentemente, la cantidad es suficiente para
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producir en un sujeto una cantidad de remielinizacién estadisticamente
significativa.

De acuerdo con una importante caracteristica de la invencién, una
inmunoglobulina que reconoce y se liga a VLLA-4 se puede administrar
sola, o en combinaci6én con un agente anti-inflamatorio, que tipicamente se
utiliza para tratar trastornos y enfermedades asociadas con la
desmielinizacién. La administracién de los agentes anti-inflamatorios se
puede hacer antes, durante o después de la administracién de la
inmunoglobulina.

Una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo o
inmunoglobulina remielinizante, por ejemplo, natalizumab, se puede
estimar por comparacién con las dosis efectivas establecidas para los
anticuerpos conocidos, considerdndolas junto con los datos obtenidos para
natalizumab tanto en modelos in vivo como en modelos in vitro.
Preferentemente los datos se obtienen de estudios de la inhibicién de la
desmielinizacién. Como es sabido en la técnica, puede ser necesario
realizar ajustes a la dosis debido a la degeneracién o metabolizacién de la
inmunoglobulina, administracién sistémica y no localizada, as{ como
también dependiendo de la edad, peso corporal, estado general de salud,
sexo, dieta, tiempo de administracién, interacciones con otros firmacos y la
gravedad de la condicibn del sujeto al cual se administra la
inmunoglobulina. Los expertos en la técnica podrén realizar estos ajustes y
determinar dosis adecuadas por medio de experimentaciones rutinarias.

Las formulaciones terapéuticas de la inmunoglobulina se preparan para
su almacenamiento mezclando la inmunoglobulina que tiene el grado de

pureza deseado con vehiculos fisioldgicamente aceptables, excipientes o
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estabilizadores opcionales(Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16° ed.,
A. Osol, Ed., 1980 y ediciones més recientes), en forma de tortas
liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehlculos, excipientes o
cstabilizadores aceptables para la inmunoglobulina son no téxicos, no
terapéuticos y/o no inmunogénicos para los recipientes en las dosis y
concentraciones utilizadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato
y otros dcidos orgénicos; antioxidantes incluyendo el 4dcido ascérbico;
polipéptidos de bajo peso molecular (menos de alrededor de 10 residuos);
proteinas, tales como suero albGmina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos tales como la polivinilpirrolidona; aminoécidos tales
como la glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacéridos,
disacdridos y otros carbohidratos incluyendo la glucosa, manosa o
dextrinas; agentes quelantes tales como el EDTA; alcoholes de azicares
tales como el manitol o sorbitol; contra-iones formadores de sales tales
como el sodio; y/or tensoactivos no iénicos tales como Tween, Pluronics o
polietilenglico (PEG). Los ejemplos especificos de las moléculas del
vehiculo incluyen, pero no se limitan a, glicosaminoglicanos (por ehemplo,
sulfato de heparina), 4cido hialurdnico, keratan-sulfato, condroitin 4-
sulfato, condroitin 6-sulfato, heparan sulfato y dermatin sulfate, perlecan y
pentopolisulfato.

Las preparaciones farmacéuticas que comprenden inmunoglobulinas
también pueden incluir, si se desea, vehiculos o disolventes
farmacéuticamente aceptables, no toxicos, los cuales son vehiculos
habitualmente utilizados para formular preparaciones farmacéuticas para
administracién a animales o humanos. El disolvente se selecciona de

manera que no afecte la actividad biolégica de la combinacién. Los
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ejemplos incluyen, pero no se limitan a, agua destilada soluci6n fisiolégica
tamponada con fosfato, soluciones de Ringer, solucién de dextrosa y
solucién de Hank.

Los agentes de la invencién se pueden formular en preparaciones para
inyeccién disolviendo, suspendiendo o emulsiondndola en un diluyente
ACUO0SO O no acuoso, tal como aceites vegetales o similares, glicéridos de
dcido alifdtico sintéticos, ésteres de écidos aliféticos de alto peso molecular
o propilenglicol. Las formulaciones también pueden contener aditivos
convencionales tales como solubilizantes, agentes isoténicos, agentes de
suspension, agentes emulsionantes, estabilizadores y conservantes.

Las inmunoglobulinas también se pueden usar en formulaciones en
acrosol para su administracién por inhalacién o pulmonar. Los agentes de
la presente invencién se pueden formular en propelentes presurizados
aceptables tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y
similares.

La inmunoglobulina también se puede encerrar en microcdpsulas
preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de co-acervaciébn o por
polimerizacién  interfacial (por ejemplo, microcdpsulas de
hidroximetilcelulosa o gelatina y microcépsulas de poli-metilmetacilato),
en sistemas de administracion coloidal de firmacos (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albiimina, microemulsiones, nano-particulas y
nanocdpsulas), o en macroemulsiones. Estas técnicas se describen en
Remington's Pharmaceutical Sciences, supra.

La inmunoglobulina a utilizar para administracién in vivo debe ser
estéril. Esto se logra fécilmente por filtracién a través de membranas de
filtracién estéril, antes o después de la liofilizacién y reconstruccién. La
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inmunoglobulina generalmente se almacenard en forma liofilizada o en
solucién.

Las preparaciones terapéuticas de inmunoglobulina generalmente se
colocan en un recipiente que tiene un puerto de acceso estéril, por ejemplo,
una bolsa para solucién intravenosa o un frasco que tenga un tapén que se
pueda perforar con la aguja de una jeringa hipodérmica u otro elemento
similar

Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacién sostenida
incluyen las matrices semi-permeables de polimeros hidréfobos sélidos que
contienen la proteina, matrices que tienen la forma de por ejemplo,
peliculas o microcépsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida
incluyen los poli¢steres, los hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato) segin se describe en Langer ef al., J. Biomed. Mater. Res. 15:
167-277 (1981) y en Langer, Chem. Tech. 12: 98-105 (1982) o
poli(vinilalcohol)), polilactidas (Patente Estadounidense No. 3.773.919),
copolimeros de dcido L-glutdmico y gama etil-L-glutamato (Sidman ef al.,
Biopolymers 22: 547-556, 1983), vinil acetato de etileno no degradable
(Langer et al., supra), copolimeros de dcido lactico y 4cido glicdlico
degradables tales como el LUPRON DEPOT™ (es decir microesferas
inyectables compuestas de copolimero de 4cido ldctico y 4cido glicélico y
acetato de leuprolida), y dcido poli-D-(-)-3-hidroxibut{rico (EP 133.988).

Aunque los polimeros tales como el vinil acetato de etileno y el 4cido
lctico-dcido glic6lico permiten liberar moléculas durante més de 100 dias,
ciertos hidrogeles liberan proteinas durante perfodos més cortos. Cuando
los anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo durante mucho
tiempo, éstos se pueden desnaturalizar o agregar como resultado de la
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exposicién a humedad a 37°C., provocando una pérdida de la actividad
biolégica y posibles cambios de la inmunogenicidad. Se pueden desarrollar
estrategias racionales para estabilizar una inmunoglobulina dependiendo
del mecanismo involucrado. Por ejemplo, si se descubre que el mecanismo
de agregacién es la formacién de un enlace S-S intermolecular por medio
de intercambios tiol-disulfuro, la estabilizacién se puede lograr
modificando los residuos sulfhidrilo, liofilizando a partir de soluciones
acidicas, controlando el contenido de humedad, empleando aditivos
adecuados, desarrollando preparaciones de matriz de polimero especificas,
y similares.
Las preparaciones de inmunoglobulina de liberacién sostenida también
incluyen la inmunoglobulina atrapada liposomalmente. Los liposomas que
contienen la inmunoglobulina se preparan mediante métodos conocidos.
Ver, por ejemplo, Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688-92
(1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4030-4 (1980);
Patentes Estadounidenses Nos. 4.485.045; 4.544.545; 6.139.869; y
6.027.726. Generalmente los liposomas son de tipo unilamelar pequefio
(alrededor de 200 a 800 Angstroms), en los cuales el contenido lipidico es
mayor que alrededor de 30 por ciento en moles (mol. %) de colesterol; la
porcion seleccionada se ajusta para la terapia de inmunoglobulina 6ptima.
Las inmunoglobulinas de esta invencién se pueden administrar en una
forma de liberacion sostenida, por ejemplo, una inyeccién depot, implantes
o bomba osmdtica, que se pueden formular de manera tal de permitir una
liberacién sostenide del principio activo. Los implantes para las
formulaciones de liberacidon sostenida son conocidas en la técnica. Los

implantes se formulan como ecsferas, escamas, etc.,, con polimeros
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biodegradables o no biodegradables. Por ejemplo, los polimeros de 4cido
lactico y/o dcido glicdlico forman un polimero erosionable que es bien
tolerado por el huésped. El implante se coloca préximo al sitio de dep6sitos
de proteina (por ejemplo, el sitio de formacién de depésitos amiloideos
asociados con los trastornos neurodegenerativos), de manera que la
concentracién de ingrediente activo es mayor en dicho sitio en relacién con
el resto del cuerpo.

Ademds, se pueden proveer inmunoglobulinas que previenen la
desmielinizacién y/o inducen la remielinizacién administrando a un sujeto
un polinucleétido que codifique un anticuerpo completo o parcial (por
ejemplo un Fv de cadena simple). El polinucleétido se administra en un
vehiculo adecuado para permitir la expresién de la inmunoglobulina en el
sujeto en una cantidad terapéuticamente efectiva.

Una dosis diaria tipica para las inmunoglobulinas puede estar
comprendida entre alrededor de 1 pg/kg y alrededor de 10 mg/kg o mads,
dependiendo de los factores mencionados en la presente. Tipicamente, el
médico administrard inmunoglobulina hasta llegar a una dosis con la cual
se logra el efecto deseado. El progreso de esta terapia se puede monitorear
ficilmente mediante pruebas convencionales.

Un formulacién de anticuerpo o fragmento de anticuerpo "estable" es una
en la cual la protefna esencialmente mantiene su estabilidad fisica y/o su
estabilidad qufmica y/o su actividad biolégica cuando es almacenada.
Existen diferentes técnicas analiticas para medir la estabilidad de las
protelnas disponibles en la técnica, las cuales se describen en Peptide and
Protein Drug Delivery, 247-301, (Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc.,
New York, N.Y., Pubs. 1991) y A. Jones, Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-
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90 (1993), por ejemplo. La estabilidad se puede medir a una temperatura
seleccionada durante un perfodo de tiempo seleccionado. Preferentemente,
la formulacién es estable a temperatura ambiente (altededor de 30°C) 0 a
alrededor de 40°C durante al menos un mes y/o es estable a alrededor de 2 a
8°C durante un perfodo de entre menos un afio y alrededor de dos afios.
Ademis, la formulacion preferentemente es estable luego de congelamiento
(a por ejemplo, -70°C) y deshielo de la formulacién.,

Una proteina "mantiene su estabilidad fisica® en una preparacién
farmacéutica si no muestra seflales de agregacién, precipitacién y/o
desnaturalizacién al ser examinados visualmente su color y/o translucidez,
o seglin se mide mediante dispersién de luz ultravioleta o mediante
cromatografia por exclusién de tamafio.

Una proteina "mantiene su estabilidad quimica” en una preparacién
farmacéutica si la estabilidad quimica en un momento dado es tal que se
considera que la proteina atin retiene su actividad biolégica seglin se define
a continuacién. La estabilidad quimica se puede evaluar detectando y
cuantificando las formas quimicamente alteradas de la protefna. La
alteracién quimica puede involucrar modificaciones del tamaflo (por
ejemplo, recortado) que se pueden evaluar por cromatografia por exclusion
de tamafio, SDS-PAGE y/o espectrometria de masas con ionizacién por
desorcién de ldser asistida por matriz en tiempo de vuelo (MALDI/TOF
MS), por ejemplo. Otros tipos de alteraciones qufmicas incluyen las
alteraciones de la carga (por ejemplo, las que ocurren como resultado de la
deamidacién), las cuales se¢ pueden evaluar, por ejemplo, mediante
cromatografia de intercambio iénico.

328

¢4 1’?



go

Una inmunoglobulina "mantiene su actividad biolégica” en una
preparacion farmacéutica si la actividad biolégica de la inmunoglobulina en
un momento dado no difiere en mds del 10% (dentro de los errores del
ensayo) de la actividad biolégica exhibida en el momento en que se prepard
la preparacién farmacéutica, segin se determina mediante una prueba de
fijaci6n de antigeno, por ejemplo.

5.5. Vias de Administracién de las Preparaciones de Inmunoglobulina

Como se discuti6 brevemente en pérrafos anteriores, las preparaciones
farmacéuticas antes discutidas se pueden administrar para tratamientos
profilicticos y/o terapéuticos de la esclerosis miiltiple u otros trastornos
relacionados con la desmielinizacién. En las aplicaciones terapéuticas, las
preparaciones se administran a un paciente del cual se sospecha, o que ya
padece, una enfermedad tal como la esclerosis multiple, en una cantidad
suficiente para promover la remielinizacién. Una cantidad adecuada para
lograr esto se define como una dosis terapéutica o farmacéuticamente
efectiva.

Las preparaciones farmacéuticas se administracdn por via parenteral,
tépica, intravenosa, oral, o subcutinea, administracién intramuscular
localizada, tal como mediante un aerosol o por via transdermal, y para
tratamientos profilicticos y/o terapduticos. Aunque las sustancias
proteindceas de la presente invencién pueden sobrevivir el paso a través del
intestino luego de la administracién oral (p.o.), se preficren las vias
subcutdnea (s.c.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.), administracién
intraperitoneal por inyeccién depot; o implantes.

Las preparaciones farmacéuticas se pueden administrar en una variedad
de formas de dosificacién unitarias dependiendo del método de
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administracién. Por ejemplo, las formas de dosificacién unitaria adecuadas
para la administracién incluyen los polvos, comprimidos, pildoras, cdpsulas
Yy grageas.

Las dosis efectivas de las composiciones de la presente invencion, para
el tratamiento de los trastornos antes descriptos, dependerédn de numerosos
factores, incluyendo el modo de administracién, el sitio meta, el estado
fisiolégico del paciente y otros medicamentos administrados. Por lo tanto,
las dosis de tratamiento se deberdn titular para optimizar su seguridad y
eficacia. Estas preparaciones se pueden administrar para uso veterinario en
mamiferos, y para uso clinico en humanos de manera similar a otros
agentes terapéuticos, por ecjemplo, en un vehiculo fisiolégicamente
aceptable. En general, la dosis de administracién estard comprendida entre
alrededor de 0.0001 y 100 mg/kg, y més habitualmente de 0.01 a 0.5 mg/kg
de peso corporal del huésped.

En un régimen de tratamiento preferido, el anticuerpo se administra
mediante infusion intravenosa o inyeccion subcuténea de 1 a 5 mg de
anticuerpo por kilogramo de peso corporal del paciente. La dosis se repite a
intervalos de entre 2 y 8 semanas. Dentro de este mango, el régimen de
tratamiento preferido es de 3 mg de anticuerpo por kilogramo de peso
corporal repetido a intervalos de cuatro semanas.

6. Combinaciones de Firmacos

Como se dijo anteriormente, no se ha identificado que ninguno de los
farmacos o combinaciones de firmacos previamente descriptos detengan la
pérdida progresiva de la funcién neurolégica para las enfermedades
desmiclinizantes. Existfan algunos férmacos que suprimian la inflamacién
inmune-mediada y que también pueden disminuir la tasa de recaida de la
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esclerosis miltiple. Estos y otros firmacos usados para tratar los sintomas
asociados con la esclerosis mdltiple y los trastomos y enfermedades
asociados con la desmielinizacién también se contemplan para su uso con
los compuestos y preparaciones descriptos en la presente. La seleccién de
uno o mis agentes a utilizar en un céctel y/o combinaciones con los
compuestos y preparaciones descriptos en la presente dependeré del manejo
de la enfermedad. Por ejemplo, en la esclerosis miiltiple, el manejo de la
enfermedad se puede categorizar en dos grupos: (1) tratamiento disefiado
para detener la evolucién de la enfermedad, y (2) mancjo de los sintomas.
En la categoria (D) se pueden utilizar diferentes combinaciones de
farmacos. Por ejemplo, los compuestos y preparaciones descriptos en la
presente se pueden administrar con agentes inmunosupresores para inhibir
ain més el influjo de células inmunes y en consecuencia la actividad
desmielinizante. Por ejemplo, se pueden utilizar inmunosupresores tales
como los corticoesteroides.

Los agentes remielinizantes (por ejemplo, anticuerpos anti-integrina alfa-
4, pequefios compuestos antagonistas de la intcgrina alfa-4 y similares) se
pueden combinar con otros compuestos o composiciones usados para tratar,
aliviar o paliar los sintomas asociados con los trastornos o enfermedades
desmielinizantes.

Otros agentes utilizados para tratar, aliviar o paliar los sintomas
asociados con los trastornos o enfermedades desmielinizantes, incluyendo
la esclerosis miltiple, incluyen pero no se limitan a: relajahtes musculares
(por ejemplo, diazepam, ciclobenzaprina, clonazepam, clonidina, primidona
y similares), anticolinérgicos (por ejemplo, propantelina, diciclomina y

similares), estimulantes del sistema nervioso central (por ejemplo,
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pemolina), agentes anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs tales como
ibuprofeno, naproxeno y cetoprofeno), interferones, globulina inmune,
glatiramer (Copaxona®), mitoxantrona (Novantrona®), misoprostol,
inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (por ejemplo, pirfenidona,
infliximab y similares) y corticoesteroides (por ejemplo, glucocorticoides y
mineralocorticoides).

Los agentes comunes para el tratamiento de la esclerosis miltiple
incluyen interferon beta-1b (Betaserén®), interferén beta-1a (Avonex®),
interferén beta-1a de dosis elevada (Rebif®), glatiramer (Copaxona®),
inmunoglobulina, mitoxantrona (Novantrona®), corticoesteroides (por
ejemplo, prednisona, metilprednisolona, dexametasona y similares).
También se pueden utilizar otros corticoesteroides los cuales incluyen pero
no se limitan a cortisol, cortisona, fludrocortisona, prednisolona,
6a-metilprednisolona, triamcinolona y betametasona.

Las formas de dosificacién de los agentes a utilizar en combinacién con
los compuestos y preparaciones aqui descriptos variarén dependiendo del
sujeto y de la combinacién de férmacos utilizada. Por ejemplo, los
interferones tipicamente se¢ administran de la siguiente manera: del
Interferén beta-1a (Avonex®) se administran 30 pg una vez por semana; del
interferén beta-la se administran entre alrededor de 22 pug y 44 pg tres
veces por semana; y del interferon beta-1b (Betaseron®) se administran 250
pg dia de por medio (Durelli et al, Lancet 359: 1453-60, 2002).
Tipicamente los interferones se administran para la esclerosis miltiple tipo
recafda-remisién. Asf, en combinacion con los agentes remielinizantes
descriptos en la presente, los rangos de interferones preferidos pueden
incluir alrededor de 0,1 pg a alrededor de 250 pug y mds preferentemente de
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alrededor de 0,5 pg a alrededor de 50 pg, dependiendo del modo de
administracién del agente en combinacién con los otros compuestos y
preparaciones remielinizantes descriptos en la presente.

Los anti-inflamatorios no eteroides (NSAIDs) contemplados para utilizar
con esta invencion incluyen pero no se limitan a los inhibidores COX no
selectivos y los inhibidores COX-2 selectivos. Los inhibidores COX no
selectivos incluyen, pero no se limitan a, los derivados del 4cido salicflico
(por ejemplo aspirina, salicilatos de sodio, trisalicilato de colina y
magnesio, salsalato, diflunisal, sulfasalazina y olsalazina), derivados del
para-aminofenol (por ejemplo, acetaminofeno), indole y écidos acéticos de
indeno (por ejemplo, tolmetina, diclofenac y cetorolac), dcidos heteroaril
acéticos (por ejemplo, abuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, cetoprofeno,
fenprofeno y oxaprozina), dcidos o fanamatos antranflicos (por ejemplo,
dcido mefendmico y dcido meclofendmico), dcidos enélicos (por ejemplo,
oxicamas tales como piroxicam y meloxicam) y alcanonas (por ejemplo,
nabumetona). Los inhibidores COX-2 selectivos incluyen las furanonas
diaril-sustituidas (por ejemplo, rofecoxib), pirazolas diaril-sustituidas (por
ejemplo, celecoxib), dcidos acéticos de indole (por ejemplo, etodolac), y
sulfonanilidas (por ejemplo, nimesulida).

Algunas veces se administran NS /no esteroides/ en combinacién con el
interferén para disminuir los sintomas similares a los de la gripe que
experimentan los pacientes que reciben, por ejemplo, Avonex®. Los NS
habituales incluyen el naproxeno, ibuprofeno y cetoprofeno. También el
paracetamol se administra frecuentemente a los pacientes. Ver, Reess ef al.,
2002 Mult. Scler. 8: 15-8.
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El acetato de glatiramer (GA, Copaxona®) es una molécula sintética que
inhibe la activacién de las células T reactivas a la proteina bésica de la
miclina e induce un repertorio de células T caracterizado por efectos anti-
inflamatorios.

Ademds, el glatiramer puede acceder al sistema nervioso central (CNS),
mientras que los interferones beta no pueden hacerlo (Dhib-Jalbut, 2002
Neurology 58: S3-9; Weinstock-Guttman ef al., 2000 Drugs 59: 401-10).

La mitoxantrona es un agente sintético de antracenediona, que ha
probado ser efectivo para ¢l tratamiento de la esclerosis miltiple secundaria
progresiva (SP-MS). Sin embargo, €l uso de este firmaco también estd
limitado por su cardiotoxicidad acumulativa (Weinstock-Guttman et al.,
2000).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) puede ser una citocina clave
en la desmielinizacién (Walker et al., 2001 Mult. Scler. 7: 305-12). Asf, el
uso de agentes que antagonizan la function de la TNF-a o inhiben su
sintesis pueden ser Gtiles en combinacién con los agentes y compuestos
aquf descriptos. Estos pueden incluir los anticuerpos anti-TNF-a (por
ejemplo, infliximab) y también agentes tales como la pirfenidona. La
pirfenidona es un féirmaco no peptidico, el cual se ha probado que reduce la
sintesis de TNF-a y bloquea receptores para la TNF-a. Id.

La prictica habitual en la mayorfa de los trastomos y enfermedades
desmielinizantes ha consistido en utilizar ACTH, glucocorticoides y
corticoesteroides. Estos agentes se emplean por sus efectos anti-edema y
anti-inflamatorios. La ACTH habitualmente se administra a un sujeto a 80
U en forma introvenosa en 500 mL de dextrose al 5% y agua durante 6 a 8
horas durante tres dias. También se¢ puede administrar a 40 U/ml
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intramuscularmente en una dosis de 40 U cada 12 horas durante 7 dias,
posteriormente reduciendo la dosis cada tres dias. Ver S. Hauser,
"Esclerosis miltiple and other demyelinating diseases," en Harrison's
Principles of Internal Medicine 2287-95 (13° ed., Isselbacher et al., ed.
1994). La metilprednisolona tipicamente se administra lentamente en 500
ml D5W durante ¢l transcurso de 6 horas, preferentemente por la mafiana.
Las dosis habituales incluyen 1000 mg diarios durante 3 disa, 500 mg
diarios durante 3 dfas y 250 mg diarios durante 3 dias. /d También es
habitual la administracién de una combinacién metilprednisolona-
prednisona. Tipicamente, se administran 1000 mg metilprednisolona de
forma intravenosa durante el transcurso de tres dias, seguido de prednisona
oral en una dosis de 1 mg/kg por dia durante 14 dfas. En consecuencia, para
su uso en combinacién con los compuestos y formulaciones descriptos en
la presente, los esteroides se pueden administrar en cantidades
comprendidas entre alrededor de 1 y alrededor de 1000 mg/kg durante un
periodo de entre alrededor de 1 y 14 dias, segiin sea necesario.

Un efecto secundario en los trastornos desmielinizantes tal como la MS
es la fatiga y la funci6n cognitiva disminuida. Frecuentemente se han usado
agentes tales como ¢l hidrocloruro de amantadina y pemolina para tratar la
fatiga asociada con la MS (Geisler et al., 1996 Arch. Neurol. 53: 185-8).

El beneficio de tales terapias de combinacién es que pueden disminuir
los efectos secundarios especificos de la clase y especificos del agente que
actualmente se presentan con algunos de los farmacos. Los efectos
secundarios especificos del interfer6n-beta incluyen fiebre, temblores frios,
mialgias, antralgias y otros sintomas similares a los de la gripe que

comienzan de 2 a 6 horas post-inyeccién. Ocasionalmente el interferén-beta
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también provoca un empeoramiento transitorio de los sintomas
preexistentes de la MS. Los efectos secundarios especificos del agente
incluyen reacciones en el sitio donde se inyecta el interfer6n beta-1b. Estos
efectos se pueden manejar personalizando la dosis y el tiempo de
administracién, prescribiendo combinaciones adecuadas de acetaminofeno,
férmacos anti-inflamatorios no esteroides (NSAIDs) y esteroides. Ver,
Munschauer et al., 1997 Clin. Ther. 19: 883-93.

Por lo tanto, las combinaciones de farmacos que pueden disminuir la
cantidad de un fdrmaco particular administrado también pueden reducir los
efectos secundarios adversos experimentados por un paciente.

Cuando se administran en combinacién, los agentes remielinizantes de
compuesto pequefio se pueden administrar en la misma formulacién que
estos otros compuestos o preparaciones, o bien en una formulacién
scparada. Cuando se administran en combinacién, las inmunoglobulinas
remielinizantes generalmente se administran en una formulacién separada
de los demds compuestos y preparaciones. Cuando se administran en
combinacién, los agentes remielinizantes se pueden administrar antes,
después o durante la administracién de otros compuestos y preparaciones
usados para tratar, aliviar o paliar los sintomas.

7. Regimenes de Administracién Crénicos

El régimen de tratamiento crénico de la presente invencién contempla un
agente integrina alfa-4 (por ejemplo, molécula pequefia o inmunoglobulina)
en un nivel que mantenga una saturacién de los receptores suficiente para
suprimir la inflamacién patolégica en un paciente que la necesita. Los
métodos de la invencién implican la administracién una vez cada dos

semanas o una vez cada dos meses, repitiendo las dosis durante un perfodo
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de al menos seis meses, mis preferentemente durante un afio o mds. Los
métodos de la invencién implican obtener y mantener en un paciente
humano un nivel de saturacién de los receptores con un dimero que
contiene integrina alfa-4 (por ejemplo, VI.LA-4) en un rango de entre
alrededor de 65% y 100%, més preferentemente de entre 75%, y 100%, y
aln mds preferentemente de entre 80 y 100%. Estos niveles de saturacién
de reccptores se mantienen de forma crénica (por ejemplo, durante un
perfiodo de aproximadamente seis meses) para permitir la supresién
continua de la inflamacién patolégica.

En una realizacién especifica, el agente remielinizantes es un anticuerpo,
preferentemente un anticuerpo humanizado o humano, y la dosis se
administra en forma mensual. En otra realizacién especifica, ¢l agente
remielinizante es un compuesto de las Férmulas I, IA, IB, IC, 1], IIA o IIB
definidas anteriormente. Los niveles de saturacion de los receptores se
pueden monitorear para determinar la eficacia del régimen de dosificacién,
y se pueden medir marcadores fisiolgicos para confirmar el éxito del
régimen de dosificacién. A modo de confirmacién, se pueden monitorear
los niveles en suero del anticuerpo para identificar que esté libre del
anticuerpo y para determinar el potencial efecto de la vida media sobre la
eficacia del tratamiento.

Para un tratamiento con un agente de la presente invencién, la dosis estd
comprendida entre alrededor de 0.0001 y 100 mg/kg, y més habitualmente
entre 0.01 y 5 mg/kg del peso corporal del huésped. Por ejemplo, las dosis
pueden ser de 1 mg/kg dc peso corporal o 10 mg/kg de peso corporal. La
dosis y la frecuencia de administracién varian dependiendo de la vida
media del agente en el paciente. La dosis y la frecuencia de administracién
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pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profildctico o terapéutico.
Para la administracién de inmunoglobulina, cada dosis de inyeccién
generalmente es de entre 2.0 y 8.0 mg/kg. Para la administracién de un
compuesto, cada dosis de inyeccién generalmente es de entrel.0 to 50.0
mg/kg. De acuerdo con lo descripto en la presente, las dosis efectivas se
pueden monitorear obteniendo una muestra de fluido de un paciente. Para
ello, generalmente sc toma una muestra de suero sanguineo o fluido
cerebroespinal y se determina la saturacién de los receptores con integrina
usando métodos conocidos en la técnica. Idealmente, se toma una muestra
antes de la dosis inicial, y luego se toman muestras y se las analiza antes
y/o después de cada tratamiento.

Como una alternativa a la administracién crénica consistente en dosis
individuales repetidas, un agente remielinizante se puede administrar como
una formulacién de liberacién sostenida, siempre que la dosis sea tal que
los niveles de saturacién de los receptores permanezcan suficientes para
suprimir la inflamacién. Por ejemplo, se pueden usar sistemas de liberacién
controlada para administrar un agente remielinizante de la presente
invencién de forma crénica. EXTENDED-RELEASE DOSAGE FORMS, 1987
(CRC Press, Inc.) contiene discusiones de formas de dosificacién de
liberacién controlada adecuadas.

Las diferentes tecnologias de liberacién controlada abarcan un amplio
espectro de formas de dosificacién de férmacos. Las tecnologias de
liberacién controlada incluyen, pero no se limitan a, sistemas fisicos y
sistemas quimicos. Los sistemas fisicos incluyen, pero no se limitan a, los
sistemas de reservorio con membranas para controlar la tasa de liberaci6n,

tales como microencapsulados, macroencapsulados y sistemas de
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membrana; sistemas de reservorio sin membranas para controlar la tasa de
liberacién, tales como las fibras huecas, el triacetato de celulosa ultra-
microporoso, y los sustratos poliméricos y espumas porosas; sistemas
monociticos, incluyendo aquellos sistemas fisicamente disueltos en
matrices no porosas, poliméricas o elastoméricas (por ejemplo, no
crosionables, erosionables, con ingreso de agentes ambientales y
degradables), y materiales fisicamente dispersos en matrices no porosas,
poliméricas o elastoméricas (por ejemplo, no erosionables, erosionables,
con ingreso de agentes ambientales y degradables); estructuras laminadas,
incluyendo capas reservorio quimicamente similares o diferentes de las
capas exteriores de control; y otros medios fisicos tales como bombas
osméticas, o resinas de intercambio idnico.

Los sistemas quimicos incluyen, pero no se limitan a, la erosién quimica
de matrices poliméricas (por ejemplo, erosién heterogénea u homogénea).
Agis F. Kydonieus, CONTROLLED RELEASE TECHNOLOGIES: METHODS,
THEORY AND APPLICATIONS, 1980 (CRC Press, Inc.) contiene una discusion
adicional de las categorias de sistemas para liberacion controlada.

Los compuestos de la presente invencién se pueden usar para tratar un
paciente que padece un trastorno que involucra o que ¢s provocado por una
inflamacién patolégica, o para tratar profilicticamente un paciente que
presenta riesgo de un trastorno en particular. Los regimenes de dosificacién
necesarios para un tratamiento profildctico, en contraposicién con un
tratamiento terapéutico, pueden variar, y serd necesario diseflarlos para el
uso especifico y el trastorno tratado.

En algunos métodos, dos o més agentes (por ejemplo, anticuerpos

monoclonales con diferentes especificidades de fijacién, un anticuerpo
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monoclonal y un compuesto seglin lo aqui descripto) se administran
simultdneamente, en cuyo caso la dosis de cada agente administrado estd
comprendido dentro de los rangos indicados. También se pueden dar
terapias de combinacién en las cuales los agentes se administran
consecutivamente al paciente con intervalos de tiempo deseados entre
periodos de administracion. Los intervalos también pueden ser irregulares,
segiin lo indique la medicién de los niveles de saturacién o de acuerdo con
otros indicios de la evolucién de la enfermedad.

Los expertos en la técnica podrin apreciar que los niveles de
dosificacién pueden variar en funcién del agente especifico, la severidad de
los sintomas y la susceptibilidad del sujeto a los efectos secundarios.
Algunos de los agentes especificos son més potentes que otros. Las dosis
preferidas para un agente determinado pueden ser ficilmente determinadas
por los expertos en la técnica mediante una variedad de maneras. Una
manera preferida consiste en medir la potencia fisiolégica de un agente
dado.

En las aplicaciones profilécticas, las preparaciones farmacéuticas se
administran de forma crénica a un paciente susceptible a, o que presenta
riesgo de, una enfermedad particular en una cantidad suficiente para
climinar o reducir el riesgo o demorar la manifestacién de la enfermedad.
Esta cantidad se define como una dosis profildcticamente efectiva. En los
pacientes con esclerosis multiple en remisién, el riesgo se puede evaluar
por imigenes NMR o, en algunos casos, a través de indicaciones pre-
sintométicas observadas por el paciente.

Los regimenes de dosificacién efectivos de las preparaciones de la
presente invencién, para el tratamiento de los trastornos antes descriptos,
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variard dependiendo de numerosos factores, incluyendo el modo de
administracién, el sitio meta, el estado fisiologico del paciente y otros
medicamentos administrados. Por ende, las dosis para los tratamientos se
deberdn titular para optimizar su seguridad y eficacia. En general, cada
administracion del régimen de dosificacién estard comprendida entre
alrededor de 0.0001 y alrededor de 100 mg/kg, ususimente entre alrededor
de 0.01 y alrededor de 50, y méds usualmente entre alrededor de 0.1 y
alrededor de 30 mg/kg del peso corporal del huésped.

Los agentes remielinizantes de la invencidn se pueden utilizar junto con
cantidades efectivas de otros agentes terapéuticos contra la inflamacién
aguda y crénica. Tales agentes incluyen otros antagonistas de las moléculas
de adhesién (por ejemplo, otras integrinas, selectinas y miembros de la
superfamilia de la inmunoglobulina (Ig) (ver Springer, Nature (1990)
346:425-433; Osbom (1990) Cell 62:3; y Hynes (1992) Cell 9:11)). Las
integrinas son  pglicoproteinas  heterodiméricas  transmembranales
compuestas por una cadena a (120-180 kDa) y una cadena p (90-110 kDa),
gencralmente con dominios citoplasmdticos cortos. Por ejemplo, tres
integrinas importantes, LFA-1, Mac-1 y P150,95, tienen diferentes
subunidades alfa, denominadas CD11a, CD11b y CDllc, y una subunidad
beta comiin llamada CD18. La LFA-1 (a;f,) se expresa en los linfocitos,
granulocitos y monocitos, y se une predominantemente a un contra-receptor
de la familia IG llamado ICAM-1 y a sus ligandos relacionados. La ICAM-
1 se expresa en muchas células, incluyendo los leucocitos y las células
endoteliales, y es favorecida en el endotelio vascular por citocinas tales
como la TNF y la IL-1. La Mac-1 (ayp;) estd distribuida en los neutréfilos
y monocitos, y también se liga a la ICAM-1. La tercera integrina P,
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P150,95 (axp.), también se encuentra ¢ los neutréfilos y monocitos. Las
selectinas consisten en la L-selectina, la E-selectina y la P-selectina.

Otros agentes anti-inflamatorios que se pueden utilizar en combinacién
con los agentes remielinizantes incluyen los anticuerpos y otros
antagonistas de las citocinas, tales como las interleuquinas IL-1 a JL-13, los
factores de necrosis tumoral a y B (TNF-a y TNF-p), las interferonas a, By
v, ¢l factor de crecimiento tumoral Beta (TGF-B), el factor de estimulacién
de colonias (CSF) y fel actor de estimulacién de colonias de
granulocitos/monocitos (GM-CSF). Ofros agentes anti-inflamatorios
incluyen anticuerpos y otros antagonistas de las quemoquinas tales como
MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES, exotaxina y IL-8. Otros agentes anti-
inflamatorios incluyen los no esteroides, esteroides y otros inhibidores de la
inflamacién de molécula pequefia. El cronograma y la secuencia de
administracién, las formulaciones, las vias de administracién y las
concentraciones efectivas de los agentes para las terapias combinadas son
como se describié anteriormente para los anticuerpos humanizados contra
la integrina alfa-4, los compuestos pequeiios contra la integrina alfa-4 y las
combinaciones de firmacos.

8. Ensayo de los Reactivos

Los reactivos se pueden ensayar in vitro e in vivo. Existen muchos
modelos in vitro que permiten ensayar si el reactivo se une a la subunidad
alfa-4, tal como se conoce en la técnica. Se pueden realizar ensayos para
determinar si el reactivo tiene una actividad in vivo para promover la
remiclinizacién e inhibir la desmielinizacién usando el modelo animal de la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE es un trastorno

inflamatorio del sistema nervioso central que presenta similitudes con la
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esclerosis multiple (Paterson, en TEXTBOOK OF IMMUNOPATHOLOGY, eds.
Miescher and Mueller-Eberhard, 179-213, Grune and Stratton, N.Y. 1976).
Se puedc inducer EAE en ratas mediante una dnica inyeccién
intraperitoneal de un clon de célula T CD4-positivo especifico para la
proteina bdsica de la mielina. La inflamacién comienza dentro de las 4 a 12
horas siguientes, los monocitos y linfocitos endégenos infiltran los vasos
inflamados en el tronco cerebral y la médula espinal, provocando la
pardlisis de la cola y las extremidades traseras al llegar al dia 4 6 5.

Se pueden ensayar cortes de cerebro con EAE para determinar su
capacidad de soportar Ja fijacién de leucocitos usando, por ejemplo, un
ensayo de fijacién in vitro descripto en Stamper y Woodruff, J. Exp. Med.
144: 828-833 (1976). Los reactivos contra los receptores de adhesién de
leucocitos se pueden estudiar para determinar la actividad inhibitoria en el
ensayo in vitro descripto en el Ejemplo 4. Como se indica en las Tablas 12
y 13, la fijacién de células U937 (una linea celular monocitica humana) fue
casi totalmente bloqueada por los anticuerpos contra la integrina VLA-4
humana. Los anticuerpos remielinizantes produjeron un efecto bloqueador
significativamente mayor comparado con los anticuerpos contra otras
moléculas de adhesién.

Sorprendentemente, los anticuerpos que selectivamente inhiben la
actividad de fijacién de fibronectina de una integrina oy (P4G9 y HP1/7)
mejoraron la fijacién de U937 a los vasos con EAE. Estos resultados
sugieren que la actividad de fijacién de fibronectina de la integrina a4 no
participa directamente en la adhesion de U937 a los vasos con EAE in
vitro. Las Tablas 1 y 13 también muestran que los anticuerpos contra otros
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numerosos receptores de adhesién de leucocitos no efecto en la fijacién de
U937 o linfocitos a los vasos con EAE.

En vista de los resultados in vitro obtenidos usando los reactivos ayp,
arriba descriptos, el efecto de estos anticuerpos sobre la evolucién de la
EAE también se pueden ensayar in vivo midiendo la demora en la aparicién
de la parilisis o la reduccion de la severidad de la pariélisis. En el Ejemplo 4
se ilustra el efecto protector de uno de los anticuerpos ttiles en la presente
invencién, HP2/1.

Mediante ensayos de fijacién se pueden identificar otros reactivos
efectivos para inhibir la fijacidn de leucocitos a las células endoteliales del
cerebro y que por lo tanto inhiben la desmielinizacién o promueven la
desmielinizacién. Usando HP2/1 o éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina como control, por ejemplo, se pueden investigar otros
anticuerpos o reactivos para determinar su capacidad de inhibir la fijacién
de linfocitos a un ligando conocido para la integrina asf;. Se pueden
identificar varios reactivos adicionales que inhiben la adhesién que apunta
a la subunidad a4 del receptor de la superficie celular del leucocito VLA-4.

Los anticuerpos monoclonales ttiles en los métodos y preparaciones de
la presente invencién incluyen por ejemplo, HP2/1, TY21.6, TY21.12, y
L25 como se discute cn la Patente Estadounidense No. 6.033.665, la cual se
incorpora en su totalidad a la presente por referencias. Estos anticuerpos
reaccionan con la cadena a de la VLA-4 y bloquean la fijacién a VCAM-1,
fibronectina y células endoteliales cerebrales inflamadas , pero no afectan
la actividad de los demés miembros de la familia de la integrina B,.
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También se pueden usar otros reactivos que reaccionan selectivamente
contra la VLA-4/VCAM-1. Por ejemplo, un anticuerpo que interactiia con
el dominio de fijacién de la VCAM-1 VLA-4 (o) en combinacién con la
cadena P, que bloquea sélo la migracién de linfocitos a sitios de
inflamaci6n, tales como el cerebro durante la esclerosis maltiple, se puede
usar para promover la remielinizacién. Ademas, este reactivo no afectaria
las interacciones matriciales (mediadas por todos los miembros de las
integrinas B;) ni afectarfan la inmunidad intestinal normal (mediada por
asf;). La produccién de este o otros reactivos estd al alcance de los
expertos en la técnica.
9. EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se incluyen para proveerles a los expertos en la
técnica una descripcion completa de cdmo preparar y utilizar la presente
invencién; no es su intencién limitar el campo de lo que los inventores
consideran como su invencién, ni es su intencién representar que los
siguientes experimentos son todos o los Gnicos experimentos realizados. Se
han hecho grandes esfuerzos para asegurar la exactitud respecto de las
cifras utilizadas (por ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.), pero se
deberian considerar algunos errores y desviaciones experimentales. A
menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso
molecular es el peso molecular promedio, la temperatura se expresa en
grados Centigrados, y la presién corresponde a la presién atmosférica o estd
proxima a la misma.
9.1. Sintesis de Compuestos

Si una de las abreviaturas usadas en los siguientes ejemplos no ha sido

definida anteriormente, tiene el significado pgeneralmente aceptado.
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Ademss, todas las temperaturas son en grados Celsius (a menos que se
especifique lo contrario). Para preparar los compuestos presentados a
continuacién se utilizaron los siguientes Métodos, tal como se indica.
Método 1
Procedimiento de N-Tosilacién

La N-tosilacién del aminoécido apropiado se realiz6 por el método de
Cupps, Boutin y Rapoport J. Org. Chem. 198S, 50, 3972.
Método 2
Procedimiento de Preparacion de Esteres Metilicos

Los ésteres metilicos de aminoécidos se prepararon usando el método de
Brenner y Huber Helv. Chim. Acta 1953, 36, 1109.
Método 3
Procedimiento de Acoplamiento via BOP

El éster dipeptidico deseado se prepar6 por reaccién de un aminodcido
N-protegido (1 equivalente) con el éster de aminoédcido o hidrocloruro de
éster de aminodcido adecuado (1 equivalente), hexafluorofosfato de
benzotriazol-1-iloxi-tris(dimetilamino)fosfonio[BOP] (2.0 equivalentes),
trietilamina (1.1 equivalente) y DMF. La mezcla de reaccién se revolvié a
temperatura ambiente durante una noche. El producto crudo se purifica por
cromatografia flash para obtener el éster dipeptidico.
Método 4
Procedimiento de Hidrogenacién ]

La hidrogenacién se efectué usando 10% de paladio en carbono (10% en
peso) en metanol a 30 psi durante una noche. La mezcla se filtré a través de
una almohadilla de Celita y el filtrado se concentré para obtener el

compuesto amino deseado.
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Método 5
Procedimiento de Hidrélisis I

A una solucién enfriada (0EC) en THF/H,0(2:1, 5 - 10 mL) del éster
apropiado se afladié LiOH (o NaOH) (0.95 equivalentes). La temperatura
se mantuvo a OEC y la reaccién se completé en 1 a 3 horas. La mezcla de
reaccién se extrajo con acetato de etilo, y la fase acuosa se liofiliz6 para
obtener 1a sal de carboxilato deseada.
Método 6
Procedimiento de Hidrdlisis de Esteres IT

A una solucién enfriada (0EC) en THF/H;O (2:1, 5 - 10 mL) del éster
apropiado se afladié LiOH (1.1 equivalentes). La temperatura se mantuvo a
0EC y la reaccién se completé en 1 a 3 horas. La mezcla de reaccitn se
concentrd, y el residuo se recogié en H;O y el pH se ajustd a un valor entre
2 y 3 con HCI acuoso. El producto se extrajo con acetato de etilo, y la fase
orgénica combinada se lavé con salmuers, se secd sobre MgSQO,, se filté y
se concentrd para obtener el dcido deseado.
Método 7
Procedimiento de Hidrélisis de Esteres I11

El éster apropiado se disolvié en dioxano/H,0 (1:1) y se afiadieron 0.9
equivalentes de 0.5 N NaOH. La reaccién se revolvié durante 3 a 16 horas
y luego se concentrd. El residuo resultante se disolvié en H;O y se extrajo
con acetato de etilo. La fase acuosa se liofilizd para obtener la sal de
carboxilato de sodio deseada.
Método 8
Procedimiento de Sulfonilacién I
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Al andlogo de aminofenilalanina protegido apropiadamente (11.2
mmol), disuelto en cloruro de metileno (25ml) y enfriado a -78EC se
afiadi6 el cloruro de sulfonilo deseado (12 mmol) seguido de la adicién de
piridina en forma de gotas (2 mL). Se permitié que la solucién se calentara
a temperatura ambiente y se revolvié durante 48 horas. La solucién de
reaccién se transfirié a un embudo separador de 250 mL con cloruro de
metileno (100 mL) y se extrajo con 1IN HCI] (50 mL x 3), salmuera (50 mL)
y agua (100 mL). Se secé (MgSO,) la fase orgénica, y se concentr$ el
solvente para obtener el producto deseado.

Método 9
Procedimiento de Aminacién Reductiva

La afinaci6én reductiva de Tos-Pro-p-NH2-Phe con el aldehido
apropiado se llevé a cabo usando 4cido acético, triacetoxiborohidruro de
sodio, cloruro de metileno, y la mezcla combinada se agit6 a temperatura
ambiente durante una noche. El producto crudo se purificé por
cromatografia flash.

Método 10
Procedimiento de de Remocién de BOC

Se hicieron pasar burbujas de hidrocloruro (HCI) anhidro gascoso a
través de una solucién metabélica del éster de aminoécido Boc apropiado a
OEC durante 15 minutos y la mezcla de reaccién se agit6é durante tres horas.
La solucién se concentré obteniéndose un jarabe, se disolvié en Et;O y se
concentré nuevamente. Este procedimiento se repitié y el sélido resultante
se sometid a alto vacio durante una noche,

Método 11
Procedimiento de Hidrélisis de Ester fer-butilflico I
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El éster fert-butilico se disolvié en CH;Cl; y se traté con TFA. La
reaccién se completd en 1 a 3 horas, momento en el cual la mezcla de
reaccion se concentré y cl residuo se disolvié en H;O y se liofilizé para
obtener el 4cido deseado.

Método 12
Procedimiento de Acoplamiento de EDC I

A una solucién en CH)Cl, (5-20 mL) de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-
prolina (1 equivalente), se mezclaron el hidrocloruro de éster de
amino4cido apropiado (1 equivalente), N-metilmorfolina (1.1 a 2.2
equivalentes) y 1-hidroxibenzotriazola (2 equivalentes), se colocé en un
bafio de hielo, y se afiadié 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil carbodiimida
(1.1 equivalentes). Se permitié que la temperatura de la reaccién anmentara
hasta la temperatura ambiente y se agité durante la noche. La mezcla de
reaccion se vertié en HyO y la fase orgénica se lavé con NaHCO; saturado,
salmuera, se secd (MgSO, o Na,S0,), se filtrd y se concentré. El producto
crudo se purificé por cromatografia en columna.

Método 13
Procedimiento de Acoplamiento de EDC II

A una solucién en DMF (5-20 mL) del aminodcido N-protegido
adecuado (1 equivalente), s¢ mezclaron el hidrocloruro del éster de
aminoécido apropiado (1 equivalente), Et;N (1.1 equivalentes) y 1-
hidroxibenzotriazola (2 equivalentes), se colocaron en un bafio de hielo y
se afladi6é 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etil carbodiimida (1.1 equivalentes).
Se permiti6 que la temperatura de la reaccidn aumentara hasta la
temperatura ambiente y se agit6é durante la noche. La mezcla de reaccién se
particioné entre EtOAc y H;O y la fase orgénica se lavé con 4cido cftrico
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0.2 N, H;0,. NaHCO; saturado, salmuera, se sec6 (MgSO4 0 Na,SO,), se
filtr6 y se concentrd. El producto crudo se purificé por cromatografia en
columna o TLC preparativa.
Método 14
Procedimiento de Sulfonilacion IT

El cloruro de sulfonilo apropiado se disolvié en CH;Cl; y se colocé en
un bafio de hielo. Se afiadieron L-Pro-L-Phe-OMe X HCI (1 equivalente) y
Et3N (1.1 equivalente), y se permitié que la temperatura de la reaccién
aumentara hasta la temperatura ambiente y se agité durante la noche bajo
atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccidén se concentrd, el residuo se
particiond entre EtOAc y H;0, y la fase orgénica se lavé con NaHCO,
saturado, salmuera, se secé (MgSO,4 0 Na,SOy), se filtrd y se concentrd. El
producto crudo se purific6 por cromatografia en columna o TLC
preparativa.
Método 15
Procedimiento de Sulfonilacién IIT

A una soluciébn de L-Pro-L-4-(3-dimetilaminopropiloxi)-Phe-OMe
[preparada usando el procedimiento descripto en el Método 10] (1
equivalente) en CH,Cl; se afiadié Et;N (5 equivalentes) seguido del cloruro
de sulfonilo apropiado (1.1 equivalente). Se permitié que la temperatura de
la reaccién aumentara hasta la temperatura ambiente y se agité durante la
noche bajo atmésfera de nitrégeno. La mezcla se concentrd, se disolvié en
EtOAc, se lavé con NaHCO, saturado y écido citrico 0.2 N. La fase acuosa
se hizo basica con NaHCO; sélido, y el producto se extrajo con EtOAc. La
fase orgénica se lav6 con salmuera, se secd (MgSO, 0 Na;SQ,), se filtrd y
se concentrd. El éster metflico crudo se purificé por TLC preparativa. El
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dcido correspondiente se prepard usando el procedimiento descripto en el
Método 7.

Método 16
Procedimiento de Hidrogenacién II

A una solucién en'metanol (10 -15 mL) de la azlactona se afiadieron
NaOAc (1 equivalente) y 10% Pd/C. Esta mezcla se colocd en el
hidrogenador a 40 psi H,. Luego de 8 a 16 horas, la mezcla de reaccion se
filtré a través de una almohadilla de Celita y el filtrado se concentré para
obtener el éster metilo dehidrodipeptidico. El éster se disolvié en
dioxano/H,0 (5-10 mL), al cual se afiadi6é 0.5 N NaOH (1.05 equivalentes).
Luego de agitar durante 1 a 3 horas, la mezcla de reaccién se concentré y el
residuo se disolvié nuevamente en H,O y se lavé con EtOAc. La fase
acuosa se acidificéd con 0.2 N HCl y el producto se extrajo con EtOAc, La
fase orgénica combinada se lavé con salmuera (1 x 5 mL), se sec6é (MgSO,
o Na,S80y), se filtrd y se concentr$ para obtener ¢l dcido en forma de una
mezcla diastomérica aproximadamente 1:1.
Método 17
Procedimiento de Hidr6lisis de Ester ter-butilflico II
El éster ter-butilico se disolvié en CH,Cl; (5 mL) y se traté con (5 mL). La
reaccién se completé en 1 a 3 horas, momento en ¢l cual la mezcla de
reaccién se concentrd y el residuo se disolvié en H;O y se concentré. El
residuo se disolvié nuevamente en H,O y se liofiliz6 para obtener el
producto deseado.
Ejemplo 1
Sintesis de Ester etilico de N<(tolaeno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi) fenilelanina
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El compuesto del titulo se preparo siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 y sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;),SO): & = 8.33 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.24
(d, 2H), 7.00 (d, 2H), 4.52-4.44 (m, 1H), 4.094.00 (m, 3H), 3.53 (bs, 2H),
3.38-3.31 (m, 3H), 3.11-3.01 (m, 3H), 2.39 (s, 3H), 2.32 (bs, 4H), 2.19 (s,
3H), 1.61-1.50 (m, 3H), 1.43-1.38 (m, 1H), 1.13 (t, 3H).

C NMR (CD;),SO): § = 171.1, 171.1, 153.9, 149.8, 143.6, 134.1, 133.9,
130.0, 129.8, 127.4, 121.5, 61.2, 60.7, 54.2, 54.1, 53.3, 49.0, 45.7, 44.0,
43.4, 35.8, 30.5, 23.8, 21.0, 14.0.

Ejemplo 2

Sintesis de Ester etilico de N~(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-
L-4«(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

En un frasco para reacciones se combinaron 7.00 g (15.2 mmol, 1.0 eq)
de Ts-Pro-Tyr(H)-Oet y 1.86 g (15.2 mmol, 1.0 eq) DMAP. Se agregaron
luego cloruro de metileno (50 ml), trietilamina (2.12 ml, 1.54g, 15.2 mml,
1.0 eq) y cloruro de dimetilcarbamilo (1.68 mL — 1.96g, 18.2 mml, 1.2 eq).
El frasco se cetré herméticamente y la solucién de reaccién se agitd para
obtener una solucién homogénea. La solucién de reaccién se calentd a
40EC. Luego de 48 horas, la TLC de la solucién incolora resultante indicé
su conversion total. El procedimiento de la reaccién fue como sigue:
agregar 50 mL EtOAc y 50 mL de hexano a la mezcla de la reaccién, y
lavar con 3 x 50 mL 0.5 mL de hexanos a la mezcla de la reaccién, y lavar
con 3x50 mL 0.5 M de 4cido citrico, 2 x 50 mL de agua, 2 x 50 mL 10%
K3CO4,y 1 x 50 mL saturados de NaCl. Secar con MgSO,. Filtrar. Evaporar
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para obtener 8.00 g (99%) del compuesto del titulo en forma de un aceite
claro, que se solidifica al ser dejado en reposo. Recristalizar a partir de
5:3:2 heptano/EtOAc/CH;Cl;

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;),S0): 5 = 8.32 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.23
(d, 2H), 7.00 (d, 2H), 4.52-4.44 (m, 1H), 4.09-4.02 (m, 3H), 3.37-3.31 (m,
1H), 3.11-2.96 (m, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.87 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 1.61-1.50
(m, 3H), 1.43-1.38 (m, 1H), 1.13 (1, 3H).

3C NMR (CD;),S0): 5 = 171.1, 171.1, 154.0, 150.0, 143.6, 133.9,
133.9, 130.0, 129.8, 127.4, 121.5, 61.2, 60.6, 53.3, 49.0, 36.3, 36.1, 35.8,
30.5, 23.8, 21.0, 14.0.

Ejemplo 3
Sintesis de Ester isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCLy): 8 = 7.72 (d, 2H), 7.36 (d, 1H), 7.33 (d, 2H), 7.16 (d,
2H), 7.03 (d, 2H), 5.07 (Sept., 1H), 4.78 (dt, 1H), 4.08-4.05 (m, 1H), 3.67
(bs, 2H), 3.57 (bs, 2H), 3.41-3.35 (m, 1H), 3.24 (dd, 1H), 3.15-3.07 (m,
1H), 3.04 (dd, 1H), 3.46-2.43 (m, 7H), 2.34 (s, 3H), 2.05-2.02 (m, 1H).

3C NMR (CDCL): 5 = 170.9, 170.4, 153.6, 150.5, 144.3, 133.2, 133.1,
130.2, 130.0, 127.9, 121.7, 69.5, 62.2, 54.7, 53.4, 49.6, 46.1, 44.3, 43.7,
37.2,29.7,24.1,21.6,21.6,21 4.

Ejemplo 4
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Sintesis de Ester zer-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Combinar 41.2 g (84.34 mml, 1.0 eq) de Ts-Pro-Tyr(H)}-OtBuy 17.0 g
(84.34 mml, 1.0 eq) de 4-nitrofenil cloroformato. Agregar 700 mL. CH,Cl;
Tapar con un tabique. Adosar a una linea de N,. Sumergir el matraz en una
mezcla 4:1 de agua/EtOH y hielo seco, y revolver hasta enfriar a —15EC.
Agregar 29.38 mL (21.33 g, 210.81 mmo), 2.5 eq) Et;N a lo largo de cinco
minutos revolviendo. Revolver entre —10 y —15 EC por una hora. Agregar
9.35 mL (8.45 g, 84.34 mml, 1.0 eq) de n-metil-piperazina a lo largo de 3
minutos revolviendo. Revolver durante la noche mientras se calienta a la
temperatura ambiente. Diluir con 700 mL de hexanos. Lavar repetidamente
con K;CO; al 10%, hasta que no pueda verse €l color amarillento (4-
nitrofenol) en la capa acuosa. Lavar con NaCl saturado. Secar sobre MgSO,
anhidrico. Filtrar. Evaporar. Disolver en 500 mL de EtOH, y evaporar, para
remaver ¢l EtsN. Repetir una vez. Disolver en 400 mL de EtOH, y agregar
600 mL de agua revolviendo, para precipitar un sélido o un aceite. Si ¢s un
aceite, revolver vigorosamente hasta solidificar. Aislar el sélido por
filtracién. Repetir la disolucidn, precipitacién y filtracién una vez. Enjuagar
con agua para remover trazas de color amarillo. Manteniendo en alto vacio
hasta llegar a masa constante produce el compuesto del titulo en la forma
de un sélido de color blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): 5 =7.72 (d, 2H), 7.33 (d, 3H), 7.17 (d, 2H), 7.02 (d,
2H), 4.71 (q, 1H), 4.09-4.06 (m, 1H), 3.67 (bs, 2H), 3.57 (bs, 2H), 3.41-
3.34 (m, 1H), 3.22 (dd, 1H), 3.16-3.09 (m, 1H), 3.03 (dd, 1H), 2.46-2.43
(m, 7H), 2.34 (s, 3H), 2.05-2.02 (m, 1H), 1.57-1.43 (m, 3H), 1.47 (s, 9H).
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C NMR (CDCl,): 6 = 171.8, 169.9, 153.6, 1504, 144.3, 133.4, 133.1,
130.3, 130.0, 127.9, 121.6, 82.6, 62.3, 54.5, 53.8, 49.6, 46.1, 44.3, 43.7,
37.3,29.7,27.8,24.1, 21 4.

Ejemplo 5
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
1 usando el procedimiento descripto en ¢l Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD,0D): 5 = 7.74 (d, 2H), 7.42 (d, 2H), 7.26 (d, 2H), 7.04
(d, 2H), 4.58-4.54 (m, 1H), 4.16-4.12 (m, 1H), 3.70 (bs, 2H) 3.53 (bs, 2H),
3.43-3.31 (m, 1H), 3.26-3.13 (m, 7H), 2.82 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 1.98-1.94
(m, 1H), 1.76-1.51 (m, 3H).

3C NMR (CD;OD): 8 = 175.7, 173.6, 154.8, 151.6, 146.1, 136.3,
134.8, 131.9, 131.3, 129.1, 122.7, 63.6, 55.9, 53.9, 50.7, 43.5, 37.6, 31.3,
25.5,21.5.

Ejemplo 6
Sintesis de Ester #-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(NV,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;);S0: 5 = 8.31 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.23
(d, 2H), 6.99 (d, 2H), 4.53-4.46 (m, 1H), 4.104.01 (m, 1H), 3.63-3.30 (m,
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1H), 3.10-2.96 (m, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.88 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 1.59-1.30
(m, 6H), 1.33-1.20 (m, 2H), 0.85 (t, 3H).

'3C NMR (CD3),S80: 8 = 171.4, 171.3, 154.2, 1502, 143.7, 134.0,
130.1, 130.0, 127.6, 121.7, 64.3, 61.2, 59.2, 53.4, 49.0, 36.2, 36.0, 35.8,
30.0,23.8, 21.0, 18.5, 13.5.

Ejemplo 7
Sintesis de Ester ciclopentilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(N,N<dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;);S0: 5 = 8.27 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.22
(d, 2H), 6.99 (d, 2H), 5.04 (bs, 1H), 4.48-4.40 (m, 1H), 4.08-4.05 (m, 1H),
3.34-3.30 (m, 1H), 3.09-2.95 (m, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.88 (s, 3H), 2.39 (s,
3H), 1.76-1.74 (m, 2H), 1.57-1.40 (m, 10H).

C NMR (CD;»S0: & = 171.3, 171.0, 154.2, 150.2, 432.7, 134.1,
130.1, 130.0, 127.6, 121.6, 77.4, 61.2, 53.4, 49.0, 36.2, 36.1, 35.7, 32.0,
30.5, 23.8, 23.2, 21.0.

Ejemplo 8
Sintesis de Ester fer-butflico de N~(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-14-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes

356



'H NMR (CD:),SO: 5 = 8.18 (d, 1H), 7.71 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.23
(d, 2H), 6.99 (d, 2H), 4.42-4.38 (m, 1H), 4.10-4.07 (m, 1H), 3.37-3.30 (m,
1H), 3.09-2.95 (m, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.88 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 1.58-1.50
{(m, 3H), 1.40-1.30 (m, 1H), 1.36 (s, 9H).

13C NMR (CD;):80: & = 171.1, 170.3, 154.2, 150.2, 143.8, 134.2,
134.1, 130.2, 130.0, 127.6, 121.6, 81.0, 61.3, 53.8, 49.0, 36.3, 36.0, 35.9,
30.5, 27.5, 23.8, 21.0.

Ejemplo 9
Sintesis de N(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 2
utilizando el procedimiento descripto en el método 7.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDs),SO: 5 = 8.13 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.23
(d, 2H), 6.99 (d, 2H), 4.51-4.44 (m, 1H), 4.11-4.09 (m, 1H), 3.40-3.34 (m,
2H), 3.11-2.94 (m, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.87 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 1.59-1.36
(m, 4H).

BC NMR (CD;),S0: 3 = 172.7, 171.2, 153.6, 150.2, 143.8, 134.3,
134.0, 130.2, 130.0, 127.6, 121.6, 61.3, 53.2, 49.0, 36.3, 36.1, 35.9, 30.4,
23.8,21.0.

Ejemplo 10
Sintesis de Ester etflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-3-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto,
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.
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Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCLy): 5 = 7.74 (m, 2H), 7.70-7.36 (m, 4H), 7.24-7.14 (m,
3H), 6.934.90 (m, 1H), 4.78-4.27 (m, 3H), 4.05-3.55 (m, .SH), 3.48-343
(m, .5H), 3.37-3.30 (m, 3H), 3.02-3.08 (bs, 3H), 2,99 (bs, 3H), 2.45 (s,
1.5H), 2.43 (s, 1.5H), 2.12 (m, 1H), 198, 1.80 (m, .5M),1.62-1.44 (m,
2.5H), 1.29 (t, 1.SH), 1.24 (1, 1.5H).

13C NMR (CDCl,): § = 171.1, 171.0, 170.9, 154.9, 154.8, 151.8, 151.6,
144.4, 144.3, 137.6, 137.1, 133.1, 132.9, 130.0, 129.9, 129.5, 129.2, 127.9,
127.9, 126.5, 126.1, 122.9, 122.7, 120.7, 120.5.

Ejemplo 11

Sintesis de Ester isopropflico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-

L-4(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar? siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCly): 8 = 7.76 (d, 2H), 7.35 (d, 2H), 7.22 (d, 2H), 7.01 (m,
3H), 5.05 (m, 1H), 4.85 (m, 1H), 4.57 (d, 1H), 4.38 (d, 1H), 3.86 (s,1H),
3.19-3.00 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.01 (s, 3H), 2.45 (s, 3H), 1.24 (t, 6H),
1.16 (s, 3H), 1.09 (s, 3H).

13C NMR (CDCL): 5 = 170.3, 168.4, 154.9, 150.6, 144.8, 132.9, 132.8,
130.3, 130.0, 128.2, 121.7, 73.4, 69.5, 54.5, 53.2, 504, 37.7, 36.5, 36.3,
29.0,23.8,21.5,21.4.

Ejemplo 12
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Sintesis de Ester fer-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tinprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCL): & = 7.75 (d, 2H), 7.34 (d, 2H), 7.23 (d, 2H), 7.05-
6.98 (m, 3H), 4.76 (m, 1H), 4.56 (d, 1H), 4.40 (d, 1H), 3.85 (s, 1H), 3.09-
3.00 (m, 8H), 2.44 (s, 3H), 1.43 (s, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.09 (s, 3H).

13C NMR (CDCly): 5 = 169.8, 168.3, 154.9, 150.6, 144.8, 133.2, 132.9,
130.4, 130.0, 128.2, 121.6, 82.6, 73.4, 54.6, 53.8, 50.4, 37.8, 36.5, 36.3,
29.0,27.7,23.8, 21.5.

Ejemplo 13
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 11
utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCl,): 8 = 7.76 (d, 2H), 7.35 (d, 2H), 7.25 (d, 2H), 7.14 (d,
1H), 7.02 (d, 2H), 5.17 (br s, 1H), 4.89 (m, 1H), 4.56 (d, 1H), 4.40 (d, 1H),
3.90 (s, 1H), 3.30-3.00 (m, 8H), 2.43 (s, 3H), 1.09 (s, 6H).

C NMR (CDCly): 8 = 172.7, 169.3, 155.2, 150.6, 144.9, 133.1, 132.7,
130.5, 130.1, 128.1, 121.9, 73.3, 54.5, 53.3, 50.5, 36.9, 36.6, 36.4, 29.0,
23.7,21.5.

Ejemplo 14
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Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-
dioxo)tiamorfolin-3-carbonil]-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Sc prepar§ dcido L-tiamorfolin-5-carboxilico mediante el método de
Larsson y Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525). Se prepar6
dcido N-=(tolueno4-sulfonil)-L-tiamorfolin-5-carboxilico siguiendo el
procedimiento descripto en el Método 1 y fue luego acoplado a t-butil
tirosina en DMF en presencia de BOP y NMM para obtener luego de un
proceso acuoso y cromatografia flash éster ter-butilico de N-(tolueno4-
sulfonil)-L-[tiamorfolin-3-carbonil}-L-4-fenilalanina.

La formacién de! grupo 4-(N,N-dimetilcarbamiloxi) fue de acuerdo con
el Ejemplo 2 anterior y la oxidacién del grupo tiamorfolino al grupo 1,1-
dioxo-tiamorfolino fue de acuerdo con Larsson y Carlson (Acta Chemica
Scan. 1994, 48, 522),

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCl;): 8 = 7.68 (d, 2H), 7.37 (d, 2H), 7.08 (m, 4H), 6.73 (d,
1H), 5.11 (m, 1H), 4.62 (m, 1H), 4.23 (m, 1H), 4.00 (m, 1H), 3.82 (m, 1H),
3.14 (s, 3H), 3.03 (s, 3H), 2.80 (m, 5H), 2.44 (s, 3H), 1.48 (s, 9H).

13C NMR (CDCL): § = 171.3, 169.9, 164.4, 145.6, 135.4, 132.6, 130.8,
1304, 127.3, 121.9, 83.0, 56.1, 53.8, 49.4, 48.7, 44.5, 42.0, 36.9, 36.6,
36.4,27.8,21.5.
Ejemplo 15
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)tiamorfolin-
3-carbonil]-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 14
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.
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Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CD;OD): = 7.77 (d, 2H), 7.40 (d, 2H), 7.22 (d, 2H), 7.00
(d, 2H), 5.19 (m, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.30 (m, 1H), 3.95 (m, 1H), 3.61 (m,
1H), 3.20 (m, 5H), 3.09 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 2.43 (s, 3H).

C NMR (CD,0D): § = 174.1, 168.0, 157.0,152.0, 1464, 137.7, 135.3,
131.7, 131.6, 128.8, 123.0, 57.1, 54.8, 51.1, 50.9, 48.0, 47.7, 43.2, 374,
36.8, 36.7, 21.5.

Ejemplo 16
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepar6 siguiendo el procedimiento
descripto para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de
partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCly): § = 7.74 (d, 2H), 7.33 (d, 2H), 7.25 (d, 2H), 7.20-
7.00 (m, 3H), 4.74 (m, 1H), 4.55 (d, 1H), 4.38 (d, 1H), 3.83 (s, 1H), 3.66
(br m, 2H), 3.57 (br m, 2H), 3.08-3.05 (m, 2H), 2.45-2.42 (m, 7TH), 2.33 (s,
3H), 1.42 (s, 9H), 1.15 (s, 3H), 1.08 (s, 3H).

C NMR (CDCLy): & = 169.7, 168.2, 153.6, 150.3, 144.7, 133.3, 132.7,
1304, 129.9, 128.1, 121.5, 82.6, 73.4, 54.5, 53.7, 50.4, 46.0, 44.2, 43.6,
37.7,28.9,27.7,23.8, 21 4.

Ejemplo 17
Sintesis de N(tolueno-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 16

utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.
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Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCL): § = 8.31 (d, 1H), 7.72 (d, 2H), 7.42-7.35 (m, 4H),
7.08 (d, 2H), 4.90-4.68 (m, 1H), 4.64-4.61 (m, 1H), 4.47-4.44 (m, 1H), 4.01
(s, 1H), 3.36-3.32 (br m, 4H), 3.27-3.25 (m, 1H), 3.22-3.10 (m, 1H), 2.94
(s, 3H), 2.43 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.07 (s, 3H).
Ejemplo 18
Sintesis de Ester isopropilico de N(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCL): & = 7.66 (d, 2H), 7.34 (d, 2H), 7.18 (d, 2H), 7.07 (d,
2H), 6.98 (d, 1H), 5.03 (m, 1H), 4.81 (m, 1H), 3.69 (d, 1H), 3.49 (d, 1H),
3.08 (m, 2H), 3.04 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 2.63 (s, 3H), 2.43 (s, 3H).

13C NMR (CDCLy): 5 = 167.4, 154.9, 150.8, 144.4, 132.6, 130.2, 130.1,
127.7, 122.0, 110.9, 69.5, 57.3, 53.9, 53.0, 37.1, 36.6, 21.6, 21 .4.
Ejemplo 19
Sintesis de Ester zer-butilico N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento para la

preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes
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"H NMR (CDCl,): 8 = 7.67 (d, 2H), 7.34 (d, 2H), 7.19 (d, 2H), 7.03 (d,
2H), 6.98 (d, 1H), 4.76 (m, 1H), 3.67 (g, 1H), 3.06 (m, 2H), 3.16 (s, 3H),
2.99 (s, 3H), 2.64 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 1.42 (s, 9H).

3C NMR (CDCL): & = 170.0, 137.2, 154.9, 150.7, 144.3, 133.2, 132.9,
130.3, 130.0, 127.7, 121.9, 82.6, 83.9, 53.3, 37.2, 36.6, 36.4, 27.9, 214,
Ejemplo 20
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 18
utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCly): 5 =7.41 (d, 2H), 7.10 (d, 2H), 6.98 (d, 2H), 6.75 (d,
2H), 4.42 (m, 1H), 3.43 (m, 2H), 3.04 (m, 2H), 2.80 (s, 3H), 2.69 (s, 3H),
2.33 (s, 3H), 2.14 (s, 3H).

3C NMR (CDCl;): § = 174.2, 170.2, 156.9, 151.9, 145.6, 135.5, 1352,
1314, 131.1, 128.9, 123.0, 54.6, 54.0, 37.4, 36.8, 36.7, 21 .4,

Ejemplo 21
Sintesis de Ester ter-butilico N-(tolueno-4-sulfonif)-L-prolil-L4-
(N,N-dimetilaminosulfoniloxi)fenilalanina

Sustituyendo cloruro de dimetilsulfamoilo por cloruro de
dimetilcarbamilo, y siguiendo el método para la preparacién del Ejemplo 2,
se obtuvo el compuesto del titulo.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCly): § = 7.72 (d, 2H), 7.34 (d, 2H), 7.21 (s, 4H), 4.69 (m,
1H), 4.04 (m, 1H), 3.4 (m, 1H), 3.24 (m, 3H), 2.96 (s, 6H), 2.42 (s, 3H),
2.02 (m, 1H), 1.45 (m, 13H).
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13C NMR (CDCls): 5 = 166.3, 165.3, 144.8, 140.0, 130.9, 126.4, 125.6,
123.5,117.3,95.5,78.3,57.8,49.2, 45.2, 34.2,32.9, 25.0, 23.4, 19.7, 17.1.
Ejemplo 22
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilaminosulfoniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 21
utilizando el procedimiento descripto en el método 11.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CD;0D): 3 = 7.73 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.38 (d, 2H), 7.22
(d, 2H), 4.69 (m, 1H), 4.11 (m, 1H), 3.41 (m, 2H), 3.19 (m, 2H), 2.94 (s,
6H), 2.41 (s, 3A), 1.78 (m, 1H), 1.61 (m, 3H).

3¢ NMR (CD,OD): § = 174.3, 174.0, 150.8, 145.9, 137.3, 135.1,
132.1,131.2, 129.1, 123.1, 63.3, 54.6, 50.6, 39.1, 37.5, 31.6, 25.3, 21.5.
Ejemplo 23
Sintesis de Ester t-butflico de N-(tolueno4-sulfonil)-sarcosil-L-(4-
morfolincarbamiloxi) fenilalanina

Sustituyendo sacrosina por L prolina en la preparacién de éster t-
butilico de Ts-Pro-Tyr(H) O y sustituyendo cloruro de 4-morfolincarbonilo
por cloruro de dimetilcarbamilo, y siguiendo el método para la preparacién
del Ejemplo 2, dio el compuesto del titulo como un s6lido de color blanco.
Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCI3): & 7.61 (d, 2H), 7.28 (d, 2H), 7.16 (d, 2H), 7.02 (d,
2H), 4.69 (m, 1H), 3.67 (m, 8H), 3.58 (m, 1H), 3.48 (m, 1H), 3.06 (m, 2H),
2.59 (s, 3H), 2.36 (s, 3H), 1.26 (s, 9H). |
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3C NMR (CDCL): & 169.7, 167.1, 153.5, 150.1, 144.1, 133.1, 133.0,
133.0, 130.1, 129.8, 127.4, 121.6, 82.6, 66.3, 53.6, 53.1, 44.5, 43.7, 36.9,
36.4, 27.6, 21.2.

Ejemplo 24
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-
(isonipecotoiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 23
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CD;OD): § = 7.30 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.88 (d, 2H), 6.67
(d, 2H), 4.33 (m, 1H), 3.32 (m, 3H), 3.25 (m, 2H), 3.12 (m, 3H), 2.89 (m,
1H), 2.70 (m, 3H), 2.22 (s, 3H), 2.03 (s, 3H).

3C NMR (CD;OD): § = 174.2, 170.3, 155.6, 151.7, 145.6, 135.8,
135.2, 131.5, 131.1, 128.9, 123.0, 67.5, 54.6, 54.0, 37.4, 36.8, 21.5.
Ejemplo 25
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-{(1,1-
dioxo)tiamorfolin-
3-carbonil]-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

Sustituyendo cloruro de 4-morfolincarbonilo por cloruro de
dimetilcarbamilo, y siguiendo los métodos para la preparacion de los
Ejemplos 2 y 14, se obtuvo el compuesto del titulo como un sélido de color
blanco.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCly): & = 7.76 (d, 1H), 7.68 (d, 1H), 7.37 (m, 2H), 7.14
(m, 2H), 7.05 (m, 1H), 6.97 (d, 1H), 6.80 (d, 0.5H), 6.57 (d, 0.5H), 5.09 (m,
0.5H), 4.91 (m, 0.5H), 4.75 (m, 0.5H), 4.62 (m, 0.5H), 4.25 (m, 0.5H), 4.09
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(m, 2H), 3.79 (m, 4H), 3.65 (m, 4H), 2.91 (s, 3H), 2.44 (s, 3H), 1.69 (s,
4H), 1.44 (s, 5H).

13C NMR (CDCly): & = 170.0, 169.8, 164.8, 164.4, 153.7, 150.4, 145.6,
1454, 135.4, 135.3, 132.9, 130.8, 130.7, 130.5, 130.4, 127.5, 127.2, 122.1,
121.8, 83.01, 82.8, 66.4, 56.1, 56.1, 53.7, 53.6, 49.5, 49.3, 48.6, 44.7, 43.9,
420,41.6,36.9,36.3,27.8, 21.5.
Ejemplo 26
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)tiamorfolin-
3-carbonil]-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparf a partir del producto del Ejemplo 25
siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CD;OD): 8§ = 7.67 (m, 2H), 7.32 (m, 2H), 7.08 (m, 2H), 6.93
(m, 2H), 5.09 (m, 1H), 4.54 (m, 1H), 4.19 (m, 0.5H), 4.02 (m, 0.5H), 3.81
(m, 0.5H), 3.66 (m, 8H), 2.99 (m, 7H), 2.32 (s, 3H).

3C NMR (CD;OD): & = 174.0, 168.0, 155.7, 151.9, 151.8, 146.6,
146.4, 137.5, 135.5, 135.3, 131.7, 131.6, 131.6, 128.8, 123.3, 122.9, 67.6,
57.3,57.1,54.8, 51.1, 50.9, 50.6, 46.0, 45.3, 45.2, 43.0, 37 4, 37.0, 21.5.
Ejemplo 27
Sintesis de Ester zer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes
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3C NMR (CDCly): & = 7.87-7.83 (m, 2H), 7.26-7.13 (m, 5H), 4.74-4.69
(m, 1H), 4.05 (m, 1H), 3.36 (m, 1H), 3.24-3.17 (m, 1H), 3.11-3.01 (m, 4H),
2.97 (s, 3H), 2.05-2.02 (m, 1H), 1.60-1.47 (m, 3H), 1.46 (s, 9H).

C NMR (CDCl,): 5 = 170.6, 170.0, 165.7, 154.9, 150.6, 133.2, 132.4,
130.7, 130.2, 121.7, 116.7, 82.7, 62.3, 53.7, 49.6, 37.2, 36.6, 36.4, 29.9,
27.9,24.2.

Ejemplo 28
Sintesis de Ester fer-butflico de N <(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-
(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CDCly): 5 = 8.17 (d, 1H), 7.59 (d, 2H), 7.26 (d, 2H), 7.13 (d,
2H), 7.00 (d, 2H), 4.66 (m, 1H), 3.60 (m, 6H), 3.04 (m, 2H), 2.56 (s, 3H),
2.40 (m, 7H), 2.34 (s, 3H), 1.41 (s, 9H).

3C NMR (CDCL): & = 169.7, 167.0, 153.4, 150.2, 144.0, 133.0, 132.9,
130.1, 129.8, 1274, 121.6, 82.2, 54.3, 53.5, 53.1, 45.8, 44.2, 43,5, 36.9,
27.6,21.2.

Ejemplo 29

Sintesis de Ester ter-butflico de N(tolueno-4-sulfonil)-L(1,1-dioxo-5,5-
dimetil)-

tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El producto del Ejemplo 12 se oxid6 segilin el método de Larsson y
Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525), dando el compuesto del

titulo como un sélido de color blanco.
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Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCl): § = 7.73 (d, 2H), 7.36 (d, 2H), 7.21 (d, 2H), 7.06-
6.95 (m, 3H), 4.79 (m, 1H), 4.38 (dd, 2H), 4.10 (s, 1H), 3.18-2.95 (m, 8H),
2.43 (s, 3H), 1.45 (s, 9H), 1.33 (s, 3H), 1.08 (s, 3H).

3C NMR (CDCL): 8 = 169.8, 166.2, 154.9, 120.7, 145.8, 133.0, 131.9,
130.2, 128.5, 121.9, 82.9, 68.0, 60.9, 59.3, 53.9, 37.5, 36.6, 36.3, 27.7,
21.6,19.3, 18.5.
Ejemplo 30
Sintesis de N-(1-metilimidazolil-4-sulfonil)-L~prolil-
L~4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
106 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

*H NMR (CDCL): & = 8.07 (d, 1H), 7.75 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.25 (d,
2H), 7.01 (d, 2H), 4.71-4.66 (m, 1H), 4.28-4.24 (m, 1H), 3.77 (8, 3H), 3.42-
3.05 (m, 3H), 3.09 (s, 3H), 2.96 (s, 3H), 1.84-1.69 (m, 2H), 1.61-1.54 (m,
2H).

3C NMR (CDCL): 8 = 174.4, 174.1, 156.9, 151.9, 141.8, 137.7, 135.6,
131.6, 127.6, 122.9, 63.7, 54.7, 50.8, 37.4, 36.8, 36.7, 34.3, 31.6, 25 4.
Ejemplo de Preparacién A
Sintesis de Ester zer-butilico de 2-(sacarin-2-ilo)propionoil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se prepard éster t-butilico de N-(benzisotiasolona)-L-alanil-L-tirosina
primero combinando hidruro de sodio (lavado libre de aceite mineral) en
THF enfriado a OEC, y una solucién de éster t-butilico de N-(2-
metoxicarbonil)sulfonil-L-alanin-L-tirosina en THF que se agregbé por
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goteo. La reaccién fue revuelta a OEC durante una hora y luego a
temperatura ambiente por dos horas. La mezcla de reaccién fue extraida
con EtoAc y 0.2 N HC], las capas combinadas de EtOAc fueron lavadas
sucesivamente con 0.2 N HC! saturado, NaHCO;, y NaCl saturado. La capa
organica fue secada sobre MgSO,, filirada y concentrada. El residuo fue
filtrado por cromatografia de gel de silice para producir éster t-butflico de
N-(benzisotiazolona)-L-alanil-I -tirosina.

Se preparé entonces el compuesto del titulo siguiendo el procedimiento
descripto en el Ejemplo 2.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMS0-ds,400 MHz) (1:1 mezcla de diasteredmeros) 5 = 8.15
(m, 2H), 8.5 (m, 3H); 7.20 (m, 2H); 6.95 (m, 2H); 4.75 (m, 1H); 4.30 (m,
1H); 3.05 (s, 3H); 2.95 (m, 2H); 2.90 (s, 3H); 1.75 y 1.65 (dos d, 3H); 1.30
y 1.35 (dos s, 9H).
Ejemplo 31
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-1-(1,1-dioxo-5,5-dimetil)-
tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 29
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCL): 5 = 7.75 (m, 3H), 7.29 (m, 4H), 7.08 (d, 2H), 4.95
(m, 1H), 4.46-4.20 (m, 3H), 3.17 (s, 3H), 3.30-3.10 (m, 2H), 3.02 (s, 3H),
2.43 (s, 3H), 1.15 (s, 3H), 0.88 (s, 3H).

>C NMR (CDCly): 8 = 127.2, 167.5, 155.8, 150.3, 145.4, 133.6, 132.6,
130.8, 130.2, 128.3, 121.9, 67.9, 65.8, 60.8, 53.9, 36.8, 36.6, 35.8, 21.6,
18.8, 15.0.
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Ejemplo 32
Sintesis de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 27
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

13C NMR (CDCL): & = 7.88-7.84 (m, 2H), 7.54 (d, 1H), 7.26-7.18 (m,
4H), 7.01 (d, 2H), 6.92 (s, 3H), 4.88-4.83 (m, 1H), 4.14-4.11 (m, 1H), 3.39-
3.29 (m, 2H), 3.13 (m, 2H), 3.00 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 1.92-1.89 (m, 1H),
1.59-1.43 (m, 3H).

3C NMR (CDCly): 8 = 173.1, 172.4, 165.6, 155.5, 150.4, 133.2, 131.9,
130.6, 130.3, 121.8, 116.6, 61.9, 53.1, 49.6, 36.6, 36.3, 30.2, 23.9.
Ejemplo 33
Sintesis de Ester -butlico de N<(tolueno-4-sulfonil)-D-prolil-L-4-
(4-metilpiperazin-1-ilo)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes

13C NMR (CDCly): 8 =7.72 (d, 2H), 7.33 (d, 3H), 7.17 (d, 2H), 7.02 (d,
2H), 4.71 (q, 1H), 4.09-4.06 (m, 1H), 3.67 (bs, 2H), 3.57 (bs, 2H), 3.41-
3.34 (m, 1H), 3.22 (dd, 1H), 3.16-3.09 (m, 1H), 3.03 (dd, 1H), 2.46-2.43
(m, 7H), 2.05-2.02 (m, 1H), 1.57-1.43 (m, 3H), 1.47 (s, 9H).

13C NMR (CDCL): 8 = 170.8, 169.9, 153.6, 150.4, 144.3, 133 .4, 133.1,
130.3, 130.0, 127.9, 121.6, 82.6, 62.3, 54.5, 53.8, 49.6, 46.1, 44.3, 43.7,
37.3,29.7,27.8,24.1, 21 4.
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Ejemplo 34
Sfntesis de Ester ¢-butilico de N (Ttolueno-4-sulfonil)-N-metil-L-alanil-
L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCl3): 8 = 7.68 (d, 2H), 7.31 (d, 2H), 7.17 (d, 2H), 7.04 (d,
2H), 6.86 (d, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.47 (q, 1H), 3.71-3.53 (m, 4H), 3.24-2.92
(m, 2H), 2.50-2.40 (m, 10H), 2.35 (s, 3H), 1.45 (s, 9H), 0.92 (d, 3H).

C NMR (CDCLy): § = 170.1, 169.9, 153.6, 150.4, 143.9, 135.6, 133.3,
130.2, 129.9, 127.2, 121.8, 82.4, 55.4, 54.6, 53.6, 46.0, 44.2, 43.7, 37.2,
29.6,27.8,21.4,11.5.

Ejemplo 35

Sintesis de Ester ter-butilico de N-(4-nitrobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4

(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparaciéon del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCls): 5 = 8.38-8.34 (m, 2H), 8.05-8.00 (m, 2H), 7.16-2.12
(m, 2H), 7.03-6.94 (m, 3H), 4.74-4.68 (m, 1H), 4.154.14 (m, 1H), 341-
3.32 (m, 1H), 3,23-3.14 (m, 2H), 3.08 (s, 3H), 3.03 (m, 1H), 2.98 (s, 3H),
2.05 (m, 1H), 1.66-1.48 (m, 3H), 1.47 (s, 9H).
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13C NMR (CDCl,): § = 170.0, 169.9, 154.8, 150.6, 150.4, 142.4, 132.9,
130.2, 129.0, 124.5, 121.6, 82.7, 62.2, 53.4, 49.4, 37.0, 36.5, 36.2, 30.1,
27.7,24.1.

Ejemplo 36

Sintesis de Ester zer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)-
tiamorfolin-3-carbonil}-1.-4-
(N,N-dimetilaminosulfoniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 21 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCh): & = 7.73 (d, 1H), 7.67 (d, 1H), 7.35 (m, 2H), 7.27
(m, 2H), 6.88 (d, 1H), 6.66 (d, 1H), 5.08 (m, 0.5H), 4.97 (m, 0.5H), 4.71
(m, 0.5H), 4.61 (m, 0.5H), 4.25 (m, 0.5H), 4.03 (m, 1H), 3.21-3.04 (m, 4H),
2.89 (s, 3H), 2.83 (s, 3H), 2.78 (m, 3H), 2.42 (s, 3H), 1.44 (s, 4.5H), 1.38
(s, 4.5H).

3C NMR (CDCL): 5 = 169.8, 169.6, 164.9, 164.5, 149.3, 149.1, 145.6,
145.4, 135.4, 135.0, 134.6, 130.9, 130.6, 130.5, 127.4, 127.2, 122.0, 121.8,
83.0, 83.0, 56.0, 53.7, 49.2, 49.1, 48.5, 41.9, 41.4, 38.6, 36.8, 36.2, 27.7,
21.5.

Ejemplo 37
Sintesis de Ester fer-butilico N(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

Sustituyendo tiomorfolina por N-metil-piperazina, y siguiendo el
método para la preparacién del Ejemplo 4, se obtuvo el compuesto del
titulo.
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Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CDCly): 8 = 7.65 (d, 2H), 7.33 (d, 2H), 7.20 (d, 2H), 7.04 (d,
2H), 4.76 (m, 1H), 3.89 (m, 4H), 3.68 (d, 1H), 3.48 (d, 1H), 3.10 (m, 2H),
2.66 (m, 7H), 2.41 (s, 3H), 1.43 (s, 9H).

BC NMR (CDCL): & = 169.9, 167.2, 153.5, 150.3, 144.3, 133.1, 130.3,
130.0, 127.6, 121.8, 82.5, 53.8, 53.3, 47.0, 36.4, 37.2, 36.6, 27.8, 27.3,
27.0,21.4.

Ejemplo 38
Sintesis de N~(tolueno-4-sulfonil)-L-N-metilalanil-
L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 34
utilizando ¢l procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 5 = 7.65 (d, 2H), 7.34 (d, 2H), 7.27 (d, 2H), 7.09 (d,
2H), 4.64-4.50 (m, 2H), 4.48-4.23 (m, 2H), 3.60-2.96 (m, 8H), 2.92 (s, 3H),
2.55 (s, 3H), 2.40 (s, 3H), 0.93 (d, 3H).

B¢ NMR (CDCly): 8 =174.3, 173.1, 154.9, 151.6, 145.5, 137.0, 136.1,
131.6,131.2, 128.5, 123.1, 56.4, 54.8, 54.0, 43.8, 37.3, 30.2, 21.5, 13.2.
Ejemplo 39
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-
L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 81
siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes
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'H NMR (CD;OD): & = 8.03 (m, 1H), 7.73 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.28
(d, 2H), 7.08 (d, 2H), 4.70-4.65 (m, 1H), 4.12-4.00 (m, 5H), 3.38-3.36 (m,
1H), 3.31-3.06 (m, 7H), 2.43 (s, 3H), 1.77-1.48 (m, 5H).

3C NMR (CD,OD): 5 = 168.4, 159.1, 130.0, 129.1, 125.6, 125.1,
123.0, 116.9, 57.2, 48.8, 46.3, 44.5, 31.5,25.6, 19.3, 15 4.

Ejemplo 40
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 82
siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CD;OD): 5 = 7.73 (4, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.27 (d, 2H), 7.04
(d, 2H), 4.68-4.65 (m, 1H), 4.10-4.07 (m, 1H), 3.90 (t, 2H), 3.77 (1, 2H),
3.38-3.11 (m, 4H), 2.66 (m, 4H), 2.43 (s, 3H), 1.80-1.48 (m, SH).

3C NMR (CD;OD): & = 168.4, 168.2, 149.4, 145.7, 139.8, 129.7,
129.0, 125.6, 125.1, 123.1, 116.9, 57.2, 48.8, 44.6, 42.1, 36.0, 31.4, 25.7,
22.1,21.8,19.3,154.

Ejemplo 41
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(isonipecotoiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 80
siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes: '"H NMR (CD;OD): 5 = 8.08 (m,
1H), 7.73 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.27 (d, 2H), 7.03 (d, 2H), 4.71 (m, 1H),
4.11-4.08 (m, 1H), 3.61 (t, 2H), 3.47-3.38 (m, 3H), 3.31-3.11 (m, 4H), 2.43
(s, 3H), 1.77-1.47 (m, 10H).
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3C NMR (CD;OD): 5 = 168.3, 168.1, 158.8, 149.6, 145.9, 139.8,
129.5, 129.0, 125.6, 125.1, 123.1, 116.9, 57.2, 48.6, 44.6, 40.6, 40.1, 36.0,
31.4, 25.7,20.9, 20.6, 19.3.

Ejemplo 42
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 83
siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes

'H NMR (CD;OD): 5 = 8.08 (m, 1H), 7.73 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.04
(d, 2H), 7.27 (d, 2H), 4.72-4.68 (m, 1H), 4.11-4.08 (m, 1H), 3.57-3.53 (t,
2H), 3.43-3.28 (m, 3H), 3.25-3.06 (m, 4H), 2.43 (s, 3H), 1.99-1.80 (m, 4H),
1.78-1.49 (m, 5H).

®C NMR (CD:OD): § = 168.2, 158.3, 149.2, 145.8, 139.8, 129.4,
129.1, 125.6, 125.1, 123.1, 116.9, 57.2, 48.7, 44.5, 41.5, 31.4, 25.7, 20.6,
19.8,19.3,154.

Ejemplo 43
Sintesis de N-(Tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
108 siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0OD): § = 7.73 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.27 (d, 2H), 7.04
(d, 2H), 4.954.93 (m, 1H), 4.10-4.07 (m, 1H), 3.71-3.65 (m, 6H), 3.50 (t,
2H), 3.40-3.10 (m, 4H), 2.43 (s, 3H), 1.78-1.48 (m, 4H).
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BC NMR (CD;OD): 5 = 168.4, 168.2, 149.6, 145.7, 139.8, 129.1,
125.6, 125.1, 123.1, 116.8, 61.5, 57.2, 44.5, 36.0, 31.4, 25.6, 19.3, 15.4.
Ejemplo 44
Sintesis de Ester neopentflico de N~(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Se agregé isoprop6xido de titanio (0.3 equivalentes) a éster etilico de
Tos-Pro-Tyr (1 equivalente) y un exceso de alcohol neopentilico. La
mezcla se calentd hasta el reflujo bajo una atmésfera de argén durante la
noche. El exceso de alcohol neopentilico se retiré bajo presién reducida y
el residuo se purificd en una columna de cromatografia flash (silice,
hexano: EtOAc 2:1) para dar el éster neopentilico como un sélido de color
blanco (0.9g 85%). El compuesto del titulo se preparé siguiendo el
procedimiento descripto en el Ejemplo 4.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) & = 8.29 (d, 1H, J=7.91Hz); 7.68 (d,
2H, J=8.45Hz); 7.40 (d, 2H, J=8.34Hz); 7.24 (d, 2H, J=8.57Hz); 7.00 (d,
2H, J=8.57Hz); 4.56 (m, 1H); 4.07 (m, 1H); 3.73 (s, 2H); 3.55 (br s, 2H);
3.40 (m, 3H); 3.10 (m, 3H); 2.40 (s, 3H); 2.35 (br s, 4H); 2.20 (s, 3H); 1.55
(m, 3H); 1.37 (m, 1H); 0.85 (s, 9H).

Ejemplo 45
Sintesis de Ester neopentilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se agregd isopropdxido de titanio (0.3 equivalentes) a éster etilico de
Tos-Pro-Tyr (1 equivalente) y un exceso de alcohol neopentilico. La
mezcla se calent6 hasta el reflujo bajo una atmésfera de argén durante la

noche. El exceso de alcohol neopentilico se retird bajo presién reducida y
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el residuo se purificé en una columna de cromatografia flash (silice,
hexano: EtOAc 2:1) para dar el &ster neopentilico como un sélido de color
blanco (0.9g 85%). El compuesto del titulo se preparé siguiendo el
procedimiento descripto en el Ejemplo 2.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz) & = 8.28 (d, 1H, J=8.13Hz); 7.68 (d,
2H, J=8.4Hz), 7.40 (d, 2H, J=7.9Hz); 7.23 (d, 2H, J=8.56Hz), 6.99 (d, 2H,
J=8.35Hz); 4.57 (m, 3H); 2.40 (s, 3H); 1.55 (m, 3H); 1.38 (m, 1H); 0.85 (s,
9H).

Ejemplo 46
Sintesis de Ester fer-butilico de 2-(sacarin-2-ilo)propionoil-L4-
(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar¢ siguiendo el procedimiento descritpo
en el Ejemplo Preparativo A y en ¢l Ejemplo 4.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) (1:1 mezcla de diasteredmeros) § =
8.31 (m, 1H); 8.26 (m, 1H); 8.03 (m, 3H); 7.20 (m, 2H); 7.00 (m, 2H); 4.73
(m, 1H); 4.30 (m, 1H); 3.58 (br s, 2H); 3.40 (br s, 2H); 3.02 (m, 1H); 2.95
(m, 1H); 2.35 (br s, 4H); 2.20 (s, 3H); 2.75 y 2.65 (dos d, 3H); 1.35y 1.32
(dos s, 9H).

Ejemplo 47
Sintesis de 2-(sacarin-2-ilo)propionoil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tltulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
Preparativo A utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) (1:1 mezcla de diasteredmeros) 3 =
12.75 (br s, 1H); 8.28 (m, 2H); 8.05 (m, 3H); 7.20 (m, 2H); 7.00 y 9.95 (dos
d, 2H); 4.75 (m, 1H); 4.40 (m, 1H); 3.10 (m, 1H); 3.05 (s, 3H); 2.95 (m,
1H); 2.90 (s, 3H); 2.75 y 2.60 (dos d, 3H).

Ejemplo 48
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-N-metilalanil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
para la sintesis del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
apropiados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl3): & = 7.68 (d, 2H), 7.31 (d, 2H), 7.17 (d, 2H), 7.04 (d,
2H), 6.87 (d, 2H), 4.67 (m, 1H), 4.48 (q, 1H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H),
3.14-2.92 (m, 2H), 2.46 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 1.45 (s, SH), 0.92 (d, 3H).

'3C NMR (CDCly): 5 = 170.2, 169.9, 154.9, 150.6, 143.9, 135.6, 133.2,
130.2, 130.0, 127.3, 121.9, 82.5, 55.5, 53.7, 37.2, 36.6, 36.4, 29.7, 27.8,
214,11.5.

Ejemplo 49
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(tiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se prepard dcido L-tiamorfolin-3-carboxilico segiin el método de
Larsson y Carlson (4Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-523). Se prepard
dcido  N-<(tolueno-4-sulfonil)-I-tiamorfolin-3-carboxilico  segin el
procedimiento descripto en el Método 1. El compuesto del titulo se prepar6
siguiendo el procedimiento para la sintesis del Ejemplo 2 con la sustitucién
de los materiales de partida apropiados.
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Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 8 = 7.69 (d, 2H), 7.31 (d, 2H), 7.16 (d, 2H), 6.98 (d,
2H), 6.86 (d, 1H), 4.71 (m, 1H), 4.62 (m, 1H), 3.94 (m, 1H), 3.31 (m, 1H),
3.09 (m, 4H), 2.98 (s, 3H), 2.67 (m, 1H), 2.50 (m, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.31
(m, 1H), 2.10 (m, 1H), 1.49 (s, 9H).

- BC NMR (CDCl): & = 169.9, 167.4, 154.8, 150.6, 1442, 136.8, 132.8,
1304, 130.2, 127.3, 121.8, 82.6, 55.2, 54.0, 43.3, 36.5, 36.3, 27.8, 25.2,
24.6,21.4,

Ejemplo 50
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-
L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
121 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): § = 7.67 (d, 2H), 7.40 (d, 2H), 7.27 (d, 2H), 7.09
(d, 2H), 4.61 (m, 1H), 4.12 (m, 2H), 3.99 (m, 2H), 3.60 (m, 2H), 3.23 (m,
8H), 2.58 (s, 3H), 2.42 (s, 3H).

C NMR (CD,OD): § = 174.2, 170.3, 155.0, 151.6, 145.6, 136.1,
135.2, 131.5, 131.1, 128.9, 123.0, 54.6, 54.0, 52.4, 52.2, 44.4, 44.0, 37.4,
36.8,214.

Ejemplo 51
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)- L-4-(N,N-

dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 49
siguiendo el procedimiento descripto por Larsson y Carlson (Acta Chemica
Scan. 1994, 48, 522).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): & = 7.76 (d, 2H), 7.37 (d, 2H), 7.08 (d, 2H), 6.98 (d,
2H), 6.56 (d, 1H), 4.95 (m, 1H), 4.62 (m, 1H), 3.99 (m, 2H), 3.25 (m, 1H),
3.07 (s, 3H), 2.97 (m, 8H), 2.44 (s, 3H), 1.48 (s, 9H).
13C NMR (CDCL): 8 = 170.0, 164.8, 154.9, 150.7, 145.4, 135.3, 132.6,
130.7, 130.3, 127.5, 122.3, 82.8, 56.1, 53.6, 49.5, 48.6, 41.6, 36.6, 364,
279, 21.6.

Ejemplo 52

Sintesis de Ester fer-butflico de N-(toluemo-4-sulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-1 -4-(morfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 71.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl): § = 7.75 (d, 2H), 7.36 (d, 2H), 7.12 (d, 2H), 6.98 (d,
2H), 6.58 (d, 1H), 4.93 (m, 1H), 4.63 (m, 1H), 4.09 (m, 2H), 3.72 (m, 4H),
3.63 (m, 2H), 3.51 (m, 2H), 3.24 (m, 1H), 2.96 (m, 4H), 2.43 (s, 3H), 1.46
(s, 9H).

3C NMR (CDCly): § = 170.0, 164.8, 153.7, 150.4, 145.4, 135.2, 1329,
130.7, 130.4, 127.5, 122.1, 82.9, 66.4, 56.1, 53.6, 49.4, 48.5, 44.7, 43.9,
41.6, 36.3, 27.8, 21.6.

Ejemplo 53
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Sintesis de N<tolueno-4-sulfonil)-L-N-metilalanil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 48
siguiendo el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): & = 7.68 (d, 2H), 7.31 (d, 2H), 7.20 (d, 2H), 7.11-
7.04 (m, 3H), 6.35 (br s, 1H), 4.81 (m, 1H), 4.52 (q, 1H), 3.35-2.98 (m,
2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.45 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 0.91 (d, 3H).

13C NMR (CDCL): § =173.7, 170.8, 155.2, 150.6, 144.0, 135.4, 133.2,
130.2, 130.0, 127.3, 122.1, 55.5, 53.2, 36.6, 36.5, 36.4, 29.8, 21.4, 11.6.
Ejemplo 54
Sintesis de Kster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-
(tiamorfolin-3-carbonil)- L-4-(NV,NV-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se prepard é4cido L-tiamorfolin-3-carboxilico mediante el método de
Larsson y Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525). Se prepar6
éicido N-(tolueno-4-sulfonil)-L-tiamorfolin-3-carboxilico mediante el
procedimiento descripto en el Método 1.

Se prepar6 entonces el compuesto del titulo siguiendo el procedimiento
para la Sintesis del Ejemplo 2.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): & = 7.87-7.82 (m, 2H), 7.20 (t, 2H), 7.16 (d, 2H),
7.00 (d, 2H), 6.76 (d, 1H), 4.74 (t, 1H), 4.65 (q, 1H), 3.92 (d, 1H), 3.32 (dd,
1H), 3.17-3.00 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 2.76-2.66 (m, 1H), 2.62
(dd, 1H), 2.46 (dt, 1H), 2.22 (d, 1H), 1.49 (s, 9H).
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3¢ NMR (CDCly): § = 170.0, 167.2, 165.5, 154.8, 150.7, 135.8, 132.7,
130.5, 130.1, 121.9, 116.9, 82.8, 55.3, 53.9, 43.4, 36.6, 36.4, 36.3, 27.9,
25.8,25.0.

Ejemplo 55
Sintesis de Kster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 54
siguiendo ¢l procedimiento descripto por Larsson y Carlson (4cta Chemica
Scan. 1994, 48, 522).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): 8 = 7.92-7.88 (m, 2H), 7.24 (t, 2H), 7.09 (d, 2H),
6.97 (d, 2H), 6.41 (d, 1H), 4.96 (d, 1H), 4.62 (d, 1H), 4.03 (d, 1H), 3.26
(dd, 1H), 3.13-2.92 (m, 6H), 3.09 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 1.49 (s, 9H).
3C NMR (CDClL): 8 = 170.1, 165.9, 164.5, 154.9, 150.7, 134.0, 132.4,
130.5, 1304, 122.2, 117.3, 83.0, 56.1, 53.4, 50.0, 49.1, 41.7, 36.6, 36.3,
36.1,27.9.

Ejemplo 56
Sintesis de Ester ter-butflico de N-(piridina-3-sulfonil)-L-~prolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se acoplé N-bencil-L-prolina & éster t-butflico de L-tirosina utilizando
el procedimiento descripto en el Método 12. Se prepar6 éster t-butilico de
N-bencil-L-prolil-L-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenil-alanina  siguiendo el
procedimiento descripto para la preparacién del Ejemplo 2. Se prepard éster
t-butilico de L-prolil-L«(4-N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina a partir del
producto de Ia reaccién previa utilizando el procedimiento descripto en el
Método 4. El compuesto del titulo se preparé utilizando el procedimiento
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descripto para la preparacién de cloruro de 3-piridina sulfonilo (ver
Crowell et al., J. Med. Chem., 1989, 32, 2436-2442) y el producto de la
Gltima reaccién.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl3): & = 9.95 (d, 1H), 8.83 (dd, 1H), 8.14-8.10 (m, 1H),
7.51-7.47 (m, 1H), 7.16-7.13 (m, 3H), 7.02-6.99 (m, 2H), 4.72-4.69 (m,
1H), 4.09-4.06 (m, 1H), 3.41-3.39 (m,1H), 3.23-3.17 (m, 1H), 3.13-2.98 (m,
1H), 3.07 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 2.04 (m, 1H), 1.59-1.47 (m, 3H), 1.45 (s,
9H).

C NMR (CDCL): 5 = 170.1, 169.9,154.8, 153.9, 150.5, 148.4, 135.5,
133.0, 130.1, 123.9, 121.6, 82.6, 52.2, 53.6, 49.5, 37.1, 36.5, 36.3, 29.9,
27.8,24.0.

Ejemplo Preparativo B
Sintesis de Ester fer-butilico de N(pirimidine-2-sulfonil)-L-prolil-L~4-
{(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar$ sustituyendo cloruro de 2-pirimidin
sulfonilo (ver Skulnick et al., J Med. Chem., 1997, 40, 1149-1164) y
siguiendo el método para la preparaci6én del Ejemplo 56.

Los datos NMR son los siguientes:

"H NMR (CDCL): 3 = 8.28 (d, 2H), 7.39 (d, 1H), 7.02 (d, 2H), 6.88 (d,
2H), 6.54 (m, 1H), 4.764.69 (m, 1H), 4.574.55 (m, 1H), 3.64 (m, 1H),
3.55-3.52 (m, 1H), 3.09-3.03 (m, 1H), 3.08 (s, 3H), 2.99-2.95 (m, 1H), 2.98
(s, 3H), 2.32 (m, 1H), 2.01-1.97 (m, 3H), 1.37 (s, 9H).

C NMR (CDCl;): & = 172.1, 170.4, 160.6, 157.7, 154.8, 150.3, 133.0,
130.1, 121.3, 110.5, 82.0, 60.7, 53.3, 47.5, 37.1, 36.5, 36.3, 28.9, 27.7,
24.1.
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Ejemplo 57
Sintesis de N-(4-nitrobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 35
siguiendo ¢l procedimiento descripto en el método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDC1,): 8 = 8.36 (d, 2H), 8.02 (d, 2H), 7.42 (d, 1H), 7.20 (d,
2H), 7.01 (d, 2H), 4.86 (m, 1H), 4.18-4.15 (m, 1H), 3.46-3.43 (m, 1H),
3.32-3.26 (m, 1H), 3.19-3.11 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.01 (s, 3H), 1.91 (m,
1H), 1.65-1.54 (m, 3H).

3C NMR (CDCl,): 8 = 172.9, 171.7, 155.5, 150.4, 150.4, 142.1, 133.2,
130.5, 129.1, 124.6, 121.8, 61.9, 52.9, 49.6, 36.6, 36.3, 36.3, 30.6, 24.1.
Ejemplo 58
Sintesis de Ester rer-butilico de N~(4-cyancbencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo ¢l procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): & = 7.94 (d, 2H), 7.82 (d, 2H), 7.13 (d, 2H), 7.05-
6.99 (m, 3H), 4.71-4.66 (m, 1H), 4.12-4.09 (m, 1H), 3.36-3.35 (m, 1H),
3.22-3.11 (m, 2H), 3.07 (s, 3H), 3.06-3.01 (m, 1H), 2.97 (s, 3H), 2.05 (m,
1H), 1.63-1.37 (m, 3H), 1.46 (s, 9H).

13C NMR (CDCly): 8 = 170.1, 169.9, 154.8, 150.6, 140.8, 133.1, 132.9,
130.2, 1284, 121.7, 117.1, 116.9, 82.7, 62.2, 53.4, 49.4, 37.0, 36.5, 36.3,
30.1, 27.8, 24.1.
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Ejemplo 59
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-
L-4-(N,N-dimetilaminosulfoniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 36
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD,0OD): § = 7.79 (m, 2H), 7.44 (m, 2H), 7.27 (m, 2H), 7.17
(m, 2H), 5.21 (m, 1H), 4.64 (m, 1H), 4.14 (m, 1H), 3.61 (m, 2H), 3.24 (m,
2H), 3.08 (m, 2H), 2.89 (s, 6H), 2.80 (m, 2H), 2.43 (s, 3H).

3C NMR (CD;OD): § = 173.9, 168.1, 168.0, 150.8, 150.8, 146.7,
146.5, 137.6, 137.5, 137.1, 136.9, 132.2, 132.1, 131.7, 131.6, 128.8, 1233,
123.1, 57.3, 54.8, 51.0, 50.8, 50.5, 47.9, 47.8, 43.2, 43.0, 39.0, 39.0, 37.4,
37.0, 21.5.

Ejemplo 60
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-
L-4(N ,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 51
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

"H NMR (CDCly): § = 7.79 (d, 2H), 7.43 (d, 2H), 7.20 (d, 2H), 7.00 (d,
2H), 5.21 (m, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.12 (m, 1H), 3.75 (m, 1H), 3.29 (m, 3H),
3.08 (s, 3H), 3.00 (m, 1H), 3.00 (m, 1H), 2.97 (s, 3H), 2.80 (m, 3H), 2.44
(s, 3H).

1>C NMR (CDCly): § = 165.1, 159.0, 147.9, 143.1, 137.6, 128.6, 126.1,
122.7,122.6, 119.8, 114.3, 48.3, 45.8, 41.6, 34.0, 28.0, 27.8, 27.7, 12.5.
Ejemplo 61
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Sintesis de KEster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L(1,1-
dioxo)tiaprolil-
L~4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir de éster rer-butflico de N-
(tolueno4-sulfonil)-L-tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina,
preparado como se describe en los ejemplos mostrados en la presente,
siguiendo el procedimiento descripto por Larsson y Carlson (Acta Chemica
Scan. 1994, 48, 522).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 6 = 7.77 (d, 2H), 7.38 (d, 2H), 7.18 (m, 3H), 7.09 (d,
2H), 4.834.57 (m, 3.H), 3.77-3.60 (m, 2H), 3.36-3.23 (m, 1H), 3.15-3.00
(m, 7H), 2.85-2.73 (m, 1H), 2.46 (s, 3H), 1.50 (s, 9H).

Ejemplo 62
Sfntesis de Ester ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para 8 preparacién del Ejemplo sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDC15): § = 7.96 (d, 2H), 7.80 (d, 2H), 7.26-7.13 (m, 3H),
7.01 (d, 2H), 4.72-4.70 (m, 1H), 4.11-4.08 (m, 1H), 3.40-3.37 (m, 1H),
3.25-3.10 (m, 2H), 3.07 (s, 3H), 3.04-3.02 (m, 1H), 2.98 (s, 3H), 2.06 (m,
1H), 2.06-2.04 (m, 1H), 1.61-1.52 (m, 3H), 1.46 (s, 9H).

3C NMR (CDC13): 5=170.3, 169.9, 154.9, 150.6, 139.9, 134.9, 133.1,
130.2, 128.4, 126.5, 121.7, 82.7, 62.3, 5.35, 49.6, 37.2, 36.6, 36.3, 30.0,
27.8 24.1.
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Ejemplo 63
Sintesis de N-(1-metilpirazolil-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
117 utilizando e] procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): 5 = 8.84 (br s, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.68-
7.65 (m, 1H), 7.18 (d, 2H), 6.99 (d, 2H), 4.88-4.81 (m, 1H), 4.08-4.06 (m,
1H), 3.92 (s, 3H), 3.45-3.40 (m, 1H), 3.34-3.27 (m, 1H), 3.11-3.01 (m, 5H),
2.97 (s, 3H), 1.82 (m, 1H), 1.66-1.57 (m, 2H), 1.45 (m, 1H).

C NMR (CDCL): § =173.1, 1729, 159.1, 158.6, 150.4, 138.8, 133 4,
133.2, 130.3, 121.9, 117.3, 62.0, 53.1, 49.7, 39.4, 36.6, 36.5, 36.4, 30.4,
23.9.

Ejemplo 64
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxo)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 61
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): 5 = 8.34 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.33 (d, 2H), 7.14 (4,
2H), 7.01 (d, 2H), 5.07 (m, 1H), 4.93 (m, 1H), 4.43 (d, 1H), 4.01 (d, 1H),
3.68 (m, 1H), 3.37 (m, 1H), 3.17 (s, 3H), 3.14 (m, 1H), 3.09 (s, 3H), 2.54
(m, 1H), 2.43 (s, 3H).

13C NMR (CDCl;): 5 = 171.5, 166.4, 156.4, 150.5, 145.5, 134.2, 134.1,
131.4, 130.3, 128.1, 121.8, 64.3, 59.2, 53.7, 50.5, 36.9, 36.5, 35.8, 21.6.
Ejemplo 65
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Sintesis de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-tiaprolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 84
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 3 = 7.83 (m, 2H), 7.73 (d, 1H), 7.16 (m, 4H), 6.99
(d, 2H), 5.57 (br s, 1H), 4.87 (m, 1H), 4.76 (m, 1H), 4.53 (d, 1H), 4.10 (d,
1H), 3.34 (m, 1H), 3.22 (d, 2H), 3.12 (s, 3H), 3.04 (s, 3H), 2.43 (m, 1H).

BC NMR (CDCly): 8 = 172.1, 168.7, 155.7, 150.5, 133.6, 133.1, 130.8,
130.7, 121.7, 116.9, 116.6, 65.3, 53.3, 51.3, 36.8, 36.4, 36.1, 33 4.
Ejemplo 66
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5
dimetil)-tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): § = 7.91 (m, 2H), 7.26 (m, 4H), 7.02 (d, 2H), 6.96
(d, 1H), 4.75 (m, 1H), 4.55 (d, 1H), 4.42 (d, 1H), 3.86 (s, 1H), 3.08 (s, 3H),
3.05 (m, 2H), 3.00 (s, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.17 (s, 3H), 1.16 (s, 3H).

3C NMR (CDCl): & = 169.9, 168.1, 167.6, 164.2, 154.9, 150.6, 133.1,
132.2,131.0, 130.9, 130.4, 121.7, 116.9, 116.6, 82.7, 73.5, 54.7, 53.7, 50.5,
37.8, 36.6, 364, 29.1, 27.8, 23.8.
Ejemplo 67
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Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo sc prepard siguiendo ¢l procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 68.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl): § = 7.91-7.87 (m, 2H), 7.27-7.25 (m, 2H), 7.15 (d,
2H), 6.51 (d, 1H), 4.93-4.90 (m, 1H), 4.64 -4.58 (m, 1H), 4.14-3.99 (m,
TH), 3.28-2.90 (m, 10H), 1.47 (s, 9H).

13C NMR (CDCl3): 8 =170.1, 167.6, 164.5, 153.1, 149.8, 133.9, 133 .4,
130.7, 130.5, 121.7, 1174, 117.1, 83.1, 56.1, 53.4, 51.6, 49.9, 48.9, 43.1,
41.6, 36.2, 27.8.

Ejemplo 68

Sintesis de KEster ter-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-1L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-
ilearboniloxi)fenilalanina

Sustituyendo tiomorfolina por N-metil piperazina, y siguiendo el
método para la preparacién del Ejemplo 4 y oxidacién del grupo sulfuro en
el anillo tiomorfolino seglin Larsson y Carlson (Acta Chemica Scan. 1994,
48, 522) se obtuvo el compuesto del titulo como un sélido de color blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): & =7.75 (d, 2H), 7.35 (d, 2H), 7.17 (d, 2H), 6.99 (d,
2H), 6.65 (d, 1H), 4.92-4.90 (m, 1H), 4.63-4.60 (m, 1H), 4.15-3.95 (m, 7H),
3.30-3.23 (m, 1H), 3.14 (t, 4H), 3.07-2.80 (m, 6H), 2.45 (s, 3H), 1.48 (s,
9H).
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3C NMR (CDCl3): 5 = 169.9, 164.8, 153.1, 149.8, 145.5, 135.1, 133.6,
130.7, 127.5, 121.8, 82.9, 60.3, 56.1, 53.7, 51.8, 49.3, 484, 43.1, 42.7,
41.5, 36.3, 27.8, 21.5.

Ejemplo 69
Sintesis de Ester rer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-
L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 37 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 8 = 7.88-7.83 (m, 2H), 7.26-7.15 (m, 5H), 7.01 (d,
2H), 4.74-4.67 (m, 1H), 4.08-4.05 (m, 1H), 3.91-3.80 (m, 4H), 3.41-3.35
(m, 1H), 3.24-3.00 (m, 3H), 2.70-2.65 (t, 4H), 2.06-2.04 (m, 1H). 1.60-1.46
(m, 12H).

3C NMR (CDCL): § = 170.5, 169.8, 153.4, 150.2, 133.5, 130.7, 130.5,
130.3, 121.6, 116.8, 116.5, 82.6, 62.2, 53.6, 49.6, 47.0, 46.4, 37.2, 29.8,
27.8,27.3,27.0, 24.1.

Ejemplo 70
Sintesis de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)-
tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 66
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CDCly): 5 = 7.90 (m, 2H), 7.30-7.14 (m, 5H), 7.02 (d, 2H),
5.83 (br s, 1H), 4.90 (m, 1H), 4.57 (d, 1H), 4.40 (d, 1H), 3.96 (s, 1H), 3.09
(s, 3H), 3.28-3.02 (m, 2H), 3.00 (s, 3H), 1.13 (s, 6H).
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C NMR (CDCly): 8 = 173.2, 169.2, 164.2, 163.9, 155.3, 150.6, 133.1,
132.0, 131.0, 130.9, 130.6, 122.0, 117.0, 116.7, 73.3, 54.6, 53.3, 50.5, 37.0,
36.7, 36.4, 29.0, 23.7.

Ejemplo 71

Sintesis de Ester fer-butilico de N~(4-fluorobencenosulfonil)-L~(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbenil)-L-4-(morfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

Sustituyendo cloruro de  4-morfolincarbamilo por cloruro
dimetilcarbamilo, y siguiendo los métodos para la preparacién del Ejemplo,
se obtuvo el compuesto del titulo como un sélido de color blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): & = 7.91-7.87 (m, 2H), 7.26-7.20 (m, 2H), 7.11 (d,
2H), 6.98 (d, 2H), 6.43 (d, 1H), 4.95-4.92 (m, 1H), 4.62-4.60 (m, 1H), 4.05-
4.00 (m, 2H), 3.74 (t, 4H), 3.66-3.52 (m, 4H), 3.30-2.92 (m, 6H), 1.48 (s,
9H).

C NMR (CDCly): 8 = 170.1, 164.5, 150.4, 134.6, 132.7, 130.5, 122.0,
1174, 117.1, 83.1, 66.5, 56.1, 53.4, 49.9, 49.0, 44.7, 44.0, 41.6, 36.2, 27.8.
Ejemplo 72
Sintesis de Ester fer-butflico de N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-
L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo ¢l procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCl): 5 = 7.89 (d, 2H), 7.35 (d, 2H), 7.25-7.13 (m, 3H),
7.01 (d, 2H), 4.70 (m, 1H), 4.09-4.06 (m, 1H), 3.39-3.36 (m, 1H), 3.24-3.01
(m, 5H), 2.98 (s, 3H), 2.05 (m, 1H), 1.62-1.47 (m, 3H), 1.46 (s, 9H).

BC NMR (CDCly): 5 =170.4, 169.9, 154.9, 152.7, 150.6, 134.6, 113.2,
130.2, 130.1, 121.7, 120.2, 82.7, 62.2, 53.6, 49.6, 37.2, 36.6, 36.3, 29.9,
27.8,24.1.

Ejemplo 73

Sintesis de Ester isopropfilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
Siguiendo ¢l método para la preparacién del Ejemplo 2 y la oxidacién del
grupo sulfuro en el anillo tiomorfolino segiin Larsson y Carlson (Acta
Chemica Scan. 1994, 48, 522) se obtuvo el compuesto del titulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl3): & = 7.70 (d, 2H), 7.31 (d, 2H), 7.04 (d, 2H), 6.93 (d,
2H), 6.59 (d, 1H), 5.01 (m, 2H), 4.65 (m, 1H), 4.01 (d, 1H), 3.90 (d, 1H),
3.25 (m, 1H), 3.00 (s, 3H), 2.82 (m, 8H), 2.37 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.20 (s,
3H).

3C NMR (CDCly): 8 = 170.3, 165.0, 154.6, 150.5, 145.1, 135.2, 132.3,
130.4, 130.0, 127.2, 122.1, 69.5, 55.9, 53.1, 49.1, 48.5, 41.4, 36.3, 36.1,
35.9,214.

Ejemplo 74
Sintesis de Ester rer-Butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxo-5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 66
siguiendo el procedimiento descripto por Larsson y Carlson (Acta Chemica
Scan. 1994, 48, 522).
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Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): 3 = 7.88 (m, 2H), 7.24 (m, 4H), 7.05 (d, 2H), 6.95
(d, 1H), 4.80 (m, 1H), 4.40 (m, 2H), 4.10 (s, 1H), 3.17-3.03 (m, 2H), 3.10
(s, 3H), 3.01 (s, 3H), 1.47 (3, 9H), 1.36 (s, 3H), 1.11 (s, 3H).

3C NMR (CDCly): 5 = 169.8, 168.6, 166.0, 154.5, 150.8, 139.7, 133.0,
131.5, 131.4, 1303, 1220, 117.1, 116.8, 83.0, 68.0, 60.9, 59.3, 53.8, 374,
36.6,36.4,27.8,189,18.8.

Ejemplo 75
Sintesis de Kster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(1,1-dioxo-
5,5-dimetiDtiaprolil-L-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 11
siguiendo el procedimiento descripto por Larsson y Carlson (4cta Chemica
Scan. 1994, 48, 522).

Los datos NMR son los siguientes:

"H NMR (CDCls): 5 =7.75 (d, 2H), 7.38 (d, 2H), 7.21 (d, 2H), 7.03 (m,
3H), 5.08 (m, 1H), 4.89 (m, 1H), 4.38 (m, 2H), 4.10 (s, 1H), 3.22-3.04 (m,
2H), 3.10 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.43 (s, 3H), 1.26 (m, 9H), 1.09 (s, 3H).

13C NMR (CDCL): 5 = 170.3, 166.3, 150.8, 145.9, 132.8, 131.9, 130.3,
128.6, 122.0, 69.8, 68.0, 60.9, 59.4, 53.4, 37.4, 36.6, 36.4, 21.6, 21.5, 19.2,
18.6.

Ejemplo 76
Sintesis de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetiDtiaprolil-
L~4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 74
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:
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3¢ NMR (CDCly): 8 = 171.7, 167.9, 137.3, 164.5, 155.9, 150.4, 133.6,
131.8, 131.3, 131.2, 130.8, 121.9, 117.1, 116.8, 67.8, 60.9, 59.9, 53.8, 36.8,
36.6, 36.0, 19.1, 19.0.

Ejemplo 77
Sintesis de N-(pirimidine-2-sulfonil)-1 ~prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
Preparativo B utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): 8 = 8.45 (br m, 2H), 8.22 (br s, 1H), 7.55 (d, 1H),
7.11 (d, 2H), 6.95 (d, 2H), 6.81 (m, 1H), 4.80-4.74 (m, 2H), 3.70 (m, 1H),
3.55 (m, 1H), 3.20-3.08 (m, 4H), 2.98 (s, 3H), 2.89-2.76 (m, 1H), 2.13-1.96
(m, 3H), 1.60 (m, 1H).

C NMR (CDCly): 8 = 190.0, 173.6, 171.0, 155.2, 153.9, 150.6, 133.2,
130.1, 121.9, 110.3, 62.0, 55.1, 48.2, 36.6, 36.6, 36.3, 30.2, 23 4.

Ejemplo 78

Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilecarboniloxi)fenilalanina

Siguiendo el método para la preparacién del Ejemplo 4 y oxidando el
grupo sulfuro anillo tiamorfolino segn Larsson y Carlson (Acta
Chemica Scan. 1994, 48, 522) se obtuvo ¢l compuesto del tftulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCk): 8 =7.76 (d, 2H), 7.37 (d, 2H), 7.12 (d, 2H), 6.96 (d,
2H), 6.57 (d, 1H), 4.95 (m, 1H), 4.62 (m, 1H), 4.03 (m, 2H), 3.67 (m, 4H),
3.25 (m, 1H), 2,89 (m, 4H), 2.45 (m, 6H), 2.35 (s, 3H), 1.48 (s, 9H).

354



3C NMR (CDCl;): & = 170.0, 164.8, 153.7, 150.5, 145.4, 135.3, 132.8,
130.7, 130.4, 127.5, 122.2, 82.9, 56.2, 54.6, 54.5, 53.6, 49.5, 48.6, 46.0,
44.2,43.7,41.6, 36.3, 27.9, 21.6.

Ejemplo 79
Sintesis de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxo)tiaprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparo a partir del producto del Ejemplo 85
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 5 = 4.98, (m, 1H), 4.90 (m, 1H), 4.44 (d, 1H), 4.03
(d, 1H), 3.67 (m, 1H), 3.37(m, 1H), 3.25-3.02 (m, 1H), 3.20 (s, 3H), 3.11 (s,
3H), 2.68 (m, 1H).

3C NMR (CDClLy): 8 = 171.7, 167.9, 166.3, 164.4, 157.0, 156.4, 150.5,
139.6, 134.0, 133.1, 131.3, 131.1, 1309, 121.9, 117.2, 116.9, 64.1, 58.8,
53.7, 50.6, 36.9, 36.5, 35.6.

Ejemplo 80
Sintesis de Ester fer-butilico de N~(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(isonipecotoiloxi)fenilalanina

Sustituyendo piperazina por N-metil piperazina, y siguiendo los
métodos para la preparacién del Ejemplo 4, se obtuvo el compuesto del
titulo como un sélido blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

13C NMR (CDCI,): & = 7.70 (d, 2H), 7.32-7.26 (m, 2H), 7.14 (d, 2H),
7.01 (d, 2H), 4.724.68 (m, 1H), 4.07-4.05 (m, 1H), 3.60-3.49 (m, 4H),
3.37-3.31 (m, 1H), 3.22-2.98 (m, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.02 (m, 2H), 1.61-1.55
(m, 6H), 1.50-1.45 (m, 13H).
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C NMR (CDCLy): & = 177.3, 170.7, 169.8, 150.6, 144.3, 133.1, 130.1,
129.9, 127.9, 121.6, 110.8, 82.5, 62.2, 57.2, 53.7, 49.5, 44.9, 37.2, 29.7,
27.8,25.7,24.1,21.4.

Ejemplo 81
Sintesis de Ester fer-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(1,1-dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El producto del Ejemplo 82 se oxidé seglin el método de Larsson y
Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525), dando el compuesto del
titulo como un sélido de color blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDC1,): & = 7.69 (d, 2H), 7.33-7.29 (m, 3H), 7.20 (d, 2H),
7.00 (d, 2H), 4.71-4.66 (m, 1H), 4.13-4.04 (m, 5H), 3.37-3.32 (m, 1H),
3.21-3.00 (m, 7H), 2.41 (s, 3H), 2.05-2.01 (m, 1H), 1.52-1.44 (m, 12H).

CNMR (CDCl;): §=170.7, 169.7, 149.8, 144.3, 134.4, 133.3, 130,6,
130.0, 127.9, 121.4, 82.7, 62.4, 54.0, 52.1, 49.7, 43.2, 37.6, 29.7, 28.1,
24 .4,21.7.

Ejemplo 82
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

Sustituyendo tiomorfolina por N-metil piperazina, y siguiendo los
métodos para la preparacion del Ejemplo 4, dio el compuesto del titulo
como un sélido de color blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

3C NMR (CDCly): & = 7.70 (d, 2H), 7.31-7.26 (m, 2H), 7.16 (d, 2H),
7.00 (d, 2H), 4.72-4.66 (m, 1H), 4.07-4.04 (m, 1H), 3.89-3.79 (m, 4H),
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3.37-3.32 (m, 1H), 3.22-2.99 (m, 3H), 2.67 (t, 4H), 2.42 (s, 3H), 2.02 (m,
2H), 1.50-1.45 (m, 12H).

3C NMR (CDCL): § =177.2, 170.7, 169.8, 153.5, 150.2, 144.3, 133.6,
132.9, 130.3, 1299, 127.9, 121.5, 82.5, 62.4, 53.7, 49.5, 47.0, 46.4, 37.2,
29.6,27.8,27.3,24.1,21.4.

Ejemplo 83
Sintesis de Ester fer-butflico de N~(tolueno~4-sulfonil)-L-prolil-L~4-
(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Sustituyendo cloruro de pirrolidincarbonilo por cloruro de
dimetilcarbamilo, y siguiendo los métodos para la preparacién del Ejemplo
2, se obtuvo el compuesto del titulo como un sélido de color blanco.

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CDCly): & = 7.71 (d, 2H), 7.32 (d, 2H), 7.15 (d, 2H), 7.04 (d,
2H), 4.73-4.67 (m, 1H), 4.07-4.04 (m, 1H), 3.53 (t, 2H), 3.45 (t, 2H), 3.36-
3.32 (m, 1H), 3.24-2.98 (m, 3H), 2.42 (s, 3H), 2.03-1.88 (m, 5H), 1.75 (s,
1H), 1.52 (1.24 (m, 12H).

3C NMR (CDCl;): 5 = 170.7, 169.8, 153.1, 150.4, 144.3, 133.1, 130.1,
129.9, 1279, 121.6, 110.8, 99.8, 82.5, 62.2, 53.7, 49.5, 46.3, 37.2, 29.7,
27.8,25.6,24.8,24.0,21.4.

Ejemplo 84
Sintesis de Ester fer-butilico de N<4-fluorobencenosulfonil)-L-tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepar6 siguiendo los procedimientos
descriptos para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de
partida apropiados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCls): 5 = 7.87 (m, 2H), 7.28-7.13 (m, 5H), 7.02 (d, 2H),
4,70-4.60 (m, 2H), 4.58 (d, 1H), 4.06 (d, 1H), 3.38-3.01 (m, 3H), 3.09 (s,
3H), 3.00 (s, 3H), 2.58 (m, 1H), 1.47 (s, 9H).

13C NMR (CDCLy): 5 = 169.7, 167.8, 154.9, 150.7, 132.7, 130.9, 130.7,
1304, 121.8, 117.1, 116.8, 82.9, 65.1, 53.9, 51.4, 36.8, 36.6, 36.4, 33.1,
27.9.

Ejemplo 85
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxo)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 84
siguiendo el procedimiento de oxidacién de Larsson y Carlson (4cta
Chemica Scan. 1994, 48, 517-525).

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CDCL): 8 = 7.90 (m, 2H), 7.30-7.04 (m, 7H), 4.83-4.58 (m,
3H), 3.66 (m, 2H), 3.32-3.24 (m, 1H), 3.09-2.85 (m,2H), 3.10 (s, 3H), 3.01
(s, 3H), 1.50 (s, 9H).

C NMR (CDCL): 5 = 173.1, 169.8, 168.0, 165.6,154.9, 150.9, 132.6,
131.1, 131.0, 130.3, 122.3, 117.3, 117.0, 83.2, 62.8, 57.8, 53.9, 49.0, 36.8,
36.6, 36.4,27.9.

Ejemplo 86
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(2,5-diclorotiofeno-3-sulfonil)-L-
prolil-L~-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCl;): = 7.14 (d, 2H), 7.09 (s, 1H), 7.07 (d, 1H), 7.01 (d,
2H), 4.73-4.66 (m, 1H), 4.32-4.28 (m, 1H), 3.42-3.17 (m, 3H), 3.08 (s, 3H),
3.06-3.01 (m, 1H), 2.98 (s, 3H), 2.17-2.04 (m, 1H), 1.84-1.60 (m, 2H),
1.60-1.46 (m, 1H), 1.45 (s, 9H).

C NMR (CDCLy): 8 =170.2, 169.9, 154.9, 150.6, 133.4, 133.1, 131.2,
130.2, 1279, 127.0, 121.7, 82.7, 62.2, 53.6, 49.3, 37.2, 36.6, 36.4, 30.1,
27.8,24.2.

Ejemplo 87
Sintesis de Ester zer-butflico de N-(4-acetamidobencenosulfonil)-L-
prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se preparé siguiendo los procedimientos
descriptos para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de
partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): & = 8.58 (s, 1H), 7.70-7.67 (m, 4H), 7.32 (d, 1H),
7.14 (d, 2H), 7.01 (d, 2H), 4.68 (m, 1H), 3.99 (m, 1H), 3.37-3.34 (m, 1H),
3.23-3.16 (m, 1H), 3.11-3.01 (m, 1H), 3.08 (s, 3H), 2.98 (s, 3H), 2.13 (s,
3H), 1.97-1.94 (m, 1H), 1.55-1.47 (m, 3H), 1.44 (s, 9H).

3C NMR (CDCLy): § = 171.1, 169.9, 169.4, 155.0, 150.6, 143.3, 133.3,
130.2, 130.0, 128.9, 121.7, 119.4, 82.7, 62.2, 53.8, 49.6, 37.2, 36.6, 36.4,
29.9,27.8,24.4,24.1.

Ejemplo 88
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fer-butilicobencenosulfonil)-L-
(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-1L-4-(/V,N-

dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento para la
preparacién del Ejemplo 73 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): 8 = 7.81 (d, 2H), 7.59 (d, 2H), 7.07 (d, 2H), 6.97 (d,
2H), 6.46 (d, 1H), 4.95 (m, 1H), 4.62 (m, 1H), 4.06 (m, 2H), 3.23 (m, 1H),
3.07 (m, 4H), 2.97 (m, 4H), 2.81 (m, 4H), 1.55 (s, 9H), 1.37 (s, 9H).

C NMR (CDCl;): & = 170.0, 164.9, 158.2, 154.8, 150.6, 135.0, 132.6,
130.2, 127.4, 126.9, 122.2, 82.7, 56.1, 53.5, 49.7, 48.8, 41.5, 36.5, 36.3,
36.1, 35.2, 30.8, 27.8.

Ejemplo 89
Sintesis de N-<(piridina-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 56
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD,0D): 5 = 8.95 (s, 1H), 8.83 (d, 1H), 8.28-8.24 (m, 1H),
7.73-7.69 (m, 1H), 7.30 (d, 2H), 7.05 (d, 2H), 4.68-4.63 (m, 1H), 4.29-4.25
(m, 1H), 3.47-3.41 (m, 1H), 3.38-3.22 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.06-3.02 (m,
1H), 2.96 (s, 3H), 1.92-1.66 (m, 4H).

¥C NMR (CD,OD): & = 1742, 173.9, 160.6, 160.0, 156.9, 152.9,
152.0, 147.9, 139.1, 136.9, 135.7, 131.6, 126.5, 123.1, 63.1, 54.8, 50.4,
37.5, 36.8, 36.7, 32.2, 25.5.

Ejemplo 90
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(2-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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Se prepard dcido L-tiamorfolin-3-carboxilico segin el método de
Larsson y Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525). Se prepard
fcido N-(2-fluorobenceno-4-sulfonil)-L-tiamorfolin-3-carboxilico
utilizando el proecedimiento descripto en el Método 1. El compuesto del
titulo se prepar6 de acuerdo con los procedimientos arriba descriptos
utilizando materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 8 = 7.92 (m, 1H), 7.69 (m, 1H), 7.34 (m, 2H), 7.16
(m, 2H), 6.99 (m, 2H), 6.60 (d, 1H), 5.01 (m, 1H), 4.64 (m, 1H), 4.03 (m,
2H), 3.29 (m, 1H), 3.06 (m, 6H), 2.90 (m, 7H), 1.49 (d, 9H).

3C NMR (CDCly): § = 169.9, 164.8, 160.3, 156.9, 154.9, 150.7, 136.6,
136.4, 132.7, 131.0, 130.3, 128.8, 1264, 126.2, 125.1, 122.2, 118.1, 117.8,
82.7, 56.3, 56.7, 50.2, 49.5, 41.8, 36.5, 36.3, 27.8.

Ejemplo 91
Sintesis de Ester rer-butflico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se preparé dcido L-tiamorfolin-5-carboxilico segiin el método de
Larsson y Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525). Se prepard
dcido N-(3-fluorobenceno—4-sulfonil)-L-tiamorfolin-5-carboxilico
utilizando el procedmiento descripto en el Método 1. El compuesto del
titulo se prepard de acuerdo con los procedimientos arriba descriptos
utilizando materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes;

'H NMR (CDCl5): 5 = 7.66 (m, 1H), 7.58 (m, 2H), 7.34 (m, 1H), 7.07
(d, 1H), 6.92 (d, 1H), 6.42 (d, 1H), 5.00 (m, 1H), 4.58 (m, 1H), 4.02 (m,
2H), 3.22 (m, 1H), 3.05 (s, 3H), 2.98 (m, 6H), 1.45 (s, 9H).

401

a\?

2\



13C NMR (CDCly): 8 =170.0, 164.5, 164.4, 161.0, 154.9, 150.6, 140.3,
140.2, 132.5, 131.9, 131.8, 130.2, 123.2, 123.1, 122.2, 121.4, 121.2, 115.0,
114.7, 82.9, 56.1, 53.4, 49.9, 49.1, 41.7, 36.5, 36.3, 36.0, 27.8.

Ejemplo 92
Sintesis de Ester zer-butflico de N-(2,A-difluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se prepard é4cido L-tiamorfolin-5-carboxilico segiin el método de
Larsson y Carlson (Acta Chemica Scan. 1994, 48, 517-525). Se prepard
écido N-(2,4-difluorobenceno-4-sulfonil)-L-tiamorfoline-5-carboxilico
utilizando el procedmiento descripto en el Método 1. El compuesto del
titulo se prepar6 de acuerdo con los procedimientos arriba descriptos
utilizando materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 8 = 7.93 (m, 1H), 7.15 (m, 2H), 7.04 (m, 4H), 6.53
(d, 1H), 4.97 (m, 1H), 4.64 (m, 1H), 4.05 (m, 2H), 3.21 (m, 3H), 3.17 (s,
3H), 2.97 (m, 5H), 1.43 (s, 9H).

13C NMR (CDCls): 3 = 170.0, 164.6, 154.9, 150.7, 132.6, 132.6, 1303,
122.6, 122.1, 112.6, 112.3, 107.0, 106.7, 106.3, 82.8, 56.3, 53.5, 50.5, 49.8,
42.0, 36.5, 36.3, 27.8.

Ejemplo 93
Sintesis de N-(4-acetamidobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 87
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:
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'"H NMR (CD;OD): 5 = 8.05 (d, 1H), 7.78 (m, 4H), 7.26 (d, 2H), 7.02
(d, 2H), 4.94 (m, 1H), 4.72-4.67 (m, 1H), 4.134.09 (m, 1H), 3.40-3.36 (m,
1H), 3.30-3.05 (m, 3H), 3.08 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 2.15 (s, 3H), 1.81-1.51
(m, 4H).

BC NMR (CD;OD): 5 = 174.3, 174.2, 1723, 156.9, 152.0, 1449,
135.5, 132.4, 131.6, 130.2, 122.9, 120.7, 63.2, 54.7, 50.6, 37.5, 36.8, 36.7,
31.7,25.4,24.0.

Ejemplo 94
Sintesis de N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-1.-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 72
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): & = 7.93 (d, 2H), 7.48 (d, 2H), 7.28 (d, 2H), 7.03
(d, 2H), 4.72-4.68 (m, 1H), 4.17-4.13 (m, 1H), 3.45-3.42 (m, 1H), 3.28-3.11
(m, 2H), 3.14-3.07 (m, 1H), 3.09 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 1.85-1.69 (m, 3H),
1.59 (m, 1H).

C NMR (CD;OD): & = 1742, 174.1, 157.0, 153.9, 152.0, 137.3,
135.6, 131.7, 131.5, 123.0, 122.5, 121.8, 63.1, 54.7, 50.6, 37.4, 36.8, 36.6,
31.9,25.4.

Ejemplo 95
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepard utilizando el procedimiento
descripto en el Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCl): § = 7.90 (m, 2H), 7.22 (m, 4H), 7.00 (m, 3H), 5.08
(m, 1H), 4.84 (m, 1H), 4.56 (d, 1H), 4.42 (d, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.15-2.99
(m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.26-1.16 (m, 12H).

C NMR (CDCl;): & = 170.4, 168.2, 167.5, 164.1, 154.9,150.7, 132.8,
132.2, 132.1, 131.0, 130.8, 130.3, 121.8, 116.9, 116.6, 73.5, 69.6, 54.6,
53.2, 50.5, 37.6, 36.6, 36.3, 29.1, 23.8, 21.6, 21.5.

Ejemplo 96
Sintesis de N-(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 58
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): & = 8.14 (d, 1H), 7.94-7.89 (m, 4H), 7.29 (d, 2H),
7.03 (d, 2H), 4.70-4.66 (m, 1H), 4.21-4.17 (m, 1H), 3.47-3.40 (m, 1H),
3.31-3.21 (m, 2H), 3.11-3.04 (m, 1H), 3.09 (s, 3H), 2.97 (s, 3H), 1.87-1.72
(m, 3H), 1.70-1.61 (m, 1H).

C NMR (CD;OD): & = 174.2, 173.9, 157.0, 152.0, 142.9, 135.7,
134.5, 131.7, 129.7, 123.0, 118.6, 111.8, 63.0, 54.7, 50.5, 37.4, 36.8, 36.7,
32.0,254.

Ejemplo 97
Sintesis de Ester ter-butflico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-(3,3-
dimetil)prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard utilizando el procedimiento
descripto para la preparacion del Ejemplo 98.

Los datos NMR son los siguientes:
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"H NMR (CDCL): & = 7.76 (d, 1H), 7.75 (d, 1H), 7.35 (d, 1H), 7.34 (d,
1H), 7.33 (d, 1H), 7.20 (d, 1H), 7.10 (d, 1H), 7.03 (d, 1H), 6.91 (d, 0.5H),
6.08 (d, 0.5H), 4.86 (ddd, 0.5H), 4.77 (g, 0.5H), 3.61 -3.47 (m, 2H), 3.27-
3.02 (m, 3H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.45 (s, 1.5H), 2.43 (s, 1.5H), 1.75-
1.68 (m, 0.5H), 1.61-1.51 (m, 0.5H), 1.45 (s, 4.5H), 1.40 (s, 4.5H), 1.48-
1.25 (m, 3H); 0.95 (s, 1.5H), 0.80 (s, 1.5H); 0.61 (s, 1.5H).

?C NMR (CDCly): 8 = 170.4, 170.1, 170.0, 169.6, 155.0, 154.9, 150.7,
150.6, 144.3, 144.2, 133.4, 133.1, 132.8, 132.6, 130.7, 130.2, 129.9, 129.8,
128.0, 121.8, 121.7, 82.6, 82.2, 71.5, 71.2, 53.6, 52.7, 47.3, 47.2, 42.7,
42.5,38.2, 38.1,37.7, 37.5, 36.6, 36.3, 27.8, 27.8, 27.2, 23 4, 23.2, 21 5.
Ejemplo 98
Sintesis de Ester isopropilico de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L~(3,3-
dimetil)prolil-L-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se N-tosildé 3,3-dimetil prolina (ver Sharma y Lubell, J. Org. Chem.
1996, 61, 202-209) utilizando el procedimiento descripto en el Método 1.
Se prepar6é entonces ¢l compuesto del titulo siguiendo el procedimiento
descripto para la preparacién del Ejemplo 2.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 8 = 7.76 (d, 1H), 7.74 (d, 1H), 7.36 (d, 1H), 7.33 (d,
2H), 7.19 (d, 1H), 7.10 (d, 1H), 7.03 (d, 1H), 6.91 (d, 0.5H), 6.89 (d, 0.5H),
5.06 (sept., 0.5H), 4.96 (sept., 0.5H), 4.98-4.83 (m, 1H), 3.59-3.48 (m, 2H),
3.31-3.03 (m, 3H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.45 (s, 1.5H), 2.43 (s, 1.5H),
1.75-1.66 (m, 0.5), 1.62-1.52 (m, 0.5H), 1.34-1.22 (m, 3H), 1.27 (s, 1.5H),
1.25 (s, 1.5H), 1.22 (s, 1.5H), 1.20 (s, 1.5H), 0.95 (s, 1.5H), 0.78 (s, 1.5H),
0.60 (s, 1.5H), 0.57 (s, 1.5H).
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13C NMR (CDCl,): 5 = 170.8, 170.6, 170.0, 169.7, 154.9, 150.8, 150.6,
144.4, 1442, 133.2, 132.5, 132.5, 130.7, 130.2, 129.9, 129.8, 128.0, 122.0,
121.8, 71.5, 17.2, 69.5, 69.3, 53.0, 52.2, 47.3, 47.2, 42.8, 42.5, 38.2, 38.1,
37.6,37.2, 36.6, 36.3, 27.1, 23.4, 23.2, 21.6, 21.6, 21.5, 21.5.

Otros compuestos preparados segin los métodos arriba indicados
incluyen aquellos descriptos en los Ejemplos 99-137 de la Tabla II a
continuacién. Ademés, los Ejemplos 101, 109, 111, 117, 132 y 137 de la
Tabla II se ejemplifican como sigue:

Ejemplo 101
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)-L~fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD»),SO: & = 8.28 (d, 1H), 7.70 (d, 2H), 7.41 (d, 2H), 7.23
(d, 2H), 6.99 (d, 2H), 4.86 (sept, 1H), 4.47 (m, 1H), 4.40 (m, 1H), 4.10 (m,
1H), 4.07 (m, 1H), 3.38 (m, 1H), 3.30 (m, 1H), 3.09 (m, 3H), 2.95 (s, 3H),
3.00 (s, 3H), 2.88 (s, 3H), 2.39 (s, 3H), 1.63 (m, 3H), 1.51 (m, 3H), 1.44
(m, 1H), 1.39 (m, 1H), 1.16 (d, 3H), 1.11 (d, 3H).

13C NMR (CD3),S0: 8 = 171.3, 170.8, 154.2, 150.2, 143.7, 134.1,
130.2, 130, 127.6, 121.6, 68.2, 61.2, 53.5, 49, 36.3, 36.1, 35.7, 30.5, 23.8,
21.4,214,21.

Ejemplo 109
Sintesis de N-(bencilsulfonil)-L~(5,5-dimetil) tiaprolil-L-(4-N,N-

dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
111 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fIsicos son los siguientes:

MS (FAB) (M+H)" 550.

Calc. para: C;sH3 N3O,S;; C, 54.62; H, 5.68; N 7.64.

Hallados: C 54.51; H 5.60; N 7.63.
Ejemplo 111
Sintesis de KEster fer-Butilico de N-(bencilsulfonil)-L-(5,5-dimetil)
tiaprolil-L-
(4-N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos son los siguientes:

MS [M+H]" 550.

Calc. para: C;3H39N30+8,; C, 57.52; H, 6.45; N, 6.94.

Hallados: C, 57.32; H, 6.52; N, 6.81.
Ejemplo 117
Sintesis de Ester rer-butilico de N~(metil-pirazol-4-sulfonil)-L-prolil-
L~(4-N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Sustituyendo cloruro de N-metil-pirazol sulfonilo (ver Dickson, Patente
Estadounidense 3.665.009 (23 de mayo de 1972)) siguiendo el método para
la preparacion del Ejemplo 56 se obtuvo el compuesto del titulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): & = 7.83 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.26 (m, 1H), 7.15
(m, 2H), 7.00 (m, 2H), 4.69 (m, 1H), 3.95 (m, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.38 (m,
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1H), 3.23-3.11 (m, 1H), 3.10-2.99 (m, 4H), 2.99 (s, 3H), 2.05 (m, 1H),
1.66-1.46 (m, 3H), 1.44 (s, 9H).

'3C NMR (CDCL): 8 170.7, 169.9, 154.9, 150.6, 138.9, 133.2, 132.5,
130.2, 121.7, 117.9, 82.6, 62.4, 53.7, 49.7, 39.6, 37.7, 36.6, 36.4, 29.9,
279,242,

Ejemplo 132
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)-fenilalanina

Sustituyendo tiamormolina por N-metil piperazina y siguiendo el
método para la preparacién de los Ejemplos 4 y 14 se obtuvo ¢l compuesto
del titulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): § = 7.87-7.82 (m, 2H), 7.28-7.17 (m, SH), 7.01 (d,
2H), 4.71-4.69 (m, 1H), 4.14-4.05 (m, 5H), 3.39-3.36 (m, 1H), 3.23-3.01
(m, 7H), 2.05-2.03 (m, 1H), 1.58-1.44 (m, 12H).

C NMR (CDCL): & = 170.4, 169.8, 153.0, 149.7, 134.2, 130.6, 130.5,
1213, 116.8, 116.5, 82.6, 62.1, 53.6, 51.8, 49.5, 43.1, 42.7, 37.2, 29.7,
27.8,24.2.

Ejemplo 137
Sintesis de Ester isopropflico de N-(metil-pirazol-4-sulfonil)-
L-prolil-L-(4-N,N-dimetilcarbamiloxi)-fenilalanina

El compuesto del titulo se prepart siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 117.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): & 7.83 (s, 1H), 7.76 (s, 1H), 7.27 (d, 1H), 7.13 (d,
2H), 7.01 (d, 2H), 5.06-5.02 (m, 1H), 4.80-4.73 (m, 1H), 3.97-3.94 (m, 1H),
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3.93 (s, 3H), 3.44-3.37 (m, 1H), 3.25-3.19 (m, 1H), 3.09-3.00 (m, 5H), 2.97
(s, 3H), 2.06-2.02 (m, 1H), 1.66-1.48 (m, 3H), 1.23 (d, 6H).

'3C NMR (CDCL): & 170.8, 170.5, 154.9, 150.6, 138.9, 132.9, 32.5,
130.2, 121.7, 117.8, 69.5, 62.3, 53.2, 49.7, 39.6, 37.1, 36.6, 36.3, 29.9,
24.1, 21.6, 21.5.

Ejemplo 138
Sintesis de Ester fer-butilico de N~(1-metilpirazol-4-sulfonil)-1-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-«(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se prepar6 cloruro de N-metilpirazol agregando N-metilpirazol a écido
clorosulfénico enfriado (OEC). Se le permitié a la mezcla de reaccidén
retornar a temperatura ambiente y luego se la calenté a 100EC durante la
noche bajo una corriente de N,. La mezcla de reaccién se retornd a
temperatura ambiente y luego se enfri6é a 0EC. A esta solucién se le agregd
cloruro de tionilo (2.5 eq) y la reaccién se mezclé a temperatura ambiente
por 30 minutos, luego se calent a 70EC durante dos horas. La reaccién se
retornd a temperatura ambiente y luego se enfrié en un bafio de hielo. Agua
y hielo se agregaron lentamente a la mezcla de reaccién para precipitar un
sélido blanco que luego se recogid por filtracién. El cloruro de sulfonilo
deseado se lavé con agua fria y hexano.

El compuesto del titulo se prepard entonces siguiendo el procedimiento
descripto para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de
partida adecuados, punto de fusién: 169-170EC.

Ejemplo 139
Sintesis de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
138 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl3): 8 = 7.94 (s, 1H); 7.79 (s, 1H); 7.25 (d, 2H,
J=8.8Hz); 7.0 (d, 2H, J=8.8Hz); 5.15 (br s, 1H); 4.80 (m, IH); 4.54 (d,
1H,J=9.HHz); 4.39 (d, 1H, J=9.3Hz); 3.93 (s, 3H); 3.88 (s, 1H); 3.23-3.02
(m, 2HO; 3.07 (s, 3H); 2.98 (s, 3H); 1.27 (s, 3H); 1.14 (s, 3H).

3C NMR (CDCls): 173.86, 169.05, 155.23, 150.47, 139.21, 133.59,
133.15, 130.53, 121.84, 117.57, 73,58, 54,71, 53.75, 50.42, 39.60, 37.18,
36.60, 36.36, 35.11, 28.97, 23.95.

Ejemplo 140
Sintesis de Ester etflico de N(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-
(1,4-dioxa-8-aza-spiro[4.5]decan-8-ilo)carboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para el Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI): 630 [M+H]"

Anal. Calc. para C3,H3gN3;068 = 0.2 CH,Cl3: C, 57.94; H, 6.14; N,
6.50.

Hallados: C, 57.73; H, 5.90; N, 6.47.

Ejemplo 141
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(1,4-dioxa-8-aza-
spiro[4.5]decan-8-ilo)carboniloxi)fenilalanina

El producto del Ejemplo 140 se hidrolizd utilizando el procedimiento
descripto en el Método 5 pero empleando metanol como solvente y

manteniendo la reaccién a 25EC durante 24 horas. Se evapord entonces el
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solvente, el residuo tomado en H;O, lavado con cloruro de metileno y
liofilizado para producir el compuesto del titulo.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI): 619 [M+HT".

Anal. Calc. para C59H3sN3O00SLi = 1.5 H,0: C, 53.37; H, 6.02; N, 6.44.

Hallados: C, 53.40; H, 5.58; N, 6.48.
Ejemplo 142
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-acetilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El producto del Ejemplo 127 se hidrolizé utilizando el procedimiento
descripto en el Método 5 pero empleando metanol como solvente y
manteniendo la reaccién a 25EC durante 24 horas. Se evapor6 entonces el
solvente, el residuo fue tomado en H;0, lavado con cloruro de metileno y
liofilizado para producir el compuesto del titulo.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI): 587 [M+H]".

Anal. Calc. para Cp3H33NOgSLi = 3H;0: C, 52.01; H, 6.08; N, 8.66.

Hallados: C, 52.03; H, 5.36; N, 8.04.
Ejemplo 143
Sintesis de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
metanosulfonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El producto del Ejemplo 128 se hidrolizd utilizando el procedimiento
descripto en el Ejemplo 142.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI): 623 [M+HT".

Anal. Calc. para C;;H33N4O9S;Li =2 H,0: C, 48.79; H, 5.61; N, 8.43.
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Hallados: C, 48.66; H, 5.14; N, 8.04.
Ejemplo 144
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-fenilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El éster etilico del compuesto del tftulo se prepard siguiendo el
procedimiento descripto en el Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de
partida adecuados. Entonces se hidrolizé el éster etilico utilizando el
procedimiento descripto en el Ejemplo 142.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (-ESI): 619 [M-HJ".

Anal. Calc. para C33H;3¢N4O,SLi = 2H;0: C, 58.00; H, 5.93; N, 8.45.

Hallados: C, 57.65; H, 5.49; N, 8.13.
Ejemplo 145
Sintesis de Ester rer-butilico de N~(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El producto del Ejemplo 125 (0.7g, 1 mmol) se disolvié en cloruro de
metileno (9 mL). La solucién se enfri6 a OEC y se agregd 4cido
trifluoroacético (1.0 mL) y la solucién clara resultante se revolvié durante 4
horas. La solucién de reaccién se disolvié entonces con cloruro de metileno
adicional (50 mL), se lavé con solucién saturada de bicarbonato de sodio (3
x 50 mL), se sec6 (K,COs) y el disolvente se quitd para obtener un sélido
de color blanco (0.465 g). Por cromatografia flash (9:1 CH,Cly:EtOH) se
obtuvo un aceite claro que se lavd varias veces con hexano para obtener un
solido de color blanco (0.289g, 48%).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI): 601.7 [M+1T".
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Anal. Calc. para C3yHN40;S = 0.25 CH,Cl,: C, 58.42; H, 6.56; N,
9.01.

Hallados: C, 58.79; H, 6.51; N, 8.74.
Ejemplo 146
Sintesis de 2-(sacarin-2-ilo)propionil-L-4-(4N-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 46
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11, punto de fusién =
117-122EC (con espuma).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C;sH2N,O3S = 1.5 H;0: C, 52.53; H, 5.47; N, 9.80.

Hallados: C, 52.26; H, 5.36; N, 9.23.
Ejemplo 147
Sintesis de Ester zer-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
metanosulfonil piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé utilizando el procedimiento

descripto para el Ejemplo 128 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI): 696 [M+NH,]".

Anal. Calc. para C;H;aNOyS; = 0.5 CH,Cl1,: C, 51.62; H, 6.00; N,
7.76.

Hallados: C, 51.55; H, 6.21; N, 7.60.
Ejemplo 148
Sintesis de Ester N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
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(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina (N"-fer-butoxicarbonil-2-amino-
2-metilpropil)

Se agregd (BOC);0 (96 mg, 0.44 mmol) a una solucién del producto
del Ejemplo 9 (200 mg, 0.4 mmol.), N-boc-2-amino-2-metil-1-propanol
(965 mg, 0.5 mmol) y una cantidad catalitica de DMAP en THF (92 mL)
conteniendo Piridina (50 ul). La mezcla se revovi6 a temperatura ambiente
bajo argén por 48 horas. La mezcla se virtié en 1IN HCI y extraida con etil
acetato. La fase orgénica se lavé (1IN HCI), sec6é (MgS0,) y el solvente se
retiré a presién reducida. El residuo se purificé por cromatografia flash
(EtOAc:hexanos 2:1) para dar el compuesto descado como una espuma
amorfa de color blanco (150 mg., 55%).

Los datos fisicos fueron los siguicntes:

MS: [M+H]" at 675.

MS (+ESI) : [M+ NH,]" at 692 (100%).

Ejemplo 149
Sintesis de Ester etflico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina 2-(morfolin-4-ilo)

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 148 sustituyendo 2-morfolinoetanol por N-boc-2-amino-2-
metil-1-propanol.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C3pH;oN4OsS = 0.5 H;0O: C, 57.58; H, 6.60; N, 8.95.

Hallados: C, 57.26; H, 6.29; N, 8.82.

Ejemplo 150

Sintesis de Ester ter-butflico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(4N-acetilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 127 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI) : 660.4 [M+NH,]".

Anal, Calc. para C;NpNOS = 0.15 CH,Cly: C, 58.91; H, 6.50; N,
8.55.

Hallados: C, 58.64; H, 6.36; N, 8.40.
Ejemplo 151
Sintesis de Ester er-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(4V-hidroxipiperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 4 sustituyendo 4-piperidinol por N-metil piperazina.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C3;H N3OS = 0.6 H,O = 0.22 EtOAc: C, 59.28; H,
6.86; N, 6.51

Hallados: C, 58.92; H, 6.37; N, 6.47.
Ejemplo 152
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(N-(2"-(morfoIin—4N-ilo)etil)carbsmiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 4 sustituyendo 4-(2-aminoetilymorfolina por N-metil
piperazina.

Los datos flsicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C3;HyN,OsS = 0.25 H,0: C,59.20; H, 6.91; N, 8.63

Hallados: C, 59.01; H, 6.54; N, 8.38.
Ejemplo 153
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Sintesis de Ester fer-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(N-
(1,4-dioxa-8-aza-spiro[4.5]decan-8-ilo)carboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (-ESI): 656 [M-H]'.

Anal. Calc. para C33HaN3OeS = 0.1 CHyCl,: C, 59.67; H, 6.54; N,
6.31.

Hallados: C, 59.83; H, 6.63; N, 6.66.
Ejemplo 154
Sintesis de Ester zer-butflico de N-(tolueno~4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(N-(2"-hidroxietil}-N-metilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 4 sustituyendo 2-{metilamino)etanol por N-metil piperazina.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para CygH3gN305S = 0.5 H,O: C, 58.18; H, 6.73; N, 7.02.

Hallados: C, 57.95; H, 6.5; N, 6.9.
Ejemplo 155
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(4"-formiloxipiperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard tratando y revolviendo el producto
del Ejemplo 151 con écido férmico durante la noche. El compuesto del
titulo se obtuvo como una espuma de color blanco (130 mg, 94%) luego de
la remocidn del exceso de dcido férmico.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (DMSO-dg, 400 MHZ) § 12.8 (s, 1H); 8.23 (s, 1H); 8.09 (d,
1H); 7.69 (d, 2H), 7.4 (d, 2H); 7.23 (d, 2H), 7.02 (d, 2H); 5.00 (m, 1H);
4.45 (m, 1H); 4.10 (m,1H); 3.6-3.8 (br, 2H); 3.4 (br s, 1H); 3.25 (m, 2H);
3.10 (m, 2H); 2.95 (m, 1H); 2.35 (s, 3H); 1.95 (m, 2H); 1.56-1.75 (m, SH);
1.4 (m, 1H).

IR (KBr,cm-") 3400, 2950, 1720, 1680, 1510, 1430, 1325, 1250, 1150,
1010, 650, 75, 540.

MS ((H)ESI, m/z (%)) 605 (100 [M+NH,1%).

Anal. Calc. para C3H33N304S.0.66H,0: C, 56.09; H, 5.77; N, 7.01.

Hallados: C, 56.14; H, 5.83; N, 6.78.

Ejemplo 156
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(4N-hidroxipiperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para el Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida adecuados, punto
de fusién 64-67EC (con espuma).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C3pH3gN3OgS = 0.75 H,0 = 0.1 EtOAc : C, 58.51; H,
6.67; N, 6.73.

Hallados: C, 58.55; H, 6.09; N, 6.78.

Ejemplo 157
Sintesis de Ester fer-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
(2-hidroxietil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El carbonato se prepar6 por tratamiento de éster Tos-Pro-Tyr-t-butilico
con 4-nitrofenil cloroformato, seguido del agregado de N-(2-hidroxil
etil)piperazina (trietilamina, cloruro de metileno, enfriado a 0EC, luego
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revuelto a temperatura ambiente durante la noche). El producto crudo se
purificé por cromatografia flash (silice, 95:5 EtOAc:EtOH) para obtener un
sélido de color blanco, punto de fusién 158-160EC. (0.387 g, 58%).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHZ) 5 8.15 (d, 1H, J=7.90 Hz); 7.70(d, 2H,
J=6.59 Hz); 7.40 (d, 2H, J=7.90 Hz); 7.23(d, 2H, J=8.56 Hz); 7.00 (d, 2H,
J=8.56 Hz); 4.42 (m, 1H); 4.38 (m, 1H); 4.08 (m, 1H); 3.51 (m, 4H); 3.34
(m, 3H); 3.09 (m, 1H); 2.99 (m, 2H); 2.43 (m, 6H); 2.39 (s, 3H); 1.59 (m,
3H); 1.39 (m, 1H); 1.35 (s, 9H).

IR (KBr,cm-") 3505, 3400, 2990, 2930, 2890, 1730, 1700, 1670, 1510,
1430, 1350, 1220, 1200, 1160, 670, 590, 545.

MS ((-)ESI, m/z (%)) 643 (98 [M-NH,]).

Anal, Calc. para C3;HN4OgS: C, 59.61; H, 6.88; N, 8.69.

Hallados: C, 59.06; H, 6.95; N, 8.43.

Ejemplo 158
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(2"-
formiloxietil)}-N-metilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar tratando y revolviendo el producto
del Ejemplo 154 con dcido férmico durante la noche. El compuesto del
titulo se obtuvo como una espuma de color blanco (110 mg., 77%) luego de
la remocién del exceso de dcido férmico.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHZ) 5 12.8 (s, 1H); 8.25 (d, 1H); 8.08 (d,
1H); 7.69 (d, 2H), 7.40 (d, 2H); 7.22 (d, 2H), 6.98 (dd, 2H); 4.47 (m, 1H);
4.35 (m, 1H); 4.27 (m, 1H); 4.10 (m, 1H); 3.65 (m, 1H); 3.55 (m, 1H),
2.85-3.15 (overlapping m, 7H); 2.40 (s, 3H); 1.55 (m, 3H); 1.40 (m, 1H).
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IR (KBr,cm-') 3420, 2910, 1725, 1510, 1400, 1340, 1270, 1150, 675,
590, 550.

MS ((+)ESI, m/z (%)) 579 (100 [M+NH,1%).

Anal. Calc. para CysH3;N30,8.0.66H,0: C, 54.45; H, 5.68; N, 7.33

Hallados: C, 54.41; H, 5.60; N, 7.24.
Ejemplo 159
Sintesis de Ester isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-
(2N-hidroxietil)-N-metilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida adecuados, punto de
fusién 49-52EC.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal Calc. para Cz3H37N;3O04S = 0.5 H;0: C, 57.52; H, 6.55; N, 7.19.

Hallados: C, 57.56; H, 6.38; N, 7.14.
Ejemplo 160
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(N-
(metoxicarbonilmetil)carbamiloxi)fenilalanina

El carbonato se prepard tratando éster Tos-Pro-Tyr-t-butilico con 4-
nitrofenil cloroformato, scguido de adicién de éster metilico de glicina
(trietilamina, cloruro de metileno enfriado a OE, luego revuelto a
temperatura ambiente durante la noche). El producto crudo se purificé por
cromatografia flash (silice, 3:2 EtQOAc:hexano) para obtener una espuma de
color blanco (0.640 g, 35%).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz) 5 8.15 (d, 1H, J=8.12 Hz); 8.12 (4, 2H,
J=6.15 Hz); 7.73 (d, 2H, J=8.34 Hz); 7.40 (d, 2H, J=7.90 Hz); 7.24 (d, 2H,
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J=8.56 Hz); 6.98 (d, 2H, J=8.34 Hz); 4.25 (m, 1H); 4.07 (m, 1H); 3.83 (d,
2H, J=6.15 Hz); 3.64 (s, 3H); 3.32 (m, 1H); 3.02 (m, 3H); 2.39 (s, 3H); 1.56
(m, 3H); 1.41 (m, 1H); 1.35 (s, 9H).

IR (KBr,CM-") 3400, 2990, 1745, 1680, 1500, 1370, 1350, 1200, 1160,
670, 600.

MS ((HESI, m/z (%)) 621 (100[M+NH,]").

Anal. Calc. para C3sH3;N30,S: ¢, 57.70; H, 6.18; N, 6.96.

Hallados: C, 57.63; H, 6.11; N, 6.74.

Ejemplo 161
Sintesis de Ester isopropilico de N~(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil) tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 138 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl5): 5 7.91 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.21 (d, 2H, J=8.2 Hz),
7.03 (m, 3H); 5.03 (m, 1H), 4.84 (m, 1H), 4.55 (d, 1H), 4.42 (d, 1H), 3.96
(s, 3H), 3.83 (s, 1H), 3.18-3.01 (m, 2H), 3.10 (s, 3H), 3.01 (s, 3H), 1.28 (s,
3H), 1.24 (m, 6H), 1.17 (s, 3H).

13C NMR (CDCl5): 8 170.43, 166.31, 154.92, 150.68, 132.91, 132.88,
130.34,121.78, 117.69, 73.76, 69.61, 54,79, 53.2, 50.52, 39.61, 37.62,
36.58, 36.35, 28.96, 24.02, 21.57, 21.49.

Ejemplo 162
Sintesis de Ester isopropflico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(4N-methoxipiperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto

por ¢l Ejemplo 156 sustituyendo los materiales de partida adecuados.
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Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DSMO-ds, 400 MHz) 5 8.10 (d, 1H); 7.72 (d, 2H); 7.41(d,
2H); 7.24 (d, 2H); 7.02 (d, 2H); 4.92 (m, 1H); 4.45 (m, 1H); 4.10 (m, 1H);
3.8 (br s, 1H); 3.65 (br s, 1H); 3.40 (M, 2H); 3.25 (s, 3H); 2.95-3.15
(overlapping m, SH); 2.40 (s, 3H); 1.85 (br, 2H); 1.4-1.6 (m, 6H); 1.18 (d,
3H); 1.12 (d, 3H).

IR (KBr,cm™) 3400, 2950, 1720, 1520, 1425, 1340, 1210, 1160, 1100,
625, 590, 540.

MS ((+) ESI, m/z (%)) 633 [M+NH]").

Ejemplo 163
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-1-prolil-L-4-(4N-methoxipiperidin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
162 utilizando el procedimiento descripto en el Método 5.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-d;, 400 MHz) & 12.8 (s, 1H); 8.10 (d, 1H); 7.72 (d,
2H); 7.41 (d, 2H); 7.24 (d, 2H); 7.02 (d, 2H); 4.45 (m, 1H); 4.10 (m, 1H);
3.8 (br s, 1H); 3.65 (br s, 1H); 3.40 (m, 2H); 3.25 (s, 3H); 2.95-3.15
(superpuesto m, SH); 2.40 (s, 3H); 1.85 (br, 2H); 1.4-1.6 (m, 6H).

IR (KBr, cm™) 3400, 2950, 1720, 1520, 1425, 1340, 1210, 1160, 1100,
625, 590, 540.

MS ((-)ESI, m/z (%)) 572 (100 [M-H]).

Anal. Calc. para Cy3H;35sN305SA0.33EtOAc.1H;0: C, 56.73; H, 6.44; N,
6.77.

Hallados: C, 56.96; H, 6.01; N, 6.76.

Ejemplo 164
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Sintesis de Ester fer-butflico de N-(tolueno~4-sulfonil)-L-4-oxoprolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
Se enfrié diclorometano (7 mL) a -60EC (bafio de cloroformo/hielo

seco). Se agregé cloruro de oxalilo (0.15 mL). El producto del Ejemplo 165
(870 mg) y DMSO seco (0.26 mL) se disolvieron en diclorometano (8 mL)
Yy se agregaron lentamente a la solucidn anterior. La reaccién se revolvi6 a -
60EC durante 30 minutos bajo condiciones secas. Se agregé trictilamina
(1.05 mL). Luego de 5 minutos, se retird ¢l bafio de hielo seco. La reaccién
se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora. El solvente se evapor§ bajo
vacio. Se agregd acetato de etilo (30 mL) al residuo. La mezcla se lavd con
solucién de 4cido citrico (5%, 2 x 30 mL), solucién saturada de NaHCO; (2
x 30 mL) y finalmente con salmuera. La solucién se secd sobre MgSQO,. El
solvente se evapor$ bajo vacio y el residuo se limpié con una columna de
gel de silice para obtener 440 mg del producto deseado, punto de fusién:
78-80EC.

Ejemplo 165

Sintesis de Kster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-trans-4-
hidroxiprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se disolvieron éster fer-butilico de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-trans-4-
hidroxiprolil-L-4-(hidroxi)fenilalanina (1,60 g) y cloruro de
dimetilcarbamilo (0.30 mL) en DMF a OEC en un bafio de hielo. Se agregd
a la solucién carbonato de potasio en polvo (2.03 g). Se retir6 el baflo de
hielo luego de 5 minutos. La reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 6 horas. El s6lido se filtr6. Sc agreg6 acetato de etilo (40 mL) a la
solucién. La solucién se lavé con solucidn de 4cido citrico (5%, 40 mL) 2
veces, y una vez con solucién saturada de NaHCQ; (40 mL)). La solucién se
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lavé entonces con salmuera y se secé con MgSO,. El solvente se evapord
bajo vacfo para dar 1.07 g del compuesto del titulo, punto de fusién: 170-
172EC.
Ejemplo 166
Sintesis de Ester fer-butflico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4- (N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se disolvieron éster ter-butilico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-
prolil-L-4-(hidroxi)fenilalanina (700 mg) y dimetilcarbamilo (0.2 mL) en
DMF (15 mL) a OEC en un bafio de hielo. Se agregd polvo de carbonato de
potasio (1.375 g) a la soluci6én. El bafio de hielo fue retirado luego de §
minutos. La reaccién se revolvi6 a temperatura ambiente durante 6 horas.
El sélido se filtrd. Se agregd acetato de etilo (20 mL) a la solucién. La
solucién se lavé con solucién de dcido citrico (5%, 30 mL, 2x) y solucién
saturada de NaHCO;. La solucién se lavé entonces con salmuera y secada
con MgSO,. El solvente se evaporé bajo vacio para dar 890 mg del
compuesto del titulo, punto de fusién 107-109EC.
Ejemplo 167
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(morfolino-sulfonil)-L-prolil-L-(4-
N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se prepard6  N-(Morfolino-sulfonil)}-L-prolina  utilizando el
procedimiento descripto por Cheeseright et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans.
11994, 12, 1595 - 1600. El compuesto del titulo se preparé siguiendo el
procedimiento descripto para la preparacién del Ejemplo 2.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 8 7.13 (d, 2H), 7.03 (d, 2H), 6.92 (d, 1H), 4.71 (q,
1H), 4.25 (t, 1H), 3.67 (t, 4H), 3.39 (dt, 1H), 3.28 - 3.19 (m, 1H), 3.23 (t,
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4H), 3.18 (dd, 1H), 3.08 (dd, 1H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 2.16 - 2.08 (m,
2H), 1.98 - 1.86 (m, 1H), 1.78 - 1.66 (m, 1H), 1.45 (s, 9H).

3C NMR (CDCL): § 171.2, 170.4, 154.8, 150.7, 132.9, 130.3, 121.7,
82.7, 66.3, 62.6, 53.3, 49.6, 46.2, 37.0, 36.6, 36.3, 30.5, 27.8, 24.7.

Ejemplo 168
Sintesis de N-(morfolino-sulfonil)-L-prolil-L(4-N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
167 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): 5 8.04 (d, 1H), 7.25 (d, 2H), 7.01 (d, 2H), 4.71 -
4.64 (m, 1H), 4.22 (dd, 1H), 3.62 -3.50 (m, 4H), 3.43 - 3.31 (m, 2H), 3.24
(dd, 1H), 3.11 (t, 4H), 3.09 (s, 3H), 3.03 (dd, 1H), 2.97 (s, 3H), 2.22 - 2.11
(m, 1H), 1.98 - 1.80 (m, 3H).

C NMR (CD;OD): 5 174.65, 174.58, 174.00, 156.60, 151.70, 135.30,
131.20, 122.70, 67.10, 63.10, 54.59, 54.50, 50.6, 47.10, 37.10, 36.50,
36.40, 32.0, 25.60.

Ejemplo 169
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(1-Metilpirazol-4-sulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo los procedimientos
descriptos para la preparacién de los Ejemplos 14 y 117.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): § 7.93 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.12 (d, 2H), 6.98 (d,
2H), 6.44 (d, 1HOHH), 4.95 (m, 1H), 4.66 (m, 1H), 4.04 (m, 2H), 3.98 (s,
3H), 3.19 (m, 2H), 3.06 (m, 6H), 2.98 (m, 4H), 1.42 (m, 9H).
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13C NMR (CDCL): 5 170.58, 164.75, 154.91, 150.75, 139.33, 132.73,
132.43, 130.43, 122.18, 119.66, 83.07, 56.02, 53.23, 50.03, 49.03, 41.49,
39.63, 36.56, 36.31, 36.16, 27.87.

Ejemplo 170
Sintesis de  N-(2-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 90
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): § 7.90 (m, 1H), 7.72 (m, 1H), 7.56 (d, 1H), 7.37 (m,
2H), 7.20 (d, 2H), 7.07 (d, 2H), 5.18 (m, 1H), 4.59 (m, 1H), 4.26 (m, 1H),
3.76 (m, 2H), 3.36 (m, 1H), 3.21 (m, 2H), 3.08 (m, 6H), 2.96 (s, 3H).

13C NMR (CD,OD): & 173.85, 168.04, 162.06, 158.69, 156.92, 152.06,
137.69, 135.05, 131.83, 131.59, 129.77, 128.44, 128.26, 126.21, 123.17,
119.04, 118.75, 57.04, 54.99, 52.08, 51.66, 43.36, 37.24, 36.83, 36.66.
Ejemplo 171
Sintesis de N-(2,4-difluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 92
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD:OD): 5 8.88 (m, 1/2H), 8.14 (m, 1/2H), 7.90 (m, 1H),
7.64 (m, 1H), 7.20 (m, 2H), 7.10 (m, 1H), 7.03 (m, 2H), 5.16 (m, 1H), 4.63
(m, 1H), 4.28 (m, 1H), 3.75 (m, 2H), 3.41 (m, 1H), 3.15 (m, 5H), 3.02 (m,
4H).
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13C NMR (CD;0D): 5 173.91, 168.04, 156.93, 152.05, 135.15, 133.81,
133.67, 131.60, 123.13, 113.48, 113.18, 107.38 ,107.02, 57.02, 55.02,
52.29, 51.84, 43.45, 37.34, 36.83, 36.66.

Ejemplo 172
Sintesis de N-(Tolueno-4-sulfonil)-L~(tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 49
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl): & 7.67 (d, 2H), 7.32 (d, 2H), 7.21 (d, 2H), 7.10 (d,
1H), 7.00 (d, 2H), 5.40 (bs, >1H), 4.85 (m, 2H), 3.95 (m, 1H), 3.41 (m,
1H), 3.07 (m, 6H), 2.98 (m, 4H), 2.62 (m, 1H), 2.41 (m, SH), 2.13 (m, 1H).

C NMR (CDCL): & 173.40, 168.49, 155.26, 144.44, 136.88, 132.95,
130.51, 130.30, 127.28, 122.08, 55.34, 53.45, 43.43, 36.62, 36.38, 35.85,
25.25, 24.54, 21.43.

Ejemplo 173
Sintesis de Ester isopropflico de N-(piridina-3-sulfonil)-L(5,5-dimetil-
tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 56 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

"H NMR (CDCL): 8 9.13 (m, 1H), 8.90 (m, 1H), 8.19 (m, 1H), 7.56 (m,
1H), 7.23 (d, 2H), 7.04 (d, 2H), 6.93 (d, 1H), 5.07 (m, 1H), 4.85 (m, 1H),
4.62 (d, 1H), 4.48 (d, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.20 - 3.05 (m, 2H), 3.12 (s, 3H),
3.03 (s, 3H), 1.32 - 1.16 (m, 12H).
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13¢ NMR (CDCLy): 5 170.30, 167.75, 154.19, 150.67, 148.59, 135.72,
132.94, 132.72, 130.27, 123.91, 121.78, 73.62, 69.64, 54.69, 53.12, 50.48,
37.50, 36.53, 36.29, 29.05, 23.73, 21.54, 21.46.

Ejemplo 174
Sintesis de  N-(3-fluorobencenosulfonil)-1-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo 91
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0OD): 5 7.68 (m, 3H), 7.44 (m, 1H), 7.20 (m, 2H), 7.01
(m, 2H), 5.21 (m, 1H), 4.60 (m, 1H), 4.20 (m, 1H), 3.75 (m, 1H), 3.43 (m,
1H), 3.21 (m, 3H), 3.02 (m, 4H), 2.96 (m, 4H).

*C NMR (CD;0D): 5 173.98, 167.98, 165.89, 162.56, 156.94, 152.06,
142.70 ,142.61, 135.11, 133.30, 133.19, 131.57, 124.71, 123.25, 122.21,
121.93, 116.05, 115.71, 57.27, 54.87, 54.79, 51.29, 51.06, 43.24, 37.11,
36.83.

Ejemplo 175
Sintesis de  N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
169 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): 5 8.11 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.36 (d, 1H), 7.24 (d,
2H), 7.02 (d, 2H), 5.16 (m, 1H), 4.69 (m, 1H), 4.19 (m, 1H), 3.90 (s, 3H),
3.81 (m, 2H), 3.33 (m, 3H), 3.10 (s, 3H), 3.02 (m, 4H).
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C NMR (CD;OD): 5 174.07, 168.11, 156.93, 152.08, 140.12, 135.05,
134.90, 131.67, 123.28, 121.82, 57.33, 54.77, 50.83, 50.64, 42.94, 39.80,
37.02, 36.84, 36.76.

Ejemplo 176
Sintesis de N-(4-fer-butilicobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 88
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): 5 7.70 (d, 2H), 7.53 (d, 2H), 7.04 (d, 2H), 6.87 (d,
2H), 5.09 (m, 1H), 4.48 (m, 1H), 3.99 (m, 1H), 3.60 (m, 1H), 2.90 (m, 5H),
2.80 (m, SH), 1.15 (s, 9H).

1*C NMR (CD,0D): § 173.95, 168.09, 159.33, 156.88, 152.09, 137.52,
135.03, 131.54, 128.68, 128.15, 123.32, 57.27, 54.81, 50.75, 43.04, 36.97,
36.82, 36.65, 36.16, 31.35.

Ejemplo 177
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-(3,3-dimetil)prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo 97
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): & 7.77 (d, 1H), 7.75 (d, 1H), 7.42 - 7.33 (m, 3.5H),
7.27 (d, 1H), 7.19 (d, 0.5H), 7.10 (d, 1H), 7.03 (d, 1H), 5.07 - 5.00 (m,
0.5H), 4.94 - 4.87 (m, 0.5), 3.67 (d, 1H), 3.58 - 3.52 (m, 1H), 3.35 - 3.25
(m, 1H), 3.19 - 3.08 (m, 2H), 3.11 (s, 3H), 3.02 (s, 3H), 2.45 (s, 1.5 H), 2.43
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(s, 1.5H), 1.70 - 1.57 (m, 1H), 1.34 - 1.27 (m, 1H), 0.94 (s, 1.5H), 0.75 (s,
1.5H), 0.54 (s, 6H).

13C NMR (CDCL): 8 174.6, 174.4, 171.8, 171.4, 155.7, 150.5, 150.4,
144 5, 144.4, 133.5, 132.6, 130.9, 130.6, 130.0, 129.9, 128.0, 127.9, 122.2,
122.0, 71.2, 70.9, 53.3, 52.2, 47.3, 47.1, 43.0, 42.7, 38.1, 37.9, 36.6, 36.4,
27.0, 26.8, 23.3, 23.0.

Ejemplo 178
Sintesis de N-(2,5-diclorotiofeno-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(V,/N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo 86
utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): § 8.10 (d, 1H), 7.25 (d, 2H), 7.20 (s, 1H), 7.0 (d,
2H), 4.65 (m, 1H), 4.35 (m, 1H), 3.55 - 3.35 (m, 2H), 3.30 - 3.20 (m, 2H),
3.15 - 3.00 (m, 4H), 2.95 (s, 3H), 2.05 - 1.80 (m, 2H), 1.80- 1.65 (m, 2H).

13C NMR (CD;OD): § 174.2, 173.9, 156.9, 151.9, 135.9, 135.5, 132.3,
131.6, 128.9, 128.6, 122.9, 63.1, 54.8, 54.7, 50.3, 37.4, 36.8, 36.7, 32.1,
25.5.

Ejemplo 179
Sintesis de N-(4-metoxibencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(V,/V-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
180 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:
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'"H NMR (CD;0D): § 7.78 (d, 2H), 7.27 (d, 2H), 7.09 (d, 2H), 7.02 (d,
2H), 4.71 - 4.67 (m, 1H), 4.10 - 4.06 (m, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.41 - 3.31 (m,
1H), 3.28 - 3.07 (m, 6H), 2.97 (s, 3H), 1.81 - 1.50 (m, 4H).

13C NMR (CD;OD): § 168.3, 168.2, 159.2, 150.9, 145.9, 129.5, 125.6,
125.3, 123.5, 116.9, 109.6, 57.2, 50.2, 48.7, 44.6, 31.4, 30.8, 30.6, 25.7,
19.3.

Ejemplo 180
Sintesis de Ester isopropfilico de N(4-metoxibencenosulfonil)-L-prolil-
L~4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): 5 7.76 (d, 2H), 7.34 (d, 1H), 7.14 (d, 2H), 7.03 - 6.97
(m, 4H), 5.08 - 5.04 (m, 1H), 4.77 (m, 1H), 4.05 - 4.03 (m, 1H), 3.86 (s,
3H), 3.37 - 3.34 (m, 1H), 3.26 - 3.19 (m, 1H), 3.10 - 3.01 (m, 4H), 2.98 (s,
3H), 2.02 (m, 1H), 1.56 - 1.46 (m, 3H), 1.25 (d, 6H).

13C NMR (CDCly): 5 170.8, 170.3, 163.4, 154.8, 150.5, 132.9, 130.1,
129.9, 127.6, 121.6, 114.3, 694, 62.1, 554, 53.2, 49.5, 37.1, 36.5, 36.2,
29.7,24.0,21.5,21.4.

Ejemplo 181
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(1-oxo-tiomorfolin-3-
carbonil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
182 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CD;OD): 5 7.90 (m, 1H), 7.78 (m, 2H), 7.40 (m, 2H), 7.26
(m, 2H), 7.03 (m, 2H), 5.14 (m, 1H), 4.64 (m, 2H), 3.81 (m, 1H), 3.71 (m,
2H), 3.19 (m, 1H), 3.14 (m, 3H), 3.02 (m, 4H), 2.84 (m, 1H), 2.60 (m, 1H),
2.42 (m, 4H), 2.21 (m, 1H).

13C NMR (CD;OD): § 174.22, 173.93, 169.59, 156.88, 152.08, 152.05,
146.44, 146.26, 137.75, 137.63, 135.61, 134.96, 131.79, 131.64, 131.55,
131.39, 128.75, 128.66, 123.35, 123.06, 57.03, 54.88, 54.66, 51.64, 42.69,
42.51, 40.34, 37.12, 36.83, 36.66, 32.76, 21.51.

Ejemplo 182
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1-0x0-
tiomorfolin-3-carbonil)-L-4-(/V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanins

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 49. La oxidacién del grupo tiomorfolino al
grupo l-oxo-tiomorfolino se realiz6 segin Larsson y Carlson (Acta
Chemica Scan. 1994, 48, 517-525).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): § 7.72 (m, 2H), 7.69 (m, 2H), 7.31 (m, 2H), 7.11 (m,
2H), 7.07 (m, 2H), 6.96 (m, 2H), 4.79 (m, 1H), 4.54 (m, 1H), 3.80 (m, 4H),
3.04 (4H), 2.92 (m, 3H), 2.64 (m, 1H), 2.43 (m, 4H), 1.44 (s, 3H), 1.36 (s,
6H).

3C NMR (CDCL): & 169.8, 166.5, 166.,3 154.6, 150.5, 150.4, 144.9,
144.4, 135.7, 135.3, 132.8, 130.5, 130.1, 29.9, 127.4, 126.9, 122.1, 1214,
82.6, 82.2, 55.6, 53.9, 53.1, 50.6, 48.1, 47.8, 41.7, 40.5, 38.3, 364, 36.1,
31.1, 275, 21.2.

Ejemplo 183
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Sintesis de Ester isopropilico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-
prolil-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): § 7.72 - 7.60 (m, 2H), 7.87 - 7.37 (m, 1H), 7.13 -
7.11 (m, 3H), 7.01 (d, 2H), 5.08 - 5.04 (m, 1H), 4.81 - 4.74 (m, 1H), 4.09 -
4,06 (m, 1H), 3.39 - 3.35 (m, 1H), 3.26 - 3.19 (m, 1H), 3.12 - 2.97 (m, 8H),
2.06 - 2.03 (m, 1H), 1.66 - 1.57 (m, 3H), 1.26 (d, 6H).

13C NMR (CDCly): 3 170.50, 170.40, 154.90, 153.60, 150.70, 150.30,
133.30, 132.90, 130.10, 125.00, 121.80, 121.80, 118.50, 112.80, 69.60,
62.20, 53.20, 49.60, 37.10, 36.60, 36.30, 30.10, 24.20, 21.59, 21.56.
Ejemplo 184
Sintesis de N<(3,4-DiFlucrobencenosulfonil)-1-prolil-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
183 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): § 8.10 (d, 1H), 7.84 - 7.77 (m, 1H), 7.69 - 7.65 (m,
1H), 7.53 - 7.45 (m, 1H), 7.28 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 4.72 - 4.68 (m, 1H),
4.19 - 4.16 (m, 1H), 3.43 - 3.39 (m, 1H), 3.31 - 3.21 (m, 2H), 3.13 - 3.05
(m, 4H), 2.97 (s, 3H), 1.86 - 1.61 (m, 4H).

3C NMR (CD:0OD): § 174.2, 174.1, 164.7, 156.9, 154.9, 152.0, 151.6,
135.8, 135.6, 131.6, 129.7, 122.9, 119.7, 118.8, 63.1, 54.7, 50.5, 37.4, 36.8,
36.6,31.9, 25.5.
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Ejemplo 185
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard utilizando el procedimiento
descripto en el Ejemplo 92 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): 8 7.71 (m, 2H), 7.33 (m, 1H), 7.07 (d, 2H), 6.91 (d,
2H), 6.36 (d, 1H), 4.95 (m, 1H), 4.61 (m, 1H), 4.03 (m, 2H), 3.16 (m, 2H),
3.13 (m, 4H), 3.07 (m, 1H), 2.93 (s, 9H), 1.43 (s, 9H).

BC NMR (CDCLy): § 170.07, 169.45, 164.42, 155.06, 155.44, 154.81,
152.21, 152.17, 150.58, 148.81, 148.64, 134.90, 134.85, 132,41, 130.29,
124.82, 124.71, 124.66, 121.97, 119.07, 118.76, 117.52, 117.23, 82.92,
55.98, 53.20, 50.10, 49.40, 41.76, 36.41, 36.16, 35.99, 27.64.

Ejemplo 186
Sintesis de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
185 utilizando el procedimiento descripto en ¢l Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): 5 6.22 (m, 1H), 6.03 (m, 1H), 5.84 (m, 1H), 5.58
(m, 2H), 5.38 (m, 2H), 3.33 (m, 1H), 3.01 (m, 1H), 2.57 (m, 1H), 2.14 (m,
1H), 1.91 (m, 1H), 1.66 (m, 3H), 1.44 (s, 3H), 1.35 (m, 3H), 1.32 (s, 3H).

C NMR (CD;OD): 5 173.97, 167.89, 156.94, 153.53, 152.07, 150.00,
137.48, 135.17, 131.63, 126.54, 126.43, 123.20, 120.21, 119.96, 118.84,
118.57, 57.25, 54.82, 51.29, 49.86, 43.29, 37.21, 36.85, 36.67.
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Ejemplo 187
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé utilizando el procedimiento
descripto en el Ejemplo 82 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl): 8 7.64 (d, 2H), 7.33 (d, 2H), 7.25 (d, 2H), 7.08 - 6.97
(m, 3H), 4.76 (m, 1H), 4.57 (d, 1H), 4.38 (d, 1H), 3.83 (s, 1H), 3.95 - 3.78
(m, 4H), 3.09 (m, 2H), 2.69 (m, 4H), 2.43 (s, 3H), 1.44 (s, 9H), 1.16 (s,
3H), 1.08 (s, 3H).

3C NMR (CDCL3): 5 169.78, 168.36, 153.53, 150.28, 144.84, 133.53,
132.76, 130.51, 130.03, 128.19, 121.58, 82.69, 73.42, 54.56,53.78, 50.46,
47.05, 46.40, 37.80, 29.06, 27.76, 27.37, 27.04, 23.86, 21.52.

Ejemplo 188
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
187 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl): 8 7.77 (d, 2H), 7.37 (d, 2H), 7.28 (d, 2H), 7.22 (d,
1H), 7.03 (d, 2H), 5.35 (brs, 1H), 4.91 (m, 1H), 4.60 (d, 1H), 4.39 (d, 1H),
3.91 (s, 1H), 3.96 - 3.28 (m, 4H), 3.30 - 3.07 (m, 2H), 2.67 (m, 4H), 2.45 (s,
3H), 1.10 (s, 3H), 1.08 (s, 3H).
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'3C NMR (CDCly): & 173.09, 169.45, 153.81, 150.28, 145.02, 133.42,
132.61, 130.60, 130.12, 128.13, 121.86, 73.28, 54.51, 53.31, 50.48, 47.08,
46.47, 36.97, 28.97, 27.35, 27.03, 23.70, 21.52.

Ejemplo 189
Sintesis de Ester etilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5
dimetil)tiaprolil-L-4-(/V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 117 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl3): 3 7.89 (s, 1H), 7.81 (s, 1H), 7.19 (d, 2H), 7.00 (m,
3H), 4.87 (m, 1H), 4.54 (d, 1H), 4.42 (d, 1H), 4.18 (g, 2H), 3.95 (s, 3H),
3.81 (s, 1H), 3.11 (m, 2H), 3.08 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.25 (4,
3H), 1.16 (s, 3H).

BC NMR (CDCl,): 5 170.98, 168.34, 154.91, 150.71, 139.62, 132.88,
130.28, 121.85, 117.71, 73.77, 61.66, 54.80, 53.16, 50.53, 39.64, 37.63,
36.60, 36.36, 28.98, 24.00, 13.92.

Ejemplo 190
Sintesis de N-(piridina-3-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
191 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): & 9.09 (s, 1H), 8.82 (m, 1H), 8.20 (m, 1H), 7.56 (m,
1H), 7.23 (d, 2H), 7.07 (d, 1H), 5.58 (brs, 1H), 4.83 (m, 1h), 4.56 (m, 2H),
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4.07 (s, 1H), 3.14 (m, 2H), 3.07 (s, 3H), 2.99 (s, 3H), 1.26 (s, 3H), 1.18 (s,
3H).

3C NMR (CDCLy): & 173.04, 168.29, 155.16, 153.39, 150.60, 147.96,
136.43, 133.91, 133.06, 130.66, 130.50, 124.65, 122.14, 121.91, 73.43,
54.58, 53.21, 50.38, 37.18, 36.64, 36.38, 29.25, 23.64.
Ejemplo 191
Sintesis de KEster ter-butilico de N-(piridina-3-sulfonil)-L(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 56 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+H]" 593

Anal. Calc. para C;H36N4O,S; A 0.5 Hy0: C, 53.88; H, 6.07; N, 9.27.

Hallados: C, 53.98; H, 6.07; N, 9.27.
Ejemplo 192
Sintesis de Ester isopropflico de N-(piridina-2-sulfonil)-L-prolil-L4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Sustituyendo cloruro de 2-piridinsulfonilo (ver Corey et al., J. Org.
Chem. 1989, 54, 389-393) y siguiendo el método para la preparacion del
Ejemplo 56 se obtuvo el compuesto del titulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl): & 8.59 (d, 1H), 8.00 - 7.89 (m, 2H), 7.78 (d, 1H),
7.53 - 7.49 (m, 1H), 7.16 (d, 2H), 7.01 (d, 2H), 5.05 - 4.99 (m, 1H), 4.85 -
4.78 (m, 1H), 4.60 - 4.57 (m, 1H), 3.44 -3.35 (m, 2H), 3.25 - 3.19 (m, 1H),
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3.07 (s, 3H), 3.06 - 3.01 (m, 1H), 2.97 (5, 3H), 2.19 - 2.13 (m, 1H), 1.88 -
1.71 (m, 2H), 1.55 (m, 1H), 1.22 - 1.19 (m, 6H).

3¢ NMR (CDCl): § 170.90, 170.30, 156.20, 154.80, 150.50, 150.00,
138.00, 133.10, 130.10, 127.00, 123.40, 121.60, 69.20, 62.80, 53.30, 49.60,
37.20, 36.40, 36.20, 29.80, 24.30, 21 .42, 21.40.

Ejemplo 193
Sintesis de N-(piridina-2-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
192 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): 5 8.67 (d, 1H), 8.27 (d, 1H), 8.07 - 8.02 (m, 1H),
7.96 - 7.91 (m, 1H), 7.65 - 7.61 (m, 1H), 7.27 (d, 2H), 7.01 (d, 2H), 4.72 -
4.69 (m, 1H), 4.58 - 4.54 (m, 1H), 3.44 - 3.37 (m, 2H), 3.28 - 3.24 (m, 1H),
3.13 - 3.05 (m, 4H), 2.96 (s, 3H), 1.94 - 1,89 (m, 2H), 1.70 - 1.63 (m, 2H).

13C NMR (CD;0D): § 174.5, 174.4, 174.2, 157.7, 156.9, 151.9, 139.9,
135.6, 131.6, 128.8, 124.7, 122.9, 64.1, 54.8, 54.7, 50.9, 37.5, 36.8, 36.7,
31.9,25.6.

Ejemplo 194
Sintesis de Kster isopropflico de N-(piridina-2-sulfonil)-L(5,5
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 192 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCly): 5 8.64 - 8.62 (m, 1H), 7.98 - 7.92 (m, 2H), 7.56 -
7.51 (m, 1H), 7.28 - 7.21 (m, 3H), 7.01 (d, 2H), 5.01 - 4.97 (m, 1H), 4.88 -
4.85 (m, 2H), 4.80 (d, 1H), 4.63 (d, 1H), 4.19 (s, 1H), 3.11 - 3.07 (m, 5H),
2.98 (s, 3H), 1.28 (s, 3H), 1.26 - 1.18 (m, 9H).

C NMR (CDCL): & 170.3, 168.4, 155.5, 154.9, 150.7, 150.4, 138.2,
133.0, 1304, 127.5, 123.5, 121.8, 73.5, 69.5, 54.7, 53.3, 51.0, 37.6, 36.6,
36.4,29.3, 23.9, 21.52, 21.50.

Ejemplo 195
Sintesis de N-(piridina-2-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
194 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): 5 8.70 - 8.69 (m, 1H), 8.07 - 8.01 (m, 1H), 7.92 -
7.89 (m, 1H), 7.67 - 7.63 (m, 1H), 4.77 - 4.67 (m, 3H), 4.30 (s, 1H), 3.23 -
3.06 (m, 5H), 2.97 (s, 3H), 1.27 - 1.18 (m, 6H).

'3C NMR (CD;OD): 5 174.1, 171.2, 157.0, 151.9, 151.6, 139.9, 135.7,
131.8, 131.7, 129.0, 124.6, 122.9, 74.3, 61.6, 55.7, 54.9, 51.9, 37.6, 36.8,
36.7, 30.1, 24.9,

Ejemplo 196
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(tiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 49 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCl3): § 7.67 (d, 2H), 7.30 (d, 2H), 7.12 (d, 2H), 6.97 (d,
2H), 6.86 (d, 1H), 5.05 (m, 1H), 4.70 (m, 2H), 3.90 (m, 1H), 3.31 (m, 1H),
3.06 (m, 4H), 2.97 (s, 3H), 2.68 (m, 1H), 2.50 (m, 1H), 2.44 (s, 3H), 2.29
(m, 1H), 2.13 (m, 1H), 1.24 (s, 3H), 1.22 (s, 3H).

13¢ NMR (CDCl,): § 170.35, 167.55, 155.00, 150.61, 144.20, 136.80,
132,51, 130.24, 130.14, 127.20, 121.82, 69.48, 55.14, 53.55, 43.26, 36.43,
36.16, 25.21, 24.56, 21.48,21.31.

Ejemplo 197
Sintesis de KEster isopropilico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): § 7.68 (d, 1H), 7.61 - 7.52 (m, 2H), 7.36 (dt, 1H),
7.21 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.94 (d, 1H), 5.05 (sept, 1H), 4.85 (q, 1H), 4.59
(d, 1H), 4.41 (d, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00
(s, 3H), 1.25 (d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.12 (s, 3H).

3¢ NMR (CDCly): § 170.3, 168.1, 162.6, 154.9,150.7, 137.9, 132.8,
131.3, 1304, 123.9, 121.8, 121.0, 115.4, 73.5, 69.6, 54.5, 53.2, 50.5, 37.6,
36.6, 36.3, 29.0, 23.7, 21.6, 21.5.

Ejemplo 198
Sintesis de Ester isopropilico de N~2-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

439

el

o



El compuesto del titulo se preparé siguiendo ¢l procedimiento descripto

para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): § 7.92 - 7.87 (m, 1H), 7.67 - 7.59 (m, 1H), 7.33 -
7.24 (m, 2H), 7.21 (d, 2H), 7.03 (d, 2H), 6.93 (d, 1H), 5.03 (Sept, 1H), 4.83
(q, 1H), 4.67 (d, 1H), 4.63 (d, 1H), 4.03 (s, 1H), 3.16 - 3.03 (m, 2H), 3.09
(s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.24 (d, 3H), 1.22 (d, 3H), 1.19 (s, 3H).

C NMR (CDCL;): 8 170.3, 168.1, 159.2, 154.9, 150.7, 136.0, 132.9,
132.0, 130.3, 124.6, 121.8, 117.6, 73.3, 69.6, 54.8, 53.2, 50.3, 37.6, 36.6,
36.3,29.1,23.9, 21.6, 21.5.

Ejemplo 199
Sintesis de Ester isopropilico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-
(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(IV,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): 8 7.77 - 7.71 (m, 1H), 7.70 - 7.65 (m, 1H), 7.40 -
7.31 (m, 1H), 7.20 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.87 (d, 1H), 5.05 (Sept, 1H), 4.88
- 4.82 (m, 1H), 4.55 (d, 1H), 4.44 (d, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m, 2H),
3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25 (d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.18 (s,
3H).

3C NMR (CDCL): § 1704, 167.9, 154.9, 150.7, 133.1, 132.7, 130.4,
1244, 121.8, 118.5, 118.0, 73.6, 69.7, 54.6, 53.1, 50.5, 37.6, 36.6, 36.3,
29.2,23.7,21.6, 21.5.
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Ejemplo 200
Sintesis de Ester isopropilico de N(3,5-dfluorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl3): 3 7.77 - 7.71 (m, 1H), 7.70 - 7.65 (m, 1H), 7.40 -
7.31 (m, 1H), 7.20 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.87 (d, 1H), 5.05 (Sept, 1H), 4.88
- 4.82 (m, 1H), 4.55 (d, 1H), 4.44 (d, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m, 2H),
3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25 (d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.18 (s,
3H).

C NMR (CDCly): 5 1704, 167.9, 154.9, 150.7, 133.1, 132.7, 130.4,
124.4, 121.8, 118.5, 118.0, 73.6, 69.7, 54.6, 53.1, 50.5, 37.6, 36.6, 36.3,
29.2,23.7,21.6,21.5,

Ejemplo 201
Sintesis de Ester isopropflico de N-(2,4-difluorobencenosulfonil)-L-
(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CDCly): 8 7.94 - 7.86 (m, 1H), 7.20 (d, 2H), 7.03 (d, 2H),
7.02 - 6.95 (m, 2H), 6.88 (d, 1H), 5.03 (Sept, 1H), 4.82 (q, 1H), 4.67 (d,
1H), 4.61 (d, 1H), 4.01 (s, 1H), 3.16 - 3.03 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s,
3H), 1.36 (s, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.21 (d, 3H), 1.20 (s, 3H).
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C NMR (CDCly): & 170.3, 167.9, 154.9, 150.7, 133.7, 132.8, 130.3,
121.8, 112.1, 106.1, 73.4, 69.6, 54.9, 53.2, 50.4, 37.6, 36.6, 36.3, 29.1,
23.9, 21.6, 21.5.

Ejemplo 202
Sintesis de Ester isopropilico de N-(4-clorobencenosulfonil)-L~(5,5
dimetil)tiaprolil-L-4-(/N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 5 7.82 (d, 2H), 7.53 (d, 2H), 7.21 (d, 2H), 7.02 (d,
2H), 6.93 (d, 1H), 5.05 (Sept, 1H), 4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.55 (d, 1H), 4.41
(d, 1H), 3.87 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25
(d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.16 (s, 6H).

C NMR (CDCL): 8 1703, 168.1, 154.9, 150.7, 140.4, 134.5, 132.8,
130.4, 129.7, 129.5, 121.8, 73.5, 69.6, 54.6, 53.1, 50.5, 37.6, 36.6, 36.3,
29.1,23.8,21.6, 21.0.

Ejemplo 203
Sintesis de Ester isopropflico de N-(3-clorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo ¢l procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDC);): 5 7.88 (t, 1H), 7.78 - 7.75 (m, 1H), 7.64 - 7.61 (m,
1H), 7.51 (t, 1H), 7.21 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.92 (d, 1H), 5.05 (sept, 1H),
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4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.58 (d, 1H), 4.40 (d, 1H), 3.88 (s, 1H), 3.18 - 3.03 (m,
2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25 (d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.14
(s, 3H).

*C NMR (CDCl): 5 1703, 168.0, 154.9, 150.7, 137.7, 135.7, 133.9,
132.8, 130.7, 130.3, 127.9, 126.2, 121.8, 73.6, 69.96, 54.5, 53.2, 50.5, 37.6,
36.6, 36.3, 29.1, 23.7, 21.6, 21.5.

Ejemplo 204
Sintesis de Ester isopropilico de N-(2-clorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): & 8.08 (dd, 1H), 7.54 - 7.52 (m, 2H), 7.45 - 7.39 (m,
1H), 7.19 (d, 2H), 7.02 (d, 2H), 6.79 (d, 1H), 5.00 (sept, 1H), 4.78 (d, 1H),
4.75 - 4.68 (m, 1H), 4.69 (d, 1H), 4.19 (s, 1H), 3.09 (s, 3H), 3.06 (d, 2H),
3.00 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.19 (d, 3H).

13C NMR (CDCly): 8 170.3, 168.1, 154.9, 150.7, 135.6, 134.4, 132.8,
132.7, 132.4, 130.3,127.3, 121.8, 73.3, 69.5, 54.7, 53.3, 50.4, 37.6, 36.6,
36.3, 29.6, 23.7, 21.6, 21.5.

Ejemplo 205
Sintesis de Ester isopropflico de N-(3,4-diclorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(NV,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.
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Los datos NMR son los siguicntes:

'H NMR (CDCl): § 7.97 (d, 1H), 7.70 (dd, 1H), 7.63 (d, 1H), 7.20 (d,
2H), 7.02 (d, 2H), 6.86 (d, 1H), 5.05 (sept, 1H), 4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.55
(d, 1H), 4.43 (d, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00
(s, 3H), 1.26 (d, 3H), 1.22 (d, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.18 (s, 3H).

3C NMR (CDCLy): & 170.3, 167.9, 154.9, 150.7, 138.7, 136.1, 134.2,
132.7, 131.4, 1303, 129.8, 127.1, 121.8, 73.6, 69.7, 54.6, 53.1, 50.5, 37.5,
36.6, 36.3, 29.2, 23.7, 21.6, 21.5.

Ejemplo 206
Sintesis de Ester isopropilico de N(3,5-diclorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): 8 7.76 (4, 2H), 7.62 (t, 1H), 7.20 (d, 2H), 7.03 (d,
2H), 6.85 (d, 1H), 5.05 (sept, 1H), 4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.57 (d, 1H), 4.42
(d, 1H), 3.92 (s, 1H), 3.18 - 3.04 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25
(d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.18 (s, 3H).

C NMR (CDCl;): § 170.3, 167.8, 154.9, 150.7, 139.1, 136.5, 133.7,
132.7, 130.3, 126.2, 121.8, 73.7, 69.7, 54.6, 53.1, 50.5, 37.5, 36.6, 36.3,
29.2,23.7, 21.6, 21.5.

Ejemplo 207
Sintesis de Kster ter-butilico de N-(3-clorobencenosulfonil)-1.<(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina



El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 92 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CDCly): § 7.85 (m, 1H), 7.76 (m, 1H), 7.63 (m, 1H), 7.53 (m,
1H), 7.06 (d, 2H), 6.96 (d, 2H), 6.37 (m, 1H), 5.01 (m, 1H), 4.62 (m, 1H),
4.01 (m, 2H), 3.26 (m, 1H), 3.06 (s, 3H), 2.96 (m, 7H), 1.49 (s, 9H).

3C NMR (CDCl3): § 170.0, 164.5, 154.9, 150.6, 140.0, 136.1, 134.2,
1325, 131.3, 130.2, 1274, 125.5, 122.2, 82.8, 56.0, 53.3,49.9, 49.2, 41.7,
36.5, 36.3, 36.0, 27.8.

Ejemplo 208
Sintesis de Ester ter-butflico de N-(3,4-diclorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 92 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): § 7.91 (m, 1H), 7.66 (m, 2H), 7.06 (d, 2H), 6.94 (d,
2H), 6.33 (m, 1H), 4.98 (m, 1H), 4.60 (m, 1H), 3.49 (m, 3H), 3.12 (m, 2H),
3.04 (s, 3H), 3.00 (m, 2H), 2.94 (s, 3H), 1.44 (s, 9H).

3C NMR (CDCly): § 170.0, 164.3, 154.8, 150.6, 138.8, 137.9, 134.3,
132.4 132.0, 130.3, 129.2, 126.4, 122.1, 83.0, 55.5, 53.1, 50.2, 49.5, 41.8,
36.5, 36.2, 36.0, 27.7.

Ejemplo 209
Sintesis de Ester isopropflico de N-(4-metoxibencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto

para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): & 7.81 (d, 2H), 7.22 (d, 2H), 7.06 - 6.99 (m, 5H),
5.04 (sept, 1H), 4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.56 (d, 1H), 4.39 (d), 3.88 (s, 3H),
3.83 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25 (d, 3H),
1.22 (d, 3H), 1.15 (s, 3H), 1.12 (s, 3H).

13C NMR (CDCl,): 8 170.3, 168.5, 163.8, 154.9, 150.7, 132.9, 1304,
130.3, 1274, 121.7, 114.5, 73.5, 69.5, 55.6, 54.6, 53.2, 50.5, 37.7, 36.6,
36.3,29.1,23.9, 21.6, 21.5.

Ejemplo 210
Sintesis de Ester isopropilico de N~(3-metoxibencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl,): 3 7.47 - 7.45 (m, 2H), 7.37 - 7.36 (m, 1H), 7.21 (d,
2H), 7.19 - 7.15 (m, 1H), 7.04 - 6.98 (m, 3H), 5.04 (sept, 1H), 4.88 - 4.82
(m, 1H), 4.58 (d, 1H), 4.40 (d, 1H), 3.89 (s, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.17 - 3.03
(m, 2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25 (d, 3H), 1.23 (d, 3H), 1.15 (s, 3H),
1.08 (s, 3H).

3C NMR (CDCls): § 170.3, 168.3, 160.2, 154.9, 150.7, 136.9, 132.9,
130.5, 130.4, 121.7, 120.2, 120.0, 112.6, 73.4, 69.6, 55."7, 54.5, 53.2, 504,
37.7, 36.6, 36.3, 29.1, 23.7, 21.6, 21.5.
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Ejemplo 211
Sintesis de Ester isopropilico de N-(2-metoxibencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): 8 7.92 (dd, 1H), 7.54 (dd, 1H), 7.21 (d, 2H), 7.07 -
7.00 (m, 4H), 6.96 (d, 1H), 5.01 (sept, 1H), 4.83 - 4.76 (m, 1H), 4.73 (d,
1H), 4.61 (d, 1H), 4.17 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.14 - 3.03 (m, 2H), 3.09 (s,
3H), 3.00 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.22 (d, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.19 (d, 3H).

13C NMR (CDCL;): § 170.3, 168.7, 157.7, 154.9, 150.6, 135.4, 133.0,
132.5, 130.3, 125.2, 121.7, 120.5, 112.6, 73.3, 69.5, 56.0, 54.8,53.3, 50.4,
37.7,36.6,36.3, 29.2, 24.1, 21.6, 21.5.

Ejemplo 212
Sintesis de Ester isopropilico de N-(3,4-dimetoxibencenosulfonil)-L-
(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): § 7.50 (dd, 1H), 7.31 (d, 1H), 7.21 (d, 2H), 7.05 -
7.01 (m, 3H), 6.97 (d, 1H), 5.04 (sept, 1H), 4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.56 (d,
1H), 4.40 (d, 1H), 3.95 (s, 3H), 3.94 (s, 3H), 3.89 (s, 1H), 3.17 - 3.03 (m,
2H), 3.09 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 1.25 (d, 3H), 1.22 (d, 3H), 1.16 (s, 3H), 1.14
(s, 3H).
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3C NMR (CDCL): 5 170.3, 168.5, 154.9, 153.5, 150.7, 149.4, 132.9,
1304, 127.6, 122.3, 121.7, 110.6, 110.3, 73.5, 69.6, 56.3, 56.1, 54.6, 53.2,
50.5, 37.7, 36.6, 36.3, 29.2, 23.8, 21.6, 21 .5.

Ejemplo 213
Sintesis de Ester isopropflico de N-(2,4-diflucrobencenosulfonil)-L-
(tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 49 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 5 7.89 (m, 1H), 7.16 (m, 2H), 6.97 (m, 4H), 6.77 (d,
1H), 4.72 (m, 1H), 4.60 (m, 1H), 3.92 (m, 1H), 3.29 (m, 1H), 3.09 (m, 5H),
2.93 (s, 3H), 2.70 (m, 2H), 2.55 (m, 1H), 2.10 (m, 1H), 1.42 (s, 9H).

13C NMR (CDCly): 8 170.0, 168.0, 167.7, 137.1, 164.4, 164.3, 161.1,
160.9, 157.7, 157.5, 154.8, 150.5, 132.7, 132.6, 132.4, 1304, 124.0, 123.8,
121.7, 112.2, 1119, 106.5, 106.1, 105.8, 82.6, 55.4, 53.9, 43.5, 36.4,
36.2,27.7,26.8, 25.5.

Ejemplo 214
Sintesis de N-(3,4-diclorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
208 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): & 8.04 (m, 1H), 7.68 (m, 2H), 7.52 (m, 1H), 7.21 (d,
2H), 7.02 (d, 2H), 5.22 (m, 1H), 4.63 (m, 1H), 4.22 (m, 1H), 3.71 (m, 1H),
3.57 (m, 1H), 3.30 (m, 3H), 3.08 (s, 3H), 3.02 (m, 3H), 2.97 (s, 3H).
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"“C NMR (CD;0D): 5 174.0, 168.0, 156.9, 152.1, 140.7, 139.3, 135.2,
133.2, 131.6, 130.7, 128.3, 123.2, 57.2, 54.9, 54.6, 51.7, 51.4, 43.3, 37.3,
36.9,36.7.

Ejemplo 215
Sintesis de N-(3-Clorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
207 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD+OD): 5 7.94 (m, 1H), 7.77 (m, 2H), 7.58 (m, 1H), 7.46 (d,
1H), 7.19 (d, 2H), 7.07 (d, 2H), 5.23 (m, 1H), 4.63 (m, 1H), 4.20 (m, 1H),
3.71 (m, 1H), 3.43 (m, 1H), 3.26 (m, 4H), 3.17 (s, 3H), 2.95 (m, 5H).

3C NMR (CD;0D): § 168.0, 152.1, 142.5, 136.8, 135.0, 132.7, 131.6,
128.6, 127.1, 123.3, 57.2, 54.9, 51.4, 51.2,43.2, 37.2, 36.8, 36.7.

Ejemplo 216

Sintesis de Ester fer-butflico de N<(3-cloro-4-fluorobencenosulfonil)-L-
(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 92 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): § 7.93 (d), 7.90 (m), 7.29 (s), 7.27 (d), 7.04 (d),
4.60 (m), 4.46 (d), 3.90 - 3.40 (m), 3.10 (s), 2.98 (s), 1.43 (s).

449

q«



13C NMR (CD,OD): § 171.5, 166.5, 156.9, 151.9, 135.2, 131.3, 129.9,
127.9, 127.8,123.1, 117.8, 117.5, 101 .4, 83.7, 57.9, 56.0, 42.9, 37.3, 369,
36.7, 28.1.

Ejemplo 217
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(1-metilpirazol-4-suifonil)-L-
(tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepard siguiendo los procedimientos
descriptos para la preparacién de los Ejemplos 49y 117.

Los datos NMR son los siguicntes:

'H NMR (CDCl,): 3 7.77 (8), 7.63 (s), 7.08 (d), 6.93 (d), 6.76 (d), 6.71
(d), 5.50 (d), 5.22 (s), 4.82 (t), 4.61 (q), 3.83 (8), 3.25 (dt), 3.04 (m), 2.90
(s), 2.05 (dd), 1.34 (s).

BC NMR (CDCL): 5 169.3, 166.8, 154.7, 150.4, 138.4, 132.4, 1322,
130.2, 121.4, 118.3, 105.4, 82.5, 55.2, 53.6, 53.3, 39.5, 38.3, 36.6, 36.3,
36.1,27.6,23.5.

Ejemplo 218
Sintesis de KEster fer-butflico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-
(tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del tftulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 49 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'"H NMR (CD,0D): 5 7.88 (m, 1H), 7.70 (m, 1H), 7.57 (m, 1H), 7.23 (d,
2H), 7.03 (d, 2H), 6.83 (d, 1H), 5.63 (dd, 1H), 5.07 (t, 1H), 4.58 (m, 1H),
3.22 - 3.00 (m, 3H), 3.09 (s, 3H), 2.98 (8, 3H), 2.07 (dd, 1H), 1.44 (s, SH).
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3C NMR (CD,0D): § 171.3, 169.3, 156.9, 152.0, 135.0, 131.6, 126.5,
1229, 120.2, 1199, 1194, 118.7, 118.4, 1064, 83.6, 56.5, 55.6, 37.1,
36.8, 36.6, 28.1, 25.2.

Ejemplo 219
Sintesis de Ester isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)thioprolil-L~(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 82 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDClL): § 9.09 (s, 1H), 8.88 (m, 1H), 8.16 (m, 1H), 7.50 (m,
1H), 7.22 (d, 2H), 7.01 (d, 2H), 6.91 (d, 1H), 5.05 (m, 1H), 4.85 (m, 1H),
4,60 (d, 1H), 4.46 (d, 1H), 3.89 (s, 1H), 3.93 - 3.83 (m, 4H), 3.11 (m, 2H),
2.69 (m, 4H), 1.29 - 1.16 (m, 12H).

13C NMR (CDCls): & 170.3, 167.8, 154.3, 153.5, 150.4, 148.7, 135.8,
133.1, 132.9, 130.4, 124.0, 121.8, 73.7, 69.7, 54.7, 53.2, 50.5, 47.1, 46 4,
37.6, 29.1, 27.4,27.0, 23.8, 21.6, 21.5.

Ejemplo 220
Sintesis de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-(tiamorfolin-3-carbonil)-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
218 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): & 7.89 (s, 1H), 7.57 - 7.46 (m, 2H), 7.35 (d, 1H),
7.32 - 7.22 (m, 1H), 7.09 (d, 2H), 6.91 (d, 2H), 6.64 (d, 1H), 5.50 (d, 1H),
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4.89 (s, 1H), 4.88 - 4.79 (m, 1H), 3.17 - 3.02 (m, 3H), 3.02 (s, 3H), 2.93 (s,
3H), 1.75 (dd, 1H).

3C NMR (CDCL): 5 173.6, 167.7, 155.5, 152.0, 151.8, 150.1, 148.4,
132.8, 1304, 124.6, 121.5, 118.7, 118.5, 117.5, 117.3, 117.1, 106.9, 54.9,
53.0,36.4, 36.2, 36.0, 23 .4.

Ejemplo 221
Sintesis de Ester isopropilico de N-(2,5-diclorotiofeno-3-sulfonil)-L-
(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 5 7.18 (d, 2H), 7.11 (s, 1H), 7.00 (d, 2H), 6.87 (d,
1H), 5.03 - 4.99 (m, 1H), 4.84 - 4.81 (m, 1H), 4.65 - 4.56 (m, 2H), 4.07 (s,
1H), 3.10 - 3.01 (m, 5H), 2.98 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.22 (s, 3H), 1.21 (s,
3H), 1.18 (s, 3H).

*C NMR (CDCLy): 5 170.3, 167.7, 154.9, 150.7, 132.9, 132.8, 131.9,
130.3, 128.0, 127.0, 121.8, 73.4, 69.6, 54.8, 53.2, 50.5, 37.5, 36.6, 36.3,
29.1,23.8,21.6, 21.5.

Ejemplo 222
Sintesis de Ester isopropilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 82 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCl;):  7.89 (s, 1H), 7.80 (s, 1H), 7.21 (d, 2H), 7.01 (m,
3H), 5.03 (m, 1H), 4.83 (m, 1H), 4.54 (d, 1H), 4.40 (d, 1H), 3.95 (s, 3H),
3.86 (m, 4H), 3.80 (s, 1H), 3.09 (m, 2H), 2.68 (m, 4H), 1.28 (s, 3H), 1.22
(m, 6H), 1.16 (s, 3H).

13C NMR (CDCly): 8 170.4, 168.3, 153.5, 150.4, 139.3, 133.3, 132.9,
130.4, 121.7, 117.6, 73.8, 69.7, 54.8, 53.2, 50.5, 47.1, 46.4 39.6, 37.6, 29.0,
27.4,27.1,24.0,21.6, 21.5.

Ejemplo 223
Sintesis de Ester isopropflico de N~(8-quinolinasulfonil)-L-prolil-L4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDClLs): & 9.01 - 8.99 (m, 1H), 8.56 - 8.53 (m, 1H), 8.27 -
8.23 (m, 1H), 8.07 - 8.04 (m, 1H), 7.66 - 7.61 (m, 2H), 7.55 - 7.51 (m, 1H),
7.17 (d, 2H), 7.01 (d, 2H), 5.27 - 5.23 (m, 1H), 5.07 - 4.98 (m, 1H), 4.84 -
4,76 (m, 1H), 3.34 - 3.20 (m, 3H), 3.06 - 2.98 (m, 4H), 2.97 (s, 3H), 2.15 -
2.09 (m, 1H), 1.64 - 1.51 (m, 3H), 1.23 (d, 6H).

C NMR (CDCly): & 172.0, 170.5, 154.9, 151.5, 150.6, 143.9, 136.8,
135.6, 134.9, 134.1, 133.3, 130.2, 129.2, 125.6, 122.3, 121.7, 69.3, 62.8,
33.5, 48.7, 37.3, 36.5, 36.3, 29.7, 24.3, 21.6, 21.6.

Ejemplo 224
Sintesis de N-(8-quinolinasulfonil)-1 -prolil-L-4-(N,N-

dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
223 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

"H NMR (CD;OD): 8 9.03 - 9.01 (m, 1H), 8.49 - 8.42 (m, 2H), 8.23 -
8.20 (m, 1H), 8.09 - 8.07 (m, 1H), 7.73 - 7.61 (m, 2H), 7.25 (d, 2H), 7.00
(d, 2H), 5.30 - 5.27 (m, 1H), 4.73 - 4.69 (m, 1H), 3.38 - 3.21 (m, 3H), 3.09 -
3.02 (m, 4H), 2.95 (s, 3H), 1.86 (m, 1H), 1.78 - 1.73 (m, 1H), 1.58 - 1.50
(m, 2H).

*C NMR (CD;OD): 5 175.3, 174.2, 164.7, 156.9, 152.9, 145.2, 138.5,
136.9, 135.8, 135.6, 131.6, 130.9, 126.9, 123.8, 122.9, 63.9, 54.7, 50.0,
37.5, 36.8, 36.7, 31.6, 25.5.

Ejemplo 225
Sintesis de KEster isopropflico de N-(8-quinolinasulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 117 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCl;): 5 9.05 - 9.03 (m, 1H), 8.53 - 8.49 (m, 1H), 8.26 -
8.22 (m, 1H), 8.08 - 8.05 (m, 1H), 7.65 - 7.60 (m, 1H), 7.56 - 7.52 (m, 1H),
7.19 (d, 2H), 7.06 (d, 1H), 7.00 (d, 2H), 5.17 (d, 1H), 4.94 (m, 1H), 7.74 -
4.78 (m, 2H), 4.66 (s, 1H), 3.08 - 2.99 (m, 8H), 1.20 - 1.16 (m, 12H).

3C NMR (CDCly): § 170.2, 168.9, 154.9, 151.5, 150.6, 144.2, 136.7,
134.4, 134.4, 133.1, 130.3, 129.2, 125.5, 122.3, 121.7, 73.2, 69.3, 54.8,
53.3, 50.6, 37.6, 36.6, 36.3, 29.2, 24.1, 21.5, 21 4,

Ejemplo 226
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Sintesis de N-(8-Quinolinasulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,V-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
225 utilizando el procedimiento descripto en €l Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D): 8 9.06 - 9.04 (m, 1H), 8.45 - 8.39 (m, 2H), 8.23 -
8.14 (m, 1H), 7.72 - 7.61 (m, 2H), 7.32 (d, 2H), 7.03 (d, 2H), 5.12 (d, 1H),
4.87 (d, 1H), 4.69 - 4.64 (m, 2H), 3.28 - 3.02 (m, 5H), 2.98 (s, 2H), 1.18 (s,
3H), 1.08 (s, 3H).

C NMR (CD;OD): & 174.1, 171.8, 157.1, 152.9, 152.0, 145.5, 138.4,
137.3, 135.8, 135.6, 135.1, 131.8, 130.9, 126.8, 123.8, 122.9, 73.7, 55.9,
54.8,51.7,37.6, 36.8, 36.7, 30.2, 25.0.

Ejemplo 227
Sintesis de Ester isopropflico  N-(3-sulfonamida-4-cloro-
bencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina de

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los inateriales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): § 8.45 (d, 1H), 7.91 (d, 1H), 7.67 (d, 1H), 7.13 (d,
2H), 7.06 (d, 1H), 7.01 (d, 2H), 5.90 (brs, 2H), 5.06 - 5.02 (m, 1H), 4.79 -
4.72 (m, 1H), 4.14 - 4.10 (m, 1H), 3.42 - 3.39 (m, 1H), 3.25 - 3.14 (m, 2H),
3.07 (s, 3H), 3.04 - 2.97 (m, 1H), 2.96 (s, 3H), 1.98 - 1.96 (m, 1H), 1.72 -
1.62 (m, 3H), 1.28 - 1.25 (m, 6H).
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3¢ NMR (CDCl): 5 170.8, 170.7, 155.1, 150.6, 141.4, 136.9, 136.1,
132.9, 132.8, 131.9, 130.3, 128.7, 121.9, 69.8, 62.1, 53.3, 49.6, 36.9, 36.6,
36.4,30.4, 243,216, 21.6.

Ejemplo 228
Sintesis de KEster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1-
oxotiomorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 182 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCLy): & 7.77 (d, 2H), 7.72 (d, 2H), 7.33 (m, 2H), 7.20 (m,
2H), 7.12 (d, 2H), 7.01 (m, 2H), 5.10 (m, 1H), 5.01 (m, 1H), 4.84 (m, 1H),
4,75 (m, 1H), 3.80 (m, 3H), 3.05 (m, 4H), 2.96 (m, 3H), 2.74 (m, 1H), 2.42
(m, 4H), 1.30 - 1.20 (m, 6H).

’C NMR (CDCly): & 170.6, 170.4, 166.8, 166.7, 154.9, 150.7, 150.6,
145.1, 144.8, 135.8, 135.5, 132.7, 130.6, 130.4, 130.3, 130.0, 127.7, 127.1,
1224, 121.8, 69.8, 69.4, 55.8, 53.7, 52.9, 50.8, 48.2, 47.9, 42.0, 41.2, 38.4,
36.6, 36.5, 36.3, 31.2, 21.5, 21.5.

Ejemplo 229
Sintesis de Ester ter-butilico de N~(2,4-difluorobencenosulfonil)-L~1-
oxotiomorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 182 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'"H NMR (CDCl): § 7.91 (m, 1H), 7.30 (m, 2H), 6.97 (m, 4H), 4.71 (m,
1H), 4.55 (m, 1H), 3.90 (m, 2H), 3.77 (m, 1H), 3.11 (m, 4H), 2.85 (m, 3H),
2.80 (m, 1H), 2.60 (m, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.39 (s, 9H).

3C NMR (CDCL): § 170.0, 168.0, 167.9, 166.4, 166.2, 164.6, 164.4,
162.7, 161.4, 161.2, 157.9, 157.8, 154.8, 150.6, 150.4, 132.8, 132.5, 132.4,
130.9, 130.4, 130.1, 123.3, 123.1, 122.2, 121.6, 121.1, 122.6, 122.2, 111.9,
106.6, 106.3, 105.9, 82.8, 82.3, 55.8, 54.1, 53.2, 51.6, 49.2, 48.7, 43.1,
423, 38.7, 36.5, 36.2, 31.8, 27.7.

Ejemplo 230
Sintesis de Ester 2,2- dimetilpropilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-
L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El producto el Ejemplo 161 (1 g., 9.72 mmol) se disolvié en alcohol
neopentilico (5 mL). Se agregé isoprop6xido de titanio (IV) (260 mg., 0.9
mmol) y la mezcla se calenté a 100EC bajo una atmésfera inerte por 48
horas. El exceso de alcohol neopentilico se retir6 bajo presién reducida y el
residuo se purificé por cromatografia flash de columna (silice, 1% MeOH
in CHCI;) para obtener ¢l compuesto del titulo como un sélido de color
blanco (1.02 g, 97%).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+) ESI [M+H]" 610; [M+NH4]" 627 (100%).

Anal. Calc. para C»Hj39N;0;S: C, 53.18; H, 6.45; N, 11.49.

Hallados: C, 53.46; H, 6.38; N, 11.06.

Ejemplo 231
Sintesis de Este;' 2,2-dimetilpropilico de N-(piridina-3-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(V,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El producto del Ejemplo 173 se sometid al proceso de
transesterificacion descripto para la preparacién del Ejemplo 230. El
compuesto se purificé por cromatografia flash en columna (silice, 1%
MeOH en CHCl;) seguida de recristalizacién a partir de acetato de etilo
para obtener el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (720 mg,
47%).

Los datos fIsicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C;3H3sN4O78,: C, 5543; H, 6.31; N, 9.23.

Hallados: C, 55.37; H, 6.32; N, 9.22.

Ejemplo 232
Sintesis de Ester ciclopropilmetilico de N-(1-Metilpirazol-4-sulfonil)-L-
(5,5-dimetiDtiaprolil-L-4-(NV,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se someti6 el producto del ejemplo 161 al procedimiento de
transesterificacion descripto para la preparaciébn del Ejemplo 230. El
compuesto del titulo se obtuvo como un sélido de color blanco luego de ser
sometido a cromatografia flash (sflice, 1% MeOH in CHCIl;) (860 mg,
70%).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C,¢H3sNsO+8,: C, 52.6; H, 5.94; N, 11.8.

Hallados: C, 52.49; H, 5.93; N, 11.62.

Ejemplo 233
Sintesis de Ester metflico de N<(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(S,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 161 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.
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Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+) ESI [M+H]" 554;[M+NH,]" 571 (100%).

Anal. Calc. para C;3H3;)NsO:S; A 0.2 EtOAc: C, 50.04; H, 5.75; N,
12.26.

Hallados: C, 50.12; H, 5.69; N, 12.19.
Ejemplo 234
Sintesis de Kster etilico de N-(piridina-3-sulfonil)-L(5,5-
dimetil)tiaprolil-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se sometid el producto del ejemplo 173 al procedimiento de
transesterificacién descripto para la preparaciéon del Ejemplo 230. El
compuesto del titulo se purificé con cromatografia flash de columna (sflice,
2% MeOH in CHCIs) seguido de recristalizacién a partir acetato de etilo
para dar el compuesto del titulo como un sélido de color blanco (1.2 g,
61%).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para CysH33N4048;: C, 53.18; H, 5.71; N, 9.92.

Hallados: C, 53.14; H, 5.72; N, 9.57.
Ejemplo 235
Sintesis de Ester ciclopropilmetilico de N-(piridina-3-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxf)fenilalanina

Se sometié el producto del ejemplo 173 al procedimiento de
transesterificacion descripto para la preparacion del Ejemplo 230. El
compuesto se aislé como un sdlido de color blanco luego de cromatografia
flash de columna (sflice, 2% MeOH in CHCI;) seguido de recristalizacién a
partir de EtOAc/hexanos (1 g, 65%).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

459



Anal. Calc. para C»H3N4O,8;: C, 54.9; H, 5.8; N, 9.48.

Hallados: C, 54.77; H, 5.65; N, 9.46.
Ejemplo 236
Sintesis de 2-Metoxifenil éster de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

A una solucién del compuesto del Ejemplo 139 (1.79 g, 3.31 mmol), 2-
metoxi-fenol (0.45 g, 3.64 mmol) y BOP (1.61 g, 3.64 mmol) en cloruro de
metileno (25 mL) a 0°C se agregé trietilamina (0.7 mL, 4.97 mmol). La
mezcla de reaccidn se calenté lentamente a 25°C donde fue agitada bajo
nitrégeno durante 24 horas. La reaccién fue ahogada mediante el agregado
de 100 mL de salmuera saturada y extraida con EtOAc. El extracto
orgdnico s¢ lavé secuencialmente con 2N HCI (3 veces), bicarbonato de
sodio saturado (3x) y salmuera saturada (2x), se secd sobre MgSO,, y se
evapord hasta obtener 2.1 g de producto crudo. La cromatografia flash
(cluyente: 964 cloruro de metileno: EtOAc) dio 1.85 g de un sélido de
color blanco que luego de trituracién con hexano dio 1.68 g (79%) de
cristales de color blanco, punto de fusién 72-75 °C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para CyH;3sNsO38S;: C, 59.94; H, 5.46; N, 10.85.

Hallados: C, 53.45; H, 5.62; N, 10.31.
Ejemplo 237
Sintesis de Ester n-butilico de N-(1-Metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se saturd una solucién del compuesto del Ejemplo 139 (2g) en n-
butanol (50 mL) con refrigeracién de hielo con HCI gaseoso. La mezcla se

agitd a temperatura ambiente por 36 horas, se evapord bajo vacio hasta

460

a



estar casi completamente seca, luego se particioné entre 5% NaHCO,; y
cloroformo. La capa orgénica se secd y evapord bajo vacio para obtener
900 mg del compuesto del titulo.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(H)ESI], [M+H]" 596.
Ejemplo 238
Sintesis de Ester n-propilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)}-L~5,5
dimetil)tiaprolil-L-4-(NV,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se saturd una solucibn de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina (2 g) en n-
propanol (50 mL) al enfriarse con hielo con HCI gaseoso. La mezcla se
revolvié a temperatura ambiente durante 36 horas, se evapord bajo vacio
hasta estar casi completamente seca, luego se particioné entre 5% NaHCO;
y cloroformo. La capa orgénica se sec6 y evaporé bajo vacio para producir
1500 mg del compuesto del titulo.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(HESI], [M+H]" 582.
Ejemplo 239
Sintesis de 2,2-dimetilpropioniloximetil éster de N-(1-metilpirazol-4-
sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se agreg6 ioduro de potasio (324 mg) inmediatamente a una mezcla del
compuesto del Ejemplo 139 (1.08 g), clorometilpivalato (294 mg) y K,COs
en polvo (222 mg) en DMF (5 mL). La mezcla de reacciéon se agité a
temperatura ambiente durante la noche, se particioné entre agua (12 mL) y
acetato de etilo (60 mL). La capa orgénica separada se lavé con tiosulfato
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de sodio 0.1 N enfriado a hielo, agua y salmuera, luego se secd sobre
MgS0,, se filtré y evaporé bajo vacio para producir 750 mg del compuesto
del titulo.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(HESI], [M+H]" 654.
Ejemplo 240
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(4-
fenilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar$ siguiendo el procedimiento descripto
para el Ejemplo 117 sustituyendo los materiales de partida adecuados. Se
obtuvo un sélido de color blanco, punto de fusién 60-65°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI) 694.3 [M+NH,]".

Anal, Calcd for C3sHyN,O5S A 0.5C4Hg0,: C, 63,31; H, 6.71; N, 7.77.

Hallados: C, 63.12; H, 6.58; N, 7.69.
Ejemplo 241
Sintesis de Ester ter-butilico de N-(tolueno~4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
(ctoxicarbonil)piperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Se prepar6 el carbamato mediante el tratamiento de éster Tos-Pro-Tyr-t-
butflico con 4-nitrofenilcloroformato, seguido de la adicion de
etinilsonipecatato (trietilamina, cloruro de metileno, enfriado a 0EC, luego
agitado a temperatura ambiente durante la noche). El producto crudo se
purificé por cromatografia flash (silice, 95:5 EtoAc:Et;N) para dar un
sélido de color blanco (.78 g, 39%).

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.15 (d, 1H, J = 7.68Hz); 7.70 (d,
2H, J = 8.34Hz); 7.40 (d, 2H, J = 7.90Hz); 7.22 (d, 2H, J = 8.56Hz); 7.00
(d, 2H, J = 8.56Hz); 4.37 (m, 1H), 4.07 (q, 2H, J = 7.14, 14.08Hz); 4.03 (m,
2H); 3.90 (m, 1H); 3.34 (m, 1H); 3.09 (m, 2H); 3.00 (m, 3H); 2.59 (m, 1H);
2.39 (s, 3H); 1.87 (m, 2H); 1.58 (m, 5H); 1.41 (m, 1H); 1.35 (s, 9H); 1.18
(t, 3H, 7.14Hz).

IR (KBr, cm™): 3410, 2990, 2950, 1725, 1680, 1510, 1430, 1355, 1220,
1200, 1170, 1000, 675, 595.

MS ((+)ESI, m/z (%)) 689 (100[M-+NH,]"); 691 (37[M+NH,]").

Anal. Cale=d for CyHysN;30,S: C, 60.79; H, 6.75; N, 6.25.

Hallados: C, 60.59; H, 6.67; N, 6.22.

Ejemplo 242
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(4=—(2=
aminoetil)morfolino)carbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
152 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 12,75 (s, 1H); 8.08 (d, 1H); 7.68 (d,
2H); 7.60 (t, 1H); 7.39 (d, 2H); 7.21 (d, 2H); 6.97 (d, 2H); 4.46 (m, 1H);
4.08 (m, 1H); 3.56 (m, 4H); 3.26 (m, 3H); 3.09 (m, 2H); 2.94 (m, 1H); 2.49
(s, 6H); 2.48 (s, 3H); 1.5 (m, 3H); 1.38 (m, 1H).

IR (KBr, cm™) 3400, 2975, 1725, 1650, 1500, 1350, 1150, 650, 575,
550.

MS ((-ESI, m/z (%)) 587 (100{M-HT").

Anal. Calc=d for Cj3H;3;sNOsS.HCOOH.0.5H;0: C, 54.11; H, 6.11; N,
8.70.
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Hallados: C, 53.96; H, 6.02; N, 8.68.
Ejemplo 243
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[4-(carboxi)piperidin-1-
ilcarboniloxi]fenilalanina

El compuesto del tftulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
241 utilizando los procedimientos descriptos en los Método 6y 11.

Los datos NMR son los siguientes:;

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 12.50 (bs, 2H); 8.08 (d, 1H, J =
7.90Hz); 7.69 (d, 2H, J = 8.34Hz); 7.39 (d, 2H, J = 7.90Hz); 7.22 (D, 2H, J
= 8.56 Hz); 6.99 (d, 2H, J = 8.56 Hz); 4.46 (m, 1H); 4.09 (m, 1H); 4.00 (m,
1H); 3.90 (m, 1H); 3.30 (m, 1H); 3.09 (m, 3H); 2.95 (m, 2H); 2.49 (m, 1H);
2.38 (s, 3H); 1.86 (m, 2H); 1.36-1.61 (m, 6H).

IR (KBr, cm™) 3400, 2960, 1720, 1535, 1430, 1350, 1200, 1160, 670,
590, 550.

MS ((HESI, nv/z (%)) 605 (100[M-+NH,]).

Anal. Calc=d for C;3H;33N;0,S H,;0: C, 55.53; H, 5.65; N, 6.94.

Hallados: C, 55.23; H, 5.82; N, 6.59.

Ejemplo 244
Sintesis de Ester isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(N,N-bis-(2-hidroxietil)carbamiloxi)fenilalanina

Se prepard el carbamato por tratamiento de éster Tos-Pro-Tyr-iPr con
4-nitrofenil cloroformato, seguido de la adicién de dietanol amina
(trictilamina, cloruro de metileno, enfriado a 0°C, agitado a temperatura
ambiente durante la noche). El producto crudo se purific6 por
cromatografia flash (sflice, 98:2 EtOAc:EtOH) para dar una espuma de
color blanco (0.180g, 28%).
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Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): § 8.26 (d, 1H, J = 7.90Hz); 7.69 (d,
2H, ] = 8.12Hz); 7.40 (d, 2H, J = 8.12Hz); 7.23 (D, 2H, J = 8.56 Hz); 6.99
(d, 2H, J = 8.56Hz); 4.87 (m, 1H); 4.83 (1, 1H, J = 5.49Hz); 4.76 (t, 1H, ] =
5.49Hz); 4.42 (m, 1H); 4.08 (m, 1H); 3.58 (m, 2H); 3.51 (m, 2H); 3.44 (m,
2H); 3.34 (m, 3H); 2.99 - 3.09 (m, 3H); 2.39 (s, 3H); 1.59 (m, 3H); 1.41 (m,
1H); 1.16 (d, 3H, J = 6.15Hz); 1.12 (d, 3H, J = 6.15Hz).

IR (KBr, cm™) 3420, 2940, 1725, 1535, 1670, 1520, 1460, 1410, 1350,
1220, 1160, 1110, 670, 600, 550.

MS ((HESI, m/z (%)) 606 (15[M+H]"); 623 (100[M+NH,]").

Anal. Calc=d for C3gH3sN3098 H;0: C, 56.66; H, 6.56; N, 6.84.

Hallados: C, 56.66; H, 6.41; N, 6.72.

Ejemplo 245
Sintesis de Ester isopropflico de N<(Tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-|3-
(hidroximetil)piperidin-1-ilcarboniloxi]fenilalanina

Se prepard el carbamato por tratamiento de éster Tos-Pro-Tyr-iPr con
4-nitrofenil cloroformato, seguido de la adicién de 3-piperidin metanol
(trietilamina, cloruro de metileno, enfriado a 0°C, agitado a temperatura
ambiente durante la noche). El producto crudo se purific6 mediante
cromatografia flash (sflice, 3:2 EtOAc:Hex) para dar una espuma de color
blanco (0.519g, 67%).

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 8.26 (d, 1H, J = 7.90Hz); 7.69 (d,
2H, J = 8.12Hz); 7.40 (d, 2H, J = 8.12Hz); 7.22 (d, 2H, J = 8.56Hz); 6.98
(d, 2H, J = 8.34Hz); 4.85 (M, 1H); 4.57 (bs, 1H); 4.42 (m, 1H); 3.99 - 4.09
(m, 3H); 3.85 (m, 1H); 3.31 (m, 1H); 3.22 (m, 1H); 2.91 - 3.10 (m, 4H),
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2.80 (m, 1H); 2.55 (m, 1H); 2.39 (s, 3H); 1.51 - 1.72 (m, 6H); 1.42 (m, 2H);
1.16 (d, 3H, J =6.15Hz); 1.11 (d, 3H), J = 6.15Hz).

IR (KBr, cm™) 3400, 2990, 2940, 2880, 1725, 1520, 1430, 1350, 1220,
1165, 1100, 660, 600, 550.

MS ((-)ESI, m/z (%)) 614 (30[M-H]).

Anal. Calc=d for C3;H4N3;04S: C, 60.47; H, 6.71; N, 6.82,

Hallados: C, 59.83; H, 6.61; N, 6.59.
Ejemplo 246 :
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
trifluorometanosulfonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 128 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI):733 [M+H]".

Anal. Calc=d for C3;H39FF3N4OyS; A 0.10 C,HgO,: C,50.20; H, 5.40; N,
7.55.

Hallados: C, 50.25; H, 5.46; N, 7.07.
Ejemplo 247
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-(N-fenilurea)bencenosulfonil)-L-
prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se calentd hasta el reflujo bajo atmésfera de argén una mezcla del
Ejemplo 107 (250 mg, 0.51 mmol), isocianato de fenilo (62 mg, 0.56
mmol) y trietilamina (76 pL, 0.56 mmol). El reflujo se continué durante la
noche. Se retird el solvente bajo presion reducida y el residuo se purific)
por cromatografia flash (s{lice, hexanos: EtOAc 1:1 then EtOAc) para dar
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el compuesto del titulo en forma de una espuma grisdcea (160 mg, 46%),
punto de fusién 112-115°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS (+ESI) [M+NH,]" 697 (100%).

Ejemplo 248

Sintesis de Ester isopropilico de N-(2-trifluoroacetil-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCL): & 7.70 - 7.66 (m, 2H), 7.35 - 7.30 (m, 1H), 7.27 -
7.21 (m, 1H), 7.14 - 7.10 (m, 2H), 7.01 (d, 2H), 5.09 - 4.95 (m, 1H), 4.89 -
4.75 (m, 2H), 4.14 - 4.07 (m, 1H), 3.93 - 3.85 (m, 2H), 3.35 - 3.20 (m, 2H),
3.13 - 2.97 (m, 9H), 2.05 - 2.01 (m, 1H), 1.63 (1.50 (m, 3H), 1.20 (d, 6H).

»C NMR (CDCly): 5 170.7, 170.6, 170.5, 156.3, 155.8, 154.9, 150.6,
140.1, 139.2, 135.1, 135.1, 13.2, 133.0, 133.0, 132.9, 130.2, 130.1, 129.9,
126.9, 126.4, 126.3, 125.8, 121.7, 118.3, 114.5, 69.6, 62.1, 62.0, 53.2, 49.6,
46.6, 46.5, 45.1, 42.7, 40.9, 37.1, 36.6, 36.3, 30.1, 30.0, 29.2, 27.8, 24.2,
242,21.6,21.6.

Ejemplo 249
Sintesis de Ester isopropflico de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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Sustituyendo cloruro de N-metilpirazol-3-sulfonilo (ver Solicitud de
Patente Europea 095925) y siguiendo el método descripto para la
preparacion del Ejemplo 56, se obtuvo el compuesto del titulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): 5 7.45 (d, 1H), 7.21 (d, 2H), 7.09 (d, 1H), 7.01 (d,
2H), 6.71 (d, 1H), 5.03 - 4.98 (m, 1H), 4.87 - 4.84 (m, 1H), 4.60 - 4.59 (m,
2H), 4.05 (s, 1H), 3.97 (s, 3H), 3.12 - 3.01 (m, 5H), 2.98 (s, 3H), 1.22 - 1.15
(m, 12H).

“C NMR (CDCl): 3 1703 , 1683, 1549, 150.7, 146.7, 133.0,
131.9,130.3, 121.7, 108.9, 73.5, 69.5, 54.7, 53.3, 50.7, 39.9, 37.7, 36.6,
36.3, 28.8, 24.1, 21.5, 21.5.

Ejemplo 250
Sintesis de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
249 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD,OD): § 8.25 (d, 1H), 7.76 (d, 1H), 7.32 (d, 2H), 7.01 (d,
2H), 6.70 (d, 1H), 4.74 - 4.71 (m, 1H), 4.68 (d, 1H), 4.56 (d, 1H), 4.12 (s,
1H), 3.97 (s, 3H), 3.24 - 3.07 (m, SH), 2.97 (s, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.13 (s,
3H).

'*C NMR (CD;OD): § 174.1, 171.4, 157.0, 151.9, 148.2, 135.7, 134.2,
131.8, 122.9, 109.6, 74.4, 55.6, 55.0, 51.5, 40.0, 37.6, 36.8, 36.7, 29.6,
24.8.

Ejemplo 251
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Sintesis de KEster isopropilico de N-(piridina-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 utilizando el procedimiento
descripto para la preparacion del Ejemplo 56, donde se usé N-6xido de
cloruro de 4-piridinsulfonilo en lugar de cloruro de 3-piridinsulfonilo (ver
Marsais y coworkers, J Org. Chem. 1987, 52, 1133-1136). La
desoxigenacioén del N-6xido se logro utilizando el procedimiento de Aoyagi
y sus colegas, Synthesis 1997, 891.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCls): 5 8.89 - 8.87 (m, 2H), 7.72 - 7.70 (m, 2H), 7.19 (d,
2H), 7.01 (d, 2H), 6.79 (d, 1H), 5.05 - 5.01 (m, 1H), 4.85 - 4.82 (m, 1H),
4.58 (d, 1H), 4.45 (d, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.11 - 3.02 (m, 5H), 2.99 (s, 3H),
1.28 - 1.16 (m, 12H).

3C NMR (CDCly): 5 170.3, 167.7, 154.9, 151.5, 150.7, 144.2, 132.7,
1303, 121.8, 1209, 73.6, 69.7, 54.6, 53.1, 50.4, 37.5, 36.6, 36.3, 29.1,
23.6, 21.6, 21.5.

Ejemplo 252
Sintesis de N-(piridina-4-suifonil)-L-(5,5-dimetil}tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
251 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;OD): 5 8.78 (d, 2H), 7.42 (d, 1H), 7.69 (d, 2H), 7.35 (d,
2H), 7.06 (d, 2H), 4.69 - 4.61 (m, 3H), 4.16 (s, 1H), 3.25 - 3.19 (m, 1H),
3.13 - 3.05 (m, 4H), 2.97 (s, 3H), 1.25 (s, 6H).
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*C NMR (CD;0OD): 8 174.1, 170.5, 157.0, 152.2, 152.0, 147.2, 135.8,
131.8, 123.1, 122.7, 73.9, 55.6, 54.9, 54.4, 37.5, 36.8, 36.7, 30.1, 24.8.
Ejemplo 253
Sintesis de Ester fer-butflico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N-metil-N-(2-
dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina

Se agitd una solucidn del dcido de partida (500 mg), éster fer-butilico
del dcido (2S)-2-amino-3-{4-[(2-dimetilaminoetil)-
metilcarbamoiloxi]fenil} propiénico, HOBt (235 mg) y 4-metilmorfolina
(0.87 mL) en DMF (10 mL) en bafio de hielo a 0°C. Se agregé a la solucién
hidrocloruro de 1-[3{(dimetilamino)propil]-3-ctilcarbodiimida (360 mg). El
bafio de hielo se retiré Iuego de 10 minutos. La reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 3 horas. Se agregd acetato de etilo (20 mg).
La solucion se lavé con solucién saturada de NaHCO; (30 mL) dos veces, y
luego se lavd con salmuera. La solucién se secé sobre MgSQj. El solvente
se evapord bajo vaclo y el residuo se sometié a cromatografia en gel de
silice para obtener 385 mg del compuesto del titulo.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(+)ESI], [M-+H]" 663.

Ejemplo 254
Sintesis de Ester zer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(N-
metil-N-(2-dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina '

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 253 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:
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MS: [(HESI], [M+H]" 617.
Ejemplo 255
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiapropil-L-4-(N-metil-
N-(2-dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
253 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(HESI], [M+H]" 607.
Ejemplo 256
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-metil-N-(2-
dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
254 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(+)ESI], [M+H]" 561.
Ejemplo 257
Sintesis de KEster fer-butflico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 64-67°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+HT 699.

Anal. Calc. para C3HCIFN,O,S; A H;0: C, 51.90; H, 5.9; N, 7.8.

Hallados: C, 51.53; H, 5.50; N, 7.62.
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Ejemplo 259
Sintesis de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-
cloro-4-(N,N-dimethycarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
258 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+1] 603.

Anal. Calc. para C3dH;7;FN;058;: C, 49.02; H, 4.63; N, 7.15.

Hallados: C, 49.25; H, 4.89; N, 6.73.
Ejemplo 260
Sintesis de Ester ter-butflico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard signiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 82 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 111-114°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: +ESI [M+NH4}+ 719.

Anal. Calc. para C3H3;CIFN;0,8: C, 50.02; H, 5.46; N, 5.8.

Hallados: C, 50.23; H, 5.10; N, 5.50.
Ejemplo 261
Sintesis de Ester isopropilico de N-{4-fluorobencenosulfonil)-L«(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 82 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién77-81°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:
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MS: [M+NH,]J+ 705.

Anal. Calc. para C29H35CIFN;0,S;: C, 50.61; H, 5.13; N, 6.1.

Hallados: C, 50.33; H, 5.07; N, 5.94.
Ejemplo 262
Sintesis de Ester isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)]fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 65-69°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+NH,]" 647.

Anal. Calc. para Cz;Hj3CIFN304S;: C, 51.46; H, 5.28; N, 6.4.

Hallados: C, 51.29; H, 5.19; N, 6.50.
Ejemplo 263
Sintesis de KEster isopropilico de N-<(tolueno-4-sulfonil)}-L+(5,5
dimetil}tiaprolil-L-3-cloro-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 68-72°C.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M-+HT' 626.

Anal, Calc. para CogHj6CIN3;0+S;: C, 53.77; H, 5.80; N, 6.71.

Hallados: C, 53.26; H, 5.8; N, 6.63.
Ejemplo 264
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Sintesis de Ester isopropflico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)]fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+H]' 685.

Anal. Calc. para C30H33CIN;O;: C, 52.59; H, 5.59; N, 8.18.

Hallados: C, 52.09; H, 5.48; N, 7.77.
Ejemplo 265
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-1-3-
cloro-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)]fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+H]" 580.

Anal. Calc. para C;7H3,CIN30;S A 0.5 Hy0: C, 55.04; H, 6.00; N, 7.13.

Hallados: C, 55.06; H, 5.71; N, 6.93.
Ejemplo 266
Sintesis de Ester isopropflico de N-(4-Fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(4-(2=piridil)-piperazin-1-
ilcarboniloxi)]fenilalanina
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El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto

para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [M+H]" 748.

Anal. Calc. para C3H3yCIFN;0,8;: C, 54.57; H, 5.25; N, 9.3.

Hallados: C, 54.26; H, 5.10; N, 9.07.
Ejemplo 267
Sintesis de Ester zer-butflico N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-1-3-cloro-4-(4-(2=-piridil)-piperazin-1-
ilcarboniloxi)]fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 80-86°C.

Los datos flsicos fueron los siguientes:

MS: [M+H]' 762.

Anal. Calc. para C3sHyCIFNsO+S;: C, 55.14; H, 5.42; N, 9.19.

Hallados: C, 54.67; H, 5.40; N, 8.69.
Ejemplo 268
Sintesis de Ester isopropilico de N-(4-nitrohencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto

para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:
Anal. Calc. para C,6H3:N4OsS: C, 54.16; H, 5.59; N, 9.72.
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Hallados: C, 53.69; H, 5.24; N, 9.52.
Ejemplo 269
Sintesis de Ester isopropflico de N-(4-Aminobencenosulfonil)-L-prolil-
L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
268 utilizando el procedimiento descripto en el Método 4.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C3H3N4O;S: C, 57.13; H, 6.27; N, 10.25.

Hallados: C, 56.30; H, 6.12; N, 10.05.
Ejemplo 270
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 82 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para CgH37;N3048;: C, 57.69; H, 6.18; N, 6.96.

Hallados: C, 57.36; H, 5.99; N, 6.76.
Ejemplo 271
Sintesis de Ester isopropilico de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
fenilcarbamilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 8.62 (s, 1H); 8.11 (d, 1H); 7.73 (d,
2H); 7.45 (m, 4H); 7.26 (m, 3H); 7.04 (m, 2H); 6.95 (m, 1H); 6.25 (d, 1H);
4.90 (m, 1H); 4.50 (m, 1H); 4.11 (m, 1H); 3.6 (br, 4H); 3.4 (br, 4H); 3.10
(m, 2H); 3.00 (m, 1H); 2.40 (s, 3H); 1.60 (m, 3H); 1.40 (m, 1H); 1.18 (d,
3H); 1.12 (d, 3H).

IR (KBr, cm™) 3400-3500(br), 2950, 2900, 1725, 1650, 1540, 1450,
1240, 1210, 1000, 760, 675, 580, 540.

MS ((+)ESL, n/z (%)) 706 (100 [M+HT").

Anal. Calc. para CygH3NsO5S5.0.35 EtOAc: C, 60.98; H, 6.27; N, 9.51.

Hallados: C, 50.31; H, 6.16; N, 9.33.

Ejemplo 272
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
fenilcarbamilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
271 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 12.8 (s, 1H); 8.62 (s, 1H); 8.11 (d,
1H); 7.73 (d, 2H), 7.45 (m, 4H); 7.26 (m, 3H); 7.04 (m, 2H); 6.95 (m, 1H);
6.25 (d, 1H); 4.50 (m, 1H); 4.11 (m, 1H); 3.6 (br, 4H); 3.4 (br, 4H); 3.10
(m, 2H); 3.00 (m, 1H); 2.40 (s, 3H); 1.60 (m, 3H); 1.40 (m, 1H).

IR (KBr, cm™) 3400, 1725, 1650, 1540, 1450, 1240, 1210, 1000, 760,
675, 580, 540.

MS ((-)ESI, m/z (%)) 662 (100 [M-H]").

Bjemplo273
Sintesis de Ester isopropilico de N-(1-n-butilicopirazol-4-sulfonil)-L-
(5,5-dimetiDtiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina
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El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 137 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CDCly): & 7.89 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.21 (d, 2H), 7.06 (d,
1H), 7.02 (d, 2H), 5.04 (sept, 1H), 4.89 - 4.82 (m, 1H), 4.57 (d, 1H), 4.41
(d, 1H), 4.16 (t, 2H), 3.78 (s, 1H), 3.14 (dd, 1H), 3.06 (dd, 1H), 3.09 (s,
3H), 3.00 (s, 3H), 1.85 (pent, 2H), 1.36 - 1.23 (m, 2H), 1.27 (s, 3H), 1.24
(d, 3H), 121 (d, 3H), 1.16 (s, 3H). '

B NMR (CDCly): 8 170.4, 168.3, 154.9, 150.7, 139.2, 131.8, 130.3,
121.8, 117.0, 73.8, 69.6, 54.8, 53.2, 52.7, 50.6, 37.7, 36.6, 36.3, 31.8, 28.9,
24.0,21.6,21.5,19.4,13.3,

Ejemplo 274
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(pyridin-4-llocarbonil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo ¢l procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 8.69 (dd, 2H), 8.28 (d, 1H); 7.71 (d,
2H); 7.43 (m, 4H); 7.26 (d, 2H); 7.04 (d, 2H); 4.86 (m, 1H); 4.42 (m, 1H);
4.05 (m, 1H); 3.4-3.8 (brm, 9H); 3.05 (m, 3H); 2.40 (s, 3H); 1.60 (m, 3H);
1.40 (m, 1H); 1.18 (d, 3H); 1.15 (d, 3H).

IR (KBr, cm™) 3400, 1725, 1650, 1510, 1200, 1160, 1100, 1010, 650,
600, 550,

MS ((+)ESI, m/z (%)) 692 (100 [M+HT").
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Anal. Calc. para CysH,;NsOoS. 0.75H,0: C, 59.60; H, 6.07; N, 9.93

Hallados: C, 59.45; H, 5.86; N, 9.88.
Ejemplo 275
Sintesis de N<(tolueno~4-sulfonil)-L-4-oxoprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé a partir del producto del Ejemplo
164 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS [(-)ESI] [M-H]) 516.
Ejemplo 276
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-frans-4-hidroxiprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
165 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS [(-)ESI] [M-H]) 518.
Ejemplo 277
Sfintesis de Ester isopropilico de N-(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 166-167°C.
Ejemplo 278
Sintesis de N-(4-Aminobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-

dimetilcarbamiloxf)fenilalanina
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El compuesto del titulo sc preparé a partir del producto del Ejemplo
107 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C3HeN,0+8: C, 47.34; H, 4.84;N, 9.60.

Hallados: C, 47.57; H, 5.20; N, 8.75.
Ejemplo 279
Sintesis de Ester fer-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-1L-4-oxoprolil-L-
4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Se enfrié acetonitrilo (3 mL) a 40EC (CH3;CN/hielo seco). Se agregd
cloruro de oxalilo (0.10 mL). Se disolvieron éster fer-butilico N-(Tolueno-
4-sulfonil)-L-4-hidroxiprolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)
fenilalanina (300 mg) y DMSO (0.008 mL) en acetonitrilo (4 mL) y se
agregaron a la solucién anterior. La reaccién se revolvi6é a 40EC durante
media hora bajo condiciones secas. Se agregé trietilamina (0.33 mL). El
bafio de hielo seco se retiré luego de 5 minutos. La reaccién se revolvié a
temperatura ambiente durante 1 hora. El solvente se evaporé bajo vacio y
se agregd acetato de etilo (15 mL). La mezcla se lavd con agua (3x) y luego
con salmuera. La solucién se sec6 sobre MgSO,. El solvente se evapord
bajo vacio y el residuo se lavé en una columna de gel de silice para dar 150
mg del compuesto del titulo, punto de fusién 84-85°C.
Ejemplo 280
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[3-
(hidroximetil)piperidin-1-ilcarboniloxi]fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 84-85°C.
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Ejemplo 281
Sintesis de  KEster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~-(4,4-
difluoro)prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto

para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(+)ESI], [M+NH,]' 599.
Ejemplo 282
Sintesis de  N-(Tolueno-4-sulfonil)-L~(4,4-difluoro)prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
281 utilizando el procedimiento descripto en el Método 7.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(+)ESI], [M+NH,] 557.
Ejemplo 283
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L~4-
benzoilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto

para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz): 5 8.27 (d, 1H); 7.69 (d, 2H); 7.45 (m,
TH); 7.24 9d, 2H); 7.02 (d, 2H); 4.86 (m, 1H); 4.42 (m, 1H); 4.07 (m, 1H);
3.65 (br s, 4H); 3.45 (br s, 4H); 3.35 (m, 1H); 3.05 (m, 3H); 2.38 (s, 3H);
1.60 (m, 3H); 1.40 (m, 1H); 1.18 (d, 3H); 1.11 (d, 3H).
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IR (KBr, cm™) 3400, 1725, 1675, 1625, 1510, 1425, 1350, 1250, 1175,
1110, 1010, 700, 660, 590, 550.

MS ((+)ESI, m/z (%)) 708 (100 [M+NH,]").

Anal. Calc. para C3gH2N;055.0.5H;0: C, 61.79; H, 6.19; N, 8.01.

Hallados: C, 61.64; H, 6.10; N, 7.72.
Ejemplo 284
Sintesis de Ester isopropflico de N(1-metil-1H-imidazola-4-sulfonil)-L-
pnilil-lA-(N,N—dimetilcarbamiloxi)fenilnlanina

Se prepard el carbamato por tratamiento de éster de 1-metilmidazol-4-
sulfonil-Pro-Tri-iPr con 4-nitrofenil cloroformato, seguido de adicién de
dimetilamina (trietilamina, cloruro de metileno, 0°C, revuelto a temperatura
ambiente durante la noche). El producto crudo se purificé por
cromatografia flash (silice, 95:3:2 EtOAc:EtOH;EtN), seguido de
recristalizacién a partir de EtOAc. Se obtuvo un sdlido de color blanco,
punto de fusién 162-164°C (8.7g, 66%).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para C4H33N350,8: C, 53.82; H, 6.21; N, 13.08.

Hallados: C, 53.47; H, 6.13; N, 12.96.
Ejemplo 286
Sintesis de N<(tolueno-4-sulfonil)-1-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)prolil-L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
285 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11 punto de fusién
116-118°C.

Ejemplo 287
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Sintesis de Kster isopropflico de N-(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-
L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusién 70-71°C.

Ejemplo 288
Sintesis de Ester metilico de N(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se enfri6 metanol (seco) a 0°C. Se burbujeé HCI en la solucién durante
15 minutos para preparar una solucién saturada. Se agregd Ejemplo 277 y
la mezcla de reaccién se revolvié a 0°C por 30 minutos y luego a
temperatura ambiente durante 24 horas. Se evapord el solvente. Se agregé
NH; en metanol (2M, 5mL). La reaccidbn se revolvi6 a temperatura
ambiente por 24 horas. Se evapord el solvente. El residuo se purificd por
HPLC de fase reversa en CH;CN:H;O (20:80). En un tiempo de retencién
de 12.45 minutos, el producto se aislé por secado por congelamiento para
dar el compuesto del titulo.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (en DMSO) multiplete a 1.47 - 1.55 ppm (1H), 1.63 - 1.72
ppm (3H=s), singlete a 2.87 ppm (3H=s), singlete a 3.02 ppm (3H=s),
multiplete a 3.05 - 3.10 ppm (2H=s), multiplete a 3.17 - 3.22 ppm (1H),
multiplete a 3.37 - 3.42 ppm (1H), singlete a 3.62 ppm (3H=s), multiplete a
4.21 - 4.23 ppm (1H), cuarteto a 4.48 - 4.56 ppm (1H), doblete a 7.00 - 7.03
ppm (2H=s), doblete a 7.23 - 7.26 ppm (2H=s), un pico amplio a 7.20 -
7.50 ppm, doblete a 8.02 - 8.03 ppm (4H=s), doblete a 8.48 - 8.52 ppm
(1H).
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Ejemplo 289
Sintesis de Ester er-butilico N -(tolueno-4-sulfonil)-L-4-hidroxiprolil-
L-~4~(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados, punto de fusi6én80-82°C.

Ejemplo 290
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-4-hidroxiprolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

Se disolvié éster fter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-4-
hidroxiprolil-L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi) fenilalanina (160 mg) en
dcido férmico (7 mL). La reaccién se agitd a temperatura ambiente durante
6 horas. Se evapor§ el solvente y el residuo se purificd utilizando HPLC de
fase reversa en 20:80 CH3;CN/agua. En un tiempo de retencién de 5.85
minutos, se obtuvieron 50 mg del compuesto del titulo, punto de fusién
170-172°C.

Ejemplo 291
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-{4-benzoilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del producto del Ejemplo
283 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz): 5 12.8 (s, 1H); 8.27 (d, 1H); 7.69 (d,
2H); 7.45 (m, 7H); 7.24 (d, 2H); 7.02 (d, 2H); 4.42 (m, 1H); 4.07 (m, 1H);
3.65 (br s, 4H); 3.45 (br s, 4H); 3.35 (m, 1H); 3.05 (m, 3H); 2.38 (s, 3H);
1.60 (m, 3H); 1.40 (m, 1H).
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IR (KBr, cm™) 3400, 1725, 1675, 1625, 1510, 1425, 1350, 1260, 1175,
1110, 1010, 700, 660, 590, 550.

MS ((+)ESI, m/z (%)) 666 (100 [M+NH,]).

Anal. Calc. para C33H3¢N4058.0.66H,0: C, 60.00; H, 5.69; N, 8.48

Hallados: C, 60.36; H, 5.70; N, 7.81.
Ejemplo 292
Sintesis de Ester metilico de N-(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-
4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo los procedimientos
descriptos para la preparacién de los Ejemplos 287 y 288.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(H)ESI] [M+H] 604.
" Ejemplo 293
Sintesis de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbaniloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
166 utilizando el procedimiento descripto en el Método 11, punto de fusién
82-83°C.
Ejemplo 294
Sintesis de Ester isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
[N-metil-N-(2-(N=-metil-N=-toluenosulfonil-
amino)etil)carbamiloxi]fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 8.27 (d, 1H); 7.71 (d, 2H); 7.69 (d,
2H); 7.40 (m, 4H); 7.24 (d, 2H); 6.99 (d, 2H); 4.86 (m, 1H); 4.43 (m, 1H);
4.06 (m, 1H); 3.51 (m, 1H); 3.2 - 3.35 (m, 3H); 2.9 - 3.2 (overlapping m,
7H); 2.67 (d, 3H); 2.38 (s, 6H); 1.60 (m, 3H); 1.40 (m, 1H); 1.20 (d, 3H);
1.15 (d, 3H).

IR (KBr, cm™) 3400, 2975, 2950, 1725, 1680, 1510, 1450, 1400, 1280,
1225, 1150, 1110, 800, 730, 675, 575, 550.

MS ((HESI, m/z (%)) 760 (100 [M-+NH,]").

Anal. Calc. para C3¢H,gN4OgS;: C, 58.20; H, 6.24; N, 7.54.

Hallados: C, 57.90; H, 6.30; N, 7.34.

Ejemplo 295
Sintesis de Ester isopropflico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-|N-
(2-(N=fenilaminocarboniloxi)etil)carbamiloxi)lfenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparaciéon del Ejemplo 4 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-dg, 400 MHz): § 9.67 (s, 1H); 8.27 (d, 1H); 7.72 (d,
2H), 7.47 (d, 2H); 7.42 (d, 2H); 7.24 (m, 4H); 6.98 (m, 3H); 4.87 (m, 1h);
4.45 (m, 1H); 4.18 (m, 2H); 4.05 (m, 1H); 3.4 (m, 3H); 3.05 (m, 3H) 2.40
(s, 3H); 1.6 (m, 3H); 1.40 (m, 1H); 1.2 (d, 3H), 1.15 (d, 3H).

IR (KBr, cm™) 3350, 2950, 1725, 1675, 1600, 1550, 1500, 1325, 1200,
1150, 1100, 650, 575, 525.

MS ((HESI, m/z (%)) 698 (100 [M--NH,]").

Anal. Calc. para C3,HN405.0.21 EtOAc. 0.5H;O: C, 59.08; H, 6.07;
N, 7.91.
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Hallados: C, 59.08; H, 6.02; N, 7.80.
Ejemplo 296
Sintesis de Kster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-4-
(trans-hidroxi)prolil-L-4-(/N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacion del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(+)ESI], [M+NH,] 583.
Ejemplo 297
Sintesis de Ester fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-4-(frans-
hidroxi)prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi) fenilalanina

El compuesto del titulo se preparé siguiendo el procedimiento descripto
para la preparacién del Ejemplo 2 sustituyendo los materiales de partida
adecuados.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

MS: [(H)ESI], [M+NH,] 597.
Ejemplo 298
Sintesis de N-(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del producto del Ejemplo
288 utilizando el procedimiento descripto en el Método 5. punto de
fusi6én:130-132°C.
Ejemplo 299
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Sintesis de Ester del dcido bis-{4-[(2S)-2-fer-butoxicarbonil-2-((4R)-5,5-
dimetil-3-(tolueno-4-sulfonil)tiazolidin-4-carboxamido)etil]fenil}
piperazin-1,4-dicarboxilico.

El compuesto del titulo se prepard siguiendo el procedimiento descripto
en el Ejemplo 4, excepto que se utilizaron 0.5 equivalentes de piperazina.

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal, Calc. para CsgH74Ng0)484: C, 57.69; H, 6.18; N, 6.96.

Hallados: C, 58.01; H, 6.07; N, 6.68.

Ejemplo 300
Sintesis de Ester del dcido bis-{4-[(2S)-2-carboxi-2-((4R)-5,5-dimetil-3-
(tolueno-4-sulfonil)tiazolidin-4-carboxamido)etil}fenil} piperazin-1,4-
dicarboxilico

El compuesto del titulo se preparé por hidrélisis del éster di-t-butilico
del Ejemplo 299 con écido férmico para dar una espuma de color blanco
(300 mg cuantitativos).

Los datos fisicos fueron los siguientes:

Anal. Calc. para CsoHsgNgO14S4: C, 54.83; H, 5.34; N, 7.67

Hallados: C, 55.10; H, 5.57; N, 7.37.

Otros compuestos de las Férmulas I y Ia preparados segiin los métodos
arriba descriptos incluyen aquellos presentados en los Ejemplos 301-370 de
la Tabla 5 a seguir.
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Tabla 5

R

[+] o]
| |1

—2

R'—s—N—cH—c—"—cﬂ—u—R‘

No.

Rl

Rr

Rr

R6

301 pCHyo-

R'/R’=
-CH;CHz-NH-CH7- clclico
i inilo)

P-I(CH)NC(0)O-]bencilo-

~OC(CHy)

302 p-Fo-

RYR'=
~CHz-S-C(CHy)y- clelico
(15 S-dimetiltazolidin-4-lo)

p-[(2-(hidroximetil)pirrolidin-1-ilo-C(O)O-}-bencilo-

303 PFo

RIR =
~CHyS-C(CHy)r clclico
L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo!

- (hidroximetil)pirrolidin-1-ilo-C(O)O-]-bencilo-

-OH

304 pCHyo-

R/R’ =3 dtomos de
carbono clclicos
(L-pirrolidinilo)

7I(2-(CH;0C(O) )pirmolidin- 1-l0)-C(O)O-Jbencilo-

-0C(CHs)

305 pFo

R/R'=
~CH-S-C(CHy)r- ciclico
L-5,5-dimetiltiaznlidin-4-ilo)

3-cloro-4-[(tiomorfolin-4-ilo)-C(0)O-Jbencilo-

-OH

306 pFo-

R =
~CHyS-C(CH;)r- clelico
L-5,5-dimetiltinzolidin-4-ilo

P-l(a-(piridin-2-ilo)piperszin-1-ilo)-C(0)O-Jbencilo-

-OH

307 pFo

R/R"=
-CHz-8-C(CH,)- ciclico
L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo

Pi{4-{piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-C(0)O-Jbencilo-

-0C(CHs)

308 pCHy¢-

R°R" = ciclico
~CH,CH(OH)CH
L-4-hidroxipirrolidinilo)

P(tiomorfolin4-ilo)-C(O)O-bencilo-

-OC(CHs)
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Q2

Ej. R’ R* R’ R’ R’
No.
309 pCHyo- RUR’ =3 ftomos de P~[(CH3);NC(O)O- Ibencilo- “O(CH,CH;0).CH,
carbono ciclicos
(L-pirrlidinilo)
310 pFo RR = P-[(4-(pirimidin-2-ilo)piperazin-1-ilo)- -OC(CH,),
-CHy8-C(CH,);- ciclico C(0)0-Jbencilo-
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
311 PFo RR = 3-fluoro4-{(CH;);NC(O)O-F bencilo- -OCH(CH;)z
-CHzS-C(CHy)r- ciclico
(L-5,5-dimetiltinzulidin-4-ilo
I p-CHyo RR = P-[(CH;);NC{O)O-Tbencilo- “OC(CHs)s
-CHr-CH:N-
(-SO4CH;)-CHy- clclico
L4
metanosulfonil-pi| inilo)
313 RRT= H P-[(CH3);NC(Q)O-Joencilo- OH
1,1-diox0-2,3-
dihidro-3,3-dimetil-
1,2-benzisotiazol-2-
ilo-
314 R/ = H PL(CHy)2NC({O)O-Jbencilo- -OC(CHs)
N2,10-
canforsultamil-
318 RRT = H P-I(CH);NC(O)0-Jbencilo- OH
N-2,10-
canforsultamil-
316 R/R = H 3-cloro4-{(CHy);NC(O)O-J-bencilo- -OCH(CH;h
N-2,10-
canforsultamil-
317 pBro- R/R = 7-[(CH;)2NC(O)O-Jbencilo- -OC(CH;)»
-CH7S-C(CHy)r- ciclico
(L-5,5-dimetiltinzolidin-4-ilo)
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No.

Rz

R’

R‘

s

pBro-

RI/R =
=CHz-$-C(CHy);- clclico
L-S,5-dimetiltiazolidin-4-ilo

P-[(CH;);NC(O)O-Jbencilo-

319

pCHy¢-

R/R' =
=CHz-CH(OH)-CHz- clclico

P(4-metilpiperazin-1-ilo)-C(0)O-Jbencilo-

-OH

320

PFe

(L-4-hidroxipirrolidinilo)
RR'=
“CHz-S-C(CHy)r- clclico

(bse-dhlﬂilﬁmlidin-#ih}

P(a-pirimidin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-C(OYO-Toencilo-

OH

321

pFo

R/R'=
~CHz-$-C(CHy)s- ciclico

P-[A-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(O)O- Jbencilo-

-OCH(CHs)x

322

PFo-

(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
R/R'=

~CH;-CHz-8- clclico

Pp[(CH3)INC(0)O-]bencilo-

-OH

323

pFo

(tiazolidin-2-ilo)
R/R' =

~CHrCHy-§- clclico

P-I(CH;;;NC(0)O-]bencilo-

“OC(CHy)

324

pCHyo-

{tiszolidin-2-ilo)
R/R' =

-CHzC(0)-CHy- clclico

p(tiomorfolin-4-ilo)C(0)O-Jbencilo-

-OH

32s

pCHyo-

(L-4-oxopirrolidinil)
R'/R =~

~CHy-C{0)-CHz ciclico

p-[(4-metilpiperazin-1-ilo)}-C(0)O-Jbencilo-

-OH

326

pPFo

M
R/R'=

<CHz-CHy-S- clclico

p-[(4(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-
C(0)O-Tbencilo-

-OH

327

PNOro-

(tiazolidin-2-ilo)
R/R” = 3 tomos de

carbono ciclicos

p(4<(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-
C(0)0-Jbencilo-

(L-pirrolidinilo)
RR =

328

PFe

-CHz-CHy-S- ciclico
(tinzolidin-2-ilo)

p[(A(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-
C(0)O-]bencilo-

-0C(CHy)y
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/%9

EJ.

Rl

RZ

RJ

RS

Rﬁ

329

pBro-

RR =
~CHz-S-C(CHy);- ciclico

Qlfsg-dimetilﬁmlidin-l—ilo[
RY/R" =3 dtomos de

e
(- 1-iloy

C(0)O-Tbencilo-

-OH

330

pCHyo-

carbono ciclicos

PI(A-(GNHC(S))piperazin-1-ilo)}-C(0)0- Ibencilo-

-OCH(CHj)2

331

pPFo

(qu'rmlidinilo[
RR'=

<CHy-CHx-S- clelico

p-[(4-CH;-homopiperazin-1-il0)-C(O)O-Jbencilo-

-OC(CH»

332

pCHyo-

(tiazolidin-2-ilo)
R/R" =
~CH,CH(-0SO,CH,)-CHy
ciclico

P{(CH,);NC(O)O-Jbencilo-

-OC(CHy)s

333

P-HNC(O)o-

Wbﬁﬂ'mlidinil)
R/R’ = 3 dtomos de

carbono ciclicos
{L-pirrolidinilo

P-I(CH;}NC(O)O-bencilo-

-OH

334

PHINC(O) -

R/R’ = 3 étomos de
carbono ciclicos
irrolidinilo)

pH(tiomorfolin-4-ilo)C(0)O-Jbencilo-

-OH

335

P-HNC(=N)-¢-

RY/R’ = 3 dtomos de
carbono ciclicos
irrolidinilo

p-[(tiomorfolin-4-ilo)C(0)O-Jbencilo-

-OH

336

PNOro-

R/R’ =3 dtomos de
carbono ciclicos

P-l((piridin-2-ilo)piperazin- 1510} C{O)O-Jbencilo-

-OH

337

PFo

(Lopimolidinilo)
R =
-CH7S-C(CHy)r- ciclico
(L-5.5-dimetiltiazolidin-4-ilo)

3-cloro-4-[(4-piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C{0)O-}
bencilo-

-OCH,CH,

338

pFo-

R'/R'=
-CHy8-C(CHy)r- clclico
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)

3-cloro-4-[(4-piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)O-]-
bencilo-

-OH
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/005

B

No.

Rl

RZ

R’

R’

Rﬁ

339

pFo

R'/R'=
~CHyCHrS- ciclico

(tinzolidin-2-ilo)
R/R'=

7 {(4-CHy homopiperazin-1-ilo-C(O)O-Jbencilo~

—
-OH

340

1-metilpirazol-4-
ilo-

CHzS-C(CH;)r- ciclico
(L-5,5~dimetiltiazolidin-4-ilo

3-cloro-4-[(CH,);NC(0)O-]bencilo-

-OCH(CH,)

341

1-metilimidazol-4~
ilo-

R/R" =3 &tomos de
carbono ciclicos
(L-pirrolidinilo’

PL(a-(piridin-2-ilo)piperazin-1-lo)C(O)O-Joencilo-

-OCH(CH)

342

1-metilimidazol-4-
ilo-

RYR’ =3 itomos de
carbono clclicos

7-[(4piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)O(0)O-Jbencilo-

343

pClire-

(bq'mlidinilo}
R/R’ =3 dtomos de
carbono ciclicos

P(a-(piridin-2-ilo)piperszin-1-ilo)C(O)O-Jbencilo-

-OH

34

pCHyo-

(lfp,imlidinilo[
R*R’ = 3 dtomon de

carbono clclicos

PI(4-(piridin-2-Tlo)piperazin-110)C(O)O-Tbencilo-

-OC(CHy)s

345

pCHro-

{L-pirrolidinilc)
R/R’ =3 étomos de

carbono ciclicos

p(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-C(0)O-Jbencilo-

“OCH(CH:);

346

pPFeo

(l’,_-q'mlidinilo)
R/R’ = 3 dtomos de

carbono ciclicos

7 [(Apiridin-2-Tlo)piperazin-1-10)C(OYOTb

~OCH(CH;)

347

PFo

(L-gilmlidinilo!
R/R’ = 3 étomos de

carbono ciclicos

P(-(piridin-2-Tlo)piperazin-1410YC(0)O-Joencilo-

-OC(CHy)

348

pCHyo-

(Ifq'mslidinilo)
R'/R'=
~CH,CH,N(-SO-CHy)CH
ciclico
(4-metanosulfonil-piperazin-2-
ilo)

P-[(CH3)NC(0)O-]bencilo-

-OH
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foas

Ej. R' R R’ R’ R’

No. —

7] Pty TR - 7 [(CH;;NC(0)O-Toencilo- OH
-CH,CH(-0SOr
CH;)CHy- clclico
(L-4-metanosulfoxi-pirrolidinil

350 CHy -Cll# H p-[(CHy)NC(0)O-]bencilo- -OC(CHp)

351 p-Brog- R'/R'= p-{(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-il0)C(0)O-]t -OC(CHs)y
-CHz-S-C(CH,)r- clclico
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)

352 p-CFy0-9- R/R = p-{(CH3)}NC(0)O-Ibencilo- -OH
~CH-S-C(CHy)r- clclico
%{Mﬂiﬂ"'—m}

353 p-CF50-9- R'/R'= P-I(CH;);NC(0)O-Jbencilo- -OC(CH,»
~CHyS-C(CHy)r- clclico
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)

354 P-CF10-0- RR'= p-[(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)0-1b -OC(CHs»
~CHy$-C(CH;)y- clclico
(1-5,5-dimetiltiaznlidin-4-ilo)

355 pFo- R/R"=3 ftomos de -[((piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(O)O-Ibencilo- -OH
carbono ciclicos
@q‘mlidinﬂo)

356 pFo- RRT= p{(4<(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)O-bencilo- -OH
-CH;CH(OH)CHg- clelico
{L~-4-hidroxipirrolidinilo)

357 p-CF,0-9- R/R'= pl(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(O)O-]bencilo- -OH
“CHz-S-C(CH;,)y- ciclico
L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo

358 1-metilimidazol4- | R*/R’ =3 dtomos de 3-cloro-4-[(CH,);NC(O)O-}-bencilo- -OH

ilo- carbono clclicos

(L-p,m' fidinilo)

359 I-metilimidazol4- | R/R’ =3 dtomos de 3-cloro-4-[(CH;),NC(0)O-}-bencilo- -OCH(CH;);

ilo- carbono ciclicos

(L-pirrolidinilo)
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Ej. R" R? R’ R’ R®
No.
360 T-metilimidazol-4- | RYR =3 &tomos de p-[(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)-C(0)O-]bencilo- -OH
ilo- carbono ciclicos
(L-pirrolidinilo)
361 T-metilimidazol-4- | R/R = p-{(4-{(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(O)O-]bencilo- -OH
ilo- ~CH;-S-C(CH;),- ciclico
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
362 1-metilpirazol-4- RR’ =3 dtomos de p-[(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(O)O-]bencilo- -OH
ilo- carbono ciclicos
(L-pirrolidinil
363 1-metilpirazol-4- R*R’ =3 dtomos de p-[(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)O-]bencilo- -OCH(CH;),
ilo- carbono ciclicos
(L-pirrolidinil
364 1-metilpirazol-4- RYR =3 dtomos de p-{(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(O)O-]bencilo- -OC(CH;);
ilo- carbono ciclicos
(L-pirrolidinil
365 1-metilpirazol-4- RR’ = p-[(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)O-]bencilo- -OC(CH;);
ilo- ~CH,-S-C(CH3),- ciclico
(L-5.5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
366 T-metilpirazol-4- RIR’ = 3 atomos de 3~cloro-4-[(4-(piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)O- -OCH(CH;),
ilo- carbono ciclicos bencilo-
(L-pirrolidinil
367 1-metilpirazol-4- RIR’= P-{(CH3),NC(0)O-]bencilo- -OCH,CH,0¢
ilo- -CH,-8-C(CH,),- ciclico
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
368 T-metilpirazol-4- RIR® = 3-cloro-4-[(4-piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)O-I- -OH
ilo~ -CH,-S-C(CH,),- ciclico bencilo-
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
369 1-metilpirazol-4- RI/R’ = 3-cloro-4-[(4-piridin-2-ilo)piperazin-1-ilo)C(0)0-]- -OCH,CH;
ilo- -CH-S-C(CH;),- ciclico bencilo-
(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)
370 1,5-dimetil-3- RIR’ = p-[4-[5-CF;-piridin-2-ilo)piperazin-1 il}-C(O)O-Jbencilo- | -OH
cloropirazol-4-ilo- -CH,-S-C(CH;),- ciclico

(L-5,5-dimetiltiazolidin-4-ilo)

)
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Ademis, los Ejemplos 319, 324, 325, 332, 333, 334, 335y 349 de la
Tabla § sc ejemplifican de la siguiente manera:
Ejemplo 319
Sintesis de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L(4-hidroxi)prolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Se disolvid el éster rer-butililico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-
hidroxi)prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina (300 mg)
de partida en dcido férmico (15 mL). La reaccién se agité durante 72 horas.
Se evapor6 el solvente y el residuo se purific6 mediante HPLC de fase
reversa, 20-80% CH;CN/agua. En un tiempo de retencién de 10.75
minutos, se obtuvieron 82 mg del compuesto del titulo, punto de fusién
128-130EC.
Ejemplo 324
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-oxo)prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

Se disolvid el éster ter-butililico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-
oxo)prolil-L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina (130 mg) de
partida en 4cido férmico (7 mL). La reaccién se agitd a temperatura
ambiente durante 6 horas. Se evapor6 el solvente bajo vacio para obtener
150 mg del producto deseado, punto de fusién: 111-112EC.
Ejemplo 325
Sintesis de N<tolueno-4-sulfonil)-L-(4-oxo)prolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina

Se disolvid el éster ter-butilllico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-
oxo)prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina (150 mg) de
partida en édcido férmico (7 mL). La reaccién se agitd a temperatura
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ambiente durante 6 horas. El solvente se evapord bajo vacio y el residuo se
purificé utilizando HPLC de fase reversa, 20-80% CH;CH/agua. El tiempo
de retencién fue de 10.34 minutos. El producto se secé por congelamiento
para obtener 82 mg del compuesto del titulo, punto de fusién 99-101EC.
Ejemplo 332

Se disolvieron el éster fer-butililico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-
hidroxi)prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina (300 mg) de
partida y cloruro de metilsulfonilo en THF (7 mL) a 0EC en bafio de hielo.
Se agregd trietilamina (0.21 mL). El bafio de hielo se retir6 luego de 10
minutos. La mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 24
horas. Se agregd acetato de etilo (20 mL). La mezcla se lavd con écido
citrico (5%, 20 mL, 2x), y se lavd con NaHCQO; saturado, luego con
salmuera. La solucién se sec6 sobre MgSO,. Se evapord el solvente y el
residuo se lavé en columna de gel de silice. El solvente se evapord bajo
vacio para obtener 300 mg del producto deseado, punto de fusién 73-74EC.
Ejemplo 333
Sintesis de N-(4-Aminobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se agregaron ¢l éster metilico de N-(4-aminobencenosulfonil)-L-prolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina (300 mg) de partida y solucién
de LiOH (2M, 0.6 mlL) en metanol (6 mL). La reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 7 horas. Se evapord el solvente bajo vaclo, y
¢l residuo se purific6 mediante HPLC de fase reversa, 20-80%
CH;CN/agua. En un tiempo de retencién de 12,11 minutos, se obtuvieron
27 mg del producto deseado, punto de fusién: 130-132EC.
Ejemplo 334
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Sintesis de N-(4-Aminocarbonilbencenosalfonil)-L-prolil-L-4-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina

Sc agregaron el éster metilico de N-(4-aminocarbonilbenzenesulfonil)-L-
prolil-L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina (300 mg) de partida y
solucién de LiOH (2M, 0.5 mL) en metanol (6 mL). La reaccién se agit6 a
temperatura ambiente durante 8 horas. Se evaporé el solvente bajo vacio, y
el residuo se purific6 mediante HPLC de fase reversa, 20-80%
CH3;CN/agua. En un tiempo de retencién de 12.69 minutos, se obtuvieron
20 mg del producto deseado, punto de fusién: 123-125EC.
Ejemplo 335
Sintesis de N-(4-Amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina

Se agregaron el éster metilico de N-(4-Amidinobencenosulfonil)-L-
prolil-L-4-(tiomorfolin4-ilcarboniloxi)fenilalanina (300 mg) de partida y
solucién de LiOH (2M, 0.5 mL) en metanol (6 mL). La reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 8 horas. Se evapord el solvente bajo vacio, y
el residuo se purific6 mediante HPLC de fase reversa, 20-80%
CH3CN/agua. En un tiempo de retencidon de 11.78 minutos, se obtuvieron
25 mg del producto deseado, punto de fusién: 123-125EC.,
Ejemplo 349
Sintesis de N-(Tolueno-4-sulfonil)-L-(4-metanosulfoniloxi)prolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina

Se disolvié el éster fer-butililico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-
metanosulfoniloxi)prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina (200
mg) de partida en dcido férmico (5 mL). La mezcla de reaccién se agit6 a
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temperatura ambiente durante 6 horas. Se evaporé bajo vacio para obtener
el producto deseado (195 mg), punto de fusién 83-84EC.

Ejemplo 371

Sintesis de N-(Tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(a-metilbenciloxi)-L~
fenilalanina

Se disolvié éster metilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-tirosina
(785 mg, 1.89 mmol) en DMF (20 mL) a temperatura ambiente. A esto se le
agregd K,CO; (1.1 eq, 281 mg) y 1-bromoetil benceno (1.1 eq, 284 pL). La
reaccién se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. Se agregd
acetato de etilo (100 mL) y la capa orgénica se lavé varias veces con
salmuera (5 x 50 mL). La capa orgénica se secé sobre MgSO,. Luego de
filtrar y evaporar los solventes bajo presion reducida se aislé un aceite. Se
aisl6 el material crudo en una concentracién det 32% (330 mg, 0.6 mmol).
Se convirtid entonces el éster metilico (330 mg. 0.6 mmol) al é4cido
correspondiente luego de ser tratado con NaOH (1.1 eq, 27 mg), en
MeOH:H;O (1:1) (15 mL) durante 4 horas a temperatura ambiente. Se
agregd EtOAc y agua. La capa acuosa se recogid y se acidificé con HC] IN
hasta pH 2.5 y luego se extrajo nuevamente con EtOAc. La capa orgénica
se secd sobre MgSO,. Luego de filtrar y evaporar los solventes bajo presién
reducida, sc aislé una espuma en concentraciones cuantitativas.

Los datos NMR fueron los siguientes:

'H NMR (300 MHz, CDCL): 8 = 7.71 (bd, 2H), 7.34 (m, TH), 7.20 (m,
1H), 7.01 (m, 2H), 6.80 (d, 2H, J = 8.37 Hz), 5.27 (m, 1H), 4.75 (m, 1H),
4.04 (m, 1H), 3.23-2.93 (m, 4H), 2.42 (s, 3H), 1.85 (m, 1H), 1.60 (d, 3H, J
= 6.09 Hz), 1.36-1.26 (m, 3H).
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'3C NMR (75 MHz, CDCl5): § = 174.74, 172.22, 157.53, 145.00, 143.77,
133.42, 130.76, 130.58, 129.14, 128.60, 128.48, 127.94, 126.15, 116.57,
76.39, 62.73, 53.90, 50.09, 37.09, 25.07, 24.52, 22.17.

Espectroscopia de masas: (FAB) 537 (M+H).

Ejemplo 372
Sintesis de N-(Tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(2-carboxfienoxi)-L-
fenilalanina

Se agregd éster metilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-tirosina
(2.14 g, 5.16 mmol) a una suspensién de hidruro de sodio, 60% en aceite
(1.1 eq., 228 mg) en xilenos (50 mL) a OEC. La mezcla de reaccién se agit6
durante 5 minutos y se agregé un complejo de bromuro cuproso-sulfuro de
dimetilo (1.4 eq., 1.48 g). Se agit6 la mezcla de reaccién a 23EC durante
0.5 horas. A esto se le agregé 2-iodobenzoato de sodio (1.5 eq., 8.06
mmol), y la mezcla de reaccién se sometié a reflujo durante 12 horas. Se
agreg6 EtOAc (100 mL) y la capa orgédnica se lavé con NH,Cl, 10% HCl, y
salmuera, y luego se sec6 sobre MgSQ,. El material crudo se eluyd por
cromatografia en columna (gel de silice) con CHCl;:MeOH (9:1) y se aislé
en forma de un aceite. El dcido se prepard por tratamiento con NaOH (1.1
¢q), en MeOH:H,O (1:1) durante 4 horas a temperatura ambiente. El
didcido se aislé en forma de una espuma.

Los datos NMR son los siguientes;

'"H NMR (300 MHz, CDCL): § = 7.71 (m, 2H), 7.29 (m, 4H), 7.19 (m,
4H), 6.72 (m, 1H), 4.84 (m, 1H), 4.13 (m, 1H), 3.39 (m, 1H), 3.11 (m, 3H),
2.43 (s, 3H), 1.89 (m, 1H), 1.48 (m, 3H).
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*C NMR (75 MHz, CDCly): 5 = 172.67, 157.84, 155.89, 155.04, 145.17,
133,61, 133.19, 133.08, 131.69, 131.02, 130.64, 128.42, 127.87, 124.24,
120.04, 119.61, 116.12, 62.81, 50.31, 37.28, 30.69, 24.81, 22.15.

Espectroscopia de Masas: (FAB) 553 (M+H).

Ejemplo 373
Sintesis de N-(Tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-O-(bencil)-L-tirosina

Se tratd N-(tolueno-4-sulfonil}-L-Pro-OH con (COCl); y DMF en
CH,Cl; para obtener, luego de evaporacién, N-(tolueno-4-sulfonil)-L-Pro-
Cl. Este producto se traté con L-Tyr(Bn)-OH y NaOH en THF y H;O, para
obtener, luego de acidificacion, extraccién, secado con MgSO4 y
evaporacién, el compuesto del titulo en forma de un aceite claro.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (DMSO-d;, 300 MHz): 5 = 8.04 (d, J= 8.2, 1H), 7.70 (d,
J=8.1, 2H), 7.42-7.21 (m, 6H), 7.15 (d, J= 8.5, 2H), 6.90 (d, J= 8.5, 2H),
5.04 (s, 2H), 4.49-4.42 (m, 1H), 4.134.09 (m, 1H), 3.33-3.27 (m, 2H),
3.10-2.89 (m, 3H), 2.38 (s, 3H), 1.60-1.35 (m, 4H).

BC NMR (DMSO-d;, 75 MHzZ): 5 = 172.63, 170.8, 157.0, 143.6, 137.2,
133.8, 130.3, 129.8, 129.4, 128.9, 1284, 127.6, 125.3, 114.4, 69.1, 61.3,
53.4,49.0,35.8, 304, 23.8, 21.0.

Espectroscopia de Masas: (+FAB, alcohol 3-nitrobencilico) 523 (M+H).
Ejemplo 374
Sintesis de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(1-H,
2-oxo-3-metiltetrahidropirimidin-1-il)-L-fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del éster t-butilico
correspondiente utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCly): 8 = 7.73 (d, 2H), 7.58 (d, 1H), 7.34 (d, 2H), 7.21 (d,
2H), 7.17 (d, 2H), 4.79 (q, 1H), 4.15 - 4.11 (m, 1H), 3.68 - 3.63 (m, 2H),
3.48 - 3.39 (m, 3H), 3.27 (dd, 1H), 3.17 (dd, 1H), 3.15 - 3.07 (m, 1H), 2.99
(s, 3H), 2.43 (s, 3H), 2.16 -2.08 (m, 2H), 2.00 - 1.98 (m, 1H).
3C NMR (CDCl):5 = 173.4, 1722, 164.2, 156.4, 144.4, 142.5, 134.1,
133.0, 130.2, 130.0, 127.9, 126.2, 62.1, 53.4, 49.5, 48.9, 47.9, 36.5, 35.9,
30.2,24.2,22.0,214.

Ejemplo 375
Sintesis de
N-(Tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(2-metoxifenil)-L-fenilalanina

El compuesto del titulo se prepard a partir del éster t-butilico
correspondiente utilizando ¢l procedimiento descripto en el Méodo 11.

Los datos NMR son los siguientes:

'H NMR (CD;0D):8 = 7.70 (m, 2H), 7.36 (m, 4H), 7.22 (m, 4H), 6.98
(m, 2H), 4.75 (m, 1H), 4.10 (m, 1H), 3.71 (s, 3H), 3.29 (m, 2H), 3.11 (m,
2H), 2.39 (s, 3H), 1.75 (m, 1H), 1.53 (m, 3H).

13C NMR (CD;OD):5 = 174.4, 174.2, 158.1, 145.9, 1389, 136.7, 135.1,
131.2, 130.9, 130.8, 130.2, 129.9, 129.1, 122.0, 112.6, 63.3, 55.9, 54.6,
50.5,37.9,31.5,25.2,21.4.

Ejemplo 376
Sintesis de
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(2-metoxifenil)-L~fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 a partir del éster t-butilico
correspondiente utilizando el procedimiento descripto en el Método 11.

Los datos NMR son los siguientes:
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'H NMR (CDCL): 5 8.41 (d, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.03 (d, 1H), 7.98 (s,
1H), 7.74 (d, 2H), 7.39 (d, 1H), 7.33 (d, 2H), 4.72-4.68 (m, 1H), 4.17-4.13
(m, 1H), 3.54-3.34 (m, 3H), 3.20-3.12 (m, 1H), 2.82 (s, 6H)m 2.43 (s, 3H),
2,09-2.04 (m, 1H), 1.79-1.59 (m, 3H).

BC NMR (CDCL):3 = 173.7, 171.8, 154.5, 147.2, 144.4, 137.8, 135.5,
133.2, 130.1, 127.9, 126.4, 62.2, 53.0, 49.5, 38.5, 36.0, 30.3, 24.4, 21 4.
Ejemplo 377
Sintesis de Ester bencilflico de
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(2 4,5-trioxo-3-(3-clorofenil)-tetrahidr
oimidazol-1-il)-L-fenilalanina

El compuesto se preparé por tratamiento de éster isopropilico de N-
(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil4-[(3-clorofenil ureido)-tetrahidroimidazol-1-
il]-L-fenilalanina con cloruro de oxalilo en cloruro de metileno. El
producto crudo se purificd por cromatografia flash (silice 3:2 Hex: EtOAc)
para obtener un sélido de color blanco (0.410g, 50%).

MS ((+)ESL, m/z (%) 746 (100[M+H}-) (746/748 1Cl)

Ejemplo 378

Sintesis de N-(fenil-sulfonil)-D-prolil-L-4-(2,6-
dimetoxifenil)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 acoplando dcido 2,6-
dimetoxifenilborénico y derivados de 4'-iodofenilalanina para obtener
dimetoxibifenilalaninas como el compuesto del titulo siguiendo los
procedimientos descriptos en Hagmann et al., Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters, 2001; 11(20): 2709-2713; Kamenecka ef al., Bioorganic
& Medicinal Chemistry Letters, 2002; 12(16): 2205-2208; y Doherty et al.,
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 2003; 13(11): 1891-1895.

503



Ejemplo 379
Sintesis de N-(3,5-diclorofenil-sulfonil)-D-prolil-L-4-[4-(metilcarbonil
aminobutil)-2,5-Dioxo-imidazolidin-1-il]fenilalanina

El compuesto del tftulo se preparé siguiendo los procedimientos
descriptos en WO 01/54690.
Ejemplo 380
Sintesis de N-<(2,6-diclorofenil-carbonil)-L-4-(2,6-
dimetoxifenil)fenilalanina

El compuesto del titulo se prepar6 acoplando A4cido 2,6-
dimetoxifenilborénico y derivados de 4'-iodofenilalanina para obtener
dimetoxibifenilalaninas como la del titulo siguiendo los procedimientos
descriptos en WO 99/36393 y en Sircar et al., Bioorganic & Medicinal
Chemistry, 2002; 10(6): 2051-2066.
Ejemplo 381
Sintesis de Ester isopropilico de N-[N(3-piridinsulfonil)-L-3,3-dimetil-
4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil}-L-tirosina
Cloruro de 3-piridinsulfonilo

La base libre del compuesto del titulo puede ser preparada a partir de
dcido 3-piridinsulfénico (Aldrich) por un procedimiento que ha sido
publicado: Corey et al., J. Org. Chem. 1989, 54(2): 389. Alternativamente,
el hidrocloruro del compuesto del titulo puede ser preparado a partir de
dcido 3-piridinsulfénico (Aldrich) por procedimientos que han sido
publicados: Crowell et al., J. Med. Chem. 1989, 32(11): 2436; Karaman et
al.,J. Am. Chem. Soc. 1992, 114(12): 4889.
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L-3,3-dimetil-4-tiaprolina

El compuesto del titulo puede ser preparado a partir de L-penicilinamina
(Aldrich) mediante procedimientos que han sido publicados: Samanen e?
al., J Med. Chem. 1989, 32(2): 466; Nagasawa et al., J. Med. Chem. 1984,
27(5): 591.
N-(3-piridinsulfonil}-I.-3,3-dimetil-4-tiaprolina

Se preparé un tampén de pH = 7.4 disolviendo fosfato disédico de
hidrégeno (43.2 g, 0.304 mol) y dihidrégeno fosfato potdsico (11.8 g,
0.0870 mol) en H,O para obtener un volumen de 1.0 L. A una solucién
tampén de L-3,3-dimetil-4-tiaprolina (25.4 g, 0.157 mol) en 700 mL, a 0°C,
pH = 7.4, se agregé una solucién de cloruro de 3-piridinsulfonilo (28.0 g,
0.157 mol) en 300 mL CH,Cl,. La mezcla se agité durante 24 horas
mientras se dejé llegar a temperatura ambiente, y se acidificé a pH = 2
mediante la adicion de 3 M de H,;S0,, precipitindose un sdlido de color
amarillo. El sélido amarillo se aislé por filtracién de ambas fases y la capa
de CHCl; se separd y evaporé para obtener sélido amarillo adicional. Los
s6lidos amarillos combinados se agitaron en 700 mL de H,O durante 1 hora
para disolver las sales inorgénicas asociadas y luego se aislé nuevamente
por filtracién. Las dos capas acuosas se combinaron y extrajeron con EtoAc
(3 x 500 mL). Las capas de EtOAc se lavaron con salmuersa, se trataron con

sulfato sddico, se filtraron y se evaporaron para obtener sélido amarillo

adicional. Todas las alicuotas de sélido amarillo se combinaron para
obtener 36.1 g (76%) deN-(3-p1nd1nsulfonll)-1f3 3-dimetil-4-tiaprolina.
il)-1-3,3-dimetil-4-tia
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Se agregé hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(4.83 g, 0.0253 mol) a una soluciéon a 0°C de N-(3-piridinsulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolina (6.37 g, 0.0211 mol), hidrocloruro de éster isopropilico
de L-tirosina (5.48 g, 0.0211 mol), 1-hidroxibenzotriazola (5.69 g, 0.0421
mol), y 4-metilmorfolina (2.32 mL, 2.13 g, 0.0211 mol) en 125 mL de
DMF. La mezcla se agitd durante 16 horas mientras se calentaba a
temperatura ambiente, y se agregaron 200 mL de EtOAc y 200 mL de H;O.
Se agit6 vigorosamente la mezcla, sc separd la capa acuosa y se lavd la
capa orgénica con 0.2 M de 4cido citrico ( 2 x 100 mL), H,0 (2 x 100 mL),
NaHCO; (2 x 100 mL) saturado, H,O (2 x 100 mL), y salmuera (2 x 100
mL). La capa orgédnica se tratd con sulfato de sodio, se filtré y se evapord
para obtener 9.40 g de éster isopropilico de N-[N-(3-piridinsulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-L-tirosina en forma de una espuma amarilla. 'H NMR
(CDCl,, 300 MHz) & 9.08 (bs, 1H), 8.86 (bs, 1H), 8.16 (dt, Jo=8.1 Hz, J,=
2.0 Hz, 1H), 7.51 (dd, Y= 8.0 Hz, ] = 4.6), 7.07 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.87 (d,
J = 8.1 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.96 (bs, 1H), 5.06 (sept, ] = 6.3,
1H), 4.83 (dt, J4 = 6.0 Hz, J, = 7.8 Hz, 1H), 4.57 (d, ] = 9.3 Hz, 1H), 4.46
(d, ] = 9.3 Hz, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.09 (dd, ] = 14.1 Hz, ] = 5.4 Hz, 1H),
2.98 (dd, J=14.1 Hz, ] = 7.5 Hz, 1H), 1.25 (, ] = 6.6 Hz, 6H), 1.18 (s, 3H),
1.13 (s, 3H). “C NMR (CDCl,;, 75 MHz) & 170.5, 168.0, 155.2, 154.2,
148.6, 135.9, 130.7, 127.6, 124.1, 115.5, 105.5, 73.7, 69.7, 54.7, 53 .4, 50.5,
37.5,29.2, 23.7, 21.62, 21.55.

Ester i
[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina

Se disolvieron éster isopropilico de N-[N-(3-piridinsulfonil)-L-3,3-

dimetil-4-tiaprolil]-L-tirosina (1.51 g, 2.89 mmol) y cloroformato 4-
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nitrofenilico (0.58 g, 2.89 mmol) en 40 mL de CH,Cl,, y la solucién se
agité durante 15 minutos mientras se la enfriaba en una mezcla de 4:1
H,O/EtOH y hielo seco a -15°C. A la solucidn se le agregd Et;N (1.00 mL,
0.73 g, 7.23 mol) agitando durante 2 minutos, y la solucién se agitd durante
1 hora a -15°C. A la suspensién resultante se afiadié 1-metilpiperazina
(0.32 mL, 0.289 g, 2.89 mmol) con agitacién durante 1 min, y la mezcla se
agitd durante 16 horas calentando hasta temperatura ambiente. La mezcla
se diluyé en 40 mlL de hexanos y se lavé con K;CO; al 10%
(peso/volumen) (4 x 50 mL) hasta que no se observé ningtin color amarillo
(4-nitrofenol) en la capa acuosa. La capa orgénica se lavé con salmuera (75
mL), se trat6 con sulfato de sodio, se filtré y se evaporé para obtener un
residuo amarillo pélido. El residuo se purificéd por cromatografia en gel de
s{lice utilizando 70:25:5 CH,Cl/EtOAc/EtOH para obtener 1.53 g (84 %)
de éster isopropilico de N-[N-(3-piridinsulfonil)}-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-
O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina en forma de una espuma
incolora. 'H NMR (CDCl;, 300 MHz) 5 9.09 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 8.87 (dd, J
=4.9 Hz, ] = 1.6 Hz, 1H), 8.16 (dt, J;=8.4 Hz, J;=2.0 Hz, 1H), 7.51 (dd, J
= 8.2 Hz, ] = 4.9 Hz, 1H), 7.21 (d, ) = 8.4 Hz, 2H), 7.02 (d, ] = 8.4 Hz, 2H),
6.89 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 5.05 (sept, J = 6.4 Hz, 1H), 4.84 (q, ] = 7.0 Hz,
1H), 6.59 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 4.47 (d, ] = 9.9 Hz, 1H), 3.90 (s, 1H), 3.67
(bs, 2H), 3.58 (bs, 2H), 3.18-3.03 (m, 2H), 2.45 (t, J = 10.2 Hz, 4H), 2.34
(s, 3H), 1.26 (d, ] = 6.0 Hz, 3H), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.20 (s, 3H), 1.17
(s, 3H). °C NMR (CDCI3, 75 MHz) § 170.4, 167.8, 154.3, 153.7, 150.6,
148.7, 135.8, 133.1, 133.0, 130.4, 133.0, 121.8, 73.7, 69.7, 54.8, 54.6, 54.5,
50.5, 46.1, 44.3, 43.8, 37.6, 29.1, 23.8, 21.6, 21.5.
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9.2. Ensayo de los Agentes In Vivo ¢ In Vitro

Ejemplo A

Ensayo In vifro para determinar la Fijacibn de los Compuestos
Candidatos a la VLA4

Para evaluar la fijacién de los compuestos candidatos a la integrina a,p,
se usd un ensayo in vitro. Los compuestos que se fijan en este ensayo se
pueden usar para evaluar los niveles de VCAM-1 en muestras biol6gicas
mediante ensayos convencionales (por ejemplo, ensayos competitivos).
Este ensayo es sensible a valores de ICy tan bajos como alrededor de 1 nM.

La actividad de la integrina ayf, se midid por la interaccién de VCAM-
1 soluble con células Jurkat (por ejemplo, American Type Culture
Collection Nos. TIB 152, TIB 153y y CRL 8163), una linca cellular
humana que espresa altos niveles de integrina ayf;. La VCAM-1 interactiia
con la superficie cellular de un modo que delende de la integrina oyp,
(Yednock et al., J. Bio. Chem., 1995, 270:28740).

La VCAM-1 soluble recombinante se expresé como una proteina de
fusién quimérica conteniendo los siete dominios extracclulares de la
VCAM-1 en el terminal N y la regién constante de la cadena pesada de la
IgG, humana en el terminal C. La proteina de fusion VCAM-1 se prepard y
purificé del modo descripto por Yednock, supra.

Las células Jurkat se cultivaron en 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino, penicilina, estreptomicina y glutamina como se describe
en Yednock, supra.

Las células Jurkat se incubaron con 1.5 mM de MnCl, y 5 ug/mL de
anticuerpo 15/7 durante 30 minutos sobre hielo. La Mn* activa al receptor

para mejorar la fijacién de ligandos, y el 15/7 es un anticuerpo monoclonal
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que reconoce una conformacién activada ocupada por ligando de la
integrina o4B; y bloquea la molécula en esta conformaci6n, estabilizando
as{ la interaccibn VCAM-1/integrina a.8,. Yednock ef al, supra. Otros
investigadores han preparado anticuerpos similares al 15/7 (Luque et al.,
1996, J. Bio. Chem., 271:11067), los cuales se pueden usar en este ensayo.

Luego las células se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente con los compuestos candidato, en diferentes combinaciones
comprendidas entre 66 pg/mL y 0.01 pg/ml usando una dilucién serial
estindar de cinco puntos. Se afiadieron 15 pL de proteina de fusién
VCAM-1 recombinante soluble a las células Jurkat, y éstas se incubaron
durante 30 minutos sobre hielo. (Yednock et al., supra.).

Luego las células se lavaron dos veces y se suspendieron nuevamente
en Ig Fc anti-ratébn' F(ab", dec cabra PE-conjugada (Immunotech,
Westbrook, ME) a una concentracién de 1:200 y se incubaron sobre hielo,
en la oscuridad, durante 30 minutos. Las células se lavaron dos veces y se
analizaron con un separador de células activadas por fluorescencia
("FACS") como se describe en Yednock et al., supra.

Los compuestos con una ICsp de menos de alrededor de 15 pM
presentan afinidad de fijacién con a ;.

Al ser ensayados mediante este ensayo, cada uno de los compuestos de
los Ejemplos 1-381 (o los correspondientes dcidos carboxilicos de los
compuestos de éster, es decir, los profdrmacos) tiene una ICsy de 15 pM o
menos.

Ejemplo B
Ensayo de Saturacién In vitro para determiner Ia Fijacion de loa
Compuestos Candidato a 1a af,
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A continuacién se describe un ensayo in vifro para determinar los
niveles en plasma necesarios para que un compuesto sea activo en el
modelo de la Encefalomielitis Autoinmune Experimental ("EAE"),
descripto en el ejemplo siguiente, o en otros modelos in vivo.

Se lavan células Jurkat de crecimiento logaritmico y se resuspenden en
plasma animal normal conteniendo 20 pg/ml del anticuerpo 15/7 (descripto
en ¢l ejemplo anterior).

Las células Jurkat se diluyen por dos veces ya sea en muestras de
plasma normal conteniendo cantidades conocidas del compuesto candidato
en diferentes concentraciones comprendidas entre pg/mL y 0.01 ug/mlL,
usando una dilucidn serial estandar de 12 puntos para una curva estdndar, o
en muestras de plasmas obtenidas de la sangre periférica de los animales
tratados con el compuesto candidato.,

Luego las células se incuban durante 30 minutos a temperatura
ambiente, se lavan dos veces con solucién salina con tampén de fosfato
("PBS") conteniendo 2% de suero fetal bovino y 1mM tanto de cloruro de
calcio como de cloruro de magnesio (medio de ensayo) para retirar el
anticuerpo 15/7 no fijado.

Luego las células se exponen a IgG Fec anti-ratén F(ab"), de cabra
ficoeritrina-conjugada (Immunotech, Westbrook, ME), que ha sido
adsorbida para cualquier reactividad cruzada no especifica por incubacién
con suero al 5% de la especie animal estudiada, en una concentracién de
1:200, y se incuban en la oscuridad a 4EC durante 30 minutos.

Las células se lavan dos veces con el medio de ensayo y se suspenden

nucvamente en el mismo. Luego se¢ las analiza mediante separador de
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células activadas por fluorescencia como se describe en Yednock et al., J.
Bio. Chem., 1995, 270: 28740.

A continuacién los datos se grafican como fluorescencia versus dosis,
por ejemplo, en forma dosis normal-respuesta. Los niveles de dosis que
caen en la parte superior de la curva representan los niveles necesarios para
obtener eficacia en un modelo in vivo.

Este ensayo también se puede usar para determinar los niveles en
plasma necesarios para saturar los sitios de fijacién de otras integrinas,
tales como la integrina a,f;, que es la integrina mds cercana a la a,p,
(Palmer et al., 1993, J. Cell Bio., 123: 1289).

En consecuencia, el ensayo arriba descripto se puede realizar con la
linea celular del carcinoma de colon humano, SW 480 (ATTC #CCL228)
transfectada con cDNA codificador de interina ay (Yokosaki et al., 1994, J.
Bio. Chem., 269:26691), en vez de las células de Jurkat, para medir la
fijacién de la integrina asf;. A modo de control se pueden utilizar células
SW 480 que expresan otras subunidades a y B.

Usando este ensayo se han establecido los niveles en plasma necesarios
para obtener eficacia en los modelos in vivo para B, y aofl; para los
compuestos de la presente invencién sometidos a este ensayo.

En consecuencia, otro aspecto de esta invencién se refiere a un método
para tratar una enfermedad en un paciente mamifero, donde la enfermedad
es mediada por ogp;, y donde el método consiste en administrar a ese
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
presente invencién. Tales compuestos preferentemente se administran en
una preparacién farmacéutica como las descriptas anteriormente en la
presente. Las dosis efectivas diarias dependeréin de la edad, peso, estado del
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paciente, factores que el médico puedo conocer ficilmente. Sin embargo,
en una realizacién preferida, los compuestos se administran de entre 20 a
500 pg/kg por dia.

Ejemplo 1

Reversion Clinica de la Encefalomielitis Alérgica Experimental usando
éster isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-
tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina

La encefalomiclitis alérgica experimental es un trastorno inflamatorio
autoinmune del sistema nervioso central (CNS), mediado por células,
inducido experimentalmente, que sirve como un modelo animal de la
esclerosis multiple. Los infiltrados tipicamente consisten en linfocitos y
macréfagos, aunque ocasionalmente se han observado células
polimorfonucleares (Traugott et al., 1985 Cell. Immunol. 91: 240-54;
Traugott et al., 1986 Cell. Immunol. 99: 395-410). La EAE se induce
activamente en animales susceptibles mediante inyeccién con antigenos
CNS homogeneizados tales como el adyuvante completo de Freund (CFA).
La EAE también se puede transferir de forma pasiva mediante células T
mielina-especificas de un animal inmunizado activamente (Paterson, 1960,
J. Exp. Med. 111: 119-36). La susceptibilidad a la enfermedad depende no
s6lo del antigeno inductor y de la especie animal usada, sino que también
depende de la edad, el sexo y el origen comercial de los animales (Tsunoda
et al., 1996, J. Neuropath. Exp. Neurol. 55: 673-86).

Al igual que en la MS, la EAE clinica se puede manifestar de diferentes
formas. En algunos modelos los animales desarrollan una enfermedad
monoféisica aguda seguida por una recuperacién espontdnea. Sin embargo,
en otros modelos los animales desarrollardn una enfermedad crénica con
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recaidas, caracterizada por ataques clinicos recurrentes con perfodos de
recuperacién intermitentes. (Tsunoda ef al., 1996). Se puede inducir una
forma progresiva crénica de EAE en cobayos Hartley adultos por
inmunizacién con CNS completo en adyuvante (Wisniewski et al., 1983, J.
Neuropath. & Exp. Neurol. 42: 243-55; Karlik et al., 1986, Neurology 36:
11124; Karlik et al., 1993, Magn. Reson. Med. 30: 326-31), donde los
animales exhiben un progresivo empeoramiento de los sintomas clinicos
sin perfodos de recuperacién o remisién. Histolégicamente, grandes placas
confluentes de desmielinizacién acompafian la infiltracién continua de
CNS mononuclear.
Materiales y Métodos: Animales ¢ Induccidn de la EAE: Se mantuvieron
cobayos Hartley hembra (Charles River Canada, St. Constant, Québec) en
un ambiente con iluminacién controlada y se les permiti6 alimento y agua a
voluntad. Se indujo EAE en 50 animales (200-250 g) por via nucal,
inyeccién intradermal de 0.6 mL de una mezcla 1:1de tejido CNS isélogo
homogeneizado y adyuvante completo de¢ Freund, con 10 mg/mL
adicionales de Mycobacterium tuberculosis (Difco). Los animales fueron
evaluados diariamente por un observador ciego usando una escala clinica
de cuatro puntos de la siguiente manera: 0 = sin anomalia; 0.5 = més de un
dia consecutivo de pérdida de peso; 1 = ataxia y pobre reflejo de
enderezamiento; 2 = paresis de los miembros posteriores, incontinencia
urinaria, impaccion fecal; 3 = pardlisis; 4 = pardlisis terminal.

Regimenes de Tratamiento. El éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasuifonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina es una molécula pequefia que se une con una alta

afinidad a la integrina 4 humana y de cobayo (ICs para la inhibicién de la
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adhesién celular 8 VCAM = | nm). La enfermedad de los animales sec
considerd crénica a partir del dia 40 post-inmunizacién, y por lo tanto el
periodo de tratamiento comenzd a partir de dicho momento, y se prolog6
durante 10, 20, 30 o 40 dfas. Los animales recibieron ya sea 0.5 mL de
solucién salina (vehiculo para el dster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil}-L-tirosina; n=20) o bien 30 mg/kg de éster isopropilico de N-
[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1 -metilpiperazin-4-
ilcarbonil}-L-tirosina (n=25) dos veces al dfa. Con el régimen de
dosificacién, los niveles de saturacién de los receptores de éster
isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina (>10 nm) se mantuvieron en todo
momento. Un subgrupo de animales recibié éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)}-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina durante 30 dias, y luego se retiré el tratamiento y los
animales se mantuvieron durante 10 dias mds (n=5). Todos los
tratamientos se administraron de forma subcuténea.

Sacrificio_de los Animales y Andlisis Histolégico. Los animales no
tratados, con EAE crdnica (n=5) fueron sacrificados en el dia 40, asf como
los animales de control sin EAE (n=S). Luego de cada intervalo de
tratamiento de 10 dias de duracién, se sacrificaron 5 animales de cada
grupo (0.25 mL sodio pentobarbital), se tomaron muestras de sangre para
andlisis FACS (ver a continuacién), y el cerebro y la médula espinal fueron
diseccionadas y se prepararon . Se utilizaron tres cortes de médula espinal,
correspondientes a las regiones lumbar, tordcica y cervical de la médula. El

cerebro se cortd en cinco secciones transversales. Las primeras tres
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secciones proximales se combinaron en un bloque, y las dos secciones
distales en otro. Los tejidos se fijaron en formalina al 10% y se embebieron
en parafina. Se tifieron cortes de 5 nm con hematoxilin-ecosina (H-E) o
solocromo R-cianlina (SCR) y estos fueron evaluados por un observador
ciego en cada una de las cuatro categorias siguientes: (1) inflamacién de las
meninges, (2) infiltracién perivascular, (3) encefalitis o (4) mielitis y
desmielinizacién (Tabla 6). El indice patolégico combinado representa el
indice total (de un total de 20) correspondiente a las 5 secciones CNS de

cada animal.

TABLA 6: Escala del indice Patolégico
M:  Reaccién inflamatoria en las meninges

0: sin cambios

1 Infiltraciébn perivascular y/or meningea por células
mononucleares, 1-3 vasos implicados

2: 4-6 vasos implicados

3: 6+ vasos implicados

4: infiltracién densa de las meninges con todos o casi todos los
vasos involucrados

P: Infiltracién parenquimal perivascular

0: sin cambios
1-3 vasos parenquimales infiltrados en los espacios de Virchow-
Robin

2: 4-6 vasos implicados

3: 6+ vasos implicados

4: todos o virtualmente todos los vasos implicados
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E: Encefalitis 0 Mielitis

0: Ninguna invasion del parénquima neural; células microgliales ;)
inflamatorias invadiendo el parénquima neural
unas pocas células dispersas
invasion por parte de células de varios pufios perivasculares
grandes dreas de parénquima neural implicadas
virtualmente toda la seccion esté infiltrada

D: Desmielinizaci6n, remielinizacion y restos de mielina

L -

sin desmielinizacién
foco tnico de desmielinizacién subpial o restos de mielina
varios focos de desmielinizacién

una gran #érea confluente de desmiclinizacién

L A 4

varias éreas grandes confluentes de desmielinizacién

Para cuantificar las anomalias observadas en la médula espinal, las
secciones teflidas con H-E se dividieron en 12 dreas representativas en
forma de torta. En cada 4rea, se contd el nimero de células dentro de un
campo visual de 0.12 mm’ usando el software para anilisis de imégenes
Sigma Scan Pro (SPSS Inc.), y se calculé el niimero promedio combinado
de células en las 12 dreas para la totalidad de Ia médula espinal (36 campos
visuales por animal). Observar que como se contaron todos los nicleos
celulares, el nimero de células puede incluir neuronas y células gliales
ademds de los infiltrados. Asi, el recuento de células en los animales sin
EAE sirvi6 como linea de base.

PCR de Transcripcién Reversa Cuantitativa: I1.-2, IL-10, MCP-1. Se
aislé RNA de 30 mg de médula espinal de cobayo congelada usando el
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Equipo para Aislacién Total de RNA S.N.A.P.™ (preparacién de dcido
nucléico simple) (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, modificadas para incluir un segundo paso de tratamiento de
DNAse seguido de una purificacién adicional en la columna del S.N.A.P.
Al afiadir el segundo tratamiento de DNAse, hallamos que la
contaminacién del DNA es consistentemente no detectable para estas
muestras y ensayos segin lo medido usando un ensayo RT-PCR sobre un
control negativo.

En la Tabla 7 se indican secuencias cebador/sonda y concentraciones
para IL-2, IL-10 y MCP-1, asi como el RNA esténdar usado para cada gen.
Se realiz6 RT-PCR por triplicado usando el Sistema de Deteccién de
Secuencias ABI PRISM® 7700. Las reacciones de 50 pl contenian entre 10
y 800 ng de RNA total y cebadores y sondas en las concentraciones arriba
indicadas en un tampén de reaccién compuesto por 6.67% de glicerol
(Amresco); 5.5 mM de MgCl; 300 uM de dATP, dCTP, dGTP, y dUTP;
100 nM de sondas; 1.25 unidades de AmpliTaq Gold® DNA Polimerase
(Applied Biosystems); 1X de Tampén TagMan® A (TaqMan® equipos de
reaccién PCR Core, Applied Biosystems), 20 unidades de inhibidor RNase
(Roche); 1.25 unidades transcriptasa inversa del virus de leucemia de
murina (MuLV) (Applied Biosystems). La transcripcién inverse del RNA
se llevé a cabo a 48°C durante 30 minutos, seguido de una etapa de
desnaturacién de 10 minutos a 95°C. La PCR se llev6 a cabo mediante 40
termo-ciclos consistentes en 95°C durante 15 segundos seguido de 60°C
durante 1 minuto. Cada placa inclufa una curva estindar usando el RNA

listado en la Tabla 7 y dos muestras de control adicionales: 1) una muestra
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de RNA de control positivo usada en todas las placas, 2) un control NTC

(non-template control)

TABLA 7: Recuentos de Células Promedio en la Médula Espinal

Grupo de tratamiento No. promedio de
células/0,12 mm’

Sin EAE 61+32

control d40 107 £ 6.1

solucién salina d50 138+ 8.3

solucién salina D60 137+ 8.3

solucién salina D70 143 + 6.7

solucién salina D80 113+4.8

éster isopropflico de D50 N-[N-(3- 97+39

piridinesulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-

[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina

D50

éster isopropilico de D60 N-[N-(3- 86+4.2

piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-

[1-metilpiperazin—4-ilcarbonil]-L-tirosina

D60

éster isopropilico de D70 N-[N-(3- 898

piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-

[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina

D70

éster isopropilico de D80 N-[N-(3- 704

piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-
[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina
D80

Los coeficientes de correlacién de las curvas estindares fueron mayores

que 0,990 para todos los datos indicados. Los coeficientes de variacién

pare las muestras triplicadas fueron menores que 0,2. Como el RNA usado

para la curva estiindar es una mezcla heterogénea de RNA que contiene una
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cantidad constante pero desconocida del mensaje meta, los nimeros
calculados son relativos.

Andlisis por FACS: El dia 80 post-inmunizacién, se tomaron
muestras de sangre heparinizada de los animales sin EAE, los animales
tratados con solucidn salina, animales tratados con éster isopropilico de N-
[N-(3-piridinasulfonil)-L.-3,3-dimetil-4-tiaprolil}-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina, y animales 10 dias después de retirarles el éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina. Todas las muestras se mantuvieron
a 4°C para todos los procedimientos. Se expusieron muestras de 150 pl al
anticuerpo primario durante 30 minutos, se lavaron dos veces, y luego se
incubaron con Ig Fc anti-ratén de cabra PE-conjugada en presencia de
suero de cobayo al 5% (Beckman Coulter #PN EMO055 1). Los glébulos
rojos se lisaron con solucién de lisacién de Becton-Dickinson y las
muestras se examinaron en un citrémetro de flujo FACScan (Becton
Dickinson, Mountain View, CA) separando diferentes poblaciones
celulares por dispersion de luz.

Anidlisis Estadistico. El andlisis estadistico se efectué utilizando el
software SigmaStat v2 software (SPSS Inc.). Los indices clinicos se
evaluaron usando la prueba de suma de rangos de Mann Whitney, mientras
que los indices patolégicos se evaluaron usando anilisis de la varianza de
dos vias (ANOVA). Las anomalias cuantitativas se compararon usando
ANOVA de Kruskal-Wallis en rangos. En cada caso, p < 0.05 se considerd
significativo. Se realiz6 una regresién lineal sobre los recuentos promedios
de células en la médula espinal.
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RESULTADOS: Inversién Clinica. Los animales comenzaron a
evidenciar sintomas clinicos de enfermedad en el dia 9 post-inmunizacién,
los cuales continuaron hasta ¢l dia 40. En este punto la enfermedad se
consider6 crénica. El periodo de tratamiento comenzé en el dia 40 y tuvo
una duracién minima de 10 dias y una duracién méxima de 40 dias. Aunque
los animales que recibieron solucién salina evidenciaron una progresién
clinica continua hasta el final del experimento, los animales tratados con
éster isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-
[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina comenzaron a manifestar una
reversién clinica comenzando 2 6 3 dias después del tratamiento inicial
(Figura 1A). En varios animales que tenfan un indice clinico establecido de
2 antes de comenzar ¢l tratamiento, el éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil}-L-tirosina revirtié la paresis, y los animales fueron capaces de
utilizar sus miembros traseros durante la totalidad del periodo de
tratamiento (es decir, reversi6n a un indice clinico de 1). Dependiendo de la
duracién del tratamiento, algunos animales que anteriormente habian
exhibido sintomas de la enfermedad aparentemente estuvieron
completamente libres de la enfermedad mientras recibfan el éster
isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, Con el transcurso del periodo de
tratamiento, los indices clinicos promedio de los animales tratados con
éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-
[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina  fueron  significativamente
menores que aquellos de los animales tratados con solucién salina.
(p<0.001, prueba de suma de rangos de Mann Whitney).
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En el grupo tratado con éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-
3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpipcrazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina  hubo
un pequefio aumento transitorio, centrado en el dia 54 post-inmunizacién
(Figura 1A). Dos animales mostraron una fluctuacién moderada en el grado
de sintomas clinicos; éstos variaron entre una ausencia total de sintomas
clinicos (indice igual a 0) hasta una ataxia muy leve (indice igual a 1). Sin
embargo, ninguno de los animales escaparon del tratamiento, tal como
observamos anteriormente en ¢l caso de los anticuerpos anti-integrina alfa-
4, donde el animal deja de responder a la terapia totalmente debido a que el
cobayo rechaza el anticuerpo de murina 0o humanizado. No hubo ningin
problema secundario (tal como inflamaci6n del sitio de inyeccién), con el
tratamiento de animales durante periodos de tiempo prolongados con éster
isopropllico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina.

En un subgrupo de animales, ¢l éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil}-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil}-L-tirosina se administré durante 30 dias, luego de lo cual se
retird y los animales se mantuvieron con inyecciones de solucién salina
durante los 1ltimos 10 dias del experimento. Una vez que se retir$ el éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, la progresién clinica retomno,
similar a la evolucién clinica de los animales que recibieron solucién salina
durante todo el periodo de tratamiento (Figura 1B). Entre los dias 70 y 80
post-inmunizacién, el fndice clinico medio de los animales post-tratamiento
con éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-
tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil}-L-tirosina fue
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significativamente mayor que el de los animales que recibieron éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina durante la totalidad del periodo de
tratamiento (p < 0.05, prueba de la suma de rangos de Mann Whitney). En
resumen, ¢l éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-
tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina = se  administr6
exitosamente durante hasta 40 dias sin efectos secundarios adversos, y
mantuvo una inversién de los déficits clinicos asociados con la EAE
progresiva crbnica.

RESULTADOS: Inversién de las Anomalias Patolégicas. Las anomalias
patoldgicas se evaluaron en secciones de cerebro y médula espinal tefiidas
con H-E y SCR.

En la Figura 2, los paneles de la izquierda corresponden a secciones
teflidas con SCR, que tific de azul de mielina (x40). Los paneles de la
derecha corresponden a secciones teflidas con H-E, altamente amplificadas
(x250) tomadas de la regién medial dorsal de la correspondiente foto SCR
(Figura 2). Las secciones mostradas en los paneles A y B de la Figura 2
fueron tomadas de un cobayo normal, y no evidencian inflamacién ni
deamielinizaciéon. Al llegar al dia 40 post-inmunizacién, los animales
crénicos presentaban una extensa inflamacién meningea y perivascular, asf
como una o mas grandes placas subpiales de desmielinizacién (Figura 2C).
La densidad de las células infiltrantes habia aumentado significativamente
(Figura 2D). Las anomalias patolégicas observadas se volvieron més
extremas a medida que la enfermedad progresaba. Al llegar al dia 60 post-
inmunizacién, los animales de control que recibieron 20 dias de tratamiento

con solucién salina presentaban una infiltracién meningea severa, grandes

522



dreas de mielitis y desmielinizacién focalizada (Figuras 2E, F). Al llegar al
dia 80 post-inmunizacién, virtualmente la totalidad de las secciones de
médula espinal estaban infiltradas y desmielinizadas, incluyendo la
invasién de algunas dreas de materia gris (Figuras 2I, J). Por el contrario,
los animales que recibieron 20 dias de tratamiento con éster isopropflico de
N-[N-(3-piridinasulfonil)-1.-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina presentaban éreas de desmielinizacién mucho
menores en el dia 60 post-inmunizacién, y habfa una escasa invasion de las
células meningeas y perivasculares (Figuras 2G, H). Luego de 40 dias de
tratamiento con ¢ster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, la
recuperacién patolégica era afin mayor; los animales no mostraban
practicamente infiltracién meningea y perivascular, y la mielina permanecia
intacta (Figuras 2K, L).

Un observador ciego asigndé un indice a un total de cinco bloques de
cada animal, y el indice patolégico combinado representa el Indice total de
las cinco secciones en las cuatro categorias (inflamacién de las meninges,
infiltracién perivascular, mielitis y desmielinizacién; Figura 3). Durante el
transcurso del periodo de tratamiento, los animales que recibieron éster
isopropllico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina mostraron una  disminucién
significativa del indice patoldgico promedio en las cuatro categorias en
comparacién con los animales tratados con solucién salina (p < 0.001,
ANOVA de dos vias). Cuando se retird el éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L.-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-

ilcarbonil}-L-tirosina, y los animales s¢ mantuvieron durante 10 dfas mais
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sin tratamiento, el indice patolégico combinado promedio en las cuatro
categorfas fue significativamente mayor que en los animales que
continuaron recibiendo la molécula pequefia durante la totalidad del
periodo de tratamiento (Figura 3; p < 0.05, ANOVA de Kruskal Wallis en
rangos con prucba de SNK).

RESULTADOS: Cuantificacién de las Anomalias Patolégicas. La
inversién patolégica evaluada cuantitativamente en el parrafo precedente se
confirmé cuantitativamente en la médula espinal. El niimero medio de
células se calculd a partir de 12 dreas representativas de 0.12 mm? en
secciones teflidas con H-E de médula lumbar, toricica y cervical, y se
combinaron a fin de examinar la totalidad de la médula espinal (Figura 4).
Todos los animales con EAE no tratados tuvieron recuentos celulares
significativamente mayores que los animales sin EAE, lo cual indica que la
infiltracién celular aumentd durante la enfermedad, tal como se esperaba (p
<0.001, ANOVA de dos vias). Se observ6 una reduccion significativa del
nimero de células luego de tan sélo 10 dias de tratamiento con éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin—4-ilcarbonil]-L-tirosina, y se mantuvo durante 20, 30 y 40
dias de tratamiento con respecto a los animales tratados con solucién salina
(p < 0.001, ANOVA de dos vias). Ademds, los recuentos de células
promedio de los animales tratados durante 20, 30 o 40 dias con éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina fueron significativamente que los de
los animales crénicos de control (p < 0.05, ANOVA de Kruskal Wallis en
rangos con prueba de SNK), y luego de 40 dias de tratamiento con éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L.-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
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metilpiperazin-4-ilcarbonil}-L-tirosina, el recuento de células promedio en
la médula espinal no diferia del de los animales sin EAE. Una regresién
lineal de estos promedios demuestra una pérdida progresiva de células
inflamatorias en la médula espinal (= 0.90). De la pendiente de esta recta
se puede calcular una tasa de pérdida de células igual & 8 células/mm?/dia.
Luego de retirar el éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin4-ilcarbonil]-L-tirosina, en los
animales que se¢ mantuvieron con solucién salina durante 10 dias
adicionales se observé nuevamente un aumento significativo del niimero
promedio de células (p <0.05, ANOVA en rangos con prueba SNK).

RESULTADOS: PCR Cuantitativa. Se realizd PCR cuantitativa en
secciones lumbares de médula espinal para evaluar los niveles de IL-2, IL-
10 y MCP-1, y los resultados complementan la inversién patol6gica ya
descripta. En los animales tratados con solucién salina, la cantidad de IL-2
aumenté durante la fase crénica de la enfermedad. Por el contrario, los
animales que recibian éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil}-L-tirosina
préicticamente no tenian RNA IL-2 detectable. Luego de retirar el éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, la cantidad de IL-2 en la médula
espinal regresd a niveles comparables a los de los animales tratados con
soluci6n salina. También se vieron resultados similares en relacién con la
IL-10 y MCP-1. Durante el tratamiento se evidencié una reduccién
significativa de los niveles de citocina en el RNA, seguido por una vuelta a
niveles més elevados al retirar el inhibidor (Figura 5).

525



RESULTADOS: Anélisis por FACS: Segin se determina mediante
anilisis por FACS, el tratamiento de los animales con EAE con éster
isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina provocé un gran aumento del
porcentaje de linfocitos brillantes de integrina a4 en la circulacién, respecto
de los animales tratados con solucién salina. Estos resultados sugieren que
los linfocitos activados por inmunizacién periférica no fueron capaces de
ingresar al CNS en presencia de éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina, y se acumularon en la circulacién (Figuras 6 y 7A).
Consistentemente con esto, el porcentaje de linfocitos brillantes de
integrina a4 en la circulacion regresaron a los niveles correspondientes a
tratamiento con solucién salina cuando se retir6 el éster isopropilico de N-
[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil}-L-tirosina, y volvié la inflamacién del CNS (Figura 7A). No
hubo subpoblaciones discernibles de monocitos bajos y altos de integrina
a4; sin embargo, la expresién general de integrina oy en los monocitos
circulantes aumenté en los animales con EAE (Figura 7B). Este aumento no
se vio afectado por el éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil}-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil}-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, lo cual
también sugiere que la reaccién inmunolégica periférica no fue inhibida
por el tratamiento.
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Ejemplo 2
Remielinizacién Esponténea luego de la Inhibicién Prolongada de Ia
Integrina oy en EAE Crénica

Se estudi6 el modelo de influjo de células inmunes al sistema nervioso
central siendo bloqueado por bloques inhibidores de integrina alpha-4 beta-
1 (a4f1) (VLA-4) para determinar si la presencia de células inflamatorias
suprime la reparacién cspontinea de la mielina en la encefalomielitis
autoinmune experimental. Se trataron cobayos paralizados en una etapa de
la EAE avanzada y desmiclinizada con el inhibidor especifico de la a,f,,
éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-
[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina (Piraino et al., J. Neuroimmunol.
2002, 131:147-159), y hallamos que: (1) 87% de las placas mostraron
evidencia de remielinizacién luego de 40 dias de tratamiento; (2) en 50%
del érea total lesionada hubo reparacién de mielina; y (3) 50% de los
animales recuperaron funcién motriz. No hubo reparacién significativa ni
recuperacion de la funcién motriz en los animales tratados con vehiculo.
Estos resultados indican que la inhibicién prolongada de la inflamacién del
CNS, en ausencia de una reparacién de mielina dirigida, puede facilitar los
mecanismos de remielinizacién esponténea.
Métodos.
Animales e Induccidn de la Enfermedad. Se mantuvieron cobayos Hartley
hembra (200-250 g, Charles River Canada, St. Constant, Québec) en un
ambiente con iluminacién controlada y se les permitié alimento y agua a
voluntad. Se indujo EAE por via nucal, inyeccién intradermal de 0.6 mL de
una mezcla 1:1 de tejido de CNS isélogo homogeneizado y adyuvante
completo de Freund (Difco, Detroit, MI), con 10 mg/mL adicionales de
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Mycobacterium tuberculosis (Difco). Los animales comenzaron a presentar
sintomas clinicos de la enfermedad en ¢l dia 9, y se consideraron crénicos a
partir del dia 40 post-inmunizacién. Los animales se pesaron diariamente y
fueron evaluados por un observador ciego usando una escala clinica de
cuatro puntos de la siguiente manera: 0 - sin anomalia; 0.5 - més de un dia
consecutivo de pérdida de peso; 1 - ataxia y pobre reflejo de
enderezamiento; 2 - paresis de los miembros posteriores, incontinencia
urinaria, impaccién fecal; 3 - pardlisis; y 4 - pardlisis terminal.

Criterio del Tratamiento. Los animales se seleccionaron para el
tratamiento en base a la severidad de la enfermedad, de acuerdo con dos
criterios: (1) los animales debfan estar en las etapas crénicas de la
enfermedad (es decir, al menos dia 40 post-inmunizacién); y (2) los
animales debian haber llegado a un indice clinico de 2 antes de comenzar el
periodo de tratamiento (es decir, pardlisis de los miembros traseros). En
nuestras experiencias pasadas con este modelo de EAE progresivo crénico,
95% de los animales crénicos con ndices clinicos de 2 mostraron
desmielinizacién moderada a severa en la médula espinal, desde varios
pequefios focos de desmielinizacién hasta una o méds grandes placas
confluentes. La adherencia a estos criterios optimiz6 el potencial de pérdida
de miclina antes del inicio del perfodo de tratamiento.

Regimenes de Tratamiento. Se trataron animales que satisfacfan los dos
criterios expuestos durante intervalos de 10, 20, 30 o 40 dias. El éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L.-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina es una molécula pequefia (peso
molecular ~500 Da) que se une con alta afinidad a la integrina 4 humana y
de cobayo (ICs, para la inhibicién de la adhesion celular a VCAM-1 de alta
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densidad en presencia de suero al 100% = 1 a 1 nm). Los animales
recibieron ya sea solucién salina (n = 16) o bien éster isopropilico de N-[N-
(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina (30 mg/kg, n = 12) dos veces al dia durante el perfodo
de tratamiento. Con este régimen de dosificacion, los niveles de saturacién
de los receptores de éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina (> 10 nm)
se mantuvieron en todo momento. Ademds, un grupo de animales se
sacrificd a los pocos dias de recibir el indice clinico de 2 para servir como
una linea de base de control "d0".

Recoleccién y Procesamiento de Tejidos. Luego del sacrificio (0.25 mL
sodio pentobarbital), los animales se exsanguinaron, y el CNS se disect6 y
secciond. Se utilizaron tres secciones de médula espinal, correspondientes a
las regiones lumbar, tordcica y servical. Los tejidos se fijaron en formalina
al 10% y se embebieron en parafina. Se tifieron cortes de 5 pm con
solocromo R-cianina, una tincién de mielina cuantitativa, y se examinaron
por microscopfa Optica para detectar evidencia de desmielinizacidn
(ausencia de tincién azul) y remielinizacién (dreas de tincién azul pélido
con lesiones).

De cada una de las secciones lumbares, tordcicas y servicales, un trozo
de 5 mm de médula espinal del extremo distal se fijé en 2.5%
glutaraldehido al 2.5% a 4°C. Luego un corte de 0,5 mm del centro de cada
seccién transversal se dividié en mitades dorsales y ventrales, Estos cortes
se post-fijaron en tetréxido de osmio y se embebieron en resina epoxi. Se
examinaron secciones de un micrén teflidas con azul de toluidino mediante

microscopia Optica para detectar evidencia de desmielinizacién y
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remielinizacion. Las dreas que contenia lesiones se prepararon nuevamente
para microscopia electrénica, y se tifleron secciones delgadas con
permanganato de potasio y acetato de uranilo etandlico y se examinaron en
un microscopio Philips EM 300.

Andlisis Histolégico. La patologia de la médula espinal se cuantificé
utilizando un método modificado de McGavermn et al., J. Neurosci. Res.
1999, 58: 492-504. Se tomaron imégenes de un promedio de 12 secciones
por animal con un aumento de 40x usando una cémara digital Nikon
Coolpix 995. Se usé el software para andlisis de imdgenes Sigma Scan
Pro(SPSS Inc.) para calcular tanto el drea total lesionada y el érea de lesién
remielinizada dentro de cada seccién (en unidades arbitrarias). Estas 4reas
s¢ sumaron para obtener una estimacién global correspondiente a la
totalidad de la médula espinal, y el drea de remielinizacién se expresé como
un porcentaje del drea total lesionada.

Resuitados y Discusién. El objetivo primario de este estudio fue determinar
si la inhibiciébn prolongada de la migracién de células inmunes al CNS
permitiria la remielinizacién espontinea de las lesiones existentes en la
médula espinal. El modelo de EAE en cobayo presenta una enfermedad
progresiva y no remitente luego de la inmunizacién con el homogenato de
CNS completo (Wisniewski et al., J. Neuropath. Exp. Neurol. 1983, 42:
243-255; Karlik et al., 1986, Neurology 36: 1112-4; Karlik et al, 1993,
Magn. Res. Med. 30: 326-331). La pardlisis aguda comienza
aproximadamente luego de 10 dias, con notable desmielinizacion al llegar
al dia 20 (Karlik et al., 1986, Neurology 36: 11124; Karlik et al., 1993,
Magn. Res. Med. 30: 326-331). Luego de 40 dias, el 95% de los animales
que presentan pardlisis bilateral total de los miembros traseros tienen

530

=%

78\



desmielinizacién moderada a severa en todo el tronco cerebral y la médula
espinal. Es importante observar que los animales en esta etapa de la
enfermedad no recaen ni remite, y tampoco se recuperan espontaneamente.
En el presente estudio, el tratamiento recién se inicié cuando un animal
llegé a esta etapa — al menos 40 dias post-inmunizacién — y presentaba
parilisis bilateral total de los miembros traseros (indice clinico 2). Luego
los animales recibieron ya sea el inhibidor de la integrina of af; de
molécula pequefia éster isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-1.-3,3-
dimetil-4-tiaprolil}-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina o bien
vehiculo (solucién salina) durante intervalos de 10, 20, 30 o 40 dias. La
Figura 8 ilustra micrografias dpticas representativas de secciones de
médula espinal tefiida con solocromo R-cianina (Figuras 8A-F). En los
controles (dia de tratamiento "0") en todos los animales era evidente una
extensa desmielinizacién; las lesiones tipicamente estaban libres de mielina
intacta, exhibiendo una densa infiltracion de células inmunes con
macréfagos espumosos conteniendo restos de mielina fagocitados en su
borde de ataque (Figuras 8A, 8B). En el intervalo de tratamiento més breve
(10 dfas), animales tratados con solucién salina y con éster isopropilico de
N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-

ilcarbonil]-L-tirosina  continuaron mostrando grandes éreas de
desmielinizacién en la médula espinal, con minima evidencia de mielina
intacta. Por el contrario, luego de 20 dias de terapia con éster isopropilico
de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, muchas lesiones mostraron tincién
difusa azul pdlido, andloga a las placas oscuras descriptas cldsicamente y

que son indicadoras de la remielinizacién en pacientes con MS (Figura
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8D). Las placas dentro de los animales de control tratados con solucién
salina permanecieron libres de mielina (Figura 8C). Al llegar al dia 40 del
tratamiento, se observé una diferencia sorprendente en el aspecto global de
la mielina entre los dos grupos de tratamiento. La mayoria de las lesiones
en Jos animales tratados con éster isopropilico de  N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina presentaron placas oscuras (Figura 8F), mientras que
las lesiones en los animales de control presentaron poca, st es que alguna,
tincion azul (Figura 8E). '

Para definir mejor el cambio del aspecto histolégico, se analizaron
muestras de tejido con mayor resolucidn, tanto en microscopio 6ptico como
en microscopio electrénico (EM) (Figura 9). En los animales tratados
durante 30 dfas con solucién salina, secciones semidelgadas teflidas con
azul de toluidino mostraron éreas de mielina normal (Figura 9A), como asf
también dreas de desmielinizacién severa y pérdida axonal (Figura 9B). Las
pequeflas zonas de transicién entre estas dos éreas contenfan axones
finamente recubiertos de calibre relativamente pequefio (Figura 9B, los
cuales pueden representar axones recientemente desmielinizados que estin
intentando la reparacién. También hubo evidencia frecuente de axones
sufriendo degencracién Walleriana, tanto en las lesiones como en las éreas
normalmente mielinizadas. En los animales que recibieron éster
isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-
metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina (Figura 9C), las éreas de axones
finamente mielinizados se expandieron significativamente, y los axones
tendfan a ser de mayor calibre, lo cual indica una respuesta reparadora més
general, con frecuencia en la totalidad del édrea lesionada. Estas
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observaciones se confirmaron por microscopia electrénica. En la Figura 9D
se muestran envolturas de mielina de gran espesor alrededor de axones de
gran calibre, representativas de una mielina compacta "normal." En los
animales que recibieron 40 dias de tratamiento con solucién salina, las
dreas lesionadas mostraron una pobre mielinizacién, donde los axones de
gran tamafio estaban totalmente desmielinizados (Figura 9E). Por el
contrario, el tratamiento con éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina resulté en una apariencia normal de las multiples
capas delgadas de mielina alrededor de los axones de gran calibre, lo que
representa un estado de remielinizacidn (Figura 9F). Por lo tanto, parece
que la administracién prolongada de éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1 -metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina permitié la remielinizacién espontdinea en la médula
espinal de los animales con EAE progresiva crénica.

A fin de cuantificar el efecto del éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina, se determind el porcentaje de placas que exhibfan
evidencia de remielinizacién. El nimero de lesiones con aspecto de mielina
se dividi6é por el nimero total de secciones de médula espinal tomadas en
toda su longitud de cada animal (Figura 10) (para el método, ver
Warrington et al., 2000, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 97: 6820-5). Luego de
20, 30 y 40 dias de tratamiento con solucién salina, el porcentaje promedio
de placas que exhibian remielinizacién era de entre 10 y 20%; no hubo un
cambio significativo con el tiempo en la incidencia del aspecto de mielina

en estos animales (Figura 10A). Por el contrario, luego de 20 dias de
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administracién de éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, la
frecuencia de las placas oscuras en la médula espinal aumenté respecto de
la de los animales tratados con solucién salina, llegando al 68%; luego de
30 y 40 dias, la incidencia fue del 77% y 87%, respectivamente (p < 0.001,
ANOVA de dos vias con prueba de Tukey). Estos valores son
significativamente mayores que los correspondientes al inicio del
tratamiento (dia 0 y dia 10) (p < 0.05, ANOVA de dos vias con prueba de
Tukey), lo cual indica que el compuesto aumenté la incidencia de la
remielinizacién de una forma dependiente del tiempo. Debido a que el
porcentaje de placas con evidencia de remielinizacién no aumentd
significativamente luego del dia 20, parece que la remielinizacién se inicid
en gran medida de forma sincrona entre los dias 10 y 20 del tratamiento
(Figura 10A).

También se midié el grado global de remielinizacién de placas en la
médula espinal. La Figura 10B muestra una seccién de médula espinal
representativa con una gran lesién desmiclinizada en el asta ventral. Se
determiné el drea lesionada total para cada animal contorneando todas las
lesiones dentro de las secciones de médula espinal y sumando sus éreas. De
manera similar, el drea total de desmielinizacién se midié contorneando las
regiones con apariencia de mielina. Las Figuras 10C a F grafican el 4rea
lesionada total versus el porcentaje de remielinizacién. En los animales
tratados con solucién salina las lesiones rara vez muestran evidencia de
reparacién, con promedios comprendidos entre 2 y 11%, y no hay
diferencias significativas durante el periodo de tratamiento de 40 dias
(Figuras 10C a F). Por el contrario, luego de 20, 30 o 40 dias de éster
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isopropilico de tratamiento con N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-
tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina, la mayoria de las
lesiones identificadas muestran un grado variable de remielinizacién
comprendido entre 2 y 100% (4rea media de remielinizacién,
aproximadamente 50%) (Figuras 10D-5). (p <0.001, ANOVA de dos vias
con prueba de Tukey). Por lo tanto, aunque en todos los animales se
evidenciaron lesiones durante la totalidad del periodo de tratamiento de 40
dias, el éster isopropflico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-
tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina aumento la
incidencia y el porcentaje de remielinizacién. Lo que es mds, la evidencia
de remielinizacién en los animales tratados con éster isopropflico de -N-[N-
(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina es consistente con una recuperacion observada de la
funcién motriz. El punto de partida para el tratamiento fue un indice clinico
de 2, el cual denota una parilisis bilateral total en los miembros traseros.
En el 50% de los animales tratados con éster isopropilico de N-[N-(3-
piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil}-L-tirosina la pardlisis se revirtié a un indice clinico de 1, lo cual
indica que los animales recuperaron significativamente el uso de sus
extremidades traseras (p < 0.05, prueba de suma de rangos de Mann
Whitney). En los animales de control no se observé en ningiin momento
una recuperacién funcional.

Por definicién, la remielinizacién espontinea es la reparaciéon de la
mielina en ausencia de una intervencién terapéutica especificamente
discflada para estimular la remielinizacién (Miller et al., 1995, Microsc.
Res. Tech. 32: 230-245). La reparacién esponténea estid bien documentada
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en modelos de desmielinizacién en animales que involucran daflo tdxico
agudo, tal como con bromuro de cuprizona, lisolecitina o etidio (Dubois-
Dalcq et al., 1990, Bioessays 12: 569-576), y en modelos de encefalitis
viral (Miller et al., 1995, Microsc. Res. Tech. 32: 230-245) o en modelos
con inmunosupresion gencralizada o deplecién de las células inmunes
(Rodriguez et al., 1992, Neurol. 42: 348-57; y Murray et al., 2001, Brain
124: 1403-16). En estos casos la remielinizacién se puede completar en
algunas semanas. El éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina es una
molécula pequefia que interfiere con la actividad de la integrina ayf) en las
células inmunes, y que fue disefiado como un agente limitador de
enfermedades para impedir la infiltracion de células inflamatorias del
cerebro, antes que como un agente para directamente promover la
reparacién de la mielina (Piraino et al., 2002, J. Neuroimmunol. 131:147-
159). Debido a que el modelo de CP-EAE en cobayo es una enfermedad no
episédica que normalmente no exhibe reparacién, el haber hallado que un
agente limitador de las enfermedades puede, por si solo, promover la
remielinizacién esponténea s significativo. Estos resultados indican que el
propio ambiente inflamatorio suprime o sobrepasa los mecanismos de
reparacién normales, y eventualmente puede llevar a su agotamiento.
Aunque hubo evidencia microscépica de remielinizacién en los animales
tratados con solucién salina, ésta no alcanzé niveles significativos, y en
ninglin caso fue acompafiada por remisién clinica. Por lo tanto, parece que
al suprimir la infiltracién de células inmunes, el éster isopropilico de N-[N-
(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[ 1-metilpiperazin-4-
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ilcarbonil}-L-tirosina impidi6é el ataque de la mielina recién formada y
permitié su reparacion.

De hecho, se ha logrado remielinizacién inducida del CNS de diferentes
maneras, incluyendo la administracién de glicolipidos de mielina (Raine et
al., 1978, Acta. Neuropathol. (Berl). 43: 43-53; Traugott et al., 1982, J.
Neurol. Sci. 56: 65-73), antisuero CNS-especifico, inmunoglobulinas
purificadas (Warrington ef al., 2001, J. Allergy Clin. Immunol. 108:121-5),
o factores de crecimiento (Yao ef al., 1995, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 92:
6190-4). Recientemente también se ha demostrado que los anticuerpos
monoclonales humanos derivados del suero (IgM) pueden promover la
remielinizacién aparentemente a través de la estimulacién directa de los
oligodendrocitos (Warrington et al., 2000, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 97.
6820-6825; Bieber et al., 2002, Glia 37: 241-9; Mitsunaga et al., 2002,
FASEB J. 16: 1325-1327). También los transplantes de células madre tanto
embrionarias como de adulto ha llevado a la generacién de
oligodendrocitos y nueva sintesi de mielina en modelos deficientes
(Halfpenny et al., 2002, Lancet Neurol. 1: 31-40). Aunque estos estudios
han mostrado que el CNS tiene capacidad de reparacién, es importante
observar que la remielinizacién inducida terapéuticamente no detiene la
enfermedad en curso. El factor Notch, por ejemplo, recientemente han sido
sefialado como un inhibidor de la mielinizacién en la MS, reflejando la
interaccién entre los oligodendrocitos, las células gliales y la inflamacién
en curso (John et al., 2002, Nat. Med. 8: 1115-21). En un trastorno
inflamatorio tal como la MS, el CNS afin serfa vulnerable a los ataques.

Los agentes remielinizantes, tales como el natalizumab, revierten la
patologia de la enfermedad en la EAE inhibiendo el influjo de otro modo
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continuo de nuevas células inflamatorias. Las células que ya han ingresado
al CNS son despejadas por mecanismos apoptéticos normales (Hyduk et
al., 1998, J. Neuropath. Exp. Neurol. 57: 602-614). Consistente con cstas
observaciones, el éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-
dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil}-L-tirosina ha probado
reducir progresivamente la infiltracion de las células inmunes y sus
mediadores inflamatorios asociados con el aumento en la duracién del
tratamiento (Piraino ef al., 2002, J. Neuroimmunol. 131:147-159). En una
prueba controlada para MS tipo recaida-remisién, el natalizumab demostr6
que un tratamiento durantc un periodo de secis meses llevaba a menor
cantidad de lesiones cerebrales inflamatorias y menor cantidad de recaidas
con respecto a los sujetos tratados con el placebo. Durante la prueba la
terapia fue bien tolerada, y hubo una percepcién de bienestar mejorado
entre los pacientes tratados con natalizumab (Miller et al., 2003, New Engl.
J. Med. 348: 15-23). Asi, las terapias con agentes tales como el anticuerpo
anti-integrina alfa-4 y los compuestos tales como el éster isopropilico de
N-[N<(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-[1-metilpiperazin-4-
ilcarbonil]-L-tirosina no sélo servirin como un factor limitante de la
enfermedad para la MS, sino también como un agente que permitird la
reparacion del CNS.

Aunque la presente invencién se ha descripto con referencia a sus
realizaciones especificas, los expertos en la técnica comprenderén que es
posible introducir diversos cambios y reemplazar diversos equivalentes sin
apartarse del verdadero espiritu y campo de la invencién. Ademds, se
pueden realizar numerosas modificaciones para adaptar una determinada
situacién, material, composicién de materia, proceso, etapa o etapas de
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proceso, al objetivo, espiritu y campo de la presente invencién. Todas estas
modificaciones estin comprendidas en el campo de la invencién.
Ejemplo 3
Construccion de Anticuerpo Humanizado 21.6

Se construyeron cadenas quiméricas livianas y pesadas uniendo las
regiones V; y Vy 21.6 de ¢cDNA de ratén clonado en PCR a regiones
constantes humanas. Los extremos 5' y 3' de las secuencias de cDNA de
ratén se modificaron usando cebadores de la PCR. Los cebadores de los
extremos 5' (Tabla 8), los cuales hibridizan a las secuencias de DNA que
codifican para los comienzos de las secuencias lider, se disefiaron para
crear las secuencias de DNA esenciales para una traslacién eficiente
(Kozak, J. Mol. Biol. 196: 947-950 (1987)), y para crear sitios de
restriccién Hindlll para clonar en un vector de expresién. Los cebadores de
los extremos 3' (Tabla 8), los cuales hibridizan a las secuencias de DNA
que codifican para los extremos de las regiones J, fueron disefiados para
crear las secuencias de ADN esenciales para empalmar (“splicing™) las
regiones constantes, y para crear un sitio BamHI para clonar en un vector
de expresién. Los productos de amplificacién de la PCR se digirieron con
HindIIl y BamHI, se clonaron en un vector pUC19, y se secuenciaron para
confirmar que no hubieran ocurrido errores durante la amplificacién por
PCR. Las regiones variables 21.6 de ratén adaptadas luego se subclonaron
en vectores de expresién de células de mamifero conteniendo las regiones
constantes humanas kapa o gama-1.
TABLA 8

Cebadores de Ia PCR para la construccién del Anticuerpo 21.6

A. Repgi6n variable de la cadena liviana
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Cebadores de la PCR para la construccién del Anticuerpo 21.6

1. Cebador para la reconstruccién del extremo 5' (37-mer)

¥ C AGA AAG CTT GCC GOC ACC ATG AGA CCG TCT ATT CAQ ¥
Hindl  Kozak M R P § I Q
Consenso
Secuencia
2. Cebador para la reconstruccién del extremo 3' (35-mer)

5 CC GAG GAT CCA CTC ACG TTT GAT TTC CAG CTT GGT 3'
BamHl Sitio de Empalme del donante

B. Regidn variable de la cadena pesada

1. Cebador para la reconstruccién del extremo 5' (37-mer)

§' C AGA AAG CTT GCC GCC ACC ATG AAA TGC AGC TGG GTC 3
Hindlll  Kozak M K C 8 W V
Consenso
Secuencia
2. Cebador para la reconstruccién del extremo 3' (33-mer)

5 CC GAG GAT CCA CTC ACC TGA GGA GACGGT GACT Y
BamHl Sitio de Empalme del donante

Modelado de la Estructura de las Regiones Variables del 21.6 de Ratdn. Se
construy6 un modelo molecular de las regiones V, y Vy; del anticuerpo 21.6
de ratén. El modelo se construyé en una estacién de trabajo Silicon
Graphics IRIS 4D corriendo bajo sistema operativo UNIX y usando el
paquete para modelado molecular QUANTA (Polygen Corp., USA). La
estructura de las FR de la regién V, del 21.6 de ratén se basé en la
estructura resuelta de la inmunoglobulina humana RE1 de Bence-Jones
(Epp et al., Biochemistry 14: 4943-4952 (1975)). La estructura de las FR de
la regién Vi del 21.6 de ratdn se basé en la estructura resuelta del
anticuerpo de ratén Gloop2, Los residuos idénticos se retuvieron en las FR;
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los residuos no idénticos se sustituyeron usando las herramientas de
QUANTA. Las CDR1 y CDR2 de la regién V,; del 21.6 de ratén se
identificaron como pertenecientes a los grupos de estructuras canénicos 2 y
1, respectivamente (Chothia ef al., J Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)).
Como las CDR1 y CDR2 del RE1 pertenecen a los mismos grupos
canénicos, las CDR1 y CDR2 de la regi6én V; del 21.6 de ratdn se
modelaron sobre las estructuras de las CDR1 y CDR2 del RE1. La CDR3
de la regién V; del 21.6 de ratén no pareci6 corresponder a ninguno de los
grupos de estructuras candnicos para las CDR3 de las regiones V;. Sin
embargo, una investigacién en base de datos revelé que la CDR3 de la
regién V; del 21.6 de ratén era similar a la CDR3 en la regién V, del
HyHEL-5 de ratén (Sheriff ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84. 8075-
8079 (1987)). Por ende, la regién V; del 21.6 de ratén se model6 sobre la
estructura de la CDR3 en la regién V, del HyHEL-5 de ratén. Las CDR1 y
CDR2 de la region V; del 21.6 de raton sc identificaron como
pertenccientes a los grupos de estructuras canénicos 1 y 2, respectivamente.
La CDR1 de la regién Vj del 21.6 de ratén se modeld sobre la CDR! de la
regién Vy del Gloop2, la cual se asemeja mucho a los miembros del grupo
canénico 1 para las CDR1 de las regiones V. Las CDR2 de la regién Vy
del 21.6 de rat6n se model6 sobre la CDR2 del HyHEL-5 de ratén (Sheriff
et al., supra), que también es miembro del grupo canénico 2 para las CDR2
de las regiones Vy. Para las CDR3 de regiones Vg4 no hay estructuras
candnicas. Sin embargo, la CDR3 en la regién Vy del 21.6 de ratén era
similar a la regién Vg del R19.9 de ratén (Lascombe ef al,, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 607-611 (1989)) y se modelé sobre esta CDR3

retirando un residuo de serina adicional presente en el dpex del lazo de la
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CDR3 de la regién Vg del R19.9 de ratén y templado y refinando el
espacio libre. Finalmente el modelo se sometié a minimizacién de energia
por el método de los cambios méximos (“steepest descents™) y gradientes
conjugados usando ¢l potencial CHARMM (Brooks et al., J. Comp. Chem.
4: 187-217 (1983)), como se implementa en el QUANTA a fin de liberar
contactos atémicos desfavorables y optimizar las interacciones de van der
Waals y electrostdticas.

Disefio de las Regiones Variables del 21.6 Humanizado - Seleccién de
Anticuerpos Humanos Homélogos para la Secuencia Marco. Se
identificaron regiones variables humanas cuyas RF mostraron un elevado
porcentaje de identidad respecto del 21.6 de ratén por comparacién de sus
secuencias aminoacidicas. Las Tablas 10 y 11 comparan las regiones
variables del 21.6 de ratén con todas las regiones variables de ratén
conocidas y luego con todas las regiones variables humanas conocidas. La
regién V, del 21.6 de ratén se identificd como perteneciente al subgrupo de
regiones V; kapa de ratdn. Se identificaron regiones V; kapa de ratén que
tenfan hasta 93.4% de identidad con la regién V, kapa del 21.6 de ratén
(38C13V'CL y PC613'CL). La regién V, del 21.6 de ratén presentaba
mayor similitud con las regiones V; kapa del subgrupo 1, segiin lo definido
por Kabat. Se identificaron regiones V; kapa humanas individuales que
tenfan hasta 72.4% de identidad con la regién V, kapa del 21.6 de ratén.
Las regiones marco (FR) de una de las regiones variables humanas més
similares, RE1, se usaron para disefiar la regién V; del 21.6 humananizado.
La regién Vg del 21.6 de ratén se identific6 como perteneciente al
subgrupo de regiones Vy de ratdn 2c seglin lo definido por Kabat. Se
identificaron regiones variables de cadena pesada de ratdn individuales con
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hasta 93.3% de identidad con la regién Vj; del 21.6 de ratén (17.2.25'CL y
87.92.6'CL). La regién Vy del 21.6 de ratén presenta la mayor similitud con
las regiones V;; humanas del subgrupo 1 segiin lo definido por Kabat et al.,
supra. Se identificaron regiones Vy humanas con hasta 64.7% de identidad
respecto de la regién Vj del 21.6 de ratén. Las FR de una de las regiones
variables humanas més similares, se utilizd para disefiar la regién Vy del
21.6 humanizado.

Sustitucién de Aminoécidos en las Regiones Marco.

(A) Cadena Liviana. El siguiente paso en el proceso de disefio para
obtener la regién V, del 21.6 humanizado fue unir las CDR de la regién V,
del 21.6 de rat6n con las FR del RE1 humano (Palm et al., Physiol. Chem.
356: 167-191 (1975). En la primera versién de la regién (La), se hicieron
siete modificaciones en las FR humanas (Tabla 10, Figura 13). En las
posiciones 104, 105 y 107 en la FR4, los aminodcidos del RE1 se
sustituyeron con aminodcidos de regién J humanos més tipicos de otra
cadena liviana kapa humana (Riechmann et al, Natwre 332:323-327
(1988)).

En la posicién 45 en la FR2, la lisina normalmente presente en RE1 se
cambié por arginina tal como se encuentra en dicha posicién en la regién
V; del 21.6 de ratén. Se creyd que el residuo aminoacidico en esta posicién
cra importante para soportar ¢l lazo de la CDR2 en la regién V; del 21.6 de
raton.

En la posicion 49 en la FR2, la tirosina normalmente presente en RE1 se
cambié por histidina tal como se encuentra en dicha posicién en la regién
V, del 21.6 de ratén. En el modelo se observé que la histidina en esta
posicién en la regién regién V. del 21.6 de ratén estaba ubicada en ¢l
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medio del sitio de fijacién y posiblemente pudiera hacer contacto directo
con el antigeno durante la fijacion anticuerpo-antigeno.

En la posicién 58 en la FR3, la valina normalmente presente en RE1 se
cambi6é por una isoleucina tal como se encuentra en dicha posicién en la
regién V, del 21.6 de ratén. Se creyé que el residuo aminoacidico en esta
posicién era importante para soportar el lazo de la CDR2 en la regién V,
del 21.6 de ratén.

En la posicién 69 en la FR3, la treonina normalmente presente en RE1 se
cambié por una arginina tal como se encuentra en dicha posicién en la
regi6n V, del 21.6 de ratén. En el modelo se observé que la arginina en esta
posicién en la regién V; del 21.6 de ratén estaba ubicada adyacente al loop
de la CDR1 de la regi6én V| del 21.6 de ratdn y posiblemente pudiera hacer
contacto directo con el antigeno durante la fijacién anticuerpo-antigeno.

Se disefié una segunda version de la regién V; del 21.6 humanizado
(llamada Lb) conteniendo las mismas sustituciones descriptas, excepto que
no se realizd ninglin cambio en la posicién 49 en la FR2 de RE1 (Figura
13).

(B) Cadena Pesada. El siguiente paso en el proceso de diseflo para
obtener la regién Vy del 21.6 humanizado fue unir las dos CDR de la
region Vy del 21.6 de ratén con las FR del 21/28'CL (Dersimonian et al., J.
Immunol. 139: 2496-2501 (1987)). En la primera versi6n de la regién V del
21.6 humanizado (Ha), se hicieron cinco modificaciones en las regiones
marco humanas (Tabla 11, Figura 14). Los cinco cambios en las FR
humanas fueron en las posiciones 27, 28, 29, 30y 71.

En las posiciones 27, 28, 29 y 30 en la FR1, los aminoécidos

presentes en el 21/28'CL humano se cambiaron por los aminodcidos que se
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encuentran en tales posiciones en la regién Vy del 21.6 de ratén. Aunque
estas posiciones se designan como estando dentro de la FR1 (Kabat ef al.,
supra), las posiciones 26 a 30 son parte del lazo estructural que forma el
lazo de la CDRI1 de la regién Vg Es probable, por lo tanto, que los
aminoicidos en cstas posiciones estén directamente involucrados en la
fijacién de antigeno. De hecho, las posiciones 27 a 30 son parte de la
estructura canénica para la CDR1 de la regién Vj segin lo definido por et
al., supra.

En la posicién 71 en la FR2, la arginina persente en el 21/28'CL humano
se cambié por una alanina tal como se encuentra en dicha posicién en la
region Vy del 21.6 de ratén. La posicién 71 es parte de la estructura para la
CDR2 de la regién Vi segiin lo definido por Chothia et al., supra. Del
modelo de las regiones variables del 21.6 surge que la alanina en la
posicién 71 serfa importante para soporter el lazo de la CDR2 de la regién
Vy . Una sustitucién de una arginina por una alanina en esta posicién
probablemente alteraria la colocacién del lazo de la CDR2.

Una segunda versién (Hb) de la regién Vy del 21.6 humanizado contienc
los cinco casos antes descriptos para la version Ha, mds un cambio
adicional en la FR2.

En la posicién 44 en la FR2, la arginina presente en ¢l 21/28'CL humano
se cambi6 por una glicina tal como se encuentra en dicha posicion en la
regién Vi del 21.6 de ratén. En base a la informacién publicada sobre el
empaquetamiento de las regiones V;-Vy y en el modelo de las regiones
variables del 21.6 de ratén, se creyé que el residuo aminoacidico en la
posicién 44 podria ser importante para ¢l empaquetamiento de las regiones
Vi-Vu.
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La versién Hc de la regién V del 21.6 humanizado se disefi6é para hacer
que el lazo CDR3 fuera mds similar a la VCAM-1 humana. Tanto el
anticuerpo 21.6 de ratén como la VCAM-1 se unen a la integrina a4f;. El
lazo CDR3 de la regién Vi de los anticuerpos es ¢l més diverso de los seis
lazos de CDR y generalmente el componente individual més importante del
anticuerpo en las reacciones anticuerpo-antigeno (Chothia et al., supra;
Hoogenboom & Winter, J. Mol. Biol. 227: 381-388 (1992); Barbas ef al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4457-4461 (1992)).

Se identificéd algo de similitud de secuencias entre 1a CDR3 de la regién
Vg del 21.6 de ratén y los aminodcidos 86 a 94 de la VCAM-1 humana,
particularmente entre la secuencia YGN (Tirosina-Glicina-Asparagina) en
el lazo de CDR3 y la secuencia FGN (es decir, Fenilalanina-Glicina-
Asparagina) en la VCAM-1. Se cree que ecstas secuencias estin
relacionadas con las secuencias RGD (es decir, Arginina-Glicina-Acido
aspdrtico) que son importantes en diferentes eventos de adhesién celular
(Main e# al., Cell 71: 671-678 (1992)). Por lo tanto, en la posicién 98 en la
CDR3, la tirosina presente en la regién V4 del 21.6 de ratén se cambié por
una fenilalanina como la que se encuentra en la secuencia de la VCAM-1
humana.

También se consideré una posible sustitucién en la posicién 36 en la
FR2, La cadena Vy del 21.6 de ratén contiene un residuo de cisteina
inusual en la posicién 36 en la FR2. Esta posicién en la FR2 generalmente
es un tristofano en las secuencias de ratén y humanas relacionadas (Tabla
11). Aunque los residuos de cisteina a menudo son importantes para la
conformacién de un anticuerpo, el modelo de las regiones variables del

21.6 de ratén no indica que este residuo de cisteina estuvo involucrado

546



%)

directa o indirectamente con la fijacién de antigeno, de modo que el
triptofano presente en la FR2 de la regién V del 21/28'CL humano se dejé
insustituido en las tres versiones del anticuerpo 21.6 humanizado.
Construccién de Anticuerpos 21.6 Humanizados. La primera versién de la
regiéon V; del 21.6 humanizado (resh21.6VLa) se construyé a partir de
fragmentos PCR superponibles seglin se describe en Daugherty et al,
Nucleic Acids Res. 19: 2471-2476 (1991). La regién V; del 21.6 de ratén,
adaptada como se describi6 anteriormente e insertada en pUC19, se us6
como plantilla. Se sintetizaron cuatro pares de cebadores, APCR1-vlal,
vila2-vila3, vla4-vlaS, y vla6-via7 (Tabla 9). Pares adyacentes se
superpusieron en al menos 21 bases. El cebador APCR1 es complementario
del vector pUC19. Se combinaron parm de cebadores adecuados (0.2
pmoles) con 10 ng de plantilla de DNA y 1 unidad de AmpliTaq DNA
polimerasa (Perkin Elmer Cetus) en 50 zl de tampdn PCR conteniendo 10
mM de Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KCl, 200 yuM de dNTPs, y 1.5 mM de
MgCl,. Cada reaccién se llevé a cabo en 25 ciclos. Luego de una fusién
inicial a 94°C durante 5 minutos, las reacciones se ciclaron a 94°C durante
1 minuto, 55°C durante 1 minuto, y 72°C durante 2 minutos, y finalmente
se incubaron a 72°C durante 10 minutos més. El tiempo de transicién entre
las etapas de templado y extension del cebador fue de 2.5 minutos. Los
productos de las cuatro reacciones (A, B, C y D) de la primera ronde de
reacciones en PCR se extrajeron en fenol y se precipitaron en etanol.
TABLA 9

Cebadores PCR para la construccién de regiones variables del 21.6
humanizado
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Cebadores PCR para la construccién de regiones variables del 21.6
humanizado

A. Regi6n variable de la cadena liviana

1. Cebadores para la sintesis de la versién "a"
21.6VLal (39-mer):
5 GAT GGT GAC TCT ATC TCC TAC AGA TGC AGA CAG TGA GGA 3'

21.6VLa2 (32-mer):
5' CTG TAQ OAG ATA GAG TCACCATCACTT GCAAG 3

2).6VLa3 (39-mer):
5 AGG AGC TTT TCC AGG TGT CTG TTG GTA CCA AGC CAT ATA ¥

21.6VLa4 (41-mer):
5' ACC AAC AGA CACCTG GAA AAG CTCCTA GGC TGC TCA TACAT Y

21.6VLa3 (40-mer):
5 GCA GGC TGC TGA TGG TGA AAG TAT AAT CTCTCCCAGACCC Y

21.6VLa6 (42-mer):
§ ACT TTC ACC ATC AGC AGC CTG CAG CCT GAA GAT ATT GCA ACT Y

21.6VLa7 (59-mer):

5' CCG AGG ATC CAC TCA CGT TTG ATT TCC ACC TTG GTG CCT TGA CCG AAC GTC CAC
AGATTY

2. Cebadores para la sintesis de la versién "b"
21.6VLb1 (33-mer): cambia H-49 por Y49

5' QGA AAA GCT CCT AGG CTG CTCATATATTAC ACA ¥

21,6VLb2 (38-mer): cambia ACC-101 a ACA-101 para destruir el sitio St/
5' CCG AGG ATC CAC TCA CGT TTG ATT TCCACCTIT GTGCC ¥
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Cebadores PCR para la construccién de regiones variables del 21.6
humanizado

B. Regi6n variable de la cadena pesada

1. Cebadores para la sintesis de la versién "a"
21.6VHal (51-mer):

5 AAC CCA QTG TAT ATA GGT GTC TTT AAT GTT GAA ACC GCT AGC TTT ACA GCT 3

21.6VHa2 (67-mer):
§' AAA GAC ACC TAT ATA CAC TGG GTT AGA CAG GCC CCT GGC CAA AGG CTG GAG
TGG ATG GGA AGG ATT G ¥'

21.6VHa3 (26-mer):
¥ GAC COG GOC CTG GAA CTT CGQ GTC AT ¥

21.6VHM (66-mez):
§' GAC CCG AAG TTC CAG GGC CGG GTC ACC ATC ACC GCA GAC ACC TCT GCC AGC ACC
GCC TAC ATG GAA 3'

21,6VHa5 (64-mer):
5' OCA TAG CAT AGA CCC CGT AGT TAC CAT AAT ATC CCT CTC TGG CGC AGT AGT AGA
CTGCAGTGTCY

21.6VHab (63-mer):
5 GGT AAC TAC GGG GTC TAT GCT ATG GAC TAC TGG GGT CAA GGA ACC CTT GTC ACC
GTCTCCTCA Y

2. Cebadores para la sintesis de la versién "b"
21.6VHbD (37-mer): cambia R-44 o G-44
5' CCA GGG CCG GGTCAC CAT CAC CAG AGA CACCTCTGC C ¥

3. Cebadores para |a sintesis de la versién "c"
21.6VHe (27-mer): cambia Y-98 a F-98

5' CAG GCC CCT GGC CAA GGG CTG GAGTGG ¥

C. Ambas regiones variables de las cadenas liviana y pesada

Cebadores quo hibriden las regiones ndyacentes pUC19 al vector DNA APCR1 (17-mer, ccbador de
sentido)

5'TAC GCA AACCGCCTCTC Y

APCR4 (18-mer, cebador anti-sentido)
5' GAG TGC ACC ATA TGCGGT ¥

Los productos PCR A y B, y C y D se unieron en una segunda ronda de
reacciones PCR. Los Ay B,y C y D (50 ng de cada uno) se afiadieron a 50
Hl de reacciones PCR (segiin se describié anteriormente) y se amplific en
29 ciclos como ya se describid, excepto que la temperatura de templado se
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elevd a 60°C. Los productos de estas reacciones se denominaron Ey F. Los
pares de cebadores PCR utilizados fueron APCRI-via3 y vlad-vla7,
respectivamente. Los productos PCR E y F se extrajeron en fenol y se
precipitaron en etanol, y luego se acomodaron en una tercera ronda de
reacciones PCR segiin sus propias complementariedades en una reaccién
PCD de dos etapas similar a la antes descripta usando APCR1 y vla7 como
los cebadores del terminal. El fragmento totalmente armado que representa
la totalidad de la regién V; del 21.6 humanizado incluyendo una secuencia
lider se digiri0 con Hindlll y BamHIl y se cloné en pUCI19 para su
secuenciado. Un clon con la secuencia correcta se denomind resh21.6VLa.
La segunda versién de una regién V; del 21.6 humanizado (Lb) se
construy6 usando cebadores PCR para introducir modificaciones menores
en la primera versién de la regién V; del 21.6 humanizado (La) mediante el
método de Kamman et al, Nucl Acids Res. 17: 5404 (1989). Se
sintetizaron dos conjuntos de cebadores (Tabla 9). Cada reaccién PCR se
llevé a cabo bajo esencialmente las mismas condiciones antes descriptas.
En una primera reaccién PCR, se usé cebador mutagénico 21.6VLb2 para
destruir un sitio Sl (Thr-ACC-97 a Thr-ACA-97) para obtener
resh21.6VLa2. Luego, en una segunda reaccibn PCR, el cebador
mutagénico 21.6VLb1l (His49 a Tyr-49) se us6é con pUC-resh21.6VLa2
como plantilla de DNA. El producto PCR se corté con Syl y BamHI y se
subcloné en pUC-resh21.6VLa2, escindiendo con las mismas enzimas de
restriccion. Un clon con la secuencia correcta se denominé pUC-
resh21.6VLb.
La version "a" de la regién Vy del 21.6 humanizado se construy6 usando

los mismos métodos PCR descriptos para la construccién de la versién "a"
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de la regidn V. del 21.6 humanizado (Tabla 9). Los fragmentos de DNA
Hindlll-BamHI que codifican para la versién "g" de la regién Vy del 425
humanizado (Kettleborough et al., supra) y la version "b" de la regién Vg
del AUKI12-20 humanizado se subclonaron en vectores pUCI19
obteniéndose pUC-resh425g y pUC-reshAUK12-20b, respectivamente. (La
versién "b" de AUK12-20 se derivé por mutagénesis PCR de un fragmento
Vy de ad425 descripto por Kettleborough et al, supra, y codifica la

secuencia aminoacidica:

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFT SYYIH
WVRQAPGQGLEWVG YIDPFNGGTSYNQKFKG
KVIMTVDTSTNTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR GGN-RFAY

WGQGTLVTYVSS (los espacios separan las regiones FR y CDR).

Los pUC-resh425g y pUC-reshAUK12-20b pldsmidos, asi como el
vector pUC conteniendo la regién Vy del 21.6 de ratén modificada para su
uso en la construccién de la cadena pesada del 21.6 quimérico (pUC-
chim21.6Vy), se usaron como plantillas de DNA en las reacciones PCR
siguientes. Se designaron y sintetizaron cebadores PCR para la
construccién de la versién "a" de la regién V del 21.6 humanizado (Tabla
9). El producto PCR A se obtuvo usando pUC-reshAUK12-20b como
plantilla de DNA y APCR1-vhal como el par de cebadores. Los productos
PCR B y D se obtuvieron usando pUC-chim21.6V como plantilla de DNA
y vha2-vha3 y vha6-APCR4 como pares de cebadores, respectivamente.
Finalmente, el producto PCR C se obtuvo usando pUC-resh425g como
plantilla de DNA y vla4-vlaS como el par de cebadores. El producto PCR
final se subclond en pUC19 como un fragmento Hindlll-BamHI para

secuenciar el DNA. Un clon con la secuencia DNA correcta se designd
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pUC-resh21.6VHa. Las secuencias DNA y aminoacidicas de la primera
versién de la regién variable del 21.6 humanizado se ilustran en la Figura
15.

Las demds versiones de la regibn Vg del 21.6 humanizado se
construyeron esencialmente como se describié anteriormente para la
construccién de la versién "b" de la regién V, del 21.6 humanizado. Se
sintetizaron dos conjuntos de cebadores (Tabla 9). Para la segunda versién
(Hb) y la tercera versién (Hc), se usaron cebadores mutagénicos 21.6VHb
(Arg44 a Gly-44) y 21.6VHc (Tyr-98 a Phe-98), respectivamente, en
reacciones PCR con pUC-resh21.6VHa como la plantilla de DNA. Los
productos PCR VHb y VHc se cortaron con enzimas de restriccién y se
subclonaron en vector pUC pUC-resh21.6VHa como fragmentos Mscl-
BamHI y Pstl-BamHI, respectivamente, para obtener pUC-resh21.6VHbD y
pUC-resh2]1.6VHc.

La primera versién de una regién Vy del 21.6 humanizado (Ha) se
construyé de manera similar a la usada para la construccién de la primera
version de la regién V; del 21.6 humanizado (La). Sin embargo, en este
caso se usaron cebadores con tres plantillas de DNA, regién Vy; del 21.6 de
ratén ya adaptada para la expresion de la versién "g" de la regién Vj del
425 humanizado, 21.6 quimérico de cadena pesada (Kettleborough et al,
supra),

y la versién "b" de la regién V4 del AUK12-20 humanizado (Tabla 9). Las
secuencias DNA y aminoacidicas de la primera version de la regién
variable de cadena pesada del 21.6 humanizado se ilustran en la Figura 16.
La segunda y tercera versién de la regién Vy del 21.6 humanizado (Hb y
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Hc) se construyeron usando cebadores para introducir modificaciones en la
primera versién de la regién V del 21.6 humanizado (Ha) (Tabla 9).
TABLA 10

Alineacién de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones
variables de cadena liviana humanizadas del 21.6.
FR o 216dc kapa 5 dclapa 1 de o .

RH V
Ksbat # ralén  ratén humano L Comentario
CDR (FIG. 17A) (FIG.178) 'wmano de21.6
] 1 FRI D D D D D
2 2 | I I I I
3 3 | Q Q Q Q Q
4 4 | M M M M M
5 5 | T T T T T
6 6 | Q Q Q Q Q
7 7 | D) ) ) S S
8 g8 | P P P P P
9 9 | S S S s s
10 10 | S S S ] S
1 11| L L L L L
12 12 | S S S s s
13 13| A A A A A
14 14 | S S S S ]
15 15 | L L v v v
16 16 | G G G G G
17 17 | G D D D D
18 18 | K R R R R
19 9 | v v v v v
20 20 | T T T T T
21 21 | 1 I I 1 [
22 2 | T T T T T
23 23 FR1 C C C C C
24 24 CDRI K R R Q K
25 25 | T A A A Te
26 26 | S S S s S
27 27 | Q Q Q Q Q*
27A | - D S - -
27B | - - L - -
27C | - - v - -
27D | - - X -
27E | - - X - -
27F | - - - - -~
23 28 | D D s D D*
29 29 | I I 1 I I*
30 30 | N s S 1 N+
31 N | K N N K K*
32 32 | Y Y Y Y '
33 33 | M L L L M*
34 34 CDRI A N A N A
35 35 FR2 W W w w W
36 6 | Y Y Y Y Y
37 37 | Q Q Q Q Q
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Alineacién de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones
variables de cadena liviana humanizadas del 21.6.

o 216dc kapm 5 de kapa 1 de

Kabat # oo Ormtbn ren bumano  reade BH Vi oo
(FIG. 17A) (F1G. 17B)

38 s | H Q Q Q Q

39 k|- B K K K T T K en CAMPATH-1H

40 40 | P P P P P

41 41 | G G G G G

42 42 | K G K K K

43 43 | R ] A A A Congidersr R en otras
versiones

44 44 | P P P P P

45 45 | R K K K R Soporta el lazo L2
Congiderar K en otras
versiones

46 46 | L L L L L

47 47 | L L L L L

48 48 | 1 I 1 | ™

45 49 | H Y Y Y H En el medio del sitio de
fijacién, potencial pll'l
interactusr
antigeno, eonsldelr Y
€n otras versiones

50 50 CDR2 Y Y A E Y+

51 51 | T A A A T+

52 52 | S S 3 S s+

53 53 | A R 8 N A

54 54 | L L L L L

55 55 | Q H E Q Q

56 56 CDR2 P -] S A P

57 57 FR3 G G G G G

58 58 | I v v v I Posiblemente  soporte
L2, congiderar V en
otras versiones

59 59 | P P P P P

60 60 | ] ] § S ]

6l 61 | R R R R R

62 62 | F F F F F

63 63 | ] S S S S

64 64 | G G G G G*

65 65 | ] ] S S ]

66 66 | G G G G G

67 67 | S S S S S

68 68 | G G G G G

69 6 | R T T T R Adyacente a L1, en la
superflcie cerca del sitio
de fijacién

70 70 | D D D D D

71 n | Y Y F Y y* F en CAMPATH-1H

72 72 | S ] T T T

73 73 | F L L P F

74 74 | N T T T T

75 7 | 1 1 1 I {
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Alineacién de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones

variables de cadena liviana humanizadas del 21.6.
o 2160 kupa 5 dekapa 1 de

Kabst # Z';R ratdn  reton humeno m :c“m‘;'- Comentario
(FIG. 17A) (FIG. 17B) '

% 76 | S S S S s

7 M | N N s s $

%78 L L L L L

% M | E E Q Q Q

0 80 | P Q P ) P

1 81 | E E E E E

2 82 | D D D D D

8 8 | I I F 1 I

8 84 | A A A A A

8 85 | T T T T T

% 86 | Y Y v Y Y

87 8 | Y F Y Y Y

8 88 FR3I C C C C c

9 8 CDR3 L Q Q Q L

90 90 | Q Q Q Q Q*

91 91 | Y G Y Y v

2 9 | D N N Q p*

3 9 | N T s S N

94 94 | L L L L L*

95 95 | - P P P -

95A | - P E -

958 1 - - - - -

95C | - - - - -

95D | - - - _ -

9SE | - - - - -

95F | - - - - -

% 95 | W R W ¥ w*

97 9 CDR3 T T T T T

98 97 FRé F F F F F

9 98 | G G G G G

00 9 | G G Q Q Q

01 100 | G G G G G

02 101 | T T T T T

103 102 | K K K K K

104 103 | L L v L v como indicado en

CAMPATH-1H
105 104 | E E E Q E como indicado en
CAMPATH-IH

106 105 | I I I I I

106A | - - - - -

107 106 FRé K K K T K como indicado

CAMPATH-1H

Referencias: (Kabat) numeraciéon de acuerdo con Kabat et al., supra; (#),
numeracioén secuencial tal como se utliza en el modelado molecular; (21.6

de ratén) secuencia aminoacidica de la region V; del 21.6 de raton; (kapa 5
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de ratén) secuencia consenso del las regiones V; del subgupo 5 de ratén
(Kabat et al., supra); (kapa 1 del humano) secuencia consenso de las
regiones V,; del sugrupo 1 (Kabat et al, supra); (RE1 de Humano)
secuencia aminoacidica RED de la region V; humana (Palm et al., Physiol.
Chem. 356: 167-191 (1975)); (RH V). de 21.6) secuencia aminoacidica de
la version L1 de la regién V; humanizada del 21.6 ; (*) residuos que son
parte de las estructuras canénicas de los lazos de CDR (Chothia et al.,
supra); (subrayado) residuos en las regiones marco (FRs) humanas donde
los residuos aminoacfdicos fueron cambiados.

TABLA 11

Alineacion de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones

variables de cadena pesada humanizadas del 21.6.

Kabat # FR o 216 2c de ratdn ldehumano 21/28'CL RH Vy Comentario
CDR (FIG. 18A) (FIG. 18B) de 21.6
humano

- O WA WhAWN=O

I —

csrn>-!omr'7=<w>o'ur:<rm>c:moor'o<mEg-
QUuPHORUMRSCAPQAVRLITE P OZO0O0OTO W
QUIGPROABLRCEAPOTVARRLOPOBVOCCOLO
QUPRALBLRACVPOAOTARACTPONLCTOCO
OQNPRONLRLCAPQUVARRSCIOPOQOULO CTOCO

RRENNNNCESRGaGR-SsYRNRURUN -

N
(-]
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Alineacién de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones

variables de cadena pesada humanizadas del 21.6.

Kabat # FR o 216 2¢ de ratdn ldehumano 21/28CLL RH Vy Comentario
CDR de (FIG. 18A) (FIG. 18B) de 216
ratén humano

27 27 | F F Y Y P* Estructura
cendnica
Hl,
considerar
Y en otms
versiones

28 28 | N N T T N* Estructura
candnica
Hl, en Ia
superficie

29 29 | 1 I F F I* Estructura
candnica
Hl,
considerar F
en otras
versiones

30 30 FR1 K K T T K* Estructura
candnica
Hl, en Ia
superficic

31 31 CDR1 D D ] S D*

k v ] 32 | T T Y Y T*

kX ] 3 | Y Y A A Y

34 4 | 1 M | M I*

35 I | H H S H H

35A | - - - - -

35B CDR1 - - - -

k] 36 |FR2 o w w w w Residuo
sepultado, C
no tiene un
rol especial
evidente

37 37 | \' v v A" v

38 | K K R R R

39 3% | Q Q Q Q Q

40 40 | R R A A A

4] 41 | P P P P p

42 42 | E E G G G

43 4 | Q Q Q Q Q

44 4 | G a G R R VL - V4
empaquet.,
considerar
G en otras
versiones

45 s | L L L L L

46 446 | E E E E E

47 47 | w w w w w

48 438 | I 1 M M M

49 49 FR2 G G G G G
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Comentario

216

21/28CL. RH Vy

humano

de

1 de humano

(FIG. 18B)

2c de ratdn

(FIG. 18A)

ridn

FR o 216
de

Alineacién de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones
CDR

variables de cadena pesada humanizadas del 21.6.

Kabat #

candinica

m.

Y L L T N R - Y -1 L L T o AR CnE<>SulnnadnudF<
B _Z<C |  DZOZRMI>r O OUME> - - A< > EnammnagnRF<
B oZa | 10Z0ARZ> COMEODUED> -~ < OwFuRFL< I ane IO Q =<
KeOa |  CZ0ZRM>AAMLOUML i~ OFnMAZECH 0 A=W AF<S
2o | | CZO >R O OOM L <€ OFFMAZFE<H A0 dn AL AR<
8 &
a
R 88 _ _
aaRn r R BRSBTS BIC8EBERRN LR ERSsRRlI RSBl
€AY o~ - - ot - mnc - O o~
Cr RN e N R R8T EBICELSBRR RN REPRR=-NSESRIREER




A°

Alineacién de la secuencia aminoacidica que lleva al disefio de regiones
variables de cadena pesada humanizadas del 21.6.

Kabar # FR o 216 2¢ de ratdn ldehumano 21/28'CL. RH Vy Comentario
CDR de (FIG. 18A) (FIG. 18B) de 216
ratdn humano
9 923 | v A/ v A" v
9% 94 | Y Y Y Y Y
91 95 | F Y Y Y Y
92 9% | C C C C C
93 97 | A A A A A
94 98 FR3 R R R R
95 99 CDR3 E G A G E
9% 100 | G Y P G a
97 101 | Y Y G Y Y
98 102 | Y Y Y Y Y
99 103 | G Y G G G
100 104 | N D s S N
100A 105 | Y s G G Y
100B 106 | G X G S G
100C 107 | v v o - v
100D 108 | Y G C - Y
100E 109 | A Y Y - A
100F 110 | M Y R M
100G | - A 0 - -
100H | - M D - -
1001 | - - Y -
1007 ] - - - -
100K | - - F - -
101 111 | D D D N D
102 112 CDR3 Y Y Y Y Y
103 113 FR4 w w w w w
104 114 | G G G G G
103 ns | Q Q Q Q Q
106 116 | G G G G G
107 117 | T T T T T
108 118 | S X L L L
109 19 | v v \'2 v A
110 120 | T T T T T
111 121 | v v \'J v v
112 122 | 8 S S S S
113 123 FR4 S S S S ]

Referencias: (Kabat) numeracién de acuerdo con Kabat et al., supra; (#),
numeracién secuencial tal como se utliza en el modelado molecular; (21.6
de ratén) secuencia aminoacidica de la region V, del 21.6 de ratén; (2c de
ratén) secuencia de consenso de la region V; del subgrupo 2c de ratén

(Kabat ef al., supra); (1 de humano) secuencia de consenso de las regiones
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Vg del subgrupo 1 de humano (Kabat et al., supra); (21/28'CL de humano)
secuencia aminoacidica de la region V4 de humano (Dersimonian et al., J.
Immunol., 139: 2496-2501 (1987)); (RH Vg 21.6) secuencia aminoacidica
de la versi6n H1 de la regién V, humanizada del 21.6; (*) residuos que son
parte de las estructuras candnicas de los lazos CDR (Chothia ef al., supra);
(subrayado) residuos en las regions marco humanas (FRs) donde los
residuos aminoacidicos fueron cambiados.

Ejemplo 4

Modelo EAE de la Inflamacién del Cerebro

A. Anélisis in vitro de la fijacién de linfocitos al endotelio inflamado en
secciones de cerebro con EAE. Siguiendo el procedimiento descripto en
Yednock et al., Nature 356: 63-66 (1992), se extrajeron los cercbros de
ratos con EAE en el quinto dia de la enfermedad (primer dia de parélisis de
cola/extremidades posteriores). Los cerebros se congelaron rdpidamente, se
seccionaron y se cubrieron con suspensiones de células linfoideas (métodos
descriptos anteriormente para los cerebros inyectados con tumores). Las
c€lulas humanas U937 se unieron selectivamente con los vasos inflamados
en los cerebros de rata con EAE. El pretratamiento de las células U937 con
el anticuerpo anti- VLA-4, HP2/1, inhibi6é completamente su fijacién a los
vasos inflamados en una seccién adyacente de cerebro con EAE.

Como se ilustra en la Tabla 12, la fijacién de las células U937 humanas a
los vasos inflamados en los cercbros con EAE fue inhibido mediante
reactivos contra la VLA-4 (anti-ay, HP2/1; y anti-B2, AIIB2), pero no por
anticuerpos contra numerosos otros receptores de adhesién. Dos
anticuerpos que inhiben selectivamente la actividad de fijacién de
fibronectina (FN) de la VLA-4, no afectaron la fijacién de las U937 a los
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vasos con EAE (P4G9 y HP1/7). La Tabla 13 muestra que la fijacién de
linfocitos y monocitos humanos recién aislados, as{ como de linfocitos de
ratén y de rata recién aislados, a los vasos inflamados con EAE también fue
inhibida selectivamente por los anticuerpos contra la VLA-4. El ensayo se
llevé a cabo de acuerdo a como se describié anteriormente, y el grado de
fijacién se cuantificé usando una poblacién de células de referencia.
TABLA 12

Tratamiento de Vasos de Clon Fijacién Relativa a EAE
células U397 (% de control)
Anti-integrina B, AlIB2 843
Anti-integrina -a;  A043 1115
Anti-integrina-ay HP2/1 (inhibe la fijacién de FN y 31
VCAM-1)
Anti-integrina-ay  P4GY9 (inhibe selectivamente la 151+7
fijacién de FN)
Anti-integrina-o4 HP1/7 (inhibe sclectivamente la 338441
fijacioén de FN)
Anti-integrina-as F1D6 10446
Anti-integrina-as  GoH3 88+11
Anti-ay y—as F4G9 y P106 (combinadas) 13848
Anti-a3, -04, Y-0s A043, P1D5 y GoH3 (combinadas) 11243
Anti-CD44 Homos-3 1074
Seleccidn anti-L TQ-1 9644
Anti-integrina-f»  P4H9 77+1
Anti-integrina-p  TS1/18 98+5
Anti-integrina -f;  P4H9 (probados a 25°C) 10010
Anti-integrina-B;  TS1/18 (probados a 25°C) 1142
Anti-integrina-<ay  HP2/1 (probados a 25°C) 5+l
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Tratamiento de Vasos de Clon Fijacién Relativa a EAE
células U397 (% de control)
Anti-LFA-1 1I0T1G 12312

Anti-Mac-1 LM2/1 10743
TABLA 13:

Especificidad del Clon Tipo de célula Fijacién Relativa a los
anticuerpo vasos de EAE. (% de
control)

Anti-integrina -B, AlIB2 linfocitos humanos 742

Anti-integrina -a HP2/1  linfocitos humanos 040

Anti-integrina-o, HP2/1 linfocitos humanos 1+1

Anti-integrina -a, HP2/1  linfocitosderata  18+7

Anti-integrina -4 R1-2 linfocitos de ratén ~ 43+2

Anti-CD2 OX-34 linfocitosderata 10010

Seleccion Anti-L MEL-14 linfocitos de ratén 924

Receptor de 182.6 linfocitosderata  117%12

asentamiento del parche

de Peyer

Anti-LFA-1 OX-52 linfocitosderata 871

Anti-CD45 OX-1 linfocitos derata 9043

Anti-Thy 1.1 0X-7 linfocitos de rata 8743

Anti-CD4 OX-35 linfocitosderata 10748

Superficie de anti- OX-44 linfocitos de rata 10248

monocito/célula T

B. Efecto de la Administracién In Fivo del Anticuerpo Anti-VL.A-4. Se
administrd anti- VLA-4 a ratas (administracién intraperitoneal) a fin de
determinar el efecto del anticuerpo sobre la progresién de la EAE. Para la
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Tabla 14 siguiente, en cada experimento, el clon de célula T se administré
en en dia 0. En el dia 2 los animales recibieron una inyeccién
intraperitoneal de PBS, la cantidad indicada de integrina anti-a, purificada,
o la cantidad indicada de anticuerpo de control purificado. Todos los
anticuerpos eran IgG; de ratdn. La enfermedad se defini6é por la parilisis
total de la cola o de la cola y las extremidades posteriores. En los animales
que desarrollaron la enfermedad, la pardlisis comenz6 en el dia 4 6 5, llegd
a su pico en el dia 5 6 6, y de alli en més disminuyé de forma constante.
Dos experimentos adicionales arrojaron resultados comparables. Los
niveles circulantes y recuentos diferenciales de glébulos blancos fueron
indistinguibles entre los animales tratados con HP2/1 y los animales de
control con PBS al ser medidos en los dias 3, 4 y 7 (el dia 3 corresponde a
un dia después de la administracién del anticuerpo y un dia antes de la
primera aparicién de parédlisis). Se adquirieron cantidades de HP2/1 de
AMAC; MOPC de Sigma; OX-1 y OX-7 de Bioproducts for Science.

Se extrajeron los cerebros de varias ratas enfermas con EAE y de ratas
saludabies tratadas con integrina anti-alfa-4 de los experimentos 2 y 3 en el
transcurso del dfa 6. Habfa una extensa infiltracién en los cerebros de los
animales enfermos con EAE, mientras que no se pudicron detectar
leucocitos en las ratas en las cuales se habia inducido EAE y habifan sido

tratadas con integrina anti-alfa 4.

TABLA 14
Experimento 1
Nimero de animales con pardlisis
Tratamiento Dfa 5 Dia 6 Dia 7
Sin anticuerpos 4/5 5/6 4/6
HP2/1 (1.2 mg) 0/6 0/6 0/6
MOPC (1.2 mg) 6/6 6/6 5/6
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Experimento 2

Nimero de animales con parélisis

Tratamiento Dia 4 Dia 5 Dia 6

Sin anticuerpos 4/5 5/6 5/5

HP2/1 (1.0 mg) 0/6 0/6 2/4

OX-1 (1.0 mg) 5/5 5/5 5/5

0X-7 (1.0 mg) 5/6 5/5 5/5

Experimento 3

Niimero de animales con pardlisis

Tratamiento Dia 4 Difa 5 Dia 6

Sin anticuerpos 6/6 6/6 6/6

HP2/1 (1.0 mg) 11 2/5 2/5

OX-1 (1.0 mg) 1/5 2/5 1/5

0X-7 (1.0 mg) 0/6 0/6 2/6
Ejeraplo 5

Produccién de Anticuerpos de VLA-4 Adicionales

Protocolo de Inmunizacién y Evaluacién. Se cultivaron TY21.6y J 21.12
contra la linea celular B humana, de Ramos (obtenida de la ATCC). 10’
células Ramos, homogeneizadas en adyuvante completo de Freund, se
inyectaron en un ratén Balb/c (administracién intraperitoneal). Catorce dfas
después, al animal se le inyectaron otras 10’ células de Ramos
(homogeneizadas en adyuvante completo de Freund, administracién
intraperitoneal). Luego de catorce dias m#s, al animal se le inyectaron
2x10° células de Ramos vivas (administracién intraperitoneal). Tres dias de
la inyeccién final se retir6 el bazo, los esplenocitos se aislaron, se
fusionaron con el mieloma SP/2, y se colocaron placas en
aproximadamente 2000 pozos. Los sobrenadantes se analizaron para
determinar su capacidad de inhibir la fijacién de la linea celular humana B
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de Ramos a las células L transfectadas con VCAM-1. Las células L de
VCAM-1 transfectadas se produjeron usando técnicas convencionales: se
aislé cDNA de VCAM-1 por PCR, se sintetizaron cebadores en base a la
secuencia publicada y la plantilla de RNA se aislé de las células
endoteliales de vena unbilical humana estimuladas con TNF (HUVEC). El
c¢DNA aislado se transfectd a células L de ratén y se aislaron clones que
expresaban elevados niveles de mensaje VCAM-1. Para los ensayos de
adhesion, se colocaron células VCAM-1 L en placas de 96 pozos y se
permitié que llegaran a la confluencia. Se rotularon fluorescentemente
células U937 con PKH26 (Zynaxis Cell Science, Inc., Malvern, Pa.), se
pre-trataron con sobrenadantes de hibridoma durante 30 minutos en hielo
(200.000 células/muestra), y se afladieron a pozos individuales de VCAM-
1. Se pemitié que ocurriera adhesién durante 30 minutos a temperatura
ambiente, luego los pozos se lavaron para eliminar las células fijadas, y las
células restantes se lisaron con 40 pl de Triton al 0.1%. 20 ul del extracto
se analizaron en un lector de placas Pandex para determinar el grado de
fluorescencia (es decir, el nimero de células fijadas). El grado de fijacién
se determiné por el porcentaje de fluorescencia con respecto a la
fluorescencia asociada con el nimero total de células colocadas en cada
pozo (es decir, 200.000 células U937) Se identificaron dos hibridomas
individuales como potentes bloqueadores de la fijacion de Ramos a la
VCAM-1, y se estabilizaron como clones. Los anticuerpos se denominaron
TY21.6y TY21.12.

Se determiné que ambos anticuerpos reaccionan con la integrina alfa-4
ya que los anticuerpos precipitaron dos bandas de proteinas de un lisado de
linfocitos humanos de célula superficial rotulados. Estas proteinas tenian
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150 y 130 kD de peso molecular, lo cual corresponde a los pesos
moleculares conocidos de las cadenas de integrina oy y Py, respectivamente.
Se precipitaron bandas idénticas en una muestra paralela usando un
anticuerpo contra la integrina a, humana (anticuerpo HP2/1) disponible
comercialmente y bien caracterizado. No se detectaron otras bandas de
proteinas. Estos resultados sugieren que los 21.6 y 21.12 reaccionan con el
complejo integrina ayf;.

Los anticuerpos TY21.6 y 21.12 se caracterizaron también mediante
andlisis por FACS, usando métodos convencionales de tincién de células
mediante inmunofluorescencia indirecta. Ambos anticuerpos reaccionan
con la linea celular humana B, JY (que expresa integrina ay, pero sélo
niveles bajos de B;). Ninguno de los dos anticuerpos reacciona con las
células K562 humanas ni con los neutréfilos humanos (que expresan B,
pero niveles muy bajos de integrina a4). Por Gltimo, ambos anticuerpos
interactGan con células L. de ratoén transfectadas con integrina a,f; humana
(producidas como se describié anteriormente para las células L
transfectadas con VCAM-1, usando la linea de células T humana Jurkat
como plantilla de RNA), pero no con las células L transfectadas con el
control. Con el HP2/1 se obtuvo un patrén de reactividad idéntico, mientras
que un anticuerpo bien caracterizado contra la integrina B; (AIIB2) no
reacciond con las JY, pero sf reaccion6 con las K562 y los neutrdfilos. En
consecuencia, TY21.6 y TY21.12 reaccionan selectivamente con la
integrina ay.

B. Caracterizacién Funcional de TY21.6, TY21.12 y L25. Los tres
anticuerpos, TY21.6, TY21.12 y L-25 (Clayberger et al., J. Immunol. 138:
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1510-1514 (1987)), inhiben efectivamente la fijacién de los linfocitos
humanos a CE de cerebro de rata TNF-estimuladas.

Se colocaron CE primarias de cerebro de rata, o clones de CE de cerebro
de rata (arriba descriptos) en placas de cultivo de tejidos de 96 pozos. Las
CE en algunos pozos se estimularon con TNF (como se describié
anteriormente) durante 4 a 24 horas. Se rotularon células Jurkat, U937, o
Ramos fluorescentemente (como se describi6 anteriormente), se pre-
trataron con el anticuerpo indicado, y luego se afiadieron a pozos
individuales (200,000 células/pozo; pozos triplicados /tratamiento con
anticuerpo). El grado de fijacién se determiné como se describe
anteriormente para el ensayo de fijacion de VCAM-1 en 96 pozos. Los
resuitados se resumen en la Tabla 15.

TABLA 15

Experimento ] Experimento 2

1° CE de U937 % de | Clon Anticuerpo % de % de

cerebro de células RBEC fijacion fijacion de

rata fijadas Jurkat Ramos

0 sin Ab 7+1 0 sin Ab 3x1 241

TNFa sin Ab 365 TNFa sin Ab 6623 401

TNFa HP21 1342 TNFa HP2/1 6+1 241

TNFa 21.6 71 TNFa TY21.6 82 1+1

TNFa 21.12 5+2 TNFa TY21.12 &1 1+0
TNFa L25 1243 p23|

También se hallé que los tres anticuerpos inhiben la fijacién de linfocitos
humanos a células L transfectadas con VCAM-1 (ensayo como se describié

anteriormente, como se ilustra en la Tabla 16.

TABLA 16
Anticuerpo % fijacién de Ramos % fijacion de U937
ninguno 45%13 6016
HP2/1 00 32
L25 942 112
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TY216 1+] 01
TY21.12 (1221 120
Como se ilustra en la Tabla 17, los tres anticuerpos inhiben la fijacién de

células a los vasos inflamados en las secciones de cerebro con EAE (ensayo
realizado como se describi6 anteriormente).
TABLA 17

Tratamiento U937 Fijacién
Sin anticuerpo 100£10
TY21.6 01
TY21.12 01

Algunos anticuerpos contra la integrina a4 (tales como el HP2/4; Pulido
et al, J. Biol. Chem. 266: 10241-10245 (1991)) inducen a los linfocitos a
auto-agregarse. La base de esta agregacibn no se comprende
completamente. En el mismo informe, se informa que el L25 indujo
agregacién de linfocitos. Sin embargo, no hemos podido reproducir estas
observaciones. En nuestras manos, el L25, TY21.6 y 21.12 no inducen
agregacion celular al ser comparados directamente con el HP2/4. Se indujo
agregacién mezclando 100.000 células U937 con sobrenadante de
anticuerpos (dilucién final 1:5) en pozos de una placa de cultivo de tejidps
de 96 pozos (100 pl volumen final/pozo). Se permitié que sec produjera la
agregacién durante un perfodo de entre 30 minutos y 4 horas, y se procedié
a calificar con un sistema arbitrario +/-, por comparacion con el control sin
anticuerpo. Los resultados se presentan en la Tabla 18.

TABLA 18

Anticuerpo Inductor Grado de Agregacion U937

ninguno -
HP2/1 -
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L25 -
TY21.6 -
TY21.12 -
HP2/4 ++

Algunos anticuerpos contra la integrina a4 inhiben la agregacién
inducida por el anticuerpo anti-integrina ay HP2/. Los HP2/1, TY21.6 y
TY21.12 bloquean la agregacién celular inducida por el I-IPZI4,. mientras
que el L25 no lo hace. Este ensayo se realizd como se describié
anteriormente, excepto que las células U937 se pre-trataron con los
anticuerpos bloqueantes (sobrenadante diluido 1:5 o anticuerpo purificado
a 5 pg/mL) durante 30 minutos sobre hielo antes de afiadir el anticuerpo
inductor de la agregacién, HP2/4 (la concentracién final de hibridoma de
HP2/4 sobrenadante fue de 1:20).

TABLA 19
Pretratamiento de Grado de Agregacion Inducido por
U937 HP2/4
Ninguno +H+
HP2/1 -
L25 ++
TY21.6 -
TY21.12 +-

Ademis de la VCAM-1, la integrina ayf; media la fijacién de células al
dominio CS-1 del FN. Algunos anticuerpos contra la integrina a4 inhiben la
fijacién de FN, como en el caso de los L25, TY21.6 y TY21.12; los tres
anticuerpos fueron tan efectivos como el HP2/1. Este ensayo se realizd

como se describe en et al., (1991) supra. Los resultados se resumen en la
Tabla 20.
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TABLA 20
Revestimiento | BSA FN FN FN FN FN
de la Placa
Tratamiento | Ninguno | Ninguno | HP2/1 |21.6 |21.12 |L25
de Jurkat
% fijado 2l T7+6 42+7 | 4316 | 3422 |21kl
(% inhibicién) | - - 47 (45) |(59) (60)

Esta solicitud reivindica el beneficio de las Solicitudes Estadounidenses
Provisorias Nos. 60/442.713 y 60/500.316, presentadas el 24 de Enero de
2003 y el 5 de Setiembre de 2003, respectivamente. La totalidad del
contenido de las solicitudes antes mencionadas y todas las referencias,
patentes otorgadas y solicitudes de patente publicadas aquf citadas se
incorporan a la presente por referencia.

LO QUE SE REIVINDICA ES:

1.El uso de un agente remiclinizantc para la preparacién de un
medicamento en una cantidad para promover la remielinizacién de las
células nerviosas en un mamfifero para el tratamiento de una enfermedad
desmielinizante.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el mamifero es un
humano.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacién 2, donde el humano padece un
trastorno que desmieliniza las células, y donde dicho trastorno es esclerosis
miltiple, un trastorno metabdlico congénito, una neuropatia con
mielinizacién anémala, desmielinizacién inducida por férmacos,

desmielinizacién inducida por radiacién, un trastorno desmielinizante
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hereditario, trastornos desmielinizantes inducidos por la proteina prién,
desmielinizacién inducida por encefalitis o una lesién de la médula espinal.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 3, donde el humano padece
esclerosis miltiple.

5. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
donde el antagonista es un anticuerpo o un fragmento inmunolégicamente
activo del mismo.

6. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal o un fragmento inmunolégicamente activo de un
anticuerpo monoclonal.

7. El uso de acuerdo con la reivindicacién 6, donde el anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un
anticuerpo producto de la ingenierfa genética, o un anticuerpo bi-
especifico. '

8. El uso de acuerdo con la reivindicacién 7, donde el anticuerpo
quimérico es humanizado o primatizado.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacién 5, donde el anticuerpo o :fn
fragmento inmunolégicameante activo del mismo sc une a integrina alfa-4
beta-1.

10. El uso de acuerdo con la reivindicacién 9, donde el anticuerpo es un
anticuerpo humanizado o un fragmento inmunolégicameante activo del
mismo.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, donde el anticuerpo

humanizado es natalizumab o un fragmento inmunolégicameante activo del

mismo.
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12. El uso de acuerdo con la reivindicacién 11, donde el natalizumab se
administra por via intravenosa o subcuténea.

13. El uso de acuerdo con cualesquicra de las reivindicaciones 5 a 11,
donde el fragmento inmunolégicamente activo del anticuerpo es Fab, scFv
o F(ab")..

14. El uso de acuerdo con la reivindicacién 11, donde el medicamento
se administra de forma crénica al mamifero que lo necesita.

15. El uso de acuerdo con la reivindicacién 12, donde el natalizumab se
administra de forma intravenosa a un mamifero, y donde la administracién
da por resultado un nivel en sangre efectivo de natalizumab en dicho
mamifero de al menos alrededor de 1 ng/mL.

16. El uso de acuerdo con la reivindicacién 15, donde el nivel en sangre
efectivo de natalizumab es de alrededor de 1 ng/mL.

17. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, donde el agente
remielinizante se administra de forma crénica.

18. El uso de acuerdo con la reivindicacién 18, donde la
administracién crbnica del agente remiclinizante se hace semanal o
mensualmente durante un periodo de al menos un aflo.

19. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
donde un agente anti-inflamatorio se co-administra con el agente
remielinizante al mamifero.

20. El uso de acuerdo con Ia reivindicacién 18, donde el agente anti-
inflamatorio es una hormona adrenocorticotrépica, un corticoesteroide, un
interferén, un acetato de glatiramer, o un firmaco anti-inflamatorio no
esteroide.
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21. El uso de acuerdo con la reivindicacién 20, donde el interferén es
interferén beta-1b o interferén beta-1a.

22. El uso de acuerdo con la reivindicacibn 20, donde el
corticoesteroide es prednisona, metilprednisolona, dexametasona cortisol,
cortisona, fludrocortisona, prednisolona, 6a-metilprednisolona,
triamcinolona, o betametasona.

23. El uso de acuerdo con la reivindicacion 22, donde el
corticoesteroide es prednisona.

24. El uso de acuerdo con la reivindicacién 20, donde el firmaco anti-
inflamatorio no esteroide es aspirina, un salicilato de sodio, trisalicilato de
colina y magnesio, salsalato, diflunisal, sulfasalazina, olsalazina, derivados
del para-aminofenol, una indola, 4cido acético indénico, un dcido heteroaril
acético, un dcido antranflico, un écido enélico, una alcanona, una furanona
diaril-sustituida, una pirazola diaril-sustituida, un cido acético indolénico
o una sulfonanilida.

25. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde el agente remielinizante es un compuesto de la Férmula I

0 R? R® 0
1—H—N—C|:H—Q—(|:H—!! !
| |2 “oH

donde:
R' se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo,

heterociclo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido;

573



R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, cicloalquenilo, cicloalquenilo sustituido,
heterociclo, heterociclo sustituido, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, y R' y R? junto con el &tomo de
nitrégeno unido a R? y el grupo SO, unido a R' pueden formar un grupo
heterociclico un heterociclico sustituido;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido vy,
cuando R? no forma un grupo heterociclico con R!, R? y R? junto con el
étomo de nitrégeno unido a R? y el dtomo de carbono unido a R* pueden
formar un grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R’ es -(CH,),-Ar-R* donde R™ se selecciona del grupo formado por -
O-ZNR*R™ y -0-Z- R*™ en donde R® y R* sc scleccionan
independientemente del grupo formando por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo, heterociclo
sustituido, y donde R® y R®" sc unen para formar un grupo heterociclico o
un grupo heterociclico sustituido, R**” se selecciona del grupo formado por
heterociclo y heterociclo sustituido, y Z se selecciona del grupo formado
por -C(O)-y -SO1;

Ar es arilo, heteroarilo, arilo sustituido o heteroarilo sustituido;

x es un entero entre 1 y 4;

Q es -C(X)NR’- donde R’ se selecciona del grupo formado por
hidrégeno y alquilo; y X se selecciona del grupo formado por oxigeno y
azufre;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.
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26. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde el agente remielinizante es un compuesto de la Férmula IA

0 T’ RE O

1 9! N cH—a—tI:H—!!—R' 1A
| L
0O R

donde:

R' se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo,
heterociclo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, cicloalquenilo, cicloalquenilo sustituido,
heterociclo, heterociclo sustituido, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, y R' y R? junto con el &tomo de
nitrégeno unido a R? y el grupo SO; unido a R' pueden formar un grupo
heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R’ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido y,
cuando R? no forma un grupo heterociclico con R', R? y R® junto con el
étomo de nitrégeno unido a R? y el étomo de cargono unido a R® pueden
formar un grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R’ es - (CHz),-Ar-R™ donde R*™ se selecciona del grupo formado por -
0-Z-NR®R*™ y -0-Z- R*™ donde R® y R™ se scleccionan
independientemente del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo

sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo, heterociclo
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sustituido, y cuando R® y R®" estdn unidos formando un heterociclo o un
heterociclo sustituido, R*" se selecciona del grupo formado por
heterociclo y heterociclo sustituido, y Z se selecciona del grupo formado
por -C(O)-y -80;-;

Ar es arilo, heteroarilo, arilo sustituido o heteroarilo sustituido;

X €3 un entero entre 1 y 4;

R® sc sclecciona del grupo formado por 2,4-dioxo-tetrahidrofurano-3-
il(3,4-enol), amino, alcoxilo, alcoxilo sustituido, cicloalcoxilo,
cicloalcoxilo sustituido, -O-(N-succinimidilo), -NH-adamantilo, -O-colest-
5-en-3-p-ilo, -NHOY donde Y es hidrigeno, alquilo, alquilo sustituido,
arilo y arilo sustituido, -NH(CH3),COOY donde p es un entero entre 1 y 8,
e Y es como se defini6 anteriormente, -OCH,NR’R'" donde R’ se
selecciona del grupo formado por -C(O)-arilo y -C(O)- arilo sustituido y
R' se selecciona del grupo formado por hidrégeno y -CH,COOR!! donde
R" es alquilo, y -NHSO,Z= donde Z= es alquilo, alquilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
heteroarilo sustituido, heterociclo y heterociclo sustituido;

Q es -C(X)NR’- donde R’ se selecciona del grupo formado por
hidrégeno y alquilo; y X se selecciona del grupo formado por oxigeno y
azufre;

y sus sales farmacéuticamente aceptables

considerando las siguientes disposiciones:

(A) cuando R' y R? junto con el grupo SO, enlazado a R' y el nitrégeno
enlazado a R? forman un grupo sacarin-2-ilo, R? es -CH;, R® es
P[(CH;3)2NC(0)O-] bencilo y Q es -C(O)NH- entonces R® no es -
OC(CH;);
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(B) cuando R’ es p-metilfenilo, R* y R? junto con el 4tomo de nitrgeno
enlazado a R? y el dtomo de carbono enlazado a R’ forman un anillo de
pirrodinilo derivado de la D-prolina; R® es p-[(4-metilpiperazin-1-
i)NC(O)O-] bencilo derivado de la D-fenilalanina y Q es -C(O)NH-
entonces R® no es -OC(CHs)s;

(C) cuando R' es pirimidin-2-ilo, R? y R? junto con el 4tomo de
nitrgeno unido a R? y el dtomo de carbono unido a R® forman un anillo de
pirrolidinilo, R* es p-[(CH;);NC(O)O-] bencilo y Q es -C(O)NH- entonces
R® no es -OC(CHs)s; y

(D) cuando R' es p-metilfenilo, R? y R? junto con el dtomo de nitrégeno
enlazado a R? y el dtomo de carbono enlazado a R® forman un anillo de
(2S)-piperazin-2-carbonilo; R® es p-[(CH3),NC(O)O-] bencilo y Q es -
C(O)NH- entonces R® no es -OC(CHs),.

27. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde el agente remielinizante es un compuesto de la Férmula II

R"—so,-nm“)—tlz—n—cu—g—OH
|!| o I

donde:

R* se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo,
heterociclo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido,  cicloalquilo, cicloalquilo  sustituido, cicloalquenilo,
cicloalquenilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, y R*' y RZ junto con el dtomo
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de nitrégeno unido a RZ y el grupo SO, unido a R* pueden formar un
grupo heterocfclico o un grupo heterociclico sustituido;

R® se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido y
cuando RZ y R junto con el &tomo de nitrégeno unido a R2 y el stomo de
carbono unido a R? pueden formar un grupo heterociclico saturado o un
grupo heterociclico saturado sustituido, con la condicién que si estd
monosustituido, el sustituyente en dicho grupo heterociclico sustituido
saturado no es carboxilo;

Q es -CXNR™- donde R’ se selecciona del grupo formado por
hidrégeno y alquilo;

X se selecciona del grupo formado por oxigeno y azufre; y

R es -CH,Ar-R¥ donde Ar* es arilo o heteroarilo y R¥ se selecciona
del grupo formado por arilo, heteroarilo, arilo sustituido, heteroarilo
sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido, ariloxilo, ariloxilo sustituido,
aralcoxilo, aralcoxilo sustituido, heteroariloxilo, heteroariloxilo sustit;xido,
heterociclo -O-, heterociclo -O- sustituido, heteroaraicoxilo vy
heteroaralcoxilo sustituido;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

28. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde el agente remiclinizante es un compuesto de la Férmula IIA

R® - o

| I
R"—soz-N(R”)cI:—Q—?H—c—R”

H R® A

donde:
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R* se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo,
heterociclo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido;

R% se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido,  cicloalquilo, cicloalquilo  sustituido, cicloalquenilo,
cicloalquenilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido, arilo, arilo
sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido, y R*' y R? junto con el
dtomo de nitrégeno unido a RZ y el grupo SO, unido a R?! pueden formar
un grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R® se sclecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido y
cuando RZ y R? junto con el tomo de nitrégeno unido a R y el stomo de
carbono unido a R® pueden formar un grupo heterociclico saturado o un
grupo heterociclico saturado sustituido, con la condicién que si estd
monosustituido, el sustituyente en dicho grupo heterociclico sustituido
saturado no es carboxilo;

R” es -CH,A2-R” donde Ar® es arilo o heteroarilo y R se selecciona
del grupo formado por arilo, heteroarilo, arilo sustituido, heteroarilo
sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido, ariloxilo, ariloxilo sustituido,
aralcoxilo, aralcoxilo sustituido, heteroariloxilo, heteroariloxilo sustituido,
, heterociclo-O-, heterociclo-O- sustituido, heteroaralcoxilo vy
heteroaralcoxilo sustituido;

R se selecciona del grupo formado por 2,4-dioxo-tetrahidrofuran-3-il
(3,4-enol), amino, alcoxilo, alcoxilo sustituido, cicloalcoxilo, cicloalcoxilo
sustituido, -O-(N-succinimidilo), -NH-adamantilo, -O-colest-5-en-3--ilo,
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-NHOY donde Y es hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo y arilo
sustituido, -NH(CH3),COOY donde p es un entero entre 1 y 8, ¢ Y es como
se defini6 anteriormente, -OCH,NRR® donde R? se selecciona del grupo
formado por -C(O)-arilo y -C(O)-arilo sustituido, y R* se selecciona del
grupo formado por hidrégeno y -CH,COOR?' donde R* es alquilo, y -
NHSO,Z' donde Z' es alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido,
heterociclo o heterociclo sustituido;

Q es -C(X)NR’- donde R’ se seclecciona del grupo formado por
hidrégeno y alquilo; y

X se selecciona del grupo formado por oxigeno y azufre;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

29. El uso de acuerdo con cualesquicra de las reivindicaciones 1 a 4,
donde el agente remielinizante es un compuesto de la Férmula IB indicada

a continuacion:
R15
—. r!l
(o] ~
Ar‘ R10
~deo o \'r
| o]
R"/ N y N O\Ru
H H
donde:

Ar' se sclecciona del grupo formado por arilo, arilo sustituido,
heteroarilo y heteroarilo sustituido;

A se selecciona del grupo formado por arilo, arilo sustituido,
heteroarilo y heteroarilo sustituido;
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R" se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido,
cicloalquilo y cicloalquilo sustituido, o R'? y R junto con el dtomo de
nitrégeno unido a R™y el 4tomo de carbono unido a R" forman un grupo
heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R"™ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, y alquilo
sustituido, o R"? y R" junto con el dtomo de nitrégeno unido a R y el
dtomo de carbono unido a R* forman un grupo heterociclico o un grupo
heterociclico sustituido;

R™ se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustitnido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo y arilo sustituido;

R" se selecciona del grupo formado por alquilo y alquilo sustituido, o
R" y R' junto con el &tomo de nitrégeno al cual estdn unidos forman un
grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R'® se selecciona del grupo formado por alquilo y alquilo sustituido, o
R" y R' junto con el 4tomo de nitrégeno al cual estdn unidos forman un
grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido; e

Y se selecciona del grupo formado por -O-, -NR'®-, y -CH,- donde R'®
es hidrégeno o alquilo;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

30. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde R'? es alquilo,
alquilo sustituido, o Ry R" junto con el 4tomo de nitrégeno unido a Ry
el dtomo de carbono unido a R™ forman un grupo heterociclico o un grupo
heterociclico sustituido y R" es hidrégeno o alquilo,

31, Eluso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde Ar' se selecciona
del grupo formado por fenilo, 4-metilfenilo, 4-t-butilfenilo, 2,4,6-

trimetilfenilo, 2-fluorofenilo, 3-fluorofenilo, 4-fluorofenilo, 2,4-
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difluorofenilo, 3,4-difluorofenilo, 3,5-difluorofenilo, 2-clorofenilo, 3-
clorofenilo, 4-clorofenilo, 3,4-diclorofenilo, 3,5-diclorofenilo, 3-cloro-4-
fluorofenilo, 4-bromofenilo, 2-metoxifenilo, 3-metoxifenilo, 4-
metoxifenilo, 3,4-dimetoxifenilo, 4-t-butoxifenilo, 4-(3'-dimetilamino-n-
propoxi)-fenilo, 2-carboxifenilo, 2-(metoxicarbonil)fenilo, 4-(H,NC(O)-
Yentlo, 4-(H,NC(S)-)fenilo, 4-cianofenilo, 4-trifluorometilfenilo, 4-
trifluvorometoxifenilo,  3,5-di-(trifluorometil)fenilo, 4-nitrofenilo, 4-
aminofenilo, 4-(CH;C(O)NH-)fenilo, 4-(PhNHC(O)NH-)fenilo, 4-
amidinofenilo, 4-metilamidinofenilo, 4-[CH;SC(=NH)-Ifenilo, 4-cloro-3-
[H2NS(O),-]Jfenilo, 1-naftilo, 2-naftilo, piridin-2-ilo, piridin-3-ilo, piridin-
4-ilo, pirimidin-2-ilo, quinolin-8-ilo, 2-(trifluoroacetil)-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-ilo, 2-tienilo, 5-cloro-2-tienilo, 2,5-dicloro-4-
tienilo, 1-N-metilimidazol-4-ilo, 1-N-metilpirazol-3-ilo, 1-N-metilpirazol-4-
ilo, 1-N-butilpirazol-4-ilo, 1-N-metil-3-metil-5-cloropirazol-4-ilo, 1-N-
metil-5-metil-3-cloropirazol-4-ilo, 2-tiazolil y 5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-ilo.

32. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde R y R" junto
con el dtomo de nitrégeno unido a R" y el dtomo de carbono unido a R"
forman un grupo heterociclico 0 un grupo heterociclico sustituido de la

férmula:
-1-- .
N >
O Y
X
(R),
donde:

X se selecciona del grupo formado por -S-, -SO-, -SO; y -CH;-
opcionalmente sustituido;
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m cs un entero entre 0 y 12;

nesunenteroentre 0y 2; y

R' se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido y
amino.

33. El uso de acuerdo con la reivindicacion 32, dondemes 1, X es-S- o
-CHx, R’ es alquilo o alquilo sustituido.

34. El uso de acuerdo con la reivindicacién 32, donde R' y R" junto
con el &tomo de nitrégeno unido a R' y el dtomo de carbono unido a R"
forman un grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido
seleccionado del grupo formado por azetidinilo, tiazolidinilo, piperidinilo,
piperazinilo, tiomorfolinilo, pirrolidinilo, 4-hidroxipirrolidinilo, 4-
oxopirrolidinilo,  4-fluoropirrolidinilo,  4,4-difluoropirrolidinilo, 4-
(tiomorfolin-4-ilC(O)O-)pirrolidinilo, 4-[CH,;S(0),O-]pirrolidinilo, 3-
fenilpirrolidinilo,  3-tiofenilpirrolidinilo, = 4-aminopirrolidinilo,  3-
metoxipirrolidinilo, 4,4-dimetilpirrolidinilo, 4-N-Cbz-piperazinilo, 4-
[CH3S(O)-lpiperazinilo, tiazolidin-3-ilo, 5,5-dimetil-tiazolidin-3-ilo, 5,5-
dimetiltiazolindin-4-ilo, 1,1-dioxo-tiazolidinilo, 1,1-dioxo-5,5-
dimetiltiazolidin-2-ilo y 1,1-dioxotiomorfolinilo.

35. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde Ar? se selecciona
del grupo formado por fenilo, 2-piridilo, 3-piridilo, 4-piridilo y 4-pirid-2-
onilo.

36. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde Y es -O-, y
cuando Y es -O-, la porcién -OC(O)NRPR' se selecciona del grupo
formado por (CH;),NC(O)O-, (piperidin-1-il)C(0)O-, (4-hidroxipiperidin-
1-i)C(0)O-, (4-formiloxipiperidin-1-il)C(O)O-, (4-etoxicarbonilpiperidin-
1-i)C(0)O-, (4-carboxilpiperidin-1-il)C(0)O-, (3-hidroximetilpiperidin-1-
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il)C(O)O-, (4-hidroximetilpiperidin-1-il)C(O)O-, (4-piperidon-1-il etilen
quetal)C(0)O-, (piperazin-1-il)-C(0)O-, (1-Boc-piperazin-4-il)-C(0)O-,
(4-metilpiperazin-1-i1)C(0)O-, (4-metilhomopiperazin-1-il)C(0)O-, (4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-i)C(Q)0-,  (4-fenilpiperazin-1-il)C(0)O-, (4-
(piridin-2-il)piperazin-1J-1)C(0)O-, (4-(4-trifluorometilpiridin-2-
il)piperazin-1-i)C(0)O-, (4-(pirimidin-2-il)piperazin-1-i)C(0)0-, (4-
acetilpiperazin-1-il)C(0)O-, (4<(fenilC(O)-)piperazin-1-i)C(O)0-, (4-
(piridin4'-ilC(O)-)piperazin-1-il)C(0)0,  (4-(fenilNHC(O)-)piperazin-1-
iy}c(0)o-, (4-(feniINHC(S)-)piperazin-1-il)C(0)O-, (4-
metanosulfonilpiperazin-1-il-C(O)O-, (4-trifluorometanosulfonilpiperazin-
1-il-C(0)O-, (morfolin4-il)C(0)O-, (tiomorfolin-4-il)C(O)O-,
(tiomorfolin-4'-il sulfona)-C(0)O-, (pirrolidin-1-il)C(0)O-, (2-
metilpirrolidin-1-il)C(0)O-, (2(metoxicarbonil)pirrolidin-1-i[)C(0)O-, (2-
(hidroximetil)pirrolidin-1-il)C(0)O-, (2-(N,N-
dimetilamino)etil}( CH3)NC(O)O-, (2«(N-metil-N-tolueno-4-
sulfonilamino)etil}(CH;)N-C(0)O-, (2-(morfolin-4-il)etil)(CH;)NC(0)O-,
(2-(hidroxi)etil(CH3;)NC(O)O-, bis(2-(hidroxi)etil)NC(0)O-, (2-
(formiloxi)etil}(CH3)NC(0)O-, (CH;0C(O)CH)HNC(0)O-, vy 2-
[(feniINHC(O)O-)etil-JHNC(O)O-.

37. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde el agente remielinizante ¢s un compuesto de la Férmula IC
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donde R* es hidroxilo o C,; alcoxilo y sus sales farmacéuticamente

aceptables.
38. El uso de acuerdo con la reivindicacién 37, donde el compuesto es
éster isopropilico de N-[N-(3-piridinasulfonil)-L-3,3-dimetil-4-tiaprolil]-O-

[1-metilpiperazin-4-ilcarbonil]-L-tirosina.
39. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde ¢l agente remielinizante es un compuesto de la Férmula IIB indicada
a continuacién:
R!T

0

AI‘M
\s//=o 0
o\R“

Rﬂ
IIB

%';zs\:

donde:
Ar' se sclecciona del grupo formado por arilo, arilo sustituido,

heteroarilo y heteroarilo sustituido;
R® se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido,
cicloalquilo y cicloalquilo sustituido, 0 R* y R* junto con el dtomo de
nitrégeno unido a R*? el 4tomo de carbono unido a R* forman un grupo

heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;
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R* sc selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo y sustituido
alquilo, o R* y R* junto con el 4tomo de nitrégeno unido a R*? el stomo
de carbono unido a R¥ forman un grupo heterociclico o un grupo
heterociclico sustituido;

R se seclecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo y arilo sustituido; y

R es arilo, heteroarilo, arilo sustituido, heteroarilo sustituido,
heterociclo, heterociclo sustituido, ariloxilo, ariloxilo sustituido, aralcoxilo,
aralcoxilo sustituido, heteroariloxilo, heteroariloxilo sustituido;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

40. El uso de acuerdo con la reivindicacién 39, donde R* es alquilo,
alquilo sustituido, o R* y R* junto con el dtomo de nitrégeno unido a R*2?
cl dtomo de carbono unido a R* forman un grupo heterociclico o un grupo
heterociclico sustituido, y R* ® hidrégeno o alquilo.

41. El uso de acuerdo con la reivindicacién 40, donde R es arilo, arilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclo, o heterociclo
sustituido.

42. El uso de acuerdo con la reivindicacién 41, donde R¥ es arilo
sustituido, donde el arilo estd sustituido por entre uno y tres sustituyentes
seleccionados independientemente del grupo formado por alquilo y
alcoxilo o es heteroarilo sustituido, donde el heteroarilo estd sustituido por
entre uno y tres sustituyentes seleccionados independientemente del grupo
formado por alquilo, alcoxilo y oxo.

43. El uso de acuerdo con la reivindicacién 41, donde R* es arilo o

heteroarilo sustituido, donde el arilo o ¢l heteroarilo es 2,6-di-sustituido.
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44. El uso de acuerdo con la reivindicacién 43, donde R*" se selecciona
del grupo formado por 2,6-dialcoxiarilo, 2,6-dialcoxiheteroarilo, 2-alquil-6-
alcoxiarilo, 2-alquil-6-alcoxiheteroarilo, 2-ox0-6-alcoxihetero arilo, 2-oxo-
6-alquilheteroarilo y imidazolidin-2,4-dion-3-ilo opcionalmente sustituido.

45. El uso de acuerdo con la reivindicacion 39, donde Ar' se
selecciona del grupo formado por 4-metilfenilo, 4-clorofenilo, 1-naftilo,

2-naftilo, -4-metoxifenilo, fenilo, 2,4,6-trimetilfenilo,
2-(metoxicarbonil)fenilo, 2-carboxifenilo, 3,5-diclorofenilo,
4-trifluorometilfenilo, 3,4-diclorofenilo, 3,4-dimetoxifenilo,

4-(CH;C(O)NH-)fenilo, 4-trifluorometoxifenilo, 4-cianofenilo, 3,5-di-

(trifluorometil)fenilo, 4-r-butilfenilo, 4-t-butoxifenilo, 4-nitrofenilo, 2-

tienilo, 1-N-metil-3-metil-5-cloropirazol-4-ilo, 1-N-metilimidazol-4-ilo, 4-

bromofenilo, 4-amidinofenilo, 4-metilamidinofenilo, 4-

[CH,SC(=NH)]fenilo, 5-cloro-2-tienilo, 2,5-dicloro-4-tienilo, 1-N-metil-4-

pirazolilo, 2-tiazolilo, 5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-ilo, 4-[H,NC(S)]fenilo, 4-

aminofenilo, 4-fluorofenilo, 2-fluorofenilo, 3-fluorofenilo, 3,5-

difluorofenilo, piridin-3-ilo, pirimidin-2-ilo, 4-(3N-dimetilamino-n-

propoxi)-fenilo, y 1-metilpirazol-4-ilo.

46. El uso de acuerdo con cualesquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

donde el agente remielinizante se selecciona del grupo formado por:

éster etflico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-

1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster n-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L~4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ciclopentilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butflico de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-
1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster n-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  ciclopentilico de  N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster etilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(isonipecotoiloxi)fenilalanina;
dster etilico de N-(a-toluenosulfonil)-L-prolil-L-4-{N-

metilisonipecotoiloxi)fenilalanina;
N-(a-toluenosulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;
éster etflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-3-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster etilico de N(tolueno~4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(1-fer-butilcarboniloxi-
4-fenilpiperidin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butllico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)tiamorfolin-3-
carbonil]-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)tiamorfolin-3-carbonil]-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N<(tolueno4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)}-L.~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

¢ster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N, V-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-aminobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,V-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster frer-butilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(morfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(morfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(a-toluenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(piperazin-2-carbonil}-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(a-toluenosulfonil)-L~(5,5-dimetil}tiaprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(piperazin-2-carbonil)-L~4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(4-
benciloxicarbonilpiperazin-2-carbonil}-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(isonipecotoiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)tiamorfolin-3-
carbonil]-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-[(1,1-dioxo)tiamorfolin-3-carbonil]-L-4-
(morfolin4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butflico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxo-5,5-
dimetil}tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
N<(tolueno—4-sulfonil)-L-(1,1-dioxo-5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
N-(piridin-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
éster ter-butilico de N-(tolueno—4-sulfonil}-D-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-
1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-N-metilalanil-L-4-(4-
metilpiperazin- 1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
éster fer-butilico de N-(4-nitrobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-N-metilalanil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;
N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(isonipecotoiloxi)fenilalanina;
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(pirrolidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster neopentilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-metilpiperazin-
1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster neopentilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster etilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-ter-
butiloxicarbonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(morfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

dster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L4-(1,1-
dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butllico de N<{tolueno4-sulfonil)-L-N-metilalanil-L4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N<{tolueno-4-sulfonil)-L-(tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)sarcosil-L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno—-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-N-metilalanil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(tiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster ter-butilico de N<(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(piridin-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  ter-butilico de  N-{(pirimidin-2-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-nitrobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(1,1-dioxo)tiaprolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(V,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<tolueno-4-sulfonil)-L~1,1-dioxo)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina; :

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(1-ter-

butiloxicarbonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster etilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etilico de N<(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-acetilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
metanosulfonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)-3-
nitrofenilalanina;

N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(1-ter-butiloxicarbonilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-N-metil-2-(fer-butil)glicinil-
L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(1,1-dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(1,1-
dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N<(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-
4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butllico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(morfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina,

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster rer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(morfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butflico de N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-L-prolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

3-[N-(tolueno-4-sulfonil)-N-metilamino]-1-[1-ter-butiloxicarbonil-2-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)feniletil]Jazetidin-2-ona

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxo-5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N<tolueno-4-sulfonil)-L.<(1,1-dioxo-5,5-
dimetiltiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-<(tolueno-4-sulfonil}-1.(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(morfolin-
4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-{(pirimidin-2-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L~(1,1-dioxotiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

3-[N-(tolueno-4-sulfonil)-N-metilamino}-1-[ 1-carboxi-2-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)feniletillazetidin-2-ona

éster  fer-butilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
metilpiperazin- 1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxo)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster ter-butilico de N<tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-
(isonipecotoiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(1,1-
dioxotiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(pirrolidin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxo)tiaprolil-L-4-(N,N- éster fer-
butilico de dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(2,5-diclorotiofeno-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-acetamidobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-ter-butilbencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(piridin-2-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(2-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)}-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster ter-butilico de N-(2,4-difluorobencenosulfonil)-L-(1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-acetamidobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(N ,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(3,3-dimetil)prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(3,3-dimetil)prolil-L4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  iso-propilico  N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster etilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(N-(1,4-dioxa-8-aza-
spiro[4.5]decan-8-il)carboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(1,4-dioxa-8-aza-spiro[4.5]decan-8-
il)carboniloxi)fenilalanina;
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N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-acetilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4(4N-metanosulfonilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-fenilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)}-L-prolil-L-4-(4N-
metanosulfonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
N.ter-butoxicarbonil-2-amino-2-metilpropil) éster de N-(tolueno-4-
sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
acetilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster  ter-butilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L4-(4"-
hidroxipiperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(2"-(morfolin-
4N-il)etil)carbamiloxi)fenilalanina;

éster zer-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(1,4-dioxa-8-
aza-spiro[4.5]dccan-8-il)carboniloxi)fenilalanina;

éster  fer-butilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(2"-
hidroxietil)-N-metilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-4-(4N-(2-

hidroxietil)piperazin-1-ilcarboniloxi)-L-fenilalanina;
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N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(2N-formiloxietil)-N-
metilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  isopropilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(2N-
hidroxietil)-N-metilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N+(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-
(metoxicarbonilmetil)carbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil}-L-(5,5-dimetil)}tiaprolil-
L-(4-N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
metoxipiperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N~(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-metoxipiperidin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-4-oxoprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-trans-4-hidroxiprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butflico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de  N-(morfolino-sulfonil)-L-prolil-L-(4-N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(morfolino-sulfonil)-L-prolil-L-(4-N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)}-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(2-fluorobencenosulfonil)-L~1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil }-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

599

WL

/%



(\['T

N-(2,4-difluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L.-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-(tiamorfolin-3-carbonil}-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(piridin-3-sulfonil)-L-($,5-dimetil-tiaprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(3-flucrobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L.-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-~(4-ter-butilbencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)~(3,3-dimetil)prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-2,5-diclorotiofeno-3-sulfonil)}-L-prolil-L-4-(N, N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N~(4-metoxibencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(4-metoxibencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L~1-oxo-tiomorfolin-3-carbonil }-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1-oxo-tiomorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-prolil-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-prolil-4-(N, N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L<1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(V, N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)}tiaprolil-L-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(piridin-3-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(piridin-2-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(piridin-2-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina,

éster isopropilico de N-(piridin-2-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(piridin-2-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster isopropilico de N-(2-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L~-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3,5-difluorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(2,4-difluorobencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-clorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3-clorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N«(2-clorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropfilico de N-(3,4-diclorobencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L4-(V, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3,5-diclorobencenosulfonil)-L~5,5-
dimetil}tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico N~ de 3-clorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-
3-carbonil)-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(3,4-diclorobencenosulfonil)}-L<1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(4-metoxibencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster isopropilico de N-(3-metoxibencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N éster isopropfilico de <(2-metoxibencenosulfonil)-L-5,5-dimetiltiaprolil-
L-4«(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-3,4-dimetoxibencenosulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N éster isopropilico de -(2,4-difluorobencenosulfonil)-L-(tiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(3,4-diclorobencenosulfonil)-L~(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil}-L~4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(3-clorobencenosulfonil)-L-(1,1-dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N, N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  fer-butflico de  N-(3-cloro4-fluorobencenosulfonil)-L-1,1-
dioxotiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butllico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(tiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N éster ter-butilico de -(3,4-difluorobencenosulfonil)-L-(tiamorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)}-L-(5,5-dimetil)tioprolil-L-
(tdomorfolin4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(3,4-difluorobencenosulfonil)-L~tiamorfolin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(2,5-diclorotiofeno-3-sulfonil)}-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster isopropilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster  isopropilico de  N-(8-quinolinasulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(8-quinolinasulfonil)-L-prolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(8-quinolinasulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-
(N.N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(8-quinolinasulfonil)-L-(5,5-dimetil)}tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-fenilpiperazin-
1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4N-
(etoxicarbonil)piperidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(piridin-3-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(3-sulfonamido-4-cloro-bencenosulfonil)-L-prolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina,

éster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1-oxotiomorfolin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

¢éster fer-butilico de N<(2,4-difluorobencenofulfonil)-L-(1-oxotiomorfolin-
3-carbonil)-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  2,2-dimetilpropilicco de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;,

éster 2,2-dimetilpropilico de N-(piridin-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster  ciclopropilmetilico de  N<(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster metilico de N«(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L.-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster etllico de N-(piridin-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ciclopropilmetilico de N-(piridin-3-sulfonil)-L-(5,5-dimetil}tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  2-metioxifenilico de  N{(l-metilpirazol-4-sulfonil)-L<5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster n-butilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(N N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster n-propilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster 2,2-dimetilpropioniloximetilico de N-(1-metilpirazol-4-sulfonil)-I-
(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-(4=-(2=
aminoetil)morfolino)carbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[4-(carboxi)piperidin-1-
ilcarboniloxi]fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-bis-(2-
hidroxietil)carbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[3-
(hidroximetil)piperidin-1-ilcarboniloxi}fenilalanina;

éster ter-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
trifluorometanosulfonilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster fer-butilico de N<(4-(N-fenilurea)bencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(2-trifluoroacetil-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-
sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N<(piridin4-sulfonil)-L-(5,5-dimetil}tiaprolil-L-4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(piridin-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N(tolueno-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N-
metil-N-(2-dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina,

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-metil-N-(2-
dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil}-L~(5,5-dimetil)tiapropil-L-4-(N-metil-N-(2-
dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N-metil-N-(2-
dimetilaminoetil)carbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
3-cloro-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(N,N-
dimeticarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)}tiaprolil-L-
3-cloro-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-3-cloro-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L—(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-3-cloro-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)]fenilalanina;

N éster isopropilico de -(tolueno-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-
cloro-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-3-cloro-4-(4-metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-3-cloro4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)]fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-3-cloro-4-(4-(2=-piridil)-piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L5,5-dimetil)tiaprolil-L-
3-cloro-4-(4-(2=-piridil)-piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-nitrobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-aminobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(¥,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-
fenilcarbamilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno4-sulfonil)-L-prolil-L4-(4-fenilcarbamilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N<(1-n-butilpirazol-4-sulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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éster isopropilico de ANtolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(piridin-4-
ilcarbonil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N+tolueno-4-sulfonil)}-L-4-oxoprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-trans-4-hidroxiprolil-L.-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-aminobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster  fer-butilico de  N-{tolueno4-sulfonil)-L-4-oxoprolil-L-4-(4-
metilpiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[3-(hidroximetil)piperidin-1-
ilcarboniloxi}fenilalanina;

éster isopropilico de N-<(tolueno-4-sulfonil)1.(4,4-difluoro)prolil-L4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N(tolueno-4-sulfonil)-1-(4,4-difluoro)prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-(4-benzoilpiperazin-
1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropllico de N-(1-metil-1H-imidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<(tolueno4-sulfonil)-L-4-(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)prolil-L-4-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N{(4-cianobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-
4-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster metilico de N-(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-

dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N<(tolueno-4-sulfonil)-1.-4-oxoprolil-L-4-(tiomorfolin-
4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<tolueno-4-sulfonil)-L4-hidroxiprolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-(4-benzoilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster metilico de N{(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-
4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(3-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L.-4-(N, N-
dimetilcarbaniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[N-metil-N-(2-
{N=-metil-N=-toluenosulfonil-amino)etil)carbamiloxi]fenilalanina;

éster isopropilico de N<(tolueno—4-sulfonil)-L-prolil-L-4-[N-(2-(N=-
fenilaminocarboniloxi)etil)carbamiloxi)]fenilalanina;

éster isopropilico de N{(4-fluorobencenosulfonil)-L-4-(frans-hidroxi)prolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-4-(trans-hidroxi)prolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(pirazin-3-carbonil)-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-flucrobencenosulfonil)-L.(5,5-dimetil)}tiaprolil-L-
4-(2-hidroximetilpirrolidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(2-
hidroximetilpirrolidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(2-
metoxicarbonilpirrolidin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-
(tiomorfolin-4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)}-1(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster fer-butflico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(4-(2-piridil)piperazin—l-ilcarboniloxi)]fmiialanina;

éster fer-butllico de N-(tolueno—4-sulfonil)-L-(4-hidroxi)prolil-L-4-
(tiomorfolin4-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etilico de N-<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina; 2-(2-metoxietoxi)

¢éster ter-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-
4-(4-(2-pirimidil)piperazin-1-ilcarboniloxi)}fenilalanina;

¢éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-3-fluoro-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butflico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-(1-metanosulfonilpirazin-3-
carbonil)-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-[ 2+(N-2,10-camforsultamil)acetil}-L-3-cloro4-
(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-bromobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-bromobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;
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N-(tolueno-4-sulfonil)-L<(4-hidroxi)prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(4-(2-
pirimidil)piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)tiazolidinil-2-carbonil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N~(4-fluorobencenosulfonil)tiazolidinil-2-carbonil-L-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(tolueno~4-sulfonil)-L-(4-oxo)prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L{4-oxo)prolil-L-4-(4-metilpiperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)tiazolidinil-2-carbonil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)}fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-nitrobencenosulfonil)-I-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)tiazolidinil-2-carbonil-L4-
(4«(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

N-(4-bromobencenosulfonil)-L<5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)}fenilalanina;

éster  isopropilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(N-
feniltiocarbonil)piperazin-1-ilcarboniloxi)]fenilalanina;

N éster fer-butilico de -(4-fluorobencenosulfonil)tiazolidinil-2-carbonil-L-
4-(4-metilhomopiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster ter-butilico de N<{tolueno-4-sulfonil)-L-4-(metanosulfoniloxi)prolil-
L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-aminocarbonilbencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(4-aminocarbonilbencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin-4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-amidinobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(tiomorfolin4-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-nitrobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-
ilcarboniloxi)]fenilalanina;

éster etilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-
cloro-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)}fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)tiazolidinil-2-carbonil-L-4-(4-
metilhomopiperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-3-cloro-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-<(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalaning;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-

piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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éster  isopropilico de  N-(tolueno-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster zer-butilico de N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L~(1-metanosulfonilpirazin-3-carbonil)-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<(tolueno-4-sulfonil)-L-4-(metanosulfoniloxi)prolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster ter-butilico de N-(4-bromobencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil}tiaprolil-
L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N éster ter-butilico de -(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)}tiaprolil-L-4-(N,N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster zer-butflico de N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil)-L~(5,5-
dimetil)tiaprolil-L4-(4-(2-piridil)piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N+(4-fluorobencenosulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-fluorobencenosulfonil)-L-(4-hidroxi)prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(4-trifluorometoxibencenosulfonil }-L-(5,5-dimetiltiaprolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-3-cloro-4-(N,N-
dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-3-cloro-4-
(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N<(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-
ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropilico de N-(1l-metilpirazol-3-sulfonil)-L-prolil-L-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butflico de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L-prolil-L-4+(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster fer-butilico de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L-(5,5-dimetil)tiaprolil-
L-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster isopropflico de N-(1-metilimidazol-4-sulfonil)-L-prolil-L-3-cloro-4-
(4-(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster 2-fenoxietilico de N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L-(5,5-
dimetil)tiaprolil-L-4-(N, N-dimetilcarbamiloxi)fenilalanina;

N-(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-cloro-4-(4-(2-
piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

éster etflico de N<(1-metilpirazol-3-sulfonil)-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L-3-
cloro-4-(4-(2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;

N-(3-cloro-1,5-dimetilpirazol-3-sulfonil}-L~(5,5-dimetil)tiaprolil-L.-3-cloro-
4-(4-(5-trifluorometil-2-piridil)piperazin-1-ilcarboniloxi)fenilalanina;
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47. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde el compuesto de la
Férmula IB se administra de forma parenteral.

48. El uso de acuerdo con la reivindicacién 37, donde el compuesto de
la Férmula IC se administra de forma parenteral.

49. El uso de acuerdo con la reivindicacién 39, donde el compuesto de
la Férmula IIB se administra de forma parenteral.

50. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde el compuesto de
la Férmula IB se administra de forma crénica al mamifero que lo necesita.

51. El uso de acuerdo con la reivindicacién 37, donde el compuesto de
la Férmula IC se administra de forma crénica al mamifero que lo necesita.

52. El uso de acuerdo con la reivindicacién 39, donde el compuesto de
la Férmula IIB se administra de forma crénica al mamifero que lo necesita.

53. El uso de acuerdo con la reivindicacién 50, donde la administracién
cronica del compuesto de la Férmula IB se hace en forma semanal o
mensual durante un perfodo de al menos un afio.

54. El uso de acuerdo con la reivindicacién 51, donde la administracién
crénica del compuesto de la Férmula IC se hace en forma semanal o
mensual durante un perfodo de al menos un aflo.

55. EIl uso de acuerdo con la reivindicacién 52, donde 1a administracién
crénica del compuesto de la Férmula IIB s¢ hace en forma semanal o
mensual durante un perfodo de al menos un afio.

56. El uso de acuerdo con la reivindicacién 29, donde un agente anti-
inflamatorio se co-administra con el compuesto de la Férmula IB al
mamffero.
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57. El uso de acuerdo con la reivindicacién 37, donde un agente anti-
inflamatorio se co-administra con el compuesto de la Férmula IC al
mamifero.

58. El uso de acuerdo con la reivindicacién 39, donde un agente anti-
inflamatorio se co-administra con el compuesto de la Férmula IIB al
mamffero.

59. Una terapia combinada que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente remielinizante, que previene la
desmiclinizacién y promueve la remielinizacién cuando es administrada a
un sujeto que lo necesita, y un agente anti-inflamatorio.

60. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacion 59, donde el
sujeto que necesita la remielinizacién padece esclerosis multiple, un
trastorno metabélico congénito, una neuropatia con mielinizacién andmala,
desmielinizacién inducida por férmacos, desmielinizacién inducida por
radiaciébn, un trastono desmielinizante hereditario, un trastomo
desmielinizante inducido por la proteina prién, desmielinizacién inducida
por encefalitis o una lesién de la médula espinal.

61. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 59, donde el
agente remiclinizante es un anticuerpo o un fragmento inmunolégicamente
activo del mismo, donde dicho anticuerpo se une a VLA-4.

62. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 61, donde el
agente es un anticuerpo que se une a integrina alfa-4 beta-1.

63. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 61, donde el
agente remielinizante es un anticuerpo o un fragmento inmunol6gicamente
activo del mismo que se une a VLA-4, y donde dicho agente remielinizante

se administra de forma crénica a un paciente que lo necesita.
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64. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 59, donde la
terapia combinada comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un
segundo agente remielinizante, el cual previene la desmielinizacién y
promueve la remielinizacién cuando es administrado a un sujeto que lo
necesita, y donde el segundo agente remielinizante es un anticuerpo
monoclonal o un fragmento inmunolégicamente activo de un anticuerpo
monoclonal.

65. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 61, donde el
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

66. La terapia combinada de acuerdo con cualesquiera de las
reivindicaciones 64 o 65, donde el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo producto de la ingenieria
genética, o un anticuerpo bi-especifico.

67. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 66, donde el
anticuerpo quimérico es humanizado o primatizado.

68. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 67, donde el
anticuerpoc humanizado es  natalizumab o un fragmento
inmunolégicameante activo del mismo.

69. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 59, donde el
agente anti-inflamatorio es una hormona adrenocorticotrépica, un
corticoesteroide, un interferén, un acetato de glatiramer, o un firmaco anti-
inflamatorio no esteroide.

70. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 69, donde el
interferén es interferén beta-1b o interferdn beta-1a.

71. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacion 69, donde el
corticoesteroide es prednisona, metilprednisolona, dexametasona cortisol,
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cortisona, fludrocortisona, prednisolona, 6a-metilprednisolona,
triamcinolona o betametasona.

72. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 69, donde el
férmaco anti-inflamatorio no esteroide es aspirina, un salicilato de sodio,
trisalicilato de colina y magnesio, salsalato, diflunisal, sulfasalazina,
olsalazina, derivados del para-aminofenol, una indola, un icido acético
indénico, un dcido heteroaril acético, un 4dcido antranflico, un dcido enélico,
una alcanona, una furanona diaril-sustituida, una pirazola diaril-sustituida,
un dcido acético indolénico o una sulfonanilida.

73. Laterapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 69, donde el
férmaco anti-inflamatorio no esteroide es aspirina, un salicilato de sodio,
trisalicilato de colina y magnesio, salsalato, diflunisal, sulfasalazina,
olsalazina, derivados del para-aminofenol, una indola, un 4cido acético
indénico, un acido heteroaril acético, un dcido antranflico, un 4cido enélico,
una alcanona, una furanona diaril-sustituida, una pirazola diaril-sustituida,
un dcido acético indolénico o una sulfonanilida.

74. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 59, donde el
agente remielinizante tiene una forma para administracién intravenosa o
subcuténea.

75. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 59, donde el
agente remielinizante se administra semanalmente o mensualmente durante
un periodo de al menos un afio al paciente que lo necesita.

76. El uso de un agente remielinizante en una cantidad suficiente para
inhibir la infiltracién de linfocitos en las células inmunes en la médula

espinal para promover la remielinizacién de las células nerviosas en la
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médula espinal y asi tratar la pardlisis en dicho sujeto que lo necesita para
la preparacién de un medicamento para reducir la pardlisis en dicho sujeto.

77. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la
reivindicacién 76, donde el sujeto con pardlisis padece esclerosis miltiple,
un trastorno metabdlico congénito, una neuropatia con mielinizacién
an6mala, desmiclinizacidn inducida por férmacos, desmielinizacién
inducida por radiacidn, un trastorno desmielinizante hereditario, un
trastorno desmielinizante inducido por la protefna prién, desmielinizacién
inducida por encefalitis o una lesién de la médula espinal,

78. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con cualesquiera de
las reivindicaciones 76 o 77, donde el sujeto es humano.

79. El uso de un agente remielinizanatc de acuerdo con la
reivindicacién 76 que ademsds comprende la co-administracion de un
inmunosupresor.

80. El uso de un agente remiclinizanate de acuerdo con la
reivindicacién 76, donde el agente remielinizante es un anticuerpo anti-
VLA-4,

81. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la
reivindicacion 76, donde el anticuerpo anti-VLA-4 liga integrina alfa-4
beta-1.

82. El uso de un agente remiclinizanate de acuerdo con la
reivindicacion 81, donde el anticuerpo anti-VLA-4 es un anticuerpo
monoclonal.

83. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la

reivindicacién 82, donde el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo
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quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo producto de la ingenieria
genética o un anticuerpo biespecifico.

84. El uso de un agente remieclinizanate de acuerdo con la
reivindicacion 83, donde el anticuerpo quimérico es humanizado o
primatizado.

85. El uso de un agente remiclinizanate de acuerdo con la
reivindicacion 84, donde el anticuerpo humanizado es natalizumab.

86. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la
reivindicacién 76, donde el agente remielinizante se administra de forma
crénica al sujeto que lo necesita.

87. El uso de un agente remiclinizanate de acuerdo con Ila
reivindicacion 86, donde la administracién crénica del agente
remielinizante se hace semanal o mensualmente durante un periodo de al
menos doce meses.

88. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la
reivindicacién 79, donde el inmunosupresor es una hormona
adrenocorticotrdpica, un corticoesteroide o un interfern.

89. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la
reivindicacién 88, donde el interfer6n es interferén beta-1b o interferén
beta-1a.

90. El uso de un agente remielinizanate de acuerdo con la
reivindicaciébn 88, donde el corticoesteroide es prednisona,
metilprednisolona, dexametasona cortisol, cortisona, fludrocortisona,
prednisolona, 6a-metilprednisolona, triamcinolona, o betametasona.

91. La terapia combinada de acuerdo con la reivindicacién 59, donde el

agente remielinizante es un compuesto de la Férmula I
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donde

R! se selecciona del grupo formado por alquilo, alquilo sustituido, arilo,
arilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo,
heterociclo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido;

R? se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, cicloalquenilo, cicloalquenilo sustituido,
heterociclo, heterociclo sustituido, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, y R' y R? junto con el étomo de
nitrégeno unido a R? y el grupo SO, unido a R* pueden formar un grupo
heterociclico un heterociclico sustituido;

R} se selecciona del grupo formado por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
heteroarilo, heteroarilo sustituido, heterociclo, heterociclo sustituido vy,
cuando R? no forma un grupo heterociclico con R, R? y R? junto con el
étomo de nitrégeno unido a R? y el 4tomo de carbono unido a R? pueden
formar un grupo heterociclico o un grupo heterociclico sustituido;

R’ es -(CH,),~Ar-R™ donde RN se selecciona del grupo formado por -O-
ZNR'®R™ y -0-Z- R*®™ en donde R* y R se seleccionan
independientemente del grupo formando por hidrégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclo, heterociclo
sustituido, y donde R® y R* se unen para formar un grupo heterociclico o
un grupo heterociclico sustituido, R**" se selecciona del grupo formado por
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