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COMPUESTOS, COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR
ENFERMEDADES QUE INVOLUCREN TEJIDOS CON ENFERMEDADES
ACIDAS O HIPOXICAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a compuestos terapéuticos y composiciones
farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades que involucren tejidos con
enfermedades 4acidas o hipoxicas, que incluyen cancer, enfermedades
cardiovasculares tales como accidente cerebrovascular e infarto de miocardio, y
enfermedades neurodegenerativas a largo plazo, asi como a métodos para su uso

y fabricacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La hipoxia y la acidosis son marcadores fisiologicos de muchos procesos de
enfermedades, incluido el cancer. En el cancer, la hipoxia es un mecanismo
responsable del desarrollo de un ambiente acido dentro de los tumores solidos.
Como resultado, deben eliminarse los iones de hidrogeno de la célula (por ejemplo,
mediante una bomba de protones) para mantener un pH normal dentro de la célula.
Como consecuencia de esta exportacion de iones de hidrogeno, las células
cancerosas tienen un mayor gradiente de pH a través de la bicapa lipidica de la
membrana celular y un pH mas bajo en el medio extracelular, en comparacion con
las células normales.

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por un control aberrante del
crecimiento celular. Se estima que la incidencia anual del cancer supera los 1,6
millones solo en los Estados Unidos. Si bien se usan cirugia, radiacion,
quimioterapia y hormonas para tratar el cancer, sigue siendo la segunda causa de
muerte en los EE. UU. Se estima que alrededor de 600.000 estadounidenses
moriran de cancer cada afo.

El tratamiento del cancer en humanos mediante la administracion sistémica de
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agentes farmacéuticos a menudo disminuye o termina la replicacion descontrolada
caracteristica de las células cancerosas. Una clase de tales agentes son los
inhibidores de reparacion del ADN. Sin embargo, dicha desaceleracién o
terminacién afecta no solo la replicacion de las células cancerosas sino también la
replicaciéon de las células no cancerosas, lo que produce los efectos secundarios no
deseables conocidos de dicho tratamiento contra el cancer. Seria muy deseable
administrar selectivamente dichos agentes a las células cancerosas objetivo y
minimizar o evitar los efectos secundarios causados por la administracion sistémica.
La familia de enzimas PARP, incluidas la poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP-1) y
las enzimas relacionadas PARP-2 y PARP-3 (colectivamente "PARP"), representa
elementos importantes en la reparacion de roturas de cadena sencilla de ADN,
particularmente mediante la via de reparacién de escision de bases. Si las roturas
de cadena sencilla no se reparan antes de la replicacion del ADN, se pueden formar
roturas de cadena doble. Las células con un numero creciente de roturas de cadena
doble se vuelven mas dependientes de otras vias de reparacion, como la
recombinacién homologa, y (si las roturas de cadena sencilla continuan sin
reparacion) se produce la muerte de las células.

Se han desarrollado inhibidores de PARP y continuan elaborandose como agentes
anticancerigenos. Dado que estos inhibidores evitan la reparacion de roturas de
cadena sencilla de ADN, tienen una variedad de funciones en el tratamiento del
cancer. (Ver, por ejemplo, Nicola J. Curtin y Ricky A. Sharma - "PARP Inhibitors for
Cancer Treatment", Cancer Drug Discovery and Development, tomo 83, Humana
Press 2015).

Los inhibidores de PARP pueden usarse para el tratamiento de formas de cancer
que dependan mas de PARP que las células normales (los llamados canceres
"sensibles a PARP"). Por ejemplo, el tratamiento con un inhibidor de PARP tiene un
efecto beneficioso en los pacientes con deficiencia de recombinacién homdloga
(HRD, por sus siglas en inglés), como la que involucra los genes BRCA1 y BRCAZ2,
ya sea en monoterapia o en combinacion con otros agentes. Dado que la reparacion
del ADN vy la supervivencia de las células inhibidas con PARP dependen en gran

medida de la HR, los pacientes con mutaciones relacionadas con BRCA (que
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exhiben HRD) son adecuados para el tratamiento con inhibidores de PARP.

Si bien los inhibidores de PARP son utiles en el tratamiento del cancer, los
compuestos también exhiben efectos secundarios. Los efectos secundarios de
PARP, que incluyen reacciones adversas hematologicas y gastrointestinales graves
y leucemia mieloide aguda potencialmente mortal, son altamente indeseables.

Se esperaria que otros agentes terapéuticos contra el cancer que inhiban la
reparacion del ADN exhiban de manera similar efectos secundarios no deseados
cuando se administran por via sistémica. Tales agentes terapéuticos contra el
cancer que inhiben la reparacion del ADN adicionales incluyen los dirigidos a la
proteina quinasa de ataxia-telangiectasia mutada (ATM, por sus siglas en inglés), la
proteina quinasa relacionada con ATM-Rad3 (ATR) y la proteina quinasa de
serina/treonina nuclear DNA-PK. La terapia contra el cancer se benéeficiaria
significativamente si los compuestos que actuan a través de estos mecanismos
pudieran administrarse selectivamente a las células cancerosas y asi evitar efectos
no deseados en las células normales.

Ademas, los inhibidores de PARP tienen potencial de utilidad en el tratamiento de
otras enfermedades ademas del cancer, incluidas las enfermedades
cardiovasculares e inflamatorias, a través de posibles roles de las PARP en
funciones distintas a la reparacién del ADN, como participaciéon en la regulacion del
traslado de la mitocondria al nucleo del factor de induccion de apoptosis (AlF, por
sus siglas en inglés) o participacion en la regulacion de la expresion de proteinas
implicadas en la inflamacion. (Ver, por ejemplo, Pachery Szabo - "Role of Poly(ADP-
ribose) polymerase 1 (PARP-1) in Cardiovascular Diseases: The Therapeutic
Potential of PARP Inhibitors, Cardiovasc Drug Rev. 2007; 25(3): 235-260). El
suministro preferencial de inhibidores de PARP en estos tejidos enfermos también

seria beneficioso.
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COMPRENDIO

La presente descripcion proporciona, entre otros, un compuesto de la férmula (1):

R8—Q—R7
(1)

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en el que las variables
constituyentes se definen en el presente documento.

En términos generales, la invencidon proporciona (1) compuestos que comprenden
una molécula terapéutica (por ejemplo, R’) y un péptido sensible al pH (o
dependiente del pH) (por ejemplo, R8) unidos entre si, como mediante un enlazador
que contenga disulfuro u otro enlazador que se escindiria en el entorno intracelular,
(2) composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos y un portador
farmacéuticamente aceptable, (3) métodos para usar estos compuestos vy
composiciones en el tratamiento de enfermedades y afecciones que involucren
células acidas y/o hipdxicas en humanos y otros mamiferos, y (4) métodos para
preparar los compuestos y las composiciones e intermedios utiles en dichos
meétodos.

La presente descripcidn proporciona ademas una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto de la descripcion o una sal farmacéuticamente aceptable
de este y al menos un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente descripcion también proporciona métodos para tratar enfermedades o
afecciones que involucren tejidos con enfermedades acidas o hipoxicas mediante la
administracién de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
descripcion a un ser humano u otro mamifero que necesite dicho tratamiento. La
descripcion también proporciona métodos para reducir la toxicidad en la médula
O0sea asociada con la administracion de una radiacion ionizante o un agente
citotoxico, que comprenden administrarle a un ser humano u otro mamifero una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la descripcidn en
combinacion con la radiacion ionizante o el agente citotoxico.

La presente descripcion también proporciona usos de los compuestos descritos en
la presente en la fabricacion de un medicamento para uso en terapia. La presente

descripcion también proporciona los compuestos descritos en la presente para uso
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La presente descripcion también proporciona métodos para sintetizar los

compuestos de la descripcidon e intermedios utiles en estos métodos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra el retraso del crecimiento tumoral de R8H-15 y el ejemplo 12 en
ratones BRCA™.

La figura 2 muestra la supervivencia de R®H-15 y el ejemplo 12 en ratones BRCA-"
La figura 3 muestra el retraso del crecimiento tumoral de R®H-16 y el ejemplo 18 en
ratones BRCA".

La figura 4 muestra el efecto de la administracion intraperitoneal durante 9 dias del
ejemplo 18 y R8H-16 sobre la PARIlacion tumoral en un modelo de xenoinjerto de
BRCA2 - DLD-1 murino.

La figura 5 muestra la PARIlacion en células de médula ésea después de la
administracion intravenosa del ejemplo 12 o la administracion oral de R®H-15 en
combinacion con la administracion oral de temozolomida (TMZ) a ratones atimicos.
La figura 6 muestra la PARIlacion en células de médula ésea después de la

administracion intraperitoneal del ejemplo 18 o R8H-16 a ratones atimicos.

DESCRIPCION DETALLADA

En este documento se proporciona un compuesto de la formula (1):

R8—Q—R7
(1)

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en el que:
R es un péptido;

R® se selecciona del grupo que consiste en:
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cada uno de R', R?, R3 R% R5 R® R° R, R" y R'™ se selecciona
independientemente de H, alquilo C1-4, alquenilo C1-4, arilo Ces-10, heteroarilo de 5-
10 miembros, halo, CN, NO2, OR?!, SR2!, C(O)R!!, C(O)NR°¢'R4!, C(O)OR?",
OC(O)RP',  OC(O)NR°c'R4T,  NR°¢'RY!,  NRC'C(O)RP!, NR°C'C(O)OR2" 'y
NR¢'C(O)NR°¢'R¥, donde cada uno de dichos alquilo C1-4, alquenilo C1-4, arilo Cs-10
y heteroarilo de 5-10 miembros se encuentra opcionalmente sustituido con 1, 2 0 3
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, CN, NO2, OR?', SR?",
C(O)R®', C(O)NR°¢'RY',  C(O)OR?2!, OC(O)RP!, OC(O)NRC'RYT,  NRCS'RY,
NR¢'C(O)RP!, NR¢'C(O)OR?" y NR®'C(O)NR®'Rd*;
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o R" y R? junto con el atomo de carbono al que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo Cs.7 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes
independientemente seleccionados de halo, CN, NO2, OR?®!, SR2?', C(O)RY,
C(O)NRC'R41,  C(O)OR?2!", OC(O)RP', OC(O)NRS'RY!, NRc'Rd!, NRS'C(O)R®',
NR¢'C(O)OR?! y NR¢'C(O)NR°'R?";

o R' y R3? junto con el atomo de carbono al que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo Cs-7 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes
independientemente seleccionados de halo, CN, NO2, OR?!', SR2#!, C(O)R"',
C(O)NRC'R41, C(O)OR?2!", OC(O)RP', OC(O)NRS'RY!, NRc'Rd, NRS'C(O)R®,
NR®'C(O)OR?! y NR¢'C(O)NRC'R?";

o R3 y R* junto con el atomo de carbono al que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo Cs-7 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes
independientemente seleccionados de halo, CN, NO2, OR?!, SR#!, C(O)R"',
C(O)NR°'RY",  C(O)OR?'", OC(O)RP!, OC(O)NRC'RY!, NR°'RI' NRS'C(O)RM,
NR®'C(O)OR?! y NR¢'C(O)NRC'R?";

o R® y R® junto con el atomo de carbono al que estan unidos forman un grupo
cicloalquilo Cs-7 opcionalmente sustituido con 1, 2 o 3 sustituyentes
independientemente seleccionados de halo, CN, NO2, OR?®! SR?', C(O)RY,
C(O)NR°'RY",  C(O)OR?'", OC(O)RP', OC(O)NRC'RY!, NR°'RI', NR°S'C(O)RM,
NR¢'C(O)OR?! y NR¢'C(O)NR¢'R?"

R13 es H o alquilo C1-6;

A es H o alquilo C 1-4;

“arilo o

hetarilo

es arilo Ce-10 0 heteroarilo de 5-10 miembros; en donde el heteroarilo
de 5-10 miembros tiene al menos un atomo de carbono formador de anilloy 1, 2, 3
0 4 heteroatomos formadores de anillo seleccionados independientemente de N, O
yS;

[N,O,S]esNH, OO0 S;

[N, Oles NHu O;

[C, N, O] es CR*RY, NH u O;
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cada R*y RY se seleccionan independientemente de H y alquilo C1.4;

[AA]x es un péptido que puede escindirse mediante accion enzimatica;

RY (o} (o]

RC R?

S1es RP ;

cada R?, RP, R° y RY se selecciona independientemente de H, alquilo C1.4, OR#?,
CO2R?? y OC(=0)R#2, donde dicho alquilo Ci4 se encuentra opcionalmente
sustituido con OR#?, CO2R?®? y OC(=0)R??;

cada R?!, R, R°¢' y RY' se selecciona independientemente de H, alquilo Cis,
alquenilo Cz-, alquinilo C2-6, haloalquilo C1-6, OH, CN, NO2 y CO2CHs; donde cada
uno de dichos alquilo C16 y alquenilo C2-6 se encuentra opcionalmente sustituido
con OH, CN, NO2 o0 CO2CHjs;

R#2 es H o alquilo C14;y

nes0o1.

En algunas modalidades, el lado izquierdo de Q se une a R®y el lado derecho de Q
se une a R’.

En algunas modalidades, un atomo de azufre del resto disulfuro de Q es parte de
un residuo de cisteina de R’.

Los péptidos adecuados para su uso como R’ se describen, por ejemplo, en las
patentes de los Estados Unidos 8.076.451 y 9.289.508 (que se incorporan en la
presente mediante esta referencia en su totalidad), aunque podrian usarse otros
péptidos capaces de tal insercion selectiva. Otros péptidos adecuados se describen,
por ejemplo, en Weerakkody, et al., PNAS 110 (15), 5834-5839 (9 de abril de 2013),
que también se incorpora a la presente mediante esta referencia en su totalidad. Sin
adherir a una teoria, se cree que el péptido R’ se pliega de forma inversa e inserta
a través de las membranas celulares en respuesta a los cambios de pH. El péptido
R” puede dirigirse al tejido acido y transferir selectivamente moléculas polares

impermeables para las células a través de las membranas celulares en respuesta
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al pH extracelular bajo. En algunas modalidades, R’ es un péptido capaz de
suministrar selectivamente RsQ- a través de una membrana celular con un manto
acido o hipoxico que tenga un pH inferior a alrededor de 6,0. En algunas
modalidades, R’ es un péptido capaz de suministrar selectivamente RsQ- a través
de una membrana celular con un manto acido o hipéxico que tenga un pH inferior a
alrededor de 6,5. En algunas modalidades, R’ es un péptido capaz de suministrar
selectivamente RsQ- a través de una membrana celular con un manto acido o
hipoxico que tenga un pH inferior a alrededor de 5,5. En algunas modalidades, R’
es un péptido capaz de suministrar selectivamente RsQ- a través de una membrana
celular con un manto acido o hipéxico que tenga un pH de entre alrededor de 5,0 y
alrededor de 6,0.

En algunas modalidades, R’ esta unido a Q a través de un residuo de cisteina de
R’. En algunas modalidades, el atomo de azufre del residuo de cisteina puede
formar parte del enlace disulfuro del enlazador que contenga el enlace disulfuro.
En algunas modalidades, R” es un péptido que comprende al menos una de las
siguientes secuencias:

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1),
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2),y
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3);
Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4);
y

AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5);
donde R’ esta unido a Q a través de un residuo de cisteina de R’.

En algunas modalidades, R” es un péptido que comprende al menos una de las
siguientes secuencias:

ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1),
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2),y
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3),

donde R7 esta unido a Q a través de un residuo de cisteina de R’.

En algunas modalidades, R’ es un péptido que comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1).
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En algunas modalidades, R’ es un péptido que comprende la secuencia
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).

En algunas modalidades, R’ es un péptido que comprende la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, R’ es un péptido que comprende la secuencia
Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4).
En algunas modalidades, R’ es un péptido que comprende la secuencia
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5)

En algunas modalidades, R’ es un péptido que consiste en la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1).

En algunas modalidades, R’ es un péptido que consiste en la secuencia
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).

En algunas modalidades, R’ es un péptido que consiste en la secuencia
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, R’ es un péptido que consiste en la secuencia Ac-
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG (SEQ ID NO. 4; Pv4).
En algunas modalidades, R’ es un péptido que consiste en la secuencia
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC (SEQ ID NO. 5; Pv5)

En algunas modalidades, R? es un péptido que comprende al menos una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 6 a la SEQ ID NO: 311, como se muestra en la tabla
1.

En algunas modalidades, R es un péptido que consiste en al menos una secuencia
seleccionada de la SEQ ID NO: 6 a la SEQ ID NO: 311, como se muestra en la tabla
1.

Tabla 1. Secuencias de R’ adicionales

SEQ
ID
NO.

Secuencia

6

AAEQNPIYWWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

7

AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT
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8 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

9 AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

10 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
11 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
12 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG
13 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

14 AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

15 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG
16 AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECT

17 ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGTG
18 ACEQNPIYWARYAKWLFTTPLLLLKLALLVDADEGTG
19 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT
20 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLALALLVDADEGT

21 AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

22 AAEQNPIYWARYADWLFTTALLLLDLALLVDADEGT

23 AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGT

24 AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

25 AAEQNPIIYWARYADWLFTDLPLLLLDLLALLVDADEGT
26 GEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
27 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG
28 GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG
29 GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
30 GGEQNPIYWARYAWDLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
31 AAEQNPIYWARYADWLFTTGLLLLDLALLVDADEGT

32 DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
33 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADEGCT
34 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
35 DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
36 AEQNPIYWARYADFLFTTPLLLLDLALLVDADET

37 AEQNPIYFARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT
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38 AEQNPIYFARYADFLFTTPLLLLDLALLWDADET

39 AKEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDG

40 ACEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDG

41 AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDCG

42 AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLELALLVECG

43 AKEDQNPYWRAYADLFTPLTLLDLLALWDG

44 ACEDQNPYWRAYADLFTPLTLLDLLALWDG

45 ACDDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLW

46 TEDADVLLALDLLLLPTTFLWD

47 AEQNPIYWARYADWLFTTPL

48 AEQNPIYWARYADWLFTTPCL

49 ACEQNPIYWARYADWLFTTPL

50 AEQNPIYFARYADWLFTTPL

51 KEDQNPWARYADLLFPTTLAW

52 ACEDQNPWARYADLLFPTTLAW

53 ACEDQNPWARYADWLFPTTLLLLD

54 ACEEQNPWARYAELLFPTTLAW

95 ACEEQNPWARYAEWLFPTTLLLLE

56 ACEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

57 GGEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLYV DADEGT
58 ACEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV

59 WARYADWLFTTPLLLLDLALLYV DADEGTCG

60 WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGCT

61 GGEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLY DADEGTCG
62 ACEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT
63 AKEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT
64 AKEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADECT
65 AAEQNPIY WARYADWLFTTALLLLDLALLYV DADEGT
66 ACAEQNPIY WARYADWLFTTGLLLLDLALLY DADEGT
67 AEQNPIY WARYADFLFTTALLLLDLALLYV DADE_T
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68 | AEQNPIY FARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT

69 | AEQNPIY FARYADFLFTTPLLLLDLALLW DADE_T

70 | AKEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG____
71 | ACEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG_____
72 | AEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG_____
73 | AEDQNP_Y WARYADWLFTTPLLLLELALLV ECG____
74 | AKEDQNP_Y WRAYAD_LFT_PLTLLDLLALW DG_____
75 | ACEDQNP_Y WRAYAD LFT PLTLLDLLALWDG_____
76 | AKEDQNDP_Y WARYADWLFTTPLLLLDLALLV G_____
77 | TEDADVLLALDLLLLPTTFLWDAYRAWYPNQECA

78 | GGEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLY DADEGT
79 | AEQNPIY WARYADWLFTTPL

80 | AEQNPIY WARYADWLFTTPCL

81 | ACEQNPIY WARYADWLFTTPL

82 | ACEQNPIY FARYADWLFTTPL

83 | ACDDQNP WRAYLDLLFPTDTLLLDLLW

84 | ACEEQNP WRAYLELLFPTETLLLELLW

85 | ACDDQNP WARYLDWLFPTDTLLLDL

86 | CDNNNP WRAYLDLLFPTDTLLLDW

87 | ACEEQNP WARYLEWLFPTETLLLEL

88 | ACEDQNP WARYADWLFPTTLLLLD

89 | ACEEQNP WARYAEWLFPTTLLLLE

90 | ACEDQNP WARYADLLFPTTLAW

91 | ACEDQNP WARYAELLFPTTLW

92 | KEDQNP WARYADLLFPTTLW

93 | DDDEDNP IYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
94 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
95 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
96 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
97 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
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98

ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGIG

99 ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

100 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT
101 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG
102 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG
103 | GGEQNPIYWARYAWDLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
104 | AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
105 | AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
106 | GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
107 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
108 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
109 | AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
110 | ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGTG
111 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
112 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
113 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
114 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
115 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
116 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT
117 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
118 | AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
119 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG
120 | GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
121 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
122 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
123 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDALLVNANQGT

124 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
125 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
126 | ACEQNPIYWARYAKWLFTTPLLLLKLALLVDADEGTG
127 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
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128 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

129 | GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

130 | AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

131 | AAEQNPIYWARYADWLFTDLPLLLLDLLALLVDADEGT

132 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG

133 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG

134 | AAEQNPIYWARYADWLFTTGLLLLDLALLVDADEGT

135 | AEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

136 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

137 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLDADEGTCG

138 | GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

139 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLALALLVDADEGTCG

140 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG ......... EGTK(rodamina
)C(faloidina)G

141 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLDADEGTKCG

142 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

143 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC(faloidina)G

144 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

145 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

146 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG

147 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

148 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT

149 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT

150 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT

151 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

152 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC(faloidina)G

153 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG

154 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG

155 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLBGALLVDADECT

156 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
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157 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLBGALLVNADECT
158 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLBGALLVNANECT
159 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLIBGALLVDADECT
160 | DDDEDNPIYWARYADWTFTTPLLLLHGALLVDADECT
161 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
162 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
163 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
164 | DDDEDNPIYWARYHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
165 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
166 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
167 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
168 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
169 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
170 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVNANQGT
171 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
172 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
173 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
174 | DDDEDNPIYWARYAHMLFTTPLLLLDGALLVDADECT
175 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
176 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLDGALLVDADECT
177 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
178 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADECT
179 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADECT
180 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANECT
181 | AAEQNPIYWARYADWLFTTGLLLLDLALLVDADEGT
182 | GGEQNPIYWARYAWDLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
183 | GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
184 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
185 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
186 | AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
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187 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDALLVDADEGTCG

188 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG

189 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLDLLALLVDADEGTCG

190 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLLDALLVDADEGTCG

191 | GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

192 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

193 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

194 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

195 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

196 | GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

197 | AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

198 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

199 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

200 | GGEQNPIYWAQYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

201 | AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

202 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG

203 | . EGTK(ridamina)C(faloidina)G

204 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG

205 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG

206 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC(faloidina)G

207 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG

208 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG

209 | AAEQNPIYWARYADWLFTDLPLLLLDLLALLVDADEGT

210 | AAEQNPIYWARYAAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

211 | GGEQNPIYWAQYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

212 | GGEQNPIYWAQDYAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

213 | GGEQNPIYWARYDAWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

214 | AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

215 | AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG

216 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLALALLVDADEGTCG
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217 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
218 | AAEQNPIYWARYAEWLFTTPLLLLELALLVDADEGTCG
219 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG
220 | ACEQNPIYWARYAKWLFTTPLLLLKLALLVDADEGTG

221 | ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGTG

222 | AAEQNPIYWARYADWLFTTALLLLDLALLVDADEGT

223 | AEQNPIYFARYADLLFPTTLAW

224 | AEQNPIYWARYADLLFPTTLAF

225 | AEQNPIYWARYADLLFPTTLAW

226 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

227 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGT

228 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
229 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG
230 | AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECT

231 | CCTCTTACCTCAGTTACA

232 | D-Arg8 D-Arg8-CCTCTTACCTCAGTTACA

233 | D-Lys4 D-Lys4-CCTCTTACCTCAGTTACA

234 | S-S-CCTCTTACCTCAGTTACA

235 | S-S-CCTCTGACCTCATTTACA

236 | D-Arg8-Deca D-Arg8-Deca-CCTCTTACCTCAGTTACA

237 | D-Arg8-Deca-error de emparejamientoD-Arg8-Deca-CCTCTGACCTCATTTACA
238 | S-S-CCTCTTACCTCAGTTACA

239 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG
240 | AEDQNPYWARYDWLFTTPLLLLDLALLVDCG

241 | AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLELALLVECG

242 | AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGCT

243 | ACEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADET

244 | AE-QN-PI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGT-COOH
245 | AEDQN-P- YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV D---G--COOH
246 | AEDQNDP-YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV----G--COOH
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247 | AEQNPI YWARYADFLFTTPLLLLDLALLV DADET-COOH

248 | AEQNPI YFARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADET-COOH

249 | AEQNPI YFARYADFLFTTPLLLLDLALLW DADET-COOH

250 | AE-QN-PI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGCT-COOH
251 | AEDQN-PI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DC--G-T-COOH
252 | AEDQNDPI YWARYADWLFTTPLLLLELALLV EC--G-T-COOH
253 | Quelato-ACEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

254 | AEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLYV DADEGT-COOH

255 | AKEDQNPY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG-COOH

256 | AKEDQNDPY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV G-COOH

257 | AEQNPI YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DADEGC-Biotina-T-COO H
258 | AEDQNP YWARYADWLFTTPLLLLDLALLV DC-Biotina-G-COOH
259 | AEDQNP YWARYADWLFTTPLLLLELALLV EC-Biotina-G-COOH
260 | ACEQNPIY WARYADWLFTTPLLLLDLALLYV DADEGT

261 | ACEDQNPY WARYADWLFTTPLLLLDLALLV DG

262 | ACEDQNPY WRAYADLFTPLTLLDLLALW DG

263 | ACDDQNP WRAYLDLLFPTDTLLLDLLW

264 | WRAYLELLFPTETLLLELLW

265 | WARYLDWLFPTDTLLLDL

266 | WRAYLDLLFPTDTLLLDW

267 | WARYLEWLFPTETLLLEL

268 | WAQYLELLFPTETLLLEW

269 | WRAYLELLFPTETLLLEW

270 | WARYADWLFPTTLLLLD

271 | WARYAEWLFPTTLLLLE

272 | ACEDQNP WARYADLLFPTTLAW

273 | ACEEQNP WARYAELLFPTTLAW

274 | Ac-TEDAD VLLALDLLLLPTTFLWDAYRAW YPNQECA-Am

275 | CODDDDNPNY WARYANWLFTTPLLLLNGALLV EAEET

276

CDDDDDNPNY WARYAPWLFTTPLLLLPGALLV EAEET
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277 | Ac-AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGCT
278 | Ac-AKEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTG
279 | ACEQNPIYWARYANWLFTTPLLLLNLALLVDADEGT

280 | Ac-AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLELALLVDADEGTKCG
281 | DDDEDNPIYWARYADWLFTTPLLLLHGALLVDADET

282 | CDDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADET
283 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVDADEGT
284 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNADEGT
285 | DDDEDNPIYWARYAHWLFTTPLLLLHGALLVNANEGT
286 | AKEDQNDPYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVG

287 | AEDQNPYWARYADWLFTTPLLLLELALLVCG

288 | AKDDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWC

289 | ACEEQNPWRAYLELLFPTETLLLELLW

290 | ACDDQNPWARYLDWLFPTDTLLLDL

291 | CDNNNPWRAYLDLLFPTDTLLLDW

292 | CEEQQPWAQYLELLFPTETLLLEW

293 | EEQQPWRAYLELLFPTETLLLEW

294 | CODDDDNPNYWARYANWLFTTPLLLLNGALLVEAEET
295 | CDDDDDNPNYWARYAPWLFTTPLLLLPGALLVEAEE
296 | AEQNPIYFARYADLLFPTTLAW

297 | AEQNPIYWARYADLLFPTTLAF

298 | AEQNPIYWARYADLLFPTTLAW

299 | KEDQNPWARYADLLFPTTLW

300 | ACEEQNPQAEYAEWLFPTTLLLLE

301 | AAEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

302 | AKEEQNPWARYLEWLFPTETLLLEL

303 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTGG
304 | XXEXNPIYWAXXXXXLFTXXLLLXXXALLVXAXXXTXG
305 | DAAEQNPIYWARYADWLFTTLPLLLLDLLALLVDADEGTKGG
306 | GGEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTGG
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307 | XXEXNPIYWAXXXXXLFTXXLLLXXXALLVXAXXXTGG

308 | DGGEQNDPIYWARYADWLFTTLPLLLLDLLALLVDADEGCTXGG
309 | AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTCG

310 | AEDQNPYWARYDWLFTTPLLLLDLALLVDCG

311 | GLAGLAGLLGLEGLLGLPLGLLEGLWLGLELEGN

10

15

20

25

En algunas modalidades, R” es un péptido que tiene de 10 a 50 aminoacidos.
En algunas modalidades, R’ es un péptido que tiene de 20 a 40 aminoéacidos. En
algunas modalidades, R” es un péptido que tiene de 20 a 40 aminoacidos. En
algunas modalidades, R’ es un péptido que tiene de 10 a 20 aminoacidos. En
algunas modalidades, R’ es un péptido que tiene de 20 a 30 aminoacidos. En
algunas modalidades, R” es un péptido que tiene de 30 a 40 aminoécidos.

Las moléculas terapéuticas adecuadas (por ejemplo, R®) para usar en la
invencion incluyen aquellas que tienen efectos secundarios indeseables cuando se
administran sistémicamente debido a su posible efecto perjudicial sobre el tejido
normal. Los ejemplos de moléculas terapéuticas son compuestos inhibidores de la
reparacion del ADN, tales como inhibidores de PARP, ATR, DNK-PK'y ATM. Dicho
compuesto inhibidor de la reparacion del ADN es util para el tratamiento del cancer
y otras enfermedades en las que seria deseable la inhibicion de la reparacion del
ADN.

Tres inhibidores de PARP (olaparib, rucaparib y niraparib) estan actualmente
disponibles en el mercado y otros estan en desarrollo, como AG-014699
(Agouron/Pfizer), KU-0059436 (KuDOS/AstraZeneca), INO-1001
(Inotek/Genentech), NT-125 (actualmente E-7449; Eisai; 3H-piridazino[3,4,5-
de]quinazolin-3-ona, 8-[(1,3-dihidro-2H-isoindol-2-il)metil]-1,2-dihidro-), 2X-121 (2X
Oncology; 3H-piridazino[3,4,5-de]quinazolin-3-ona, 8-[(1,3-dihidro-2H-isoindol-2-
il)metil]-1,2-dihidro-) y ABT-888 (Abbvie). Los inhibidores de PARP se describen
(por ejemplo) en las patentes de los Estados Unidos 6.100.283; 6.310.082;
6.495.541; 6.548.494; 6.696.437; 7.151.102; 7.196.085; 7.449.464; 7.692.006;
7.781.596; 8.067.613; 8.071.623; y 8.697.736, cuyas patentes se incorporan a la

presente mediante esta referencia en su totalidad.
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En algunas modalidades, cada uno de R' y R? se selecciona independientemente
de Hy metilo, y cada uno de R3, R%, R®y R® es hidrdgeno.

En algunas modalidades, cada uno de R' y R? se selecciona independientemente
de Hy metilo.

En algunas modalidades, cada uno de R" y R? es H.

En algunas modalidades, cada uno de R®y R* es H.

En algunas modalidades, cada uno de Ry R® es H.

En algunas modalidades, cada uno de R® R, R'" y R'™ se selecciona
independientemente de H y metilo.

En algunas modalidades, la enzima capaz de escindir [AA]x es catepsina B,
metaloproteinasas de matriz (MMP, por sus siglas en inglés), DPPIV, glicoproteina,
peptidasa o caspasa. En algunas modalidades, [AA]x es un péptido que tiene de
dos a doce (x es de 2 a 12) residuos de aminoacidos (AA). En algunas modalidades,
[AA]x es un péptido que tiene de dos a diez (x es de 2 a 10) residuos de aminoacidos
(AA). En algunas modalidades, [AA]x es un péptido que tiene de dos a cinco (x es
de 2 a 5) residuos de aminoacidos (AA). En algunas modalidades, [AA]x es un
péptido que tiene de seis a nueve (x es de 6 a 9) residuos de aminoacidos (AA). En
algunas modalidades, [AA]x es un péptido que tiene de tres a ocho (x es de 3 a 8)
residuos de aminoacidos (AA).

Los enlaces peptidicos (por ejemplo, [AA]x) que pueden ser escindidos por
proteinas se describen en Yang, Y., Acta Pharmaceutica Sinica B 2011, 1(3), 143-
159; Choi, K., Theranostics 2012, 2, 156-178; y Anderson, C., Ind. Eng. Chem. Res.
2017, 56, 4761-5777.

Los enlazadores peptidicos (por ejemplo, [AA]x) que pueden ser escindidos por
DPPIV se describen en Diez-Torrubia, A., J. Med. Chem. 2010, 53, 559-572; Garcia-
Aparicio, C., J. Med. Chem. 2006, 49, 5339-5351; Diez-Torrubia, A.,
ChemMedChem 2012, 7, 618-628; Dahan, A., Mol. Pharmaceutics 2014, 11, 4385-
4394; Wickstrom, M., Oncotarget 2017, 8, 66641-66655; y Simplicio, A. L.,
Molecules, 2008, 13, 519-547.

Los enlazadores peptidicos (por ejemplo, [AA]x) que pueden ser escindidos por la
catepsina B se describen en Caculitan, N., Cancer Res. 2017, 77(24), 7027-7037;
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Zhong, Y-J, International Journal of Oncology 2013, 42, 373-383; y Fan, P., Drug
Metabolism and Disposition 2016, 44, 1253-1261.

Los enlazadores peptidicos (por ejemplo, [AA]x) que pueden ser escindidos por
MMP (por ejemplo, MMP-9) se describen en Kalafatovic, D., Biomaterials 98 (2016),
192-202; Kim, HS, Gene Therapy 2013, 20, 378-385; y Yao, W., Trends in
Pharmacological Sciences 2018, 39, 766-781.

En algunas modalidades, [AA]x es -Pro_Gily-; -Val_Cit-, -
Gly Pro _Leu Gly Leu Ala_Gly _Asp_Asp-, -Gly_Pro_GlLeu_Gly Val _Arg Gly o -
Ser_Ser_Lys Leu_Gly-.

En algunas modalidades, S1 es un grupo que tiene la siguiente estructura:

° 1

El grupo S1 puede ser un carbohidrato que puede ser escindido por la
glucuronidasa. Dichos grupos de carbohidratos se usan en la técnica como
profarmacos de glucuronido y se describen en Grinda, M. Med. Chem. Commun.
2012, 3, 68-70; Herceg, V., Biorganic Chemistry 2018, 78, 372-380; Adiyala P.,
Bioorganic Chemistry 2018, 76, 288-293; y Kolakowski, R., Angew. Chem. Int. Ed.
2016, 55, 7948-7951.

En este documento se proporciona también un compuesto de la formula (1)
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R8—Q—R7
(1)

y las sales farmacéuticamente aceptables de este, en el que

R8 es un miembro seleccionado del grupo que consiste en:
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Q es un miembro seleccionado del grupo que consiste

R1 R2
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donde R', R?, R3, R*, R% y R® se seleccionan independientemente de H, alquilo C1-
C4 opcionalmente sustituido, alquenilo C1-C4 opcionalmente sustituido, alcoxi C1-C4
opcionalmente sustituido, amino opcionalmente sustituido con uno o dos
sustituyentes alquilo C1-C4, halo, nitro o hidroxilo, y donde [NH,O,S} significa un
resto de enlace NH, O o S,

y

R” es un péptido capaz de suministrar selectivamente R8Q a través de una
membrana celular con un manto acido o hipoxico de forma dependiente del pH.

En algunas modalidades, R” es un miembro seleccionado del grupo que consiste
en ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID NO. 1; Pv1),
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2),y
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG (SEQ ID NO. 3; Pv3),

donde R’ y Q estan unidos a través de un residuo de cisteina.

En algunas modalidades, cada uno de R' y R? se selecciona independientemente
de Hy metilo, y cada uno de R3, R%, R®y R® es hidrdgeno.

En algunas modalidades, R’ es ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG (SEQ ID
NO. 1; Pv1).

En algunas modalidades, R’ es
AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG (SEQ ID NO. 2; Pv2).

En algunas modalidades, R” es ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG
(SEQ ID NO. 3; Pv3).

En algunas modalidades, el compuesto de la férmula (I) se selecciona de:
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Las moléculas de la invencidn se pueden etiquetar, por ejemplo, con una sonda tal
como un fluoréforo, radioisétopo y similares. En algunas modalidades, la sonda es
una sonda fluorescente, tal como LICOR. Una sonda fluorescente puede incluir
cualquier resto que pueda reemitir luz tras la excitacion luminica (por ejemplo, un
fluoréforo).

Los aminoacidos estan representados por las abreviaturas IUPAC, de la siguiente
forma: alanina (Ala; A), arginina (Arg; R), asparagina (Asn; N), acido aspartico (Asp;
D), cisteina (Cys; C), glutamina (GIn; Q), acido glutamico (Glu; E), glicina (Gly; G),
histidina (His; H), isoleucina (lle; 1), leucina (Leu; L), lisina (Lys; K), metionina (Met;
M), fenilalanina (Phe; F), prolina (Pro; P), serina (Ser; S), treonina (Thr; T), triptéfano
(Trp; W), tirosina (Tyr; Y), valina (Val; V). ElI término “Pv1” significa
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWCG, que es el péptido de la SEQ ID NO. 1.
El término “Pv2” significa AEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADECG, que
es el péptido de SEQ ID NO. 2. ElI término “Pv3” significa
ADDQNPWRAYLDLLFPTDTLLLDLLWDADECG, que es el péptido de SEQ ID NO.

3. El término "Pv4" significa Ac-
AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTKCG, que es el péptido de
SEQ ID NO. 4. El término "Pv5" significa

AAEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADEGTC, que es el péptido de SEQ
ID NO. 5. En los compuestos de la invencion, los péptidos R? estan unidos al
enlazador disulfuro mediante el resto cisteina.

El término "manto acido y/o hipoxico" se refiere al entorno de la célula en el tejido
enfermo en cuanto a que tiene un pH inferior a 7,0 y, preferiblemente, inferior a 6,5.

Un manto acido o hipéxico mas preferiblemente tiene un pH de alrededor de 5,5y,
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aun mas preferiblemente, tiene un pH de alrededor de 5,0. Los compuestos de la
férmula (1) se insertan a través de una membrana celular con un manto acido y/o
hipdxico de forma dependiente del pH para insertar R8Q en la célula, tras lo cual el
enlazador disulfuro se escinde para suministrar R8H libre. Dado que los compuestos
de la féormula () dependen del pH, se insertan preferentemente a través de una
membrana celular solamente en presencia de un manto acido o hipoxico que rodee
la célula y no a través de la membrana celular de las células "normales"”, que no
tienen un manto acido o hipdxico.

Los términos "sensible al pH" o "dependiente del pH" como se usan en este
documento para referirse al péptido R7 o al modo de insercion del péptido R’ o de
los compuestos de la invencion a través de una membrana celular significa que el
péptido tiene una mayor afinidad por una bicapa lipidica de la membrana celular con
un manto acido o hipéxico que una bicapa lipidica de la membrana a pH neutro. Por
lo tanto, los compuestos de la invencion se insertan preferentemente a través de la
membrana celular para insertar R®Q en el interior de la célula (y asi suministrar R®H
como se describio anteriormente) cuando la bicapa lipidica de la membrana celular
tiene un manto acido o hipoxico (una célula "enferma"), pero no se inserta a través
de una membrana celular cuando el manto (el entorno de la bicapa lipidica de la
membrana celular) no es acido o hipdéxico (una célula "normal"). Se cree que esta
insercion preferencial se logra como resultado de que el péptido R? forme una
configuracion helicoidal, que facilita la insercién en la membrana.

Se aprecia ademas que ciertas caracteristicas de la invencion que, por motivos de
claridad, se describen en el contexto de modalidades separadas, también se pueden
proporcionar en combinacién en una sola modalidad (mientras que las modalidades
estan previstas para combinarse como si estuvieran escritas en multiples formas
dependientes). Por el contrario, varias caracteristicas de la invencién que, por
motivos de brevedad, se describen en el contexto de una sola modalidad, también
se pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.
Por lo tanto, se contempla que las caracteristicas descritas como modalidades de
los compuestos de la formula (1) se puedan combinar en cualquier combinacion

adecuada.
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En varias partes de la presente memoria descriptiva, ciertas caracteristicas de los
compuestos se describen en grupos o en intervalos. Se pretende especificamente
que dicha descripcion incluya todas y cada una de las subcombinaciones
individuales de los miembros de dichos grupos e intervalos. Por ejemplo, el término
"alquilo C16" esta previsto especificamente para describir individualmente (sin
limitacion) metilo, etilo, alquilo C 3, alquilo C4, alquilo Cs y alquilo Ce.

El término "de n miembros", donde n es un numero entero, tipicamente describe el
numero de atomos formadores de anillos en un resto donde el numero de atomos
formadores de anillos es n. Por ejemplo, piperidinilo es un ejemplo de un anillo
heterocicloalquilo de 6 miembros, pirazolilo es un ejemplo de un anillo heteroarilo
de 5 miembros, piridilo es un ejemplo de un anillo heteroarilo de 6 miembros y

1,2,3,4-tetrahidro-naftaleno es un ejemplo de un grupo cicloalquilo de 10 miembros.

En varias partes en la presente memoria descriptiva, se pueden describir variables
que definen grupos de enlace divalentes. Se pretende especificamente que cada
sustituyente de enlace incluya tanto las formas directas como inversas del
sustituyente de enlace. Por ejemplo, -NR(CR'R")n- incluye tanto -NR(CR'R")n- como
-(CR'R")nNR- y esta previsto para describir cada una de las formas individualmente.
Cuando la estructura requiere un grupo de enlace, se entiende que las variables de
Markush enumeradas para ese grupo son grupos de enlace. Por ejemplo, si la
estructura requiere un grupo de enlace y la definicion del grupo Markush para esa
variable enumera "alquilo" o "arilo", entonces se entiende que el "alquilo" o "arilo"
representa un grupo alquileno o grupo arileno de enlace, respectivamente.

El término "sustituido" significa que un atomo o grupo de atomos remplaza
formalmente al hidrdgeno como un "sustituyente" unido a otro grupo. A menos que
se indique lo contrario, el término "sustituido" se refiere a cualquier nivel de
sustitucion, por ejemplo, mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustitucion, cuando dicha
sustitucion esté permitida. Los sustituyentes se seleccionan independientemente y
la sustitucion puede estar en cualquier posicidon quimicamente accesible. Debe
entenderse que la sustitucién en un atomo dado esta limitada por la valencia. Debe

entenderse que la sustitucion en un atomo dado da como resultado una molécula
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quimicamente estable. La frase "opcionalmente sustituido" significa no sustituido o
sustituido. El término "sustituido" significa que se elimina un atomo de hidrégeno y
se reemplaza con un sustituyente. Un unico sustituyente divalente, por ejemplo, oxo,
puede remplazar dos atomos de hidrégeno.

El término "Cnh-m" indica un intervalo que incluye los valores extremos, en donde ny
m son enteros e indican el numero de carbonos. Los ejemplos incluyen C1.4, C16 Yy
similares.

El término "alquilo", empleado solo o en combinacién con otros términos, se refiere
a un grupo hidrocarbonado saturado que puede ser de cadena lineal o ramificada.
El término "alquilo Cn.m" se refiere a un grupo alquilo que tiene n a m atomos de
carbono. Un grupo alquilo corresponde formalmente a un alcano con un enlace C-
H remplazado por el punto de unién del grupo alquilo al resto del compuesto. En
algunas modalidades, el grupo alquilo contiene de 1 a 6 atomos de carbono, de 1 a
4 atomos de carbono, de 1 a 3 atomos de carbono o de 1 a 2 atomos de carbono.
Los ejemplos de restos alquilo incluyen, de modo no taxativo, grupos quimicos tales
como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, terc-butilo, isobutilo, sec-butilo,
homologos superiores tales como 2-metil-1-butilo, n-penilo, 3-pentilo, n-hexilo,
1,2,2-trimetilpropilo y similares.

El término "alquenilo", empleado solo o en combinacion con otros términos, se
refiere a un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que corresponde a
un grupo alquilo con uno o mas enlaces dobles carbono-carbono. Un grupo
alquenilo corresponde formalmente a un alqueno con un enlace C-H remplazado
por el punto de union del grupo alquenilo al resto del compuesto. El término
"alquenilo Cn-m" se refiere a un grupo alquenilo que tiene n a m carbonos. En algunas
modalidades, el resto alquenilo contiene 2 a 6, 2 a 4, 0 2 a 3 atomos de carbono.
Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen, de modo no taxativo, etenilo, n-
propenilo, isopropenilo, n-butenilo, sec-butenilo y similares.

El término "alquinilo", empleado solo o en combinacion con otros términos, se refiere
a un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada que corresponde a un
grupo alquilo con uno o mas enlaces triples carbono-carbono. Un grupo alquinilo

corresponde formalmente a un alquino con un enlace C-H remplazado por el punto
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de unién del grupo alquilo al resto del compuesto. El término "alquinilo Cn-m" se
refiere a un grupo alquinilo que tiene n a m carbonos. Los ejemplos de grupos
alquinilo incluyen, de modo no taxativo, etinilo, propin-1-ilo, propin-2-ilo y similares.
En algunas modalidades, el resto alquinilo contiene 2 a 6, 2 a 4, 0 2 a 3 atomos de
carbono.

El término "alquileno", empleado solo o en combinacion con otros términos, se
refiere a un grupo de enlace de alquilo divalente. Un grupo alquileno corresponde
formalmente a un alcano con dos enlaces C-H remplazados por puntos de unién del
grupo alquileno al resto del compuesto. El término "alquileno Cn-m" se refiere a un
grupo alquileno que tiene n a m atomos de carbono. Los ejemplos de grupos
alquileno incluyen, de modo no taxativo, etan-1,2-diilo, etan-1,1-diilo, propan-1,3-
diilo, propan-1,2-diilo, propan-1,1-diilo, butan-1,4-diilo, butan-1,3-diilo, butan-1,2-
diilo, 2-metil-propan-1,3-diilo y similares.

El término "amino" se refiere a un grupo de formula —NH: .

El término "carbonilo", empleado solo o en combinacion con otros términos, se
refiere a un grupo -C(=0)-, que también puede escribirse como C(O).

Los términos "ciano" o "nitrilo" se refieren a un grupo de féormula —C=N, que también
puede escribirse como -CN.

Los términos "halo" o "halégeno", usados solos o en combinaciéon con otros
términos, se refieren a fluoro, cloro, bromo y yodo. En algunas modalidades, "halo"
se refiere a un atomo de halégeno seleccionado de F, Cl o Br. En algunas
modalidades, los grupos halo son F.

El término "haloalquilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un
grupo alquilo en el que uno o mas de los atomos de hidrégeno se encuentran
remplazados por un atomo de halégeno. El término "haloalquilo Cn-m" se refiere a
un grupo alquilo Cn-m que tiene n a m atomos de carbono y de al menos uno hasta
{2(n a m)+1} atomos de haldégeno, que pueden ser iguales o diferentes. En algunas
modalidades, los atomos de halégeno son atomos de fluoro. En algunas
modalidades, el grupo haloalquilo tiene 1 a 6 o0 1 a 4 atomos de carbono. Los
ejemplos de grupos haloalquilo incluyen CF3, C2Fs, CHF2, CH2F, CCls, CHCI2, C2Cls

y similares. En algunas modalidades, el grupo haloalquilo es un grupo fluoroalquilo.
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El término "haloalcoxi", empleado solo o en combinaciéon con otros términos, se
refiere a un grupo de formula -O-haloalquilo, en el que el grupo haloalquilo es como

se definid anteriormente. El término "haloalcoxi Cn.m" se refiere a un grupo
haloalcoxi, cuyo grupo haloalquilo tiene de n a m carbonos. Los ejemplos de grupos
haloalcoxi incluyen trifluorometoxi y similares. En algunas modalidades, el grupo
haloalquilo tiene 1 a6, 1 a4, 0 1 a 3 atomos de carbono.

El término "oxo" se refiere a un atomo de oxigeno como un sustituyente divalente,
que forma un grupo carbonilo cuando se une al carbono o se une a un heteroatomo
para formar un grupo sulféxido o sulfona, o un grupo N-Oxido. En algunas
modalidades, los grupos heterociclicos pueden estar opcionalmente sustituidos con
1 0 2 sustituyentes oxo (=0).

El término "oxidado" en referencia a un atomo de N formador de anillo se refiere a
un N-6xido formador de anillo.

El término "oxidado" en referencia a un atomo de S formador de anillo se refiere a
un sulfonilo formador de anillo o un sulfinilo formador de anillo.

El término "aromatico" se refiere a un carbociclo o heterociclo que tiene uno o mas
anillos poliinsaturados con caracter aromatico (es decir, con (4n + 2) electrones «
(pi) deslocalizados, donde n es un entero).

El término "arilo", empleado solo o en combinacion con otros términos, se refiere a
un grupo hidrocarbonado aromatico, que puede ser monociclico o policiclico (por
ejemplo, con 2 anillos fusionados). El término "arilo Cn-m" se refiere a un grupo arilo
que tiene n a m atomos de carbono en el anillo. Los grupos arilo incluyen, por
ejemplo, fenilo, naftilo y similares. En algunas modalidades, los grupos arilo tienen
de 6 a alrededor de 10 atomos de carbono. En algunas modalidades, los grupos
arilo tienen 6 atomos de carbono. En algunas modalidades, los grupos arilo tienen
10 atomos de carbono. En algunas modalidades, el grupo arilo es fenilo.

Los términos "heteroarilo" o "heteroaromatico"”, empleados solos o en combinacion
con otros términos, se refieren a un heterociclo aromatico monociclico o policiclico
con al menos un miembro del anillo heteroatomo seleccionado de azufre, oxigenoy
nitrégeno. En algunas modalidades, el anillo heteroarilo tiene 1, 2, 3 0 4 miembros

del anillo heteroatomo seleccionados independientemente de nitrégeno, azufre y



10

15

20

25

30

55

oxigeno. En algunas modalidades, cualquier N formador de anillo en un resto
heteroarilo puede ser un N-6xido. En algunas modalidades, el anillo heteroarilo tiene
5-14 atomos en el anillo incluidos atomos de carbono y 1, 2, 3 0 4 miembros del
anillo heteroatomo seleccionados independientemente de nitrogeno, azufre vy
oxigeno. En algunas modalidades, el anillo heteroarilo tiene 5-10 atomos en el anillo
incluidos atomos de carbono y 1, 2, 3 0 4 miembros del anillo heteroatomo
seleccionados independientemente de nitrégeno, azufre y oxigeno. En algunas
modalidades, el anillo heteroarilo tiene 5-6 atomos en el anilloy 1 o 2 miembros del
anillo heteroatomo seleccionados independientemente de nitrogeno, azufre vy
oxigeno. En algunas modalidades, el heteroarilo es un anillo heteroarilo de cinco o
seis miembros. En otras modalidades, el heteroarilo es un anillo heteroarilo biciclico
fusionado de ocho miembros, nueve miembros o diez miembros.

Un anillo heteroarilo de cinco miembros es un grupo heteroarilo que tiene cinco
atomos en el anillo, en el que uno o mas (por ejemplo, 1, 2 o0 3) atomos en el anillo
se seleccionan independientemente de N, O y S.

Un anillo heteroarilo de seis miembros es un grupo heteroarilo que tiene seis atomos
en el anillo, en el que uno o mas (por ejemplo, 1, 2 o 3) atomos en el anillo se
seleccionan independientemente de N, Oy S.

El término "cicloalquilo", empleado solo o en combinacién con otros términos, se
refiere a un sistema anular hidrocarbonado no aromatico (monociclico, biciclico o
policiclico), incluidos grupos alquilo y alquenilo ciclados. El término "cicloalquilo Cn-
m" se refiere a un cicloalquilo que tiene n a m atomos de carbono en el miembro del
anillo. Los grupos cicloalquilo pueden incluir grupos mono o policiclicos (por
ejemplo, con 2, 3 o 4 anillos fusionados) y espirociclos. Los grupos cicloalquilo
pueden tener 3, 4, 5, 6 o 7 carbonos formadores de anillos (Cs-7). En algunas
modalidades, el grupo cicloalquilo tiene 3 a 6 miembros del anillo, 3 a 5 miembros
del anillo o0 3 a 4 miembros del anillo. En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo
es monociclico. En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo es monociclico o
biciclico. En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo es un grupo cicloalquilo
monociclico Css. Los atomos de carbono formadores de anillo de un grupo

cicloalquilo se pueden oxidar opcionalmente para formar un grupo oxo o sulfido. Los
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grupos cicloalquilo también incluyen cicloalquilidenos. En algunas modalidades,
cicloalquilo es ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo. También se incluyen
en la definiciéon de cicloalquilo restos que tienen uno o mas anillos aromaticos
fusionados (es decir, que tienen un enlace en comun) con el anillo cicloalquilo, por
ejemplo, derivados benzo o tienilo de ciclopentano, ciclohexano y similares. Un
grupo cicloalquilo que contenga un anillo aromatico fusionado se puede unir a través
de cualquier atomo formador de anillo, incluido un atomo formador de anillo del anillo
aromatico fusionado. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, ciclopentenilo, ciclohexenilo,
ciclohexadienilo y similares. En algunas modalidades, el grupo cicloalquilo es
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo.

El término "heterocicloalquilo”, empleado solo o en combinacién con otros términos,
se refiere a un anillo o sistema anular no aromatico, que puede contener
opcionalmente uno 0 mas grupos alquenileno como parte de la estructura del anillo,
que tiene al menos un miembro del anillo heteroatomo seleccionado
independientemente de nitrégeno, azufre, oxigeno y fosforo, y que tiene 4-10
miembros del anillo, 4-7 miembros del anillo o 4-6 miembros del anillo. Dentro del
término "heterocicloalquilo” se incluyen grupos heterocicloalquilo monociclicos de
4,5,6y 7 miembros. Los grupos heterocicloalquilo pueden incluir sistemas anulares
espirociclicos o mono o biciclicos (por ejemplo, con dos anillos fusionados o
puenteados). En algunas modalidades, el anillo heteroacicloalquilo es un grupo
monociclico que tiene 1, 20 3 heteroatomos seleccionados independientemente de
nitrégeno, azufre y oxigeno. Los atomos de carbono formadores de anillo y los
heteroatomos de un grupo heterocicloalquilo se pueden oxidar opcionalmente para
formar un grupo oxo o sulfido u otro enlace oxidado ( por ejemplo, C(O), S(O), C(S)
o S(O)2, N-oxido, etc.) o se puede cuaternizar un atomo de nitrégeno. El grupo
heterocicloalquilo puede estar unido a través de un atomo de carbono formador de
anillo o un heteroatomo formador de anillo. En algunas modalidades, el grupo
heterocicloalquilo contiene de 0 a 3 enlaces dobles. En algunas modalidades, el
grupo heterocicloalquilo contiene de 0 a 2 enlaces dobles. También se incluyen en

la definicion de heterocicloalquilo restos que tienen uno o mas anillos aromaticos
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fusionados (es decir, que tienen un enlace en comun) con el anillo heterocicloalquilo,
por ejemplo, derivados benzo o tienilo de piridina, morfolina, azepina, etc. Un grupo
heterocicloalquilo que contenga un anillo aromatico fusionado se puede unir a través
de cualquier atomo formador de anillo, incluido un atomo formador de anillo del anillo
aromatico fusionado. Los ejemplos de grupos heterocicloalquilo incluyen
2pirrolidinilo, morfolinul, azetidinilo y piperazinilo.

En ciertas partes, las definiciones o modalidades se refieren a anillos especificos
(por ejemplo, un anillo azetidina, un anillo piridina, etc.). A menos que se indique lo
contrario, estos anillos se pueden unir a cualquier miembro del anillo, siempre que
no se exceda la valencia del atomo. Por ejemplo, un anillo azetidina puede estar
unido en cualquier posicion del anillo, mientras que un anillo azetidina-3-ilo esta
unido en la posicion 3.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden ser asimétricos (por
ejemplo, tener uno o mas estereocentros). Se prevén todos los estereoisémeros,
tales como enantidmeros y diasterebmeros, a menos que se indique lo contrario.
Los compuestos de la presente invencion que contienen atomos de carbono
sustituidos asimétricamente pueden aislarse en formas Opticamente activas o
racémicas. Los métodos sobre cdmo preparar formas Opticamente activas a partir
de materiales de partida épticamente inactivos son conocidos en la técnica, como
mediante resoluciéon de mezclas racémicas o mediante sintesis estereoselectiva.
Muchos isémeros geométricos de olefinas, enlaces doble C=N y similares también
pueden estar presentes en los compuestos descritos en el presente documento y
todos estos isbmeros estables se contemplan en la presente invencion. Se
describen los isobmeros geométricos cis y trans de los compuestos de la presente
invencion y pueden aislarse como una mezcla de isbmeros o como formas
isoméricas separadas.

La resolucidon de mezclas racémicas de compuestos puede llevarse a cabo
mediante cualquiera de los numerosos métodos conocidos en la técnica. Un método
incluye la recristalizacién fraccional usando un acido de resolucion quiral que sea
un acido organico formador de sales y Opticamente activo. Los agentes de

resolucion adecuados para los métodos de recristalizacion fraccional son, por



10

15

20

25

30

58

ejemplo, acidos 6pticamente activos, tales como las formas D y L de acido tartarico,
acido diacetiltartarico, acido dibenzoiltartarico, acido mandélico, acido malico, acido
lactico o los diversos acidos canforsulfénicos opticamente activos como acido -
canforsulfénico. Otros agentes de resolucion adecuados para los métodos de
cristalizacion fraccional incluyen formas estereoisoméricamente puras de a-
metilbencilamina (por ejemplo, formas S y R, o formas diastereoméricamente
puras), 2-fenilglicinol, norefedrina, efedrina, N-metilefedrina, ciclohexiletilamina, 1,2-
diaminociclohexano y similares.

La resolucion de mezclas racémicas también se puede llevar a cabo mediante
elucion en una columna cargada con un agente de resolucion épticamente activo
(por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). La composicion de disolvente de elucion
adecuada puede ser determinada por un experto en la técnica.

En algunas modalidades, los compuestos de la invencion tienen la configuracion
(R). En otras modalidades, los compuestos de la invencién tienen la configuracion
(S). En compuestos con mas de un centro quiral, cada uno de los centros quirales
en el compuesto puede ser independientemente (R) o (S), a menos que se indique
lo contrario.

Los compuestos de la invencion también incluyen formas tautoméricas. Las formas
tautoméricas son el resultado del intercambio de un enlace simple por un enlace
doble adyacente junto con la migracion concomitante de un proton. Las formas
tautoméricas incluyen tautdmeros prototropicos que son estados de protonacién
isoméricos con la misma férmula empirica y carga total. Los ejemplos de tautdmeros
prototropicos incluyen pares de cetona - enol, pares de amida - acido imidico, pares
de lactama - lactim, pares de enamina - imina y formas anulares donde un protén
puede ocupar dos 0 mas posiciones de un sistema heterociclico, por ejemplo, 1H-
y 3H-imidazol, 1H-, 2H-y 4H-1,2,4-triazol, 1H- y 2H-isoindol y 1H-y 2H-pirazol. Las
formas tautoméricas pueden estar en equilibrio o bloqueadas estéricamente en una
forma mediante la sustitucién apropiada.

Los compuestos de la invencion también pueden incluir todos los isétopos de
atomos que se produzcan en los compuestos intermedios o finales. Los is6topos

incluyen los atomos que tienen el mismo numero atémico pero diferentes numeros
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de masa. Por ejemplo, los isétopos de hidrogeno incluyen tritio y deuterio. Uno o
mas atomos constituyentes de los compuestos de la invencidn pueden remplazarse
o sustituirse con isétopos de los atomos en una abundancia natural o no natural. En
algunas modalidades, el compuesto incluye al menos un atomo de deuterio. Por
ejemplo, uno o mas atomos de hidrégeno en un compuesto de la presente
descripcion se pueden remplazar o sustituir con deuterio. En algunas modalidades,
el compuesto incluye dos o mas atomos de deuterio. En algunas modalidades, el
compuesto incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 atomos de deuterio. Los
métodos sintéticos para incluir isétopos en compuestos organicos son conocidos en
la técnica (Deuterium Labeling in Organic Chemistry de Alan F. Thomas (Nueva
York, N.Y., Appleton-Century-Crofts, 1971; The Renaissance of H/D Exchange de
Jens Atzrodt, Volker Derdau, Thorsten Fey y Jochen Zimmermann, Angew. Chem.
Int. Ed. 2007, 7744-7765; The Organic Chemistry of Isotopic Labelling de James R.
Hanson, Royal Society of Chemistry, 2011). En varios estudios se pueden usar
compuestos marcados isotopicamente, como en espectroscopia de RMN,
experimentos de metabolismo y/o ensayos.

La sustitucion con is6topos mas pesados, como deuterio, puede proporcionar
ciertas ventajas terapéuticas que surgen de una mayor estabilidad metabdlica, por
ejemplo, una mayor vida media in vivo o requisitos de dosificacién reducidos y, por
lo tanto, puede ser preferible en algunas circunstancias. (A. Kerekes et al. J. Med.
Chem. 2011, 54, 201-210; R. Xu et al. J. Label Compd. Radiopharm. 2015, 58, 308-
312).

El término "compuesto”, como se usa en el presente documento, pretende incluir
todos los estereoisomeros, isomeros geométricos, tautdmeros e isétopos de las
estructuras representadas. El término también se refiere a los compuestos de las
invenciones, independientemente de cdmo se preparen, por ejemplo,
sintéticamente, a través de un proceso bioldgico (por ejemplo, metabolismo o
conversion enzimatica) o una combinacion de estos.

Todos los compuestos y sus sales farmacéuticamente aceptables se pueden
encontrar junto con otras sustancias tales como agua y disolventes (por ejemplo,

hidratos y solvatos) o se pueden aislar. Cuando se encuentran en estado sélido, los
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compuestos descritos en el presente documento y sus sales pueden presentarse en
diversas formas y pueden, por ejemplo, tomar la forma de solvatos, incluidos
hidratos. Los compuestos pueden estar en cualquier forma de estado sélido, como
un polimorfo o solvato, por lo que, a menos que se indique claramente lo contrario,
la referencia en la memoria descriptiva a compuestos y sus sales debe entenderse
como inclusiva de cualquier forma de estado sélido del compuesto.

En algunas modalidades, los compuestos de la invencion o sus sales estan
sustancialmente aislados. Por "sustancialmente aislado" se entiende que el
compuesto esta al menos parcial o sustancialmente separado del entorno en el que
se form6é o detectd. La separacidon parcial puede incluir, por ejemplo, una
composicién enriquecida en los compuestos de la invencion. La separacion
sustancial puede incluir composiciones que contengan al menos alrededor de 50 %,
al menos alrededor de 60 %, al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de
80 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor
de 97 % o al menos alrededor de 99 % en peso de los compuestos de la invencién
o su sal.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se emplea en la presente para referirse a
aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que,
dentro del alcance del buen juicio médico, son adecuadas para su uso en contacto
con los tejidos de seres humanos y animales sin irritacion, respuesta alérgica,
toxicidad excesiva u otro problema o complicacion, acorde a un relacion razonable
entre beneficio y riesgo.

La expresion "temperatura ambiente", como se usa en el presente documento, se
entiende en la técnica y se refiere generalmente a una temperatura, por ejemplo,
una temperatura de reaccién, que es aproximadamente la temperatura de la
habitacion en la que se lleva a cabo la reaccion, por ejemplo, una temperatura de
alrededor de 20 °C a alrededor de 30 °C.

La presente invencion también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los
compuestos descritos en la presente. El término "sales farmacéuticamente
aceptables" se refiere a derivados de los compuestos descritos en los que el

compuesto original se modifica convirtiendo un resto acido o basico existente en su
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forma salina. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, de
modo no taxativo, sales de acidos minerales u organicos de residuos basicos tales
como aminas, sales alcalinas u organicas de residuos acidos tales como acidos
carboxilicos y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente
invencion incluyen las sales no téxicas del compuesto original formado, por ejemplo,
a partir de acidos inorganicos u organicos no toxicos. Las sales farmacéuticamente
aceptables de la presente invencidon se pueden sintetizar a partir del compuesto
original que contiene un resto basico o acido a través de métodos quimicos
convencionales. Generalmente, tales sales se pueden preparar haciendo reaccionar
las formas de acido o base libres de estos compuestos con una cantidad
estequiométrica de la base o el acido apropiados en agua o en un disolvente
organico o en una mezcla de los dos; en general, se prefieren medios no acuosos
como éter, acetato de etilo, alcoholes (por ejemplo, metanol, etanol, iso-propanol o
butanol) o acetonitrilo (MeCN). Se encuentran listas de sales adecuadas en
Remington Pharmaceutical Sciences, 17" ed., (Mack Publishing Company, Easton,
1985), p. 1418, Berge et al., J. Pharm. Sci., 1977, 66(1), 1-19 y en Stahl et al.,
Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, (Wiley, 2002).
En algunas modalidades, los compuestos descritos en el presente documento
incluyen las formas de N-6xido.

Como se entiende en la técnica, se usa el simbolo " en formulas estructurales
para indicar el enlace que es el punto de union del resto que lo contiene con la
porcidn adyacente del compuesto. Segun una convencién similar, los atomos de

carbono colgantes y sus atomos de hidrogeno unidos pueden no expresarse

explicitamente. Por lo tanto, el simbolo representa un grupo metilo, el

simbolo representa un grupo etilo, el simbolo representa
un grupo ciclopentilo y asi sucesivamente. La orientacion de un grupo sustituyente

en una molécula o un resto esta representada por la convencién de que el simbolo
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representa un enlace en el que el grupo se proyecta desde el plano de la
\“\\\
pagina hacia el lector, mientras que el simbolo representa un enlace en que

el grupo se proyecta detras del plano de la pagina y en sentido opuesto al lector y

el simbolo representa un enlace en el que el grupo tiene una orientacion
indeterminada (es decir, el compuesto es diastereomeérico).

A menos que se indique lo contrario, todos los términos que se usan en la presente
memoria descriptiva se entenderan en su significado ordinario como se conoce en
la técnica. Por ejemplo, "alquilo C14" es un radical monovalente hidrocarbonado
alifatico saturado que contiene 1-4 carbonos tales como metilo, etilo, n-propilo, 1-

metiletilo (isopropilo), n-butilo o t-butilo; "alcoxi C14" es un alquilo C14 con un
oxigeno terminal, tal como metoxi, etoxi, propoxi, butoxi. Todos los grupos alquilo,
alquenilo y alquinilo se entenderan como ramificados o no ramificados, ciclados o
no ciclados cuando sea estructuralmente posible y a menos que se especifique lo
contrario. Las siguientes son otras definiciones mas especificas:

El término "alquilo C1n", en el que n es un numero entero de 2 a 6, solo o en
combinacion con otro radical, denota un radical hidrocarbonado aciclico, saturado,
ramificado o lineal con 1 a n atomos de C. Por ejemplo, el término alquilo C1-5 abarca
los radicales H3C-, H3C-CH2-, H3C-CH2-CHz2-, H3C-CH(CHs)-, H3C-CH2-CH2-CH2-,
H3C-CH2-CH(CHs)-, H3C-CH(CHs)-CHz2-, H3C-C(CHs)2-, H3C-CH2-CH2-CH2-CHa-,
H3C-CH2-CH2-CH(CH3s)-, H3C-CH2-CH(CHs)-CH2-, H3C-CH(CH3s)-CH2-CH2-, HsC-
CH2-C(CH3)2-, H3C-C(CH3)2-CH2-,  H3C-CH(CH3)-CH(CH3)- 'y  HsC-CHa-
CH(CH2CHs)-.

El término "alquilo Csn'

, en el que n es un numero entero de 4 a 7, solo o en
combinacion con otro radical, denota un radical hidrocarbonado ciclico, saturado y
no ramificado con 3 a n atomos de C. Por ejemplo, el término cicloalquilo Cs-zincluye
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo.

El término "heteroatomo", como se usa en el presente documento, se entendera
como sindnimo de atomos distintos a carbono, tales como O, N, Sy P.

En algunas modalidades, grupos alquilo o cadenas de carbono, uno o0 mas atomos



10

15

20

25

63

de carbono se pueden remplazar opcionalmente con heteroatomos: O, S o N. Se
entendera que si N no se representa como sustituido, entonces es NH, y que los
heteroatomos pueden remplazar los atomos de carbono terminales o los atomos de
carbono internos dentro de una cadena de carbono ramificada o no ramificada.
Dichos grupos pueden sustituirse como se describié anteriormente en este
documento con grupos tales como oxo para dar como resultado definiciones tales
como, de modo no taxativo: alcoxicarbonilo, acilo, amido y tioxo.

En algunas modalidades, el término "arilo" como se usa en el presente documento,
ya sea solo o en combinacion con otro radical, denota un grupo monociclico
aromatico carbociclico que contiene 6 atomos de carbono que pueden fusionarse
adicionalmente con un segundo grupo carbociclico de 5 o 6 miembros que puede
ser aromatico, saturado o insaturado. Arilo incluye, de modo no taxativo, fenilo,
indanilo, indenilo, naftilo, antracenilo, fenantrenilo, tetrahidronaftilo y dihidronaftilo.
En algunas modalidades, el término "heteroarilo" (a veces abreviado "hetarilo")
significa un heteroarilo monociclico aromatico de 5 a 6 miembros o un anillo
heteroarilo biciclico aromatico de 7 a 11 miembros donde al menos uno de los anillos
es aromatico, en donde el anillo heteroarilo contiene 1-4 heteroatomos tales como
N, O y S. Los ejemplos no taxativos de anillos heteroarilo monociclicos de 5 a 6
miembros incluyen furanilo, oxazolilo, isoxazolilo, oxadiazolilo, tiazolilo, pirazolilo,
pirrolilo, imidazolilo, tetrazolilo, triazolilo, tienilo, tiadiazolilo, piridinilo, pirimidinilo,
piridazinilo, pirazinilo, triazinilo y purinilo. Los ejemplos no taxativos de anillos
heteroarilo biciclicos heteroarilo de 7 a 11 miembros incluyen bencimidazolilo,
quinolinilo, dihidro-2H-quinolinilo, tetrahidroquinolinilo, isoquinolinilo, quinazolinilo,
indazolilo, tieno[2,3-d]pirimidinilo, indolilo, isoindolilo, benzofuranilo,
dihidrobenzofuranilo, benzopiranilo, benzodioxolilo, benzoxazolilo y benzotiazolilo.
Como se usa en Q, la definicion de "arilo y hetarilo" es como se describio
anteriormente. Son preferiblemente fenilo o imidazoilo, tales como los siguientes
restos que, junto con [NH,O,S], experimentan quimicamente inmolacién para liberar

RsH como se describe a continuacion.
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En algunas modalidades, el término "heterociclilo" significa un radical heterociclico
monociclico no aromatico estable de 4-8 miembros o un radical heterociclico
fusionado biciclico, biciclico puenteado o espirociclico estable y no aromatico de 6
a 11 miembros. El heterociclo de 5 a 11 miembros consta de atomos de carbono y
uno o mas, preferiblemente de uno a cuatro, heteroatomos elegidos de nitrogeno,
oxigeno y azufre. El heterociclo puede estar saturado o parcialmente insaturado.
Los ejemplos no taxativos de radicales heterociclicos monociclicos de 4-8 miembros
no aromaticos incluyen tetrahidrofuranilo, azetidinilo, pirrolidinilo, piranilo,
tetrahidropiranilo, dioxanilo, tiomorfolinilo, 1,1-dioxo-1A8tiomorfolinilo, morfolinilo,
piperidinilo, piperazinilo y azepinilo. Los ejemplos no taxativos de radicales biciclicos
fusionados no aromaticos de 6 a 11 miembros incluyen octahidroindolilo,
octahidrobenzofuranilo y octahidrobenzotiofenilo. Los ejemplos no taxativos de
radicales biciclicos puenteados no aromaticos de 6 a 11 miembros incluyen 2-
azabiciclo[2.2.1]heptanilo, 3-azabiciclo[3.1.0]hexanilo y 3-azabiciclo[3.2.1]octanilo.
Los ejemplos no taxativos de radicales heterociclicos espirociclicos no aromaticos
de 6 a 11 miembros incluyen 7-aza-espiro[3,3]heptanilo, 7-espiro[3,4]octanilo y 7-
aza-espiro[3,4]octanilo. El término "heterociclilo" incluye todas las formas
isoméricas posibles.

El término "halégeno” y el término "halo" correspondiente, tal como se usan en la
presente memoria descriptiva, se entenderan con el significado de bromo, cloro,
fluor/fluoro o yodo. Las definiciones "halogenado", "parcial o totalmente
halogenado”, "parcialmente o totalmente fluorado", "sustituido por uno o mas
atomos de halégeno"” incluyen, por ejemplo, derivados mono, di o tri halo en uno o
mas atomos de carbono. Para alquilo, los ejemplos no taxativos serian -CH2CHF2,
-CF3, etc.

Se entendera que cada alquilo, cicloalquilo, heterociclo, arilo o heteroarilo o sus

analogos descritos en la presente estan opcionalmente parcial o totalmente
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halogenados.

Como se usan en el presente documento, "nitrégeno” o "N" y "azufre" o "S" incluyen
cualquier forma oxidada de nitrégeno y azufre y la forma cuaternizada de cualquier
nitrogeno basico. Por ejemplo, a menos que se especifique lo contrario, se
entendera que un radical -S-alquilo C1-6 incluye -S(O)-alquilo C1-6 y -S(O)2-alquilo C1-
6, del mismo modo, -S-Ra puede representarse como fenil-S(O)m- cuando Ra es
feniloy donde mes 0, 1 0 2.

A menos que se indique especificamente, a lo largo de la memoria descriptiva y las
reivindicaciones adjuntas, una formula o un nombre quimicos especificos abarcaran
tautdmeros y todos los estereocisémeros, isbmeros Opticos y geométricos (por
ejemplo, enantiémeros, diasteredmeros, isomeros E/Z, etc.) y sus racematos, asi
como mezclas en diferentes proporciones de los enantidmeros separados, mezclas
de diasteredbmeros o mezclas de cualquiera de las formas anteriores donde existan
dichos isdmeros y enantiomeros, asi como sales, incluidas las sales
farmacéuticamente aceptables de estos y solvatos de estos tales como, por
ejemplo, hidratos que incluyen solvatos de los compuestos libres o solvatos de una
sal del compuesto. En los péptidos Rz, los aminoacidos pueden tener en su totalidad
la configuracion L, en su totalidad la configuracion D o una mezcla de configuracion
DylL.

Los compuestos de la invencion también incluyen sus formas marcadas
isotopicamente. Una forma marcada isotdépicamente de un compuesto de la
presente invencion es idéntica a dicho agente activo salvo por el hecho de que uno
0 mas atomos de dicho compuesto han sido remplazados por un atomo o atomos
que tienen una masa atoémica o un numero de masa diferente a la masa atomica o
el numero de masa de dicho atomo segun se encuentra generalmente en la
naturaleza. Los ejemplos de isétopos facilmente disponibles en el mercado y que
se pueden incorporar en un compuesto de la presente invencion de acuerdo con
procedimientos bien establecidos incluyen is6topos de hidrégeno, carbono,
nitrégeno, oxigeno, fosforo, fltor y cloro, por ejemplo, 2H (deuterio o "D"), 3H, '3C,
14C, BN, 180, 170, 31P, 2P, 35g, 18F y 36C|, respectivamente. Un compuesto de la

presente invencion, un profarmaco de este o una sal farmacéuticamente aceptable



10

15

20

25

30

66

de cualquiera de estos contiene uno o0 mas de los is6topos mencionados
anteriormente y/o se contempla que otros isétopos de otros atomos estén dentro del
alcance de la presente invencién.

La invencion incluye derivados farmacéuticamente aceptables de compuestos de la
formula (1). El término "derivado farmacéuticamente aceptable” se refiere a cualquier
sal o éster farmacéuticamente aceptables o cualquier otro compuesto que, tras la
administracién a un paciente, pueda proporcionar (directa o indirectamente) un
compuesto util de la invencion o un metabolito farmacolégicamente activo o residuo
farmacolégicamente activo de este. Se entendera que un metabolito
farmacolégicamente activo significa cualquier compuesto de la invencion capaz de
ser metabolizado enzimatica o quimicamente. Esto incluye, por ejemplo,
compuestos de derivados hidroxilados u oxidados de la formula (I).

Tal como se usa en la presente, el término "sales farmacéuticamente aceptables"”
se refiere a derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto original
se modifica realizando sales acidas o basicas de este. Los ejemplos de sales
farmacéuticamente aceptables incluyen, de modo no taxativo, sales de acidos
minerales u organicos de residuos basicos tales como aminas, sales alcalinas u
organicas de residuos acidos tales como acidos carboxilicos y similares. Por
ejemplo, tales sales incluyen acetatos, ascorbatos, bencenosulfonatos, benzoatos,
besilatos, bicarbonatos, bitartratos, bromuros/bromhidratos, edetatos, camsilatos,
carbonatos, cloruros/clorhidratos, citratos, edisilatos, etano disulfonatos, estolatos
esilatos, fumaratos, gluceptatos, gluconatos, glutamatos, glicolatos,
glicolilarsnilatos, hexilresorcinatos, hidrabaminas, hidroximaleatos, hidroxinaftoatos,
yoduros, isotionatos, lactatos, lactobionatos, malatos, maleatos, mandelatos,
metanosulfonatos, metilbromuros, metilnitratos, metilsulfatos, mucados, napsilatos,
nitratos, oxalatos, pamoatos, pantotenatos, fenilacetatos, fosfatos/difosfatos,
poligalacturonatos, propionatos, salicilatos, estearatos, subacetatos, succinatos,
sulfamidas, sulfatos, tanatos, tartratos, teoclatos, toluenosulfonatos, trietilyoduros,
amonio, benzatinas, cloroprocainas, colinas, dietanolaminas, etilendiaminas,
megluminas y procainas. Se pueden formar otras sales farmacéuticamente

aceptables con cationes de metales como aluminio, calcio, litio, magnesio, potasio,
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sodio, zinc y similares. (Ver, por ejemplo, Pharmaceutical Salts, Birge, S.M. et al., J.
Pharm. Sci., (1977), 66, 1-19).

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion se pueden
sintetizar a partir del compuesto original que contiene un resto basico o acido a
través de métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales se pueden
preparar haciendo reaccionar las formas de acido o base libres de estos
compuestos con una cantidad suficiente de la base o el acido apropiados en agua
o en un disolvente organico como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o
acetonitrilo o una mezcla de estos.

Las sales de otros acidos distintos a los mencionados anteriormente que, por
ejemplo, son utiles para purificar o aislar los compuestos de la presente invencién
(por ejemplo, sales de acetato de trifluoro) también constituyen una parte de la
invencion.

Ademas, dentro del alcance de la invencion se encuentran los profarmacos de los
compuestos de la formula (). Los profarmacos incluyen aquellos compuestos que,
tras una simple transformacién quimica, se modifican para producir los compuestos
de la invencion. Las transformaciones quimicas simples incluyen hidrdlisis,
oxidacion y reduccion. Especificamente, cuando se le administra un profarmaco a
un paciente, el profarmaco puede transformarse en un compuesto descrito
anteriormente y de esa forma imparte el efecto farmacologico deseado. Al reservar
el derecho condicionar o excluir cualquier miembro individual de dicho grupo,
incluido cualquier subintervalo o combinacion de subintervalos dentro del grupo, que
puedan reivindicarse de acuerdo con un intervalo o de manera similar, es posible
reivindicar menos que la totalidad de esta descripcion por cualquier motivo. Ademas,
al reservar el derecho de condicionar o excluir cualquier sustituyente, analogo,
compuesto, ligando, estructura o grupo de estos individuales o cualquier miembro
de un grupo reivindicado, se puede reivindicar menos de la totalidad de esta
descripcion por cualquier motivo.

Los términos "un/una" y "el/la" tienen la finalidad de incluir varias alternativas, por
ejemplo, al menos una, a menos que se especifique lo contrario. Por ejemplo, la

descripcion de "un agente terapéutico" o "un compuesto" debe abarcar uno o
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mezclas o combinaciones de mas de un agente o compuesto terapéutico,
respectivamente.

Si bien las composiciones y los métodos se describen con términos como "que
comprenden" diversos componentes o etapas, las composiciones y los métodos
también pueden "consistir esencialmente en" o "consistir en" los diversos
componentes o etapas. Por ejemplo, una composicion farmacéutica descrita en el
presente documento puede comprender, alternativamente, puede consistir
esencialmente en o, alternativamente, puede consistir en (i) una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable

de este y (ii) un diluyente, excipiente o portador farmacéuticamente aceptables.

Sintesis

Los compuestos de la invencidn, incluidas sus sales, pueden prepararse usando
técnicas de sintesis organica conocidas y pueden sintetizarse de acuerdo con
cualquiera de diversas rutas sintéticas posibles, tales como las de los esquemas a
continuacion.

Las reacciones para preparar compuestos de la invencion pueden llevarse a cabo
en disolventes adecuados que puede seleccionar facilmente un experto en la
técnica de sintesis organica. Los disolventes adecuados pueden ser
sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactivos), los
intermedios o productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las
reacciones, por ejemplo, temperaturas que pueden variar desde la temperatura de
congelacion del disolvente hasta la temperatura de ebullicion del disolvente. Una
reaccion dada puede llevarse a cabo en un disolvente o una mezcla de mas de un
disolvente. Dependiendo de la etapa de reaccion particular, el experto en la técnica
puede seleccionar disolventes adecuados para una etapa de reaccion particular.
La preparacion de compuestos de la invencion puede implicar la proteccion y
desproteccion de diversos grupos quimicos. Un experto en la técnica puede
determinar facilmente la necesidad de proteccidn y desproteccioén, y la seleccion de
grupos protectores apropiados. La quimica de los grupos protectores se describe,

por ejemplo, en Kocienski, Protecting Groups, (Thieme, 2007); Robertson,
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Protecting Group Chemistry, (Oxford University Press, 2000); Smith et al., March's
Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure,6” ed. (Wiley,
2007); Peturssion et al., "Protecting Groups in Carbohydrate Chemistry", J. Chem.
Educ., 1997, 74(11), 1297; y Wuts et al., Protective Groups in Organic Synthesis,
4.2 Ed., (Wiley, 2006).

Las reacciones se pueden controlar de acuerdo con cualquier método adecuado
conocido en la técnica. Por ejemplo, la formacion del producto se puede controlar
por medios espectroscopicos, como espectroscopia de resonancia magnética
nuclear (por ejemplo, 'H o '3C), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por
ejemplo, UV-visible), espectrometria de masas o a través de métodos
cromatograficos como la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus
siglas en inglés) o cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés).

Los esquemas a continuacién proporcionan una guia general en relacién con la
preparacion de los compuestos de la invencion. Un experto en la técnica entendera
que las preparaciones ilustradas en los esquemas pueden modificarse u optimizarse
usando conocimientos generales de quimica organica para preparar diversos
compuestos de la invencion.

Los compuestos de la formula (1) se pueden preparar, por ejemplo, usando un
proceso como se ilustra en los esquemas a continuacion.

Como se muestra en el esquema 1, el intermedio Il, que esta flanqueado por grupos
salientes ortogonales, puede hacerse reaccionar con un compuesto nucleofilico R&8H
para dar el intermedio lll. El intermedio Ill se hace reaccionar luego con un péptido
que contiene tiol (HS-R”) que participa en una reaccion de intercambio de disulfuro
para dar el compuesto final. Los grupos salientes adecuados se describen a

continuacion.

Esquema 1: sintesis de compuestos enlazados a carbonato y carbamato
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RS 0>%( g Rd D%( g
Rt Rz R Rz
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La sintesis de compuestos con enlace aminal se muestra en el esquema 2. Un
compuesto nucleofilico RsH se hace reaccionar con un derivado de acido
bromoacético para proporcionar el intermedio IV. Este intermedio que contiene éster
5 se hidroliza en condiciones basicas para dar el acido intermedio V. El acido
resultante se transforma en el intermedio de acil azida y luego se somete a
condiciones de reorganizacion de Curtius. El isocianato transitorio correspondiente
se atrapa con el intermedio | que contiene hidroxi para dar el intermedio VII. El
intermedio VII se hace reaccionar luego con un péptido que contiene tiol (HS-R7)
10 que participa en una reaccion de intercambio de disulfuro para dar el compuesto

final.

Esquema 2: sintesis de compuestos con enlace aminal
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En el esquema 3 se muestra una sintesis alternativa de conjugados con enlace
aminal. El R8-H nucleofilico, que puede incluir un grupo protector (PG, por sus siglas
5 en inglés), se hace reaccionar con carbamato AcO-hemi-aminal VIII con un grupo
saliente 2 con enlace preinstalado para dar intermedio |X. Este compuesto se trata
con condiciones para eliminar el grupo protector y el compuesto VIl resultante se

hace reaccionar con R’-SH para dar el conjugado deseado.

10 Esquema 3: sintesis 2 de conjugados con enlace aminal

Rs Re O Rl ma HE.

- -.
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., 4 3 M 8 A =ali PG = 4 B saliente?
NG N g e g L3NS ““mg 0 e > 2
I

A /\

Rt R R1 Rz

Vil X

—_— RE “N

/! “\ N/ grupo H5—R7 on\ RE r|::| R3 ,FN
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En el esquema 4 se muestra una sintesis alternativa adicional de conjugados con
enlace aminal. El carbamato primario X con un grupo saliente 2 con enlace
preinstalado se hace reaccionar con un compuesto de carbonilo y sal sédica de p-
15 toluenosulfinato para dar el carbamato de sulfonilo XI. Este se trata adicionalmente
con R8-H nucleofilico con un grupo protector (PG) para dar IX. Este compuesto se

trata como se describio previamente para dar el conjugado deseado.

20

25
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Esquema 4: sintesis 3 de conjugados con enlace aminal
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En el esquema 5 se muestra una sintesis ejemplar de conjugados enlazados a
tiopropionato se muestra. El disulfuro de propionato Xll con los grupos salientes 1y
2 previamente instalados se hace reaccionar selectivamente con R&-H nucleofilico
para dar Xll. Este compuesto se hace reaccionar adicionalmente con R’-SH para

proporcionar el conjugado deseado.

Esquema 5: sintesis 1 de conjugados enlazados a tiopropionato

R5 RER1 R2 R5 RER1 R2 .
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B - 2 —_— g it
! zaliente? / =aliente I /
o Ré& R L& o O’ ks

3 u R

Xl FAll
En el esquema 6 se muestra una sintesis alternativa de conjugados enlazados a
tiopropionato. Se hace reaccionar tionoéster XVI con R8-H nucleofilico para dar el
propionato tiol XV. Este compuesto participa en una reaccion de intercambio de
disulfuro para proporcionar Xlll. Este compuesto se trata con R’-SH para

proporcionar el conjugado deseado.
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Esquema 6: sintesis 2 de conjugados enlazados a tiopropionato
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En el esquema 7 se muestra la sintesis de conjugados con en

alcohol paraaminobenzoico XVI se protege selectivamente en el

XVII. Esto se hace reaccionar posteriormente en la posicién de anilina con Il para
lo cual brinda OH

XIX libre que se trata con un agente activador para proporcionar XX que contiene

proporcionar el aril carbamato XVIII. Se elimina el grupo protector,

grupos salientes ortogonales. La reaccion de XX con R8-H para

10  por R7-SH proporciona el conjugado deseado.

Esquema 7: sintesis 1 de conjugados con enlace parabenzoico
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En el esquema 8 se muestra una sintesis alternativa de conjugados con enlace
parabenzoico. Se hace reaccionar alcohol 4-mercapto benzoico XXII en una
reaccion de intercambio de disulfuro para dar disulfuro de alcohol 4-mercapto
benzoico XXI que contiene el grupo saliente 2. El alcohol bencilico restante se trata
para proporcionar el compuesto activado XXIV. Esto ademas se hace reaccionar
selectivamente con R8-H nucleofilico y produce XXV con R7-SH para dar el

conjugado deseado.

Esquema 8: sintesis 2 de conjugados con enlace parabenzoico
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En el esquema 9 se muestra la sintesis de conjugados con enlace ortobenzoico. Se
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hace reaccionar alcohol 2-mercapto benzoico XXVIII como se describié previamente

para el esquema 8 para dar el conjugado deseado.

Esquema 9: sintesis de conjugados con enlace ortobenzoico
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En el esquema 10 se muestra la sintesis de conjugados enlazados a carbamato
benzoico de aminoacidos. Se puede acoplar selectivamente alcohol
paraaminobenzoico/heterobenzoico XVI a un aminoacido protegido con N o péptido
XXX para dar XXXI. El grupo protector se puede eliminar para proporcionar XXXII,
que luego se hace reaccionar con Il para dar el carbamato XXXIIl con el grupo
saliente 2 instalado. El alcohol se puede hacer reaccionar selectivamente para dar
el carbonato XXXIV con el grupo saliente 1 presente. El grupo saliente 1 puede
desplazarse posteriormente con R&-H para dar XXXV, que se hace reaccionar con

R7-SH para proporcionar el conjugado enlazado a carbamato benzoico de
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aminoacido deseado.

Esquema 10: sintesis de conjugados enlazados a carbamato benzoico de

aminoacido
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En el esquema 11 se muestra la sintesis de conjugados enlazados a aminoacidos.
Se pueden acoplar aminoacidos protegidos con N o péptido XXX a R8-H para dar
XXXVI. El grupo protector se puede eliminar para dar XXXVII, que se puede hacer
reaccionar posteriormente con Il, lo cual desplaza el grupo saliente 1 para dar

XXXVIII. Este intermedio se puede tratar luego con R’-SH para proporcionar el
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conjugado.

Esquema 11: sintesis de conjugados enlazados a aminoacido
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5 En el esquema 12 se muestra la sintesis de conjugados de glucuronido enlazados
a alcohol benzoico. Se puede acoplar 2-nitrofenol XXXIX con glucurénido XL
protegido para dar XLI|. Este intermedio puede reducirse selectivamente en el
carbonilo para dar alcohol XLIl y luego el grupo nitro puede reducirse para
proporcionar la anilina XLIII. Este intermedio se puede acoplar adicionalmente con

10 el derivado de acido propionico XLIV para dar la amida XLV que contiene el grupo
saliente 2. Luego se puede hacer reaccionar XLV en el alcohol para instalar el grupo
saliente 2, lo cual brinda XLVI. El grupo de salida 1 se puede desplazar
selectivamente con R8-H para dar XLVIl. Se pueden retirar los grupos protectores
en el glucurénido y XLVIII se pueden hacer reaccionar con R’-SH para dar el

15  conjugado.
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Esquema 12: sintesis de conjugados de glucorénido enlazados a alcohol benzoico
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La escision del compuesto final para liberar R®8H se puede lograr tratando el
compuesto con un exceso de glutation (GSH) en un tampdn con incubacién a 37

°C. Se usa analisis de HPLC de fase inversa en tiempo deseado para seguir el

transcurso de la escision.

Esquema 13: escision de conjugados peptidicos
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Glutation (GSH) ? i
RE Enlazador S-H.H _R7 - o + GS—_ o
s 37 °C, tampon R 8

Los péptidos R’ pueden prepararse usando el método sintético en fase sdlida
descrito por primera vez por Merrifield en JACS, tomo 85, pag. 2149-2154 (1963),
aunque también pueden emplearse otros métodos conocidos en la técnica. La
técnica de Merrifield es muy comprendida y constituye un método comun para la
preparacion de péptidos. Se describen técnicas utiles para la sintesis de péptidos
en fase solida en varios libros, como el texto "Principles of Peptide Synthesis" de
Bodanszky, Springer Verlag 1984. Este método de sintesis implica la adicion
gradual de aminoacidos protegidos a una cadena peptidica en crecimiento que se
encontraba enlazada mediante enlaces covalentes a una particula de resina sélida.
Mediante este procedimiento, los reactivos y subproductos se eliminan mediante
filtracidn, lo cual elimina la necesidad de purificar los intermedios. El concepto
general de este método depende de la unién del primer aminoacido de la cadena a
un polimero solido mediante un enlace covalente, seguido de la adicion de los
aminoacidos protegidos sucesivos, uno a la vez, de forma gradual hasta haber
ensamblado la secuencia deseada. Finalmente, el péptido protegido se retira del
soporte de resina solida y se escinden los grupos protectores.

Los aminoacidos pueden estar unidos a cualquier polimero adecuado. El polimero
debe ser insoluble en los disolventes utilizados, debe tener una forma fisica estable
que permita una filtracion facil y debe contener un grupo funcional al que pueda
unirse firmemente el primer aminoacido protegido mediante un enlace covalente.
Varios polimeros son adecuados para este propdsito, tales como celulosa, alcohol

polivinilico, polimetilmetacrilato y poliestireno.

Meétodos de uso

Otro aspecto de la presente invencion es el uso de los compuestos de la formula (1)
en el tratamiento de enfermedades que involucren tejido con enfermedades acidas
o hipdxicas, como cancer, accidente cerebrovascular, infarto de miocardio o
enfermedad neurodegenerativa a largo plazo. En algunas modalidades, el cancer

es sensible a PARP. En algunas modalidades, el cancer esta asociado con una
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expresion o actividad anormal de ATM. En algunas modalidades, el cancer esta
asociado con una expresion o actividad anormal de ATM. En algunas modalidades,
el cancer esta asociado con una expresion o actividad anormal de DNA-PK. En
algunas modalidades, el cancer es un cancer de mama con mutacion de BRCA. En
algunas modalidades, el cancer es un cancer de ovario con mutacion de BRCA de
linea germinal.

3. En estos métodos de tratamiento, se puede administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable de este como agente unico o en combinacién con
otras formas de terapia, tales como radiacion ionizante o agentes citotoxicos en el
caso del cancer. En la terapia de combinacién, el compuesto de la férmula (1) puede
administrarse antes, al mismo tiempo o después que la otra modalidad terapéutica,
como apreciaran los expertos en la técnica. Cualquiera de los métodos de
tratamiento (agente unico o combinacion con otras formas de terapia) puede
administrarse como un curso de tratamiento que involucre multiples dosis o
tratamientos durante un periodo de tiempo. La descripcion también proporciona
meétodos para reducir la toxicidad en la médula ésea asociada con la administracion
de una radiacion ionizante o un agente citotoxico, que comprenden administrarle a
un ser humano u otro mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la descripcion o una sal farmacéuticamente aceptable de este en
combinacioén con la radiacion ionizante o el agente citotoxico. La reduccién en la
toxicidad de la médula 6sea puede ser relativa a la toxicidad en la médula ésea
observada cuando se administran la radiacion ionizante o el agente citotoxico junto
con R8H en lugar del compuesto de la invencién con el mismo R® (por ejemplo,
donde el compuesto R8H corresponde al resto de R® protonado del compuesto Ré-
Q-R7 de la invencién). En algunas modalidades, la toxicidad se puede medir a
través de la PARIlacion en tejido de la médula 6sea. En algunas modalidades, la
toxicidad se puede medir de acuerdo con las células totales de médula 6sea
nucleadas. En algunas modalidades, el agente citotoxico puede ser cualquiera de
los indicados en la presente. En algunas modalidades, el agente citotdéxico es

temozolomida (TMZ).
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Los ejemplos de canceres que se pueden tratar usando los compuestos de la
presente descripcion incluyen, de modo no taxativo, cancer de hueso, cancer de
pancreas, cancer de piel, cancer de cabeza o cuello, melanoma maligno cutaneo o
intraocular, cancer uterino, cancer de ovario, cancer rectal, cancer de la region anal,
cancer de estbmago, cancer testicular, cancer uterino, carcinoma de las trompas de
Falopio, carcinoma del endometrio, cancer endometrial, carcinoma del cuello
uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, enfermedad de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, cancer del esofago, cancer del intestino delgado, cancer del
sistema endocrino, cancer de la glandula tiroides, cancer de la glandula paratiroides,
cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cancer de la uretra,
cancer del pene, leucemias cronicas o agudas que incluyen leucemia mieloide
aguda, leucemia mieloide cronica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica
cronica, tumores solidos de la infancia, linfoma linfocitico, cancer de vejiga, cancer
de rindn o uretra, carcinoma de la pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso
central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje
espinal, glioma del tronco encefalico, adenoma pituitario, sarcoma de Kaposi,
cancer epidermoide, cancer de células escamosas, linfoma de células T, canceres
inducidos por el medio ambiente, incluidos los inducidos por el amianto, y
combinaciones de dichos canceres.

En algunas modalidades, los canceres que se pueden tratar con compuestos de la
presente descripcion incluyen melanoma (por ejemplo, melanoma maligno
metastasico), cancer renal (por ejemplo, carcinoma de células claras), cancer de
préstata (por ejemplo, adenocarcinoma de préstata refractario a hormonas), cancer
de mama, cancer de mama triple negativo, cancer de colon y cancer de pulmon (por
ejemplo, cancer de pulmdn no microcitico y cancer de pulmén microcitico). Ademas,
la descripcion incluye tumores malignos refractarios o recurrentes cuyo crecimiento
puede inhibirse usando los compuestos de la descripcion.

En algunas modalidades, los canceres que se pueden tratar usando los compuestos
de la presente descripcion incluyen, de modo no taxativo, tumores sélidos (por
ejemplo, cancer de prostata, cancer de colon, cancer de esofago, cancer de

endometrio, cancer de ovario, cancer de utero, cancer renal, cancer hepatico,
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cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer de mama, cancer de pulmén, canceres
de cabeza y cuello, cancer de tiroides, glioblastoma, sarcoma, cancer de vejiga,
etc.), canceres hematoldgicos (por ejemplo, linfoma, leucemia como leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia linfocitica
cronica (LLC), leucemia mieldgena crénica (LMC), DLBCL, linfoma de células del
manto, linfoma no Hodgkin (incluido LNH recidivante o refractario y folicular
recurrente), linfoma de Hodgkin o mieloma multiple) y combinaciones de dichos
canceres.

En ciertas modalidades, un compuesto de la formula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable de este puede usarse en combinacion con un agente quimioterapeéutico,
una terapia dirigida contra el cancer, una inmunoterapia o radioterapia. Los agentes
se pueden combinar con los presentes compuestos en una sola forma de
dosificacion o los agentes se pueden administrar simultaneamente o
secuencialmente como formas de dosificacion separadas. En algunas modalidades,
el agente quimioterapéutico, la terapia dirigida contra el cancer, la inmunoterapia o
la radioterapia son menos toxicos para el paciente, como en una menor toxicidad
en la médula 6sea, cuando se administran junto con un compuesto de la férmula (1)
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en comparacién con la
administraciéon en combinacion con el compuesto inhibidor de la reparacion del ADN
libre correspondiente (por ejemplo, R8-H), tal como un inhibidor de PARP, ATR,
DNK-PK o ATM como se describe en el presente documento.

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos adecuados
incluyen, por ejemplo, agentes alquilantes (que incluyen, sin limitacion, mostazas
nitrogenadas, derivados de etilenimina, alquilsulfonatos, nitrosoureas y triazenos)
tales como mostaza de uracilo, clormetina, ciclofosfamida (Cytoxan™), ifosfamida,
melfalan, clorambucilo, pipobromano, trietilen-melamina, trietilentiofosforamina,
busulfano, carmustina, lomustina, estreptozocina, dacarbazina y temozolomida.
Otros agentes adecuados para usar en combinacion con los compuestos de la
presente invencion incluyen: dacarbazina (DTIC), opcionalmente, junto con otros
farmacos de quimioterapia tales como carmustina (BCNU) y cisplatino; el "régimen

de Dartmouth", que consiste en DTIC, BCNU, cisplatino y tamoxifeno; una
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combinacion de cisplatino, vinblastina y DTIC; o temozolomida. Los compuestos de
acuerdo con la invencion también se pueden combinar con farmacos de
inmunoterapia, incluidas citocinas tales como interferén alfa, interleucina 2 y factor
de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés).

Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos adecuados
incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (que incluyen, sin limitacién, antagonistas de
acido fdlico, analogos de pirimidina, analogos de purina e inhibidores de adenosina
desaminasa) tales como metotrexato, 5-fluorouracilo, floxuridina, citarabina, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, fosfato de fludarabina, pentostatina y gemcitabina.
Los agentes quimioterapéuticos u otros agentes anticancerigenos adecuados
incluyen ademas, por ejemplo, ciertos productos naturales y sus derivados (por
ejemplo, alcaloides de la vinca, antibioticos antitumorales, enzimas, linfocinas vy
epipodofilotoxinas) tales como vinblastina, vincristina, vindesina, bleomicina,
dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina, idarrubicina, ara-C,
paclitaxel (TAXOL™), mitramicina, desoxicoformicina, mitomicina-C, L-
asparaginasa, interferones (especialmente IFN-a), etopdsido y tenipdsido.

Otros agentes citotoxicos que pueden administrarse en combinacién con los
compuestos de la invencion incluyen, por ejemplo, navelbeno, CPT-11, anastrazol,
letrazol, capecitabina, reloxafina, ciclofosfamida, ifosamida y droloxafina.

También son adecuados los agentes citotoxicos tales como, por ejemplo,
epidofilotoxina, una enzima antineoplasica, un inhibidor de topoisomerasa,
procarbazina, mitoxantrona, complejos de coordinacion de platino tales como
cisplatino y carboplatino, modificadores de la respuesta bioldgica, inhibidores del
crecimiento, agentes terapéuticos antihormonales, leucovorina, tegafur y factores
de crecimiento hematopoyeético.

Otros agentes anticancerigenos incluyen agentes terapéuticos de anticuerpos como
trastuzumab (Herceptin), anticuerpos contra moléculas coestimuladoras como
CTLA-4, 4-1BB y PD-1, o anticuerpos contra citocinas (IL-10, TGF-q, etc.).

Otros agentes anticancerigenos también incluyen aquellos que bloquean la
migracion de las células inmunes, como los antagonistas de los receptores de

quimiocinas, incluidos CCR2 y CCR4.
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Otros agentes anticancerigenos también incluyen aquellos que aumentan el sistema
inmunitario, como los adyuvantes o la transferencia adoptiva de células T.

Las vacunas contra el cancer que se pueden administrar en combinacion con los
compuestos de la invencidn incluyen, por ejemplo, células dendriticas, péptidos
sintéticos, vacunas de ADN y virus recombinantes.

Otros agentes adecuados para usar en combinaciéon con los compuestos de la
presente invencion incluyen combinaciones de quimioterapia tales como dobletes
basados en platino usados en cancer de pulmon y otros tumores sélidos (cisplatino
o carboplatino mas gemcitabina; cisplatino o carboplatino mas docetaxel; cisplatino
o carboplatino mas paclitaxel; cisplatino o carboplatino mas pemetrexed) o
gemcitabina mas particulas enlazadas a paclitaxel (Abraxane®).

Los compuestos de esta invencion pueden ser efectivos en combinacion con
agentes antihormonales para el tratamiento del cancer de mama y otros tumores.
Ejemplos adecuados son agentes antiestrogeno que incluyen, entre otros,
tamoxifeno y toremifeno, inhibidores de aromatasa incluidos, entre otros, letrozol,
anastrozol y exemestano, adrenocorticosteroides (por ejemplo, prednisona),
progestinas (por ejemplo, acetato de megastrol) y antagonistas del receptor de
estrégenos (por ejemplo, fulvestrant). Los agentes antihormonales adecuados que
se usan para el tratamiento de cancer de prostata y otros canceres también se
pueden combinar con compuestos de la presente invencidn. Estos incluyen
antiandrogenos que incluyen, entre otros, flutamida, bicalutamida y nilutamida,
analogos de la hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH, por sus siglas
en inglés), incluidos leuprolida, goserelina, triptorelina e histrelina, antagonistas de
LHRH (por ejemplo, degarelix) y bloqueadores de los receptores de andrégenos
(por ejemplo, enzalutamida) y agentes que inhiben la produccion de andrégenos
(por ejemplo, abiraterona).

Los compuestos de la presente invencion pueden combinarse o administrarse en
secuencia con otros agentes contra las quinasas receptoras de la membrana,
especialmente en pacientes que hayan desarrollado resistencia primaria o adquirida
a la terapia dirigida. Estos agentes terapéuticos incluyen inhibidores o anticuerpos
contra EGFR, Her2, VEGFR, c-Met, Ret, IGFR1 o FIt-3 y contra las proteinas
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quinasas de fusion asociadas al cancer, como Bcr-Abl y EML4-Alk. Los inhibidores
contra EGFR incluyen gefitinib y erlotinib, y los inhibidores contra EGFR/Her2
incluyen, entre otros, dacomitinib, afatinib, lapitinib y neratinib. Los anticuerpos
contra el EGFR incluyen, entre otros, cetuximab, panitumumab y necitumumab. Los
inhibidores de c-Met pueden usarse en combinacion con los compuestos de la
invencion. Estos incluyen onartumzumab, tivantnib e INC-280. Los agentes contra
Abl (o Ber-Abl) incluyen imatinib, dasatinib, nilotinib y ponatinib y aquellos contra Alk
(o EML4-ALK) incluyen crizotinib.

Los inhibidores de la angiogénesis pueden ser eficaces en algunos tumores en
combinacion con los compuestos de la invencion. Estos incluyen anticuerpos contra
VEGF o VEGFR o inhibidores de quinasas de VEGFR. Los anticuerpos u otras
proteinas terapéuticas contra VEGF incluyen bevacizumab y aflibercept. Los
inhibidores de las quinasas VEGFR y otros inhibidores antiangiogénesis incluyen,
entre otros, sunitinib, sorafenib, axitinib, cediranib, pazopanib, regorafenib, brivanib
y vandetanib.

La activacion de las vias de sefalizacién intracelular es frecuente en el cancer y los
agentes que se dirigen a los componentes de estas vias se han combinado con
agentes que se dirigen al receptor para mejorar la eficacia y reducir la resistencia.
Los ejemplos de agentes que pueden combinarse con los compuestos de la
presente invencion incluyen inhibidores de la via PI3K-AKT-mTOR, inhibidores de
la via Raf-MAPK, inhibidores de la via JAK-STAT e inhibidores de las proteinas
chaperonas y el avance del ciclo celular.

Los agentes contra la PI3 quinasa incluyen, entre otros, topilaralisib, idelalisib,
buparlisib. Los inhibidores de mTOR tales como rapamicina, sirolimus, temsirolimus
y everolimus pueden combinarse con los compuestos de la invencion. Otros
ejemplos adecuados incluyen, entre otros, vemurafenib y dabrafenib (inhibidores de
Raf) y trametinib, selumetinib y GDC-0973 (inhibidores de MEK). Los inhibidores de
una o mas JAK (por ejemplo, ruxolitinib, baricitinib, tofacitinib), Hsp90 (por ejemplo,
tanespimicina), quinasas dependientes de ciclina (por ejemplo, palbociclib), HDAC
(por ejemplo, panobinostat), PARP (por ejemplo, olaparib) y proteasomas (por

ejemplo, bortezomib, carfilzomib) también se pueden combinar con los compuestos
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de la presente invencion.

Los expertos en la técnica conocen métodos para la administracion segura y
efectiva de la mayoria de estos agentes quimioterapéuticos. Ademas, su
administracion se describe en la literatura estandar. Por ejemplo, la administracion
de muchos de los agentes quimioterapéuticos se describe en "Physicians' Desk
Reference" (PDR, por ejemplo, edicién de 1996, Medical Economics Company,
Montvale, NJ), cuya descripcidon se incorpora a la presente mediante esta referencia
como si se indicara en su totalidad.

La frase "cantidad terapéuticamente efectiva" de un compuesto (agente terapéutico,
ingrediente activo, farmaco, etc.) se refiere a una cantidad del compuesto que se le
debe administrar a un sujeto que necesita terapia o tratamiento que alivia un
sintoma, mejora una afeccion o ralentiza la aparicion de enfermedades, de acuerdo
con los estandares clinicamente aceptables para el trastorno o la afeccion que se
deben tratar. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente efectiva puede ser una
cantidad que se haya demostrado que tiene un efecto terapéutico deseado en un
ensayo in vitro, un ensayo animal in vivo o un ensayo clinico. La cantidad
terapéuticamente efectiva puede variar segun la forma de dosificacion particular, el
método de administracion, el protocolo de tratamiento, la enfermedad o afeccién
especifica que se desee tratar, la relacion entre el riesgo y el beneficio, etc., entre
muchos otros factores.

Dicha cantidad terapéuticamente efectiva puede obtenerse de un ensayo clinico, un
modelo animal o un ensayo de cultivo celular in vitro . Se sabe en la técnica que la
cantidad efectiva adecuada para uso humano puede calcularse a partir de la
cantidad efectiva determinada a partir de un modelo animal o un ensayo de cultivo
celular in vitro. Por ejemplo, segun lo informado por Reagan-Shaw et al., FASEB J.
2008: 22(3) 659-61, “ug/ml” (cantidad efectiva basada en ensayos de cultivo celular
in vitro) = “mg/kg de peso corporal/dia” (cantidad efectiva para un ratén). Ademas,
la cantidad efectiva para un humano se puede calcular a partir de la cantidad
efectiva para un ratén, basandose en el hecho de que la velocidad del metabolismo
de los ratones es 6 veces mas rapida que la de los humanos.

Como ejemplo de tratamiento con un compuesto de la férmula (I) como
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monoterapia, se le puede administrar una dosis terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la férmula (1) en la que R8H es un inhibidor de PARP a un paciente
que padezca un cancer dependiente de PARP, como una mujer que padezca cancer
de mama con mutacion de BRCA, cancer de ovario con mutacion de BRCA de linea
germinal, cancer de trompas de Falopio 0 a un paciente que padezca cancer
peritoneal primario, cancer de pulmén de células escamosas o cancer de pulmoén
no microcitico, o a un paciente que experimente accidente cerebrovascular, infarto
de miocardio o enfermedad neurodegenerativa a largo plazo. Como otro ejemplo,
una dosis terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula (I) en el que
R8H es un inhibidor de la reparacion del ADN dirigido a la proteina quinasa de ataxia-
telangiectasia mutada (ATM), la proteina quinasa relacionada con ATM-Rad3 (ATR)
o la proteina quinasa de serina/treonina nuclear DNA-PK podria administrarsele a
un paciente que padezca un cancer en el que la inhibicibn de una o mas de las
proteinas anteriores seria terapéuticamente util.

Como ejemplo de tratamiento usando un compuesto de la formula (I) en
combinacién con un agente citotoxico, se le puede administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula (I) a un paciente que
padezca cancer como parte de un régimen de tratamiento que también involucre
una cantidad terapéuticamente efectiva de radiacién ionizante o un agente
citotoxico. En el contexto de este régimen de tratamiento, debe entenderse que el
término cantidad "terapéuticamente efectiva" significa efectiva en la terapia de
combinacion. Los expertos en la técnica del tratamiento contra el cancer entenderan
cOmo ajustar las dosis para lograr el resultado terapéutico 6ptimo.

De manera similar, los expertos en las técnicas médicas pueden determinar
facilmente las dosis apropiadas de los compuestos de la invencion para el
tratamiento de enfermedades o afecciones no cancerosas (tales como
enfermedades cardiovasculares).

El término "tratar", como se usa en el presente documento, incluye la administracion
de un compuesto o una composicién que reduzca la frecuencia, retrase la aparicion
o reduzca el avance de los sintomas de una enfermedad que involucre tejido con

enfermedad acida o hipdxica, como cancer, accidente cerebrovascular, infarto de
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miocardio o enfermedad neurodegenerativa a largo plazo, en un sujeto en relacion
con un sujeto que no reciba el compuesto o la composicion. Esto puede incluir
revertir, reducir o detener los sintomas, los signos clinicos o la patologia subyacente
de una afeccion de manera de mejorar o estabilizar la afeccion de un sujeto (por
ejemplo, regresion del crecimiento tumoral en el caso del cancer o disminucién o
mejora de la lesidn por reperfusion isquémica miocardica en el infarto de miocardio,
el accidente cerebrovascular o la enfermedad cardiovascular similar). Los términos
"inhibicion" o "reduccion” se usan para el cancer en referencia a métodos para inhibir
o reducir el crecimiento tumoral (por ejemplo, disminuir el tamafo de un tumor) en
una poblacién en comparacion con una poblacion de control no tratada.

Todas las publicaciones (incluidas las patentes) mencionadas en el presente
documento se incorporan en el presente documento mediante esta referencia con
el fin de describir y divulgar, por ejemplo, los conceptos y las metodologias que se
describen en las publicaciones, que podrian usarse en relacion con la descripcion
aqui descrita. Las publicaciones mencionadas a lo largo del texto se proporcionan
unicamente por su divulgaciéon previa a la fecha de presentacidn de la presente
solicitud.

En la presente se describen varios tipos de intervalos. Cuando se describe o
reivindica un intervalo de cualquier tipo, la intencion es describir o reivindicar
individualmente cada numero que dicho intervalo pudiese abarcar razonablemente,
incluidos los valores extremos del intervalo, asi como cualquier subintervalo y
combinaciones de subintervalos abarcados en estos. Cuando se describe o
reivindica un intervalo de cantidades terapéuticamente efectivas de un ingrediente
activo, por ejemplo, la intencion es describir o reclamar individualmente cada
numero que dicho intervalo pudiese abarcar, de acuerdo con la descripcidén en este
documento. Por ejemplo, al describir que la cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto puede estar en un intervalo de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de
50 mg/kg (del peso corporal del sujeto), la intencion es indicar que la cantidad
terapéuticamente efectiva puede ser igual a alrededor de 1 mg/kg, alrededor de 2
mg/kg, alrededor de 3 mg/kg, alrededor de 4 mg/kg, alrededor de 5 mg/kg, alrededor
de 6 mg/kg, alrededor de 7 mg/kg, alrededor de 8 mg/kg, alrededor de 9 mg/kg,
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alrededor de 10 mg/kg, alrededor de 11 mg/kg, alrededor de 12 mg/kg, alrededor de
13 mg/kg, alrededor de 14 mg/kg, alrededor de 15 mg/kg, alrededor de 16 mg/kg,
alrededor de 17 mg/kg, alrededor de 18 mg/kg, alrededor de 19 mg/kg, alrededor de
20 mg/kg, alrededor de 21 mg/kg, alrededor de 22 mg/kg, alrededor de 23 mg/kg,
alrededor de 24 mg/kg, alrededor de 25 mg/kg, alrededor de 26 mg/kg, alrededor de
27 mg/kg, alrededor de 28 mg/kg, alrededor de 29 mg/kg, alrededor de 30 mg/kg,
alrededor de 31 mg/kg, alrededor de 32 mg/kg, alrededor de 33 mg/kg, alrededor de
34 mg/kg, alrededor de 35 mg/kg, alrededor de 36 mg/kg, alrededor de 37 mg/kg,
alrededor de 38 mg/kg, alrededor de 39 mg/kg, alrededor de 40 mg/kg, alrededor de
41 mg/kg, alrededor de 42 mg/kg, alrededor de 43 mg/kg, alrededor de 44 mg/kg,
alrededor de 45 mg/kg, alrededor de 46 mg/kg, alrededor de 47 mg/kg, alrededor de
48 mg/kg, alrededor de 49 mg/kg o alrededor de 50 mg/kg. Ademas, la cantidad
terapéuticamente efectiva puede estar dentro de cualquier subintervalo incluido
dentro de alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 50 mg/kg (por ejemplo, la cantidad
puede estar en un intervalo de alrededor de 2 mg/kg a alrededor de 10 mg/kg) y
esto también incluye cualquier combinacion de intervalos entre alrededor de 1 mg/kg
y alrededor de 50 mg/kg (por ejemplo, la cantidad puede estar en un intervalo de
alrededor de 1 mg/kg a alrededor de 5 mg/kg o de alrededor de 20 mg/kg a alrededor
de 35 mg/kg). Del mismo modo, todos los demas intervalos descritos en este

documento deben interpretarse de manera similar a este ejemplo.

Formulacién, formas de dosificacion y administracion

Para preparar las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se
combina un compuesto de la formula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable de
este como ingrediente activo en una mezcla intima con un portador farmacéutico de
acuerdo con las técnicas convencionales de composicion farmacéutica, en el que el
portador puede tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la forma de
preparacion deseada para la administracion, por ejemplo, oral o parenteral. En la
preparacion de las composiciones en forma de dosificacion oral, se puede emplear
cualquiera de los medios farmacéuticos habituales, tales como, por ejemplo, agua,

glicoles, aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes, agentes
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colorantes y similares en el caso de preparaciones liquidas orales. tales como, por
ejemplo, suspensiones, elixires y soluciones; o portadores tales como almidones,
azucares, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes, agentes
desintegrantes y similares en el caso de preparaciones soélidas orales como, por
ejemplo, polvos, capsulas y tabletas. Debido a su facilidad de administracion, las
tabletas y las capsulas representan la forma unitaria de dosificacién oral mas
ventajosa, en cuyo caso obviamente se emplean portadores farmacéuticos sélidos.
Si se desea, las tabletas pueden recubrirse con azucar o con recubrimiento entérico
mediante técnicas estandar. Para los parenterales, el portador generalmente
comprendera agua estéril, aunque pueden incluirse otros ingredientes, por ejemplo,
para ayudar a la solubilidad o con fines conservantes. También se pueden preparar
suspensiones inyectables, en cuyo caso se pueden emplear portadores liquidos
apropiados, agentes de suspensién y similares. Un experto en la técnica
farmacéutica y médica podra determinar facilmente una dosis adecuada de las
composiciones farmacéuticas de la invencion para la enfermedad o afeccion

particular que se desee tratar.

EJEMPLOS

Segun se usan en este documento, todas las abreviaturas, los simbolos y las
convenciones son acordes a los utilizados en la literatura cientifica contemporanea.
Ver, por ejemplo, Janet S. Dodd, ed., The ACS Style Guide: A Manual for Authors
and Editors, 2.2 ed., Washington, D.C: American Chemical Society, 1997. Las

siguientes definiciones describen los términos y abreviaturas utilizados en la

presente:

. Salmuera: una solucion saturada de NaCl en agua
. DCM: diclorometano

. TFA: acido trifluoroacético

. DIPEA: diisopropiletilamina

. DMA: dimetilacetamida

. DME: dimetoxietano
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DMF: dimetilformamida

DMSO: metilsulfoxido

TDT: ditiotreitol

MSD: detector de especificaciones de masa
Et20: éter etilico

EtOAc: acetato de etilo

EtOH: alcohol etilico

HATU: hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetramAetiluronio

HOBt: 1-hidroxibenzotriazol

RP: fase inversa

HPLC: cromatografia liquida de alto rendimiento
IPA: isopropanol

LAH: hidruro de litio y aluminio

N-BuLi: n-butil litio

LC-MS: cromatografia liquida-espectrometria de masas
LDA: diisoproiletilamida de litio

Me: metilo

MeOH: metanol

MTBE: metil t-butil éter

NMP: N-metilpirrolidina

Ph: fenilo

PNPC: cloroformiato de para-nitrofenilo

RT o rt: temperatura ambiente

SFC: cromatografia de fluidos supercriticos
TBAI: yoduro de tetrabutilamonio

TBME: éter terc-butilmetilico

tBu: butilo terciario

THF: tetrahidrofurano

TEA: trietilamina

TMEDA: tetrametiletilendiamina
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. GSH: glutation

. GS: glutation enlazado a azufre

. LiOH: hidroxido de litio

. DPPA: difenilfosforilazida

. Sn(Bu)z(Laurato)2: dilaurato de dibutilestafio

. PBS: solucién salina tamponada con fosfato

. ACN: acetonitrilo

. AcOH: acido acético

. EEDQ: N-etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-dihidroquinolina
. DMAP: 4-dimetilaminopiridina

. EDC: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

Métodos de HPLC

Todos los métodos de HPLC utilizan condiciones de fase inversa: H20/acetonitrilo
con modificador de TFA (0.05 %); velocidad de flujo: 1 mL/min; longitud de onda =
217 nm. Las condiciones de la columna se describen a continuacion:

A: Sunfire C18 150 x 4.6 mm

B: Ace Equivalence 250 x 4.6 mm

C: Sunfire C18 150 x 30 mm

Intermedios de R®H
Los grupos R8H utilizados en los ejemplos se compraron o sintetizaron como se
indica en la tabla 2.

Tabla 2: intermedios de R8H

Cédigo | Estructura de R®H Referencia de | Clase

de R® sintesis o

adquisicion




93

R8H-1

(o) NH,
N : OH
\
N

Sintetizado -
Bioorganic &
Medicinal

Chemistry Letters
14 (2004) 2433-
2437; J. Med.
Chem. 2000, 43,
4084-4097

PARP

R8H-2

OH

Sintetizado -
WO0220500A2

ADN-PK

R8H-3

Astatech
42568

PARP

R8H-4

MedKoo
203115

PARP

R8H-15

Chemscene
CS-0937

PARP
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R8H-16 H Astatech PARP
° 81136
g e
F N N—
R8H-17 o MentonChem PARP
MC7030606
R8H-18 Selleckchem PARP
S1060
R&H-19 0 MedKoo PARP
" 205150
/N
(o] OH
QT
R8H-20 o Advanced ATR
[j\ Chemblocks
N 10278
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R8H-21

Astatech
42043

ATR

R8H-22

Medchem
Express
HY-10619B

ADN-PK

R8H-23

Sintetizado
W02013163190
A1

DNA-PK

R8H-24

Astatech
40964

ATM

R8H-25

F

MedKoo
407142

PARP
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R8H-26

H
N

MedKoo
406357

PARP

R8H-27

MedKoo
406362

PARP

R8H-28

Sintetizado
W02012166983
A1

PARP

R8H-29

NH;,

Sintetizado
J. Med. Chem
2016, 59,
6281-6292

ATM

R8H-30

NH,

Sintetizado
J. Med. Chem
2016, 59,
6281-6292

ATM
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R8H-31 0 ACS Med. Chem. | ATM
Lett. 2018, 9,
809-814
R®H-32 J. Med. Chem | ATM
/< 2018, 61, 3823-
3841.
R&H-33 o Sintetizado ATR
[ j\ ACS Med. Chem.
N Lett. 2015, 8,
42-46
R8H-34 )~ /\/ _ Sintetizado ATR
__ N NH ACS Med. Chem.
7 Lett. 2015, 6,
X 37-41
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44289-44305

R&H-35 Oncotarget, 6, 42, | ATR
44289-44305
R8H-36 Oncotarget, 6, 42, | ATR

Enlazadores

Los enlazadores utilizados en este documento se compraron o sintetizaron como se
muestra a continuacion en la tabla 3:

5 Tabla 3: enlazadores disponibles comercialmente

Caodigo Estructura del enlazador Referencia sintética o
del adquisicion
enlazado
r
L1 SH Alfa Aesar A15890
H o/\/
L2 Enamine EN300-9515

SH
HO
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L4 SH Sintetizado - W02013055987A1
) O/\r
L5 SH Sintetizado - W0O2013055987A1
L3 SH Enamine EN300-220914
HO
L6 SH Sintetizado- ACS Med. Chem.
HO° j Lett. 2016, 7, 988—-993
L7 Sintetizado
Synlett, 2005, 20 3063
SH
HO
L8 Sintetizado

Synlett, 2005, 20 3063
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L9 Sintetizado
Synlett, 2005, 20 3063
SH
HO
L10 HO SH TCI
NN M1206
L11 o Aurum
MS H GN23710
HO
Enlazado Combiblocks
r XVI-1 " O/\©\ o
NH,
Enlazado Combiblocks
r XXI1-1 H O/\©\ o
SH
Enlazado HO Oakwood
r 001239
XXVI-1

SH

O
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<

Enlazado Aurum
HO o)

r /\©\ \ DS18383

XXXI-1 N \n/\NHz

o

N

HZN/KO

Enlazador L4: (2R)-2-sulfanilpropan-1-ol

SH
T

Etapa 1: (2R)-2-acetilsulfanilpropanoato de metilo
o

N
] HS sj)\
/\Ir ~ > /'\n/o\
(o]

Se recogieron acido tioacético (2,24 g, 29,4 mmol) y carbonato de cesio (7,98 g,
24,5 mmol) en 40 mL de DMF seca. La mezcla se agité a RT durante 30 minutos
antes de que se anadiera (2S)-2-cloropropanoato de metilo (3,00 g, 24,5 mmol). La
mezcla se agito luego durante 3 h adicionales. Se afiadieron éter dietilico (150 mL)
10 yagua (150 mL)y las capas se separaron. La capa acuosa se lavo con éter adicional
y los organicos combinados se secaron en Na2S0Oa4. La capa organica se concentrd
y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (SiO2, 0-10 % de
EtOAc/hexanos) para dar 3,50 g, 88 % de (2R)-2-acetilsulfanilpropanoato de metilo.
Etapa 2: (2R)-2-sulfanilpropan-1-ol
o

LAH

SJ\ > HO Y
/'\n/o\ THE SH
o

15
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Una solucion de (2R)-2-acetilsulfanilpropanoato de metilo (3,50 g, 21,6 mmol) en
THF (30 mL) se agregd gota a gota a una suspensién de LAH (4,10 g, 108 mmol)
en THF (60 mL) a 0 °C. Después de completar la adicion, la mezcla se agité a RT
durante 3 h. La reaccion se enfrio hasta 0 ‘C, después se inactivd mediante la
adicion de HCI 2 N (~75 mL) gota a gota. Después de completar la adicion, la mezcla
se agité a RT durante 1 h. La mezcla se extrajo con CH2Cl 2 (5 X 100 mL) y se seco6
con NazSOa. El (2R)-2-sulfanilpropan-1-ol bruto, 1,60 g, 81 % se continué sin
purificacién adicional.

Enlazador XXII-2: (3-metil-4-sulfanil-fenil)metanol

HO

SH

Etapa 1: 4-((3-((2-etilhexil)oxi)-3-oxopropil)tio)-3-metilbenzoato

O g\/
i 5 (9]
» '/Q/ xanth pos, Pd{dba)3, [LIPEA. OY@( ‘v/\g
* 5 0 al
Br \f\?{v

dioxano, 100 °C, 6 h 0

A una solucion agitada de 4-bromo-3-metilbenzoato de metilo (0,20 g, 0,88 mmol) y
3-mercaptopropanoato de 2-etilhexilo (0,21 g, 0,96 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), se
le agregaron DIPEA (0,32 mL, 1,80 mmol), Xanthphos (0,005 g, 0,009 mmol). La
mezcla de reaccién se purgd con argon durante 5 min. Se anadié Pd(dba)s (0,008
g, 0,009 mmol) y la mezcla de reaccion se calentdé a 100 °C durante 6 h. Una vez
completada la reaccion, la mezcla de reaccién se inactivd con agua (10 mL) y se
extrajo en acetato de etilo (20 mL). La capa organica se lavé con solucion de cloruro
de sodio (20 mL) y se secé en Na2SO4 para proporcionar el producto bruto. El
producto bruto se purific6 mediante cromatografia instantanea (SiOz2, 0-5 % de
acetato de etilo/hexano) para proporcionar 4-((3-((2-etilhexil)oxi)-3-oxopropil)tio)-3-
metilbenzoato como un liquido de color amarillo (0,2 g, 62 % de rendimiento). MS
m/z 367,1 [M+H]".

Etapa 2: 4-mercapto-3-metilbenzoato de etilo
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o) o)

SH
. o(l;\/ NaOEt enEtOH, Y@/
—= < U©
_o ~Y THF, 0°C, 4h

o

Una solucion agitada de 4-((3-((2-etilhexil)oxi)-3-oxopropil)tio)-3-metilbenzoato de
metilo (0,20 g, 0,54 mmol) en THF (5 mL) se enfrié hasta 0 °C. Se agregé etoéxido
de sodio (35 % en peso, 2 mL) y la mezcla se agitd6 durante 4 h temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccion, la mezcla de reaccién se acidificd con
HCI 2 N (10 mL) y se concentrd. El residuo resultante se extrajo en acetato de etilo
(20 mL). La capa organica se lavd con agua (20 mL), solucion saturada de cloruro
sodico (20 mL) y se secd en Na2SO4 para dar 4-mercapto-3-metilbenzoato de etilo
como un liquido incoloro (80 mg, 80 % de rendimiento). MS m/z 197.1 [M+H]".

Etapa 3: (3-metil-4-sulfanil-fenil)metanol

SH LAH, SH
O
0 THF, RT, 3h

OH

XXII-2
A una solucion agitada de 4-mercapto-3-metilbenzoato de etilo (0,60 g, 3,07 mmol)
en THF (20 mL) mantenida a 0 °C se le anadié lentamente una solucién 1 M de LAH
en THF (7,80 mL, 7,80 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 3 h. Una vez completada la reaccion, la mezcla de reaccion se
enfrié hasta 0 °C y se inactivd con agua (20 mL). La temperatura se mantuvo por
debajo de 20 °C durante la inactivacion. Después de completar la inactivacion, el
pH se ajustd a 2-3 con HCI 2 N. El residuo resultante se extrajo en acetato de etilo
(20 mL) y la capa organica se lavé con solucion de cloruro de sodio (20 mL). La fase
organica se sec6 en Na2S0O4 para proporcionar el producto bruto. El producto bruto
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se purificd mediante cromatografia instantanea (SiO2, 0-20 % de acetato de
etilo/hexano) para proporcionar (3-metil-4-sulfanil-fenil)metanol como un liquido
incoloro (0,45 g, 90 % de rendimiento). MS m/z 153,0 [M-H].

XXII-3 y XXII-4, como se muestra en la tabla 4 a continuacion, se sintetizaron de

manera analoga al enlazador XXII-2.

Tabla 4: enlazadores adicionales

Caédigo Estructura del enlazador m/z hallada [M-H]
del
enlazador
XXII-3 153,1
HO
SH
XXIi-4 167,0
HO
SH
Intermedios

Intermedio 1-1: 2-(2-piridildisulfanil)etanol

/O /Ej
Hor " oo "N N

L-1 -1
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A 2-(2-piridildisulfanil)piridina (4,693 g, 21,3 mmol) en 40 ml de (N2)MeOH
desgasificado se le afadié 2-sulfaniletanol (0,498 mL, 7,10 mmol) por goteo. La
mezcla se agité durante 2-20 h en N2. La mezcla se concentrd hasta sequedad y se
purifico directamente (SiO2, 0-5 % de EtOAc/CH2Cl2) para dar 3 fracciones; (F1
mezcla SM A y producto; F2 producto; F3 mezcla de 2-tiopiridina/producto). El
material impuro se purific6 nuevamente (SiO2, 0-50 % de EtOAc/hexanos) para dar
1,17 g, 88 % de rendimiento de 2-(2-piridildisulfanil)etanol. MS m/z hallado 188.4
[M+H]*

Los siguientes intermedios que se muestran en la tabla 5 se prepararon de manera
analoga al intermedio I-1.

Tabla 5. Intermedios

X X
HO _
DALY &% N
R5 R6 R1 R2

Intermedio | R!, R2 R3, R* n R5 R® | X MH+
12 Me-H (rac) | H, H 0 |- H 2021
-7 H,H H, Ph 0 - H 2641
1-8 H,H H, 0 -——- H 246,1

COz2Me
1-9 H, H H, 0 -- H 232,0

CH20Me
1-10 H, H H,H 1 H H H 367,0

Intermedio 1-3: 2-metil-2-[(5-nitro-2-piridil)disulfanil]propan-1-ol
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1) SO,Cl, | N o~

Se afadio SO2CI 2 (0,382 mL, 4,71 mmol) gota a gota a una suspension agitada de
5-nitropiridin-2-tiol (668 mg, 4,28 mmol) en DCM seco (15 mL) a 4 °C en una
atmésfera de N2. La mezcla de reaccion pasd de una suspension amarilla a una
solucion amarilla y se dejo calentar a temperatura ambiente con agitacion durante
2 horas, después de lo cual la mezcla se concentré para proporcionar un sélido
amarillo. El sdlido se redisolvié en DCM (15 mL) y se tratdé gota a gota con una
solucién de 2-metil-2-sulfanil-propan-1-ol (454 mg, 4,28 mmol) en DCM seco (10
mL) a 4 °C en una atmdésfera de N2. La mezcla de reaccion se dejo calentar hasta
temperatura ambiente y se agité durante 20 horas. La reaccidn se controlé6 mediante
LC/MS para determinar la masa deseada del producto. A la mezcla se le afiadieron
50 mL de H20 y la mezcla diluida se traté con solucion de hidréxido de amonio. La
mezcla de reaccién se diluyé con 50 mL de EtOAc, se repartié y se separé. La fase
organica se seco con MgSO4, se filtr y se concentrd para dar el producto bruto. La
mezcla bruta se purifico (SiO2, 0-50 % de EtOAc/hexanos) para dar 721 mg, 65 %
de rendimiento de 2-metil-2-[(5-nitro-2-piridil)disulfanil]propan-1-ol. MS m/z hallado
261,7 [M+H]*.

Intermedio 1-4: (2R)-2-(2-piridildisulfanil)propan-1-ol

]
SN s SN |
N
SH  EtoH,RT,16h U
L-4 -4
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A 2-(2-piridildisulfanil)piridina (5,00 g, 22,7 mmol) en 40 ml de MeOH desgasificado
con N2 se le afadid (2R)-2-sulfanilpropan-1-ol (0,75 g, 8,14 mmol) por goteo. La
mezcla se agitd durante 2 h en N2. La mezcla se concentré hasta sequedad y se
cargo directamente en una columna ultrarrapida de SiO2 y se sometio a elucion con
0-50 % de EtOAc/hexanos para dar 1,17 g, 71 % de (2R)-2-(2-
piridildisulfanil)propan-1-ol. MS m/z hallado 202.1 [M+H]*

Intermedio I-5
AN

HO™ Y S<s" N7

El intermedio I-5 se preparé de manera analoga al intermedio |-4 a partir de L-5.

Intermedio 1-6

El intermedio |-6 se prepardé de manera analoga al intermedio 1-3 a partir del

enlazador L-6.

Sintesis de intermedios Xli
Tabla 6. Intermedios XII

Int. R', R? R3, R* RS, RS X MH+
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X1-1 H, H H, H H, H H 230,0

Sintesis del intermedio XlI-1: acido 4-(2-piridildisulfanil)butanoico

= IN 0
S\/\)]\
X s~ OH

A 2-(2-piridildisulfanil)piridina (1120 mg, 5,08 mmol) en 20 ml de (N2)MeOH
5 desgasificado se le afiadio acido 4-sulfanilbutanoico (500 mg, 4,16 mmol) por goteo.
La mezcla se agitd durante 16 h en N2. La mezcla se concentré hasta sequedad y
se purificé mediante cromatografia de fase inversa (Sunfire C18, 30 x 150 mm, 5-
95 % de CHsCN/H20, TFA al 0.05 %) para dar 187 mg, 19.6 % de &cido 4-
(2piridildisulfanil)butanoico. MS m/z hallado 230.0 [M+H]*.
10

Intermedio XIX-1: N-[4-(hidroximetil)fenilJcarbamato de 2-(2-
piridildisulfanil)etilo

HO/\©\ i | AN
S
H 0/\/ \s N/

XIX-1

Etapa 1: Sintesis de 4-[[terc-butil(dimetil)sililloximetillanilina

15

o e P e
HO B TBSCL Imidazol 7 S~ —
| # 0O N"M—"". \“‘*-._L_
- DIMF |

XVI-1 XVII-1

Se le afadié gota a gota una solucion de (4-aminofenil)metanol (5,00 g, 40,6 mmol)
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en DMF anhidro (10 mL) en 30 minutos a una solucion agitada de terc-butil-cloro-
dimetil-silano (7,34 g, 48,7 mmol) e imidazol (7,90 mL, 81,2 mmol) en DMF anhidro
(40 mL). Después de agitar a temperatura ambiente durante 16 h, la mezcla de
reaccion se vertio en agua (400 mL) y se extrajo con CH2Cl2 (3 x 100 mL). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (2 x 100 mL) y se secaron en MgSO4.
Después de eliminar los volatiles al vacio, el residuo se purifico mediante
cromatografia en columna (SiO2, 0-25 % de EtOAc/hexanos), lo cual brind6 4-[[terc-
butil(dimetil)sililloximetil]anilina (7,91 mg, 33,3 mmol, rendimiento: 82,1 %).

Etapa 2: sintesis de 2-(2-piridildisulfanil)etilN-[4-[[terc-

butil(dimetil)sililloximetillfenillcarbamato

s ¢

|

/ \o //N+

/\@L + 0 \©\ JOL | N HoBT
NH o o/\/S\S /

2 N DMF
XVII-1 II-1
o
0 o N
N)J\o/\/s\ | —
" XVIII-1

A (4-nitrofenil) 2- (2-piridildisulfanil)etilcarbonato (200 mg, 0,57 mmol) en 2 mL de
DMF se le agregaron 4-[[terc-butil(dimetil)sililjoximetil]anilina (202 mg, 0,85 mmol),
hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (104 mg, 0,68 mmol) y 200 mg de tamices de 4 A
Mol activados. La mezcla se agitd durante 18 h. Los solidos se retiraron mediante
filtracion y el tapdon de celite se enjuagd con 2 mL de DMF. El filtrado se concentrd
hasta sequedad y el residuo se purificO mediante cromatografia en columna (SiO2,
0-50 % de EtoAc/hexanos) para proporcionar N-[4-[[terc-
butil(dimetil)sililjloximetillfenillcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo (244 mg, 0,54
mmol, rendimiento: 95,4 %).

Etapa 3: N-[4-(hidroximetil)fenilJcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo
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>y
4 Wl\@\ 0 X
H)Lﬂws“s@

XVIII1
HF/piridina 10 i @
THF S =
H G-""ﬁ‘*\,,.-r' \-.5 N

XIX-1

Se disolvio  N-[4-[[terc-butil(dimetil)sililjoximetillfenil]-carbamato  de  2-(2-
piridildisulfanil)etilo (194 mg, 0,430 mmol) en 2 mL de THF y se enfri6 hasta 0 °'C
con N2. Se afadié HF-piridina (780 uL, 8,89 mmol) y la solucién se sigui6é agitando
a 0 'C durante 1 h. Se aiiadio agua (3 mL) y la reaccién se neutralizé6 con NaHCOs3
sat. y se extrajo con CH2Cl 2 (3 X 50 mL). La capa organica se concentré y se purificd
mediante cromatografia en columna (SIOz2, 0-75 % de EtOAc/hexano) para brindar
2-(2-piridildisulfanil)etilN-[4-(hidroximetil)feniljcarbamato (99,1 mg, 0,29 mmol,

rendimiento: 68.4 %).

Intermedio XXIlI-1: [4-(2-piridildisulfanil)feniljmetanol

0
IN\ S g N?
—_—

EtOH, AcOH,RT 12 h

£
S.s N\

XXI1I-1 XXIi-1
Una solucion agitada de 1,2-di(piridin-2-il)disulfano (2,68 g, 12,1 mmol) en una
mezcla disolvente de AcOH:etanol (5 mL, 1:10) se desgasificé en N2. Esto fue
seguido por adicion de 4-mercaptofenil)metanol (0,74 g, 5,2 mmol) en una mezcla
disolvente de AcOH/etanol (5 mL) gota a gota durante 20 min y agitacion durante
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12 h en atmésfera de N2 a temperatura ambiente. La reacciéon se concentré a
presion reducida para proporcionar el producto bruto que se purifico mediante
cromatografia en columna (SiOz, 60-70 % de EtOAc/hexanos) para proporcionar [4-
(2-piridildisulfanil)fenillmetanol como un liquido incoloro (800 mg, 61 % de

rendimiento).

Intermedio XXIlI-2: [3-metil-4-(2-piridildisulfanil)feniljmetanol

“
SH Z S 1
e 0 JOC
HO
OH AcOH, EtOH, RT, 16 h
XXIlI-2 XXIII-2

Una solucion agitada de 1,2-di(piridin-2-il)disulfano (1,10 g, 4,90 mmol) disuelto en
acido acético/etanol (1:10, 37 mL) se purg6 con N2 durante 5 min. A esto se le
agregd una solucion de 4-mercapto-3-metilfenil)metanol (0,51 g, 3,30 mmol) en
acido aceético/etanol (1:10, 18 mL) gota a gota durante un periodo de 20 min. La
mezcla de reaccion resultante se agité durante 16 h a temperatura ambiente. Una
vez completada la reacciéon, la mezcla se concentr6 a presién reducida para
proporcionar el producto bruto. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia
instantanea (SiO2, gradiente de 0-70 % de EtOAc/hexano) para proporcionar [3-
metil-4-(2-piridil disulfanil)fenilimetanol como un liquido incoloro (0,69 g, 80 % de
rendimiento). MS m/z hallado 264,0 [M+H]".

Intermedios XXIII-3 y XXIII-4
Los intermedios XXIII-3 y XXIII-4 como se muestra en la tabla 7 se prepararon de
manera analoga a XXIII-2.

Tabla 7. Intermedios XllI
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Intermedio R5 R8¢ | R9, R, R, R12 MH+
XXII-3 H, H H, H, H, Me 264,2
XXII-4 H, H Me, Me, H, H 278,0

Intermedios XXXIII a partir de Intermedios XXXII

R32 R10
!

N5 &
red M
R57_( 2, -

-",.-

hetarilo ;1§ [AafA]—NH:

HO :
R11 \Rm

oK

1EI

4]
B ﬂrlu EI JK[MM—:/U\“U

hetﬂ r|I|:| ,r |.|

R12

R1

p o oAl

Tabla 8. Intermedios XXXIII

[#] =¥ F 1 /|/\| '-C\j
5 -
>>__,-" A 5 H-\"':-’"/

/L o “‘r]” "‘

R1

7

Rz2

_f"

O

Int. R1, R2, R3, R4, | R5, Re

Ro, R10, R11, R12

A1, A2

MH+

XXXII-1 H, H, H, H

H, H

H, H, H, H

Cit, Val

593,2
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Sintesis del intermedio XXXIH-1: N-[(1S)-1-[[(1S)-1-[[4-

(hidroximetil)fenilJcarbamoil]-4-ureido-butilJcarbamoil]-2-metil-

propillcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo

+

HO 0 N7 il
H .\ O// o 2 DIPEA
H o o 0/\/ ~s N DMF
J§

H,N” Yo
HO/\©\ o ~ o = |
N s S
N \n/\NJJ\O/\/ \S N
H H
o
HN
HZN/gO

A (2S)-2-[[(2S)-2-amino-3-metil-butanoillamino]-N-[4-(hidroximetil )fenil]-5-ureido-
pentanamida (100 mg, 0,264 mmol) en 2 mL DMF seca en N2 se le agregaron N,N-
diisopropiletilamina (0.122 mL, 0.659 mmol) y carbonato de (4-nitrofenil) 2-(2-
piridildisulfanil)etil (92,9 mg, 0,264 mmol). La mezcla se agité durante 16 h en Na.
La mezcla se concentré hasta lograr un sélido. El residuo bruto se purificé en una
columna de SiO2 (12 g, 0-10 % de MeOH/CH2Cl 2) para dar N -[(1S)-1-[[(1S)-1-[[4-
(hidroximetil)fenillcarbamoil]-4-ureido-butillcarbamoil]-2-metil-propiljcarbamato  de
2-(2-piridildisulfanil)etilo (149 mg, 0,251 mmol, rendimiento: 95.4 %). MS m/z hallado
593.2 [M+H]*.
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Sintesis de XLI-1: (2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-(4-formil-2-nitro-

fenoxi)tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo

o o
PN

El compuesto del titulo se preparé como se describe en US 2017/0145044 A1.

5
Sintesis de XLII-1: (2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-[4-(hidroximetil)-2-nitro-
fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo
0
I,
N
HO o~
NaBH,
PO
0 =
~ 0
/0 oj\
o)
o)
El compuesto del titulo se preparé como se describe en WO 2011/066418 A1.
10

15
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Sintesis de XLI-1: (2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-[2-amino-4-

(hidroximetil)fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo

N+
Ho/\@: \o_
(o]

NaBH, Pd/C

Se disolvio (2S,3S,4S,5R)-3,4,5-triacetoxi-6-[4-(hidroximetil )-2-nitro-
fenoxiltetrahidropiran-2-carboxilato de metilo (361 mg, 0,74 mmol) en MeOH y se le
afiadio Pd/C (50,0 mg, 0,47 mmol) seguido de NaBH4 (84,4 mg, 2,23 mmol). La
mezcla de reaccion se agitdé a RT durante 15 min. La LC-MS indicd que se habia
formado el producto deseado. La mezcla de reaccion se filtré a través de celite y
luego se inactivo con NH4Cl sat. El producto se extrajo con DCM, EtOAc y las capas
organicas se combinaron. Se lavaron con salmuera y se concentraron. El producto
bruto separ6 a la mitad y una parte se purific6 mediante RP HPLC (20-95 % de
ACN/H20) para dar (2S,35,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-[2-amino-4-
(hidroximetil)fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo (180 mg, 0,40 mmol, 53,1
% de rendimiento). MS m/z hallado 456.2 [M+H]*.

Sintesis de XLV-1: (2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-R10-2-R11-4-
(hidroximetil)-6-[3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino]fenoxi]tetrahidropiran-

2-carboxilato de metilo
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Se anadié EEDQ (130 mg, 0,527 mmol) a acido 3-(2-piridildisulfanil) propanoico
(56,7 mg, 0,263 mmol) disuelto en DCM y se agitdé durante 20 min en N2. El
(2S,3S5,4S,5R)-3,4,5-triacetoxi-6-[2-amino-4-(hidroximetil )fenoxiltetrahidropiran-2-
carboxilato de metilo (120 mg, 0,263 mmol) se disolvi6 en DCM y se agrego a la
mezcla y agité durante la noche. La LC-MS indic6 que se habia formado el producto
deseado. La mezcla de reaccion se concentrd y se purificé mediante cromatografia
de fase inversa (20-95 % de ACN/H20) para dar 63 mg de (2S,3S,4S,5R)-3,4,5-
triacetoxi-6-[4-(hidroximetil)-2-[3-(2-
piridildisulfanil)propanoilamino]fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo (63,0
mg, 0,0965 mmol, rendimiento: 36.6 %). MS m/z hallado 653,2 [M+H]*.

Intermedio I1-1: (4-nitrofenil) 2-(2-piridildisulfanil)etil carbonato
I+
B o//N\©\ 0 S
S _ DIPEA
Ho/\/ s N O)J\O/\/S\s N/
PNPC
1-1 -1

A 2-(2-piridildisulfanil)etanol (517 mg, 2,76mmol) en 20 ml de CH2Cl2 en N2 a 4 °C
se le agregaron N,N-diisopropiletilamina (1,02 mL, 5,52 mmol) y (4-nitropfenil)
carbonocloridato (834 mg, 4,14 mmol). La mezcla se agité durante 16 h en N2. La
mezcla se disolvié en 40 mL de EtOAc y se inactivd con 20 mL de NH4Cl sat. La
mezcla se lavo con 2 x 20 mL de H20 y 1 x 20 mL de salmuera saturada. La mezcla
bruta se purific6 mediante una columna de SiO2, con elucion de 0-50 % de
EtOAc/hexanos para dar (4-nitrofenil) 2-(2-piridildisulfanil)etil carbonato (482 mg, 50
% de rendimiento).

Intermedios lI-2, 11-3 y II-5
Los intermedios II-2, 1I-3 y 1I-5 se prepararon de manera analoga al intermedio I1-1,
utilizando los intermedios apropiados I-2, I-3 y -5, como se muestra a continuacion:

Tabla 9. Intermedios adicionales
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X
Re R | N | t
HO . NN PNPC N
RsRs Ry R,
I

Intermedio | R!, R? R3, R4 n RS, RS X MH+
-2 Me-H (rac) H, H 0 - H 367,1
-5 H, Me H, H 0 - H 3671
-3 Me, Me H, H 0 - NO:2

Intermedio llI-4: (4-nitrofenil) [(2R)-2-(2-piridildisulfanil)propil] carbonato

HD\/LS'E N PNPC, piridina , DMAP, OTD\J\S,S N
U O,N ¢ U
P

THF,RT

I-4 -4

A (2R)-2-(2-piridildisulfanil)propan-1-ol (0,39 g, 1,94 mmol) en THF en N2 se le
afiadio piridina (0,16 mL, 1,94 mmol) y el carbonocloridato de (4-nitrofenilo) (0,59 g,
2,91 mmol). La mezcla se agité durante 16 h en N2. La mezcla se diluyé en EtOAc
y se inactivd con 20 mL de NH4Cl sat. La mezcla se lavo con agua y salmuera y la
capa organica se concentr6. La mezcla cruda se purificé por cromatografia en
columna (SiOz2, 0-50% EtOAc/hexanos) para proporcionar 0,59 g, 83 % de [(2R)-2-
(2-piridildisulfanil)propil] carbonato de (4-nitrofenilo). MS m/z hallado 367,1 [M+H]*.

Intermedios 11-6 a 11-9
Los intermedios 1I-6, 1I-7, 11-8 y |I-9 se prepararon de manera analoga al intermedio
I1-4, como se muestra a continuacion en la tabla 10:

Tabla 10. Intermedios adicionales
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X X
R4::R3 | N fo) | Pz
Hojzﬁ}\7(/s\s N7 _PNPC /[:::T/ il N
R5i26 RiRz O\\'ir
I o I
Intermedio | R', R? R3, R* n RS RS | X MH+
lI-6 -CH2CH2CH2- H, H 0 - NO2 438,0
(R"y R? forman
un ciclobutilo)
-7 H,H H, Ph 0 - H 4291
11-8 H,H H, CO2Me | 0 - H 411,0
-9 H,H H, 0 - H 3971
CH20Me
[1-10 H H H, H 1 H H H 4951

Sintesis del intermedio XXVII-1
El intermedio XXVII-1 se prepara de manera analoga a los intermedios XXII.
Tabla 11. Intermedios XXVII

N RS

HO re N S | = HO AN
R6 =z | s N R6 |
R4 sH Qo Rd S s N
——
R y R3 R1
I R2
XXV XXV
Int. R', R%, R3 R* | RS, RS MH+

XXVII-1 H,H H,H H, H 250,1
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Intermedio XX-1: (4-nitrofenil) [4-[2-(2-piridildisulfanil)etoxicarbonil

amino]fenillmetil carbonato

?
o o
Ho“(:L Jo]\ s | tPNPC;DLPEA \©\o J\o . N
N~ o 87N CH,Cl, /\©\NJ\0/\/S\3@

XIX-1 XX-1 H
A-[4-(hidroximetil)fenillcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo (136 mg, 0,41 mmol)
en 5 ml de CH2Cl2 en N2 se le agregaron DIPEA (0,15 mL, 0,81 mmol) y (4-nitrofenil)
carbonocloridato (122 mg, 0,61 mmol). La mezcla se agité durante 16 h en N2. La
mezcla se disolvid en 20 mL de EtOAc y se inactivd con 20 mL de NH4Cl sat. La
mezcla se lavo con 2 x 20 mL de H20 y 1 x 20 mL de salmuera saturada. La mezcla
bruta se purific6 mediante cromatografia en columna (SiO2, 0-25 % de
EtOAc/hexanos) para brindar (4-nitrofenil) [4-[2-(2-
piridildisulfanil)etoxicarbonilamino]fenillmetil carbonato (44,2 mg, 0,09 mmol,

rendimiento: 21.8 %).

Intermedio XXIV-1: (4-nitrofenil) [4-(2-piridildisulfanil)fenillmetil carbonato

O,N

HO oz O

’\@ : piridina. DMAP

g-S N —— 4] D’\©\
U CHLCl, RT, 20 5

XXI-1 XXIV-1

N

s

A una solucién agitada de (4-(piridin-2-ildisulfanil)fenil)metanol (0,40 g, 1,60 mmol)
en CH2Cl 2 (10 mL) se le agregaron cloroformiato de 4-nitrofenilo (0,65 g, 3,2 mmol),
piridina (0,25 mL, 3,20 mmol), una cantidad catalitica de DMAP (0,005 g) a 0 ° C.
La mezcla se dejo agitar durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se inactivé con solucién de HCI 1,5 N. La capa organica se separ6 y se lavo con
salmuera, se seco en Na2S0O4 anhidro y se concentrd. El producto bruto se purificd
mediante cromatografia en columna (SiO2, 20-30 % de EtOAc/hexanos) para
brindar (4-nitrofenil) [4-(2-piridildisulfanil)fenillmetil carbonato como un liquido
incoloro (600 mg, 91 % de rendimiento); MS m/z 415,0 [M+H] *
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Intermedio  XXIV-2: [3-metil-4-(2-piridildisulfanil)fenillmetil (4-nitrofenil)

carbonato

CH,CL,RT,2h

S
f] PNPC, piridina , DMAP s
5‘5 N E— Q. 0
o o,
O,N

XX1I-2 XXIV-2

A una solucion agitada de (3-metil-4-(piridin-2-ildisulfanil)fenil)metanol (0,69 g, 2,60
mmol) disuelta en CH2CI 2 (10 mL) se le agregaron cloroformiato de 4-nitrofenilo
(1,05 g, 5,2 mmol), piridina (0,43 mL, 5,2 mmol) y una cantidad catalitica de DMAP
(0,005 g) a 0 °C. La mezcla se dej6 agitar durante 2 h a temperatura ambiente. Una
vez completada la reaccién, la mezcla de reaccion se inactivo con HCI 1.5 N. La
capa organica se separo, se lavo con solucién de cloruro de sodio (10 mL), se secé
en Na2S04 anhidro y se concentrd. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida en columna (SiO2, 20-30 % de EtOAc/hexanos) para
brindar (3-metil-4-(piridin-2-ildisulfanil)feniljmetil (4-nitrofenil) carbonato (700 mg, 62
% de rendimiento). MS m/z 429,0 [M+H]".

Los siguientes intermedios se prepararon de manera analoga a los intermedios
XXIV-1 y XXIV-2, como se muestra a continuacion en la tabla 12:
Tabla 12. Intermedios adicionales

|
.
_N

R
R5.::R6 12 o
PNPC
N
~ Base N
| z
N « |

XXIV

Intermedio | R% R® | R R0, R", R'? | X MH+
XXIV-3 H,H |H H Me H H 429,0
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XXIV-4 H,H | Me, Me,H, H H 443,0

Intermedios XXVIII
Tabla 13. Intermedios XXVIII

HO
R, S _ I |
(0] R S —
S N 4 ~s N
R R
3 1 R3 R1
R, R,
XXVII XXVIII
Int. R', R, R3, R* | Rs, Re MH+
XXVIII-1 H, H, H,H H, H 415.0

El intermedio XXVIII-1 se prepard de manera analoga a los intermedios XXIV.

10

Intermedios XXXIV
Tabla 14. Intermedios XXXIV

ol T I ) —
5 -. hetarilo .II_N A ":‘2]_“ 5

H/u\ i R.-,

XXX

g Hm

ﬂl'l|clc| 1 k ).LO #
(Zl_‘ hetarllu '_N A AQ‘I_N
0 Ry R:
\N‘ I:a11
&

O
»
N

XXXV
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Int. R, R, R3, R* |R% R® |R%R',R'" R2| Ay, A2 MH+
XXXIV-1 |H,H,HH H, H H,H, H,H Cit, Val 758,2

Sintesis de  XXXIV-1:  [4-[[(2S)-2-[[(2S)-3-metil-2-[2-(2-piridildisulfanil)-
etoxicarbonilamino]butanoillJamino]-5-ureido-pentanoillJamino]fenillmetilo (4-

nitrofenil) carbonato

o} o]
HO o ~ o Z e I
N )j\ S X I .o ? o
\n/\N o7 ~g N )]\
o (¢]

DIPEA OJ\O o ~ o =
DMF /\©\ H\n/\ )J\ ASN Q
N" o s7 N

HN

H,N™ o

Se disolvio N-[(1S)-1-[[(1S)-1-[[4-(hidroximethyl)fenilJcarbamoil]-4-ureido-
butillcarbamoil]-2-metil-propiljcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo (149 mg, 0,251
mmol) en 2 mL de DMF seca y se enfrié hasta 4 °C. A esto se le afiadieron bis(4-
nitrofenil)carbonato (153 mg, 0,503 mmol) y N,N-diisopropiletilamina (0,0928 mL,
0,503 mmol). La mezcla se dejo calentar hasta RT durante 2 h. El avance de la
reaccion se controld6 mediante LC-MS. La mezcla se concentrd y se purifico (25 g
de SiO2, 0-10 % de MeOH/CH2CI2) para brindar [4-[[(2S)-2-[[(2S)-3-metil-2-[2-(2-
piridildisulfanil)etoxicarbonilamino]butanoillamino]-5-ureido-
pentanoillamino]fenillmetil (4-nitrofenil) carbonato (139 mg, rendimiento: 73,1 %).
MS m/z hallado 758,2 [M+H]*.
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Sintesis de XLV-1: (2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-[2-R11-4-[(4-
nitrofenoxi)carboniloximetil]-6-[3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino]-

fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo
o

|
N+
y J® " ®
H
N S pZ N S Z
HO T\/ S N 0)]\0 \n/\/ ~s N
0o PNPC o
o o
R 0.
0 5
[0}

..... \n/

0]
(0]

I
7 )'\0 /0 [0} O)\
(o] O)\

Se disolvio (2S,3S,4S,5R)-3,4,5-triacetoxi-6-[4-(hidroximetil)-2-[3-(2-

piridildisulfanil)propanoilamino]fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo (102

mg, 0.15 mmol) en THF y se le afadié piridina (0,02 mL, 0,19 mmol) seguida de (4-
nitrofenil) carboncloridato (63,0 mg, 0,313 mmol). La mezcla de reaccion se agité en
N2 durante la noche. La LC-MS indicé una reacciéon completa. La mezcla se diluyo
con 100 mL de EtOAc y se inactivo con 50 mL de NH4Cl sat. La mezcla se lavé con
50 mL de salmuera saturada. La capa organica se seco con NaSOg4 y se concentro.
La mezcla bruta se purific6 mediante cromatografia en columna (50-100 % de
EtOAc/hexanos) para dar (58,0 mg, 0,07 mmol, 45,4 %). MS m/z hallado 818,2
[M+H]*.
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Intermedio  1lI-1: [4-(4-carbamoil-1H-bencimidazol-2-il)feniljmetil  2-(2-

piridildisulfanil)etil carbonato

//,{F NH, OH
O A Y —
_|_
L]
o/\/s N
z&/ -1

A 2-[4-(hidroximetil)fenil]-1~{H}-bencimidazol-4-carboxamida (150 mg, 0,561 mmol)

5 en 4 mL de DMF seca en N2 se le agregaron N, N-diisopropiletilamina (0,207 mL,

1,12 mmol), DMAP (68,6 mg, 0,561 mmol) y (4-nitrofenil) 2-(2- piridildisulfanil)etil

carbonato (241 mg, 0,684 mmol). La mezcla se agité durante 16 h y luego se diluyé

con 50 ml de EtOAc y se lavd sucesivamente con 1 x 20 mL de NH4Cl sat., 3 x 30

mL de NaHCOs sat., 3 x 30 mL de H20 y 1 x 20 mL de salmuera saturada. La fase

10 organica se seco con MgSOs4, se filtrd y se concentrd. El residuo bruto se purificd

(SiO2, 50-100 % de EtOAc/hexanos) para dar 260 mg, 97 % de rendimiento de [4-
(4-carbamoil-1H-bencimidazol-2-il)fenilimetil2-(2-piridildisulfanil)etil carbonato.

Intermedio  1lI-4:  [(2R)-2-(2-piridildisulfanil)propil]  N-[[4-(6-fluoro-3,10-
15 diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil]-N-metil-
carbamato
fﬁ..OH
HO™ ™OH it JkD»\?,S.SJ\/p

NH L"‘l o HN g N
“HN O 5 nJ'Ln HOBT, piridina
3 = NH
Q H DMF, KT @
F b

A una mezcla de HOBt (48,0 mg, 0,31 mmol), piridina (0,11 mL, 1,31 mmol), tamiz

molecular finamente molido 4 A (250 mg) y el fosfato de 6-fluoro-2-[4-
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(metilaminomet,il)fenil]-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-9-
ona (110 mg, 0,26 mmol) en 5 mL de DMF anhidra se le agrego el (4-nitrofenil) [(2R)-
2-(2-piridildisulfanil)propil] carbonato [Intermedio 1l-4] (105 mg, 0,29 mmol).
Después de agitar durante 16 h a temperatura ambiente, los tamices moleculares

5 se retiraron mediante filtracion y el disolvente se elimino al vacio. El residuo luego
se adsorbié en SiO2 y se purific6 mediante cromatografia en columna (SiOz2, 0-10 %
de MeOH/CH 2CI 2) para brindar [(2R)-2-(2-piridildisulfanil)propil] N-[[4-(6-fluoro-
3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenillmetil]-N-metil-
carbamato (115 mg, 80 % de rendimiento) MS m/z 551,1 (M+H)".

10

Intermedios llI-2, 11I-3 y 1lI-5 a 1lI-15

Los siguientes intermedios se prepararon de manera analoga a los intermedios IlI-
1y Ill-4, como se muestra a continuacion en la tabla 15.

Tabla 15. Intermedios adicionales

wr Y oy
jsasrand ‘
0\\,il+
15 o I n
Intermedio | R®H R', R2 R3, R4 n [R5R® | X MH+
-2 R&H-1 Me-H (rac) H, H H 4951
-3 R8H -1 | Me, Me H, H NO2
11-5 R8H-1 | Me, H H, H H 496,1
11-6 R8H-2 |H,H H, H H 4511
-7 R8H-3 |H,H H, H H 534,2
11-8 R8H-4 |H,H H, H H 458,1
11-9 RéH-16 | H, H H, H H 536,4
11-10 R&H -16 | H, Me H, H H 551,1
11-11 RéH -16 | Me, H H, H H 551,1
11-12 R&H -16 | - H.H NO2 | 622,2
CH2CH2CH2-
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1-13 R&H -16 | H, H Ph, H H 613,2
1-14 R&8H -16 | H, H COz2Me. H H 595,2
l-15 R8H -16 | H, H CH20Me H 581,2
1-16 RsH-3 H, Me H, H 0 |- H 548,1
-17 RsH-3 Me, H H, H 0 |- H 548,1
1-18 RsH-4 H, Me H, H 0 |- H 4721
1-19 RsH-4 Me, H H, H 0 |- H 4721
111-20 RsH-16 | H, H H, H 1 H, H H 495,2
Intermedios Xlll enlazados a éster
Tabla 16. Intermedios XllI
Re, RO Ri R2 rs
HO 3 — . S/S /N SH /N
M L |
X X
Xl Xin
Int. R® R, R? |R3 R* |R5 R® X | MH+
XII-1 R&H-1 H, H H, H H, H H |479,0

Sintesis de XlllI-1: 4-(2-piridildisulfanil)butanoato de [4-(4-carbamoil-1H-

bencimidazol-2-il)fenillmetilo
Q

~?\—NH2
N
HO
+ N

N

S._N !
- z EDC, Base
‘ Wo]/\/\S U - H)\©\/
N O S._N
H OH \n/\/\s U
(0] S

A una mezcla de sal de TFA del acido 4-(2-piridildisulfanil)butanoico (81,2 mg, 0,236
mmol), EDC HCI (47,8 mg, 0,250 mmol) y DIEA (0,0986 mL, 0,576 mmol) en 2 mL
de DMF se le agrego 2-[4-(hidroximetil)fenil]-1H-bencimidazol-4-carboxamida (51,3
mg, 0,192 mmol). La mezcla se agitdé durante la noche y se controlé mediante LC-
MS. La mezcla se concentrd y se purificd con cromatografia con SiO2 (0-10 % de
MeOH/CH2CI2) para dar (83,1 mg, 0,17 mmol, rendimiento: 90,4 %) MS m/z hallado
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479,0 [M+H]*,

Intermedio VII-1:  N-[[(11S,12R)-7-fluoro-11-(4-fluorofenil)-12-(2-metil-1,2,4-
triazol-3-il)-4-ox0-2,3,10-triazatriciclo[7.3.1.05,13]trideca-1,5,7,9(13)-tetraen-
10-il]metillJcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo

F
4N O Q 4N
N | = N
\NJ‘\_ NAH’LN- 5 /Ej D "N -
! H 3 HO= g N-—" niBul:l laurato }z

NZ ] b
|
HN O I
F

9w

Se disolvio la 2-[(11S,12R)-7-fluoro-11-(4-fluorofenil)-12-(2-metil-1,2,4-triazol-3-il)-
4-o0x0-2,3,10-triazatriciclo[7.3.1.05,13]trideca-1,5,7,9(13)-tetraen-10-ilJacetil azida,
V-1 (170 mg, 0,367 mmol) en DMF seca (2 mL) y se afadi6 2-(2-
piridildisulfanil)etanol (137 mg, 0,734 mmol). La reaccion se calentoé hasta 65 ° C
durante 2 h. Se anadié dilaurato de dibutilestaio catalitico (40 uL) y la mezcla de
reaccion se agitd durante la noche a 65°C. La mezcla se concentrd y se purificd
mediante cromatografia en columna (0-10 % de MeOH/DCM) para dar 3 picos. La
RMN indico que el pico 2 era el producto deseado. MALDI mostré 3 masas de 624
(producto deseado), 646 (product+23) y 380 (BMN). Rendimiento: 80 mg de
intermedio VII-1: N-[[(11S,12R)-7-fluoro-11-(4-fluorofenil)-12-(2-metil-1,2,4-triazol-
3-il)-4-ox0-2,3,10-triazatriciclo[7.3.1.05,13]trideca-1,5,7,9(13)-tetraen-10-

illmetillcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo.

Intermedios VII-2 a VII-5

Los intermedios VII-2, VII-3 y VII-4 se prepararon usando RsH-15 y los intermedios
lI-4, 1I-5 y 1I-6, respectivamente. El intermedio VII-5 se prepard usando RsH-17 y el
intermedio 1l-1 como se muestra en la tabla 17.

Tabla 17. Intermedios adicionales
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X
P
Vil
Int. R&H R1, R?2 R3,R* |R5R® | X MH+
VII-2 R&H -15 H, Me H, H H, H H 637,2
VII-3 R&H-15 Me, H H, H H, H H 637,2
VIl-4 R&H -15 -CH2CH2CH2- H, H H, H NO2 | 708,2
(R1yR2 forman
un ciclopropilo)
VII-5 R&H-17 H, H H, H H, H H 5411
Intermedio VII-6: N-[[6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-9-o0x0-3,10-

diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-3-iljmetiljcarbamato de 2-
(2-piridildisulfanil)etilo
H
o_N
F O \ G hH
N _
Chesmoty
\.N s* \./"'0 H

Etapa 1: (((2- (piridin-2-ilisulfanil)etoxi)carbonillamino)acetato de metilo

H
HaN O g SNy (CHOWACOH, (O N O g S N

° - Ac,0,75°C,3h  © ° -
A una solucién agitada de carbamato de 2-(piridin-2-ildisulfanil)etilo (0,10 g, 0,43
mmol) en acido acético (0,59 mL) se le afiadieron paraformaldehido (0,01 g, 0,47
mmol) y anhidrido acético (1,78 mL). La mezcla se calent6 a 75 °C durante 3 h. Una
vez completada la reaccidn, la mezcla de reaccion se inactivé con agua (20 mL) y

se extrajo con acetato de etilo (20 mL x 2). La capa organica combinada se lavé con
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agua (20 mL) y solucién de salmuera (20 mL). La fase organica se separ6 en
Na2SO4 anhidro y se concentr6. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna (SiO2, 40-50 % de acetato de etilo/hexanos) para
proporcionar (((2-(piridin-2-ilisulfanil)etoxi)carbonil)amino)acetato de metilo como
un liquido amarillo (120 mg, 70 %). MS m/z 303,3 (M+H)*

Etapa 2: (4-(8-fluoro-1-oxo-6-((((2-(piridin-2ildisulfanil)etoxi)carbonilo)amino) metil)-
2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-cd]indol-5-il)bencil) (metil)carbamato de (9H-
fluoren-9-il)metilo

o, N
i
T | i
O_MN_©O s e 0 : G0 B !
i T P =\ N-Fmoe F= _,_,-_,.'_I\. ;L__l/"_\"""\ N
o o “-J . W o acetona , DMF, RT, 30 min R W

P
e | r,‘
[ 5~ =0

|
e

A una solucidon agitada de (4-(8-fluoro-1-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-
cdlindol-5-il)bencil)(metil)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (0,05 g, 0,09 mmol)
en acetona (1,0 mL) se le afadié carbonato de cesio (0,06 g, 0,18 mmol) y se agitd
durante 5 min a temperatura ambiente en atmdsfera de Nz2. Luego se anadieron
acetato de (((2-(piridin-2-ilisulfanil)etoxi)carbonil)amino)metilo (0,03 g, 0,09 mmol) y
DMF (0,1 mL y se agit6é adicionalmente durante 30 minutos a temperatura ambiente.
La reaccion se inactivo con agua (25 mL) y luego se extrajo con mezcla al 10 % de
MeOH/CH2Cl2 (50 mL x 2). La capa organica combinada se sec6 en sulfato de sodio
anhidro y se concentro a presion reducida para proporcionar el producto bruto que
se purificé mediante cromatografia en columna instantanea usando una mezcla al
60-70 % de EtOAc/hexanos para proporcionar (9H-fluoren-9-il)metil(4-(8-fluoro-1-
0x0-6-((((2-(piridin-2ildisulfanil)etoxi)carbonil)Jamino)metil)-2,3,4,6-tetrahidro-1H-
azepino[5,4,3-cd]indol-5-il)bencil)(methil)carbamato (12 mg, 17 % rendimiento); MS
m/z 788,8 (M+H)*.

Etapa 3: N-[[6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-9-oxo-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-3-illmetillcarbamato de 2-(2-
piridildisulfanil)etilo
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H

0. N 0
= \ S — o, \
F Q H\ 0 N-Ermbe dietilamina al 20 % F N\l NH
J 4 DMF,1h

0
N HN [ _gv,__oﬁ-.w)
Q\S'SWO’LG QS 4

Se agito (4-(8-fluoro-1-oxo-6-((((2-(piridin-2ildisulfanil)etoxi)carbonilo)amino)metil)-
2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-cd]indol-5-il)bencil)(metil)carbamato de (9H-
fluoren-9-il)metilo (0.15 g, 0.19 mmol) con 20 % de dietilamina en DMF (1.4
mL)durante 1 h en N2 a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se concentro
hasta sequedad y se purifico mediante HPLC prep. [columna: Inertsil ODS 3V (250
mm X 20 mm X 5 mic); fase movil-A: amoniaco al 0.1 % en H20: fase mévil-B: ACN]
para proporcionar N-[[6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-9-oxo-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-3-iljmetiljlcarbamato de 2-(2-
piridildisulfanil)etilo como un sdlido incoloro (30 mg, 28 % de rendimiento). MS m/z
566,4 (M+H)*.

Intermedio VII-7: N-[1-[6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-9-0x0-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-3-il]-3-metil-
butillcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo

Etapa 1: (3-metil-1-(fenilsulfonil)butil)carbamato de 2-(piridin-2-ilisulfanil)etilo

0 H

HoN. O $ N J\/“\ \(r” 0 _~g- 3z
& i IH o X t g

0 Na p-toluenosulfinato 0#
HCO,H, THF: agua {1:1),RT.16h (;
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A una solucion agitada de carbamato de 2-(piridin-2-ildisulfanil)etilo (2,50 g, 0,01
mol) en THF:agua (19 mL, 1:1) se le afiadieron p-toluenosulfinato de sodio (1,93 g,
0,01 mol), 3-metilbutanal (1,26 mL, 0,01 mol) y luego acido férmico (2,5 mL). La
mezcla se agito durante 16 h a temperatura ambiente en N2. La mezcla de reaccion
se concentré hasta sequedad y después se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida en columna (SiO2, 40-70 % de EtOAc/hexanos) para proporcionar 2-
(piridin-2-ilisulfanil) etil(3-metil-1-(fenilsulfonil)butil)carbamato (1,7 g, 41 % de
rendimiento). MS m/z 455,1 [M+H]".

Etapa 2: (9H-fluoren-9-illmetil (4-(8-fluoro-6-(3-metil-1-(((2-(piridin-2-ildisulfanil)
etoxi)  carbonil)amino)butil)-1-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4, 3-cd]indol-5-

il)bencil) (metil) carbamato

(0}
NH

F
0 O Cs 2C03 0 )
o * N Fmoc 0<% N
O O DCM; DMF (5:1), RT,6 h S-s’_/ N O
QN 1

ZI

N
Fmoc

A una suspension agitada de (9H-fluoren-9-il)metil(4-(8-fluoro-1-oxo-2,3,4,6-
tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-cd]indol-5il)bencil)(metil)carbamato (0,5 g, 0,92 mmol)
y carbonato de cesio (0,89 g, 2,74 mmol) en CH2CIl2:DMF (5:1, 12 mL) se le afadio
2-(piridin-2-ilisulfanil) etil(3-metil-1-(fenilsulfonil)butil)carbamato (0,80 g, 1,83 mmol)
en porciones durante 4 h. La mezcla se agitdo durante 2 h adicionales en N2 a
temperatura ambiente. La reaccion se control6 mediante TLC. La mezcla de
reaccion se diluyd con agua (25 mL) y DCM (100 mL). La capa organica se separo,
se lavd con agua, salmuera. La fase organica se separdé en Na2SO4 anhidro y se
concentrd. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida en
columna (SiOz2, 90-100 % de EtOAc/hexanos) para brindar (9H-fluoren-9-il)metil (4-
(8-fluoro-6-(3-metil-1-(((2-(piridin-2-ildisulfanil) etoxi) carbonil)amino)butil)-1-oxo-
2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-cd]indol-5-il)bencil)(metil) carbamato (0,35 g,
45 % de rendimiento). MS m/z 844,1 [M+H]".

Etapa 3: N-[1-[6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-9-oxo-3, 10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-3-il]-3-metil-butiljcarbamato de
2-(2-piridildisulfanil)etilo
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QA H
F N (8]
D-fD ¢ piperidina al 10 % .
5.5’ I”,:é DMF, RT, 20 min Py N
y [ Chgsmorn
@ 2 S NS~

Se agito (9H-fluoren-9-il)metil (4-(8-fluoro-6-(3-metil-1-(((2-(piridin-2-ildisulfanil)
etoxi)  carbonil)amino)butil)-1-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-azepino[5,4,3-cd]indol-5-
il)bencil)(metil) carbamato (0.30 g, 0.355 mmol) con 10 % de piperidina en DMF (1.4
mL) durante 20 min a temperatura ambiente en N2. La mezcla de reaccion se
concentro hasta sequedad y luego se triturd con éter dietilico para obtener un sélido
incoloro. El sodlido resultante se purificd adicionalmente mediante HPLC prep.
[columna: Inertsil ODS 3V (250 mm X 20 mm X 5 mic), fase movil-A: amoniaco al
0.1 % en H20: fase movil-B: ACN] para proporcionar N-[1-[6-fluoro-2-[4-
(metilaminometil)fenil]-9-oxo-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-
tetraen-3-il]3-metil-butillcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo (0,07 g, 30 % de
rendimiento). MS m/z 622,0 [M+H]".



10

15

20

133

Intermedio XXI-1: [4-[2-(2-piridildisulfanil) etoxicarbonilamino] fenillmetil N-
[[4-(6-fluoro-9-0x0-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4(13),5,7-tetraen-2-

il)fenillmetil]-N-metil-carbamato

DIPEA, DMAP N)J\o/\/s\s N
DMF N O H
o
F
N
0 H
A 2-[4-(metilaminometil)fenil]-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4(13),5,7-
tetraen-9-ona; acido fosfoérico (36,0 mg, 0,09 mmol) en 2 mL de DMF seca en N2 se

le agregaron DIPEA (0,03 mL, 0,18 mmol), DMAP (10,9 mg, 0,09 mmol) y (4-

nitrofenil) [4-[2-(2-piridildisulfanil)etoxicarbonil amino] feniljmetil carbonato (44,8 mg,

0,09 mmol). La mezcla se agité durante 16 h. La mezcla se diluyé con 20 ml de
EtOAc, se lavd con 1 x 20 mL de NH4Cl sat., 2 x 20 mL de NaHCOs sat., 3 x 30 mL
de H20 y 1 x 20 mL de salmuera saturada. La mezcla se secé con MgSOy4, se filtrd
y se concentro. El residuo bruto se purific6 mediante cromatografia en columna
(SiO2, 0-5 % de MeOH/CH2ClI 2) a brindar [4-[2-(2-piridildisulfanil)
etoxicarbonilamino]fenillmetil  N-[[4-(6-fluoro-9-ox0-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]
trideca-1,4(13),5,7-tetraen-2-il)fenillmetil]-N-metil-carbamato (44,2 mg, 0,06 mmol,
rendimiento: 75,4 %).
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Intermedio XXVI-1: N-[[4-(6-fluoro-9-0x0-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-

1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil]-N-metil-carbamato de [4-(2-
piridildisulfanil)fenil]metilo
(o]

I _oH

Ho” P<oH NOZO o ol @
HN O NH ) ono,\@ss ’NTHF, HOB, TEA, i \ | J@s.s N
o] \NH U RT,16h H O N%O
F

XXIV-1 XXV-1

A una solucion agitada de 2-[4-(metilaminometil)fenil]-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]
trideca-1,4(13),5,7-tetraen-9-ona; acido fosférico (1,00 g, 3,09 mmol) en THF (20
ml) en N2 se le agregaron TEA (1,40 mL, 3,04 mmol), HOBt (0,21 g, 1,50 mmol) y
(4-(piridin-2-ildisulfaneil)bencil)carbonato de 4-nitrofenilo (1,40 g, 3,40 mmol). La
mezcla se agitd en N2 durante 16 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se concentrd y el bruto se purificé mediante cromatografia ultrarrapida (SiO2, 0-5 %
de MeOH/CH2Cl2 para brindar N-[[4-(6-fluoro-9-ox0-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]
trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenillmetil]-N-metil-carbamato de [4-(2-
piridildisulfanil)fenillmetilo como un sélido incoloro (1,13 g, 59 % de rendimiento).
MS m/z 599,0 (M+H)*.

Intermedios XXV-2 a XXV-5

Los intermedios XXV-2 a XXV-5 se prepararon de manera analoga al intermedio
XXV-1, utilizando el compuesto Rs-H apropiado y los intermedios XXIV-2 a XXIV-5
como se muestra a continuacion en la tabla 18.

Tabla 18. Intermedios adicionales

o
0¢N+ i JOJ\
o )J\ R8-H, Base, HOBT R

/N /N |
N | X
XXIV
Int. REéH R5, R RY, R, R, R12 | X MH+

XXV-2 | R®H-16 H, H Me, H, H, H H 613,2
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XXV-3 | R®H-16 H,H H, H, Me, H H 613,0
XXV-4 | R®H-16 H,H Me, Me, H, H H 627,0
XXV-5 | RsH-3 H, H H, H, H,H H 596,2
XXV-6 | RsH-4 H, H H, H H,H H 520,2
XXV-7 | ReH-21 H,H H,H, H,H H 739,2

Sintesis de intermedios XXVIX a partir de XXVII
Tabla 19. Intermedios XXVIX

R8 o
/©/ \( RS Y R5
ot be oy X
s N R8-H, Base, HOBT Re s\s N/
_
R3 R1

Z

o
»

R3 R1

R2

XXVl XXVIX
Int. R R', R? R3, R* | R5 RS X MH+
XXVIX-1 RsH-16 | H, H H, H H, H H 599,1

El intermedio XXVIX-1 se preparé a partir del intermedio XXVIII-1, de forma analoga
al intermedio XXV-1.

Intermedios XXXV a partir de XXXIV
10 Tabla 20. Intermedios XXXV

0 @ R4 R =
S5 S T e W~
O 7 hetarilg, J_H (A —N © 5 " - =
] }— - -’& R1 Rz
Y 12
=
A XXX
o
RB H1I:| -

R4 R3

o R -fﬂrllclu . L[ﬁﬂj )“ X\ ~ x,
2

W I,r' \hetarlla,- |
W0 /,.,_,\

/
R R11 Riz XXXV
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Int. RS R', R?, R3 |R5R% |R?% Ri1, Ri11, | A1, A2 MH+
R4, R12
XXXV-1 | RgH-16 | H,H, H, H H, H H,H,H,H Cit, Val | 9424

El intermedio XXXV-1 se preparo a partir del intermedio XXXIV-1, de forma analoga
al intermedio XXV-1.

5 Intermedios XXXVII a partir de XXX
Tabla 21. Intermedios XXXVII

[0} o [o}

)’k H " \H )‘k J‘k
HO [A1Az]_"\ _— R8 A, Az]—H\ — R8 [AA]—NH2
PG PG

XXX XXXVI XXXV
Int. RS R', R2 R3, R4, | A1, A2 X MH+
XXXVII-1 R8&H-16 H,H,H,H Pro, Gly H 478,2

Sintesis de XXXVII-1: (2S)-1-(2-aminoacetil)-N-[[4-(6-fluoro-9-ox0-3,10-
10 diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil]-N-metil-

pirroIidina-2-carboxamida

;i 3 HO OH )\\/N\« T< EDC, HOBT, DIPEA

N
o N o

\\ - A\
N 00“0\6 NNOONH
2
o /NJbN»VTg P /J%)N

Etapa 1. Sintesis de terc-butil-N-[2-[(2S)-2-[[4-(6-fluoro-9-0x0-3, 10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenillmetil-metil-

15 carbamoil]pirrolidin-1-il]-2-oxo-etilJcarbamato
Se disolvié acido 1-[2-(terc-butoxicarbonilamino)acetil]pirrolidina-2-carboxilico (0,16
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g, 0,59 mmol) en DMF y se le afiadieron hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (80,0 %,
114 mg, 0,59 mmol) y EDC HCI (114 mg, 0,59 mmol). La solucién se agité a RT
durante 15 minutos antes de agregar el 6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-9-ona, acido fosforico (200 mg,
0,475 mmol) y N, N-diisopropiletilamina (0,44 mL, 2,37 mmol). La solucion se
calenté luego hasta 65 °C durante la noche. La LC-MS indic6 una reaccion completa.
La mezcla se diluyé con EtOAc, se lavo con NH4Cl sat., agua y salmuera. El [1-[2-
(terc-butoxicarbonilamino)acetil]pirrolidin-2-il] N-[[4-(6-fluoro-9-ox0-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil]-N-metil-
carbamato (141 mg, 0,24 mmol, rendimiento: 50.0 %) se continu6 como estaba. MS
m/z 478,2 (M+H menos BOC)*.

Etapa 2. Sintesis de  (2S)-1-(2-aminoacetil)-N-[[4-(6-fluoro-9-oxo-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenilimetil]-N-metil-
pirrolidina-2-carboxamida

El terc-butil-N-[2-[2-[[4-(6-fluoro-9-0x0-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-
1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenillmetil-metil-carbamoil]pirrolidin-1-il]-2-oxo-
etillcarbamato (141 mg, 0,24 mmol) se disolvié en DCM y se agreg6é 1 mL de HCI
(4,00 M, 0,12 mL, 0,48 mmol) en dioxano. La mezcla de reaccién se agité a RT
durante la noche. La LC-MS indicé una reaccion completa. La mezcla de reaccion
se concentro y se purificé mediante cromatografia de fase inversa (20-85 % de
ACN/H20) para dar 68 mg de 1-(2-aminoacetil)-N-[[4-(6-fluoro-9-oxo-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenillmetil]-N-metil-
pirrolidina-2-carboxamida (68,0 mg, 0,142 mmol, rendimiento: 58.3 %). MS m/z
478,2 (M+H)".
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Intermedios XXXVIII
Tabla 22. Intermedios XXXVIII

(0)
[

X
0 /
)J\ N " \©\ ch\ \ | D
.:s /
R8 [A1A2] NH 2 + fo) fo) . N

XXXVII

X
0] O R4 | X
> JJ\ N)J\O N
R8 [A1A2]_H
XXXVl
Int. R8 R1, R2, R3, R4, | A1, A2 X MH+
XXXVII-1 | RsH-16 H, H HH Pro, Gly H 691,2
Sintesis de XXXVIII-1: N-[2-[(2S)-2-[[4-(6-fluoro-9-0x0-3,10-

diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil-metil-
carbamoil]pirrolidin-1-il]-2-oxo-etilJcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo
H

o N

CL-Ov2 YTy —
. |
F H /N;%}X\/Nm o\ﬁ" o \
(o]
H
o N
O
OO g g el
F N /N%)\\/N\\g
A 1-(2-aminoacetil)-N-[[4-(6-fluoro-9-oxo0-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-
1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil]-N-metil-pirrolidina-2-carboxamida (68,0 mg,
0,142 mmol) en 2 mL de DMF seca se le agregaron DMAP (17,4 mg, 0,142 mmol),
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carbonato de (4-nitrofenil) 2-(2-piridildisulfanil)etilo (50,2 mg, 0,142 mmol) y N,N-
diisopropiletilamina (27,6 mg, 0,214 mmol). La mezcla se agité durante 16 h y luego
se diluyé con 50 ml de EtOAc, se lavo con 1 x 20 mL de NH4Cl sat., 3 x 30 mL de
H20 y 1 x 20 mL de salmuera saturada. La mezcla se secd con MgSOau, se filtré y
se concentrd. El residuo bruto se purific6 en una columna de SiO2 (0-3 %
MeOH/DCM) para dar 30 mg de  N-[2-[2-[[4-(6-fluoro-9-0x0-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil-metil-
carbamoil]pirrolidin-1-il]-2-oxo-etiljcarbamato de 2-(2-piridildisulfanil)etilo (30,0 mg,
0,0434 mmol, rendimiento: 30.5 %). MS m/z 691,2 (M+H)*.

Intermedios XLVIII a partir de XLVI
Tabla 23. Intermedios XLVIII

0/)l O R5 R6 RO N X ‘ D
O\ J\ >§©i | _ N~
o~ o N Re..,
R10
R11 \
XLVI \;jj\
N |
0 % _
Int. R8 R1, Rz, Rs3, | R5 Re | Ro, R, Ri11, | X MH+
R4, R12
XLVIl-1 | RsH-16 | H,H, H, H H, H H H HH H 1002,1

Sintesis de XLVII-1: (2S,3S,4S,5R,6S)-3,4,5-triacetoxi-6-[3-R10-2-R11-4-[[[4-(6-
fluoro-9-oxo-3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-
il)fenillmetil-metil-carbamoil]oximetil]-6-[3-(2-

piridildisulfanil)propanoilamino]fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo
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EDC, HOBT, DIPEA

A una mezcla de hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (13,0 mg, 0,0851 mmol), tamiz
molecular finamente molido 4 A (100 mg), y 6-fluoro-2-[4-(metilaminometil)fenil]-
3,10-diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-9-ona; acido fosférico
(35,9 mg, 0,0851 mmol) en 2 mL de DMF anhidro se le agrego (2S,3S,4S,5R)-3,4,5-
triacetoxi-6-[4-[(4-nitrofenoxi)carboniloximetil]-2-[3-(2-
piridildisulfanil)propanoilamino]fenoxi]tetrahidropiran-2-carboxilato de metilo (58,0
mg, 0,0709 mmol). Después de agitar durante 16 h a temperatura ambiente, el tamiz
molecular se retird mediante filtracion y el disolvente se eliminé al vacio. La mezcla
de reaccion se diluyo con EtOAc, se lavé con NH4Cl sat., agua y salmuera. La capa
organica se seco con NaSOas y se concentrd. El residuo bruto se purific6 mediante
cromatografia en columna (0-3 % de MeOH/DCM) para dar 35 mg de
(2S,35,4S,5R)-3,4,5-triacetoxi-6-[4-[[[4-(6-fluoro-9-0x0-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)feniljmetil-metil-
carbamoil]oximetil]-2-[3-(2-piridildisulfanil)propanoilamino]fenoxi]tetrahidropiran-2-
carboxilato de metilo (43,0 mg, 0,0429 mmol, rendimiento: 60,5 %) con una ligera
impureza desconocida. MS m/z 1002,1 (M+H).".
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Compuestos conjugados

Ejemplo 3

NH
)\Q\/
o N
NH, o o S
D SR

(o}

Un matraz de 8 ml con PBS y un matraz de 8 ml con DMF se desgasificaron con
burbujeo de N2 durante 1 h. En un matraz separado, se colocé el péptido variante 3
("Pv3", 50,0 mg, 1.31e-5mol). Se afadieron 1,0 mL de PBS desgasificado y una
porcién de 3,0 mL de DMF a [4-(4-carbamoil-1H-bencimidazol-2-il)fenillmetil 2-(2-
piridildisulfanil)etil carbonato (18,9 mg, 3.92e-5 mol). A la mezcla se le afadio
CHsCO2H (0,05 mL, 0,000873 mol). La mezcla se colocd en una atmoésfera de N2y
se agité a RT durante 16 h. Se controlé el progreso de la mezcla con RP HPLC
hasta el consumo completo del péptido de partida y el disulfuro de piridilo restante
(Ace Equivalence 250 x 4,6 mm, 50 % isocratico, 25 minutos de ejecucion). La
mezcla de reaccion bruta se purifico mediante HPLC RP preparativa (Sunfire 30 x
150 mm; gradiente de CH3CN/H20 (TFA al 0,1 %), 16 min de ejecucion) para dar
28,6 mg, 54 % de rendimiento del ejemplo 3.

Ejemplo 18

(o]

)]\ S Pv1
| ‘ | 0 NN
O A -

F

Dos matraces separados de 8 mL con PBS y DMF, respectivamente, se
desgasificaron con burbujeo de N2 durante 1 h. En un matraz separado se colocé
Pv1 (50,0 mg, 0,02 mmol). A este matraz se le agregé N-[[4-(6-fluoro-3,10-
diazatriciclo[6.4.1.04,13]trideca-1,4,6,8(13)-tetraen-2-il)fenillmetil]-N-metil-
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carbamato de [(2R)-2-(2-piridildisulfanil)propilo] [intermedio IlI-4] (16,2 mg, 0,03
mmol), 1,33 mL de PBS y 4 mL de DMF, seguido de acido acético (4,2 L, 0,08
mmol). La mezcla se colocd en N2 y se agité a RT durante la noche. La mezcla se
purifico mediante HPLC prep (40-72 % de CH3CN/H20, 15 min) para dar 29,0 mg,

5 0,008 mmol, 53 % del ejemplo 18.
Los siguientes compuestos se prepararon de manera analoga al ejemplo 18, usando
los intermedios y péptidos apropiados.
Tabla 24. Compuestos de ejemplo
Ejemplo Estructura MS Columna
A: Maldi- | % de ACN/H20
TOF Tiempo de
B: m/z=3 ejecucioén
RT
1 A: 36495 |A
NH .
7 25-75 %
o] . O 08 10 min
2 e
hid % 6,9 min
o]
2 A: 43818 |A
NH
_ 25-75 %
o N 10 mi
NH, O O~ g5 min
\Ll/ P 7,7 min
3 A: 40818 |B
NH .
Z 20-80 %
o] . O O 15 min
2 e
hid s e 15,6 min
o]
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A: 4094,2

Diasteredomero 1
A

45-55 %

10 min

6,3 min
Diasteredmero 2
A

45-55 %

10 min

6,6 min

A: 4107,7

A

30-50 %
10 min
6,6 min

A: 4095,0

A
45-55 %
10 min

6,3 min

A: 4094,7

A

45-55 %
10 min
6,6 min

A: 4350,8

A
50 % iso
10 min

5,5 min
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A: 4049,6

A

25-75 %
10 min
8,5 min

10

A: 4133,0

A

50 % iso
10 min
6,5 min

11

A: 4055,3

A

25-75 %
10 min
6,7 min

15

A: 4436,2

A
10-95 %
10 min

9,1 min

18

A:3718,3

C

40-80 %
15 min
7,4 min
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19 0 A:4450,3 | C
HN O NJ\o/\E/S\s/PV2 45-71 %
o “ | 11 min
O NH 7,9 min
F
20 0 A: 41472 |C
HN O NJJ\O/\E/S\S/ P 40-80 %
o \ | 15 min
O NH 6,9 min
F
21 0 A 37186 | C
P s PVl .
HN N o/\l/ s 30-45 %
o S ‘ | 15 min
O NH 6,0 min
F
22 A: 44498 |C
J‘]\ w 45—71. %
HN N o/\r s 11 min
g B O | 8,3 min
O NH
.
23 0 A: 41489 |(C
HN O N)J\o/\rs\s/ o 40-72 %
o X | 12 min
7,0
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24 0 A:4477,3 |C
HN O NJI\O/Z;S\S/ o 30-50 %
o] N | 13 min
O NH 6,3 min
F
25 A:4511,8 |C
o 9 30-50 %
" NJ\O s 11 min
o « | 7,5 min
o
E
26 | A: 44938 |C
0 Oj\i 48-64 %
HN N)J\O S\s))v2 11 min
o B | 8,0 min
ot
F
27 | A:44786 |C
o /EO/ 52-60 %
HN NJ\O g 11 min
o A | 8,5 min
s
F
44 Q A: 37443 | C
HN NJ\o/Z;S\s/ Pt 50-85 %
o S | 13 min
NH 4.4 min
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RS

A: 41453

C

25-95 %
15 min
8,5 min

46

A: 4146,0

C
25-95 %
15 min

8,5 min

47

RS

A: 4446,5

C
35-95 %
12 min

7,3 min

48

A: 4446,5

C
35-95 %
12 min

7,3 min
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A: 44342

C

35-91 %
11 min

7,2 min

51

A: 4069,7

C

20-65 %
10 min
8,2 min

52

A: 4070,3

C

20-65 %
10 min
8,2 min

53

A: 4357,6

C

35-91 %
12 min
7,3 min

54

A: 4370,6

C

35-70 %
11 min
7,4 min

55

A: 4369,9

C

35-70 %
11 min
7,4 min
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57 0 B:1617,1 | C
HN ‘ N)J\O/\E/ S 25-75 %
o \ | 15 min
O NH 11,5 min
F
58 0 B: 15421 |C
HN ‘ N)J\O/\E/ S 25-75 %
o \ | 15 min
O NH 11,7 min
F
61 B: 14655 |C
9\)‘“ 40-64 %
o ", N)\©\/o O P2 10 min
\[f S 6,3 min

Los siguientes compuestos se prepararon de manera analoga al ejemplo 18, a partir

de los intermedios VIl y péptidos apropiados.

Tabla 25. Compuestos de ejemplo

Ejemplo | Estructura MS Columna
A: Maldi- | % de ACN/H20
TOF Tiempo
B: m/z=3 ejecucioén
RT
12 A: 45223 A
40-80 %

8,2 min
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13

A: 4536,5

A

40-80 %
10 min
8.4 min

14

A: 45357

A

40-80 %
10 min
8,4 min

16

A: 3790,0

A
40-80 %
10 min

7,1 min

17

A: 4220,1

A
40-80 %
10 min

6,7 min
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A: 4462,8

C

40-58 %
9 min
6,8 min

34

A: 4520,7

Diasteredmero
1

C

40-67 %

12 min

9,8 min

35

A: 45214

Diasteredmero
2

C

40-57 %

12 min

10,2 min

38

A: 4440,5

C

40-60 %
12 min
8,5 min

39

A: 4559,6

C

50-80 %
15 min
6,5 min
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40

A: 3804,0

C

40-62 %
12 min
8,6 min

41

A: 42347

C
40-70 %
11 min

6,5 min

42

A: 3805,3

C

40-62 %
12 min
8,5 min

Sintesis de los compuestos finales a partir de los intermedios XII

El siguiente compuesto se sintetizo a partir del Intermedio XII-1.

Tabla 26. Ejemplos adicionales

Ejemplo

Estructura

MS

A: Maldi-
TOF

B: m/z=3

Columna

% de ACN/H20
Tiempo de
ejecucioén

RT
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60 B: 14608 |C
NH
o N/)\©\/ 20-65 %
NH2 o\ﬂ/\/\S/S\PVZ 2 min

11,1 min

Ejemplo 32

j)]\
HN N (0] o)
| IS s. _Pv2
o) A N o/\/ \S/
H

F
El Ejemplo 32 se sintetiz6 a partir del intermedio XXl y el péptido Pv2. La MS (Maldi-
5 TOF) hallada fue de 4582,9. El compuesto se purificé usando acetonitrilo al 30-50

% en agua, condiciones 3, con elucién a los 11 y 8,3 min.

Sintesis de compuestos a partir de los intermedios XXV

Los siguientes compuestos se sintetizaron de manera analoga al ejemplo 18, a partir
10  de los intermedios XXV.

Tabla 27. Compuestos de ejemplo

Ejempl | Estructura MS Columna

o A: Maldi- | % de
TOF ACN/H20
B: m/z=3 | RT

28 9 A: 44978 | C

HN ‘ T)J\o/\©\ 50-80 %
0 X s S py2 15 min
O NH 6,5 min
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29

A: 4510,9

C
50-100 %
20 minutos

7,4 min

30

A: 4510,3

C
50-100 %
20 min

7,3 min

31

A: 4526,2

C
50-100 %
20 min

7,0 min

36

A: 3767,3

C

40-90 %
15 min
7,0

37

A: 4196,8

C

40-90 %
15 min
6,4 min

50

B: 1397,6

C
20-95 %
16 min

9,5 min
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56

NH
o 2
N
N
NH

N\n/

o

S\S - Pv3
(o)

B: 1373,5 |C
35-60 %
15 min
9,3 min

Sintesis de los compuestos finales a partir de los intermedios XXV

Los siguientes compuestos se sintetizaron de manera analoga al ejemplo 18, a partir
del intermedio XXV.
5 Tabla 28. Compuestos de ejemplo

Ejemplo | Estructura MS Columna
A: Maldi- | % de
TOF ACN/H20
B: m/z=3 | RT
59 0 S pu2 B: 14998 |C
HN O TJ\O/\© 50-92 %
© \NH 16 min
6,1 min

Sintesis de los compuestos finales a partir de los intermedios XXXV

Los siguientes compuestos se sintetizaron de manera analoga al ejemplo 18, a partir
10  del intermedio XXXV-1.

Tabla 29. Compuestos de ejemplo

Ejemplo

Estructura

MS Columna
A: Maldi- | %
TOF ACN/H20
B: m/z=3 | RT
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62

1614,4 C
O /\©\ A~ Seg 40-68 %
T \H/\N (o] .
O 10 min
o NH 8,4 min
Hz

10

Sintesis de los compuestos finales a partir de los intermedios XXXVIII
Los siguientes compuestos se sintetizaron de manera analoga al ejemplo 18, a partir
de los intermedios XXXVIII-1.

Tabla 30. Compuestos de ejemplo

Ejemplo | Estructura MS Columna
A: Maldi- | % de
TOF ACN/H20
B: m/z=3 | RT
64 0 OyNi B:1531,8 |C
" ) 'fJ\LN) H O py 35-75 %
o) N
O NH 10 min
F 7,6 min

Ejemplo A. Escision de compuestos

Glulatlon i
s} ]
{J
NH2 ‘V"‘“s“’ oy MH; OH

R8H-1
Ejemplo 3

A acido (2S)-2-amino-5-[[(1R)-2-(carboximetilamino)-2-oxo-1-(sulfanilmetil)etil]
amino]-5-oxo-pentanoico (4,90 mg, 0,0159 mmol) se le afiadieron 2 mL de tampdn
Tris HCI 1 M (pH 7,0) para crear una solucion 8 mM. Se le afiadié una alicuota de 1

mL de esta solucién al ejemplo 3 (0,400 mg, 9,81 x 10 mmol) para crear una
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solucién 100 uM. Esta mezcla se calentd a 37 ‘C con momentos tomados en
intervalos de 15 minutos para medir la integridad del conjugado. Se observa una
pérdida constante de conjugado con apariencia acorde de 2-[4-(hidroximetil)fenil]-
1~{H}-bencimidazol-4-carboxamida. La escision se completé a los 60 minutos tal
como observo/confirmé la MSD. Condiciones de HPLC: ES Industries Sonoma 4.6
x 50 mm; 5-100 % de CH3CN/H20 (TFA al 0.1 %); 5,5 minutos de ejecucion;
conjugado RT: 3,71, producto RT: 2,24.

Otros compuestos se escindieron de manera similar para dar las moléculas RsH
apropiadas.

La solucion de escision bruta que contenia los compuestos escindidos de la
invencion se analiz6 como se describe a continuaciéon en los ejemplos B y C para
evaluar la cantidad de R8H escindido. Ademas de los compuestos escindidos,
también se realizaron ensayos en varios de los materiales de partida R 8 indicados

en la tabla 2.

Ejemplo B. Ensayo enzimatico 1 de compuestos escindidos (PARP)

El analisis se realizo utilizando el kit de ensayo de inhibicion de PARP homogéneo
HT F de Trevigen (n.° 4690-096-K) de la siguiente forma: la enzima PARP purificada
se incubd en presencia de un inhibidor de PARP diluido en serie (por ejemplo, un
compuesto de los ejemplos escindidos de acuerdo con el ejemplo A) en duplicado
y NAD 1 uM durante treinta minutos a temperatura ambiente en placas negras de
fondo redondo de 96 pocillos. Se anadié un volumen igual de mezcla de ciclado a
cada pocillo y la reaccion se incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Las
reacciones se detuvieron con la adicion de solucion de detencién y las placas se
leyeron en un lector de placas BioTek Cytation 5, utilizando el criterio de valoracion
de la fluorescencia (excitacion a 544 nm y emision a 590 nm). Los resultados se
graficaron en GraphPad Prism y se proporcionan a continuacion.

Tabla 31. Ensayo de inhibicion de PARP homogéneo en HT F de compuestos

escindidos

Compuesto analizado ICs0 en el ensayo enzimatico 1 (nM)
R&H-1 96,8
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Ejemplo 3 (escindido) 104
Ejemplo 6 (escindido) 202
Ejemplo 7 (escindido) 111

Ejemplo C. Ensayo enzimatico 2 de compuestos escindidos (PARP)

El analisis se realizd utilizando el kit de ensayo de inhibicion de PARP
quimioluminiscente universal HT de Trevigen (n.° 4676-096-K) de la siguiente forma:
la enzima PARP purificada se incubo en presencia de un inhibidor de PARP diluido
en serie (por ejemplo, un compuesto de los ejemplos escindidos de acuerdo con el
ejemplo A) en duplicado durante diez minutos a temperatura ambiente en placas
Stripwell rehidratadas de 96 pocillos con histonas enlazadas. Se afiadi6é un volumen
igual de coctel de 1x PARP con ADN activado a cada pocillo y la reaccion se incubo
durante una hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron dos veces con 1x
PBS + Triton X-100 al 0.1 % y dos veces con PBS. Se afadieron 50 ul/pocillo de
estreptavidina diluida - HRP y los pocillos se incubaron durante una hora a
temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron dos veces con 1x PBS + Triton X-100
al 0,1 % y se lavaron dos veces con PBS. El liquido se elimind, se agregaron 100
ul/pocillo de 1:1 PeroxyGlow A/PeroxyGlow B y se midieron las lecturas
quimioluminiscentes en un lector de placas BioTek Cytation 5 usando el criterio de
valoracion de la luminiscencia. Los resultados se graficaron en GraphPad Prism y
se muestran a continuacion.

Tabla 32. Ensayo universal de quimioluminiscencia PARP en HT de compuestos

escindidos

Compuesto analizado | ICs0 en el ensayo

enzimatico 2 (nM)

R8H -1 6,4
R8H-3 3,9
R8H-4 1,3
R8H-15 1,0
R8H-16 0,8

R8H-17 1,0
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Ejemplo 1 (escindido) | 12,1
Ejemplo 2 (escindido) | 9,52
Ejemplo 3 (escindido) | 9,15
Ejemplo 6 (escindido) | 9,29
Ejemplo 7 (escindido) | 6,45
Ejemplo 10 (escindido) | 64,9
Ejemplo 11 (escindido) | 1,08
Ejemplo 12 (escindido) | 0,47
Ejemplo 13 (escindido) | 1,0
Ejemplo 14 (escindido) | 0,5
Ejemplo 15 (escindido) | 6,47
Ejemplo 16 (escindido) | 0,61
Ejemplo 17 (escindido) | 0,41
Ejemplo 18 (escindido) | 1,1
Ejemplo 19 (escindido) | 2,2
Ejemplo 20 (escindido) | 1,7
Ejemplo 21 (escindido) | 2,2
Ejemplo 22 (escindido) | 1,8
Ejemplo 23 (escindido) | 2,5
Ejemplo 24 (escindido) | 7,6
Ejemplo 25 (escindido) | 3,4
Ejemplo 26 (escindido) | 2,0
Ejemplo 27 (escindido) | 3,9
Ejemplo 28 (escindido) | 2,4
Ejemplo 29 (escindido) | 6,4
Ejemplo 30 (escindido) | 2,9
Ejemplo 31 (escindido) | 3,3
Ejemplo 32 (escindido) | 43,9
Ejemplo 33 (escindido) | 2,3
Ejemplo 34 (escindido) | 2,5
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Ejemplo 35 (escindido) | 3,1
Ejemplo 36 (escindido) | 2,2
Ejemplo 37 (escindido) | 3,1
Ejemplo 38 (escindido) | 2,8
Ejemplo 39 (escindido) | 3,0
Ejemplo 40 (escindido) | 1,1
Ejemplo 41 (escindido) | 1,9
Ejemplo 42 (escindido) | 1,4
Ejemplo 43 (escindido) | 1,4
Ejemplo 44 (escindido) | 1,5
Ejemplo 45 (escindido) | 3,2
Ejemplo 46 (escindido) | 3,7
Ejemplo 47 (escindido) | 2,4
Ejemplo 48 (escindido) | 2,1
Ejemplo 49 (escindido) | 26
Ejemplo 50 (escindido) | 2,0
Ejemplo 51 (escindido) | 0,9
Ejemplo 52 (escindido) | 1,1
Ejemplo 53 (escindido) | 1,0
Ejemplo 54 (escindido) | 0,6
Ejemplo 55 (escindido) | 0,7
Ejemplo 56 (escindido) | 0,8

Ejemplo D. Ensayo de parilacion mediante ELISA

Se inocularon placas de cultivo de tejidos de doce pocillos con células HeLa y se
incubaron a 37 °C en COz2 al 5 % para producir monocapas de células con 80 % de
confluencia al dia siguiente. Las monocapas se trataron con una serie de dilucién
trile de cualquiera de los farmacos libres o conjugados a un pH deseado durante 1
hora a 37 °C. Las monocapas se aspiraron y cada pocillo recibié 150 ul de tampdn
de lisis RIPA complementado con inhibidores de proteasa y fosfatasa. Las placas

se incubaron en hielo durante 10 minutos y luego se congelaron. Tras la
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descongelacion, los lisados se complementaron con Mg y se incubaron con ADNasa
durante 90 minutos a 37 °C. Las muestras se aclararon mediante centrifugado a 12
000 x g durante 5' a 4 °C y el lisado aclarado se transfiri6 a un tubo limpio y se
realizaron determinaciones de proteinas usando un ensayo de proteina BCA.

El analisis se realizé utilizando el ensayo farmacodinamico in vivo de PARP HT de
Trevigen Il (n.° 4520-096-K) de la siguiente manera: se cargaron duplicados de 25
ul de lisados de muestra en placas Stripwell para ELISA previamente
cubiertas/previamente bloqueadas y se incubaron durante 16 horas a 4 ‘C en
tandem con estandares de PAR purificados y diluidos en serie. Los pocillos se
lavaron 4 veces con PBST y se incubaron con 50 ul/pocillo del anticuerpo policlonal
de deteccion de PAR en diluyente de anticuerpos durante 2 horas a temperatura
ambiente. Los pocillos se lavaron 4 veces con PBST y se incubaron con 50 ul/pocillo
de conjugado de HRP-IgG de cabra anticonejo en diluyente de anticuerpo durante
1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 4 veces con PBST, se
incubaron con 100 ul/pocillo de 1:1 PARP PeroxyGlow A y PARP PeroxyGlow B y
se leyeron en un BioTek Cytation 5 utilizando el criterio de valoracién de la
luminiscencia. Los resultados se graficaron como unidades de luminiscencia sin
procesar o como PAR (pg/ml) utilizando valores calculados a partir de la curva
estandar y se presentan a continuacion.

Tabla 33. Resultados del ensayo de parilacion

Ejemplo ICs0 de ICs0 de ICs0 de ICs0 de
inhibicién de inhibicién | inhibicién de | inhibicion de
PARP en de PARP en PARP en PARP en
ELISA (nM) ELISA (nM) | ELISA (nM) | ELISA (nM)
pH 5,5 pH 6,2 pH7,4 pH 8,0
1 115 587
2 93, 135 1290, 1400
3 151 616
6 239 456
7 282 542
10 785 3075
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11 IC 9102
12 101 159 186 116

Las células se tratan como se describié previamente a pH 7,4 y se incubaron
durante 16 h.

Tabla 34. Resultados del ensayo de parilacidon

Compuesto | ICso de inhibicion de PARP | ICso0 de inhibicion de
en ELISA (nM) pH 7,4 | PARP en ELISA (nM) pH
células (BRCA-/-) DLD-1,16 | 7,4; células SW620, 16 H
h

18 2401

19 2381

20 2196 2767

21 3545

22 3877

23 1425

28 712 2197

29 1314

30 497

31 1140

32 4995

34 2092

35 1580

36 271 1174

37 439 1386

40 522

41 459

42 540

43 380

51 4178
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54 1857
55 2928
56 103

Ejemplo E. Ensayo de retraso del crecimiento

Las células se colocaron en placas de fondo transparente y paredes negras de 96
pocillos (Griener); células DLD-1 WT a 2500 células por pocillo, células DLD-1
BRCAZ2-/- a 5000 células por pocillo, en medios de crecimiento con FBS al 10 %. Se
permitido que las células se adhirieran a temperatura ambiente durante 60 minutos
antes de volver a 37 C, incubadora con CO2 al 5 %. Después de 24 horas, se
retiraron los medios y se remplazaron con medios de crecimiento frescos que
contenian diversas concentraciones de farmaco. Cada concentracion de farmaco se
afadié en triplicado. Los controles no tratados con farmaco contenian solo medios
de crecimiento. Las células retornaron a la incubadora. Noventa y seis horas
después de la adicion del farmaco, las células se fijaron con paraformaldehido al 4
% durante 20 minutos y se tifieron con Hoechst a 1 ug/mL. Las placas se
fotografiaron en un generador de imagenes automatico Cytation 5 (BioTek) y se

contaron las células usando CellProfiler (http://cellprofiler.org). Se calculd el

porcentaje de retraso en el crecimiento celular y los datos se graficaron utilizando
GraphPad Prism.

Tabla 35. Resumen del ensayo de retraso del crecimiento

Ejemplo | ICso de retraso del
crecimiento (nM), pH
7,4, BRCA (-/-)

DLD-1,96 h
12 162
13 51
14 72
16 84

17 50




10

15

20

25

164

39 104
40 64
41 43
42 53
43 46

Los resultados anteriores demuestran que los compuestos de la invencion se
escinden para liberar R8H libre cuando se someten a condiciones que replican las
que se encuentran dentro de una célula y exhiben inhibicién del objetivo bioldgico,
que en este ensayo particular es PARP. En funcion de estos resultados, un experto
en la materia reconoceria facilmente que los compuestos de la invencién son utiles
para el tratamiento de enfermedades que involucren tejido con enfermedad acida o

hipdxica y, particularmente, para tratar canceres con mutacion de PARP.

Ejemplo F. Retraso del crecimiento tumoral in vivo

Disefio del estudio (R8H-15, ejemplo 12)

Los ratones atimicos hembra llegaron a las instalaciones a las 6 semanas de edad
y se colocaron de a 5 por jaula en camas Alpha-Dri en un sistema de jaulas IVC
desechable (Innovive). Después de un periodo de aclimatacion de 5-10 dias, las
células DLD-1 BRACA2”- fueron diluidas 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se
implantaron por via subcutanea en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad
de 5x10 8 células en 100 pL. Se controld el crecimiento tumoral del xenoinjerto y se
obtuvieron mediciones con calibrador dos veces por semana. Cuando los
xenoinjertos alcanzaron un volumen minimo de 100 mm3, se les administré a los
ratones una dosis intraperitoneal (IP) del vehiculo, ejemplo 12 (6,4, 20 o 50 mg/kg)
o una dosis oral de R®H-15 (0,3 mg/kg) una vez al dia durante 8 dias. Todos los
ratones recibieron una dosis oral de 10 mg/kg de temozolomida (TMZ) preparada
en glucosa al 20 % inmediatamente después de la dosificacion. Se obtuvieron
mediciones con calibrador dos veces por semana para evaluar el efecto del

compuesto sobre el crecimiento tumoral. El control del crecimiento tumoral continué
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después del periodo de dosificacion de 8 dias durante otras 7 semanas (periodo de
eliminacion). Se sacrificd a los ratones si la pérdida de peso corporal excedia el 20
% o si el volumen del tumor aumentaba hasta 4 veces el tamafio original. Se utilizd
el analisis de Kaplan-Meier para evaluar la tasa de supervivencia en funcién de la
muerte o el retiro del estudio.

Disefio del estudio (R8H-16, ejemplo 18)

Los ratones atimicos hembra llegaron a las instalaciones a las 6 semanas de edad
y se colocaron de a 5 por jaula en camas Alpha-Dri en un sistema de jaulas IVC
desechable (Innovive). Después de un periodo de aclimatacion de 5-10 dias, las
células DLD-1 BRACA2"- fueron diluidas 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol y se
implantaron por via subcutanea en el flanco izquierdo de cada ratén a una densidad
de 5x10 8 células en 100 pL. Se controld el crecimiento tumoral del xenoinjerto y se
obtuvieron mediciones con calibrador dos veces por semana. Cuando los
xenoinjertos alcanzaron un volumen minimo de 100 mm3, se les administré a los
ratones una dosis intraperitoneal (IP) del vehiculo, ejemplo 18 (8,8, 17,7 o 44,2
mg/kg) o R®8H-16 (1, 2, 5 mg/kg), una vez al dia durante 8 dias. Todos los ratones
recibieron una dosis oral de 10 mg/kg de temozolomida (TMZ) preparada en glucosa
al 20 % inmediatamente después de la dosificacion durante 5 dias. Se obtuvieron
mediciones con calibrador dos veces por semana para evaluar el efecto del
compuesto sobre el crecimiento tumoral. El control del crecimiento tumoral continué
después del periodo de dosificacion de 8 dias durante otros 8 dias (periodo de
eliminacion). Se sacrificd a los ratones si la pérdida de peso corporal excedia el 20
% o si el volumen del tumor aumentaba hasta 4 veces el tamafo original.
Preparacion celular de DLD-1 BRCA2+ para implante (R8H-15, ejemplo 12; R8H-16,
ejemplo 18)

Se descongeld Matrigel durante la noche en hielo a 4 °C antes de prepararse para
el implante celular de DLD-1 BRCA2” y se mantuvo en hielo durante todas las
etapas preparatorias. Las células se pasaron entre uno y tres dias antes de la
preparacion para el implante. El medio de crecimiento se remplazé cada 2-3 dias
segun fuera necesario para mantener la viabilidad celular. El dia del implante, las

células se tripsinizaron, se lavaron con medio completo y se sedimentaron mediante
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centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se decant6 y las
células se lavaron tres veces con PBS estéril y se sedimentaron mediante
centrifugado. Durante el centrifugado final, se determind la viabilidad usando
exclusion con azul de tripano. Las células se resuspendieron en PBS estéril a una
concentracion de 5x10°8 células/50 uL. Antes del implante, las células se mezclaron
1:1 con Matrigel para una concentracion final de 5x10° células/100 yL. La mezcla
de Matrigel/células se mantuvo en hielo en un tubo cénico hasta que se usé para el
implante.

Implante celular con DLD-1 BRCA2+ (R8H-15, ejemplo 12; R8H-16, ejemplo 18)

El Matrigel/células DLD-1 BRCA2”- (5 x 10° células/100 pL) mantenido en hielo en
un tubo cénico se extrajo en jeringas estériles de 1 cc con agujas estériles calibre
27. El exceso de mezcla de Matrigel/célula se expulsé nuevamente hacia el tubo
cénico, lo cual dejo un volumen de inyeccién de 100 ul en cada jeringa. Las jeringas
rellenas se mantuvieron en hielo hasta el momento del implante para evitar la
polimerizaciéon del Matrigel en la jeringa. Las células se implantaron por via
subcutanea en el flanco izquierdo de cada ratdn vy, tras el desarrollo de xenoinjertos
palpables, se obtuvieron mediciones con calibrador dos veces por semana. La
evaluacion del compuesto continué cuando los xenoinjertos alcanzaron un volumen
minimo de 100 mm3.

Administracion de los compuestos (R 8H-15, ejemplo 12)

Se prepararon dosis intraperitoneales de 6,4, 20 y 50 mg/kg del ejemplo 12 en
PEG400 al 8 % + Tween 80 al 2 % en PBS como se describi6é anteriormente y se
administraron una vez al dia durante 8 dias. Los ratones recibieron dosis en un
volumen de 12 mL/kg (300 pl por 25 g de ratdn). Se prepararon dosis orales de 0,3
mg/kg de R&H-15 (BMN673) en metilcelulosa al 0,5 % y se administraron una vez al
dia durante 8 dias en un volumen de 10 mL/kg (250 uL por 25 g de ratdén) para
comparacién. Inmediatamente después de la administracion del compuesto, todos
los ratones recibieron una dosis oral de 10 mg/kg de temozolomida (TMZ) en
glucosa al 20 %.

Administracion de los compuestos (RéH-16, ejemplo 18)

El ejemplo 18 se disolvié en dimetilsulféxido al 100 % (DMSO) para producir 0,1
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mg/uL de solucion madre. Se prepararon dosis intraperitoneales (IP) frescas de
8,83, 17,66 o 44,15 mg/kg diariamente mediante dilucién de 14, 29 o 72 pl de la
solucion madre, respectivamente, con 1950 pyL de un vehiculo compuesto por
PEG400 al 8 % + Tween 80 al 2 % en PBS. Las dosis se agitaron en vértex para
lograr suspensiones homogéneas y se administraron a una concentracion de 12
mg/mL (300 pL por 25 g de ratdon), una vez al dia durante 8 dias. Cada dia, se
suspendieron 2,5 mg de R8H-16 en 6 mL de un vehiculo compuesto por PEG400 al
8 % + Tween 80 al 2 % en PBS. La suspension se homogeneizd con ultrasonidos
durante 10 minutos para dar como resultado una dosis intraperitoneal homogénea
de 5 mg/kg que se diluy6 adicionalmente 1 a5y 1 a 2,5 con vehiculo para dar como
resultado dosis de 1 y 2 mg/kg, respectivamente. Todas las dosis se agitaron en
vortex y se administraron a una concentracion de 12 mL/kg (300 pL por 25 g de
ratdn), una vez al dia durante 8 dias. Se prepararon dosis orales frescas de 50
mg/kg de temozolomida (TMZ) diariamente suspendiendo 70 mg de compuesto en
14 mL de un vehiculo de glucosa al 20 %. Las dosis de 5 mg/mL finales se
homogeneizaron con ultrasonidos durante 15 minutos hasta que se lograron
suspensiones homogéneas. A los ratones se les administr6 TMZ por via oral a 10
mL/kg (250 pL por 25 g de ratdon) una vez al dia durante 5 dias inmediatamente
después de la administracion del ejemplo 18 o R8H-16.

Crecimiento tumoral

Se controlo el crecimiento tumoral y se obtuvieron mediciones con calibrador dos
veces por semana durante un periodo de dosificacion de 8 dias para evaluar la
eficacia del compuesto frente a la tasa de crecimiento tumoral. Las mediciones de
crecimiento continuaron durante otras 7 semanas después de cesar la dosificacion.
Los ratones fueron retirados del estudio cuando el volumen del tumor excedi6 4
veces su tamano original.

Analisis estadistico

Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias significativas
entre los grupos. Se utilizo el analisis de prueba de comparacion multiple Bonferroni
post-hoc para determinar diferencias significativas entre las medias. Todo el analisis

estadistico se realizé utilizando el software Graph Pad Prism 7.03. Se utilizé el
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analisis de Kaplan-Meier para evaluar la tasa de supervivencia en funcién de la
muerte o el retiro del estudio cuando la pérdida de peso superé el 20 % con respecto
al peso corporal inicial.

La figura 1 muestra el retraso del crecimiento tumoral de R & H-15 y el ejemplo 12
en ratones BRCA™.

La figura 2 muestra la supervivencia de R 8 H-15 y el ejemplo 12 en ratones BRCA-
/_.

La figura 3 muestra el retraso del crecimiento tumoral de R & H-16 y el ejemplo 18
en ratones BRCA™.

Ejemplo G. Parilacion tumoral

Diseno del estudio (R8H-16, ejemplo 18)

Los ratones atimicos hembra llegaron a las instalaciones a las 6 semanas de edad
y se colocaron de a 5 por jaula en camas Alpha-Dri en un sistema de jaulas IVC
desechable (Innovive). Se diluyeron las células DLD-1 BRACA27 1:1 en Matrigel
libre de rojo fenol y se implantaron por via subcutanea en el flanco izquierdo de cada
ratén a una densidad de 5x108 células en 100 uL. Las mediciones con calibrador se
obtuvieron dos veces por semana y el tratamiento comenzé cuando los xenoinjertos
alcanzaron un volumen minimo de 250 mm3. Se administraron dosis
intraperitoneales (IP) del ejemplo 18 (8,83, 17,66 0 44,15 mg/kg ) o R8H-16 (2 0 10
mg/kg) una vez al dia durante 9 dias en un vehiculo de PEG400 al 8 % + Tween 80
al 2 %. A los ratones también se les administré una dosis oral de glucosa al 20 %.
La octava dosis se administro por la tarde, aproximadamente 12 horas antes de la
novena dosis. Se recogieron muestras de suero y tejido 2 horas después de la
administracién de la novena dosis. Se determind el efecto compuesto contra la
PARIilacion en tumor y médula dsea.

Administracién de los compuestos (R8H-16, ejemplo 18)

El ejemplo 18 se disolvido en dimetilsulfoxido al 100 % (DMSO) para producir 0,1
mg/uL de solucién madre. Se prepararon dosis intraperitoneales (IP) frescas de 8,8,
17,7 o 44,2 mg/kg diariamente mediante dilucion de 13, 26 o 66 ul de la solucion

madre, respectivamente, con 1800 uL de un vehiculo compuesto por PEG400 al 8
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% + Tween 80 al 2 % en PBS. Las dosis se agitaron en voértice para lograr
suspensiones homogéneas. Se prepararon dosis intraperitoneales (IP) frescas de
10 mg/kg de R8H-16 diariamente suspendiendo 5 mg de R® H-16 en 6 mL de un
vehiculo compuesto por PEG400 al 8 % + Tween 80 al 2 % en PBS. Las dosis se
agitaron en vortice para lograr suspensiones homogéneas. Se prepararon dosis IP
de 2 mg/kg diluyendo dosis de 10 mg/kg 1:5 con vehiculo. Se administraron dosis
intraperitoneales (IP) del ejemplo 18 o R®H-16 una vez al dia durante 9 dias en un
volumen de 12 mL/kg (300 ul por 25 g de raton).

Recoleccion de tejidos (REH-16, ejemplo 18)

Después de la extraccion de sangre, los ratones fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical bajo anestesia. Se extrajeron los tumores de xenoinjerto, se
pesaron y cortaron en trozos mas pequefos con una hoja de bisturi. Se recogieron
muestras de tumor aleatorias de 100 mg en tubos criogénicos, se congelaron
rapidamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su
procesamiento. Se tomaron medidas de PARIilacion en homogenados tumorales.
PARilacién en homogenados tumorales (R8H-16, ejemplo 18)

Las muestras de tumor congeladas se homogeneizaron en un tampon RIPA que
contenia inhibidores de proteasa y fosfatasa (1 mg/mL) y se llevaron alicuotas de
300 pL hasta una concentracion final de 1 % de SDS. Las muestras se calentaron
a 100 °C durante 5 minutos, se inactivaron en hielo y se aclararon con centrifugado
a 14.000 x g durante 5 minutos. Las muestras tumorales fueron diluidas 1:10 en
tampdn RIPA/HALT para la cuantificacion de proteinas usando un kit de ensayo de
proteinas BCA Pierce Rapid Gold. Las muestras fueron diluidas hasta 200 ug/mL
(10 pg/pocillo) en tampdn de muestra y se cargaron alicuotas de 50 uL (10ug/pocillo)
en pocillos Stripwell de ELISA previamente recubiertos/previamente bloqueados.
Después de una incubacion de 16 horas a 4 °C, las muestras se lavaron 4 veces
con PBST (1 L de PBS + 1 mL de Tween 20) y se incubaron con 50 uL de anticuerpo
de deteccion de PAR durante 2 horas a temperatura ambiente. Las muestras se
lavaron 4 veces con PBST y se incubaron con 50 yL de conjugado de HRP-IgG de
cabra anticonejo durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un lavado

final de 4 veces con PBST, se agregaron 100 uL de PeroxyGlow™ a cada muestra
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y se determind la luminiscencia en un BioTek Cytation 5 usando el criterio de
valoracion de la fibra de luminiscencia y la definicién de area de placa de Stripwell.
La figura 4 muestra el efecto de la administracion intraperitoneal durante 9 dias del
ejemplo 18 y R8H-16 sobre la PARIlacion tumoral en un modelo de xenoinjerto de
BRCA27 DLD-1 murino.

Ejemplo H. Selectividad de médula 6sea

Diseno del estudio (R8H-15, ejemplo 12)

Los ratones atimicos hembra llegaron a las instalaciones a las 6 semanas de edad
y se colocaron de a 5 por jaula en camas Alpha-Dri en un sistema de jaulas IVC
desechable (Innovive). Después de un periodo de aclimatacion de 5-10 dias, las
células tumorales DLD-1 BRACA2- fueron diluidas 1:1 en Matrigel libre de rojo fenol
y se implantaron por via subcutanea en el flanco izquierdo de cada raton a una
densidad de 5 x 10 © células en 100 yL. Se control6 el crecimiento tumoral y se
obtuvieron mediciones con calibrador dos veces por semana. Cuando los tumores
alcanzaron un volumen minimo de 100 mm?, los ratones recibieron una dosis oral
de 50 mg/kg de Temozolomida (TMZ) sola o en combinacién con una dosis oral de
0,3 mg/kg de R8H-15 o una dosis intravenosa de 10 mg/kg del ejemplo 12, una vez
al dia durante 2 dias. En el dia 3, los ratones alimentados fueron sacrificados
mediante dislocacién cervical bajo anestesia y se retiraron los tumores, se pesaron
y congelaron rapidamente en nitrégeno liquido. Se retiraron los fémures y se realizo
extrusion de la médula 6sea con PBS en tubos conicos de 50 mL para aislar las
células de la médula 6sea mediante centrifugado. La mielotoxicidad se evalué
mediante el recuento de células de médula ésea e inhibicion de la PARilacion segun
lo determinado en el ELISA. La efectividad del compuesto contra la viabilidad de las
células tumorales se determiné mediante un ensayo de PARilacion ELISA.

Disefio del estudio (R8H-16, ejemplo 18)

Los ratones atimicos hembra llegaron a las instalaciones a las 6 semanas de edad
y se colocaron de a 5 por jaula en camas Alpa-Dri en un sistema de jaulas IVC
desechable (Innovive). Se diluyeron las células DLD-1 BRACA27- 1:1 en Matrigel

libre de rojo fenol y se implantaron por via subcutanea en el flanco izquierdo de cada
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ratén a una densidad de 5x108 células en 100 pL. Las mediciones con calibrador se
obtuvieron dos veces por semana y el tratamiento comenzé cuando los xenoinjertos
alcanzaron un volumen minimo de 250 mm3. Se administraron dosis
intraperitoneales (IP) del ejemplo 18 (8,83, 17,66 0 44,15 mg/kg ) o R8H-16 (2 0 10
mg/kg) una vez al dia durante 9 dias en un vehiculo de PEG400 al 8 % + Tween 80
al 2 %. A los ratones también se les administré una dosis oral de glucosa al 20 %.
La octava dosis se administro por la tarde, aproximadamente 12 horas antes de la
novena dosis. Se recogieron muestras de suero y tejido 2 horas después de la
administracién de la novena dosis. Se determind el efecto compuesto contra la
PARilacion en médula 6sea.

Administracién de los compuestos (R8H-15, ejemplo 12)

Se disolvieron 5 mg del ejemplo 12 en 50 pL de dimetilsulféxido al 100 % (DMSO)
para producir 0,1 mg/pL de solucién madre. La dosis intravenosa final de 10 mg/kg
se preparo diluyendo 25 L de la solucidon madre con 2475 pL de PBS estéril. La
dosis se mezclé suavemente para dar como resultado una solucion de dosificacion
inyectable transparente de 1 mg/mL. Las dosis se administraron una vez al dia
durante 2 dias mediante inyeccion en la vena de la cola a 10 mL/kg (200 uL por 20
g de ratén). Los ratones recibieron las dosis en combinacion con un oral de 50 g/kg
de temozolomida. Se preparo una dosis oral de 3 mg/kg de R8H-15 suspendiendo
1,5 mg de compuesto en 5 mL de un vehiculo de dimetil acetamida (DMAc) al 10 %
+ Solutol al 6 % + PBS al 84 %. La suspension se diluy6 adicionalmente 1:10 en el
vehiculo. Las dosis finales de 0.3 mg/mL se homogeneizaron con ultrasonidos
durante 15 minutos hasta que se logré una suspension homogénea de 0.3 mg/mL.
Los ratones recibieron dosis orales de 10 mL/kg (200 pL por 20 g de ratén) una vez
al dia durante 2 dias en combinacién con una dosis oral de 50 mg/kg de
temozolomida.

Administracién de los compuestos (R8H-16, ejemplo 18)

La administracion de los compuestos fue como se describid en la seccion
Administracion de los compuestos (R8H-16, ejemplo 18) del ejemplo F.
Recoleccion de médula 6sea (R8H-15, ejemplo 12)

Después de la extraccion del tumor, se extrajeron los fémures y se realiz6 extrusion
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de la médula 6sea en tubos conicos de 50 mL y se enjuagaron los huesos con una
aguja calibre 23 colocada en una jeringa de 5 cc que contenia RPMI + suero bovino
fetal (FBS por sus siglas en inglés) al 2 %. La médula ésea se homogeneiz6
mediante pipeteo suave y se filtré a través de filtros de malla de nylon de 100 pym.
Las células de la médula 6sea se sedimentaron mediante centrifugado a 1200 rpm
durante 5 minutos a 4 °C. Las células se lavaron con 5 mL de PBE (PBS + albumina
de suero bovino al 0,2 % + EDTA 2 mM) y se volvieron a sedimentar mediante
centrifugado como se describié anteriormente. Las células se resuspendieron en 3
mL de tampdn de lisis RBC 1X 'y se incubaron a temperatura ambiente durante 2-5
minutos. Se afadi® PBE hasta un volumen final de 25 mL y las células se
sedimentaron mediante centrifugado. Las células se resuspendieron en 5 mL de
PBE, se pasaron a través de un filtro de malla de nylon de 40 ym y se extrajeron
mediante centrifugado. Las células se resuspendieron en 1 mL de PBE. La
concentracion y la viabilidad celulares se determinaron utilizando exclusion con azul
de tripano en un contador de células TC-20 (Biorad) antes de la preparacién para el
analisis de PARIilacion. Tras el conteo celular, se sedimentaron 1.5 mL de células
de la médula 6sea mediante centrifugado a 1200 rpm (300 rcf) durante 5 minutos a
4 °C. Se recogi6 el sobrenadante y se almacené a -80 °C para un posible analisis
de concentracion del farmaco. Los 2,5 mL restantes de células de la médula 6sea
se sedimentaron mediante centrifugado a 1200 rpm (300 rcf) durante 5 minutos a 4
°C. Las células sedimentadas se lisaron en tampon RIPA que contenia inhibidores
de proteasa y fosfatasa (100 uL de tampon por cada 10° células) y se almacenaron
a -20 °C para la medicién de la PARIlacion en células de médula ésea como se
determin6é mediante un ensayo Elisa de PARilacion.

PARilacién en células de médula 6sea (R8H-15, ejemplo 12)

Las células de médula 6sea aisladas de fémures en el dia 3 se lisaron en tampoén
RIPA que contenia inhibidores de proteasa/fosfatasa. Las muestras
homogeneizadas llevaron a una concentracion final de SDS al 1 %, se calentaron a
100 °C durante 5 minutos, se inactivaron en hielo y se aclararon con centrifugado a
12.000 x g durante 5 minutosa 4 °C. El analisis de PARIilacion se realiz6 utilizando

el ensayo farmacodinamico |l de PARP in vivo HT de Trevigen. Brevemente, se
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cargaron muestras en duplicado de 10 pg en pocillos Stripwell de ELISA
previamente recubiertos/previamente bloqueados como volumenes de 50 pL en
tampon de muestra y se incubaron durante 16 horas a 4 ‘C en tandem con
estandares de PAR purificados diluidos en serie. Los pocillos se lavaron 4 veces
con PBST y se incubaron con 50 uL/pocillo del anticuerpo policlonal de deteccién
de PAR en diluyente de anticuerpos durante 2 horas a temperatura ambiente. Los
pocillos se lavaron 4 veces con PBST y se incubaron con 50 pL/pocillo de conjugado
de HRP-IgG de cabra anticonejo en diluyente de anticuerpo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron 4x con PBST, se incubaron con 100
Mg/pocillo de 1:1 PARP PeroxyGlow A y PARP PeroxyGlow B y se leyeron en un
BioTek Cytation 5 utilizando el criterio de valoracién de la luminiscencia. Los datos
se graficaron como PAR (pg/mL) utilizando valores calculados a partir de la curva
estandar.

Recoleccion de médula 6sea (R8H-16, ejemplo 18)

Después de la extraccion del tumor, se extrajeron los fémures y se realiz6 extrusion
de la médula 6sea en tubos conicos de 50 mL y se enjuagaron los huesos con una
aguja calibre 23 colocada en una jeringa de 5 cc que contenia PBS + suero bovino
fetal (FBS por sus siglas en inglés) al 2 %. La médula ésea se homogeneiz6
mediante pipeteo suave y se filtré a través de filtros de malla de nylon de 100 pm 'y
se sedimentaron las células mediante centrifugado a 1200 rpm durante 5 minutos a
4 °C. Los gldbulos rojos se lisaron con 3 mL de tampodn de lisis durante 2 minutos a
temperatura ambiente. Se anadié PBS hasta un volumen final de 25 mL y las células
se volvieron a sedimentar mediante centrifugado como se describié anteriormente.
Los sedimentos celulares se suspendieron en 5 mL de PBS y el conteo celular se
evalué mediante exclusion con azul de tripano en un contador celular TC-20
(BioRad). Se recogié un subconjunto de 2,5 x 10° células de cada muestra en un
tubo de microcentrifuga para mediar la PARilacion.

PARilacién en células de médula 6sea (R8H-16, ejemplo 18)

Se lisaron células de médula 6sea (2.5 x 108 células por granulo) en 500 uL de
tampdén RIPA/HALT y se incubaron en hielo durante 15 minutos con agitacién en

vortex periddica. Los lisados celulares se llevaron hasta una concentracion final de
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SDS al 1 %, se calentaron a 100 °C durante 5 minutos y se enfriaron en hielo. Los
restos celulares se eliminaron mediante centrifugado a 14.000 x g durante 5 minutos
a 4 °C y las células sedimentadas se resuspendieron en tampoén a una
concentracion de 250.000 células/50 pL. Las muestras de células de médula 6sea
se cargaron en placas Stripwell previamente recubiertas/previamente bloqueadas
para ELISA y se incubaron durante 16 horas a 4 °C. Las muestras se lavaron 4
veces con PBST (1 L de PBS + 1 mL de Tween 20) y se incubaron con 50 pL de
anticuerpo de deteccion de PAR durante 2 horas a temperatura ambiente. Las
muestras se lavaron 4 veces con PBST y se incubaron con 50 pL de conjugado de
HRP-IgG de cabra anticonejo durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
un lavado final de 4 veces con PBST, se agregaron 100 uL de PeroxyGlow™ a cada
muestra y se determino la luminiscencia en un BioTek Cytation 5 usando el criterio
de valoracion de la fibra de luminiscencia y la definicion de area de placa de
Stripwell.

Analisis estadistico

Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias significativas
entre los grupos. Se utilizo el analisis de prueba de comparacion multiple Bonferroni
post-hoc para determinar diferencias significativas entre las medias. Todo el analisis
estadistico se realizo utilizando el software Graph Pad Prism 7.03.

La figura 5 muestra la PARIlacion en células de médula ésea después de la
administracion intravenosa del ejemplo 12 o la administracion oral de R®H-15 en
combinacion con la administracion oral de temozolomida (TMZ) a ratones atimicos.
La figura 6 muestra la PARIlacion en células de médula ésea después de la

administracion intraperitoneal del ejemplo 18 o R®8H-16 a ratones atimicos.

Varias modificaciones de la invencion, ademas de las descritas en la presente,
seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion anterior.
Se espera que dichas modificaciones también caigan dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Cada referencia, incluidas, entre otras, todas las
patentes, solicitudes de patentes y publicaciones citadas en la presente solicitud, se

incorporan en la presente mediante esta referencia en su totalidad.



