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TITULO DE LA INVENCION
PEPTIDOS CICLICOS PARA INHIBIR LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR 1 DEL TNF

CAMPO DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a determinados péptidos ciclicos que inhiben la
actividad del receptor 1 del TNF (TNFR1), a composiciones farmacéuticas que comprenden
dichos péptidos y a métodos para usar los compuestos para tratar, inhibir 0 mejorar una 0 mas
patologias autoinmunitarias e inflamatorias que podrian beneficiarse de la inhibicion del TNFRL1,
incluyendo las enfermedades inflamatorias intestinales (EIl), la artritis reumatoide (AR), la
artritis reumatoide juvenil (ARJ), la psoriasis, la artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante, la
espondiloartritis axial no radiografica, la hidradenitis supurativa y otros trastornos
dermatoldgicos, asi como otros trastornos neurologicos, neurodegenerativos, metabolicos y

oculares.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las terapias que se dirigen a la sefializacion de la citocina factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), que comprenden los fArmacos biologicos anti-TNFa que surgieron en los afos 90,
siguen formando parte de los tratamientos de referencia (SOC, del inglés standard of care) para
varias enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias prevalentes, incluyendo la colitis ulcerosa
(CL), la enfermedad de Crohn (EC), denominadas en conjunto Ell, la AR, la AR juvenil, la
psoriasis, la artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante, la espondiloartritis axial no
radiogréafica y la hidradenitis supurativa. E1 TNFa es una citocina pleiotropica que afecta a la
funcion de una diversidad de tipos celulares. Desencadena respuestas celulares desde la
induccion de programas de expresion de genes inflamatorios, la estimulacion de la proliferacion
y la diferenciacion celulares, hasta la activacion de programas de suicidio celular tales como la
apoptosis y la necroptosis. Se expresa como una proteina transmembrana de un solo tramo de
tipo 11 y como una variante soluble liberada después de un proceso proteolitico.

El TNFa se autoensambla en moléculas homotriméricas y tanto la forma transmembrana
como la soluble interactuan con los dos receptores de membrana conocidos del TNFo, TNFR1 y
TNFR2, cada uno de los cuales ejerce efectos bioldgicos distintos. Ambos receptores del TNFa.
son normalmente representativos de la superfamilia de receptores del TNF méas amplia. Como
tales, el TNFR1 y el TNFR2 son proteinas transmembrana de tipo | de un solo tramo que se
caracterizan por tener varios dominios ricos en cisteina en sus dominios extracelulares. También

se han descrito formas solubles de TNFR1 y TNFR2 que son resultado de la eliminacion vy el
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corte y empalme alternativo. El TNFR1 se expresa en casi todos los tipos celulares y media en las
conocidas acciones pro-inflamatorias, citotoxicas y de sefalizacion inductora de genes del TNFa.
El TNFR2 se expresa en tipos celulares mas restringidos, incluyendo células mieloides, linfocitos
T reguladores, células gliales, algunos tipos de células endoteliales, células epiteliales,
fibroblastos y determinados subconjuntos de linfocitos T y B, e induce efectos
inmunosupresores/homeostaticos de la citocina sobre células inmunitarias y en la regeneracion
tisular.

El mecanismo de accién (MDA) de los farmacos biolégicos anti-TNFa tales como
infliximab, adalimumab, golimumab y certolizumab, implica la unién a la citocina TNFa y, por
lo tanto, la inhibicion del acoplamiento tanto con TNFR1 como con TNFR2.

Una limitacion clave de los farmacos biolégicos anti-TNFa SOC es la elevada tasa de
pérdida de respuesta (mas de >70 % al afio de tratamiento), que en muchos casos esta provocada
por el desarrollo de anticuerpos anti-farmaco (AAF, ~60 % entre los pacientes con EIIl) que
conducen a cambios no deseables en las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de
estos farmacos (véase Colombel et al., "Adalimumab for Maintenance of Clinical Response and
Remission in Patients with Crohn's Disease", Gastroenterology 132 (1): 52-65 (2007); y
Vaisman-Mentesh, A. et al., "The Molecular Mechanisms that underlie the Immune Biology of
Anti-drug Antibody Formation following Treatment with Monoclonal Antibodies”, Frontiers in
Immunology, 11: 1951(2020)).

Las limitaciones de la terapia anti-TNF pueden depender de las funciones biolégicas
pleiotropicas del TNF a través de dos receptores de TNF distintos. En diferentes modelos de
enfermedades en animales, la supresion genética del TNFR1 se asocia normalmente a la
reduccion de la enfermedad, mientras que la ablacion del TNFR2 exacerba la enfermedad. Estos
y otros datos indican que la sefalizacion de TNFo/TNFR1 soluble media principalmente las
respuestas pro-apoptéticas e inflamatorias, mientras que el TNFR2 contribuye a la regulacion
inmunitaria y a la regeneracion tisular. Por lo tanto, los reactivos que se dirigen selectivamente a
los TNFR podrian ser superiores al bloqueo global del TNF porque permiten una activacion y/o
inhibicion diferenciales de los TNFR. El bloqueo selectivo de la sefalizacion de TNFa/TNFR1,
que conservard la sefializacion de TNFo/TNFR2 funcional, parece ser suficiente para interferir en
la sefalizacion patologica del TNFa. A diferencia de los bloqueantes del TNF globales que
neutralizan el TNFa soluble y transmembrana, esta clase de terapia puede inducir efectos
secundarios menos graves y puede ser terapéutica para otras enfermedades tales como la EM o
enfermedades neurodegenerativas, donde la inhibicion completa del TNF estéa contraindicada

(\Véase, Fischer et al., "Selective Targeting of TNF Receptors as a Novel Therapeutic Approach”,
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Front. Cell Dev. Biol. 8: 401(2020); Dong et al., "Targeting of Tumor Necrosis Factor Alpha

Receptors as a Therapeutic Strategy for Neurodegenerative Disorders", Antibodies, 4: 4 (2015))
Se necesitan enfoques terapéuticos adicionales que vayan mas alla de los tratamientos de

referencia con medicamentos bioldgicos anti-TNFa. para ralentizar la progresion de las

enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias prevalentes.

SUMARIO DE LA DIVULGACION

La presente divulgacion proporciona determinados péptidos ciclicos que reducen la
inflamacion mediante la inhibicién selectiva del TNFR1 para atenuar especificamente las
actividades proinflamatorias del TNFa mediadas por la sefializacion de TNFR1, y para
salvar/permitir pasivamente la sefializacion pro-homeostatica de TNFa—TNFR2. Estos péptidos
ciclicos pueden ser compuestos farmaceéuticamente activos valiosos para el tratamiento de
enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias prevalentes, incluyendo la colitis ulcerosa (CU),
la enfermedad de Crohn (EC), denominadas en conjunto enfermedades inflamatorias intestinales
(EI), asi como la artritis reumatoide (AR), la artritis reumatoide juvenil (ARJ), la psoriasis y
otras afecciones inflamatorias que pueden tratarse mediante el bloqueo de la sefializacion del
TNFa, tales como la artritis psoridsica, la espondilitis anquilosante, la espondiloartritis axial no
radiogréafica, la hidradenitis supurativa, y otros trastornos dermatologicos, asi como otros
trastornos neuroldgicos, neurodegenerativos, metabdlicos y oculares.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona compuestos de Férmula (1)

RSb
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y sus sales farmacéuticamente aceptables.
Los compuestos de la presente invencion tienen el potencial de proporcionar una eficacia
superior y més duradera que los SOC anti-TNFa no selectivos, a través de la inhibicion de la

inflamacion impulsada por TNFR1 que simultaneamente salva la homeostasis dependiente de
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TNFR2, la cicatrizacion de mucosas/tejidos y la regulacion inmunitaria. En consecuencia, en otro
aspecto, la presente divulgacion proporciona un método para tratar enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias (por ejemplo, la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn,
denominadas en conjunto Ell, la artritis reumatoide, la artritis reumatoide juvenil, la psoriasis, la
artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante, la espondiloartritis axial no radiogréafica y la
hidradenitis supurativa) que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto de la presente divulgacion a un sujeto que lo necesite. En algunas realizaciones, la
administracion comprende una administracion oral del compuesto.

La divulgacién proporciona ademas procesos para preparar compuestos de la divulgacion
y composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de la divulgacion y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Compuestos de la divulgacion
En una realizacion, la presente divulgacion proporciona un compuesto que tiene la

Formula estructural (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
RGC RSb

0o R‘T3b

12a
RZEl Xenlazador \[H\ R Rmﬂ
NH Femb

R13&| R13C
R11b R11a (I)

R1 se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-10, (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Co-10),
(alquil C1-6)o0-2 amino(alquil Cp-100xi(alquilo Cp-6), (alquil C1-g)sN*(alquilo Cp-g), aril(alquilo
C0-10), heteroaril(alquilo Cp-10), cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10), heterocicloalquil(alquilo
C0-10), fluoroalquilo C1-10, alquenilo C2-10, (alquil Cp-g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil
C0-6)0-2 aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)0-2 aminocarbonilamino(alquilo Cp-g),
4
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arilcarbonilamino(alquilo Cp-g), arilaminocarbonil(alquilo Cp-g),
heteroarilcarbonilamino(alquilo Cp-g), heteroarilaminocarbonil(alquilo Cg-g), alquiloxi C1-6,
(alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g), (cicloalquil (C3-12))oxi(alquilo Cp-6), (cicloalquil (C3-12)alquil
Co-6)oxi(alquilo Cp-g), (alquil Cp-g)carboxi(alquilo Cp-g), N'=N"=N—(alquilo Cp-6) y H2N-
C(=NH)NH—(alquilo Cg-6),

en donde R1 est4 sustituido con 0, 1, 2, 3 0 4 sustituyentes R12 cada uno seleccionado
independientemente de alquilo C1-g, amino, ciano, halo, hidroxi, cicloalquiloxi (C3-12) y
alquiloxi C1-6;

cada R24 se selecciona independientemente de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-4, fltor y
alquiloxi C1-4;

R2b se selecciona de arilo, heteroarilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo, en donde dicho
heteroarilo contiene al menos un atomo de nitrégeno,

en donde R2D esta sustituido con 0, 1 0 2 R2C seleccionados independientemente de
alquilo C1-g, amino(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cp-6), (alquil C1-g)sN*(alquilo
Co0-6), aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cp-g), hidroxi,
alquiloxi C1-g, halo, (alquil C1-6)o-2 amino(alquiloxi Cg-g), (alquil C1-g)sN*(alquiloxi Cp-6),
(alquiloxi C1-g)carbonil(alquilo Cp-6), carboxi(alquilo Cp-g), carboxi(alquil C1-g)oxi(alquilo
C0-6), haloalquilo C1-6, haloalquiloxi C1-g y alquiloxi C1-6;

R3ase selecciona de hidrégeno, hidroxi, hidroxi(alquilo C1-g), amino, amino(alquilo C1-
6), alquilo C1-10, cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10), (alquil Cp-g)tio(alquilo C1-6) ¥
carboxi(alquilo C1-6), en donde R3a puede estar sustituido con 0, 1 o 2 sustituyentes R3C;

R3b se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-10, hidroxi(alquilo C1-g), amino(alquilo C1-
10), (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo C1-10), (alquil C1-g)sN*(alquilo C1-g), haloalquilo C1-g,
aril(alquilo Cp-10), heteroaril(alquilo Cp-10), cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10),
heterocicloalquil(alquilo Cp-10), (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-g), cicloalquiloxi (C3-12)(alquilo
C1-6), carboxi(alquilo C1-g), aminocarbonil(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2
aminocarbonil(alquilo C1-g), aminocarbonilamino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2
aminocarbonilamino(alquilo C1-g), (alquil Cp-g)tio(alquilo C1-6), (alquil C1-6)SO2(alquilo C1-
6) Y (alquil C1-g)sulfinil(alquilo C1-6), en donde R3b puede estar sustituido con 0, 10 2

sustituyentes R3C;
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cada R3C se selecciona independientemente de halo, alquilo C1-g, amino,

(alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cg-g), (alquil C1-g)sN*—, (alquil C1-6)SO2(alquilo Cg-g), ciano,
ciano(alquilo C1-g), hidroxi, hidroxi(alquilo C1-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g),
aminocarbonil(alquilo Cp-g) y carboxi (Cp-6)(alquilo Cp-g);

y en donde R32 y R3D, junto con los 4&tomos a los que estén unidos, pueden formar un
sistema de anillos saturado, en donde dicho sistema de anillos saturado puede estar sustituido con
0, 1 0 2 sustituyentes R3C;

R4a se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-g, hidroxi, alquiloxi C1-4 y fldor;

R4D se selecciona de heteroaril(alquilo Cq-3) biciclico y aril(alquilo Co-3) biciclico,

en donde R4D est4 sustituido con 0, 1 0 2 sustituyentes R4C cada uno seleccionado
independientemente de halo, hidroxi, ciano, nitro, carboxi, carboxi(alquilo C1-g), (alquiloxi C1-
g)carbonil(alquilo Cp-g), alquiloxi C1-6, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6), alquilo C1-6 y
haloalquilo C1-6;

R9a se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-10, fluoroalquilo C1-10, carboxi(alquilo C1-
10), hidroxi, hidroxi(alquilo C1-10), ciano(alquilo C1-10), heterocicloalquil(alquilo Cp-10),
aminocarbonil(alquilo C1-g), (C1-6 alquil)o-2 aminocarbonil(alquilo C1-g), (carboxi(alquil C1-
10))oxi(alquilo C1-g), aril(alquilo Cp-g), cicloalquil (C3-12)(alquilo C0-6), heteroaril(alquilo
Co0-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6), (alquiloxi C1-g)carbonil(alquilo Cp-g), amino,
amino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)0-2 amino(alquilo Cp-g), amino(alquil C1-
g)carbonilamino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil C1-gcarbonilamino(alquilo C1-g),
(alquil C1-6)3N*(alquilo C2-10), (alquil C1-6)sN*(alquil C1-g)carbonilamino(alquilo C1-6) y
fluoroalquilo C1-10, y en donde RS2 esta sustituido con 0, 1 0 2 sustituyentes R5d;

R5D se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-10, hidroxi(alquilo C1-10), carboxi(alquilo
C1-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-g), aminocarbonil(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2
aminocarbonil(alquilo C1-g), carboxi(alquil C1-10)oxi(alquilo C1-g), ciano(alquilo C1-10),
amino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)0-2 amino(alquilo C1-g), amino(alquil C1-
g)carbonilamino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil C1-gcarbonilamino(alquilo C1-g),
(alquil C1-g)sN*(alquil C2-g)oxi(alquilo C1-g), (alquil C1-g)sN*(alquil C1-
g)carbonilamino(alquilo C1-g), (alquil C1-g)sN*(alquilo C1-6), (heterocicloalquil(alquilo Co-

10), cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10) y haloalquilo C1-10, en donde RD est4 sustituido con 0,
6
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1, 2 0 3 sustituyentes R9€,

en donde R92 y RSb, junto con los &tomos a los que estan unidos, forman un anillo
monociclico o biciclico saturado, en donde dicho anillo monociclico o biciclico esta sustituido

con 0, 1, 2 0 3 sustituyentes R9d y 0, 1, 2 0 3 R5;

cada R9d se selecciona independientemente de halo, hidroxi, hidroxi(alquilo C1-10),
alquilo C1-10, carboxi, carboxi(alquilo C1-g), alquiloxi C1-6, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6),
amino, amino(alquilo C1-g), (alquil C1-g)o-2 amino(alquilo Cp-g), amino(alquil C1-
g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil C1-gcarbonilamino(alquilo Co-g),
(alquil C1-6)3N*(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)sN*(alquil C2-g)oxi(alquilo Cp-6), (alquil C1-
6)3sN*(alquil C1-g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (carboxi(alquil C1-g))oxi(alquilo C1-6),
ciano(alquilo Cp-g), tetrazolil(alquilo Cp-g) y haloalquilo C1-6, y dos sustituyentes R5d junto
con el a&tomo al que estan unidos pueden unirse para formar un anillo saturado;

cada R3€ se selecciona independientemente de halo, hidroxi, hidroxi(alquilo C1-10),
alquilo C1-10, carboxi, carboxi(alquilo C1-g), alquiloxi C1-6, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6),
amino, amino(alquilo C1-g), (alquil C1-g)o-2 amino(alquilo Cp-g), amino(alquil C1-
g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil C1-gcarbonilamino(alquilo Co-g),
(alquil C1-g)3N*(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)sN*(alquil C2-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-
6)3sN*(alquil C1-g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (carboxi(alquil C1-g))oxi(alquilo C1-g),
ciano(alquilo Co-g), tetrazolil(alquilo Cg-g) y haloalquilo C1-g, y dos sustituyentes R9€ junto
con el &tomo al que estan unidos pueden unirse para formar un anillo saturado;

RC es hidrégeno, alquilo C1-4, hidroxi(alquilo C1-4), alquiloxi C1-4 o (alquil C1-
4)oxi(alquilo C1-4);

R6a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, amino, alquiloxi C1-4 y alquilo C1-6;

R6D se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-g, hidroxi, alquiloxi C1-4 y fluor;

R6C se selecciona de alquilo C1-10, alquiloxi C1-g, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6),
haloalquilo C1-10, aril(alquilo Cp-g), heteroaril(alquilo Cp-10), (alquil C1-6)SO2(alquilo Cp-6),
hidroxi, hidroxi(alquilo C1-g), amino(alquilo Cg-6), (alquil C1-6)o» amino(alquilo Cp-6),
aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cp-6), (alquil C1-
g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonilamino(alquilo Cp-g) y

carboxi(alquilo Cp-g);
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R7a se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-6, hidroxi, alquiloxi C1-4 y fldor;

R7Db se selecciona de aril(alquilo Cp-6), heteroaril(alquilo Cp-g) y cicloalquil (C3-
12)(alquilo Co-6),

en donde R7P esta sustituido con 0, 1, 2 0 3 sustituyentes R7C cada uno seleccionado
independientemente de alquilo C1-g, fluoroalquilo C1-10, fluoroalquiloxi C1-10, (alquil C1-6)o0-2
amino(alquilo Co-5), (alquil C1-6)sN*(alquilo Cp-5), carboxi(alquilo Cp-g), (alquiloxi C1-
g)carbonil(alquilo Cp-g), carboxi(alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g), aminocarbonil(alquilo Co-g),
(alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cp-g), hidroxi, hidroxi(alquilo C1-g), halo, —(alquil Cp-
5)—(S(=0)20H), —(alquil Cp-5)—-(S(=0)2NH2), amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-
6)o-2 amino(alquil Co-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-g)sN*(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g),
aminocarbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)0-2 aminocarbonilamino(alquilo Co-g),
haloalquilo C1-10, haloalquiloxi C1-10 vy (alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g);

R8a se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-g, hidroxi, alquiloxi C1-4, fluoroalquilo C1-
6, fluoroalquiloxi C1-4 y halo;

R8D se selecciona de aril(alquilo Cp-3) biciclico y heteroaril(alquilo Cp-3) biciclico,

en donde R8P esté sustituido con 0, 1 0 2 sustituyentes R8C cada uno seleccionado

independientemente de alquilo C1-4, halo, ciano, nitro, carboxi, amino, hidroxi, fluoroalquilo

C1-6, fluoroalquiloxi C1-g, alquiloxi C1-g, amino(alquilo C1-3) e hidroxi(alquilo C1-g);
R9 se selecciona de hidrégeno y alquilo C1-4;
R10a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-6, alquiloxi C1-4 y fltor;

R10b e selecciona de cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-3), aril(alquilo Cp-3) y
heteroaril(alquilo C-3), en donde dicho heteroarilo contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno,

en donde R10D esta sustituido con 0, 1 0 2 R10C en donde cada R10C se selecciona
independientemente de alquilo C1-10, fluoroalquilo C1-10, haloalquilo C1-g, fluoroalquiloxi C1-
10, amino, amino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cp-g), (alquil C1-)sN*(alquilo
C0-6), hidroxi, hidroxi(alquilo C1-g), ciano, halo, aminocarbonilo, aminocarbonil(alquilo C1-g),
(alquil C1-6)o0-2 aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonilamino(alquilo Cp-g),
(alquil C1-g)carbonilamino(alquilo Cp-g), carboxi(alquilo Cp-g), (alcoxi C1-g)carbonil(alquilo
Co-6), carboxi(C1-6 alquil)oxi(alquilo Cp-g), —(alquil Cp-5)—(S(=0)20H), —(alquil Cp-5)—

(S(=0)2NH2), amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil Cp-
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g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)sN*(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo Co-
6), haloalquiloxi C1-g, cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-6) Yy heterocicloalquil(alquilo 0-6);

R11a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-6, alquiloxi C1-4 y fltor;

R11b se selecciona de aril(alquilo Cp-3), heteroaril(alquilo Cp-3), en donde dicho
heteroarilo contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno, y H2N-C(=NH)NH-(alquilo C1-6),

en donde R11b esta sustituido con 0, 1, 2, 30 4 sustituyentes R11¢ cada uno
seleccionado independientemente de alquilo C1-6, amino, amino(alquilo C1-6), (alquil C1-6)o-2
amino(alquilo Cp-g), (alquil C1-g)sN*(alquilo Cp-g), hidroxi, hidroxi(alquilo C1-g), ciano, halo,
aminocarbonilo, aminocarbonil(alquilo C1-g), (alquilo C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Co-g),
carboxi(alquilo Cp-g), carboxi(alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g), amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-
6), (alquil C1-g)o-2 amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)sN*(alquil Cp-g)oxi(alquilo
Co0-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-6), haloalquiloxi C1-6, haloalquilo C1-g, cicloalquil (C3-
12)(alquilo Cp-6), heterocicloalquil(alquilo Cp-6), ((alquil C1-
g)carbonil)heterocicloalquil(alquilo Cp-10) Yy ((alquil C1-g)carboniloxi)heterocicloalquil(alquilo
C0-10);

R12a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, amino, alquilo C1-10 v cicloalquil (C3-
12)(alquilo Co-6);

R12b e selecciona de hidrogeno, alquilo C1-10 v cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-6);

en donde R12a y R12b junto con los 4tomos a los que estan unidos, pueden formar un
anillo saturado;

R13a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-g, alquiloxi C1-4 y fltor;

R13b se selecciona de hidrégeno y alquilo C1-4;

R13¢ se selecciona de un heteroarilo que contiene nitrégeno biciclico que tiene 1 0 2
nitrégeno y arilo-biciclico y en donde R13C esta sustituido independientemente con 0, 1 0 2

sustituyentes R13d cada uno seleccionado independientemente de halo, alquilo C1-g,

carboxi(alquilo Cp-4), haloalquiloxi C1-4 y alquiloxi C1-4;

— X-enlazador |—

se selecciona de
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en donde R14a se selecciona de amino, hidroxi, (alquil C1-6)o2 amino y alquiloxi C1-6;

m se seleccionade 1, 2, 30 4;

n se seleccionade 1,2,304;y

R14b e selecciona de hidrogeno, alquilo C1-g, aril(alquilo Cp-g) Yy heteroaril(alquilo Cp-
10 @), en donde R14D esta sustituido con 0, 1, 2 0 3 grupos halo.

En una primera realizacion de la invencién, R1 se selecciona de aminometilo, aminoetilo,
aminopropilo, aminobutilo, aminopentilo, fenilo, fenilmetilo, feniletilo, fenilpropilo, estirilo,
bifenilo, naftilo, piridilo, piridazinilo, pirimidilo, pirazinilo, imidazolilo, pirazolilo, furilo,
tiofenilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, oxadiazolilo, bifenilmetilo, naftilmetilo,

15  piridilmetilo, piridazinilmetilo, pirimidilmetilo, pirazinilmetilo, imidazolilmetilo, pirazolilmetilo,
furilmetilo, tiofenilmetilo, oxazolilmetilo, isoxazolilmetilo, tiazolilmetilo, isotiazolilmetilo,
oxadiazolilmetilo, biciclo[1.1.1.]pentilo, (biciclo[1.1.1.]pentilo)metilo, fenilcarbonilaminoetilo,

aminocarbonilmetilo, aminocarboniletilo, aminocarbonilpropilo, aminocarbonilisopropilo,
10
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aminocarbonilbutilo, aminocarbonilaminometilo, aminocarbonilaminoetilo,
aminocarbonilaminopropilo, aminocarbonilaminobutilo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo,
sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, n-hexilo, isohexilo, n-heptilo,
n-octilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclopropilmetilo, ciclobutilmetilo,
ciclopentilmetilo, ciclohexilmetilo, adamantilo, carboxi, carboximetilo, carboxietilo, azidometilo,
azidoetilo, azidopropilo, fenilaminocarbonilmetilo, piridilaminocarbonilmetilo,
(piridilcarbonilamino)metilo, guanidino, guanidinometilo, guanidinoetilo, guanidinopropilo,
guanidinobutilo, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, fluoroetilo, difluoroetilo,
trifluoroetilo, pentafluoroetilo, fluoropropilo, difluoropropilo, trifluoropropilo,
pentafluoropropilo, heptafluoropropilo, trifluorobutilo, N,N,N-trimetilmetilamonio, N,N,N-
trimetilet-1-ilamonio, N,N,N-trimetilpropan-1-ilamonio, N,N,N-trimetilbut-1-ilamonio,
metilamino, metilaminometilo, metilaminoetilo, metilaminopropilo, metilaminobutilo,
dimetilamino, dimetilaminometilo, dimetilaminoetilo, dimetilaminopropilo, dimetilaminobutilo,
etilamino, etilaminometilo, etilaminoetilo, etilaminopropilo, etilaminobutilo, dietilamino,
dietilaminometilo, dietilaminoetilo, dietilaminopropilo, dietilaminobutilo, aminoetoxi,
aminoetoximetilo, isoxazolilcarbonilaminometilo, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi,
ciclopropoxi, ciclopropoximetilo, ciclopropilmetoxi, ciclopropilmetoximetilo,
ciclopropilmetoxietilo, metoximetilo, etoximetilo, metoxietilo, etoxietilo, vinilo, prop-2-enilo,
bu-3-enilo y pent-4-enilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula

general (1) anterior.

En una segunda realizacion de la invencion, R1 se selecciona de 3-aminopropilo, 4-
aminobutilo, fenilo, fenilmetilo, biciclo[1.1.1.]pentilo, fenilcarbonilaminoetilo,
aminocarbonilmetilo, aminocarbonilaminoetilo, n-propilo, n-butilo, isobutilo, isopentilo, n-
pentilo, n-hexilo, 1-azidoetilo, 2-azidoetilo, azidopropilo, 3-azidopropilo,
piridilaminocarbonilmetilo, 3-guanidinopropilo, 2,2-difluoropropilo, 4,4,4-trifluorobutilo, N,N,N-
trimetilpropan-1-ilamonio, metilaminopropilo, dimetilaminopropilo,
isoxazolilcarbonilaminometilo, etoxi, metoximetilo, prop-2-enilo, carboxipropilmetoxi y
aminoetoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o

como en la primera realizacion.

En una tercera realizacion de la invencion, los sustituyentes R1a se seleccionan cada uno

independientemente de alquilo C1-g, amino, ciano, halo e hidroxi, y los demas grupos son como

los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

segunda.
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En una cuarta realizacién de la invencion, cada R22 se selecciona independientemente de
hidrégeno, hidroxi, metilo, etilo, metoxi, etoxi, fltor, y los deméas grupos son como los

proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a tercera.

En una quinta realizacion de la invencion, cada R2@ se selecciona independientemente de
hidrégeno, hidroxi y metilo, y los deméas grupos son como los proporcionados en la Férmula

general (1) anterior o como en las realizaciones primera a cuarta.

En una sexta realizacion de la invencion, R2P se selecciona de fenilo, bencilo, bifenilo,
naftilo, piridilo, piridazinilpirimidilo, pirazinilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo,
tiazolilo, isotiazolilo, oxadiazolilo y biciclo[1.1.1]pentilo, y los demas grupos son como los

proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a quinta.

En una séptima realizacion, R2b se selecciona de fenilo, piridilo, pirimidilo, piridazinilo,
imidazolilo y biciclo[1.1.1]pentilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la

Formula general (I) anterior o como en las realizaciones primera a sexta.

En una octava realizacion, cada R2C se selecciona independientemente de aminometilo,
hidroxi, metoxi, etoxi, difluorometoxi, trifluorometoxi, fluorometilo, difluorometilo,
trifluorometilo, trifluoroetilo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, ciclopropilo, n-butilo, terc-

butilo, fltor, cloro, bromo, yodo, aminoetoxi, N-metilaminoetoxi, N-etilaminoetoxi, N,N-

e
dimetilaminoetoxi, ~~ 0

, carboxi, carboximetoxi, (carboximetoxi)metilo,
aminocarbonilo, N,N-dimetilaminocarbonilo y aminocarbonilmetilo, y los demas grupos son
como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a
séptima.

En una novena realizacion, cada R2C se selecciona independientemente de aminometilo,
hidroxi, metoxi, flGor, carboxi y aminocarbonilo, y los demas grupos son como los

proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a octava.

En una décima realizacion de la invencion, R32se selecciona de hidrégeno, metilo, etilo,
n-propilo, isopropilo, n-butilo, 2-metilpropilo, terc-butilo, ciclopropilo, ciclopropilmetilo,
ciclopropiletilo, ciclobutilo, ciclobutilmetilo, ciclobutiletilo, aminoetilo, aminopropilo,
aminobutilo, hidroxietilo, hidroxipropilo, hidroxibutilo, carboximetilo, carboxietilo,
carboxipropilo, carboxibutilo, tioetilo y tiopropilo, en donde R3a puede estar sustituido con 0, 1
0 2 sustituyentes R3C cada uno seleccionado independientemente de fluoro, cloro, metilo, etilo,

n-propilo, isopropilo, ciclopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo, amino, aminometilo, N-
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metilamino, N-metilaminometilo, N-etilamino, N-etilaminometilo, N,N-dimetilamino, N,N-
dimetilaminometilo, N,N-dietilamino, N,N-dietilaminometilo, N,N,N-trimetilamonio, N,N,N-
trimetilmetilamonio, hidroxi, hidroximetilo, —-SO>CH3s, —CH>SO>CH3, —CH>CH>SO>CH3, ciano,
cianometilo, metoxi, etoxi, metoximetilo, metoxietilo, carboxi, carboximetilo y carboxietilo, y
los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a novena.

En una undécima realizacion de la invencién, R32se selecciona de hidrégeno, metilo,
etilo, propilo, 2-metilpropilo, butilo, aminoetilo, 2-aminoetilo, aminopropilo, 3-aminopropilo,
hidroxietilo, 2-hidroxietilo, hidroxipropilo, 2-hidroxipropilo, 3-hidroxipropilo, carboxietilo, 2-
carboxietilo y tioetilo, en donde R3a puede estar sustituido con 0, 1 o 2 sustituyentes R3C cada
uno seleccionado independientemente de metilo, isopropilo, ciclopropilo, amino, N-metilamino,
hidroxi, —-SO2CH3s, —CH>SO>CHg3, ciano, metoxi y carboxi, y los demas grupos son como los

proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a décima.

En una duodécima realizacion de la invencion, R3P se selecciona de hidrégeno, metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclopropilmetilo, ciclobutilmetilo,
ciclopentilmetilo, ciclohexilmetilo, biciclo[1.1.1]pentilmetilo, hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-
hidroxietilo, hidroxipropilo, 3-hidroxipropilo, 1-metil-1-hidroxietilo, hidroxiisopropilo,
hidroxibutilo, metoximetilo, metoxietilo, metoxipropilo, etoximetilo, etoxietilo, aminometilo, 2-
aminoetilo, N-metilaminometilo, N,N-dimetilaminometilo, N-metilaminoetilo, N,N-
dimetilaminoetilo, N-metilaminopropilo, N,N-dimetilaminopropilo, 1-aminopropilo, 2-
aminopropilo, 3-aminopropilo, 2-aminoprop-2-ilo, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo,
fluoroetilo, difluoroetilo, trifluoroetilo, bencilo, 3-piridinilmetilo, 4-piridinilmetilo,
imidazolilmetilo, tiazolilmetilo, oxazolilmetilo, tiofenilmetilo, furanilmetilo, pirazolilmetilo, N-
pirazolilmetilo, 1-feniletilo, 1-(4-piridinil)etilo, aminocarbonilmetilo, aminocarboniletilo,
aminocarbonilpropilo, (N,N-dimetil)aminocarbonilmetilo, (N,N-dimetil)aminocarboniletilo,
tiometilo, tioetilo, tiopropilo, -CH.CH>SO,CHa, carboximetilo, carboxietilo, 2-carboxietilo,
carboxipropilo, 3-carboxipropilo, carboxibutilo, 4-carboxibutilo, piperazinilmetilo,
morfolinometilo, piperidinilmetilo, azetidinilmetilo, tetrahidropiranilmetilo,

aminocarbonilaminometilo, aminocarbonilaminoetilo, aminocarbonilaminopropilo y

aminocarbonilaminobutilo, en donde R30 puede estar sustituido con 0, 1 0 2 sustituyentes R3cC
cada uno seleccionado independientemente de fluoro, cloro, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,

ciclopropilo, n-butilo, sec-butilo, terc-butilo, amino, aminometilo, N-metilamino, N-
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metilaminometilo, N-etilamino, N-etilaminometilo, N,N-dimetilamino, N,N-dimetilaminometilo,
N,N-dietilamino, N,N-dietilaminometilo, N,N,N-trimetilamonio, N,N,N-trimetilmetilamonio,
hidroxi, hidroximetilo, —-SO.CH3, -CH2S0.CH3, -CH2CH>SO,CH3, ciano, cianometilo, metoxi,
etoxi, metoximetilo, metoxietilo, carboxi, carboximetilo y carboxietilo, y los demas grupos son
como los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

undécima.

En una decimotercera realizacion de la invencion, R3P se selecciona de hidrégeno,
metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, isobutilo, n-butilo, ciclopropilo, ciclobutilo, hidroximetilo, 1-
hidroxietilo, 2-hidroxietilo, hidroxipropilo, 3-hidroxipropilo, 1-metil-1-hidroxietilo, metoxietilo,
aminometilo, 2-aminoetilo, N-metilaminometilo, 1-metil-1-aminoetilo, 2-aminoprop-2-ilo, 1-
fenilmetilo, bencilo, imidazolilmetilo, tiazolilmetilo, aminocarbonilmetilo, aminocarboniletilo,
tiometilo, -CH>CH>SO>CHjs, carboximetilo, 2-carboxietilo, 3-carboxipropilo, 4-carboxibutilo,
piperazinilmetilo y aminocarbonilaminopropilo, en donde R3P puede estar sustituido con 0, 1 0 2
sustituyentes R3C cada uno seleccionado independientemente de metilo, isopropilo, ciclopropilo,
amino, N-metilamino, hidroxi,
—S0O2CHs, —-CH2S0>CHs, ciano, metoxi y carboxi, y los demas grupos son como los
proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

duodécima.
En una decimocuarta realizacion de la invencion, R3ay R3b, junto con los atomos a los

que estan unidos, forman un sistema de anillos saturado sustituido con 0, 1 0 2, sustituyentes R3C

y el sistema de anillos se selecciona de:
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Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a decimotercera.

, ¥ los demaés grupos son como los proporcionados en la

5 En una decimoquinta realizacion de la invencion, R3a y R3b, junto con los atomos a los

que estan unidos, forman un sistema de anillos saturado sustituido con 0, 1 o 2, sustituyentes R3C

y el sistema de anillos se selecciona de:

O D L T
Nty Nty iy Koty ST Ny

10 vy los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a decimocuarta.

En una decimosexta realizacion de la invencién, R42 se selecciona de hidrégeno, metilo,
etilo, propilo, hidroxi, metoxi y fluoro, y los demas grupos son como los proporcionados en la
Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a decimoquinta.

15 En una decimoséptima realizacion de la invencion, R4a es hidrégeno o metilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las
realizaciones primera a decimosexta.

En una decimoctava realizacion de la invencion, R4P se selecciona de indolilo, naftilo,
quinolinilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina, 1H-pirazolo[3,4-b]piridina,
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indazolilo, benzotiazolilo y benzotiofenilo, en donde R4b est4 sustituido con 0, 1 0 2

sustituyentes R4C cada uno seleccionado independientemente de fluoro, cloro, bromo, yodo,
ciano, nitro, hidroxi, metilo, etilo, propilo, isopropilo, carboxi, carboximetilo y carboxietilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a decimoséptima.

En una decimonovena realizacion de la invencion, R4P se selecciona de indolilo, naftilo,
quinolinilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, 1H-pirazolo[3,4-b]piridina e indazolilo, en donde R4b esta
sustituido con 0, 1 o 2 sustituyentes R4c cada uno seleccionado independientemente de fluoro,
cloro, metilo y carboximetilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula

general (1) anterior o como en las realizaciones primera a decimoctava.

En una vigésima realizacién de la invencion, R9@ se selecciona de hidrégeno, metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, ciclopropilo, n-butilo, isobutilo, ciclobutilo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo, ciclopentilo, ciclobutilo, ciclopropilmetilo, ciclopropiletilo, ciclobutilmetilo,
ciclobutiletilo, ciclopentilmetilo, ciclopentiletilo, ciclohexilmetilo, ciclohexiletilo, fenilo, bencilo,
feniletilo, fenilpropilo, oxazolilmetilo, tiazolilmetilo, imidazolilmetilo, triazolilmetilo,
oxadiazolilmetilo, tiadiazolilmetilo, oxazoliletilo, tiazoliletilo, imidazoliletilo, triazoliletilo,
oxadiazoliletilo, tiadiazoliletilo, oxazolilpropilo, tiazolilpropilo, imidazolilpropilo,
triazolilpropilo, oxadiazolilpropilo, tiadiazolilpropilo, azetidinilmetilo, azetidiniletilo,
oxetanilmetilo, oxetanilmetilo, pirrolidinilmetilo, pirrolidiniletilo, tetrahidrofuranoilmetilo,
tetrahidrofuraniletilo, piperidinilmetilo, piperidiniletilo, piperazinilmetilo, piperaziniletilo,
tetrahidropiranilmetilo, tetrahidropiranilmetilo, hidroxietilo, hidroxipropilo, hidroxiisopropilo,
hidroxibutilo, 3-hidroxi-2,2-dimetilpropilo, ciclopropilmetilo, 1-hidroxipropan-2-ilo, 2-
hidroxietilo, 3-hidroxipropilo, 2-hidroxiisopropilo, metoxietilo, metoxipropilo, etoxietilo,
etoxipropilo, cianometilo, cianoetilo, cianopropilo, cianobutilo, carboximetilo, carboxietilo,
carboxipropilo, carboxibutilo, 2-fluoroetilo, 2,2-difluoroetilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 2-aminoetilo,
3-aminopropilo, 3-amino-2,2-dimetilpropilo, ciclopropilmetilo, 4-aminobutilo,
aminometilcarbonilaminoetilo, aminoetilcarbonilaminoetilo, aminometilcarbonilaminopropilo,
aminoetilaminocarbonilmetilo, aminoetilaminocarboniletilo, aminoetilaminocarbonilpropilo,
aminohexilcarbonilaminoetilo, aminohexilcarbonilaminoetilo, (N-metilamino)etilo, (N-
metilamino)propilo, (N-etilamino)etilo, (N,N-dietilamino)propilo, (N,N-dimetilamino)etilo, (N,N-
dimetilamino)propilo, (N,N-dietilamino)etilo, (N,N-dietilamino)propilo, (N,N,N-
trimetilamonio)etilo, (N,N,N-trimetilamonio)propilo, (N,N,N-trietilamonio)etilo, (N,N,N-

trietilamonio)propilo, (N-metilamino)metilcarbonilaminoetilo, (N-
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metilamino)etilcarbonilaminoetilo, (N-metilamino)metilcarbonilaminopropilo, (N-
etilamino)metilcarbonilaminoetilo, (N-etilamino)etilcarbonilaminoetilo, (N-
etilamino)metilcarbonilaminopropilo, (N-metilamino)pentilcarbonilaminoetilo, (N-
metilamino)pentilcarbonilaminoetilo, (N-metilamino)pentilcarbonilaminopropilo, (N,N-
dimetilamino)metilcarbonilaminoetilo, (N,N-dimetilamino)etilcarbonilaminoetilo, (N,N-
dimetilamino)metilcarbonilaminopropilo, (N,N-dietilamino)metilcarbonilaminoetilo, (N,N-
dietilamino)etilcarbonilaminoetilo, (N,N-dietilamino)metilcarbonilaminopropilo, (N,N-
dimetilamino)pentilcarbonilaminoetilo, (N,N-dimetilamino)pentilcarbonilaminoetilo, (N,N-
dimetilamino)pentilcarbonilaminopropilo, N,N,N-trimetil-etan-1-amonio, N,N,N-trimetil-propan-
1-amonio, (N,N,N-trimetilamonio)metilcarbonilaminoetilo, (N,N,N-
trimetilamonio)etilcarbonilaminoetilo, (N,N,N-trimetilamonio)metilcarbonilaminopropilo,
(N,N,N-trimetilamonio)etilcarbonilaminopropilo, (N,N,N-
trimetilamonio)pentilcarbonilaminoetilo, (N,N,N-trimetilamonio)pentilcarbonilaminopropilo,

(carboximetil)oxietilo y (carboximetil)oxipropilo, en donde R92 esta sustituido con 0, 1, 2 0 3

sustituyentes R5d cada uno seleccionado independientemente de cloro, fltor, hidroxi,
hidroximetilo, hidroxietilo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, ciclobutilo, n-
pentilo, isopentilo, neopentilo, carboxi, carboximetilo, carboxietilo, metoxi, etoxi, metoximetilo,
metoxietilo, metoxipropilo, amino, aminometilo, aminoetilo, N-metilamino, (N-
metilamino)metilo, (N-metilamino)etilo, N,N-dimetilamino, (N,N-dimetilamino)metilo, (N,N-
dimetilamino)etilo, N,N-dietilamino, (N,N-dietilamino)metilo, (N,N-dietilamino)etilo,
aminometilcarbonilamino, aminoetilcarbonilamino, aminopentilcarbonilamino,
aminometilcarbonilaminometilo, aminoetilcarbonilaminometilo, (N-
metilamino)metilcarbonilamino, (N-metilamino)etilcarbonilamino, (N-
metilamino)metilcarbonilaminometilo, (N-metilamino)etilcarbonilaminometilo, (N,N-
dimetilamino)metilcarbonilamino, (N,N-dimetilamino)etilcarbonilamino, (N,N-
dimetilamino)metilcarbonilaminometilo, (N,N-dimetilamino)etilcarbonilaminometilo, (N,N-
dietilamino)metilcarbonilamino, (N,N-dietilamino)etilcarbonilamino, (N,N-
dietilamino)metilcarbonilaminometilo, (N,N-dietilamino)etilcarbonilaminometilo, N,N,N-
trimetilamonio, (N,N,N-trimetilamonio)metilo, (N,N,N-trimetilamonio)etilo, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxi, (N,N,N-trimetilamonio)etoximetilo, (N,N,N-
trimetilamonio)metilcarbonilamino, (N,N,N-trietilamonio)metilcarbonilamino, (N,N,N-
trimetilamonio)etilcarbonilamino, (N,N,N-trimetilamonio)pentilcarbonilamino, (N,N,N-

trimetilamonio)metilcarbonilaminometilo, (N,N,N-trimetilamonio)etilcarbonilaminometilo,
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ciano, cianometilo, cianoetilo, tetrazoilo, tetrazoilmetilo, tetrazoiletilo, carboximetoxi,
carboxietoxi, carboximetoximetilo y carboxietoximetilo, y los deméas grupos son como los
proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

decimonovena.

En una vigesimoprimera realizacion de la invencién, R92 se selecciona de hidrégeno,
metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilmetilo, (1,3,4-oxadiazol-2-il)etilo, 2-hidroxietilo, 3-
hidroxipropilo, carboximetilo, 2-carboxietilo, 3-carboxipropilo, 2-hidroxietilo, 2-hidroxi-1-
metiletilo, hidroxipropilo, 3-hidroxi-2,2-dimetilpropilo, metoxietilo, metoxipropilo,
aminocarboxietilo, 2-fluoroetilo, 2,2-difluoroetilo, carboximetoxietilo, 2-aminoetilo, 3-
aminopropilo, (N,N-dimetilamino)etilo, N,N,N-trimetil-etan-1-amonio, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxietilo, (N,N,N-trimetilamonio)metilcarbonilaminoetilo y
(carboximetil)oxietilo, en donde R52 esté sustituido con 0, 1, 2 0 3 sustituyentes R5d cada uno
seleccionado independientemente de fluoro, hidroxi, hidroximetilo, metilo, carboxi,
carboximetilo, metoxi, amino, N,N-dimetilamino, N,N,N-trimetilamonio, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxi, (N,N,N-trimetilamonio)metilcarbonilamino, ciano, tetrazoilo y
carboximetoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a vigésima.

En una vigesimosegunda realizacion de la invencion, R5D se selecciona de hidrogeno,
metilo, etilo, isopropilo, n-propilo, ciclopropilo, isobutilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-
butilo, ciclobutilo, ciclopropilmetilo, oxetanilmetilo, tetrahidrofurilmetilo,
tetrahidropiranilmetilo, hidroximetilo, hidroxietilo, hidroxipropilo, metoximetilo, metoxietilo,
metoxipropilo, carboximetilo, carboxietilo, carboxipropilo, carboxibutilo, (carboximetoxi)metilo,
(carboximetoxi)etilo, (carboxietoxi)metilo, (carboxietoxi)etilo, aminometilo, aminoetilo,
aminopropilo, aminobutilo, (N-metilamino)metilo, (N-metilamino)etilo, (N-metilamino)propilo,
(N-metilamino)butilo, (N,N-dimetilamino)metilo, (N,N-dimetilamino)etilo, (N,N-
dimetilamino)propilo, (N,N-dimetilamino)butilo, (N,N-dietilamino)metilo, (N,N-
dietilamino)etilo, (N,N-dietilamino)propilo, (N,N-dietilamino)butilo, N,N,N-trimetilmetan-1-
ilamonio, N,N,N-trimetiletan-1-ilamonio, N,N,N-trietiletan-1-ilamonio, N,N,N-trimetilpropan-1-
ilamonio, N,N,N-trimetilbutan-1-ilamonio, (N,N,N-trimetilamonio)etoximetilo, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxietilo, (N,N,N-trietilamonio)etoxietilo, (N,N,N-trimetilamonio)etoxipropilo,
(N,N,N-trimetilamonio)etoxibutilo, aminocarbonilmetilo, aminocarboniletilo,
aminocarbonilpropilo, aminocarbonilbutilo, (N-metilamino)carbonilmetilo, (N-

metilamino)carboniletilo, (N-metilamino)carbonilpropilo, (N-metilamino)carbonilbutilo, (N,N-
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dimetilamino)carbonilmetilo, (N,N-dimetilamino)carboniletilo, (N,N-
dimetilamino)carbonilpropilo, (N,N-dimetilamino)carbonilbutilo, aminometilcarbonilaminoetilo,
aminometilcarbonilaminopropilo, aminoetilcarbonilaminoetilo, aminoetilcarbonilaminopropilo,
(N,N-dimetilamino)metilcarbonilaminoetilo, (N,N-dimetilamino)metilcarbonilaminopropilo,
(N,N-dimetilamino)etilcarbonilaminoetilo, (N,N-dimetilamino)etilcarbonilaminopropilo, (N,N,N-
trimetilamonio)metilcarbonilaminoetilo, (N,N,N-trietilamonio)metilcarbonilaminoetilo, (N,N,N-
trimetilamonio)metilcarbonilaminopropilo, (N,N,N-trimetilamonio)etilcarbonilaminoetilo,
(N,N,N-trimetilamonio)etilcarbonilaminopropilo, (N,N,N-trimetilamonio)etoxietilo, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxipropilo, 2-fluoroetilo, 2,2-difluoroetilo, 2,2,2-trifluoroetilo, 3,3,3-
trifluoropropilo, cianometilo, cianoetilo, cianopropilo, cianoisopropilo y cianobutilo, en donde

R5D esta sustituido con 0, 1, 20 3 sustituyentes RO€ cada uno seleccionado independientemente
de cloro, fluor, hidroxi, hidroximetilo, hidroxietilo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo,
isobutilo, ciclobutilo, n-pentilo, isopentilo, neopentilo, carboxi, carboximetilo, carboxietilo,
metoxi, etoxi, metoximetilo, metoxietilo, metoxipropilo, amino, aminometilo, aminoetilo, N-
metilamino, (N-metilamino)metilo, (N-metilamino)etilo, N,N-dimetilamino, (N,N-
dimetilamino)metilo, (N,N-dimetilamino)etilo, N,N-dietilamino, (N,N-dietilamino)metilo, (N,N-
dietilamino)etilo, aminometilcarbonilamino, aminoetilcarbonilamino, aminopentilcarbonilamino,
aminometilcarbonilaminometilo, aminoetilcarbonilaminometilo, (N-
metilamino)metilcarbonilamino, (N-metilamino)etilcarbonilamino, (N-
metilamino)metilcarbonilaminometilo, (N-metilamino)etilcarbonilaminometilo, (N,N-
dimetilamino)metilcarbonilamino, (N,N-dimetilamino)etilcarbonilamino, (N,N-
dimetilamino)metilcarbonilaminometilo, (N,N-dimetilamino)etilcarbonilaminometilo, (N,N-
dietilamino)metilcarbonilamino, (N,N-dietilamino)etilcarbonilamino, (N,N-
dietilamino)metilcarbonilaminometilo, (N,N-dietilamino)etilcarbonilaminometilo, N,N,N-
trimetilamonio, (N,N,N-trimetilamonio)metilo, (N,N,N-trimetilamonio)etilo, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxi, (N,N,N-trimetilamonio)etoximetilo, (N,N,N-
trimetilamonio)metilcarbonilamino, (N,N,N-trietilamonio)metilcarbonilamino, (N,N,N-
trimetilamonio)etilcarbonilamino, (N,N,N-trimetilamonio)pentilcarbonilamino, (N,N,N-
trimetilamonio)metilcarbonilaminometilo, (N,N,N-trimetilamonio)etilcarbonilaminometilo,
ciano, cianometilo, cianoetilo, tetrazoilo, tetrazoilmetilo, tetrazoiletilo, carboximetoxi,
carboxietoxi, carboximetoximetilo y carboxietoximetilo, y los demas grupos son como los
proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

vigesimoprimera.
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En una vigesimotercera realizacion de la invencion, R9P se selecciona de hidrégeno,
metilo, etilo, n-propilo, ciclopropilmetilo, hidroximetilo, 2-hidroxietilo, 2-carboxietilo, 3-
carboxipropilo, 2-aminoetilo, (N,N-dimetilamino)etilo, 2-metoxietilo, N,N,N-trimetiletan-1-
amonio, (N,N,N-trimetil-amonio)metilcarbonilaminoetilo, (N,N,N-trimetil-amonio)etoxietilo, 2-

fluoroetilo, 2,2-difluoroetilo, y (carboximetoxi)etilo, en donde R5D esta sustituido con 0, 1, 20 3

sustituyentes R9€ cada uno seleccionado independientemente de fluoro, hidroxi, hidroximetilo,
metilo, carboxi, carboximetilo, metoxi, amino, N,N-dimetilamino, N,N,N-trimetilamonio, (N,N,N-
trimetilamonio)etoxi, (N,N,N-trimetilamonio)metilcarbonilamino, ciano, tetrazoilo y
carboximetoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a vigesimosegunda.

En una vigesimocuarta realizacién de la invencion, R2C es hidrégeno, metilo o etilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (I) anterior o como en las

realizaciones primera a vigesimotercera.

En una vigesimoquinta realizacion de la invencion, RSC es hidrégeno o metilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a vigesimocuarta.

En una vigesimosexta realizacién de la invencién, R9ay RSD, junto con los atomos a los

que estan unidos, forman un sistema de anillos monociclico o biciclico saturado sustituido con 0,

1, 2 0 3 sustituyentes R5d y 0, 1, 2 0 3 R2€, en donde dicho sistema de anillos monociclico o

biciclico se selecciona de:

Q%Q??§

Me F F
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, ¥ los demaés grupos son como los

proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

decimosexta y vigesimoprimera a vigesimoquinta.

En una vigesimoséptima realizacion de la invencion, R92 y RSP, junto con los atomos a

los que estan unidos, forman un sistema de anillos monociclico o biciclico saturado sustituido

con 0, 1, 2 o 3 sustituyentes Rod y 0, 1, 2 0 3 R2€, en donde dicho sistema de anillos

monociclico o biciclico se selecciona de;

Q%Qéé?
@ ?e ?

N I
—N
NH»
OH
VY , ¥ los demas grupos son como los proporcionados en la

Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a decimosexta y

22



10

15

20

25

30

25644-PCT

vigesimoprimera a vigesimosexta.

En una vigesimoctava realizacion, R62 se selecciona de hidrdgeno, hidroxi, metilo, etilo,
propilo y metoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a vigesimoseptima.

En una vigesimonovena realizacion, R62 se selecciona de hidrogeno y metilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a vigesimoctava.

En una trigésima realizacion, R6P se selecciona de hidrégeno, hidroxi, metilo, etilo,
propilo, metoxi y etoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general

(I) anterior o como en las realizaciones primera a vigesimonovena.

En una trigésima primera realizacion, R6P se selecciona de hidrégeno, hidroxi y metilo, y
los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (I) anterior o como en las

realizaciones primera a trigésima.

En una trigésima segunda realizacién, R6C se selecciona de aminocarbonilo,
(aminocarbonil)metilo, (aminocarbonil)etilo, (aminocarbonil)propilo, (N-metilamino)carbonilo,
(N-metilamino)carbonilmetilo, (N-metilamino)carboniletilo, (N-metilamino)carbonilpropilo,
(N,N-dimetilamino)carbonilo, (N,N-dimetilamino)carbonilmetilo, (N,N-
dimetilamino)carboniletilo, (N,N-dimetilamino)carbonilpropilo, (N,N-dietilamino)carbonilo,
(N,N-dietilamino)carbonilmetilo, (N,N-dietilamino)carboniletilo, (N,N-
dietilamino)carbonilpropilo, aminocarbonilamino, (aminocarbonilamino)metilo,
(aminocarbonilamino)etilo, (aminocarbonilamino)propilo, metoxi, metoximetilo, metoxietilo,
etoxi, etoximetilo, etoxietilo, metilsulfonilo, (metilsulfonil)metilo, (metilsulfonil)etilo,
(metilsulfonil)propilo, amino, aminometilo, aminoetilo, aminopropilo, aminoisopropilo,
aminobutilo, carboxi, carboximetilo, carboxietilo, hidroxi, hidroximetilo, hidroxietilo,
hidroxipropilo, hidroxiisopropilo, trifluorometilo, 2,2,2-trifluoroetilo, metilo, etilo, isopropilo, n-
propilo, isobutilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, fenilo y bencilo, y los deméas grupos
son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones

primera a trigésima primera.

En una trigésima tercera realizacion, R6C se selecciona de aminocarbonilo,
(aminocarbonil)metilo, (N,N-dimetilamino)carbonilmetilo, aminocarbonilamino,
(aminocarbonilamino)etilo, metoximetilo, (metilsulfonil)metilo, hidroxi y metilo, y los demas
grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a trigésima segunda.
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En una trigésima cuarta realizacion, R72 se selecciona de hidrégeno, metilo, etilo,
hidroxi, metoxi y etoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general

() anterior o como en las realizaciones primera a trigésima tercera.

En una trigésima quinta realizacion, R72 se selecciona de hidrégeno, metilo e hidroxi, y
los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a trigésima cuarta.

En una trigésima sexta realizacion, R7P se selecciona de fenilo, bifenilo, naftilo, piridilo,
piridazinilo, pirimidilo, pirazinilo, imidazolilo, pirazolilo, furilo, tiofenilo, oxazolilo, isoxazolilo,
tiazolilo, isotiazolilo, oxadiazolilo, 3-oxoisoindolinilo y biciclo[1.1.1]pentilo, y los demas grupos
son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones

primera a trigésima quinta.

En una trigésima séptima realizacion, R7P se selecciona de fenilo, piridilo, pirimidilo,
furilo, tiazolilo y 3-oxoisoindolinilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la

Formula general (I) anterior o como en las realizaciones primera a trigesima sexta.

En una trigésima octava realizacion de la invencion, R7C se selecciona de fluoro, cloro,
bromo, yodo, hidroxi, metoxi, etoxi, difluorometoxi, trifluorometoxi, carboxi, carboximetilo,
metoxicarbonilo, metoxicarbonilmetilo, etoxicarbonilo, carboximetoxi, carboxietoxi,
carboximetoximetilo, aminocarbonilo, aminocarbonilmetilo, (N,N-dimetilamino)carbonilo, (N,N-
dimetilamino)carbonilmetilo, amino, aminometilo, N,N-dimetilamino, (N,N-dimetilamino)metilo,
(N,N-dietilamino)metilo, N,N,N-trimetilamonio, N,N,N-trimetilmetilamonio, N,N,N-
trietilmetilamonio, metilo, etilo, propilo, isopropilo, difluorometilo, trifluorometilo, ~-SO.OH,—
CH2SO,0H, —-SO2NH>, -CH>SO>NH>, aminoetoxi, aminoetoximetilo, (N,N-dimetilamino)etoxi,
N,N,N-trimetilet-1-oxi-amonio, aminocarbonilamino y aminocarbonilaminometilo, y los demas
grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a trigésima séptima.

En una trigésima novena realizacion de la invencién, R7C se selecciona de hidroxi,
carboximetoxi, fluor, cloro, metoxi, carboxi, carboximetilo, metoxicarbonilo, aminocarbonilo,
aminometilo, -SO20H, —SO2NH2, -CH2S0O,0H, aminoetoxi y aminocarbonilamino, y los demés
grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a trigésima octava.

En una cuadragésima realizacion, R8a se selecciona de hidrégeno, metilo, etilo, hidroxi,
metoxi y etoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a trigésima novena.
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En una cuadragésima primera realizacion, R82 se selecciona de hidroégeno y metilo, y los
demads grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a cuadragésima.

En una cuadragésima segunda realizacion de la invencion, R8D se selecciona de indolilo,
naftilo, indolilmetilo, naftilmetilo, quinolinilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, indazolilo, benzotiazolilo
y benzotiofenilo, y los demés grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a cuadragésima primera.

En una cuadragésima tercera realizacion de la invencion, R8D se selecciona de indolilo,
naftilo y pirrolo[2,3-b]piridinilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula

general (1) anterior o como en las realizaciones primera a cuadragésima segunda.

En una cuadragésima cuarta realizacion de la invencién, cada R8C se selecciona
independientemente de metilo, etilo, isopropilo, fluor, cloro, bromo, yodo, ciano, amino,
aminometilo, nitro, hidroxi, hidroximetilo, carboxi, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo,
triclorometilo, metoxi, etoxi y trifluorometoxi, y los deméas grupos son como los proporcionados

en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a cuadragésima cuarta.

En una cuadragésima quinta realizacion de la invencién, cada R8C se selecciona
independientemente de fltor, cloro, bromo y ciano, y los demés grupos son como los
proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

cuadragésima cuarta.

En una cuadragésima sexta realizacion de la invencion, R9 se selecciona de hidrégeno,
metilo, etilo y propilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general

(1) anterior o como en las realizaciones primera a cuadragésima quinta.

En una cuadragésima séptima realizacion de la invencion, R es hidrégeno o metilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a cuadragésima sexta.

En una cuadragésima octava realizacion de la invencion, R102 se selecciona de
hidrogeno, hidroxi, metilo, etilo, propilo, metoxi, etoxi y propoxi, y los deméas grupos son como
los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

cuadragésima septima.

En una cuadragésima novena realizacion de la invencion, R10a se selecciona de
hidrogeno e hidroxi, y los deméas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a cuadragésima octava.
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En una quincuagésima realizacion de la invencion, R100 se selecciona de fenilo, bencilo,
bifenilo, bifenilmetilo, piridilo, piridilmetilo, piridazinilo, pirimidilo, pirazinilo, imidazolilo,
imidazolilmetilo, pirazolilo, furilo, furilmetilo, oxazolilo, oxazolilmetilo, tiazolilo, indolilo,
[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina y biciclo[1.1.1]pentilo, y los demas grupos son como los
proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

cuadragésima novena.

En una quincuagésima primera realizacion de la invencion, R10D se selecciona de fenilo
y pirimidilo, y los demés grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1) anterior

0 como en las realizaciones primera a quincuagésima.

En una quincuagésima segunda realizacion, cada R10C se selecciona independientemente
de metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, ciclopropilo, n-butilo, isobutilo, ciclobutilo, n-pentilo,
isopentilo, neopentilo, ciclopropilmetilo, ciclopropiletilo, ciclobutilmetilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, ciclopentilmetilo, ciclohexilmetilo, fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo,
2,2,2-trifluoroetilo, trifluorometoxi, 2,2,2-trifluoroetoxi, flaor, cloro, bromo, yodo, hidroxi,
hidroximetilo, hidroxietilo, ciano, amino, aminometilo, aminoetilo, N-metilamino, (N-
metilamino)metilo, (N-metilamino)etilo, N,N-dimetilamino, (N,N-dimetilamino)metilo, (N,N-
dimetilamino)etilo, N,N,N-trimetilamonio, N,N,N-trimetilmetan-ilamonio, aminocarbonilo,
aminocarbonilmetilo, aminocarboniletilo, (N-metilamino)carbonilo, (N-
metilamino)carbonilmetilo, (N,N-dimetilamino)carbonilo, (N,N-dimetilamino)carbonilmetilo,
aminocarbonilamino, aminocarbonilaminometilo, metilcarbonilamino, metilcarbonilaminometilo,
carboxi, carboximetilo, carboxietilo, metoxicarboxi, carboximetoxi, carboxietoxi,
carboximetoximetilo, carboxietoximetilo, —S(=0)20H, —CH2(S(=0)20H), -S(=0)2NH2, —
CH2(S(=0)2NH2), aminoetoxi, aminopropoxi, (N-metilamino)etoxi, (N-etilamino)etoxi, (N,N-
dimetilamino)etoxi, (N,N-dietilamino)etoxi, (N,N,N-trimetilamonio)etoxi, metoxi, etoxi,
metoximetilo, etoximetilo, difluorometoxi, trifluorometoxi y 2,2,2-trifluoroetoxi, y los demas
grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a quincuagésima primera.

En una quincuagésima tercera realizacion, cada R10C se selecciona independientemente
de fluoro, carboxi, carboximetilo, (carboximetil)oxi, aminocarbonilo, amino, aminometilo, —
SO20H, —SO2NH3, hidroxi y aminocarbonilamino, y los deméas grupos son como los
proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a
quincuagésima segunda.

En una quincuagésima cuarta realizacién de la invencion, R11a se selecciona de
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hidrégeno, hidroxi, metilo, etilo, metoxi y etoxi, y los deméas grupos son como los
proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

quincuagésima tercera.

En una quincuagésima quinta realizacion de la invencién, R112 se selecciona de
hidrégeno e hidroxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (I)
anterior o como en las realizaciones primera a quincuagésima cuarta.

En una quincuagésima sexta realizacion, R11b se selecciona de (H2N-C(=NH)-
NH)metilo, (H2N-C(=NH)-NH)etilo, (H2N-C(=NH)-NH)propilo, (H2N-C(=NH)-NH)butilo,
fenilo, bencilo, piridinilo, piridinilmetilo, indolilo, indolilmetilo, piridazinilo, piridazinilmetilo,
pirimidilo, pirimidilmetilo, pirazinilo, pirazinilmetilo, imidazolilo, imidazolilmetilo, pirazolilo,
pirazolilmetilo, [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina, oxazolilo, oxazolilmetilo, tiazolilo y
triazolilmetilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1)
anterior o como en las realizaciones primera a quincuagésima quinta.

En una quincuagesima séptima realizacion, R11b se selecciona de fenilo, (H2N-
C(=NH)-NH)etilo, piridinilo, indolilo e imidazolilo, y los demas grupos son como los
proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

guincuagesima sexta.

En una quincuagésima octava realizacion de la invencion, cada R11C se selecciona
independientemente de fluoro, cloro, bromo, yodo, (carboximetil)oxi, (carboximetil)oximetilo,
(carboxietil)oxi, hidroxi, hidroximetilo, hidroxietilo, metoxi, etoxi, difluorometoxi,
trifluorometoxi, carboxi, carboximetilo, aminocarbonilo, aminocarbonilmetilo, (N-
metilamino)carbonilo, (N-metilamino)carbonilmetilo, (N,N-dimetilamino)carbonilo, (N,N-
dimetilamino)carbonilmetilo, amino, N-metilamino, N,N-dimetilamino, N,N-dietilamino,
aminometilo, (N,N-dimetilamino)metilo, (N,N-dietilamino)metilo, N,N,N-trimetilamonio, N,N,N-
trimetilmet-1-il-amonio, N,N,N-trietilamonio, N,N,N-trietilmet-1-il-amonio, metilo, etilo,
isopropilo, ciclopropilo, ciclobutilo, difluorometilo, trifluorometilo, aminoetoxi, aminopropoxi,
aminoetoximetilo, (N,N-dimetilamino)etoxi, N,N,N-trimetilet-1-iloxi-amonio, ciano y
metilcarbonilpiperazilo [(N-acetil)piperazilo] y los demas grupos son como los proporcionados

en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a quincuagésima séptima.

En una quincuagésima novena realizacién de la invencion, cada R11C se selecciona
independientemente de (carboximetil)oxi, flaor, cloro, hidroxi, metoxi, trifluorometoxi, carboxi,

carboximetilo, aminocarbonilo, aminocarbonilmetilo, aminometilo, aminoetoxi, (N,N-
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@)

S . / \
(N-acetil)piperazilo o %N N4<

dimetilamino)etoxi y metilcarbonilpiperazilo , Yy los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las
realizaciones primera a quincuagésima octava.

En una sexagésima realizacion de la invencion, R122 se selecciona de hidrégeno, metilo,
etilo, propilo, ciclopropilo e isopropilo, y los deméas grupos son como los proporcionados en la
Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a quincuagésima novena.

En una sexagésima primera realizacion de la invencién, R122 se selecciona de hidrégeno,
metilo, etilo, y n-propilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general
() anterior o como en las realizaciones primera a sexagésima.

En una sexagésima segunda realizacion, R12b se selecciona de hidrogeno, metilo, etilo y
propilo, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o
como en las realizaciones primera a sexagésima primera.

En una sexagésima tercera realizacion, R12b s selecciona de hidrogeno y metilo, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a sexagésima segunda.

En una sexagésima cuarta realizacion de la invencion, R1228 y R12D junto con los

N ‘L{N

atomos a los que estan unidos forman un anillo saturado seleccionado de %

Y , Y los demas grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1)

anterior o como en las realizaciones primera a sexagésima tercera.

En una sexagésima quinta realizacion de la invencion, R122 y R12b, junto con los

atomos a los que estan unidos forman , Y los demas grupos son como los
proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a

sexagésima cuarta.

En una sexagésima sexta realizacion, R132 es hidrégeno, metilo o propilo, y los demas
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grupos son como los proporcionados en la Férmula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a sexagésima quinta.

En una sexagésima séptima realizacion, R13b es hidrogeno o metilo, y los demas grupos
son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones

primera a sexagésima sexta.

En una sexagésima octava realizacion, R13C se selecciona de indolilo, pirrolo[2,3-
b]piridinilo, quinolinilo, indazolilo y naftilo, y los demas grupos son como los proporcionados en

la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a sexagésima séptima.

En una sexagésima novena realizacion, R13C se selecciona de indolilo y pirrolo[2,3-
b]piridinilo, y los demés grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o

como en las realizaciones primera a sexagésima octava.

En una septuagésima realizacion, cada R13d se selecciona independientemente de fluoro,
cloro, bromo, yodo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, carboxi, carboximetilo, metoxi,
difluorometoxi, trifluorometoxi y etoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la

Formula general (1) anterior o como en las realizaciones primera a sexagésima novena.

En una septuagésima primera realizacion, cada R13d se selecciona independientemente
de metilo, cloro y metoxi, y los demas grupos son como los proporcionados en la Formula

general (I) anterior o como en las realizaciones primera a septuagésima.

En una septuagésima segunda realizacion, cada R14a se selecciona independientemente
de amino, hidroxi, N-metilamino, N,N-dimetilamino, N-etilamino, metoxi y etoxi, y los demas
grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a septuagésima primera.

En una septuagésima tercera realizacion, cada R14@ es independientemente amino, y los
demas grupos son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las

realizaciones primera a septuagésima segunda.

En una septuagésima cuarta realizacion, cada R14b se selecciona independientemente de
hidrogeno, metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, n-pentilo, isopentilo,
neopentilo, trifluorometilo, trifluoroetilo, fenilo, bencilo, clorofenilo, diclorofenilo, fluorofenilo,
difluorofenilo, bromofenilo, yodofenilo, clorobencilo, diclorobencilo, fluorobencilo,
difluorobencilo, bromobencilo, yodobencilo, naftilo, naftilmetilo, pirazolilo, pirazolilmetilo,
indolilo, indolilmetilo, imidazolilo, imidazolilmetilo, piridilo y piridilmetilo, y los deméas grupos

son como los proporcionados en la Formula general (1) anterior o como en las realizaciones
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primera a septuagésima tercera.

En una septuagésima quinta realizacion, cada R14b se selecciona independientemente de
hidrégeno, metilo, etilo y fenilo, y los demés grupos son como los proporcionados en la Férmula
general (1) anterior o como en las realizaciones primera a septuagésima cuarta.

En una septuagésima sexta realizacion, el compuesto de Férmula (1) o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo es:

R4a R4b
5 Réb R6e 8a 8b
0 0 o FNR
v A A AR
R
N N = N
H ! I H R®
Oy Nagea OR® R®Ro Opraiprn HNG OH
H
2b [
I I NH OR™ R HN

0
= 12
R2a O//Jj/n X-enlazadorJiH\ﬂ)\N/%%/Rma
1-2

R11a (I)

R1 se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-10, (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cg-10),
(alquil C1-g)3N*(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cg-10), aril(alquilo Co-
10), heteroaril(alquilo Cp-10), cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10), heterocicloalquil(alquilo Cp-
10), fluoroalquilo C1-10, alquenilo C2-10, (alquil Cp-g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil Cp-
g)aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonilamino(alquilo Co-g),
arilcarbonilamino(alquilo Cp-g), arilaminocarbonil(alquilo Cp-g),
heteroarilcarbonilamino(alquilo Cp-g), heteroarilaminocarbonil(alquilo Cp-g), alquiloxi C1-6,
(alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-6), (cicloalquil (C3-12))oxi(alquilo Cp-g), (cicloalquil (C3-12)alquil
Co-6)oxi(alquilo Cp-6), (alquil Cp-g)carboxi(alquilo Cp-g), N=N*=N—(alquilo Cp-6) y H2N-
C(=NH)NH-(alquilo Cp-6),
en donde R1 est4 sustituido con 0, 1, 2, 3 0 4 sustituyentes R1a cada uno seleccionado
independientemente de alquilo C1-g, amino, ciano, halo, hidroxi, cicloalquiloxi (C3-12) y
alquiloxi C1-g;

cada R24 se selecciona independientemente de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-4, fliory
alquiloxi C1-4;

R2b se selecciona de arilo, heteroarilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo, en donde dicho
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heteroarilo contiene al menos un atomo de nitrégeno,

en donde R2D esta sustituido con 0, 1 0 2 R2C seleccionados independientemente de alquilo C1-
6, amino(alquilo Cg-g), (alquil C1-g)o-2 amino(alquilo Cp-6), (alquil C1-)sN*(alquilo Cp-6),
aminocarbonil(alquilo Cg-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cg-g), hidroxi, halo, (alquil
C1-6)0-2 amino(alquiloxi Cp-g), (alquil C1-)3sN*(alquiloxi Cg-g), (alquiloxi C1-
g)carbonil(alquilo Cp-g), carboxi(alquilo Cp-g), carboxi(alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g),
haloalquilo C1-g, haloalquiloxi C1- y alquiloxi C1-6;

R32se selecciona de hidrégeno, hidroxi, hidroxi(alquilo C1-g), amino, amino(alquilo C1-
6), alquilo C1-10, cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10) y carboxi(alquilo C1-g), en donde R3a
puede estar sustituido con 0, 1 o 2 sustituyentes R3C;

R3b se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-10, amino(alquilo C1-10), (alquil C1-6)o-2
amino(alquilo C1-10), (alquil C1-)sN*(alquilo C1-g), haloalquilo C1-, aril(alquilo Cp-10),
heteroaril(alquilo Cp-10), cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10), heterocicloalquil(alquilo Cp-10),
(alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6), cicloalquiloxi (C3-12)(alquilo C1-g), carboxi(alquilo C1-6),
aminocarbonil(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo C1-g),
aminocarbonilamino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonilamino(alquilo C1-g), (alquil
C1-e)tio(alquilo C1-g), (alquil C1-6)SO2(alquilo C1-6) y (alquil C1-g)sulfinil(alquilo C1-6), en
donde R3P puede estar sustituido con 0, 1 o 2 sustituyentes R3C;

cada R3C se selecciona independientemente de halo, alquilo C1-g, amino, (alquil C1-6)o-2
amino, (alquil C1-6)sN*—, (alquil C1-)SO2(alquilo Cp-g), ciano, ciano(alquilo C1-g), hidroxi,
hidroxi(alquilo C1-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g) y carboxi(Cp-6) (alquilo Cp-6);

y en donde R32y R3b, junto con los atomos a los que estan unidos, pueden formar un
sistema de anillos saturado, en donde dicho sistema de anillos saturado puede estar sustituido con
0, 1 0 2, sustituyentes R3C;

R4a se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-6, hidroxi, alquiloxi C1-4 y fldor;

R4b se selecciona de heteroaril(alquilo Cp-3) biciclico y aril(alquilo Cp-3) biciclico,

en donde R4D esta sustituido con 0, 1 0 2 sustituyentes R4C cada uno seleccionado
independientemente de halo, hidroxi, ciano, nitro, carboxi(alquilo Cg-g), (alquiloxi C1-
g)carbonil(alquilo Cp-g), alquiloxi C1-g, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-g), alquilo C1-6 y

haloalquilo C1-6;
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R52 se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-10, carboxi(alquilo C1-10), hidroxi,
hidroxi(alquilo C1-10), ciano(alquilo C1-10), heterocicloalquil(alquilo Cp-10), (C1-6 alquil)o-2
aminocarbonil(alquilo C1-g), (carboxi(alquil C1-10))oxi(alquilo C1-g), aril(alquilo Cp-g),
heteroaril(alquilo Cp-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-g), (alquiloxi C1-g)carbonil(alquilo Cp-g),
amino(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cg-g), (alquil C1-g)sN*(alquilo C2-10),
(cicloalquil C3-12)(alquilo C0-6) y fluoroalquilo C1-10, y en donde RS2 esté sustituido con 0, 1

0 2 sustituyentes R9d:

R5D se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-10, hidroxi(alquilo C1-10), carboxi(alquilo
C1-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6), aminocarbonil(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o0-2
aminocarbonil(alquilo C1-g), carboxi(alquil C1-10)oxi(alquilo C1-6), ciano(alquilo C1-10),
amino(alquilo C1-g), (alquil C1-6)o2 amino(alquilo C1-g), (alquil C1-g)sN*(alquilo C1-6),
heterocicloalquil(alquilo Cp-10), cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-10) y haloalquilo C1-10, en
donde RSP esté sustituido con 0, 1 0 2 sustituyentes R5d, en donde R5@y RSP, junto con los
atomos a los que estan unidos, forman un anillo monociclico o biciclico saturado, en donde dicho
anillo monociclico o biciclico esta sustituido con 0, 1 0 2 R5:;

cada R9d se selecciona independientemente de halo, hidroxi, alquilo C1-10,
hidroxi(alquilo C1-10), carboxi(alquilo C1-g), alquiloxi C1-g, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6),
(alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cg-g), (carboxi(alquil C1-g))oxi(alquilo C1-6), ciano y haloalquilo
C1-6, y dos sustituyentes R5d junto con el atomo al que estan unidos se pueden juntar para
formar un anillo saturado;

RC es hidrégeno, alquilo C1-4, hidroxi(alquilo C1-4), alquiloxi C1-4, (alquil C1-
4)oxi(alquilo C1-4), hidroxi, amino o halo;

R6a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, amino, alquiloxi C1-4 y alquilo C1-6;

R6D se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-g, hidroxi, alquiloxi C1-4 y fluor;

R6C se selecciona de alquiloxi C1-g, (alquil C1-g)oxi(alquilo C1-6), haloalquilo C1-10,
aril(alquilo Cp-g), heteroaril(alquilo Cp-10), (alquil C1-6)SO2(alquilo Cp-g), hidroxi,
hidroxi(alquilo C1-g), amino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)0-. amino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2
aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-g)carbonilamino(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2

aminocarbonilamino(alquilo Cp-g) y carboxi(alquilo Co-6);
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R’a se selecciona de hidrégeno, alquilo C1-6, hidroxi, alquiloxi C1-4 y fltor;
R7D se selecciona de aril(alquilo Co-g), heteroaril(alquilo Co-6) y cicloalquil (C3-

12)(alquilo Cp-6), en donde R7b esta sustituido con 0, 1, 2 0 3 sustituyentes R7C cada uno
seleccionado independientemente de alquilo C1-g, fluoroalquilo C1-10, fluoroalquiloxi C1-10,
(alquil C1-6)02 amino(alquilo Cp-5), (alquil C1-6)sN*(alquilo Cp-5), carboxi(alquilo Cp-6),
(alquiloxi C1-g)carbonil(alquilo Cp-g), carboxi(alquil C1-g)oxi(alquilo Co-g),
aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cg-g), hidroxi,
hidroxi(alquilo C1-g), halo, —(alquil Cp-5)—(S(=0)20H), —(alquil Cp-5)—(S(=0)2NH?2),
amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-6),
(alquil C1-g)sN*(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonilamino(alquilo Cp-
6), haloalquilo C1-10, haloalquiloxi C1-10 y (alquil C1-g)oxi(alquilo CQ-6);

R8a se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-g, hidroxi, alquiloxi C1-4, fluoroalquilo C1-
6, fluoroalquiloxi C1-4 y halo;

R8D se selecciona de aril(alquilo Co-3) y heteroaril(alquilo Co-3), en donde R8P esta
sustituido con 0, 1 o 2 sustituyentes R8C cada uno seleccionado independientemente de alquilo
C1--4, halo, ciano, nitro, carboxi, amino, hidroxi, fluoroalquilo C1-g, fluoroalquiloxi C1-g,
alquiloxi C1-g, amino(alquilo Cp-3) y hidroxi(alquilo C1-g);

R9 se selecciona de hidrégeno y alquilo C1-4;

R10a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-6, alquiloxi C1-4 y fltor;

R10b e selecciona de cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-3), aril(alquilo Cp-3) y
heteroaril(alquilo C-3), en donde dicho heteroarilo contiene 1, 2 o 3 atomos de nitrégeno,
en donde R10D est4 sustituido con 0, 1 0 2 R10C en donde cada R10C se selecciona
independientemente de alquilo C1-10, fluoroalquilo C1-10, fluoroalquiloxi C1-10, amino(alquilo
Co0-6), (alquil C1-g)o-2 amino(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)sN*(alquilo Cp-g), hidroxi, ciano, halo,
hidroxi(alquilo C1-g), aminocarbonil(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 aminocarbonil(alquilo Cp-g),
(alquil C1-6)0-2 aminocarbonilamino(alquilo Cp-6), (alquil C1-g)carbonilamino(alquilo Cp-6),
carboxi(alquilo Cp-g), (alcoxi C1-g)carbonil(alquilo Cg-g), carboxi(C1-g alquil)oxi(alquilo Cp-
6), —(alquil Cp-5)—(S(=0)20H), —(alquil Cp-5)—(S(=0)2NH?2), amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo
C0-6), (alquil C1-g)o-2 amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-6), (alquil C1-6)sN*(alquil Co-
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g)oxi(alquilo Cp-6), (alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-6), haloalquiloxi C1-6, haloalquilo C1-6,
cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-6) y heterocicloalquil(alquilo 0-6);

R11a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, alquilo C1-6, alquiloxi C1-4 y fltor;

R11b se selecciona de aril(alquilo Cp-3) y heteroaril(alquilo Cp-3) en donde dicho
heteroarilo contiene 1, 2 0 3 &tomos de nitrégeno, y H2N-C(=NH)NH—(alquilo C1-6), en donde
R11D esta sustituido con 0, 1, 2, 3 0 4 sustituyentes R11C cada uno seleccionado
independientemente de alquilo C1-g, amino(alquilo Cg-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquilo Cp-g),
(alquil C1-g)3N*(alquilo Cp-g), hidroxi, ciano, halo, hidroxi(alquilo C1-g), (alquilo C1-6)o-2
aminocarbonil(alquilo Cp-g), carboxi(alquilo Cp-6), carboxi(alquil C1-g)oxi(alquilo Co-g),
amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-6)o-2 amino(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-6),
(alquil C1-g)sN*(alquil Cp-g)oxi(alquilo Cp-g), (alquil C1-g)oxi(alquilo Cp-g), haloalquiloxi C1-
6, haloalquilo C1-g, cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-6), heterocicloalquil(alquilo Cp-g) y
((alquiloxi C1-g)carbonil)heterocicloalquil(alquilo Cp-10);

R12a se selecciona de hidrégeno, hidroxi, amino, alquilo C1-10 v cicloalquil (C3-
12)(alquilo Co-6);

R12b e selecciona de hidrogeno, alquilo C1-10 v cicloalquil (C3-12)(alquilo Cp-6);

en donde R12a y R12b junto con los 4&tomos a los que estan unidos, pueden formar un
anillo saturado;

R13a se selecciona de hidrégeno y alquilo C1-4;

R13b se selecciona de hidrogeno, hidroxi, alquilo C1-g, alquiloxi C1-4 y fluor;

R13¢ se selecciona de un heteroarilo que contiene nitrégeno biciclico que tiene 1 0 2
nitrégeno y arilo-biciclico y en donde R13C esta sustituido independientemente con 0, 1 0 2

sustituyentes R13d cada uno seleccionado independientemente de halo, alquilo C1-g,

carboxi(alquilo Cp-4), haloalquiloxi C1-4 y alquiloxi C1-4;

—— X-enlazador —

se selecciona de
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en donde R14a se selecciona de amino, hidroxi, (alquil C1-6)o2 amino y alquiloxi C1-6;

m se seleccionade 1, 2, 30 4;

n se seleccionade 1,2,304;y
R14b se selecciona de hidrogeno, alquilo C1-g, aril(alquilo Cp-g) Yy heteroaril(alquilo Cp-

6), en donde R14D esta sustituido con 0, 1, 2 0 3 halo.

En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto de
Formula (1), en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1-
289 que se exponen en la Tabla 1.

En realizaciones especificas, la presente divulgacion proporciona un compuesto de
Formula (1), en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en (SEQ ID NO 5, 10,
18, 22, 30, 31, 41, 45, 48, 51, 52, 53, 60, 68, 77, 83, 87, 104, 183, 196, 206, 210, 214, 221, 229,
237, 247, 250, 254, 257 y 265, respectivamente, por orden de aparicién):
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SEQ ID NO. 41,

SEQ ID NO. 45,
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SEQ ID NO. 51,
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SEQ ID NO. 52,

SEQ ID NO. 53,
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SEQ ID NO. 60,
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SEQ ID NO. 68,

SEQ ID NO. 77,

N= SEQ ID NO. 83,
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SEQ ID NO. 210,
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SEQ ID NO. 257y

SEQ ID NO. 265,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5 El mecanismo de accion (MDA) de los farmacos biologicos anti-TNFa tales como
infliximab, adalimumab, golimumab y certolizumab, implica la union a la citocina TNFa y, por
lo tanto, la inhibicion del acoplamiento tanto con TNFR1 como con TNFR2. Sin desear quedar
ligados a ninguna teoria especifica, los Solicitantes creen que los compuestos de la divulgacién
inhiben selectivamente el TNFR1 para atenuar especificamente las actividades proinflamatorias

10  de la sefializacion de TNFR1 mediada por TNFa, y para salvar/permitir pasivamente la
45
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sefializacion pro-homeostatica de TNFa—TNFR2, lo que puede conferir una mayor eficacia

terapéutica que los farmacos biolégicos anti-TNFa convencionales.

DEFINICIONES

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el
presente documento tienen el mismo significado que el entendido habitualmente por un experto
en la materia a la que pertenece la presente invencion.

Como se han utilizado a lo largo de la presente divulgacion, "un compuesto de la
divulgacion”, "un compuesto de la presente divulgacion” y "un compuesto desvelado en el
presente documento™ se usan indistintamente y debe entenderse que incluyen los péptidos
ciclicos desvelados y compuestos de Formula (I). Los compuestos de Férmula (1) pueden formar
sales que también estan dentro del alcance de la presente divulgacion. El término “sal” o “sales",
como se emplea en el presente documento, representa sales acidas formadas con &cidos
inorganicos y/u organicos, asi como sales basicas formadas con bases inorganicas y/u organicas.
Ademas, cuando un compuesto de Formula (I) contiene un resto basico, tal como, pero sin
limitacion, un grupo amino, pirrolidina o imidazol, y un resto acido, tal como, pero sin
limitacion, un acido carboxilico, pueden formarse zwitteriones (“sales internas™) que estan
incluidos dentro del término "sal” o "sales” como se usa en el presente documento. En una
realizacion, la sal es una sal farmacéuticamente (es decir, no toxica y fisiolégicamente aceptable).
En otra realizacion, la sal es diferente de una sal farmacéuticamente aceptable. Pueden formarse
sales de los compuestos de Férmula (1), por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto de
Formula (1) con una cantidad de &cido o base, tal como una cantidad equivalente, en un medio tal
como uno en el que la sal precipita o en un medio acuoso seguido de liofilizacion.

El término "Co" 0 "C0" 0 "Cq", como se emplea en expresiones tales como "alquilo Co-6"
y "alquilo Cp-g" significa un enlace covalente directo; o cuando el término aparece en el extremo

de un sustituyente, alquilo Co. significa hidrogeno o alquilo C1.6. Analogamente, cuando un
namero entero que define la presencia de un determinado nimero de atomos en un grupo es igual

a cero, significa que los atomos adyacentes al mismo estan conectados directamente mediante un

Q S

enlace. Por ejemplo, en la estructura T , donde s es un namero entero igual a cero, 1
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Q

0 2, la estructura es T cuando s es cero.

"Acilo" significa un grupo —alquilo C(=O)-, en donde alquilo es como se define a
continuacion. El enlace con el grupo precursor se realiza a través del &tomo de carbono del grupo
carbonilo.

"Acetilo” significa el radical —-C(=0O)CH3.

El término "alquilo", asi como otros grupos que tienen el prefijo "alc", tales como alcoxi,
dialquilamino y trialquilamonio, y similares, se refiere a un grupo hidrocarburo alifatico que
tiene uno de sus atomos de hidrégeno reemplazado por un enlace. Un grupo alquilo puede ser
lineal o ramificado y contener de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 4&tomos de carbono.
En una realizacion, un grupo alquilo contiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 10
atomos de carbono. En diferentes realizaciones, un grupo alquilo contiene de 1 a 6 atomos de
carbono (alquil C1-g) 0 de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 atomos de carbono (alquilo
C1-C4). Los ejemplos no limitantes de grupos alquilo incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, neopentilo, isopentilo, n-hexilo, isohexilo y
neohexilo. En una realizacion, un grupo alquilo es lineal. En otra realizacion, un grupo alquilo es
ramificado. A menos que se indique otra cosa, un grupo alquilo esta sin sustituir.

"Alquenilo” se refiere a un grupo hidrocarburo alifatico que contiene al menos un doble
enlace carbono—carbono y que puede ser lineal o ramificado, y que tiene el nimero indicado de
atomos de carbono. Preferentemente, alquenilo contiene un doble enlace carbono a carbono, y
pueden estar presentes hasta un maximo de cuatro dobles enlaces carbono—carbono. Los
ejemplos de grupos alquenilo incluyen etenilo, propenilo, n-butenilo, 2-metil-1-butenilo, 3-
metilbut-2-enilo, n-pentenilo, octenilo y decenilo.

"Alcoxi" y "alquiloxi™ se usan indistintamente y se refieren a un grupo alquilo (cadena de
carbono e hidrégeno) unido a oxigeno (R-O). Son ejemplos no limitantes de alcoxi metoxi
(CH30-), etoxi (CH3CH20-) y propoxi (CH3CH>CH20-).

"Amino" significa un grupo —NH2, que puede estar sustituido (en donde uno o los dos
atomos de hidrégeno estan reemplazados), como se define adicionalmente en el presente
documento.

"Aminoacido" se refiere a a-aminoacidos de origen natural y sus estereoisdmeros, asi
como a aminoacidos no naturales (tales como aminoacidos a,a-disustituidos, aminoéacidos 3-
sustituidos, B-aminoécidos y amino&cidos sustituidos) y sus estereoisomeros. En las secuencias

proporcionadas para los péptidos (compuestos) de acuerdo con la presente divulgacion, los restos
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de aminoé&cidos tienen su significado convencional. Por lo tanto, "G" o "Gly" es glicina, "W" o
"Trp" es tript6fano, "A" 0 "Ala" es alanina, "S" o "Ser" es serina y asi sucesivamente. Ha de
entenderse que los isdmeros "d" o0 "D" 0 "D" se designan con un "D" o "D" antes del codigo de
tres letras o abreviatura de aminoacido o nombre de aminoacido, de manera que, por ejemplo, D-
Ala o D-Ala o dA es el isomero D de L-alanina. Los restos de aminoécidos no incluidos en lo
anterior tienen las definiciones proporcionadas en la Tabla de abreviaturas de la seccion
Ejemplos a continuacion.

"Aminocarbonilo” significa —C(=O)NRz, en donde el resto amino puede estar sustituido
(en donde uno o los dos atomos de hidrégeno estan reemplazados), como se define
adicionalmente en el presente documento.

"Arilo™ significa un anillo o sistema de anillos aromatico, carbociclico, monociclico,
biciclico o triciclico que contiene 5-14 atomos de carbono, en donde al menos uno de los anillos
es aromatico. Los ejemplos de arilo incluyen fenilo, bifenilo y naftilo. En una realizacion de la
presente invencion, arilo es fenilo.

"Azido" significa un radical derivado de un ani6n azida que tiene la estructura -N=N*=N

N -N°
//N+/ N*
;\/\N ) y 3-azidopropilo (lﬁ’%/\/\N ).

"Sistema de anillos biciclico” se refiere a dos anillos unidos. Los anillos pueden estar

, tal como, por ejemplo, 2-azidoetilo (

condensados, es decir, comparten dos atomos adyacentes, o pueden ser "espirociclicos”, es decir,
comparten un Unico atomo.

"Carbonilo" significa un grupo funcional compuesto por un atomo de carbono unido
doblemente a un atomo de oxigeno (C=0).

"Carbonilamino” significa -NHC(=0)H, en donde el resto amino puede estar sustituido
(en donde uno o los dos atomos de hidrogeno estan reemplazados), como se define
adicionalmente en el presente documento.

"Carboxi" significa un grupo —CO2H. El enlace con el grupo precursor se realiza a través
del &tomo de carbono del componente carbonilico.

La diatomita "Celite®" (Fluka) es tierra de diatomeas y puede denominarse "celite".

"Cicloalquilo” o "cicloalquilo C3-12" significa cualquier radical univalente no aromatico
derivado de un sistema de anillos monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico que tenga de 3 a
12 &tomos de carbono en el anillo. Estos radicales no aromaticos, que tienen 3, 4,5, 6, 7,80
hasta 12 atomos de carbono en el anillo pueden ser totalmente saturados o parcialmente

insaturados. A menos que se indique expresamente en la memoria descriptiva, el radical
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cicloalquilo puede ser un sistema de anillos monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que
puede incluir sistemas de anillos condensados o unidos por puente. En este caso, el punto de
unién para un "cicloalquilo” al resto de la molécula esté en el anillo saturado. Los sistemas de
anillos cicloalquilo biciclicos incluyen sistemas de anillos condensados, donde dos anillos
comparten dos &tomos (por ejemplo, decalina), sistemas de anillos espiro en los que dos anillos
comparten un atomo (por ejemplo, espiro[4.5]decanilo) y grupos unidos por puente (por ejemplo,
norbornilo).

Los ejemplos adicionales comprendidos en el significado anterior incluyen, pero sin
limitacién, radicales univalentes de ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
cicloheptilo, biciclo[2.2.2]octanilo, biciclo[1.1.1]pentanilo, biciclo[2.2.1]heptanilo, [1.1.1]-
biciclo pentano, biciclo[3.1.0]hexanilo, ciclohexenilo, ciclopentenilo, 1-decalinilo,
espiro[2.4]heptilo, espiro[2.2]pentilo y norbornilo.

La expresion "cicloalquilo Cs™ (0 "cicloalquilo C3-Cg" 0 "cicloalquilo C3-8") significa
un anillo ciclico de un alcano que tiene de tres a ocho atomos de carbono en total (es decir,
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo o ciclooctilo). Las expresiones
“cicloalquilo Cz7", "cicloalquilo Cz", "cicloalquilo Cs7" y similares tienen significados

analogos.

i

"Dialquilamino™ significa un amino (tal como N,N-dimetilamino o E{N\CH3) que contiene
dos grupos alquilo unidos al nitrégeno amino.

"Fluoroalquilo™ incluye grupos alquilo lineales y ramificados monosustituidos asi como
multisustituidos con fluoroalquilo, hasta alquilo perfluoro sustituido. Por ejemplo, se incluyen
fluorometilo, 1,1-difluoroetilo, difluorometilo, trifluorometilo o 3,3,4,4,4-pentafluorobutilo.

"Guanidino" significa un radical que contiene el grupo univalente R,NC(=NR)NH-
derivado de guanidina donde R es independientemente alquilo Cp-g, tal como 3-guanidinopropilo

NH
WH)J\NHZ)

"Halégeno" o "halo"”, a menos que se indique otra cosa, incluye flor (fluoro), cloro

(

(cloro), bromo (bromo) y yodo (yodo). En una realizacion, halo es fluoro (—F) o cloro (-CI).
"Haloalquilo" se refiere a un grupo alquilo como el descrito anteriormente en donde uno o
mas (en particular, de 1 a 10 &tomos de hidrdgeno se han reemplazado por &tomos de hal6geno,
con hasta la sustitucion completa de todos los atomos de hidrégeno por grupos halo. Haloalquilo
C1-6, por ejemplo, incluye —-CH2F, -CHF2, CF3, —CCl3, —-CF2CF3, —-CHFCH3 y similares.
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El término "heteroalquilo™ se refiere a un grupo alquilo donde 1, 2, 3 0 4 de los atomos de
carbono estan sustituidos con un heteroatomo elegido independientemente de nitrégeno (N),
oxigeno (O) o azufre (S).

El término "heteroarilo”, como se usa en el presente documento, representa un sistema de
anillo monociclico, biciclico o triciclico estable que contiene de 5 a 14 atomos en el anillo, que
incluye al menos un anillo heterodtomo seleccionado de nitrogeno (N), azufre (S) (incluyendo
S=0 y S03) y oxigeno (O), en donde al menos uno de los anillos que contienen heterodtomos es
aromatico. En el caso de un sistema de anillos heteroarilo donde uno o mas de los anillos estan
saturados y contienen uno o méas atomos de nitrégeno (N), el nitrdgeno (N) puede estar en forma
de amina cuaternaria o de cation de amonio cuaternario. Los sistemas de anillos heteroarilo
biciclicos incluyen sistemas de anillos condensados, donde dos anillos comparten dos atomos, y
sistemas de anillos espiro, donde dos anillos comparten un &tomo. Los grupos heteroarilo dentro
del alcance de esta definicion incluyen, pero sin limitacion: azaindolilo, benzoimidazolilo,
benzoisoxazolilo, benzofuranilo, benzofurazanilo, benzopirazolilo, benzotriazolilo,
benzotiofenilo, benzotiazolilo, benzo[d]isotiazolilo, benzoxazolilo, carbazolilo, carbolinilo,
cinolinilo, furanilo, imidazolilo, indolinilo, indolilo, indolazinilo, indazolilo, isobenzofuranilo,
isoindolilo, isoquinolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, oxazolilo,
oxazolinilo, isoxazolinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolilo, pirrolilo, pirazolopirimidinilo,
piridazinilo, piridilo, pirimidilo, pirimidinilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolilo, quinoxalinilo,
tetrazolilo, tetrazolopiridilo, tiadiazolilo, 5H-pirrolo[3,4-b]piridina, tiazolilo, tienilo, triazolilo,
triazinilo, benzotiazolilo, benzotienilo, quinolinilo, quinazolinilo e isoquinolinilo, y oxazolilo. Si
el heteroarilo contiene atomos de nitrogeno, se entiende que los N-Oxidos correspondientes del
mismo también estan incluidos en esta definicion.

El término "heterocicloalquilo™, como se usa en el presente documento, se refiere a un
radical estable y no aromatico (incluyendo no totalmente aromatico, por ejemplo, un doble
enlace) de 3 a 12 miembros en el anillo que comprende de dos a doce atomos de carbono en el
anillo y de uno a seis heteroatomos en el anillo seleccionados de nitr6geno, oxigeno y azufre.
Cada vez que aparece en el presente documento, un intervalo numérico tal como "de 3a 12" o
"3-12" se refiere a cada nimero entero del intervalo dado. Por ejemplo, "de 3 a 12 4&tomos de
anillo" significa que el grupo heterocicloalquilo puede consistir en 3 &tomos en el anillo, 4
atomos en el anillo, 5 &tomos en el anillo, etc., hasta e incluyendo 12 atomos en el anillo. En
algunas realizaciones, es un heterocicloalquilo de 5 a 10 anillos. En algunas realizaciones, es un
heterocicloalquilo de 4 a 10 anillos. En algunas realizaciones, es un heterocicloalquilo de 3 a 10

anillos. A menos que se indique otra cosa especificamente en la memoria descriptiva, el radical
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heterocicloalquilo puede ser un sistema de anillos monociclico, ciclico, triciclico o tetraciclico,
que puede incluir sistemas de anillos condensados o unidos por puente. El prefijo aza, oxa o tia
antes del nombre de la raiz del heterociclilo significa que al menos un atomo de nitrogeno,
oxigeno o azufre, respectivamente, estd presente como un atomo en el anillo. En algunas
realizaciones, el &tomo de nitrégeno o de azufre del heterocicloalquilo puede estar opcionalmente
oxidado al correspondiente N-6xido, S-6xido (S=0) o S-didxido (SO). Uno 0 mas atomos de
nitrogeno, si estan presentes, estan opcionalmente cuaternizados. El radical heterocicloalquilo
esta parcial o totalmente saturado. El heterocicloalquilo puede estar unido al resto de una
molécula a través de cualquier &tomo del anillo o anillos.

En una realizacién, un grupo heterocicloalquilo es monociclico y tiene de
aproximadamente 3 a aproximadamente 7 atomos en el anillo. En otra realizacion, un grupo
heterocicloalquilo es monociclico y tiene de aproximadamente 5 a aproximadamente 8 atomos en
el anillo. En otra realizacion, un grupo heterocicloalquilo es biciclico y tiene de
aproximadamente 8 a aproximadamente 11 atomos en el anillo. En otra realizacion mas, un grupo
heterocicloalquilo es monociclico y tiene 5 0 6 &tomos en el anillo. En una realizacion, un grupo
heterocicloalquilo es monociclico. En otra realizacion, un grupo heterocicloalquilo es biciclico.
En otra realizacion, un grupo heterocicloalquilo es triciclico. No hay ningin atomo de oxigeno
y/o azufre adyacente presente en el sistema de anillos.

Los ejemplos no limitantes de anillos heterocicloalquilo incluyen decahidroisoquinolina,
dioxaespiro[4.5]decano, 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptilo, quinuclidinilo, oxetanilo, piperidilo,
pirrolidinilo, piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, tiazolidinilo, 1,4-dioxanilo,
tetrahidrofuranilo, tetrahidrotiofenilo, beta-lactama, gamma-lactama, delta-lactama, beta-lactona,
gamma-lactona, delta-lactona, piperidinilo, 3-azabixiciclo[3.1.0]hexilo, 2-
azabiciclo[2.1.1]hexilo, 6-azaespiro[2.5]octanilo, azetidinilo, 2,3-dihidro-1H-indenilo, dihidro-
1H-indenilo, 3H-espiro[benzofuran-2',4"-piperidinilo, 2,3-dihidro-1H-pirrolo[3,2,1-
ij][1,6]naftiridinilo, 3,4,6,7-tetrahidro-5H-imidazo[4,5-c]piridilo, 3a,5,6,6a-tetrahidro-4H-
pirrolo[3,4-d]isoxazol, diazabiciclo[3,3.2]decanilo, 2,3,4,5,6,7-hexahidroisotiazolo[5,4-c]piridilo,
hexahidro-2H-pirrolo[3,4-d]isotiazolilo, 3,9-diazabiciclo[3,3.2]decanilo, biciclo[2,2,1]heptenilo,
2',3'-dihidro-1'H-espiro[piperidin-4,4'-quinazolin], octahidropirrolo[3,4-b][1,4]oxazinilo,
(diazabiciclo[2,2.1]heptanilo), 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptanilo, tetrahidrobenzo[d]tiazolilo,
4,5,6,7-tetrahidrobenzo[d]tiazolilo, 2,3-dihidrobenzofuranilo, oxabiciclo[2.1.1]hexilo, dihidro-
5H-pirrolo[3,4-d]tiazolilo, 4,6-dihidro-5H-pirrolo[3,4-d]tiazolilo, dihidro-5H-pirrolo[3,4-
d]oxazolilo, 4,6-dihidro-5H-pirrolo[3,4-d]Joxazolilo, dihidrotiazolo[5,4-c]piridin-5(4H)-ilo, 6,7-

dihidrotiazolo[5,4-c]piridin-5(4H)-ilo, benzo[d]imidazolilo, 1H-enzo[d]imidazolilo,
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diazaespiro[4.4]nonanilo y 2,7-diazaespiro[4.4]nonanilo, y pirrolidinona, y 6xidos de los mismos
y todos los isomeros de los mismos. En una realizacion de la invencion, los anillos de
heterocicloalquilo incluyen: piperidilo, pirrolidinilo, piperazinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo,
azeridinilo, azetidinilo.

"Nitro" significa un grupo —NO..

"Ox0" significa un &tomo de oxigeno conectado a otro &tomo por un doble enlace y se
representa por "=0" en el presente documento.

El término "oxi" significa un &tomo de oxigeno (O).

Por "amina cuaternaria” o "amonio cuaternario” se entiende un radical con carga positiva

que tiene cuatro grupos funcionales unidos a un atomo de nitrégeno, tal como N,N,N-trimetil

HiC @ CH CH
\ ~
amonio ( CHs ) y N,N,N-trimetilpropan-1-aminio ( @ CHs ),

"Sulfinilo™ significa un grupo funcional bivalente —-S(=0)-.

"Sulfonilo" significa un grupo funcional bivalente —SO»—.

"Amina terciaria” significa una amina en la que hay tres atomos de carbono unidos al
nitrégeno amino.

El término "tio" significa un atomo de azufre (S).

"Trialquilamonio" significa un amino que contiene grupos alquilo unidos al nitrogeno
H:C® _cH
.
amino o (alquil C1-g)sN*(alquil Co—g)—, tal como N,N,N-trimetil amonio ( CHs ) y N,N,N-
CH
f’f\/\/'l'\/aol-l3
® CHs ),

"Urea" significa -NR-C(=0)-NR2 donde R puede ser independientemente hidrdgeno,

trimetilpropan-1-aminio (

alquilo, arilo, por ejemplo, -NHCONHs.

Por "farmacéuticamente aceptable™ se entiende que los ingredientes de la composicion
farmacéutica deben ser compatibles entre si y no perjudiciales para el receptor de los mismos.

Cuando hay alguna amina presente en el compuesto, el atomo de nitrégeno (N) puede
estar opcionalmente en forma de una amina cuaternaria que tenga una 0 mas sustituciones
adicionales adecuadas, como se describe adicionalmente en el presente documento.

Cuando cualquier variable (por ejemplo, n, R?, R®, etc.) tiene lugar més de una vez en
cualquier constituyente o en la Férmula I, su definicidn en cada aparicion es independiente de su
definicidn en todas las demas apariciones. Ademas, las combinaciones de sustituyentes y/o

variables solo son admisibles si dichas combinaciones dan como resultado compuestos estables.
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Cuando cualquier &tomo del anillo se especifica como opcionalmente sustituido con, o en
una forma especificada, por ejemplo, azufre (S) sustituido con grupos oxo, o nitrégeno (N) en
forma de un N-6xido, esto no excluye la sustitucion de cualquier &tomo en el anillo con los otros
sustituyentes opcionales enumerados cuando no estan sustituidos con grupos oxo o en forma de
un N-éxido.

El término "sustituido" significa que uno o mas hidrégenos en el &tomo designado se
reemplazan por una seleccién del grupo indicado, con la condicidn de que no se exceda la
valencia normal del &tomo designado en las circunstancias existentes y de que la sustitucion dé
como resultado un compuesto estable. Las combinaciones de sustituyentes y/o variables s6lo son
admisibles si dichas combinaciones dan como resultado compuestos estables.

Por "compuesto estable” o "estructura estable” se pretende indicar un compuesto que es lo
suficientemente robusto como para sobrevivir a su aislamiento hasta un grado de pureza Util a
partir de una mezcla de reaccion, y su formulacion en un agente terapeutico eficaz. Los
compuestos de la presente invencion se limitan a compuestos estables abarcados por la Formula
l.

El término "compuesto™ se refiere al compuesto y, en determinadas realizaciones, en la
medida en que sean estables, a cualquier hidrato o solvato del mismo. Un hidrato es el compuesto
que forma un complejo con agua y un solvato es el compuesto que forma un complejo con un
disolvente organico.

La expresion "en forma sustancialmente purificada”, como se usa en el presente
documento, se refiere al estado fisico de un compuesto después de que el compuesto se haya
aislado a partir de un proceso de sintesis (por ejemplo, de una mezcla de reaccién), una fuente
natural o una combinacion de los mismos. La expresion "en forma sustancialmente purificada™
también se refiere al estado fisico de un compuesto después de que el compuesto se haya
obtenido a partir de un proceso o procesos de purificacion descritos en el presente documento o
bien conocidos por el experto en la materia (por ejemplo, cromatografia, HPLC preparativa de
fase inversa, recristalizacion y similares), con una pureza suficiente para poder caracterizarlo
mediante técnicas analiticas convencionales que se describen en el presente documento o bien
conocidas por el experto en la materia.

También debe sefialarse que se asume que cualquier carbono, asi como heteroadtomo, con
valencias insatisfechas en el texto, esquemas, ejemplos y tablas en el presente documento tiene el
namero suficiente de atomos de hidrogeno para satisfacer las valencias.

Cuando un grupo funcional en un compuesto se denomina "protegido”, esto significa que

el grupo se encuentra en una forma modificada para impedir reacciones secundarias no deseadas
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en el sitio protegido cuando el compuesto se somete a una reaccion. Los expertos en la materia
reconoceran los grupos protectores adecuados, asi como también pueden dirigirse a libros de
texto convencionales tales como, por ejemplo, T. W. Greene et al., Protective Groups in Organic
Synthesis (1991), Wiley, Nueva York.

Con la nomenclatura convencional utilizada a lo largo de la presente divulgacion, la
porcion terminal de la cadena lateral designada esta precedida por la funcionalidad adyacente
hacia el punto de unién. Por ejemplo, un sustituyente "(alquil C1-5)carbonilamino(alquilo C1-6)"

o)
es equivalente a ~21au! C1-6‘HNJ\C1-5 alquil

Las representaciones estructurales de compuestos que tienen sustituyentes que terminan

con un grupo metilo pueden mostrar el grupo metilo terminal usando los caracteres "Me", "-Me",

"CH3", "-CH3" 0 usando una linea recta que representa la presencia del grupo metilo, por

) n n R %—CH—; y . . . -
ejemplo, , €s decir, E tienen significados equivalentes.

Para definiciones de variables que contienen terminos que tienen términos repetidos, por

ejemplo, (CRjRj)r, donde r es el nimero entero 2, Rj es una variable definida y Rj es una
variable definida, el valor de Rj puede diferir en cada caso en que aparece y el valor de Rj puede
diferir en cada caso en que aparece. Por ejemplo, si Rj y Rj se seleccionan independientemente

del grupo que consiste en metilo, etilo, propilo y butilo, entonces (CRjRj)2 puede ser
H3CH2C__CH3
H3CH2CH2CH2C__CH2CH2CH3

e

A menos que se indique expresamente otra cosa, todos los intervalos citados en el
presente documento son inclusivos. Por ejemplo, un anillo heteroaromatico descrito como que
contiene de "1 a 4 heteroatomos" significa que el anillo puede contener, 1, 2, 3 0 4 heteroatomos.
También ha de entenderse que cualquier intervalo citado en el presente documento incluye dentro
de su alcance todos los subintervalos dentro de dicho intervalo. Por lo tanto, por ejemplo, un
anillo heterociclico descrito como que contiene de "1 a 4 heterodtomos" pretende incluir como
aspectos del mismo, anillos heterociclicos que contienen de 2 a 4 heteroatomos, 3 0 4
heteroatomos, de 1 a 3 heterodtomos, 2 0 3 heteroadtomos, 1 o 2 heterodtomos, 1 heterodtomo, 2

heteroatomos, 3 heteroatomos y 4 heteroatomos. Analogamente, C1-6 0 C1-60 C1-Cs cuando se

usan con una cadena, por ejemplo, una cadena de alquilo, significa que la cadena puede contener

1, 2, 3, 4,50 6 atomos de carbono. También incluye todos los intervalos contenidos en el mismo,
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que incluyen C;-Cs, C1-Cs, C1-Cs, C1-Cz, C2-Cs, C3-Cs, C4-Cs, Cs-Cs y todas las demas
combinaciones posibles.

Al elegir los compuestos de la presente invencion, un experto en la materia reconocera
que los diversos sustituyentes, es decir, R, RA, R, etc., deben elegirse de conformidad con los
principios bien conocidos de conectividad y estabilidad de la estructura quimica.

Como se usa en el presente documento, el término "composicién" pretende abarcar un
producto que comprende los ingredientes especificados en las cantidades especificadas, asi como
cualquier producto que sea resultado de la combinacion de los ingredientes especificados en las
cantidades especificadas.

Cuando cualquier variable (por ejemplo, R2a) aparece mas de una vez en cualquier
constituyente o en la Formula (1) u otras férmulas genéricas en el presente documento, su
definicion en cada aparicion es independiente de su definicion en todas las demaés apariciones.
Las combinaciones de sustituyentes y/o variables sélo son admisibles si dichas combinaciones

dan como resultado compuestos estables. Al elegir los compuestos de la presente divulgacion, un

experto en la materia reconocera que los diversos sustituyentes, por ejemplo, R22, deben elegirse
de conformidad con los principios bien conocidos de conectividad y estabilidad de la estructura
quimica. A menos que se indique expresamente otra cosa, la sustitucién con un sustituyente
nombrado se permite en cualquier atomo en un anillo (por ejemplo, arilo, un anillo heteroarilo o
un anillo heteroarilo saturado) con la condicidn de que dicha sustitucion de anillo esté
quimicamente permitida y dé como resultado un compuesto estable. Un compuesto "estable” es
un compuesto que puede prepararse y aislarse y cuya estructura y propiedades permanecen o
puede hacerse que permanezcan esencialmente sin cambios durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir el uso del compuesto para los propdsitos descritos en el presente
documento (por ejemplo, administracion terapéutica o profilactica a un sujeto).

Se considerara gque el término "sustituido™ incluye multiples grados de sustitucion con un
sustituyente nombrado. Cuando se desvelan o reivindican multiples restos sustituyentes, el
compuesto sustituido puede estar sustituido independientemente con uno o mas de los restos
sustituyentes desvelados o reivindicados, individual o pluralmente. Por independientemente
sustituido, se entiende que los (dos 0 mas) sustituyentes pueden ser iguales o diferentes.

La linea ondulada ~»vv | como se usa en el presente documento, indica un punto de
unién con el resto del compuesto.

Algunos de los compuestos descritos en el presente documento pueden existir en forma

de tautomeros que tienen diferentes puntos de union de hidrégeno acompafiados por uno o mas
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desplazamientos de dobles enlaces. Por ejemplo, una cetona y su forma de enol son tautémeros
ceto-enol. Los tautomeros individuales, asi como las mezclas de los mismos, se incluyen con los
compuestos de la presente divulgacion.

En los compuestos de la divulgacion, los &tomos pueden presentar sus abundancias
isotdpicas naturales, o uno 0 mas de los a&tomos pueden estar enriquecidos artificialmente en un
isotopo particular que tenga el mismo nimero atbmico, pero una masa atdmica 0 nUmero masico
diferente de la masa atdbmica o nUmero masico que se encuentra predominantemente en la
naturaleza. La presente divulgacion, como se describe y reivindica en el presente documento,
tiene por objeto incluir todas las variaciones isotopicas adecuadas de los compuestos de la
divulgacion y las realizaciones de la misma. Por ejemplo, diferentes formas isotdpicas de
hidrégeno (H) incluyen protio (*H) y deuterio (H, también indicado en el presente documento
como D). El protio es el isotopo de hidrogeno predominante en la naturaleza. El enriquecimiento
a deuterio puede proporcionar determinadas ventajas terapéuticas, tales como aumentar la
semivida in vivo o reducir los requisitos de dosificacion o puede proporcionar un compuesto Util
como patrén para la caracterizacion de muestras bioldgicas. Los compuestos enriquecidos
isotopicamente de la divulgacion pueden prepararse sin experimentacion indebida mediante
técnicas convencionales bien conocidas por los expertos en la materia 0 mediante procesos
analogos a los descritos en los Esquemas y Ejemplos del presente documento usando reactivos
y/o intermedios enriquecidos isotopicamente adecuados.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales preparadas a partir
de bases o acidos no tdxicos farmacéuticamente aceptables. Cuando el compuesto de la presente
divulgacion es acido (o tiene un grupo funcional que puede ser anionico), su sal correspondiente
puede prepararse convenientemente a partir de bases no toxicas farmacéuticamente aceptables,
incluyendo bases inorganicas y bases organicas. Los ejemplos de cationes inorganicos adecuados
incluyen, pero sin limitacidn, iones de metales alcalinos tales como Li+, Na+ y K+, cationes de
metales alcalinotérreos tales como Ca2+ y Mg2+, y otros cationes tales como Al3+y Zn2+. Los
ejemplos de cationes organicos adecuados incluyen, pero sin limitacién, ion amonio (es decir,

NH4+) y iones amonio sustituidos. Son ejemplos de iones de amonio sustituidos adecuados

aquellos derivados de metilamina, etilamina, dietilamina, trietilamina y etilendiamina. Cuando un
compuesto de la presente divulgacion es basico, su sal correspondiente puede prepararse
convenientemente a partir de acidos no toxicos farmacéuticamente aceptables, incluyendo acidos
inorgénicos y &cidos organicos. Los ejemplos de dichas sales de adicion de acidos incluyen sales
formadas a partir de acidos halhidricos (por ejemplo, clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico), acido

férmico, &cido acético, acido caprico y acido citrico. Las sales que contienen acetato, formiato,
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caprato, cloruro o sales de sodio son tipicas para su uso con los compuestos de la presente
divulgacion. En algunas realizaciones, las sales de los compuestos de la presente divulgacion
pueden formarse mediante intercambios bien conocidos por los expertos habituales en la materia,
tal como mediante intercambio anionico, por ejemplo, reemplazo de iones trifluoroacetato por
iones cloruro.

Ademas, los compuestos de la presente divulgacion pueden existir en forma amorfa y/o
una o mas formas cristalinas, y como tales, se pretende incluir todas las formas amorfas y
cristalinas y mezclas de las mismas de los compuestos de Formula (1), incluyendo los Ejemplos,
dentro del alcance de la presente divulgacion. Ademas, algunos de los compuestos de la presente
divulgacion pueden formar solvatos con agua (es decir, un hidrato) o disolventes organicos
comunes tales como, pero sin limitacion, acido acético o acetonitrilo. Dichos solvatos e hidratos,
en particular los solvatos e hidratos farmacéuticamente aceptables, de los presentes compuestos
se incluyen anadlogamente en el ambito de la presente divulgacion, junto con las formas anhidras
y no solvatadas.

Cualquier modificacion de profarmaco farmacéuticamente aceptable de un compuesto de
la presente divulgacion que dé como resultado la conversion in vivo en un compuesto dentro del
alcance de la presente divulgacion también esta dentro del alcance de la presente divulgacion.

La presente divulgacién también se refiere a procesos para la preparacion de los
compuestos de Formula (1) que se describen en los siguientes Ejemplos y mediante los cuales
pueden obtenerse los compuestos de la divulgacion.

"Tratamiento" y "tratar" se refieren a todos los procesos en los que puede haber una
ralentizacion, interrupcion, parada, control o detencién de la progresion de una enfermedad o un
trastorno descrito en el presente documento. Los términos no indican necesariamente una
eliminacion total de todos los sintomas de la enfermedad o trastorno.

"Prevencion” o "profilaxis", como se usan en el presente documento, se refieren a reducir
la probabilidad de contraer una enfermedad o un trastorno descritos en el presente documento, o
a reducir la gravedad de una enfermedad o un trastorno descritos en el presente documento.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz (o efectiva)" y descripciones similares
tales como "una cantidad eficaz para el tratamiento” o "una dosis eficaz" se refieren a la cantidad
de un compuesto de la divulgacion que desencadenara la respuesta bioldgica o médica de un
tejido, sistema, animal o ser humano buscada por un investigador, veterinario, médico u otro
facultativo. En una realizacion preferida, la expresién "cantidad terapéuticamente eficaz"
significa una cantidad de un compuesto de la presente divulgacion que alivia al menos un

sintoma clinico en un paciente humano. Las expresiones "cantidad profilacticamente eficaz (o
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efectiva)" y descripciones tales como "una cantidad eficaz para la prevencion” se refieren a la
cantidad de un compuesto de la presente divulgacion que prevendra o reducira el riesgo de
aparicion del acontecimiento biolégico o médico que se pretende prevenir en un tejido, un

sistema, animal o ser humano por un investigador, veterinario, médico u otro facultativo.

DOSIFICACION DE LOS COMPUESTOS DE LA PRESENTE DIVULGACION

La pauta posolégica que utiliza un compuesto de la presente divulgacion se selecciona de
acuerdo con una diversidad de factores, incluyendo el tipo, la especie, la edad, el peso, el sexo y
la afeccion médica del paciente; la gravedad de la afeccion que ha de tratarse; la potencia del
compuesto elegido para su administracion; la via de administracion; y la funcion renal y hepatica
del paciente. Una consideracion de estos factores esta dentro del alcance del médico experto con
el fin de determinar la cantidad de dosis terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz
necesaria para prevenir, contrarrestar o detener la evolucion de la afeccion. Se entiende que una
cantidad de dosis diaria especifica puede ser simultaneamente una cantidad terapéuticamente
eficaz, por ejemplo, para el tratamiento de una afeccion inmunitaria, y una cantidad
profilacticamente eficaz, por ejemplo, para la prevencion de una afeccion inmunitaria.

Si bien las necesidades individuales varian, la determinacion de los intervalos 6ptimos de
cantidades eficaces del compuesto de la presente divulgacion esta dentro de la técnica. Para la
administracion a un ser humano en el tratamiento curativo o profilactico de las afecciones y
trastornos identificados en el presente documento, por ejemplo, las dosis tipicas de los
compuestos de la presente divulgacion pueden ser de aproximadamente 0,05 mg/kg/dia a
aproximadamente 1000 mg/kg/dia. En algunas realizaciones, se administra a un paciente de
aproximadamente 5 mg/dia a aproximadamente 1000 mg/dia, tal como a partir de 10 mg/dia,

20 mg/dia, 30 mg/dia, 40 mg/dia, 50 mg/dia, 60 mg/dia, 70 mg/dia, 80 mg/dia, 90 mg/dia, 100
mg/dia, 200 mg/dia, 300 mg/dia, 400 mg/dia, 500 mg/dia, 600 mg/dia, 700 mg/dia, 800 mg/dia,
900 mg/dia 0 1000 mg/dia de un compuesto de la presente divulgacion. En determinadas
realizaciones, se administra a un paciente de aproximadamente 0,2 mg/kg a aproximadamente

5 mg/kg, tal como a partir de 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1,0 mg/kg, 1,25 mg/kg, 1,5 mg/kg, 2,5
mg/kg, 3,0 mg/kg, 3,5mg/kg, 4,0 mg/kg, 4,5 mg/kg, 5 mg/kg, 5,5 mg/kg, 6,0 mg/kg, 7,0 mg/kg,
7,5 mg/kg, 8 mg/kg, 8,5 mg/kg, 9,0 mg/kg, 9,5 mg/kg 0 10 mg/kg de un compuesto de la presente
divulgacion. Dichas dosis pueden administrarse en una sola dosis o pueden dividirse en maltiples

dosis.
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

Los compuestos de la presente divulgacion y sus sales farmacéuticamente aceptables
pueden administrarse a animales, preferentemente a mamiferos, y particularmente a seres
humanos, como productos farmacéuticos por si mismos, en mezclas con otros o en forma de
composiciones farmacéuticas. EIl término "sujeto™ o "paciente™ incluye los animales,
preferentemente mamiferos y especialmente seres humanos, que usan los presentes agentes
activos para la prevencién o tratamiento de una afeccion médica.

La administracion del farmaco al sujeto incluye la autoadministracion y la administracion
al paciente por otra persona. El sujeto puede necesitar o desear un tratamiento para una
enfermedad o afeccidn médica existente 0 puede necesitar o desear un tratamiento profilactico
para prevenir o reducir el riesgo de aparicion de la enfermedad o afeccion médica. Como se usa
en el presente documento, un sujeto "que necesita” tratamiento de una afeccion existente o
tratamiento profilactico incluye tanto la determinacion de la necesidad por parte de un
profesional medico como el deseo del paciente de dicho tratamiento.

Por lo tanto, la presente divulgacion también proporciona los compuestos de la
divulgacion y sus sales farmacéuticamente aceptables para su uso como productos farmacéuticos,
su uso para modular selectivamente la actividad del TNFR1 y, en particular, su uso en la terapia
y la profilaxis de las enfermedades o trastornos mencionados anteriormente, asi Como su uso para
la preparacion de medicamentos para estos fines. En determinadas realizaciones, los compuestos
de la divulgacion y sus sales farmacéuticamente aceptables bloquean la sefializacion de TNFa a
través de TNFR1.

Ademas, la presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden como componente activo una dosis eficaz de al menos un compuesto de la
divulgacion y/o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable habitual, es decir, una 0 méas sustancias vehiculo y/o aditivos
farmacéuticamente aceptables.

Por lo tanto, la presente divulgacién proporciona, por ejemplo, dicho compuesto y sus
sales farmacéuticamente aceptables para su uso como composiciones farmacéuticas que
comprenden como componente activo una dosis eficaz del compuesto de la divulgacidn y/o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable habitual,
y los usos de dicho compuesto y/o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en la terapia o
profilaxis de las enfermedades o trastornos mencionados a continuacion, por ejemplo,

enfermedades inflamatorias intestinales (Ell), la artritis reumatoide, la artritis reumatoide juvenil,
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la psoriaris, la artritis psoriésica, la espondilitis anquilosante, la espondiloartritis axial no
radiografica y la hidradenitis supurativa, asi como su uso para preparar medicamentos para estos
fines.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la divulgacion pueden administrarse por
via oral, por ejemplo, en forma de pildoras, comprimidos, comprimidos laqueados, comprimidos
recubiertos con azUcar, granulos, capsulas de gelatina dura y blanda, soluciones acuosas,
alcohodlicas u oleosas, jarabes, emulsiones o suspensiones, o por via rectal, por ejemplo, en forma
de supositorios. La administracion también puede realizarse por via parenteral, por ejemplo, por
via subcuténea, por via intramuscular o por via intravenosa en forma de soluciones o
suspensiones para inyeccion o infusion.

Otras formas de administracion adecuadas son, por ejemplo, la administracion percutanea
0 topica, por ejemplo, en forma de pomadas, tinturas, pulverizaciones o sistemas terapéuticos
transdérmicos, o, por ejemplo, microcapsulas, implantes o barras. La forma de administracion
preferente depende, por ejemplo, de la enfermedad que de tratarse y de su gravedad.

La presente divulgacién también proporciona composiciones farmacéuticas que
comprenden un compuesto de Formula (I). EI compuesto de Férmula (1) puede usarse en
combinacion con cualquier vehiculo o excipiente farmacéutico adecuado. Dichas composiciones
farmacéuticas comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos de
Formula (1) y uno o mas excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables. La
composicion farmacéutica especifica se adaptara al modo de administracién. En aspectos
particulares, el vehiculo farmacéutico aceptable puede ser agua o una solucion tamponada.

Los excipientes incluidos en las composiciones farmacéuticas tienen diferentes
finalidades dependiendo, por ejemplo, de la naturaleza del farmaco y del modo de
administracion. Los ejemplos de excipientes utilizados generalmente incluyen, sin limitacion:
solucion salina, solucion salina tamponada, dextrosa, agua para inyeccion, glicerol, etanol y
combinaciones de los mismos, agentes estabilizantes, agentes solubilizantes y tensioactivos,
tampones y conservantes, agentes de tonicidad, agentes de volumen, agentes lubricantes (tales
como talco o silice, y grasas, tales como la estearina vegetal, estearato de magnesio o acido
estedrico), emulsionantes, agentes de suspension o viscosidad, diluyentes inertes, cargas (tales
como celulosa, fosfato célcico dibasico, grasas y aceites vegetales, lactosa, sacarosa, glucosa,
manitol, sorbitol, carbonato de calcio y estearato de magnesio), agentes disgregantes (tales como
polivinil pirrolidona reticulada, almidén glicolato de sodio, carboximetilcelulosa de sodio
reticulada), aglutinantes (tales como almidones, gelatina, celulosa, metilcelulosa o celulosa

modificada, tal como celulosa microcristalina, hidroxipropilcelulosa, azucares tales como
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sacarosa Y lactosa, o alcoholes de azucar tales como xilitol, sorbitol o maltitol,
polivinilpirrolidona y polietilenglicol), agentes humectantes, antibacterianos, agentes quelantes,
recubrimientos (tales como un recubrimiento pelicular de celulosa, polimeros sintéticos, goma
laca, proteina de maiz zeina u otros polisacaridos y gelatina), conservantes (incluyendo la
vitamina A, vitamina E, vitamina C, palmitato de retinilo y selenio, cisteina, metionina, acido
citrico y citrato de sodio, y conservantes sintéticos, incluyendo metilparabeno y propilparabeno),
edulcorantes, agentes perfumantes, aromatizantes, agentes colorantes, potenciadores de la
absorcidn, adyuvantes para la administracion y combinaciones de los mismos.

Los vehiculos son compuestos y sustancias que mejoran y/o prolongan el suministro de
un principio activo a un sujeto en el contexto de una composicion farmacéutica. Los vehiculos
pueden servir para prolongar la actividad in vivo de un farmaco o ralentizar la liberacion del
farmaco en un sujeto, usando tecnologias de liberacion controlada. Los vehiculos también pueden
disminuir el metabolismo del farmaco en un sujeto y/o reducir la toxicidad del farmaco. También
pueden usarse vehiculos para dirigir el suministro del farmaco a células o tejidos particulares de
un sujeto. Los vehiculos habituales (tanto hidrofilos como hidréfobos) incluyen emulsiones
grasas, lipidos, fosfolipidos pegilados, liposomas PEGilados, liposomas PEGilados recubiertos a
través de un espaciador de PEG con un péptido RGD ciclico, liposomas y lipoesferas,
microesferas (incluyendo las fabricadas a partir de polimeros biodegradables o albimina),
matrices poliméricas, polimeros biocompatibles, complejos de proteina-ADN, conjugados de
proteinas, eritrocitos, vesiculas, nanoparticulas y cadenas laterales para el grapado de
hidrocarburos. Los vehiculos mencionados anteriormente también pueden usarse para aumentar
la permeabilidad de la membrana celular de los compuestos de Férmula (1). Ademas de su uso en
las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion, los vehiculos también pueden usarse
en composiciones para otros usos, tales como usos de investigacién in vitro (por ejemplo, para el
suministro a células cultivadas) y/o in vivo.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion oral pueden
presentarse como unidades individuales, tales como capsulas o comprimidos; en forma de polvo
o granulos; en forma de soluciones, jarabes o suspensiones (en liquidos acuosos 0 no acuosos; 0
en forma de espumas o batidos comestibles; o en forma de emulsiones). Los excipientes
adecuados para comprimidos o capsulas de gelatina incluyen lactosa, almidén de maiz o
derivados del mismo, &cido estearico o sales del mismo. Los excipientes adecuados para su uso
con capsulas de gelatina blanda incluyen, por ejemplo, aceites vegetales, ceras, grasas, polioles
semisélidos o liquidos, etc. Para la preparacion de soluciones y jarabes, los excipientes que

pueden usarse incluyen, por ejemplo, agua, polioles y azlcares. Para la preparacion de aceites en
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suspension, por ejemplo, pueden usarse aceites vegetales para proporcionar suspensiones de
aceite en agua o de agua en aceite. Pueden incluirse excipientes que favorezcan la absorcion en el
tracto gastrointestinal, por ejemplo, potenciadores de la permeacion, tales como caprato de sodio.
En determinadas situaciones, pueden ser ventajosas las preparaciones de liberacién retardada y
también pueden prepararse composiciones que puedan liberar los compuestos de la presente
divulgacion de forma retardada o controlada. La permanencia gastrica prolongada conlleva el
problema de la degradacion por las enzimas presentes en el estdbmago, por lo que también pueden
prepararse capsulas con recubrimiento entérico mediante técnicas convencionales en la materia
en las que la sustancia activa para su liberacion desciende en el tracto gastrointestinal.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion transdérmica pueden
presentarse como parches individuales destinados a permanecer en contacto intimo con la
epidermis del receptor durante un periodo de tiempo prolongado. Por ejemplo, el principio activo
puede suministrarse desde el parche mediante iontoforesis, como se describe en general en
Pharmaceutical Research, 3(6): 318 (1986).

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion tépica pueden
formularse en forma de pomadas, cremas, suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas,
geles, pulverizaciones, aerosoles o aceites. Cuando se formula en una pomada, el principio activo
puede emplearse con una base de pomada parafinica o miscible en agua. Como alternativa, el
principio activo puede formularse en una crema con una base de crema de aceite en agua 0 como
una base de agua en aceite. Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion
topica ocular incluyen colirios, en donde el principio activo se disuelve o suspende en un
vehiculo adecuado, especialmente un disolvente acuoso. Las composiciones farmacéuticas
adaptadas para la administracion topica en la boca incluyen pastillas para chupar, grageas y
enjuagues bucales.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion rectal pueden
presentarse en forma de supositorios 0 enemas.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion nasal en donde el
vehiculo es un sélido incluyen un polvo grueso que tiene un tamafio de particula, por ejemplo, en
el intervalo de 20 a 500 micrometros, que se administra aspirandolo por la nariz, es decir,
mediante inhalacion rapida a través de las fosas nasales desde el recipiente del polvo sujetado
cerca de la nariz. Las composiciones adecuadas en donde el vehiculo es un liquido, para la
administracion en forma de pulverizacion nasal o en forma de gotas nasales, incluyen soluciones
acuosas u oleosas del principio activo.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracién por inhalacion
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incluyen polvos finos o brumas de particulas finas que pueden generarse por medio de diversos
tipos de aerosoles presurizados de dosis medida, nebulizadores o insufladores.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion vaginal pueden
presentarse en forma de 6vulos vaginales, tampones, cremas, geles, pastas, espumas 0
formulaciones en pulverizacion.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion parenteral incluyen
soluciones inyectables estériles acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes,
tampones, bacteriostaticos y solutos que hagan que la formulacién sea sustancialmente isotonica
con la sangre del receptor previsto; y suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden
incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Los excipientes que pueden usarse para
soluciones inyectables incluyen agua para inyeccidn, alcoholes, polioles, glicerina y aceites
vegetales, por ejemplo. Las composiciones pueden presentarse en envases monodosis o
multidosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados y pueden almacenarse en un estado
criodesecado (liofilizado) que requiera solo la adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo,
agua o solucion salina para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Pueden prepararse
soluciones y suspensiones para inyeccion extemporanea a partir de polvos, granulos y
comprimidos estériles. Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes conservantes,
agentes solubilizantes, agentes estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, edulcorantes,
colorantes, odorizantes, sales (las sustancias de la presente divulgacion pueden proporcionarse a
su vez en forma de una sal farmacéuticamente aceptable), tampones, agentes de recubrimiento o
antioxidantes. También pueden contener agentes terapéuticamente activos ademas de los

compuestos de la presente divulgacion.

METODOS DE USO DE LOS COMPUESTOS DE LA DIVULGACION

La presente solicitud proporciona un método de sefializacion celular mediada por TNFR1
gue comprende poner en contacto una célula con un compuesto de la divulgacién o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. La unién al TNFR1 y al TNFR2 humanos y la
selectividad pueden evaluarse mediante RPS. La afinidad por el TNFR1 humano puede evaluarse
usando un ensayo de unién por transferencia de energia de resonancia de fluorescencia resuelta
en el tiempo (TR-FRET). La inhibicién de la sefalizacién celular mediada por el TNFR1 puede
evaluarse detectando disminuciones en los niveles de la via de transduccion de sefiales NF-xB
corriente abajo.

La presente solicitud también proporciona métodos de uso de los compuestos de la

divulgacion (o sus sales farmacéuticamente aceptables) o composiciones farmacéuticas que
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contienen dichos compuestos para tratar patologias, incluyendo, pero sin limitacién, afecciones
implicadas con el TNFRL.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la Ell y otras enfermedades inflamatorias impulsadas por el TNFa, comprendiendo el método
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo) o cualquiera de las composiciones farmacéuticas
anteriores que comprenden un compuesto de este tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria impulsada por el TNFa es la EIL. En
algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria impulsada por el TNFa es la colitis ulcerosa.
En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria impulsada por TNFa es la enfermedad de
Crohn. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria provocada por eITNFa es la artritis
reumatoide. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria provocada por el TNFa es la
artritis reumatoide juvenil. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria provocada por el
TNFua es la psoriasis. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria provocada por el
TNFa es la artritis psoriasica. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria provocada
por el TNFa es la espondilitis anquilosante. En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria
impulsada por el TNFa es la espondiloartritis axial no radiografica. En algunas realizaciones, la
enfermedad inflamatoria provocada por el TNFa es la hidradenitis supurativa.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de una enfermedad inflamatoria intestinal, comprendiendo el método administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo) o cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que
comprenden un compuesto de este tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la colitis ulcerosa, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) o
cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que comprenden un compuesto de este
tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la enfermedad de Crohn, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) o
cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que comprenden un compuesto de este
tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
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de la artritis reumatoide, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) o
cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que comprenden un compuesto de este
tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la artritis reumatoide juvenil, comprendiendo el método administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo) o cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que
comprenden un compuesto de este tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona un método de tratamiento
de la psoriasis, comprendiendo el método administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) o cualquiera de
las composiciones farmacéuticas anteriores que comprenden un compuesto de este tipo a un
sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la artritis psoriasica, comprendiendo el método administrar una cantidad terapeuticamente
eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo) o
cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que comprenden un compuesto de este
tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la espondilitis anquilosante, comprendiendo el método administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo) o cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que
comprenden un compuesto de este tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la espondiloartritis axial no radiografica, comprendiendo el método administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo) o cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que
comprenden un compuesto de este tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un método de tratamiento
de la hidradenitis supurativa, comprendiendo el método administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo) o cualquiera de las composiciones farmacéuticas anteriores que

comprenden un compuesto de este tipo a un sujeto que necesite dicho tratamiento.
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En algunas realizaciones, la presente divulgacidn proporciona un método de tratamiento
la EIl y otras enfermedades inflamatorias impulsadas por el TNFa que comprende administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion (o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo) a un sujeto que necesita dicho tratamiento, en donde
dicha EII y otras enfermedades inflamatorias impulsadas por el TNFa se seleccionan de la colitis
ulcerosa, la enfermedad de Crohn, la artritis reumatoide, la artritis reumatoide juvenil, la
psoriasis, la artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante, la espondiloartritis axial no
radiografica y la hidradenitis supurativa.

Una realizacién de la invencion se refiere al uso de un compuesto de formula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo en terapia.

Una realizacion de la invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula (I) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para tratar la E1l y otras enfermedades inflamatorias
impulsadas por el TNFa seleccionadas de la colitis ulcerosa, la enfermedad de Crohn, la artritis
reumatoide, la artritis reumatoide juvenil, la psoriasis, la artritis psoriasica, la espondilitis
anquilosante, la espondiloartritis axial no radiografica y la hidradenitis supurativa.

Una realizacion se refiere al uso de un compuesto de formula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para tratar la Ell y otras enfermedades inflamatorias
impulsadas por el TNFa seleccionadas de la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.

Una realizacion se refiere al uso de un compuesto de formula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para tratar la E1l y otras enfermedades inflamatorias
impulsadas por el TNFa seleccionadas de la artritis reumatoide, la artritis reumatoide juvenil, la
psoriasis, la artritis psoriasica, la espondilitis anquilosante, la espondiloartritis axial no

radiogréafica y la hidradenitis supurativa.

TERAPIAS DE COMBINACION

Pueden administrarse uno o mas agentes farmacoldgicamente activos adicionales junto
con un compuesto de la divulgacidn. Se pretende que un agente o agentes activos adicionales
tengan el significado de un agente o agentes farmacéuticamente activos que son activos en el
organismo, incluyendo profarmacos que se convierten en una forma farmacéuticamente activa
después de la administracion, que son diferentes del compuesto de Formula I, y también incluye
acido libre, base libre y sales farmacéuticamente aceptables de dichos agentes activos
adicionales.

Los ejemplos de agentes activos adicionales que pueden emplearse incluyen, pero sin

limitacion, farmacos bioldgicos anti-TNFa, tales como, por ejemplo, metotrexato, azatioprina, 6-
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mercaptopurina, agentes anti-1L-23, agentes anti-a4B7 como vedolizumab, agonistas de IL-2Ra
sesgados en desarrollo clinico.

METODOS DE SINTESIS

Procedimientos generales para acceder a componentes basicos y mondmeros

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse de acuerdo con los
procedimientos de los siguientes esquemas y ejemplos especificos, o modificaciones de los
mismos, usando materiales de partida facilmente disponibles, materiales y reactivos adecuados y
procedimientos de sintesis convencionales y se ilustran adicionalmente con los siguientes
ejemplos especificos. En estas reacciones, también es posible usar variantes que son a su vez
conocidas por los expertos habituales en la materia, pero que no se mencionan en mayor detalle.
El experto en la materia puede entender y apreciar facilmente los procedimientos generales para
fabricar los compuestos reivindicados en la presente invencion a la vista de los siguientes
esquemas. Los ejemplos también incluyen métodos para someter a ensayo dichos compuestos en
ensayos biofisicos, bioquimicos y celulares. Sin embargo, no debe interpretarse que los
compuestos ilustrados en los ejemplos forman el Gnico género que se considera la divulgacion.

A menos que se indique especificamente otra cosa, todos los reactivos estan disponibles
en el mercado, se conocen en la bibliografia o son sintetizados facilmente por los expertos en la
materia. La via general aplicada a la sintesis de los compuestos de Férmula | se describe en los
Esguemas a continuacion. En algunos casos, el orden de realizacion de las etapas de reaccion en
los esquemas puede variar para facilitar la reaccion o para evitar productos de reaccion no
deseados. Adicionalmente, para facilitar la reaccion pueden emplearse diversas estrategias de
grupos protectores conocidas por un experto en la materia de la sintesis organica y la sintesis
peptidica en fase sdlida, para mejorar el rendimiento y la pureza, o para evitar productos de
reaccion no deseados.

Todos los reactivos y disolventes se adquirieron de fuentes comerciales y se usaron sin
purificacion adicional a menos que se indique otra cosa. Todas las temperaturas se expresan en
grados Celsius (°C), y la temperatura ambiente o temperatura ambiente (TA) es de 20 °C. La
mayoria de los compuestos se purificaron mediante cromatografia de liquidos de alto
rendimiento (HPLC) preparativa en fase inversa o cromatografia de liquidos de presion media
(MPLC) sobre gel de silice. El curso de las reacciones se siguié mediante cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas (CL-EM) o cromatografia de liquidos de rendimiento ultra

alto/espectrometria de masas (UPLC-EM); ionizacién por electronebulizacion (IEN); Deteccion
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UV a 254 nm). Los espectros de resonancia magnética de proton, flior y carbono (RMN de *H,
¢ y 13C) se registraron en un espectrometro Varian o Bruker de 300, 400, 500 o0 600 MHz, y los
desplazamientos quimicos se publican en partes por millon (ppm) con respecto al tetrametilsilano
y referidos al disolvente residual. Las constantes de acoplamiento se publican en hercios. Los
datos de RMN *H se publican como se proporcionan en el presente documento: desviacion
quimica (multiplicidad [singulete (s), doblete (d), triplete (t), cuadruplete (c), doblete de dobletes
(dd), doblete de tripletes (dt), triplete de dobletes (td), triplete de tripletes (tt), doblete de doblete
de dobletes (ddd), multiplete (m) y singulete ancho (s a)], constante de acoplamiento [Hz] e
integracion). Las reacciones sensibles a la humedad o al aire se realizaron en una atmosfera de
nitrégeno o argon usando disolventes y reactivos anhidros. El progreso de las reacciones se
determiné mediante cromatografia en capa fina (CCF) analitica realizada por lo general con
placas de CCF recubiertas previamente (E. Merck, Darmstadt, Alemania), gel de silice 60F-254,
espesor de capa de 0,25 mm o cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (CL-EM).

A menos que se indique otra cosa, cuando se indican relaciones de compuestos (tales
como, por ejemplo, disolventes), la relacion es de volumen a volumen. Por ejemplo, un gradiente
de disolvente que varia de hexanos al 100 % a EtOAc al 50 %/hexanos significa un gradiente que
parte de una mezcla de 100 partes en volumen de hexanos y que varia a una mezcla de 50 partes
en volumen de acetato de etilo con respecto a 50 partes en volumen de hexanos.

El término "p/p" significa peso del compuesto con respecto al peso total. Por ejemplo,
NaH al 60 % p/p significa 60 partes en peso de NaH con respecto a 100 partes en peso totales.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para que la invencidn se pueda entender
totalmente. Estos ejemplos son sélo ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes de la
invencion de ninguna manera. Cuando se produce una mezcla racémica, los enantiomeros pueden
separarse usando condiciones de resolucion quiral de fase inversa o normal de CFS, después del
aislamiento del producto final o en un Intermedio adecuado, seguido del procesamiento de los
enantiomeros individuales por separado. Se entiende que también pueden emplearse
metodologias alternativas en la sintesis de estos productos intermedios y ejemplos clave. Pueden
usarse metodologias asimétricas (por ejemplo, catélisis quiral, auxiliares, proceso biocatalitico)
cuando sea posible y adecuado. La eleccion exacta de los reactivos, disolventes, temperaturas y

otras condiciones de reaccion depende de la naturaleza del producto previsto.

Abreviaturas

A lo largo del texto se usan las siguientes:
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Abreviatura Definicion

linda Acido (S)-2-amino-3-(1H-indazol-1-il)propanoico
lInda7az Acido (S)-2-amino-3-(1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-il)propanoico
1Nal 3-(1-Naftil)-L-alanina

1R4SAcpc Acido (1R,4S)-4-aminociclopent-2-eno-1-carboxilico
1S4RAcpc Acido (1S,4R)-4-aminociclopent-2-eno-1-carboxilico
2BrPr Enlazador de 2-metilacetilo

2CTC Resina de cloruro de 2-clorotritilo

2Nal 3-(2-Naftil)-L-alanina

3Inda Acido (S)-2-amino-3-(2H-indazol-3-il)propanoico
3Pal 3-Piridilalanina o 3-piridil-L-alanina

3Pal4CO2H Acido (S)-5-(2-amino-2-carboxietil)picolinico
4CzIPN 1,2,3,5-Tetraquis(carbazol-9-il)-4,6-dicianobenceno
40Me3Pal Acido (S)-2-amino-3-(6-metoxipiridin-3-il)propanoico
4Pal 4-Piridilalanina o 4-piridil-L-alanina

4Pal2F Acido (S)-2-amino-3-(3-fluoropiridin-4-il)propanoico
4Pal3NH2 Acido (S)-2-amino-3-(2-aminopiridin-4-il)propanoico
4PyridaAla Acido (S)-2-amino-3-(piridazin-4-il)propanoico
4PyrimAla Acido (S)-2-amino-3-(pirimidin-4-il)propanoico
4Quin Acido (S)-2-amino-3-(quinolin-4-il)propanoico
2SBrBu Enlazador de (S)-2-etilacetilo

2SBrPr Enlazador de (S)-2-metilacetilo

Ao Ala L-Alanina

AA Aminoécido

AbuCN Acido (S)-2-amino-4-cianobutanoico

Ac Acetilo

Ac20 Anhidrido acético

Acetonitrilo-ds Trideuteroacetonitrilo

ACN Acetonitrilo

AcOH Acido acético

AAF Anticuerpos anti-farmaco
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Aea Acido 2-(2-aminoetoxi)acético

AEF Acido (S)-2-amino-3-[4-(2-aminoetoxi)fenil]propanoico
Ahp Acido (S)-2-aminoheptanoico

AhpF3 Acido (S)-2-amino-7,7,7-trifluoroheptanoico

AIBN 2,2'-Azobis(2-metilpropionitrilo)

Ala4lsoindOne Acido (S)-2-amino-3-(3-oxoisoindolin-5-il)propanoico
AlaPent Acido (S)-2-amino-3-(1-biciclo[1.1.1]pentanil)propanoico
AlapentO Scicolt L Toenanibpropancco.

AlaPiperaz Acido (S)-2-amino-3-(piperazin-1-il)propanoico

AlaPyrim4COOH

Acido (S)-5-(2-amino-2-carboxietil)pirimidin-2-carboxilico

AlaPyrim4NH2

Acido (S)-2-amino-3-(2-aminopirimidin-5-il)propanoico

Alloc

Carbamato de alilo

alT L-allo-Treonina o acido (2S,3S)-2-amino-3-hidroxibutanoico

aMeS a-Metil-L-serina

aMeW a-Metil-L-triptéfano

anh. Anhidro

Anon Acido (S)-2-aminononanoico

Apm Acido (S)-2-aminoheptanodioico

ac. Acuoso

Ar Argon

B(CsFs)3 Tris(pentafluorofenil)borano

BAIB (Diacetoxiyodo)benceno

Bav Acido (S)-2,3-diamino-3-metilbutanoico

BCP3CO2H Acido §Sf)-3-(2-amino-2-carb0xietiI)biciclo[l.1.1]pentano-1-
carboxilico

BF3+Et20 Dietileterato de trifluoruro de boro

bhcLeu Acido (1R,3S)-3-aminociclopentano-1-carboxilico

bhcLeut45diOH

Acido (1S,2R,3S,4R)-4-amino-2,3-dihidroxiciclopentano-1-
carboxilico

bhcLeut4OH Acido (1S,3R,4R)-3-amino-4-hidroxiciclopentano-1-carboxilico
Bhv Acido (S)-2-amino-3-hidroxi-3-metilbutanoico
Biotina D-Biotina
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bMe4Pal Acido (25)-2-amino-3-piridin-4-ilbutanoico
Bn Bencilo

BnBr Bromuro de bencilo

Boc terc-Butoxi-carbonilo

Boc.O Dicarbonato de di-terc-butilo

BAS Seroalbimina bovina

Bu2Sn(OAC):2 Diacetato de dibutilestannanodiilo

CoCys L-Cisteina

c3amCblc Acido cis-3-(aminometil)ciclobutano-1-carboxilico
CAcBu Acido cis-3-aminociclobutano-1-carboxilico
CaCl Cloruro de calcio

N.° de cat. Numero de catalogo

Chg L-Ciclobutilglicina

CbzoZz Benciloxicarbonilo

CbzCl Cloroformato de bencilo

Cbz-OSu N-(benciloxicarboniloxi)succinimida

EC Enfermedad de Crohn

CeG Acido 3-(carboximetilamino)propanoico
CH:Cl; 0 DCM Diclorometano

CH20 Formaldehido

Cloroformo-d

Cloroformo deuterado

cHxclacid4NH2 Acido cis-4-aminociclohexano-1-carboxilico

Cit L-Citrulina

ClAc Enlazador de acetilo

cPrS Acido (S)-2-amino-2-(1-hidroxiciclopropil)acético
Cs2COs3 Carbonato de cesio

CuCl Cloruro de cobre(l)

Cul Yoduro de cobre(l)

Cisteamina -Mercaptoetilamina o 2-aminoetanotiol

d Daoblete

D o Asp Acido L-aspértico
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Da Dalton

Dab Acido L-2,4-diaminobutirico

daMeP Acido (R)-2-metilpirrolidin-2-carboxilico o a-metil-p-prolina
Dap Acido L-2,3-diaminopropiénico

DapMe Acido (S)-2-amino-3-(metilamino)propanoico
DapUrea Acido (S)-2-amino-3-(carbamoilamino)propanoico
DAST Trifluoruro de dietilaminoazufre

dbhcLeu Acido (1S,3R)-3-aminociclopentano-1-carboxilico
DBU 1,8-Diazabiciclo[5,4,0]undec-7-eno

DCC N,N'-Diciclohexilcarbodiimida

DCE Dicloroetano

DCM o CH:Cl; Diclorometano

dd Doblete de dobletes

DI Desionizado

DIAD Azodicarboxilato de diisopropilo

CID N,N'-Diisopropilcarbodiimida

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina o base de Hunig

DMA N,N-Dimetilacetamida

DMAP 4-Dimetilaminopiridina

DMF N,N-Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

DMSO-ds Sulfoxido de hexadeuterodimetilo

dNMeA N-Metil-D-alanina

dNMeE Acido N-metil-p-glutamico

DODT 3,6-Dioxa-1,8-octanoditiol

dP D-Prolina

DPBS Solucidn salina tamponada con fosfato de Dulbecco
dPro44F2 Acido (R)-4,4-difluoropirrolidin-2-carboxilico
dProc4CH2COOH Acido (2R,4S)-4-(carboximetil)pirrolidin-2-carboxilico
dPro4cPr Acido (R)-5-azaespiro[2.4]heptano-6-carboxilico
dProc30H Acido (2R,3S)-3-hidroxipirrolidin-2-carboxilico
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dProc4CH2COOH Acido (2R,4S)-4-(carboximetil)pirrolidin-2-carboxilico

dProc4NH2 Acido (2R,4R)-4-aminopirrolidin-2-carboxilico

dProc4NMe2 Acido (2R,4R)-4-(dimetilamino)pirrolidin-2-carboxilico

dProc4OH Acido (2R,4R)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilico

dProt4dCH2NH2 Acido (2R,4R)-4-(Aminometil)pirrolidin-2-carboxilico

dProt4F Acido (2R,4S)-4-fluoropirrolidin-2-carboxilico

dProt4NH2 Acido (2R,4S)-4-aminopirrolidin-2-carboxilico

dProtANHC2acidNMe3 g;(éé::;ﬁi);i—ig%boxipirroIidin-3-iI)amino)-N,N, -trimetil-2-

dProt4NMe2 Acido (2R,4S)-4-(dimetilamino)pirrolidin-2-carboxilico

dProt4NMe3 (3S,5R)-5-Carboxi-N,N,N-trimetilpirrolidin-3-aminio

dProt4OAcOH Acido (2R,4S)-4-(carboximetoxi)pirrolidin-2-carboxilico

dProtAOEtNMe3 z;rggr(]:i%g,ER)-S-CarboxipirroIidin-3-iI)oxi)-N,N,N-trimetiletan-l-

dProt4OH Acido (2R,4S)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilico

dProt4OMe Acido (2R,4S)-4-metoxipirrolidin-2-carboxilico

dProt4Tet Acido (2R,4S)-4-(2H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-carboxilico

dt Doblete de tripletes

DTT Ditiotreitol

DVB Divinilbenceno

EoGlu Acido L-glutamico

CE50 o CEso Concentracion eficaz semimaxima

DEC Dominio extracelular

EDC 0 EDCI Clorhidrato de 1-etiI-{S-(3-_dimgtiIamin_opropil)_carbodii_r_nic_ja 0
clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

IEN lonizacién por electronebulizacion

Et.O Dietil éter

EtOAC Acetato de etilo

EtSH Etanotiol

F o Phe L-Fenilalanina

F3AMCONH2 Acido (S)-2-amino-3-(3-(2-amino-2-oxoetil)fenil)propanoico

FAMCO2H Acido (S)-2-amino-3-(4-(carboximetil)fenil)propanoico
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FAmSO3H Acido (S)-2-amino-3-[4-(sulfometil)fenil]propanoico

FASO2NH2 Acido (S)-2-amino-3-(4-sulfamoilfenil)propanoico

F4SO3H Acido (S)-2-amino-3-(4-sulfofenil)propanoico

Fdurea Acido (S)-2-amino-3-(4-ureidofenil)propanoico

FA 0 HCOOH Acido formico

Fmoc 9H-Fluoren-9-ilmetoxicarbonilo

Fmoc-OSu N-(9-Fluorenilmetoxicarboniloxi)succinimida

Furano Acido (S)-2-amino-3-(furan-2-il)propanoico o L-2-furilalanina

FX1 N®-(Piridin-3-il)-L-glutamina

FX2 Acido (S)-2-amino-4-(isoxazol-3-carboxamido)butanoico

G o Gly Glicina

h Hora

H o His L-Histidina

H2 Hidrogeno

Hag Acido (S)-2-aminohex-5-enoico
Hexafluorofosfato de 3-0xido de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-

HATU 1H-1,2,3-triagoIo[4,5-b]piridinio 0 hexafluorofos_fgt(_) de N-Oxido
de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-b]piridin-1-
ilmetileno]-N-metilmetanaminio

HCOOH o FA Acido formico

hE Acido L-homoglutamico o (S)-2-aminohexanodioico

HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico) (agente
tamponante de acido sulfonico zwitteridnico)

hF L-Homofenilalanina

HFIP 1,1,1,3,3,3-Hexafluoroisopropanol

hhL Acido (S)-2-amino-6-metilheptanoico

hK L-Homolisina o &cido (S)-2,7-diaminoheptanoico

hL L-Homoleucina o &cido (S)-2-amino-5-metilhexanoico

HOAt 1-Hidroxi-7-azabenzotriazol

HOBt Hidrato de 1-hidroxibenzotriazol

HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento

hR L-Homqar_ginin_a 0 acido (_S)-2-amin0-6-
carbamimidamidohexanoico

hS L-Homoserine o acido (S)-2-amino-4-hidroxibutanoico
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hSOMe Acido (S)-2-amino-4-metoxibutanoico
Hz Hercio

hv Energia de un fotdn

I Yodo

Ell Enfermedades inflamatorias intestinales
CI50 o Clso Concentracion inhibidora semimaxima
Im Imidazol

IPA ui-PrOH Isopropanol

[Ir(cod)(PCys)(py)]PFe

Hexafluorofosfato de (1,5-
ciclooctadien)(piridin)(triciclohexilfosfin)-iridio(l)

ARJ

Artritis reumatoide juvenil

Ko Lys L-Lisina

Kb Constante de disociacion de equilibrio

Kp? Constante de disociacion del sustrato aparente
KH2PO4 Fosfato de potasio monobasico

Kot Constante de velocidad de disociacion

KOH Hidroxido de potasio

Kon Constante de velocidad de asociacion

LoLeu L-Leucina

L Litro

LAH Hidruro de litio y aluminio

CL-EM Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
LIHMDS bis(Trimetilsilil)amida de litio

LiOH Hidrdxido de litio

LiOMe Metoxido de litio

CB Carga baja

LysMe Acido (S)-2-amino-6-(metilamino)hexanoico
LysMe2 Acido (S)-2-amino-6-(dimetilamino)hexanoico
LysMe3 [(S)-5-Amino-5-carboxipentil]-trimetilazanio
LysN3 Acido (S)-2-amino-6-azidohexanoico

m Multiplete

M Molar
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mAF Acido (S)-2-amino-3-(3-(aminometil)fenil)propanoico

MBHA 4-Metilbenzhidrilamina

mCPBA Acido 3-cloroperbenzoico

Me2AEF Acido (S)-2-amino-3-[4-[2-(dimetilamino)etoxi]fenil]propanoico

MeCN Acetonitrilo

Mel Yodometano

MeLi Metil-litio

MeMgCl Cloruro de metil magnesio

MeOH Metanol

Metanol-ds Tetradeuterometanol

MHz Megahercio

min Minuto

ml Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

mmol Milimol

Mn Manganeso

MO?2 L-Mgtionina.sulfona 0 acido (S)-2-amino-4-
(metilsulfonil)butanoico

MDA Mecanismo de accion

mol Mol

Morpip6diMe Acido (S)-6,6-dimetilmorfolin-3-carboxilico

MPLC Cromatografia de liquidos de presion media

EM Espectrometria de masas

MTBE o TBME terc-Butil metil éter

N o Asn L-Asparagina

N Normalidad

N2 Nitrogeno

N2SPrOHG (S)-(1-Hidroxipropan-2-il)glicina

n-BuLi n-Butil-litio

NA No aplicable

Na,COs3 Carbonato de sodio
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NaClO; Clorito de sodio

Na2S04 Sulfato de sodio

NaBH(OAC)3 Triacetoxiborohidruro de sodio

NaCIlO Hipoclorito de sodio

NaClO; Clorito de sodio

NaH Hidruro de sodio

NaHCOs Bicarbonato de sodio

NaHMDS Bis(trimetilsilillamida de sodio

Nal Yoduro de sodio

NalO4 Peryodato de sodio

NaOH Hidrdxido de sodio

NBS N-Bromosuccinimida

NCS N-Clorosuccinimida

NEt30xadG (2-(1,3,4-Oxadiazol-2-il)etil)glicina

NEtAla N-Etil-L-alanina

NEtCNG Acido 2-(2-cianoetilamino)acético o (2-cianoetil)glicina

NEtCONH2A (3-Amino-3-oxopropil)-L-alanina

NEtCONH2G é((:;cé(;oi-ig)(giﬁ:rinnigo&oxopropiI)amino]acético 0 (3-amino-3-

NEtdA N-Etil-D-alanina

NEtG Acido 2-(etilamino)acético o 2-(etilamino)glicina

NE-«B Facto.r nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de células
B activadas

NH2 o NH: Amida C-terminal

NH4CI Cloruro de amonio

NHsOH Hidrdxido de amonio

NhEG Acido 4-(carboximetilamino)butanoico

NiBrzeglima

Complejo de etilenglicol dimetil éter y bromuro de niquel(ll)

NiClzeglima Complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel(ll)
NIS N-Yodosuccinimida

Nle L-Norleucina

Nle3F2 Acido (S)-2-amino-5,5-difluorohexanoico
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nM Nanomolar

nm Nanometro

NMeA N-Metil-L-alanina

NMeDab Acido (S)-4-amino-2-(metilamino)butanoico
NMeE Acido N-metil-L-glutamico

NMehSMe Acido (S)-4-metoxi-2-(metilamino)butanoico
NMeN N-Metil-L-asparagina

NMeS N-Metil-L-serina

NMeT N-Metil-L-treonina

NMM N-Metilmorfolina

NMO N-Oxido de 4-metilmorfolina

NMP N-Metil-2-pirrolidona

RMN Resonancia magnética nuclear

NxG21 Acido 2-(2-hidroxietilamino)acético

NxG27 Acido 2-(3-metoxipropilamino)acético
NxG29 Acido 2-(2-metoxietilamino)acético

NxG38 Acido 2-(3-hidroxipropilamino)acético
NxG41 Acido 2-[(3-hidroxi-2,2-dimetilpropil)amino]acético
NxG42 Acido 2-[(1-hidroxiciclopropil)metilamino]acético
d.n. Durante la noche

OrnN3 Acido (S)-2-amino-5-azidopentanoico

0sOq4 Tetraoxido de osmio

OSu O-Succinimida

Oxima Pura Ciano(hidroxiimino)acetato de etilo

P o Pro L-Prolina

P20 Polisorbato 20

Pbf 2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo
PBS Solucidn salina tamponada con fosfato

Pd/C Paladio sobre carbono

Pd(PPhsz)4 Tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0)

PE Eter de petréleo
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Triptéfano sintasa modificada por ingenieria genética de

PfTrpB-0B2 Pirococcus furiosus

PTrpB-7E6 ‘;ir:?)::%fsgfsill:]:?j:lursnod|f|cada por ingenieria genetica de
GP Grupo protector

PhCFs a,a,a- Trifluorotolueno

Phe2F4ACOOH Acido (S)-4-(2-amino-2-carboxietil)-3-fluorobenzoico
Phe3CI4COOH Acido (S)-4-(2-amino-2-carboxietil)-2-clorobenzoico
Phe3CONH2 Acido (S)-2-amino-3-(3-carbamoilfenil)propanoico
Phe3COOH Acido (S)-3-(2-amino-2-carboxietil)benzoico
Phe3F4COOH Acido (S)-4-(2-amino-2-carboxietil)-2-fluorobenzoico
Phe35F24COOH Acido (S)-4-(2-amino-2-carboxietil)-2,6-difluorobenzoico
Phe4AcPip Acido (S)-3-[4-(4-acetilpiperazin-1-il)fenil]-2-aminopropanoico
Phe4dCH2NH2 Acido (S)-2-amino-3-(4-(aminometil)fenil)propanoico
Phe4CONH2 Acido (S)-2-amino-3-(4-carbamoilfenil)propanoico
PhedCOOH écrigi(;)xli_(;:‘ﬁ%:ear:gg:22-4-carboxilico 0 acido (S)-4-(2-amino-2-
Phe4COOMe Acido (S)-2-amino-3-(4-metoxicarbonilfenil)propanoico
PhMgBr Bromuro de fenilmagnesio

PhMe.SiH Dimetilfenilsilano

PhSiH3 Fenilsilano

PhOH Fenol

Pin Pinacolato

(Pin)2B: Bis(pinacolato)diboro

Pip Acido (S)-piperidin-2-carboxilico

Pip2c Acido (S)-piperazin-2-carboxilico

Pipc4NH2 Acido (2S,4R)-4-aminopiperidin-2-carboxilico

Pipc4OH Acido (2S,4R)-4-hidroxipiperidin-2-carboxilico
Pipc5CO2H Acido (2S,5S)-piperidin-2,5-dicarboxilico

Pipc50H Acido (2S,5S)-5-hidroxipiperidin-2-carboxilico

PiptSMe Acido (2S,5R)-5-metilpiperidin-2-carboxilico

Pipt50H Acido (2S,5R)-5-hidroxipiperidin-2-carboxilico

PLP 3-Hidroxi-2-metil-5-([fosfonooxi]metil)-4-
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piridinocarboxaldehido o piridoxal 5-fosfato
POCI3 Oxicloruro de fésforo (V)
PPhs Trifenilfosfina
ppm Parte por millon
Prot4NH2 Acido (2S,4R)-4-aminopirrolidin-2-carboxilico
psi Libra-fuerza por pulgada cuadrada
e o s
PyrimAla Acido (S)-2-amino-3-(pirimidin-5-il)propanoico
c Cuadruplete
QoGlIn L-Glutamina
Qdm N®,N°-Dimetil-L-glutamina
Ro Arg L-Arginina
AR Artritis reumatoide
RbMe4Pal Acido (2S,3R)-2-amino-3-piridin-4-ilbutanoico
RbMeY Acido (2S,3R)-2-amino-3-(4-hidroxifenil)butanoico
RbOHA4Pal Acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxi-3-piridin-4-ilpropanoico
RbOHAsN Acido (2S,3R)-2,4-diamino-3-hidroxi-4-oxobutanoico
RbOHPhe Acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxi-3-fenilpropanoico
RbOHPhedCONH?2 ﬁc(:jirc:)(; i(Iozr?),saRn)(;i;glmino-3-(4-carbamoiIfenil)-3-
RIOHPIeC00H | ming -t stponteil - mcriprapaoi
RP o Rp Fase inversa
rpm Revoluciones por minuto
RPMI Medio del Roswell Park Memorial Institute 1640
TA Temperatura ambiente
UR Unidad de respuesta
RuCls Cloruro de rutenio (I11)
S o Ser L-Serina
Sar Sarcosina o N-metilglicina
sat. Saturado
SbMe4Pal Acido (2S,3S)-2-amino-3-piridin-4-ilbutanoico
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SbMePhe4COOH Acido 4-((1S,2S)-1-amino-1-carboxipropan-2-il)benzoico
SbMeW Acido (2S,3S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)butanoico
SbMeW2Me Acido (2S,3S)-2-amino-3-(2-metil-1H-indol-3-il)butanoico
ShMeW2Me7OMe ,i?\)%iggr(éiségsyzamino-3-(7-metoxi-2-metiI-lH-indoI-3-
SbMeW40Me Acido (2S,3S)-2-amino-3-(4-metoxi-1H-indol-3-il)butanoico
SbMeW7Me Acido (2S,3S)-2-amino-3-(7-metil-1H-indol-3-il)butanoico
SbMeW70Me Acido (2S,3S)-2-amino-3-(7-metoxi-1H-indol-3-il)butanoico
SbMeY Acido (2S,3S)-2-amino-3-(4-hidroxifenil)butanoico
SbOHAsN Acido (2S,3S)-2,4-diamino-3-hidroxi-4-oxobutanoico
ShOHPhedCONH2 ﬁaig(z(i(sr%g:%j;mino-3-(4-carbamoiIfeniI)-3-

SbPrw Acido (2S,3S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)hexanoico

SBrPh Enlazador de (S)-2-Fenilacetilo

SerOEt O-Etil-L-serina o acido (S)-2-amino-3-etoxipropanoico

O o) e i 92 amno 2
SerOC2NH2 O-(2-Aminoetil)-L-serina

CFS Cromatografia de fluidos supercriticos

SOC Tratamiento de referencia

SOCl Cloruro de tionilo

SPip Acido (R)-tiomorfolin-3-carboxilico

SPFS Sintesis de péptidos en fase sélida

RPS Resonancia de plasmon superficial

STNFR1 TNFR1 humano soluble

t Triplete

ToThr L-Treonina

TBAB Bromuro de tetrabutilamonio

TBACN Cianuro de tetrabutilamonio

TBAI Yoduro de tetrabutilamonio

TBS o TBDMS terc-Butildimetilsililo

TBSCl o TBDMSCI

Cloruro de terc-butildimetilsililo

TBSOTf

Trifluorometanosulfonato de terc-butildimetilsililo
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TBTA 2,2,2-Tricloroacetimidato de terc-butilo

tBu o tBu o t-Bu terc-Butilo

t-BuOH terc-Butanol

TEA Trietilamina

TEMPO 2,2,6,6-Tetrametilpiperidiniloxi

TESCI Clorotrietilsilano o cloruro de trimetilsililo

THNH Bistriflimida o bis(trifluorometano)sulfonimida

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

TIS Triisopropilsilano

CCF Cromatografia en capa fina

TMSCI Clorotrimetilsilano

TMSN3 Azidotrimetilsilano

TNFR1 Receptor 1 del factor de necrosis tumoral o CD120a

TNFR2 Receptor 2 del factor de necrosis tumoral o CD120b

TNFa Factor de necrosis tumoral alfa

TR-FRET 'rI;rsaLn;I{nggcei?tcij: nﬁ:ggrgia por resonancia de fluorescencia
TrplMe 1-Metil- L-triptofano

Trp4Cl Acido (S)-2-amino-3-(4-cloro-1H-indol-3-il)propanoico
Trp6F7Cl Acido (S)-2-amino-3-(7-cloro-6-fluoro-1H-indol-3-il)propanoico
Trp7az Acido (S)-2-amino-3-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoico
Trp7azCH2COOH ﬁigrq:pgi)o-izc-oamin0-3-[1-(carb0ximetiI)pirroIo[2,3-b]piridin-3-
Trp7Br Acido (S)-2-amino-3-(7-bromo-1H-indol-3-il)propanoico
Trp7Cl Acido (S)-2-amino-3-(7-cloro-1H-indol-3-il)propanoico
Trp7CN Acido (S)-2-amino-3-(7-ciano-1H-indol-3-il)propanoico
Trp7F Acido (S)-2-amino-3-(7-fluoro-1H-indol-3-il)propanoico
TrpCH2COOH é(;ir%% )Eis%-jt-izli)rr]i[]t?i-st-égr(]%arboximetiI)indol-3-i|]propanoic0 o1-
Trt Tritilo o trifenilmetilo

TrtCl Cloruro de trifenilmetilo

Trt-OH Trifenilmetanol o alcohol tritilico
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TrtNC Isocianuro de tritilo

TsCl Cloruro de p-toluenosulfonilo

TsOH Monohidrato del acido p-toluenosulfonico

Tyr2F Acido (S)-2-amino-3-(2-fluoro-4-hidroxifenil)propanoico

Tyr30Me Acido (S)-2-amino-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propanoico

TyrOCF3 Acido (S)-2-amino-3-[4-(trifluorometoxi)fenil]propanoico

TyrOcm Acido (S)-2-amino-3-(4-(carboximetoxi)fenil)propanoico

TyrOMe Acido (S)-2-amino-3-(4-metoxifenil)propanoico

Tza Acido (S)-2-amino-3-(1,3-tiazol-4-il)propanoico

TZAla Acido (S)-2-amino-3-(1,3-tiazol-5-il)propanoico

CuU Colitis ulcerosa

UHP Peroxido de hidrogeno ureico

uM o uM Micromolar

UPLC Cromatogralfl'a de Ill'qu' idos de rendi,miento ultra alto o
cromatografia de liquidos de presion ultra alta

uv Ultravioleta

\ Volumen

A% VVolumen por volumen

Wo Trp L-Triptofano

p/p Peso del compuesto con respecto al peso total

XPhos Pd G2 ngT(])i:]%(_Zl-,cililc_:L?peerﬁilgli(s)zfl?doif('l,|4)',6'-triisopropiI-1,1'-bifeni|)[2-(2‘-

Y o Tyr L-Tirosina

zZn" Cinc activado

ZnCl Cloruro de cinc

ESQUEMAS DE REACCION

Sintesis de intermedios y mondmeros:

Esquema de sintesis 1
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Etapa 1 Etapa 2

0
Ho/\‘)LOH
@N NH, \_»  Fmoc-OSu, Na;COs p
N
H

PfTrpB-0B2, PLP N THF N
tampon de fosfato (pH = 8,0) OH OH
DMSO H,oN FmocHN

o} 0]

Fmoc-1Iinda-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-imetoxi)carbonil)amino)-3-(1H-indazol-1-il)propanoico
(Fmoc-1Inda-OH)

Etapa 1: A una mezcla de indazol (110 g, 931 mmol) y L-serina (97,9 g, 931 mmol) en
DMSO (1,1 1) y tampdn de fosfato de potasio 0,2 M (4,4 1, pH ~8,0) en una atmdésfera de
nitrogeno se le afiadieron PLP (3,05 g, 9,31 mmol) y PfTrpB-0B2 (7,7 g, 7 % en peso). La
mezcla se agito y se calentd a 65 °C durante 18 h. Tras finalizar, la solucidn resultante se uso

directamente en la siguiente etapa.

Etapa 2: La mezcla que contenia &cido (2S)-2-amino-3-(indazol-1-il)propanoico (191 g en
rendimiento de ensayo) se diluyd con tetrahidrofurano (2,1 I). Se afiadieron NaCO3z (197 g,
1,86 mol) y Fmoc-OSu (314 g, 931 mmol) a la mezcla a 15 °C en una atmosfera de nitrégeno. La
mezcla se agitd a TA durante 18 h en una atmosfera de nitrogeno. La mezcla se acidifico a pH ~3
con HCI 6 N. La mezcla se filtro y el filtrado se extrajo con EtOAc (3 x 3,0 I). Las capas
organicas se combinaron, se lavaron con H2O (2 x 2,0 I) y salmuera (3,0 I), se secaron sobre
Na>SO;4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se trituré con
DCM/Hexano (5 I/2,5 I) cuatro veces. Los sdlidos se recogieron mediante filtracion y se secaron
a presion reducida para obtener acido (2S)-2-{[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonilJamino}-3-
(indazol-1-il)propanoico. CzsH22N3O4 [M + H]" 428,2, encontrada 428,2. RMN de H (300 MHz,
DMSO-de): ¢ 13,11 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,97-7,89 (m, 2H), 7,79-7,69 (m, 3H), 7,60-7,52 (m,
2H), 7,47-7,21 (m, 5H), 7,14-7,09 (m, 1H), 4,77-4,60 (m, 2H), 4,57-4,52 (m, 1H), 4,29-4,10 (m,
3H).

Esquema de sintesis 2
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
N T l
(\[/:( Boc,0, DMAP_ (I(N NBS, AIBN o4
NE N MeCN N TN PhCFy AN nsuti, THE
H : N~ N
Boc \
Boc
Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6
HCI0,2 N LiOH Fmoc-OSu , NaHCO;3
T, .
THF, H,0 THF, H,0

OMe

OH
Fmoc-1Inda7az-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-imetoxi)carbonil)amino)-3-(1H-pirazolo[3.4-b]piridin-3-
iNpropanoico (Fmoc-1Inda7az-OH)

Etapa 1: Se afiadieron DMAP (0,46 g, 3,8 mmol) y Boc2O (10,4 ml, 45,1 mmol) en
atmosfera de Ar a TA a una solucion de 3-metil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina (5,0 g, 37,6 mmol) en
MeCN (100 ml). La reaccion se agito durante una noche a TA, después se concentro al vacio. El
residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al
0-40 % en PE para proporcionar 3-metil-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-carboxilato de terc-butilo.
EM IEN calculada para C12H16N3O, [M + H]* 234,12, encontrada 234,05. RMN de H
(300 MHz, cloroformo-d): ¢ 8,74-8,73 (m, 1H), 8,03-8,01 (m, 1H), 7,2-7,28 (m, 1H), 2,61 (s,
3H), 1,73 (s, 9H).

Etapa 2: Se afiadieron AIBN (0,53 g, 3,22 mmol) y NBS (5,72 g, 32,2 mmol) en
atmosfera de Ar a TA a una solucion de 3-metil-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-carboxilato de terc-
butilo (7,5 g, 32,2 mmol) en trifluorotolueno (170 ml). La reaccion se agit6 a 80 °C durante 1 h,
después se enfrio a TA 'y se concentro al vacio. El residuo se purificd mediante cromatografia en
columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-25 % en PE para proporcionar 3-
(bromometil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-carboxilato de terc-butilo. EM IEN calculada para
C12H15BrNsO; [M + H]* 312,03/314,03, encontrada 311,90/313,90. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): ¢ 8,79-8,78 (m, 1H), 8,29-8,20 (m, 1H), 7,37-7,35 (m, 1H), 4,77 (s, 2H), 1,73 (s,
9H).

Etapa 3: Se afiadié n-BuL.i (8,6 ml, 21,5 mmol, 2,5 N en hexano) gota a gota durante
30 min a -78 °C en atmdsfera de Ar a una solucion de 3-(bromometil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-
1-carboxilato de terc-butilo (6,4 g, 20,5 mmol) en THF anh. (150 ml). Después, se afiadio (R)-2-

isopropil-3,6-dimetoxi-2,5-dihidropirazina (3,8 g, 20,5 mmol) en THF anh. (10 ml). La mezcla
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resultante se agité a -78 °C durante 4 h. La mezcla de reaccion se inactivé con NH4Cl ac. sat.
(200 ml) a 0 °C y se extrajo con EtOAc (2 x 500 ml). Las capas orgénicas combinadas se lavaron
con salmuera (2 x 300 ml), se secaron sobre Na>SO4 anh., se filtraron y se concentraron. El
residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al
0-50 % en PE para obtener 3-(((2S,5R)-5-isopropil-3,6-dimetoxi-2,5-dihidropirazin-2-il)metil)-
1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-carboxilato de terc-butilo. EM IEN calculada para C2:H3oNsO4 [M +
H]* 416,22, encontrada 416,05. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): 6 8,71-8,70 (m, 1H),
8,13-7,98 (m, 1H), 7,33-7,19 (m, 1H), 4,45 (s, 1H), 3,70 (s, 3H), 3,57-3,55 (m, 4H), 3,35-3,33
(m, 1H), 2,18 (s, 1H), 1,71 (s, 10H), 0,98 (d, J = 6,9 Hz, 3H), 0,66 (d, J = 6,9 Hz, 3H).

Etapa 4: Se afiadié HCI 0,2 N (81,8 ml, 16,36 mmol) a 0 °C a una solucidn agitada de 3-
(((2S,5R)-5-isopropil-3,6-dimetoxi-2,5-dihidropirazin-2-il)metil)-1H-pirazolo[3,4-b]piridin-1-
carboxilato de terc-butilo (3,4 g, 8,18 mmol) en MeCN (50 ml). La mezcla resultante se agit6 a
TA durante 4 h, después se concentrd a presion reducida para obtener (S)-2-amino-3-(1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)propanoato de metilo, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion.
EM IEN calculada para C10H13N4O2 [M + H]* 221,10, encontrada 221,10.

Etapa 5: Una solucion de LiOH 1 N ac. (16,4 ml, 16,4 mmol) a TA se afiadié a una
solucion de (S)-2-amino-3-(1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)propanoato de metilo (1,8 g,
8,2 mmol) en THF (16,4 ml). La mezcla se agito a TA durante 2 h después se acidificé con HCI
1 N. La solucidn resultante se concentrd a presion reducida para obtener acido (S)-2-amino-3-
(1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)propanoico, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion. EM
IEN calculada para CoH1:N4O, [M + H]* 207,08, encontrada 207,10.

Etapa 6: Se afiadieron NaHCOs (1,9 g, 22,3 mmol) y Fmoc-OSu (5,5 g, 16,3 mmol) a TA
a una solucién agitada de acido (S)-2-amino-3-(1H-pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)propanoico (1,7 g,
7,4 mmol) en THF (30 ml) y agua (30 ml). Después, la mezcla resultante se agitd d.n. (durante la
noche) a TA, el pH se ajustd a ~3 con HCI 1 N y la mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 50 ml), se secaron sobre Na,SO4
anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se recristalizé en MeCN
(50 ml) para proporcionar acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1H-
pirazolo[3,4-b]piridin-3-il)propanoico. EM IEN calculada para C24H21N4O4 [M + H]" 429,15,
encontrada 429,05. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de): 6 13,52-12,70 (m, 2H), 8,48-8,47 (m,
1H), 8,30-8,28 (m, 1H), 7,88-7,86 (m, 3H), 7,63-7,61 (m, 2H), 7,42-7,40 (m, 2H), 7,38-7,35 (m,
2H), 7,12-7,10 (m, 1H), 4,47-4,46 (m, 1H), 4,21-4,10 (m, 3H), 3,41-3,28 (m, 2H).
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Esquema de sintesis 3

Etapa 1 Etapa 2
o}

H
o o o
\_)LOBFI
— B Fmoc”

H
Nl
~ * OBn
I : TFA, DCM

H
N\)LOH
N : :
\ “ "N - = “ "N
Io) NiCl;-glima, 1,10-fenantrolina ~ | o S | o
%o TBAI, Zn, DMA j< j<
0] o]

Fmoc-3Pal4CO2tBu-OH

Br, Fmoc™

Fmoc”

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(6-(terc-butoxicarbonil)piridin-3-
il)propanoico (Fmoc-3Pal4CO2tBu-OH)

Etapa 1: Una mezcla de NiClzeglima (710 mg, 3,2 mmol) y 1,10-fenantrolina (700 mg,
3,2 mmol) en DMA anh. (160 ml) se agito y se calent6 a 50 °C en una atmosfera de nitrégeno
durante 1 h. La mezcla se enfrié a TA. Se afiadieron 5-bromopicolinato de terc-butilo (4,17 g,
16,2 mmol), (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de bencilo
(8,51 g, 16,2 mmol), TBAI (6,19 g, 16,2 mmol) y cinc activado (2,11 g, 32,3 mmol) a la mezcla.
La mezcla se agito a TA durante 2 h adicionales y después se inactivé con H20 (200 ml) y se
extrajo con EtOAc (2 x 500 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x
200 ml), se secaron sobre Na2SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentrd a presion reducida y
el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc
al 0-20 % en PE para obtener (S)-5-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-
3-oxopropil)picolinato de terc-butilo. EM IEN calculada para C3sH3sN20s [M + H]* 579,24,
encontrada 579,40.

Etapa 2: Se disolvio (S)-5-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-3-
oxopropil)picolinato de terc-butilo (7,5 g, 13 mmol) en EtOAc (75 ml). EIl matraz se evacud y se
rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (1,38 g, 13 mmol, seco, 10 % en peso) al matraz. El
matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agité durante 4 h
a TA en una atmosfera de dihidrégeno. El matraz se evacud y se rellené con N2 (5 veces). La
mezcla resultante se filtro a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavé con EtOAc (2
x 25 ml). El filtrado se concentr6 a presion reducida. El residuo se purificO mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase modvil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase mévil B: MeCN (TFA al 0,1 %); Elucion
en gradiente: 5-95 %; Detector: UV 215 nm. Las fracciones que contenian el producto se

concentraron a presion reducida para obtener acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)
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amino)-3-(6-(terc-butoxicarbonil)piridin-3-il)propanoico. EM IEN calculada para C2gH29N20s
[M + H]* 489,19, encontrada 489,20; RMN de *H (300 MHz, metanol-da): 6 8,57 (s, 1H), 8,03-
7,91 (m, 1H), 7,86-7,74 (m, 3H), 7,54-7,53 (m, 2H), 7,36-7,28 (m, 4H), 4,51-4,40 (m, 1H), 4,32-
4,13 (m, 3H), 3,39-3,33 (m, 1H), 3,06-3,05 (m, 1H), 1,65-1,59 (m, 9H).

Esquema de sintesis 4

Etapa 1 Etapa 2
Cl o Cl N
I | N =
N., = |
o N ol F Pd/C, H,
FmocHN Piridin-2-carboximidamida, Fmoc.. o TEA, THF
OtBu  NiCl,-glima, Zn', TBAI, DMA N \K
(@]
N7 Etapa 3 N7 |
|
_ TFA,DCM N
Fmoc\ qu:)a::\N OH
H

Fmoc-4PyridaAla-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridazin-4-il)propanoico (Fmoc-
4PyridaAla-OH)

Etapa 1: Se afiadio clorhidrato de piridina-2-carboximidamida (3,58 g, 22,70 mmol) a TA
y en atmdsfera de Ar a una solucion agitada de complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de
niquel (I1) (2,49 g, 11,35 mmol) en DMA anh. (200 ml). La solucion se agit6 a 50 °C durante
40 min. La solucion se enfrio a TA. Una solucién de TBAI (20,96 g, 56,8 mmol), (R)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de terc-butilo (28 g, 56,8 mmol) y 3,5-
dicloropiridazina (16,91 g, 114 mmol) en DMA anh. (200 ml) se afiadio a la mezcla de reaccion.
Después se afiadio cinc activado (7,42 g, 114 mmol) y la mezcla se agit6 d.n. a TA. La mezcla se
diluy6 con EtOAc (1 1) y se lavo con salmuera (3 x 500 ml). La capa organica se seco sobre
Na>SO4 anh. y se filtrd. El filtrado se concentrd a presion reducida y el residuo se purifico
mediante una cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-35 % en PE
para proporcionar (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(6-cloropiridazin-4-
il)propanoato de terc-butilo. EM IEN calculada para C26H27CIN3O4 [M + H]* 480,16, encontrada
480,10. RMN de H (400 MHz, cloroformo-d): 6 8,96 (s, 1H), 7,80 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,60 (d, J
=7,5Hz, 2H), 7,46-7,29 (m, 5H), 5,49 (s, 1H), 4,63-4,36 (m, 3H), 4,24 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 3,14-
3,12 (m, 2H), 1,45 (s, 9H).
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Etapa 2: Se disolvieron (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(6-
cloropiridazin-4-il)propanoato de terc-butilo (20 g, 41,7 mmol) y TEA (16,87 g, 167 mmol) en
THF (400 ml). EI matraz se evacud y se rellend con N2 (5 veces). Se afiadi6 Pd/C (4,43 g, 4,17
mmol, seco, 10 % en peso) al matraz. EI matraz se evacuo y se volvié a llenar con Ha (5 veces).
La mezcla resultante se agit6 d.n. a TA en una atmosfera de dihidrogeno. EI matraz se evacuo y
se rellend con N (5 veces). La mezcla resultante se filtré a través de un lecho de Celite®. La torta
filtrada se lavo con THF (2 x 50 ml). El filtrado se concentro a presion reducida. El residuo se
purificd mediante una cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-50 %
en PE para obtener (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridazin-4-
il)propanoato de terc-butilo. EM IEN calculada para C26H2sN304[M + H]* 446,20, encontrada
446,10.

Etapa 3: A una solucién agitada de (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-
(piridazin-4-il)propanoato de terc-butilo (19 g, 42,6 mmol) en DCM (140 ml) se le afiadié TFA
(300 ml) a TA. La solucidn se agité a TA durante 6 h. El disolvente se concentré a presion
reducida. El residuo se recristalizo en MeCN (200 ml) para proporcionar acido (S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridazin-4-il)propanoico. EM IEN calculada para
C22H20N304[M + H]* 390,14, encontrada 390,10. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,92 (s,
1H), 9,19-9,11 (m, 2H), 7,89-7,83 (m, 3H), 7,63-7,60 (m, 3H), 7,43-7,28 (m, 4H), 4,34-4,18 (m,
4H), 3,22-3,18 (m, 1H), 2,97-2,91 (m, 1H).

Esquema de sintesis 5
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Etapa 1 Etapa 2
NaOH BnBr Dess-Martin
BocHN BocHN
Etapa 4

Etapa 3 Etapa 5

Q BocHN

PPh Pd/C, H
Fac\/\l 3 Fgc\/\ - 2
t-BuOK, THF o THF
BocHN

OBn

Etapa 6 CF, Etapa 7
Fmoc-OSu, NaHCOa
EtOAc MeCN O
BocHN .

Fmoc-AhpF3-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-7,7,7-trifluoroheptanoico (Fmoc-
AhpF3-OH)

Etapa 1: Se afiadio NaOH (3,72 g, 93,0 mmol) a TA a una solucién agitada de (terc-
butoxicarbonil)-L-homoserina (20,0 g, 91,2 mmol) en EtOH (60 ml) y agua DI (60 ml). Después
de 30 min, la mezcla de reaccion se concentrd al vacio. El residuo se disolvio en DMF anh.

(60 ml). Se afiadié BnBr (11,1 ml, 93,0 mmol) a la solucion. La mezcla de reaccion se agité a TA
durante 13 h. La mezcla de reaccion se vertié lentamente en agua DI (300 ml) y se extrajo con
EtOAc (2 x 100 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se
secaron sobre Na>SOj4 anh., se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 5-40 % en PE para
proporcionar (terc—butoxicarbonil)-L—-homoserinato de bencilo. EM IEN calculada para
C16H23NOs [M + Na]* 332,15, encontrada 332,0. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,39-
7,32 (m, 5H), 5,41-5,39 (m, 1H), 5,23-5,16 (m, 2H), 4,56-4,51 (m, 1H), 3,75-3,61 (m, 2H), 2,20-
2,14 (m, 1H), 1,66-1,59 (m, 1H), 1,45 (s, 9H).

Etapa 2: Se afiadio peryodinano de Dess-Martin (31,1 g, 73.3 mmol) a TA a una solucién
agitada de (terc-butoxicarbonil)-L-homoserinato de bencilo (20,6 g, 64,6 mmol) en DCM

(120 ml). Después de 30 min, la mezcla de reaccidn se inactivo afiadiendo una solucién 1:1 (v/v)
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de NaHCO3/Na>S203 (500 ml). La mezcla resultante se agité a TA durante 30 min y se extrajo
con DCM (200 ml). La capa organica se lavo con salmuera (50 ml), se sec6 sobre Na.SO4 anh.,
se filtré y se concentro al vacio para proporcionar (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-4-
oxobutanoato de bencilo. El producto en bruto se us6 directamente en la siguiente etapa sin
purificacion adicional. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 9,72 (s, 1H), 7,39-7,32 (m, 5H),
5,42-5,40 (m, 1H), 5,18 (s, 2H), 4,65-4,63 (m, 1H), 3,14-2,99 (m, 2H), 1,43 (s, 9H).

Etapa 3: Se agitaron 1,1,1-trifluoro-3-yodopropano (15,7 ml, 30,0 g, 134 mmol) y PPhs
(33,4 g, 127 mmol) d.n. a 80 °C. La mezcla de reaccion se enfrié a TA 'y se trituré con PE
(80 ml) a TA durante 2 h. Los solidos se recuperaron mediante filtracion y se secaron a presion
reducida para obtener trifenil(3,3,3-trifluoropropilideno)-A>-fosfano. RMN de *H (400 MHz,
cloroformo-d): ¢ 7,90-7,86 (m, 9H), 7,85-7,75 (m, 6H), 4,10-4,03 (m, 2H), 2,71-2,57 (m, 3H).

Etapa 4: Una solucion de terc-butoxido de potasio (1,0 M en THF, 79,3 ml) a -40 °C se
afadié gota a gota a una solucion agitada de trifenil(3,3,3-trifluoropropiliden)-1°>-fosfano (28,4 g,
79,3 mmol) en THF anh. (120 ml). Después, la solucion se agito a -20 °C durante 1 h. Se afiadio
lentamente (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-4-oxobutanoato de bencilo (20,3 g, 66,1 mmol) a
la solucién a -70 °C y la mezcla resultante se agité a -70 °C durante 30 min. La mezcla de
reaccion se dejo calentar hasta TA. Después, la mezcla se vertio lentamente en una solucion
acuosa sat. de NH4ClI (300 ml) y se extrajo con EtOAc (200 ml). La capa organica se lavo con
salmuera (50 ml), se secd sobre NaxSO4 anh., se filtro y se concentro al vacio. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 5-40 % en
PE para obtener (S,E)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-7,7,7-trifluorohept-4-enoato de bencilo.
RMN de 'H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,40-7,36 (m, 5H), 5,64-5,52 (m, 2H), 5,22-5,11 (m,
2H), 4,48-4,45 (m, 1H), 2,82-2,77 (m, 2H), 2,75-2,63 (m, 1H), 2,54-2,51 (m, 1H), 1,44 (s, 9H).

Etapa 5: Una solucidn de (S,E)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-7,7,7-trifluorohept-4-
enoato de bencilo (12,6 g, 32,5 mmol) en THF (160 ml) se hidrogend sobre Pd/C (1,30 g, 10 %
en peso) d.n. a TA con 344,74 kPa (50 psi) de dihidrogeno. La mezcla de reaccion se filtré a
través de un lecho de Celite®. Los solidos se lavaron con THF (3 x 200 ml) y los filtrados
combinados se concentraron para proporcionar el producto en bruto acido (S)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)-7,7,7-trifluoroheptanoico. EM IEN calculada para C12H20FsNO4 [M +
Na]* 322,12, encontrada 322,2; EM IEN calculada para C7H12FsNO2 [M-Boc + H]* 200,09,
encontrada 200,2. RMN de *H (400 MHz, metanol-ds): 6 4,11-4,05 (m, 1H), 2,16-2,11 (m, 2H),
1,67-1,60 (m, 2H), 1,59-1,49 (m, 4H), 1,44 (s, 9H).
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Etapa 6: Se afiadié HCI 4 m en 1,4-dioxano (60 ml) a una solucion agitada de &cido (S)-2-
((terc-butoxicarbonil)amino)-7,7,7-trifluoroheptanoico (8,30 g, 27,7 mmol) en EtOAc (30 ml).
La solucidn resultante se agité a TA durante 30 min. Después, la solucion se concentro a presion
reducida. El residuo en bruto se tritur6 con MTBE (25 ml) a 15 °C durante 20 min para
proporcionar el producto en bruto &cido (S)-2-amino-7,7,7-trifluoroheptanoico. RMN de *H
(400 MHz, metanol-ds): 6 4,00-3,97 (m, 1H), 2,21-2,17 (m, 2H), 1,96-1,94 (m, 2H), 1,65-1,55
(m, 4H).

Etapa 7: Se afiadieron NaHCO3 (3,71 g, 44,2 mmol) y Fmoc-OSu (7,44 g, 22,1 mmol) a
TA a una solucién agitada de acido (S)-2-amino-7,7,7-trifluoroheptanoic (5,20 g, 22,1 mmol) en
agua DI (40 ml) y MeCN (40 ml). La mezcla resultante se agit6 a TA durante 12 h. El pH se
ajusto a 2 con una solucion ac. de HCI 1 N. La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secé sobre Na>SO. anh., se filtrd
y se concentro al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel de
silice, eluyendo con EtOAc al 5-40 % en PE, seguido de separacion quiral (columna: Daicel
Chiracel® OJ (250 x 50 mm, 10 pum, Daicel Chiral Technologies, West Chester, PA); fase movil:
[MeOH]; % de B: 20 %-20 %, 8 min) para obtener acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-7,7,7-trifluoroheptanoico. EM IEN calculada para C22H22F3sNO4 [M +
Na]* 444,14, encontrada 444,1; [M + H]* 422,16, encontrada 422,1. RMN de *H (400 MHz,
acetonitrilo-ds): ¢ 9,36 (s a, 1H), 7,83 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,67-7,62 (m, 2H), 7,42 (d, J = 7,6 Hz,
2H), 7,33 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 5,98-5,96 (m, 1H), 4,35-4,25 (m, 2H), 4,23-4,21 (m, 1H), 4,14-
4,10 (m, 1H), 2,17-2,13 (m, 2H), 1,58-1,56 (m, 1H), 1,55-1,41 (m, 5H).

Esquema de sintesis 6

Etapa 1
(0] k
Br |/\‘)Lo HN Etapa 2
HN HN
“Fmoc TFA/DCM
> © Fmoc., (o] _— o
HN NiCl,-glima, 1,10-fenantrolina, H Fmoc\N o]
TBAI, Zn’, DMA H

0
0 \K OH

Fmoc-AladlsoindOne-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-oxoisoindolin-5-il)propanoico
(Fmoc-Ala4lsoindOne-OH)

Etapa 1: Una mezcla de complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel (I1)
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(0,53 g, 2,43 mmol) y 1,10-fenantrolina (0,44 g, 2,43 mmol) en DMA anh. (100 ml) se calenté a
50 °C durante 1 h. Una mezcla de TBAI (4.49 g, 12.16 mmol), 6-bromoisoindolin-1-ona (2,58 g,
12,16 mmol) y (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de terc-
butilo (6 g, 12,16 mmol) en DMA anh. (100 ml) se afiadi6 a TA. Después se afiadio cinc activado
(1,59 g, 24,32 mmol) y la mezcla se agit6 durante 4 h a TA. La reaccion se interrumpié con H20
(400 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 500 ml). La capa orgéanica combinada se lavé con salmuera
(3 x 300 ml), se seco sobre Na;SO4 anh. y se filtrd. El residuo se purificd mediante cromatografia
en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-100% en PE para obtener (S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-oxoisoindolin-5-il)propanoato de terc-butilo. EM IEN
calculada para C3oH3zoN20sNa [M + Na]* 521,22, encontrada 520,95.

Etapa 2: Se afiadié TFA (100 ml, 1298 mmol) a TA a una solucion agitada de (S)-2-
((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-oxoisoindolin-5-il)propanoato de terc-butilo
(5,59, 11,03 mmol) en DCM (50 ml). La mezcla resultante se agito durante 2,5 ha TA 'y después
se concentrd a presion reducida. El residuo se recristalizo en Et2O (100 ml) para proporcionar
Fmoc-Ala4lsoindOne-OH. EM IEN calculada para C26H23N20s [M + H]* 443,15, encontrada
443,05. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,78 (s, 1H), 8,52 (s, 1H), 7,88-7,81 (m, 3H),
7,63-7,60 (m, 3H), 7,51-7,48 (m, 2H), 7,40-7,38 (m, 2H), 7,30-7,26 (m, 2H), 4,32 (s, 2H), 4,25-
4,10 (m, 4H), 3,21-3,14 (m, 1H), 3,01-2,94 (m, 1H).

Esquema de sintesis 7
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Etapa 1
Br

Br\bCC,l MelLi, pentano m
Cl
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Etapa 2 Etapa 3
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Etapa 6 Etapa 7
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Etapa 8 Etapa 9

COOH COOH
LiOH, THF, H,0 HaN— NaHCO;, FmocOSu FmocHN—"

- — = 3
\@\o/t-Bu \@O/t-Bu

Fmoc-Alapent(OtBu)-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-(terc-
butoxi)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoico (Fmoc-Alapent(OtBu)-OH)

Etapa 1: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 3 | se coloco una solucion de 1,1-

5 dibromo-2,2-bis(clorometil)ciclopropano (200,0 g, 680,3 mmol) en pentano (2 I) en atmésfera de
N2. La mezcla se enfrio a -78 °C. Se afiadié MeL.i (2,0 M en Et20, 680.3 ml) gota a gota durante
2 ha-78 °C. La mezcla de reaccidn se calent6 a 0 °C durante un periodo de 1 h. La mezcla de
reaccion se agito durante 1 h a 0 °C en atmosfera de N2. La RMN mostrd que la reaccion se habia
completado. La mezcla de reaccidn se purifico mediante destilacion al vacio a 0 °C y la fraccidon

10  serecogid através de condensacion en un bafio de nitrogeno liquido y etanol. Esto dio como

resultado triciclo[1.1.1.0*®]pentano (2,75 % en peso en una solucion mixta de pentano y éter).
RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): § 2,00 (d, J = 1,3 Hz, 6H).

Etapa 2: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 2 | se coloc6 una solucion de PPhs
(67,32 g, 256,6 mmol) en DCM (1000 ml) en atmosfera de N.. Se afiadié imidazol (17,47 g,
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256,6 mmol) al matraz. La mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C. Se afiadié diyodo (65,14 g,
256,60 mmol) al matraz en porciones durante 10 min a 0 °C. La mezcla resultante se agitd
durante 10 min a 0 °C. Se afiadi6 al matraz a 0 °C ((benciloxi)carbonil)-L-serinato de metilo
(50,00 g, 197,4 mmol). La mezcla resultante se agit6é durante 4 h adicionales a 0 °C. El control
por CL-EM mostrd que la reaccion se habia completado. La mezcla resultante se filtr6. La torta
filtrada se lavo con DCM (3 x 1000 ml). El filtrado se concentro a presion reducida. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE (80:1-
30:1; v/v) para obtener (2R)-2-[[(benciloxi)carbonil]lamino]-3-yodopropanoato de metilo. EM
IEN calculada para C12H14INO4 [M + Na]* 386, encontrada 386. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): 6 7,44-7,29 (m, 5H), 5,64 (d, J=7,5 Hz, 1H), 5,23-5,09 (m, 2H), 4,61 (dt, J = 7,7,
3,8 Hz, 1H), 3,83 (s, 3H), 3,62 (t, J = 3,4 Hz, 2H).

Etapa 3: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 3 | se coloco una solucion de
triciclo[1.1.1.0%*]pentano (880 g, 366,66 mmol, 2,75 % en peso) en una solucién mixta de
pentano y dietil éter en atmosfera de N2. La mezcla de reaccion se enfrio a 0 °C. Se afiadio al
matraz (R)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de metilo (55,00 g, 151,5 mmol).
Se afadid trietilborano (1,0 M en éter, 15,2 ml) gota a gota durante 5 min a 0 °C en atmosfera de
N2. La mezcla de reaccion se devolvio de forma natural a TA y se agité durante 30 min. El
control por CL-EM mostro que la reaccion se habia completado. La mezcla resultante se
concentro a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con EtOAc en PE (100:1-20:1; v/v) para obtener (2S)-2-
(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(3-yodobiciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoato de metilo. EM IEN
calculada para C17H20INO4 [M + Na]* 452, encontrada 452. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-
d): 6 7,37 (d, J =4,5Hz, 5H), 5,31 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,14 (t, J = 2,9 Hz, 2H), 4,39 (td, J = 7,8,
4,5 Hz, 1H), 3,75 (s, 3H), 2,30-2,09 (m, 7H), 1,92 (dd, J = 14,7, 7,5 Hz, 1H).

Etapa 4: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 2 | se coloc6 una solucion de (2S)-
2-[[(benciloxi)carbonil]Jamino]-3-[3-yodobiciclo[1.1.1]pentan-1-il]Jpropanoato de metilo (40,00 g,
93,2 mmol) en DMF (600 ml). Se afiadieron (Pin)2B2 (35,50 g, 139,8 mmol), LiOMe (7,01 g,
184,5 mmol) y PPhs (3,67 g, 14,0 mmol) al matraz en orden a TA. El matraz se evacu0 y se
rellend con N2 (se repitio tres veces). Se afiadio Cul (1,77 g, 9,29 mmol) al matraz. EI matraz se
evacuo y se rellend con N2 (se repitid tres veces). La mezcla de reaccion se agité durante 4 h a
35 °C. El control por CL-EM mostré que la reaccién se habia completado. La mezcla resultante
se diluyé con agua (900 ml). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 x 1000 ml). Las capas

organicas se lavaron con salmuera (7 x 600 ml), se secaron sobre Na,SO4 anh., se filtraron y se
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concentraron a presion reducida. Esto dio como resultado (2S)-2-[[(benciloxi) carbonil]amino]-3-
[3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)biciclo[1.1.1]pentan-1-il]Jpropanoato de metilo. El
producto en bruto se llevé a la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa 5: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 2 | se coloc6 una solucion de (25)-
2-[[(benciloxi)carbonillamino]-3-[3-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-
il)biciclo[1.1.1]pentan-1-il]propanoato de metilo (40,00 g, en bruto) en THF (600 ml, 15V). Se
afiadieron al matraz a 0 °C NaOAc (9,17 g, 111,8 mmol) y peroxido de hidrogeno ureico
(26,29 g, 279,5 mmol). La mezcla resultante se agit6 durante 12 h a 30 °C en atmosfera de Na. El
control por CL-EM mostro6 que la reaccion se habia completado. La mezcla resultante se filtro.
La torta filtrada se lavé con THF (3 x 100 ml). El filtrado se concentro a presion reducida. El
residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en
PE (80:1-20:1; v/v) para obtener (2S)-2-[[(benciloxi)carbonil]amino]-3-[3-
hidroxibiciclo[1.1.1]pentan-1-il]propanoato de metilo. EM IEN calculada para C17H2:NOs [M +
Na]* 342, encontrada 342. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): & 7,43-7,30 (m, 5H), 5,24 (d, J
=8,4 Hz, 1H), 5,14 (d, J = 2,8 Hz, 2H), 4,41 (td, J = 7,7, 4,5 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H), 2,39 (s, 1H),
2,21 (dd, J = 14,7, 4,6 Hz, 1H), 2,00 (dd, J = 14,7, 7,3 Hz, 1H), 1,84 (s, 6H).

Etapa 6: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 250 ml se introdujo (2S)-2-
[[(benciloxi)carbonil]amino]-3-[hidroxibiciclo[1.1.1]pentan-1-il]propanoato de metilo (16,00 g,
0,05 mmol). Se afiadieron Boc.O (54,67 g, 0,25 mmol) y perclorato de magnesio (1,17 g,

0,005 mmol) sucesivamente en el matraz en atmosfera de N2. La mezcla resultante se agito
durante 6 h a 50 °C. EIl control por CL-EM mostré que la reaccion se habia completado. El
residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en
PE (90:1-10:1; v/v) para obtener (2S)-2-[[(benciloxi)carbonil]amino]-3-[3-(terc-
butoxi)biciclo[1.1.1]pentan-1-il]propanoato de metilo. EM IEN calculada para C21H29NOs [M +
Na]* 398, encontrada 398. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): § 7,41-7,33 (m, 5H), 5,28-5,17
(m, 1H), 5,14 (d, J = 4,0 Hz, 2H), 4,41 (c, J =7,9, 7,3 Hz, 1H), 3,76 (s, 3H), 2,28-2,13 (m, 1H),
1,92 (s, 7H), 1,25 (s, 9H).

Etapa 7: En un matraz de fondo redondo de 500 ml se colocé una solucion de (S)-2-
(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(3-(terc-butoxi)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoato de metilo
(12,00 g) en MeOH (240,00 ml, 20V). El matraz se evacud y se rellen6 con N2 (5 veces). Se
afiadio Pd/C (anh. 2,40 g, 20 % en peso) al matraz. ElI matraz se evacu0 y se volvid a llenar con
H> (5 veces). La mezcla resultante se agité durante 3 h a TA en una atmosfera de dihidrogeno. El

control por CL-EM mostr6 que la reaccion se habia completado. EI matraz se evacud y se rellend
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con N2 (5 veces). La mezcla resultante se filtré a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada
se lavé con MeOH (2 x 100 ml). El filtrado se concentrd a presion reducida. Esto dio como
resultado (S)-2-amino-3-(3-(terc-butoxi)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoato de metilo. EM IEN
calculada para C13H23NOs [M + H]* 242, encontrada 242. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d):
3 3,67 (s, 3H), 3,42 (dd, J = 6,8, 5,5 Hz, 1H), 2,00 (dd, J = 14,3, 5,5 Hz, 1H), 1,92-1,79 (m, 7H),
1,21 (s, 9H).

Etapa 8: En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 500 ml se colocé una solucion de
(S)-2-amino-3-(3-(terc-butoxi)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoato de metilo (7,20 g,
19,2 mmol) en THF (144,00 ml, 20V). Se afiadié H20 (72,00 ml, 10V) al matraz. Se afiadio
LiOH (0,60 g, 25 mmol) al matraz a TA. La mezcla resultante se agit6 durante 2 ha TA en
atmosfera de N2. El control por CL-EM mostré que la reaccion se habia completado. La mezcla

de reaccion se empled en la siguiente etapa sin aislamiento adicional.

Etapa 9: La mezcla de reaccion se enfrid a 0 °C. Se afiadieron NaHCO3 (7,43 g,
0,08 mmol) y Fmoc-OSu (11,93 g, 0,03 mmol) al matraz. La mezcla resultante se agité durante
2 hao0 °Cenatmosfera de No. La CL-EM mostro que la reaccion se habia completado. La
mezcla se ajusté a pH = ~3-4 con HCI 1 N. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (3 x
150 ml). La fase organica se lavo con agua (3 x 100 ml) para retirar el HCI residual. La capa
organica se lavo con salmuera (200 ml) y se seco sobre Na;SO4 anh. Después de la filtracion, el
filtrado se concentro a presion reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia Rp
ultrarrapida usando una columna de gel de silice C18; fase mévil: MeCN/agua, gradiente del 15-
50 % de MeCN durante 40 min; detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto
se concentraron al vacio para obtener acido (2S)-3-[3-(terc-butoxi)biciclo[1.1.1]pentan-1-il]-2-
[[(9H-fluoren-9-ilmetoxi)carbonilJamino]propanoico. EM IEN calculada para C27H3:NOs [M +
Na]* 472, encontrada 472. RMN de H (400 MHz, DMSO- ds): § 12,57 (s, 1H), 7,90 (d, J =
7,5 Hz, 2H), 7,73 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 7,62 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,42 (td, J= 7,5, 1,2 Hz, 2H), 7,32
(tt, J=7,5, 1,2 Hz, 2H), 4,38-4,20 (m, 3H), 4,03 (c, J = 7,1 Hz, 1H), 3,93 (ddd, J = 12,7, 6,4,
2,7 Hz, 1H), 2,00 (dd, J = 14,4, 3,8 Hz, 1H), 1,92-1,86 (m, 1H), 1,85-1,75 (m, 6H), 1,16 (s, 8H).

Esquema de sintesis 8
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Etapa 1 | Etapa 2 ‘
OTO/H P H |5, PPhs, Im H
" OH
FmocHN

= (0] (0] > (0] O
NaHCO5, DMF DCM
_OH L
FmocHN FmocHN
Etapa 3 Etapa 4
Br Br O\T\O/\/‘\\\
ﬁ\} Boc,0, DMAP, +-BuOH ﬁ FmocHN" !
NN NN NiCl,-glima, 1,10-fenantrolina,
k TBAI, Zn", DMA
(@] OH (o] (e}
>L 0 Etapa 5 >L o
())J\r/N OJ\(/N
| PhSiHg, Pd(PPh3),, THF \
N X - N ~
0 OH
FmocHN TR FmocHN
(0] (@]

Fmoc-AlaPyrim4COO{Bu-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2-(terc-butoxicarbonil)pirimidin-
5-il)propanoico (Fmoc-AlaPyrim4COOtBu-OH)

Etapa 1: A una solucion de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-serina (10,0 g,

5 30,5 mmol) en DMF (150 ml) se le afadieron NaHCOs (12,8 g, 153,0 mmol) y 3-bromoprop-1-
eno (11,1 g, 92,0 mmol) a 0 °C en atmdsfera de Ar. La mezcla resultante se agito durante 12 h a
TA. La mezcla se diluyé con agua (500 ml) y se extrajo con EtOAc (1000 ml). La capa orgéanica
combinada se lavo con salmuera (3 x 500 ml), se seco sobre Na,SQO4 anh. y se filtro. El filtrado se
concentro a presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel

10  de silice, eluyendo con EtOAc al 0-50 % en PE para proporcionar (((9H-fluoren-9-

ilymetoxi)carbonil)-L-serinato de alilo. EM IEN calculada para Co1H21NOsNa [M + Na]* 390,14,
encontrada 390,20. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,80-7,21 (m, 8H), 5,99-5,67 (m,
2H), 5,40-5,19 (m, 2H), 4,69-4,67 (m, 2H), 4,43-4,41 (m, 3H), 4,22-4,20 (m, 1H), 4,04-3,79 (m,
2H), 2,17 (s, 1H).

15 Etapa 2: Se afiadieron imidazol (3,6 g, 52,3 mmol), PPhs (11,7 g, 44,4 mmol) y yodo
(9,9 g, 39,2 mmol) secuencialmente a TA a una mezcla de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) -
L-serinato de alilo (9,6 g, 26,1 mmol) en DCM (960 ml). La reaccion se agit6 a TA durante 4 h.
La solucion resultante se inactivo con Na»S,03 sat. (300 ml) y se extrajo con DCM (2 x 500 ml).
Las capas organicas se combinaron, se lavaron con salmuera (2 x 400 ml), se secaron sobre

20  NazSOg4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentro a presion reducida. El residuo se purifico
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mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-25 % en PE para obtener
(R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de alilo. EM IEN calculada
para C21H20lNO4Na [M + Na]* 500,04, encontrada 500,15. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-
d): 6 7,78-7,76 (m, 2H), 7,63-7,61 (m, 2H), 7,41-7,39 (m, 2H), 7,33-7,31 (m, 2H), 5,94-5,92 (m,
1H), 5,68-5,66 (m, 1H), 5,49-5,22 (m, 2H), 4,74-4,73 (m, 2H), 4,62-4,60 (m, 1H), 4,41-4,40 (m,
2H), 4,25-4,24 (m, 1H), 3,72-3,52 (m, 2H).

Etapa 3: Se afiadieron DMAP (0,3 g, 2,5 mmol) y Boc.O (6,5 g, 29,6 mmol) en atmdsfera
de Arya TA a una mezcla de &cido 5-bromopirimidin-2-carboxilico (5,0 g, 24,6 mmol) en t-
BuOH (75 ml). La reaccidn se agit6 d.n. a 50 °C. La reaccion se enfrio a TA 'y se concentro al
vacio. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con
EtOAc al 0-20 % en PE para proporcionar 5-bromopirimidin-2-carboxilato de terc-butilo. EM
IEN calculada para CgH11BrN2O. [M - tBu + H]" 203,00/205,00, encontrada 202,95/204,95.

Etapa 4: Una mezcla de complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel (I1)
(63,6 mg, 0,29 mmol) y clorhidrato de piridin-2-carboximidamida (91 mg, 0,58 mmol) en DMA
anh. (20 ml) se calento a 50 °C durante 1 h. Una solucién de (R)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de alilo (1,38 g, 2,89 mmol), 5-bromopirimidin-2-
carboxilato de terc-butilo (750 mg, 2,89 mmol) y TBAI (2,14 g, 5,79 mmol) en DMA anh.
(25 ml) se afnadi6 a TA. Después se afiadié cinc activado (378 mg, 5,79 mmol) y la mezcla se
agito a TA durante 2 h. La reaccion se interrumpio con H>O (200 ml) y se extrajo con EtOAc (2
x 400 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 200 ml), se secaron
sobre Na2SOs anh. y se filtraron. El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se
purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-45 % en
PE para obtener (S)-5-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(aliloxi)-3-
oxopropil)pirimidin-2-carboxilato de terc-butilo. EM IEN calculada para C3oHz2N30s [M + H]*
530,22, encontrada 530,25.

Etapa 5: Se afiadieron Pd(PPhs)4 (0,16 g, 0,24 mmol) y fenilsilano (0,59 g, 5,44 mmol) a
TA auna solucion agitada de (S)-5-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(aliloxi)-3-
oxopropil)pirimidin-2-carboxilato de terc-butilo (1,44 g, 2,72 mmol) en THF (25 ml). La
solucion resultante se agité a TA durante 1 h. El disolvente se concentro a presion reducida. El
residuo se purificO mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes
condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil
B: MeCN (TFA al 0,1 %); Elucién en gradiente: 2-50%; Detector: UV 215 nm. Las fracciones
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que contenian el producto se concentraron a presion reducida para obtener acido (S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-(2-(terc-butoxicarbonil)pirimidin-5-il)propanoico. EM
IEN calculada para C27H2sN3Og [M + H]* 490,19, encontrada 490,15. RMN de *H (300 MHz,
DMSO-ds): 6 8,86 (s, 2H), 7,86-7,85 (m, 3H), 7,69-7,52 (m, 2H), 7,46-7,24 (m, 4H), 4,33-4,32
(m, 1H), 4,20-4,18 (m, 3H), 3,23-3,21 (m, 1H), 2,98-2,97 (m, 1H), 1,55 (s, 9H).

Esquema de sintesis 9

Etapa 1 Etapa 2
|
Fmoc\N)\H/O\/\
HZNWN\ Boc,0, DMAP BOCzNTN\ H 5
N\)\l DCM N\;\l 1) NiCl,-glima, DMA

Clorhidrato de piridina-2-carboximidamida
2) TBAI, Zn*, DMA

Boc,N_ _N Etapa 3 Boc,N_ _N
el -
T T
N PhSiHs, Pd(PPha),, THF N
Fmoc\l\I O\/\ Fmoc\l\I (0]
H (0] H OH

Fmoc-AlaPyrim4NBoc,-OH

Acido (S)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2-(bis(terc-

butoxicarbonil)amino)pirimidin-5-il)propanoico (Fmoc-AlaPirim4NBoc,-OH)

Etapa 1: Se afiadieron DMAP (0,17 g, 1,36 mmol) y Boc.O (7,5 ml, 32,6 mmol) a una
mezcla de 5-yodopirimidin-2-amina (3,00 g, 13,6 mmol) en DCM (45 ml) en una atmosfera de
Ar a TA. La mezcla se agit6 d.n. a TA. La mezcla se concentrd a presion reducida y el residuo se
purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-30 % en
PE para obtener (terc-butoxicarbonil)(5-yodopirimidin-2-il)carbamato de terc-butilo. EM IEN
calculada para C14H21IN304[M + H]* 422,05, encontrada 422,00. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): ¢ 8,91 (s, 2H), 1,47 (s, 18H).

Etapa 2: Una mezcla de complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel (I1)
(0,26 g, 1,19 mmol) y clorhidrato de piridin-2-carboximidamida (0,37 g, 2,37 mmol) en DMA
anh. (100 ml) se calenté a 50 °C durante 1 h. Una combinacién de (R)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de alilo (5,67 g, 11,9 mmol), (terc-

butoxicarbonil)(5-yodopirimidin-2-il)carbamato de terc-butilo (5,00 g, 11,9 mmol) y TBAI
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(8,77 g, 23,7 mmol) en DMA anh. (120 ml) se afiadié a TA, seguido de cinc activado (1,55 g,
23,7 mmol). La mezcla resultante se agit6 a TA durante 4 h. La mezcla se inactivd con H20
(600 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 400 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (2 x 300 ml), se secaron sobre NaSOs anh., se filtraron y se concentraron a presion
reducida. El residuo se purificod mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo
con EtOAc al 0-60 % en PE para obtener (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2-
(bis(terc-butoxicarbonil)amino) pirimidin-5-il)propanoato de alilo. EM IEN calculada para
CasHa1N4Og [M + H]* 645,28, encontrada 645,10. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 8,78 (s,
2H), 8,02 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,88 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,65-7,63 (m, 2H), 7,44-7,37 (m, 2H),
7,32-7,30 (m, 2H), 5,90-5,88 (m, 1H), 5,34-5,33 (m, 1H), 5,23-5,22 (m, 1H), 4,62 (d, J = 5,3 Hz,
2H), 4,44-4,43 (m, 1H), 4,32-4,21 (m, 1H), 4,21-4,11 (m, 2H), 3,20-3,19 (m, 1H), 2,96-2,95 (m,
1H), 1,35 (s, 18H).

Etapa 3: Se afiadieron Pd(PPhs)4 (0,33 g, 0,29 mmol) y fenilsilano (1,24 g, 11,5 mmol) a
una mezcla de (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2-(bis(terc-
butoxicarbonil)amino)pirimidin-5-il)propanoato de alilo (3,7 g, 5,7 mmol) en THF anh. (70 ml) a
TA. La mezcla se agito a TA durante 3 h. La mezcla de reaccion se concentrd a presion reducida.
El residuo se purifico mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes
condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil
B: MeCN (TFA al 0,1 %); Elucion en gradiente: 25-55%; Detector: UV 215 nm. Las fracciones
que contenian el producto se concentraron a presion reducida para obtener acido (S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2- (bis(terc-butoxicarbonil)amino)pirimidin-5-
il)propanoico. EM IEN calculada para Cs2Hs7N4Og [M + H]" 605,25, encontrada 605,10. RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,81 (s, 1H), 8,76 (s, 2H), 7,89-7,87 (m, 3H), 7,67-7,66 (m, 2H),
7,44-7,38 (m, 2H), 7,37-7,34 (m, 2H), 4,23-4,13 (m, 4H), 3,18-3,08 (m, 2H), 1,34 (s, 18H).

Esquema de sintesis 10

Etapa 1 Etapa 2 (o) o
o} o]
H N\)\ NaOH H N\)J\ Fmoc-OSu, NaHCO3 NH
CAAN L g o TF - o
H Ho0, THF = H,0, THF PR OH
/NHBoc /" NHBoc o N

O
Fmoc-Bav(NHBoc)-OH
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Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-
metilbutanoico (Fmoc-Bav(NHBoc)-OH)

Etapa 1: Se afiadié hidroxido de sodio (1,0 g, 25 mmol) a una solucién agitada de (S)-2-

amino-3-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoato de metilo (1,0 g, 4,1 mmol) en agua DI

5 (40 ml) y THF (40 ml). La solucion se agité a TA durante 2 h. EI pH se ajusté a pH 7 afiadiendo
una solucion ac. de HCI 1 N.

Etapa 2: Se afiadieron NaHCO3 (1,0 g, 1,9 mmol) y Fmoc-OSu (1,5 g, 4,5 mmol) a la
solucion de la Etapa 1. La mezcla de reaccion se agit6 a TA durante 4 h. EI pH se ajust6 a 2 con
solucion ac. de HCI 1 N y se extrajo con EtOAc (2 x 80 ml). Las capas organicas combinadas se

10  lavaron con salmuera (50 ml), se secaron sobre Na>SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se
concentro a presion reducida y el residuo se purifico6 mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con MeOH al 0-10 % en DCM para obtener &cido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil)amino)-3-((terc-butoxicarbonil) amino)-3-metilbutanoico. EM IEN calculada
para CzsH3oN20s [M + Na]* 477,20, encontrada 477,2; [M-Boc + H]" 354,16, encontrada 355,2.

15 RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds): § 12,59 (s, 1H), 7,90 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,73 (m, 2H), 7,61
(d, J=8,5Hz, 1H), 7,42 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,32 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 6,56 (s, 1H), 4,57 (d, J =
8,4 Hz, 1H), 4,30-4,20 (m, 3H), 1,36 (s, 9H), 1,27 (s, 6H). RMN de 13C (151 MHz, DMSO-d¢): 6
172,2, 156,1, 154,6, 143,8, 140,7, 127,7, 127,1, 125,4, 120,2, 107,0, 66,6, 65,8, 59,7, 46,6, 28,3,
24,8, 24,2.

20

Esquema de sintesis 11

Etapa 1 o Etapa 2 o Etapa 3
1. NaOH, EtOH
/\HL 2. pivaldehido, pentano (6] mCPBA O DBU O
—_— —_—
BnS N OH 5 cbzcl, DM BnS DCM Bmﬁ DCM
2 cb?

4CzIPN, KzHPOQ,,
hv, DMF

o}
>LO Etapa 7 >L o Etapa 8 >L o Etapa 9 >L 0
LiOH o PdIC, Hy © Fmoc-OSu, NaHCO; o
[ - = S
CbZiN lo] THE Cbz. o THE . 0 THF/H,0 Fmoc. o
o N 2 N
H oH OH H oH

Fmoc-BCP3CO2tBu-OH

Etapa 4 Etapa 5 Etapa 6
o}
OH jﬁ oW _ ﬁ

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-(terc-
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butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoico (Fmoc-BCP3COOtBu-OH)

Etapa 1: Un NaOH ac. 1 N (1,0 M, 47,3 ml, 47,3 mmol) se afiadi6 a una solucién de S-
bencil-L-cisteina (10,0 g, 47 mmol) en EtOH (150 ml) a TA. La mezcla se agit6 a TA durante
1 h. La mezcla se concentré a presion reducida. El residuo se suspendié en pentano (300 ml). Se
afiadi6 pivaldehido (20,4 g, 237 mmol) y tamices moleculares 3A activados a TA. La mezcla se
calent6 a reflujo (~40 °C) y se agit6 durante 6 h. La mezcla se enfrié a TA y se filtro. El filtrado
se concentrd a presion reducida. El residuo se seco azeotropicamente con tolueno (3 x 200 ml).
El residuo se disolvio en DCM anh. (300 ml) y se afiadié CbzCl (13,5 ml, 95,0 mmol) a0 °C. La
mezcla se agit6 d.n. a TA. La mezcla se concentrd a presion reducida y el residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-30 % en PE para
obtener (2S,4R)-4-((benciltio) metil)-2-(terc-butil)-5-oxooxazolidin-3-carboxilato de bencilo. EM
IEN calculada para C23H2sNO4S [M + H]* 414,17, encontrada 414,05. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): ¢ 7,38-7,30 (m, 5H), 7,25-7,03 (m, 5H), 5,53 (s, 1H), 5,27-5,12 (m, 2H), 4,55-
4,50 (m, 1H), 3,86-3,66 (m, 2H), 2,98-2,72 (m, 2H), 0,91 (s, 9H).

Etapa 2: Se afiadio6 mCPBA (10,9 g, 53,8 mmol) a una mezcla de (2S,4R)-4-
((benciltio)metil)-2-(terc-butil)-5-oxooxazolidin-3-carboxilato de bencilo (8,9 g, 22 mmol) en
DCM (180 ml) a 0 °C. La mezcla se agité a TA durante 3 h. La mezcla se inactivdo con NaOH 1 N
ac. (150 ml) y se extrajo con DCM (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (3 x 200 ml), se secaron sobre Na2SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentro a
presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice,
eluyendo con EtOAc al 0-35 % en PE para obtener (2S,4R)-4-((bencilsulfonil) metil)-2-(terc-
butil)-5-oxooxazolidin-3-carboxilato de bencilo. EM IEN calculada para C23H2sNQOgS [M + H]*
446,16, encontrada 446,05. RMN de H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,44-7,32 (m, 10H), 5,62 (s,
1H), 5,28-5,17 (m, 2H), 5,10-5,07 (m, 1H), 4,70-4,65 (m, 1H), 4,44-4,40 (m, 1H), 3,47-3,41 (m,
1H), 3,17-3,12 (m, 1H), 0,89 (s, 9H).

Etapa 3: Se afiadio DBU (2,89 g, 19,0 mmol) a una solucion de (2S,4R)-4-
((bencilsulfonil)metil)-2-(terc-butil)-5-oxooxazolidin-3-carboxilato de bencilo (7,70 g,

17,3 mmol) en DCM (155 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C durante 1 h. La mezcla se
concentro a presion reducida y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con EtOAc al 0-30 % en PE para obtener (S)-2-(terc-butil)-4-metileno-5-
oxooxazolidin-3-carboxilato de bencilo. EM IEN calculada para C16H20NO4 [M + H]* 290,13,
encontrada 290,10. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,38-7,36 (m, 5H), 5,75-5,63 (m,
3H), 5,29-5,21 (m, 2H), 0,93 (s, 9H).

Etapa 4: Se afiadio (Z)-N,N'-diisopropilcarbamimidato de terc-butilo (31,0 ml, 147 mmol) a una
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solucion de acido 3-(metoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilico (5,0 g, 29,4 mmol) en
DCM (75 ml) a TA. La mezcla de reaccion se agit6 a 40 °C durante 2 h. La mezcla se enfrié a
TA. La mezcla se filtr6 y el filtrado se concentr6 a presion reducida para obtener 3-metil
biciclo[1.1.1]pentano-1,3-dicarboxilato de 1-(terc-butilo), que se usé en la siguiente etapa sin
purificacion adicional. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): ¢ 3,69 (s, 3H), 2,32 (s, 6H), 1,45
(s, 9H).

Etapa 5: Una solucion ac. de LiOH (1,0 m, 46,8 ml, 47 mmol) se afiadi6 a una mezcla de
3-metil biciclo[1.1.1]pentano-1,3-dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (5,3 g, 23 mmol) en THF
(53 ml) a 0 °C. La mezcla se agité a TA durante 3 h. La mezcla se enfrié a 0 °C y el pH se ajust6
a~3-4 con HCl ac. 1 N (46,8 ml). La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas
organicas se combinaron, se lavaron con salmuera (3 x 200 ml), se secaron sobre Na>SOs anh. y
se filtraron. El filtrado se concentrd a presion reducida para obtener &cido 3-(terc-
butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilico, que se uso sin purificacion en la siguiente
etapa. EM IEN calculada para C11H1504 [M—H]~ 211,10, encontrada 211,10. RMN de 'H
(300 MHz, metanol-ds): 0 2,21 (s, 6H), 1,44 (s, 9H).

Etapa 6: Se afiadieron acido 3-(terc-butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentano-1-carboxilico
(1,10 g, 5,18 mmol), 1,2,3,5-tetraquis(carbazol-9-il)-4,6-dicianobenceno (0,06 g, 0,07 mmol) y
KoHPO4 (1,51 g, 8,64 mmol) a una solucion de (S)-2-(terc-butil)-4-metileno-5-oxooxazolidin-3-
carboxilato de bencilo (1,00 g, 3,46 mmol) en DMF (33 ml). La mezcla se irradié con una
lampara LED azul de 34 W y se agit6 d.n. a TA en atmosfera de Ar. La mezcla se diluy6 con
agua (150 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera (3 x 200 ml), se secaron sobre Na2SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentro a
presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice,
eluyendo con EtOAc al 0-25 % en PE para obtener (2S,4S)-4-((3-(terc-
butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)metil)-2-(terc-butil)-5-oxooxazolidin-3-carboxilato de
bencilo. EM IEN calculada para C26H39N20g [M + NH4]* 475,25, encontrada 475,30. RMN de H
(400 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,44-7,32 (m, 5H), 5,53 (s, 1H), 5,22-5,11 (m, 2H), 4,28-4,21 (m,
1H), 2,14-2,08 (m, 1H), 2,01-1,90 (m, 7H), 1,43 (s, 9H), 0,94 (s, 9H).

Etapa 7: Una solucién ac. de LiOH (1,0 m, 10,4 ml, 10 mmol) se afiadié a una mezcla de
(2S,4S)-4-((3-(terc-butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)metil)-2-(terc-butil)-5-
oxooxazolidin-3-carboxilato de bencilo (1,9 g, 4,2 mmol) en THF (40 ml) a 0 °C. La mezcla se
agitd a TA durante 4 h. La mezcla se enfrié a 0 °C y el valor de pH se ajusté a ~3-4 con HCl ac.

1 M (10 ml). La mezcla se diluyd con agua (60 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml). Las
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capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 100 ml), se secaron sobre Na>SO4 y se
filtraron. El filtrado se concentro a presion reducida para obtener &cido (S)-2-(((benciloxi)
carbonil)amino)-3-(3-(terc-butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoico, que se uso en la
siguiente etapa sin purificacion adicional. EM IEN calculada para C21H31N206 [M + NH4]*
407,22, encontrada 407,10. RMN de 'H (400 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,39-7,29 (m, 5H), 5,26-
5,23 (m, 1H), 5,12 (s, 2H), 4,44-4,38 (m, 1H), 2,17-2,09 (m, 1H), 1,98-1,85 (m, 7H), 1,42 (s,
9H).

Etapa 8: Se disolvid acido (S)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(3-(terc-
butoxicarbonil)biciclo[1.1.1] pentan-1-il)propanoico (1,9 g, 4,9 mmol) en THF (40 ml). El
matraz se evacud y se rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (1,04 g, 0,98 mmol, seco, 10 %
en peso) al matraz. El matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla
resultante se agito durante 2 h a TA en una atmdsfera de dihidrogeno. El matraz se evacuo y se
rellen6 con N, (5 veces). La mezcla resultante se filtro a través de un lecho de Celite®. La torta
filtrada se lavo con THF (2 x 25 ml). El filtrado se concentro a presion reducida. La mezcla de
reaccion de acido ((S)-2-amino-3-(3-(terc-butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoico
(1,2 g, 4,70 mmol, rendimiento del 96 %)) se uso en la siguiente etapa sin manipulacion
adicional. EM IEN calculada para C13H22NO4 [M + H]* 256,15, encontrada 256,15.

Etapa 9: La mezcla de reaccién de acido (S)-2-amino-3-(3-(terc-
butoxicarbonil)biciclo[1.1.1] pentan-1-il)propanoico (1,2 g, 4,7 mmol) en THF (40 ml) de la
Etapa 8 se diluyo con agua (40 ml). Se afiadieron NaHCO3 (1,97 g, 23,5 mmol) y Fmoc-OSu
(1,59 g, 4,70 mmol) a 0 °C. La mezcla se agit6 d.n. a TA. La mezcla se filtro y la torta de filtro se
lavé con THF (2 x 100 ml). El filtrado se concentrd parcialmente a presion reducida. El pH de la
solucion se ajusto a ~3-4 con HCl ac. 1 N (23,5 ml). La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x
150 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 150 ml), se secaron sobre
Na>SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentro a presion reducida y el residuo se purificd
mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con MeOH al 0-15 % en DCM para
obtener acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-(terc-
butoxicarbonil)biciclo[1.1.1]pentan-1-il)propanoico. EM IEN calculada para C2sH31NOsNa [M +
Na]* 500,22, encontrada 500,35. RMN de H (400 MHz, metanol-d4): § 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
7,69-7,65 (m, 2H), 7,39-7,35 (m, 2H), 7,32-7,28 (m, 2H), 4,46-4,44 (m, 1H), 4,38-4,35 (m, 1H),
4,24-4,20 (m, 1H), 4,11-4,08 (m, 1H), 2,05-2,01 (m, 1H), 1,89-1,74 (m, 7H), 1,44 (s, 9H).

Esquema de sintesis 12
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HO', OH HO/,{S) ‘\OH HO OH

R .
>l " 1) LIOH, H,0
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HaoN's) ’\{ HaN "R FmocHN" "’\\;

HCI 0] Hecl 0O 2) Fmoc-0OSu, NaHCO4
THF/H,0

rac-Fmoc-bhcLeut45diOH-OH

Acido (1R,2S,3R,4S) y (1S,2R,3S,4R)-4-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-2,3-
dihidroxiciclopentano-1-carboxilico (Fmoc-bhcLeut45diOH-OH)

Se afiadio hidréxido de litio (200 mg, 8,35 mmol) a una mezcla racémica de clorhidrato
5 de (1R,2S,3R,45)- y (1S,2R,3S,4R)-4-amino-2,3-dihidroxiciclopentano-1-carboxilato (500 mg,
2,36 mmol) en agua (15 ml). La mezcla se agit6 a TA durante 2 h. El pH se ajusté a ~4 mediante
la adicion de HCl ac. 1 N y después se afiadio THF (15 ml). Se afiadieron Fmoc-OSu (0,95 g,
2,8 mmol) y NaHCO3 sat. ac. (10 ml) a la mezcla. La mezcla se agito a TA durante 18 h. La
mezcla resultante se concentrd a presion reducida. La mezcla se ajusto a pH ~3 con solucion ac.
10 1 NdeHClyseextrajo con EtOAc (2 x 80 ml). Las capas organicas combinadas se secaron
sobre Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purifico
mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con MeOH en DCM para obtener acido
(1R,2S,3R,45)- y (1S,2R,3S,4R)-4-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-2,3-
dihidroxiciclopentano-1-carboxilico en forma de mezcla racémica. EM IEN calculada para
15  CxH22NOgs [M + H]* 384,1, encontrada 384,1. RMN de H (600 MHz, DMSO-dg): 6 12,19 (s,
1H), 7,90 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,44-7,39 (m, 3H), 7,36-7,32 (m, 2H),
4,88-4,64 (m, 2H), 4,30-4,27 (m, 2H), 4,22 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 4,00 (t, J = 5,2 Hz, 1H), 3,76-3,69
(m, 1H), 3,63 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 2,61-2,56 (m, 1H), 2,21-2,14 (m, 1H), 1,52-1,45 (m, 1H).

20  Esquema de sintesis 13
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Fmoc-dProc4CH2COO(Bu-OH

Acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-
2-carboxilico (Fmoc-dProc4CH2COO(tBu)-OH)

Etapa 1: Una mezcla de 2-metil (R)-4-oxopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo)
(4,00 g, 16,4 mmol) y 2-(trifenil-15-fosfaniliden)acetato de terc-butilo (15,47 g, 41,1 mmol) en
DCM (80 ml) se agito y se calent6 d.n. a 40 °C. La mezcla se concentro a presion reducida. El
residuo se purifico mediante una cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con EtOAc
al 0-60 % en PE para obtener 2-metil (R,Z)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetilideno)pirrolidin-1,2-
dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN calculada para C17H27NOgNa [M + Na]* 364,18,
encontrada 364,00.

Etapa 2: Se disolvieron 2-metil (R,Z)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetilideno)pirrolidin-1,2-
dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (5,00 g, 14,7 mmol) y hexafluorofosfato de (1,5-
ciclooctadieno)(piridina)(triciclohexilfosfina)-iridio(l) (2,36 g, 2,93 mmol) en DCM (100 ml). El
matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agité d.n. a TA en
una atmosfera de dihidrégeno. La mezcla se concentro a presion reducida. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-60 % en PE para
obtener 2-metil (2R,4R)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-
butilo). EM IEN calculada para C17H30NOs [M + H]" 344,20, encontrada 344,10.

Etapa 3: Se afiadieron clorotrimetilsilano (18,6 ml, 146 mmol) y fenol (13,7 g, 146 mmol)
a una mezcla de 2-metil (2R,4R)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-
(terc-butilo) (5,00 g, 14,6 mmol) en DCM (50 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C durante 1 h.

La mezcla se inactivo con LIOH ac. 1 N (50 ml, 50 mmol) a pH ~8-9 y después se extrajo con
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DCM (3 x 300 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 100 ml), se
secaron sobre Na>SQOjs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida para obtener
(2R,4R)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo, que se uso en la siguiente
etapa sin purificacion. EM IEN calculada para C12H22NO4 [M + H]" 244,15, encontrada 244,10.

Etapa 4: Una solucion de LiOH ac. 1 N (29 ml, 29 mmol) se afiadié a una solucion de
(2R,4R)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (3,54 g, 14,6 mmol) en
THF (40 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a TA durante 4 h. La mezcla se acidificé con una
solucion ac. 1 M de HCI (30 ml) a pH ~7 y después se concentro a presion reducida para obtener
acido (2R,4R)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-2-carboxilico, que se usé en la siguiente
etapa sin purificacion. EM IEN calculada para C11H20NO4 [M + H]" 230,13, encontrada 230,10.

Etapa 5: Se afiadieron Fmoc-OSu (4,37 g, 13,0 mmol) y NaHCO3 (6,05 g, 72,0 mmol) a
una solucién de acido (2R,4R)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-2-carboxilico (3,3 g,
14 mmol) en THF (40 ml) y agua (40 ml) a 0 °C. La mezcla se agité d.n. a TA. La mezcla se
acidifico con una solucion ac. 1 m de HCI (30 ml) a pH ~3 y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml).
Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 50 ml), se secaron sobre NaxSO4
anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente:
30-80%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a
presion reducida para obtener acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(2-(terc-
butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-2-carboxilico. La mezcla de diasteredmeros se separé mediante CFS:
(columna: Daicel ChiralPak® IG (250 x 30 mm, 5 um, Daicel Chiral Technologies, West
Chester, PA); fase movil: [MeOH 1:1 en MeCN]; % de B: 35-35 %, 5 min) para obtener acido
(2R,45)-1-(((9H-fluoren-9-il) metoxi)carbonil)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)pirrolidin-2-
carboxilico como el segundo isémero en eluir [tr = 3,27 min]. EM IEN calculada para
C26H30NOs [M + H]* 452,20, encontrada 452,20. RMN de H (300 MHz, metanol-d4): § 7,81-
7,77 (m, 2H), 7,65-7,60 (m, 2H), 7,41-7,28 (m, 4H), 4,35-4,17 (m, 4H), 3,79-3,73 (m, 1H), 3,11-
3,06 (m, 1H), 2,57-2,50 (m, 2H), 2,40-2,35 (m, 2H), 1,70-1,68 (m, 1H), 1,46-1,45 (m, 9H).
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Esquema de sintesis 14

Etapa 1 Etapa 2 % o)
S
A "
N ’U( HCI 4 M, dioxano /O Fmoc-OSu, NaHCO4 O)‘\O OH
_.__ OH Nl H,O/THF
07 ™o H o .

Fmoc-dPro4cPr-OH

Acido (R)-5-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-azaespiro[2.4]heptano-6-carboxilico
(Fmoc-dPro4cPr-OH)

Etapa 1: Una solucién de HCI en dioxano anh. (4 M, 2,6 ml, 10 mmol) se afiadi6 a acido
(R)-5-(terc-butoxicarbonil)-5-azaespiro[2.4]heptano-6-carboxilico (0,25 g, 1,0 mmol). La
solucion resultante se agito a TA durante 4 h. Despues, la solucion se concentrd a presion
reducida. El producto en bruto se usé directamente en la siguiente etapa sin ningun tipo de
purificacion.

Etapa 2: A una solucion agitada del residuo en bruto en agua (5 ml) se le afiadié una
suspension de Fmoc-OSu (0,35 g, 1,0 mmol) en THF (2,5 ml) seguida de NaHCO3 (0,26 g,

3,1 mmol) hasta pH > 7. La suspensidn resultante se agité a TA durante 18 h. Después, los
compuestos volatiles organicos se retiraron a presion reducida y se afiadié bicarbonato de amonio
ac. 0,2 M (5 ml). La mezcla se extrajo con EtOAc (15 ml, desechado), despues se acidificd a pH
~2 afiadiendo HCI conc. (400 pl) y se extrajo con EtOAc (2 x 15 ml). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na>SO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El
residuo se purificO mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes
condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (30 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil
B: MeCN (TFA al 0,1 %); Elucion en gradiente: 20-60 % sobre 16 volumenes de columna;
Detector: UV 215 nm. Las fracciones que contenian el producto se combinaron, se concentraron
a presion reducida y se liofilizaron para obtener acido (R)-5-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-
5-azaespiro[2.4]heptano-6-carboxilico. EM IEN calculada para C22H21NO4 [M + H]" 364,15,
encontrada 364,0. RMN de *H (DMSO-dg): § 7,90 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,69-7,63 (m, 2H), 7,46-
7,40 (m, 2H), 7,38-7,29 (m, 2H), 4,47-4,16 (m, 4H), 3,44-3,39 (m, 1H), 3,32-3,21 (m, 1H), 2,46-
2,28 (m, 1H), 1,82-1,71 (m, 1H), 0,64-0,49 (m, 4H).
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Esquema de sintesis 15

Etapa 1 | Etapa 2 |
raN., 0 H,, Pd/C, CH,0 ~N., 0 LiOH ~N., 0
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Boc Boc Boc
Etapa 3 Etapa 4
HCl |
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N  OH 2 N oH

Fmoc
Fmoc-dProc4NMe2-OH

Clorhidrato de acido (2R,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-
(dimetilamino)pirrolidin-2-carboxilico (Fmoc-dProc4ANMe2-OH)

Etapa 1: Se afiadieron DIPEA (1,77 g, 13,7 mmol) y Pd/C (300 mg, 0,28 mmol, seco,
10 % en peso) a una solucion de clorhidrato de 2-metil (2R,4R)-4-aminopirrolidin-1,2-
dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (3,50 g, 12,5 mmol) en MeOH (65 ml). Se afiadio formaldehido
(5,5 ml, 12 mmol, 37 % en peso en agua) gota a gota a la mezcla de reaccion y la mezcla se
desgasifico con hidrégeno (3 times). La mezcla se agité con hidrégeno d.n. a TA a 101,32 kPa
(1 atm). La mezcla se filtro a traves de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavo con MeOH
(3 x 200 ml). El filtrado se concentr¢ al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia en
columna de gel de silice, eluyendo con MeOH al 10 % en DCM para obtener 2-metil (2R,4R)-4-
(dimetilamino) pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN calculada para
C13H2sN204 [M-Boc + H]* 173,17, encontrada 173,10.

Etapa 2: Se afiadio LiOH (36 ml, 36 mmol, 1 N en agua) a una mezcla de 2-metil (2R,4R)-
4-(dimetilamino) pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (3,0 g, 11 mmol) en THF (36 ml).
La mezcla resultante se agit6d durante 2 h a TA. La mezcla se acidifico a pH 5 con HCl ac 1 N. El
filtrado se concentro al vacio para obtener el producto en bruto. EI producto en bruto se usé

directamente en la siguiente etapa.

Etapa 3: Se afiadid TFA (11 ml, 140 mmol) a TA a una mezcla agitada de 4cido (2R,4R)-
1-(terc-butoxicarbonil)-4-(dimetilamino) pirrolidin-2-carboxilico (2,8 g, 11 mmol) en DCM

(33 ml). La mezcla resultante se agité durante 1 h a TA. El disolvente se evapord a presion
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reducida para proporcionar &cido (2R,4R)-4-(dimetilamino) pirrolidina-2-carboxilico en bruto.
EM IEN calculada para C7H1sN20O2 [M + H]" 159,11, encontrada 159,20.

Etapa 4: Se afiadieron NaHCO3 (0,96 g, 11 mmol) y Fmoc-OSu (3,84 g, 11,4 mmol) a TA

a una solucién agitada de acido (2R,4R)-4-(dimetilamino) pirrolidin-2-carboxilico (1,8 g,
5 11 mmol) en agua (18 ml) y THF (18 ml). La mezcla resultante se agit6 a TA durante 4 h. El pH
se ajusto a 3 con HCI 1 N. El disolvente se concentr6 a presion reducida y el residuo se purificd
mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna
C18 de 330 g, 2 %-2 % en 5 min, 2 %-60 % en 30 min, MeCN en agua (TFA al 0,05 %) para

proporcionar acido (2R,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il) metoxi) carbonil)-4-(dimetilamino) pirrolidina-

10  2-carboxilico. EM IEN calculada para C22H2sN204 [M—HCI + H]* 381,17, encontrada 381,10.
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & 7,92-7,86 (m, 2H), 7,69-7,63 (m, 2H), 7,45-7,32 (m, 4H),
4,45-4,29 (m, 2H), 4,17-4,11 (m, 2H), 3,91-3,78 (m, 1H), 3,35-3,26 (M, 2H), 2,80-2,74 (m, 4H),
2,62-2,47 (m, 3H), 2,03-1,86 (m, 1H).

15  Esquema de sintesis 16

Etapa 1 Etapa 2
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Fmoc Fmoc

Fmoc-dProt4CH2NHBoc-OH

Acido (2R,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(((terc-butoxicarbonil)amino)-
metil)pirrolidin-2-carboxilico (Fmoc-dProt4CH2NHBoc-OH)

Etapa 1: Una solucién de 2-metil (2R,4S)-4-cianopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-

20  butilo) (1,1 g, 4,3 mmol) en metanol (20 ml) se desgasific con Na. Se afiadi6 niquel Raney®
(50 mg, 0,85 mmol) a la solucion en atmdsfera de N2. Después, la mezcla se agito en atmdsfera

de hidrégeno (101,32 kPa (1 atm)) durante 6 h a TA. La mezcla se filtr6 a través de Celite® y se

lavé con metanol (2 x 30 ml). El filtrado se concentr6 a presién reducida para obtener 2-metil
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(2R,4R)-4-(aminometil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN calculada para
C12H23N204-Boc [M — Boc + H]* 159,16, encontrada 159,15.

Etapa 2: Se afiadieron NaHCO3 (1,62 g, 19,3 mmol) y Cbz-OSu (1,16 g, 4,63 mmol) a
una solucion de 2-metil (2R,4R)-4-(aminometil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo)
(1,05 g, 3,86 mmol) en THF (20 ml) y agua (20 ml) a TA. La mezcla se agit6 a TA durante 4 h.
La mezcla se diluy6 con agua (20 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 50 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (2 x 20 ml), se secaron sobre Na>.SO4 anh., se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificdé mediante cromatografia sobre gel de silice
eluyendo con EtOAc en PE para obtener 2-metil (2R,4R)-4-
((((benciloxi)carbonil)amino)metil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN
calculada para C20H29N20s [M + H]* 393,19, encontrada 393,05.

Etapa 3: Se afiadié TFA (5,0 ml, 65 mmol) a una solucion de 2-metil (2R,4R)-4-
((((benciloxi)carbonil)amino)metil)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (1,4 g,
2,5 mmol) en DCM (10 ml) a TA. La mezcla se agito a TA durante 2 h. La mezcla se concentro a
presion reducida para obtener (2R,4S)-4-((((benciloxi)carbonil)amino)metil) pirrolidin-2-
carboxilato de metilo, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion. EM IEN calculada para
C15H21N204 [M + H]* 293,14, encontrada 293,10.

Etapa 4: Una solucién ac. 1 N de LiOH (4,9 ml, 4,9 mmol) se afiadié a una solucién de
(2R,45)-4-((((benciloxi)carbonil)amino)metil)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (1,2 g, 2,5 mmol)
en THF (10 ml) a TA. La mezcla se agitd a TA durante 2 h. Después, la mezcla se acidifico a pH
~5 con una solucién ac. 1 M de HCI. La mezcla se concentro a presion reducida para obtener
acido (2R,4S)-4-((((benciloxi)carbonil)amino)metil)pirrolidin-2-carboxilico, que se usé en la
siguiente etapa sin purificacion. EM IEN calculada para C14H19N2O4 + MeCN [M + MeCN + H]*
320,13, encontrada 319,75.

Etapa 5: Se afiadieron NaHCOs (0,996 g, 11,9 mmol) y Fmoc-OSu (0,720 g, 2,13 mmol)
a una solucién de acido (2R,4S)-4-((((benciloxi)carbonil)amino)metil)pirrolidin-2-carboxilico
(1,2 g, 2,4 mmol) en THF (20 ml) y agua (20 ml) a TA. La mezcla se agit6 a TA durante 2 h.
Después, la mezcla se acidificé a pH ~5 con una solucion ac. 1 m de HCI y después se concentrd
a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida
con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (80 g); Fase movil A: agua (TFA al
0,1 %), Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-40%; Detector: UV 210 nm. Las

fracciones que contenian el producto se concentraron a presion reducida para obtener acido
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(2R,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-((((benciloxi)carbonil)amino) metil)pirrolidin-2-
carboxilico. EM IEN calculada para C29H20N20s [M + H]* 501,19, encontrada 501,10.

Etapa 6: Se disolvieron acido (2R,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-
((((benciloxi)carbonil) amino)metil)pirrolidin-2-carboxilico (820 mg, 1,64 mmol) y Boc.O
(536 mg, 2,46 mmol) en THF (15 ml). El matraz se evacud y se rellend con N2 (5 veces). Se
afiadié Pd/C (50 mg, 0,5 mmol, seco, 10 % en peso) al matraz. EI matraz se evacud y se volvio a
llenar con H> (5 veces). La mezcla resultante se agitd durante 6 h a TA en una atmdsfera de
dihidrégeno. EI matraz se evacud y se rellené con N2 (5 veces). La mezcla resultante se filtr6 a
través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavd con THF (2 x 30 ml). El filtrado se
concentro a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna Rp-
ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (80 g); Fase movil A:
agua (TFA al 0,1 %), Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-40%; Detector: UV 210 nm.
Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion reducida para obtener acido
(2R,4R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(((terc-butoxicarbonil)amino) metil)pirrolidin-2-
carboxilico. EM IEN calculada para C26H34N306 [M + NH4]* 484,21, encontrada 484,25. RMN
de 'H (300 MHz, metanol-ds): § 7,85-7,74 (m, 2H), 7,71-7,57 (m, 2H), 7,48-7,23 (m, 4H), 4,57-
4,12 (m, 4H), 3,74-3,57 (m, 1H), 3,25-3,13 (m, 1H), 3,13-2,99 (m, 2H), 2,64-2,41 (m, 1H), 2,15-
1,96 (m, 2H), 1,51-1,29 (m, 9H).

Esquema de sintesis 17

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

o)
Hng.m/(
_ _ N 0T
o] Trimetilamina Ll 9] HCI | ol B
o TP ey e oA
0 THF I o I3 HOBt, EDC, DIPEA, DMAP
_ Etapa 4 _ -
\N/+ ol apa N d Etapa 5 \N+CI
r—-N+ -
/ NH LiOH / NH Fmoc-OSu, NaHCO; ~ / }NH
o o ——— o © 0
e THF, H,0 P THF, H,0 i
N Nl S
Boc O H  oH Emoc OH

Fmoc-dProt4dNHC2acidNMe3-OH

Cloruro de 2-(((3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-carboxipirrolidin-3-
il)Jamino)-N,N,N-trimetil-2-oxoetan-1-aminio (Fmoc-dProt4ANHC2acidNMe3-OH)

Etapa 1: Una mezcla de 2-bromoacetato de terc-butilo (1,9 g, 9,7 mmol) en una solucion
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de trimetilamina (2 N en THF, 10 ml, 20 mmol) se agit6 y se calentd d.n. a 50 °C. La mezcla se
enfrié a TA y se concentrd a presion reducida para obtener cloruro de 2-(terc-butoxi)-N,N,N-
trimetil-2-oxoetan-1-aminio, que se usé en la siguiente etapa sin purificacion. EM IEN calculada
para CoH2oNO,* [M]* 174,15, encontrada 174,10.

Etapa 2: Una mezcla de cloruro de 2-(terc-butoxi)-N,N,N-trimetil-2-oxoetan-1-aminio
(2,0 g, 9,5 mmol) en una solucién de acido clorhidrico (4,0 M en 1,4-dioxano, 24 ml, 95 mmol)
se agité a TA durante 4 h. La mezcla se concentr6 a presion reducida para obtener cloruro de 1-
carboxi-N,N,N-trimetilmetanaminio, que se uso en la siguiente etapa sin purificacion. EM IEN
calculada para CsH12NO2" [M]* 118,09, encontrada 118,05.

Etapa 3: Una mezcla de cloruro de 1-carboxi-N,N,N-trimetilmetanaminio (3,3 g,
21 mmol), HOBLt (4,94 g, 32,2 mmol), DIPEA (7,50 ml, 43,0 mmol), EDC (6,18 g, 32,2 mmol),
DMAP (0,262 g, 2,15 mmol) y 2-metil (2R,4S)-4-aminopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-
butilo) (5,25 g, 21,5 mmol) en DMSO (33 ml) se agito d.n. a TA. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18; Fase moévil A: agua (HCl al 0,1 %), Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 5-90%;
Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener cloruro de 2-(((3S,5R)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-
(metoxicarbonil)pirrolidin-3-il)amino)-N,N,N-trimetil-2-oxoetan-1-aminio. EM IEN calculada
para C16H30N3Os+[M]" 344,22, encontrada 344,05.

Etapa 4: Una solucién ac. 1 N de LiOH (20,3 ml, 20 mmol) se afiadié a una mezcla de
cloruro de 2-(((3S,5R)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-(metoxicarbonil)pirrolidin-3-il)amino)-N,N,N-
trimetil-2-oxoetan-1-aminio (3,5 g, 10 mmol) en THF (35 ml) a TA. La mezcla se agité a TA
durante 4 h. La mezcla se acidificé con una solucién ac. 1 M de HCI a pH ~2-3 para obtener
cloruro de 2-(((3S,5R)-5-carboxipirrolidin-3-il)amino)-N,N,N-trimetil-2-oxoetan-1-aminio, que se
uso directamente en la siguiente etapa. EM IEN calculada para C10H20N30s+[M]* 230,15,
encontrada 230,15.

Etapa 5: Se afiadieron Fmoc-OSu (3,56 g, 10,6 mmol) y NaHCO3 (4,92 g, 58,6 mmol) a
una solucién de cloruro de 2-(((3S,5R)-5-carboxipirrolidin-3-il)amino)-N,N,N-trimetil-2-oxoetan-
1-aminio (2,7 g, 12 mmol) en THF (30 ml) y agua (30 ml) a TA. La mezcla se agité d.n. a TA. El
pH de la mezcla se ajusté a pH ~3 con HCI 1 M y se concentrd a presion reducida. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones:
Columna: Ultrarrapida C18; Fase movil A: agua (HCl al 0,1 %), Fase movil B: MeCN; Elucion

114



10

15

20

25644-PCT

en gradiente: 5-70%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se
concentraron a presion reducida para obtener cloruro de 2-(((3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonil)-5-carboxipirrolidin-3-il)amino)-N,N,N-trimetil-2-oxoetan-1-aminio. EM IEN calculada
para C2sHzoN3sOs* [M]* 452,22, encontrada 452,15. RMN de H (400 MHz, metanol-ds): § 7,91-
7,75 (m, 2H), 7,67-7,63 (m, 2H), 7,50-7,18 (m, 4H), 4,60-4,02 (m, 7H), 3,86-3,79 (m, 1H), 3,43-
3,41 (m, 2H), 3,34 (s, 8H), 2,40-2,31 (m, 2H).

Esquema de sintesis 18

Etapa 1 Etapa 2
HEN O [\J: I\ﬂ
D( Ha, Pd/C, CH,0 —~ \O ‘/<o LioH _ D ‘/<o
o e .
N\ OMe MeOH N\ OMe THF, Hy,0 N\ -
Boc - -
Etapa 3 Etapa 4 (0]
[ F
OH |
DCM, TFA ~N 0 Fmoc-OSu, NaHCO; | o
S ...,,/< F s p..u{
N OH THF, H,0 . o
A\

H
Fmoc

Fmoc-dProt4NMe2-OH

Acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(dimetilamino)pirrolidin-2-
carboxilico trifluoroacético (Fmoc-dProt4NMe2-OH)

Etapa 1: Se afiadio Pd/C (1,089 g, 1,0 mmol, 10 % en peso) a una solucién de 2-metil
(2R,4S)-4-aminopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (2,5 g, 10 mmol) en MeOH
(30 ml). Después, se afiadié formaldehido (2,5 ml, 10 mmol, 37 % en peso en agua) en atmosfera
de N2. La mezcla de reaccion se desgasifico con dihidrogeno (3 veces) y se agité en atmosfera de
hidrégeno d.n. a TA a 101,32 kPa (1 atm). La mezcla se filtré a través de un lecho de Celite®. La
torta filtrada se lavd de nuevo con MeOH (3 x 50 ml). El filtrado se concentrd al vacio. El
residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH al
0-10 % en DCM para obtener 2-metil 2R,4S)-4-(dimetilamino) pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-
(terc-butilo). EM IEN calculada para C13H2sN204 [M + H]* 273,17, encontrada 272,95. RMN de
'H (300 MHz, cloroformo-d): ¢ 4,49-4,21 (m, 1H), 3,86-3,83 (m, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,25-3,22 (m,
1H), 2,92-2,78 (m, 1H), 2,25 (s, 6H), 2,18-1,98 (m, 2H), 1,44 (m, 9H).

Etapa 2: Se afiadié LiOH (15 ml, 15 mmol, 1 N en agua) a una mezcla de 2-metil (2R,4S)-
4-(dimetilamino) pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (1,7 g, 6,2 mmol) en THF
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(15 ml). La mezcla resultante se agitd durante 2 h a TA. La mezcla se acidifico a pH 5 con una
solucion de HCI 1 N. El disolvente se concentro al vacio para obtener el producto en bruto, que se

usé directamente en la siguiente etapa.

Etapa 3: Se afiadio TFA (10 ml, 5,4 mmol) a TA a una mezcla agitada de acido (2R,4S)-1-
(terc-butoxicarbonil)-4-(dimetilamino) pirrolidin-2-carboxilico (1,4 g, 5,4 mmol) en DCM
(30 ml). La mezcla resultante se agitd durante 1 h a TA. El disolvente se evaporo a presion
reducida para proporcionar acido (2R,4S)-4-(dimetilamino) pirrolidina-2-carboxilico en bruto.
EM IEN calculada para C7H13N202 [M—H] 157,11, encontrada 157,10.

Etapa 4: Se afiadieron NaHCO3 (2,12 g, 25,3 mmol) y Fmoc-OSu (1,71 g, 5,06 mmol) a
TA auna solucion agitada de acido (2R,4S)-4-(dimetilamino) pirrolidin-2-carboxilico (800 mg,
5,06 mmol) en THF (15 ml) y agua (15 ml). La mezcla resultante se agité d.n. a TA. El pH se
ajusto a 3 con HCI 1 N. El disolvente se concentro a presion reducida y el residuo se purifico
mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna
C18 de 330 g, 2-2 % en 5 min, 2-50 % en 30 min, MeCN en agua (TFA al 0,05 %) para
proporcionar 2,2,2-trifluoroacetato de (3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il) metoxi) carbonil)-5-carboxi-
N,N-dimetilpirrolidin-3-aminio. EM IEN calculada para C2sHzsN204 [M + H]* 381,17,
encontrada 381,10. RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 10,53 (s, 1H), 7,92-7,86 (m, 2H), 7,69-
7,63 (m, 2H), 7,45-7,32 (m, 4H), 4,56-4,53 (m, 1H), 4,41-4,29 (m, 3H), 4,17-3,89 (m, 2H), 3,83-
3,62 (m, 1H), 2,83-2,80 (s, 6H), 2,62-2,47 (m, 1H), 2,40-2,36 (m, 1H). RMN de ‘°F (282 MHz,
DMSO-ds): 0 -73,73.

Esquema de sintesis 19

Etapa 1 - Etapa 2 o
H.N (@] ~ ‘ + ~ |+
2 p{ CHgl, NaHCO4 /Np /(O LioH /N\O /<O
- RS - [A!
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Boc \B .
oc Boc
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Etapa 3 - >\ g F Etapa 4
.0 F e
TFA, DCM /Np /<O Fmoc-OSu, NaHCO5 /NKL/» /<0
> It - L
NH OH THF, H,0 N OH
\Fmoc

Fmoc-dProt4NMe3-OH

Cloruro de (3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-carboxi-N,N,N-

trimetilpirrolidin-3-aminio (Fmoc-dProt4NMe3-OH)
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Etapa 1: Se afiadieron NaHCO3 (8,3 g, 98 mmol) y yodometano (4,6 ml, 73,7 mmol) a
una solucion de 2-metil (2R,4S)-4-aminopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo) (3,0 g,
12,3 mmol) en MeOH (30 ml) a TA. La mezcla se agitd d.n. a TA. La mezcla se filtrd y el
filtrado se concentré a presion reducida. El residuo se disolvio en DCM vy se filtro, y el filtrado se
concentrd a presion reducida para obtener yoduro de (3S,5R)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-
(metoxicarbonil)-N,N,N-trimetilpirrolidin-3-aminio, que se usd en la Etapa 2 sin purificacion.
EM IEN calculada para C14H27N204 [M]* 287,20, encontrada 287,15.

Etapa 2: Una solucion ac. 1 N de LiOH (22 ml, 22 mmol) se afiadié a una solucion de
yoduro de (3S,5R)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-(metoxicarbonil)-N,N,N-trimetilpirrolidin-3-aminio
(6,5 g, 11 mmol) en THF (23 ml) a TA. La mezcla se agité a TA durante 4 h. La mezcla se
acidifico a pH ~5 con HCl ac. 1 M y después se concentrd a presion reducida para obtener cloruro
de (3S,5R)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-carboxi-N,N,N-trimetilpirrolidin-3-aminio, que se uso en la
Etapa 3 sin purificacion. EM IEN calculada para C13H2sN204 [M]* 273,18, encontrada 273,15.

Etapa 3: Se afiadio TFA (20 ml, 260 mmol) a una mezcla de cloruro de (3S,5R)-1-(terc-
butoxicarbonil)-5-carboxi-N,N,N-trimetilpirrolidin-3-aminio (6,6 g, 11 mmol) en DCM (20 ml) a
TA. La mezcla se agito a TA durante 2 h. La mezcla se concentro a presion reducida para obtener
acido 2,2,2-trifluoroacético, sal de (3S,5R)-1-(terc-butoxicarbonil)-5-carboxi-N,N,N-
trimetilpirrolidin-3-aminio, que se usoé sin purificacion en la Etapa 4. EM IEN calculada para
CgH17N202 [M]* 173,13, encontrada 173,25.

Etapa 4: Se afiadieron NaHCOs (5,92 g, 70,5 mmol) y Fmoc-OSu (4,28 g, 12,7 mmol) a
una mezcla de sal trifluoroacetato de (3S,5R)-5-carboxi-N,N,N-trimetilpirrolidin-3-aminio (8,1 g,
14 mmol) en THF (40 ml) y agua (40 ml) a TA. La mezcla se agité a TA durante 4 h. La mezcla
se acidificé a pH ~5 con una solucion ac. 1 N de HCIl y después se concentrd a presion reducida.
El residuo se suspendio en una mezcla 9:1 (v/v) de DCM y MeOH vy los sélidos se retiraron
mediante filtracion. El filtrado se concentro6 a presion reducida, El residuo se purificod mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase movil A: agua (HCI 2 mM), Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-
35%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener cloruro de (3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-carboxi-N,N,N-
trimetilpirrolidin-3-aminio. EM IEN calculada para C23sH27N204 [M]" 395,20, encontrada 395,20.
RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 13,30 (s, 1H), 7,94-7,89 (m, 2H), 7,72-7,64 (m, 2H), 7,46-
7,33 (m, 4H), 4,57-4,14 (m, 5H), 3,86-3,78 (m, 2H), 3,12-3,10 (m, 9H), 2,83-2,73 (m, 1H), 2,50-
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2,35 (m, 1H).

Esquema de sintesis 20
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5  Acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetoxi) pirrolidin-
2-carboxilico (Fmoc-dProt4OAcO(tBu)-OH)

Etapa 1: Se afiadieron NaHCOs (22,9 g, 0,27 mmol) y CbzCl (24,3 g, 0,14 mmol) a una

solucion agitada de acido (2R,4S)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilico (15,6 g, 0,12 mol) en agua DI
(75 ml) y THF (30 ml). La mezcla de reaccion se agito a TA durante 12 h. La solucion de

10  reaccion se diluyd en agua DI (100 ml) y se extrajo con MTBE (2 x 150 ml). El pH de la
solucion acuosa se ajusté a pH ~2 mediante la adicion de una solucién ac. de HCI 1 N. La
solucion se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con
salmuera (50 ml), se secaron sobre Na>SO4 anh. y se concentraron al vacio para obtener acido
(2R,4S)-1-((benciloxi)carbonil)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilico. El producto en bruto se uso6

15  directamente en la Etapa 2 sin purificacion adicional. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): ¢
7,28 (s, 5H), 6,82-6,38 (m, 1H), 5,16-5,11 (m, 2H), 4,70-4,44 (m, 2H), 4,16-4,11 (m, 1H), 3,63-
3,57 (m, 2H), 2,34-2,06 (m, 3H), 1,27 (d, J = 12 Hz, 1H).

Etapa 2: A una solucién de acido (2R,4S)-1-((benciloxi)carbonil)-4-hidroxipirrolidin-2-
carboxilico (36,0 g, 136 mmol) en DMF anh. (240 ml) se le afiadié NaHCOs (34,2 g, 407 mmol),
20  Nal (2,03 g, 13,6 mmol) y BnBr (19,3 ml, 162 mmol). La mezcla se agité a TA durante 12 h. La
solucidn de reaccion se diluyo en agua DI (100 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). Las

fases organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml) secaron sobre Na;SO4 anh. y se
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concentraron al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice,
eluyendo con EtOAc al 0-60 % en PE para proporcionar (2R,4S)-4-hidroxipirrolidina-1,2-
dicarboxilato de dibencilo. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 7,21 (m, 10H), 5,12-5,05
(m, 2H), 4,94-4,91 (m, 2H), 4,49-4,36 (m, 2H), 3,57-3,56 (M, 2H), 2,42 (m, 1H), 2,01-1,95 (m,
1H).

Etapa 3: Se afladio NaH (2,45 g, 61 mmol, dispersion en aceite mineral al 60 % en peso) a
una solucion de 2-bromoacetato de terc-butilo (22,3 ml, 150 mmol) y TBAI (1,51 g, 4,08 mmol)
en THF anh. (30 ml). La suspension se enfrio a -10 °C. Se afiadié gota a gota una solucion de
acido (2R,4S)-1-((benciloxi)carbonil)-4-hidroxipirrolidin-2-carboxilico (14,5 g, 40,8 mmol) en
THF anh. (30 ml) se afiadié gota a gota a la mezcla mantenida por debajo de -10 °C. Después de
la adicion, la mezcla de reaccion se dejo calentar a TA y se agito a TA durante 12 h. La mezcla
de reaccion se vertio lentamente en NH4Cl sat. helado (75 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x
100 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se seco sobre Na;SO4
anh., se filtré y se concentré al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna
de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 1-50 % en PE para proporcionar (2R,4S)-4-(2-(terc-
butoxi)-2-oxoetoxi)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de dibencilo. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-
d): 0 7,32-7,15 (m, 10H), 5,16-4,97 (m, 4H), 4,44-4,41 (m, 1H), 3,75-3,68 (m, 1H), 3,64-3,59 (m,
1H), 2,33-2,19 (m, 2H), 1,41 (s, 9H).

Etapa 4: Una solucion de (2R,4S)-4-(2-(terc--butoxi)-2-oxoetoxi)pirrolidin-1,2-
dicarboxilato de dibencilo (18,0 g, 48,9 mmol) en una mezcla 1:1 (v/v) de EtOAc y EtOH
(460 ml) se hidrogend sobre Pd/C (1,0 g, 10 % en peso) a 50 °C durante 24 h con 344,74 kPa
(50 psi) de dihidrogeno. La mezcla de reaccion se filtré a través de un lecho de Celite® y el
filtrado se concentro6 para proporcionar el producto en bruto acido (2R,4S)-4-(2-(terc-butoxi)-2-
oxoetoxi)pirrolidin-2-carboxilico. EM IEN calculada para C11H1sNOs[M + H]" 246,13,
encontrada 246,2. RMN de *H (400 MHz, metanol-da): 6 4,32-4,29 (m, 1H), 4,17-4,12 (m, 1H),
4,06-4,04 (t, J = 8 Hz, 2H), 3,46-3,36 (m, 1H), 2,55-2,49 (m, 1H), 2,06-1,99 (m, 1H), 1,47 (s,
9H).

Etapa 5: Se afiadieron NaHCOs (6,2 g, 73 mmol) y Fmoc-OSu (12,3 g, 36,5 mmol) a una
solucién de acido (2R,4S)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetoxi)pirrolidin-2-carboxilico (9,0 g,
37 mmol) en dioxano (40 ml) y agua DI (20 ml). La mezcla de reaccion se agit6 a TA durante
5 h. La solucidn de reaccidn se diluy6 en agua DI (50 ml) y se extrajo con MTBE (2 x 30 ml). El
pH se ajustd a 2 con solucion ac. de HCI 1 Ny se extrajo con EtOAc (2 x 80 ml). Las capas

organicas combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron sobre Na;SO4 anh. y se
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filtraron. El filtrado se concentro a presion reducida y el residuo se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 1-100 % en PE para obtener
acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetoxi)pirrolidin-2-
carboxilico. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,69-7,67 (m, 2H), 7,62-7,60 (m, 2H),
7,51-7,43 (m, 4H), 4,66-4,33 (m, 3H), 4,18-4,15 (m, 2H), 3,88-3,83 (m, 2H), 3,63-3,51 (m, 2H),
2,35-2,30 (m, 1H), 2,24-2,08 (m, 1H), 1,41 (s, 9H).

Esquema de sintesis 21

Etapa 1 J\ Etapa 2
LA
N/ NH

HO o) HO. 0 AN CbzHN" ™0 0
b....< )\ D'”« “Cbz D..u/(
N OH DCM N 0 < BF3'OEt,, tolueno N o <
Fmoc Fmoc Fmoc
Etapa 3 Etapa 4 CI_
O O + 0 O
Nal, TMSCI HoNT > \O/( Mel, NaHCO, >w/\/ D/(
_—————— = _——————
MeCN N  OH MeOH N OH
Fmoc Fmoc

Fmoc-dProt4OEtNMe3-OH
Cloruro de 2-(((3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-carboxipirrolidin-3-il)oxi)-
N,N,N-trimetiletan-1-aminio (Fmoc-dProt4OEtNMe3-OH)

Etapa 1: Se afiadio (E)-N,N'-diisopropilcarbamimidato de terc-butilo (22,7 g, 113 mmol)
a una solucién de acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-hidroxipirrolidin-2-
carboxilico (10,0 g, 28,3 mmol) en DCM (100 ml) a TA. La mezcla se agit6 a 40 °C durante 1 h.
La mezcla se enfrio a TA y se concentrd a presion reducida. El residuo se purifico mediante
cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-70 % en PE para obtener
(2R,4S)-4-hidroxipirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-((9H-fluoren-9-il)metil) 2-(terc-butilo). EM
IEN calculada para C2:H27NOsNa [M + Na]* 432,19, encontrada 432,05.

Etapa 2: Se afiadi6 aziridin-1-carboxilato de bencilo (4,85 g, 27,4 mmol) se afiadi6 a una
mezcla de (2R,4S)-4-hidroxipirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-((9H-fluoren-9-il)metil) 2-(terc-
butilo) (11,2 g, 27,4 mmol) en tolueno (110 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C durante
30 min, se afiadio dietil eterato de trifluoruro de boro (0,776 g, 5,47 mmol) gota a gota a la
mezcla a 0 °C durante un periodo de 1 h. La mezcla se agité durante 1 h adicional a TA. La

mezcla se concentrd a presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en
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columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-70 % en PE para obtener (2R,4S)-4-(2-
(((benciloxi)carbonil)amino)etoxi)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-((9H-fluoren-9-il)metil) 2-
(terc-butilo). EM IEN calculada para CzsHssN2O-7Na [M + Na]* 609,27, encontrada 609,50. RMN
de 'H (400 MHz, metanol-ds): § 7,74-7,56 (m, 2H), 7,55-7,41 (m, 1H), 7,37-7,16 (m, 10H), 5,03
(s, 2H), 4,43-3,96 (m, 5H), 3,70-3,52 (m, 1H), 3,51-3,19 (m, 5H), 2,38-2,16 (m, 1H), 2,08-1,91
(m, 1H), 1,39 (s, 9H).

Etapa 3: Se afiadieron yoduro de sodio (4,85 g, 32,4 mmol) y clorotrimetilsilano (3,52 g,
32,4 mmol) a una solucion de (2R,4S)-4-(2-(((benciloxi) carbonil)amino)etoxi)pirrolidin-1,2-
dicarboxilato de 1-((9H-fluoren-9-il)metil) 2-(terc-butilo) (1,9 g, 3,2 mmol) en MeCN (20 ml) a
TA. La mezcla se agit6 d.n. a TA. La mezcla se concentré a presion reducida y el residuo se
purificd mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones:
Columna: Ultrarrapida C18 (40 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,05%), Fase movil B: MeCN;
Elucion en gradiente: 2-30%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se
concentraron a presion reducida para obtener acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)-4-(2-aminoetoxi)pirrolidin-2-carboxilico. EM IEN calculada para
C22H25N20s [M + H]* 397,17, encontrada 397,40.

Etapa 4: Se afiadieron yodometano (3,04 g, 21,4 mmol) y NaHCO3 (1,80 g, 21,4 mmol) a
una solucién de acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(2-aminoetoxi)pirrolidin-
2-carboxilico (1,70 g, 4,3 mmol) en MeOH (15 ml) a TA. La mezcla se agitdé d.n. a TA. La
mezcla se filtrd y el filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se purificé mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase movil A: agua (HCI al 0,1 %), Fase mdvil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-
70%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener cloruro de 2-(((3S,5R)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi) carbonil)-5-
carboxipirrolidin-3-il)oxi)-N,N,N-trimetiletan-1-aminio. EM IEN calculada para C2sH31N20s
[M]* 439,22, encontrada 439,15. RMN de *H (400 MHz, metanol-da): 6 7,82-7,59 (m, 4H), 7,41-
7,26 (m, 4H), 4,40-4,38 (m, 2H), 4,36-4,34 (m, 3H), 4,07-3,90 (m, 2H), 3,79-3,44 (m, 4H), 3,13
(s, 9H), 2,54-2,31 (m, 1H), 2,10-1,92 (m, 1H).
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Esquema de sintesis 22

Etapa 1 Etapa 2

HO,,' o) TSO,,' 0 NC 0
D{ TsCl, piridina D/< TBACN, DMSO b/{
N o— CHCl3 N o— N 0—
Boc Boc Boc
Etapa 3 N- Etapa 4 Etapa 5
N’” PI ’;N\N
Bu,Sn(OAc), TMSN; ' O  HCI (4 M en dioxano) N\N ' o LiOH
—_——
tolueno H '/< THF H /( THF, H,0
N  0— N O—
Boc H
Ny Etapa 6 N’N“N Etapa 7 NIN“N
’ [ |
N | Fmoc-OSu, NaHCO4 N 0 TrtCl, TEA ‘N 0
N Ve H ol T A
< THF, H,0 DCM Trt
N OH N OH N OH
H Fmoc Fmoc

Fmoc-dProt4Tet(Trt)-OH

Acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(1-tritil-1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-
5 carboxilico (Fmoc-dProt4Tet(Trt)-OH)

Etapa 1: Se afiadieron cloruro de tosilo (31,1 g, 163 mmol) y piridina (19,8 ml,

245 mmol) a una solucion de 2-metil (2R,4R)-4-hidroxipirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-
butilo) (20,0 g, 82 mmol) en CHClIs (200 ml) a TA. La mezcla se agité a TA durante 24 h. La
mezcla se inactivé con HCI 0,1 M y se extrajo con DCM (2 x 350 ml). Las capas organicas

10 combinadas se lavaron con salmuera (2 x 250 ml), se secaron sobre Na,SO4 anh., se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia sobre gel de
silice, eluyendo con EtOAc en PE para obtener 2-metil (2R,4R)-4-(tosiloxi)pirrolidin-1,2-
dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN calculada para C1sH2sNO7Na [M + Na]* 422,14,
encontrada 422,05.

15 Etapa 2: Una mezcla de 2-metil (2R,4R)-4-(tosiloxi)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-
(terc-butilo) (15 g, 38 mmol) y cianuro de tetrabutilamonio (25 g, 94 mmol) en DMSO (150 ml)
se calentd d.n. a 45 °C. La mezcla se inactivd con agua (100 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x
300 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 200 ml), se secaron sobre
Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purifico mediante

20  cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc en PE para obtener 2-metil (2R,4S)-4-
cianopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN calculada para C12H1sN2Os—Boc
[M-Boc]* 155,13, encontrada 155,10. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): 6 4,53-4,35 (m,
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1H), 4,01-3,84 (m, 1H), 3,75 (s, 3H), 3,72-3,57 (m, 1H), 3,35-3,17 (M, 1H), 2,63-2,42 (M, 1H),
2,42-2,30 (m, 1H), 1,47-1,42 (m, 9H).

Etapa 3: Una mezcla de 2-metil (2R,4S)-4-cianopirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-
butilo) (3,5 g, 14 mmol), diacetato de dibutilestannanodiilo (4,83 g, 13,8 mmol) y trimetilsilil
azida (3,65 ml, 27,5 mmol) en tolueno (30 ml) se calentd y se agitdé d.n. a 50 °C. La mezcla se
concentro a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna Rp-
ultrarrdpida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A:
agua (TFA al 0,05%), Fase mévil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-26%; Detector: UV 210 nm.
Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presién reducida para obtener 2-metil
(2R,45)-4-(1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo). EM IEN calculada
para C12H19NsO4Na[M + Na]* 320,14, encontrada 320,00. RMN de *H (300 MHz, acetonitrilo-
ds): 6 4,48-4,38 (m, 1H), 3,99-3,82 (m, 2H), 3,74 (d, J = 6,1 Hz, 3H), 3,71-3,58 (m, 1H), 2,75-
2,39 (m, 2H), 1,46-1,41 (m, 9H).

Etapa 4: Una solucién de HCI (4,0 m en 1,4-dioxano, 30 ml, 120 mmol) se afiadié a una
solucion de 2-metil (2R,4S)-4-(1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-1,2-dicarboxilato de 1-(terc-butilo)
(2,8 g, 9,4 mmol) en THF (30 ml) a TA. La mezcla se agit6 a TA durante 8 h. La mezcla se
concentro a presion reducida para obtener (2R,4S)-4-(1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-carboxilato de
metilo, que se uso en la Etapa 5 sin purificacion. EM IEN calculada para C7H12Ns02 [M + H]*
198,09, encontrada 198,05.

Etapa 5: Una solucién ac. 1 N de LiOH (16,5 ml, 16,5 mmol) se afiadi6 a una solucién de
(2R,4S)-4-(1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-carboxilato de metilo (2,5 g, 8,2 mmol) en THF (17 ml) a
TA. La mezcla se agit6 a TA durante 2 h. La mezcla se acidificé a pH ~5 con HCI 1 M y después
se concentrd a presion reducida para obtener &cido (2R,4S)-4-(1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-
carboxilico, que se uso en la Etapa 6 sin purificacion. EM IEN calculada para CeH1oNs02 [M +
H]* 184,08, encontrada 184,05.

Etapa 6: Se afiadieron NaHCOs (2,98 g, 35,5 mmol) y Fmoc-OSu (2,63 g, 7,81 mmol) a
una solucién de acido (2R,4S)-4-(1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-carboxilico (2,6 g, 7,1 mmol) en
THF (20 ml) y agua (20 ml) a TA. La mezcla se agité a TA durante 4 h. La mezcla se acidifico a
pH ~5 con HCI 1 M y después se concentrd a presidn reducida. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase modvil A: agua (TFA al 0,05%), Fase movil B: MeCN; Elucién en gradiente: 2-

45%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
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reducida para obtener &cido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(1H-tetrazol-5-
il)pirrolidin-2-carboxilico. EM IEN calculada para C21H20NsO04 [M + H]* 406,14, encontrada
406,05.

Etapa 7: Se afiadieron TEA (1,34 ml, 9,62 mmol) y cloruro de tritilo (2,15 g, 7,70 mmol)
a una solucién de &cido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-4-(1H-tetrazol-5-
il)pirrolidin-2-carboxilico (2,6 g, 6,4 mmol) en DCM (30 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C
durante 30 min y después se calent6 a TA y se agit6 durante 2 h. La mezcla se concentro6 a
presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con
las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua, Fase movil
B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-72%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el
producto se concentraron a presion reducida para obtener acido (2R,4S)-1-(((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil)-4-(1-tritil-1H-tetrazol-5-il)pirrolidin-2-carboxilico. EM IEN calculada para
Ca0H32NsO4 [M—H- 646,25, encontrada 646,20. RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): § 12,95 (s,
1H), 7,97-7,80 (m, 2H), 7,70-7,54 (m, 2H), 7,47-7,14 (m, 13H), 7,07-6,86 (m, 6H), 4,55-4,08 (m,
4H), 3,96-3,79 (m, 2H), 3,78-3,65 (m, 1H), 2,73-2,55 (m, 1H), 2,43-2,24 (m, 1H).

Esquema de sintesis 23

Etapa 1 Etapa 2
| 0 o
Br 0
FmocHNjY OBn OBn
OBn NHFmoc TFA, DCM NHFmoc
_—
o 1) NiBry-glima, (0]
j< 1,10-fenantrolina, DMA O Etapa5
o 2)TBAI, Zn*, DMA O\K OH
Etapa 3 o Etapa 4 o
OBn OH
HATU, NH4CI, DIPEA NHFmoc Pd/C, H,, EtOAC NHFEmoc
DMF
0 (0]
NH, NH;

Fmoc-F3IMCONH2-OH
Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carboniil)amino)-3-(3-(2-amino-2-
oxoetil)fenil)propanoico (Fmoc-F3MCONH2-OH)
Etapa 1: Una solucion de NiClzeglima (0,81 g, 3,69 mmol) y 1,10-fenantrolina (0,67 g,

3,69 mmol) en DMA anh. (50 ml) se calent6 a 50 °C durante 30 min. La mezcla de 2-(3-
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bromofenil)acetato de terc-butilo (5,00 g, 18,44 mmol), (R)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de bencilo (9,72 g, 18,44 mmol) y TBAI (6,81 g,
18,44 mmol) en DMA anh. (50 ml) se afiadié a TA. Se afiadi6 cinc activado (2,41 g, 36,9 mmol)
y la mezcla se agit6 a TA durante 1 h. La mezcla de reaccion se filtré y se concentr6 al vacio. El
residuo se purificé mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes
condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase mévil
B: MeCN; Elucion en gradiente: 5-82%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el
producto se concentraron a presion reducida para obtener (S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)fenil)propanoato de bencilo. EM IEN
calculada para Cs7H3sNOs [M + H]* 592,26, encontrada 592,45. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): 6 7,76 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,56 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,44-7,27 (m, 9H), 7,19-7,09
(m, 2H), 7,05-6,83 (m, 2H), 5,30 (s, 2H), 4,75-4,68 (m, 1H), 4,50-4,31 (m, 2H), 4,23-4,09 (m,
1H), 3,11 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 2,87-2,61 (m, 2H), 1,42 (s, 9H).

Etapa 2: Se afiadié TFA (20 ml) a TA a una solucion agitada de (S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)fenil)propanoato de bencilo (4,1 g,
6,9 mmol) en DCM (20 ml). La solucidn se agité a TA durante 4 h. El disolvente se concentré a
presion reducida para proporcionar acido (S)-2-(3-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)
amino)-3-(benciloxi)-3-oxopropil)fenil)acético, que se usd directamente en la Etapa 3. EM IEN
calculada para Cs3H3oNOgs [M + H]* 536,20, encontrada 536,10.

Etapa 3: Se afiadieron NH4CI (0,66 g, 12,32 mmol), HATU (3,51 g, 9,24 mmol) y DIPEA
(2,15 ml, 12,32 mmol) a TA se afiadieron a una solucion agitada de acido (S)-2-(3-(2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi) carbonil)amino) -3-(benciloxi)-3-oxopropil)fenil)acético (3,3 g, 6,2 mmol)
en DMF (35 ml). La mezcla se agit6 a TA durante 4 h. La mezcla de reaccion se inactivo con
agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 300 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera (200 ml), se secaron sobre Na2SO4 anh. y se concentraron a presion reducida. El
residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH en
DCM (10:1; v/v) para obtener (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(3-(2-amino-
2-oxoetil) fenil)propanoato de bencilo. EM IEN calculada para C3sHz1N20s [M + H]* 535,22,
encontrada 535,40.

Etapa 4: Se disolvio (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-(3-(2-amino-2-
oxoetil)fenil)propanoato de bencilo (3,2 g, 6,0 mmol) en THF (60 ml). EI matraz se evacuo y se

rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (10 % p/p, 0,637 g, 0,60 mmol) al matraz. El matraz se
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evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agité durante 3ha TA en
una atmésfera de dihidrogeno. EI matraz se evacu6 y se rellend con N2 (5 veces). La mezcla
resultante se filtro a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavd con THF (2 x 30 ml).
El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se recristaliz6 en MeCN para proporcionar
acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-(3-(2-amino-2-
oxoetil)fenil)propanoico. EM IEN calculada para C26H2sN20s [M + H]* 445,17, encontrada
445,15. RMN de *H (300 MHz, metanol-ds): 6 7,77 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,59 (d, J = 7,5 Hz, 2H),
7,44-7,09 (m, 8H), 4,53-4,05 (m, 4H), 3,47 (s, 2H), 3,24-3,17 (m, 1H), 2,98-2,90 (m, 1H).

Esquema de sintesis 24

o
0
o\/\N)KOJ< N
H 1) TFA, DCM \
o 2) CH,0, NaBH(OAc)3, MeOH O i
B OH . 07N on
. 0~ N H
H 0
o O

Fmoc-Me2AEF-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-
(2(dimetilamino)etoxi)fenil)propanoico (Fmoc-Me2AEF-OH)

A una solucion agitada de acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-
(2-((terc-butoxicarbonil)amino)etoxi)fenil)propanoico (1,0 g, 1,8 mmol) en DCM (5 ml) se le
afiadio TFA (5 ml) a TA. La solucion se agité a TA durante 1 h. Después se concentro a presion
reducida y el TFA residual se coevaporo con tolueno (3 x 15 ml) al vacio. El producto en bruto

se us6 directamente sin purificacion adicional.

El producto en bruto se recogié en MeOH (20 ml). Se afiadieron formaldehido (660 pl;
37 % en peso en agua; 8,9 mmol) y triacetoxiborohidruro de sodio (1,89 g, 8,90 mmol) se
afiadieron a TA. La mezcla de reaccion se agitd d.n. a TA. La mezcla de reaccion se inactivo con
varias gotas de solucion 1 N de HCI y se concentr6 al vacio. El residuo se purifico mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Luknova® SuperSep®
C18 FR040-1 (55 g, Luknova Inc., Mansfield, MA); Fase mdvil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase
moévil B: MeCN (TFA al 0,1 %); Elucion en gradiente: 10-90 % sobre 10 volimenes de columna,
flujo: 40 ml/min; Detector: UV 215 nm. Las fracciones que contenian el producto se combinaron,

se concentraron a presion reducida y se liofilizaron para obtener &cido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
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il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(2 (dimetilamino)etoxi)fenil)propanoico. masa calculada por EM
IEN para C2sH30N20s [M + H]* 475,22, encontrada 475,3. RMN de H (400 MHz, DMSO-de): 6
12,77 (s a, 1H), 9,77 (s a, 1H), 7,89 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 7,66 (d, J =

7,0 Hz, 2H), 7,42 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,34-7,28 (m, 2H), 7,23 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,90 (d, J =
8,3 Hz, 2H), 4,30-4,21 (m, 2H), 4,21-4,08 (m, 4H), 3,51-3,47 (m, 2H), 3,03 (dd, J = 3,7, 13,8 Hz,
1H), 2,84 (s, 6H).

Esquema de sintesis 25

0
Fmoc-OSu, NaHCO4 /& 0
HCl o 0o
N H,0, THF O
’ .

Fmoc-Morpip6diMe-OH

Acido (S)-4-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-6,6-dimetilmorfolin-3-carboxilico (Fmoc-
Morpip6diMe-OH)

Después se afiadieron Fmoc-OSu (1,7 g, 5,1 mmol) a TA seguido de NaHCOs (1,8 g,
21 mmol), a una solucién agitada de clorhidrato del acido (S)-6,6-dimetilmorfolin-3-carboxilico
(0,82 g, 4,2 mmol) en THF (20 ml) y agua (20 ml). La mezcla resultante se agit6 d.n. a TA. El
pH se ajusto a5 con HCI 1 Ny se extrajo con EtOAc (2 x 70 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron sobre Na>SO4 anh. y se filtraron. El
filtrado se concentro a presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en
columna de gel de silice, eluyendo con MeOH al 0-10 % en DCM para proporcionar acido (S)-4-
(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-6,6-dimetilmorfolin-3-carboxilico. EM IEN calculada para
C22H23sNOs [M + H]* 382,16, encontrada 382,2. RMN de H (600 MHz, DMSO-ds): 6 13,08 (s,
1H), 7,90 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,67-7,56 (m, 2H), 7,41 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 7,35-7,28 (m, 2H),
4,53-4,42 (m, 1H), 4,42-4,35 (m, 1H), 4,35-4,22 (m, 2H), 3,95 (t, J = 10,9 Hz, 1H), 3,88-3,79 (m,
1H), 3,36-3,32 (m, 2H), 2,84 (m, 1H), 1,10 (s, 3H), 1,07 (s, 3H). RMN de *C (151 MHz,
DMSO-de): 0 171,1, 155,5, 143,7, 140,8, 127,7, 127,1, 125,2, 125,0, 120,1, 70,4/69,9, 67,0/66,9,
60,4/60,2, 53,4/52,8, 49,7/49,3, 46,7/46,5, 27,3/27,1, 20,4/20,3.
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Esquema de sintesis 26

Etapa 1 Etapa 2

Ph
Ph *CI 0

Ph O NH

] o P o
Hzm)v Ph” N

ZnCl,, TEA, MeCN

KOH, MeOH

Ph
Etapa3 >L MNWOH
Ph Ph 0]
Fmoc-OSu
OH
PhXN)K/\NAH/
H H S NazCO3, Acetona .

O

Fmoc-NEtCONHTrtG-OH

N-(((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-oxo-3-(tritilamino)propil)glicina (Fmoc-
NEtCONHTrtG-OH)

Etapa 1: Se afiadio acrilamida (2,00 g, 28,1 mmol) a una mezcla agitada de cloruro de
trifenilmetilo (7,84 g, 28,1 mmol) y cloruro de cinc (1) (3,83 g, 28,1 mmol) en MeCN (50 ml).
La mezcla resultante se agitd a TA durante 10 min. Posteriormente, una solucion de trietilamina
(3,92 ml, 28,1 mmol) en MeCN (20 ml) se afiadi6 a la mezcla durante 15 min. La reaccion se
agitd a TA durante 15 min adicionales. Después de inactivar con una solucién acuosa de citrato
de sodio tribasico dihidratado al 5 % y agitar durante 15 minutos adicionales, el disolvente
organico se concentro al vacio, tras lo cual se produjo una precipitacion. El producto se recuperd
mediante filtracion, se triturd con agua seguida de Et2O y se seco para producir N-tritilacrilamida.
EM IEN calculada para C22H20NO [M + H]* 314,4, encontrada 314,3. RMN de *H (500 MHz,
cloroformo-d): ¢ 7,36-7,22 (m, 15H), 6,71 (s, 1H), 6,41-6,13 (m, 2H), 5,68 (dd, J =9,1, 2,5 Hz,
1H).

Etapa 2: Se afiadio glicina (0,766 g, 10,2 mmol) a una solucion agitada de KOH (0,607 g,

10,8 mmol) en MeOH (55 ml) y la reaccién se agito a TA durante 10 min. Se afiadi6 a la mezcla
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N-tritilacrilamida (3,20 g, 10,2 mmol) y la reaccion se agitd d.n. a 60 °C. La mezcla se enfrié a
TA, se acidifico con AcOH (1,5 ml) y se dejo reposar, tras lo cual se produjo una precipitacion.
El residuo se filtr6 y se trituré con MeOH seguido de DCM para obtener (3-0xo-3-
(tritilamino)propil)glicina. EM IEN calculada para C24H2sN203 [M + H]" 389,47, encontrada

5 389,41. RMN de *H (500 MHz, metanol-da4): 6 7,36-7,18 (m, 15H), 3,81 (s, 2H), 3,26 (t, J =
6,6 Hz, 2H), 2,87 (t, J = 6,6 Hz, 2H).

Etapa 3: Una mezcla de N-(9-fluorenilmetoxicarboniloxi)succinimida (1,28 g,

3,79 mmol), (3-oxo-3-(tritilamino)propil)glicina (1,34 g, 3,45 mmol) y Na>CO3z (0,804 g,

7,59 mmol) en una mezcla 1:1 (v/v) de agua y acetona (40 ml) se agité d.n. a TA. La mezcla se
10  concentro parcialmente al vacio para retirar la acetona y se neutraliz6 a pH 7 afiadiendo HCI 1 N.

La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 50 ml), se lavd con salmuera (50 ml), se secO sobre NaSO4

anh., se filtrd y se concentrd al vacio. Los solidos se trituraron con Et2O para producir N-(((9H-

fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-oxo0-3-(tritilamino)propil)glicina. EM IEN calculada para

CsoH3sN20s [M + H]* 611,71, encontrada 611,50. RMN de *H (500 MHz, DMSO-ds): § 12,75 (s,
15  1H), 8,76 (s, 0.5H), 8,64 (s, 0.5H), 7,90 (t, J = 8,4 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,62 (d, J =

7,5Hz, 1H), 7,43 (¢, J = 7,3 Hz, 2H), 7,34-7,14 (m, 17H), 4,33-4,17 (m, 3H), 3,86 (s, 1H), 3,83

(s, 1H), 3,46 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 3,38 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 2,61-2,54 (m, 2H).

Esquema de sintesis 27

Etapa 1 Etapa 2
o 0 0
>r0m/\/NH3C| Br\)'LOBn BnO)H Fmoc-OSu, NaHCO3 BnO)H
_—
o) DIPEA, MeCN XO\H/\/NH THF, H,0 Xo\n/\/N\Fmoc
(0] (0]
Etapa 3 0 Etapad4 o
(0] o}
Cl)j\O/Y HJ\N,NHZ
TFA, DCM BnO H j\ H BnO
B
HO N. N N.
Y\/ Fmoc NMM, THF H™ N \n/\/ Fmoc
o] H o

Etapa 5 OBn Etapa 6 0
Reactivo de Burgess (&O Pd/C, H; HO)H O;
olueno 0 N. c N (0]
Tol <\ \'NK\/ Fmoc EtOA <\OWN/\/ jc‘)r
NE
20 Fmoc-NEt30xadG-OH
N-(2-(1,3,4-Oxadiazol-2-il)etil)-N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)glicina (Fmoc-

NEt30xadG-OH)
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Etapa 1: Se afiadieron 2-bromoacetato de terc-butilo (6,0 g, 30,8 mmol) y DIPEA
(10,8 ml, 61,5 mmol) a TA a una solucion agitada de clorhidrato de 3-aminopropanoato de terc-
butilo (16,8 g, 92 mmol) en MeCN (60 ml). La solucién se agité a TA durante 4 h. La reaccion se
concentrd a presion reducida y se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice,
eluyendo con EtOAc al 0-80 % en PE para proporcionar 3-((2-(benciloxi)-2-
oxoetil)amino)propanoato de terc-butilo. EM IEN calculada para C16H23NOsNa [M + Na]*
316,16, encontrada 316,25. RMN de H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,50-7,21 (m, 5H), 5,19 (s,
2H), 3,50 (s, 2H), 2,91-2,88 (m, 2H), 2,51-2,45 (m, 2H), 1,47 (s, 9H).

Etapa 2: Se afiadieron Fmoc-OSu (6,4 g, 19,0 mmol) y NaHCOs (8,9 g, 106 mmol) a TA
a una solucién de 3-((2-(benciloxi)-2-oxoetil)amino)propanoato de terc-butilo (6,2 g, 21,1 mmol)
en THF (60 ml) y H>O (60 ml). La reaccion se agito d.n. a TA. La mezcla se extrajo con EtOAc
(3 x 250 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (250 ml) y se secaron
sobre Na2SO,4 anh. Después de la filtracion, el filtrado se concentré a presion reducida y el
residuo se purificO mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes
condiciones: Columna: Ultrarrapida C18; Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil B:
MeCN; Elucidn en gradiente: 5-70%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el
producto se concentraron a presion reducida para obtener 3-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)(2-(benciloxi)-2-oxoetil)amino)propanoato de terc-butilo. EM IEN calculada
para C31H3zsNOgNa [M + Na]* 538,23, encontrada 538,15.

Etapa 3: Ser afiadié TFA (70 ml, 909 mmol) a TA a una solucion agitada de 3-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)(2-(benciloxi)-2-oxoetil)amino)propanoato de terc-butilo (7 g,
13,6 mmol) en DCM (70 ml). La solucidn se agité a TA durante 2 h. El disolvente se retir6 a
presion reducida para proporcionar acido 3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)(2-(benciloxi)-2-
oxoetil)amino)propanoico, que se uso en la Etapa 4 sin purificacion adicional. EM IEN calculada
para C27H26NOs [M + H]* 460,17, encontrada 460,30.

Etapa 4: Se afiadio carbonocloridato de isobutilo (1,6 g, 11,4 mmol) se afiadié a una
solucion agitada de acido 3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)(2-(benciloxi)-2-
oxoetil)amino)propanoico (5,0 g, 10,9 mmol) y 4-metilmorfolina (1,7 g, 16,3 mmol) en THF
(50 ml) a -78 °C. Después de 15 min, se afiadié hidrazida férmica (1,0 g, 16,3 mmol) y la mezcla
resultante se calentd lentamente a TA. Después de 1 h, la mezcla de reaccién se inactivd con HCI
0,5 My se extrajo con EtOAc (3 x 250 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con

salmuera (250 ml), se secaron sobre Na2SO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion
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reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo
con EtOAc en PE (1:3; v/v) para obtener N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-(2-
formilhidrazinil)-3-oxopropil)glicinato de bencilo. EM IEN calculada para C2sH2sN3Os [M + H]*
502,19, encontrada 502,35.

Etapa 5: Se afiadié hidroxido de (metoxicarbonilsulfamoil)trietilamonio (reactivo de
Burgess, 2,5 g, 10,6 mmol) a TA a una solucion de N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-
(2-formilhidrazinail)-3-oxopropil)glicinato de bencilo (5,3 g, 10,6 mmol) en tolueno (53 ml). La
mezcla se agit6 durante 1 h a 110 °C. La reaccion se enfrio a TA 'y se concentré al vacio. El
residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al
0-70 % en PE para proporcionar N-(2-(1,3,4-oxadiazol-2-il)etil)-N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonil)glicinato de bencilo. EM IEN calculada para C2sH26N3Os [M + H]* 484,18, encontrada
484,20.

Etapa 6: Se disolvid N-(2-(1,3,4-oxadiazol-2-il)etil)-N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonil)glicinato de bencilo (3,0 g, 6,2 mmol) en EtOAc (60 ml). El matraz se evacud y se
rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (0,66 g, 6,2 mmol, seco, 10 % en peso) al matraz. El
matraz se evacuod y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agitd durante 2 h
a TA en una atmosfera de dihidrégeno. El matraz se evacud y se rellend con N2 (5 veces). La
mezcla resultante se filtrd a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavé con EtOAc (2
x 30 ml). El filtrado se concentro a presion reducida. El residuo se recristalizé en Et,O para
obtener N-(2-(1,3,4-oxadiazol-2-il)etil)-N-(((9H-fluoren-9-il) metoxi)carbonil)glicina. EM IEN
calculada para C21H20N3Os [M + H]* 394,13, encontrada 393,95. RMN de *H (300 MHz, DMSO-
de): 0 12,71 (s, 1H), 9,14 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 7,98-7,72 (m, 2H), 7,90-7,80 (m, 2H), 7,46-7,15
(m, 4H), 4,42 (d, J =5,7 Hz, 1H), 4,34-4,15 (m, 2H), 4,04-4,02 (m, 1H), 3,89 (s, 1H), 3,71-3,60
(m, 1H), 3,47-3,42 (m, 1H), 3,17-3,11 (m, 1H), 2,78-2,73 (m, 1H).

Esquema de sintesis 28
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
HCI
0 H HENJ\fO Tt NH
Trt-OH, p-TsOH N Fmoc-OSu, DIPEA
L B, N OBn_, A~ 0B -
NH, tolueno, reflujo o TEA, tolueno 0 H DCM
(0]
Etapa 4
e} (0]
H,, Pd/C, EtOA
Trt\HJ\/\NJﬁ‘/OBn 2 c Tn\EJ\/\NJWOH
|
chn::O Fmoc0

Fmoc-NEtCONHTrtA-OH

N-(((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-oxo-3-(tritilamino)propil)-L-alanina (Fmoc-
NEtCONHTrt-OH)

Etapa 1: A una mezcla de acrilamida (10,7 g, 150 mmol) en tolueno (800 ml) se le
afiadieron trifenilmetanol (58,6 g, 225 mmol) y p-TsOH (7,8 g, 45,0 mmol) a TA. La reaccion se
agito y se calento d.n. a 110 °C con un aparato de Dean-Stark. La solucion resultante se enfrio a
TA y se inactivo con NaHCOs ac. sat. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 1000 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 200 ml), se secaron sobre Na SO anh.
y se filtraron. El filtrado se concentro al vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia
sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-35 % en PE para obtener N-tritilacrilamida. EM
IEN calculada para C22H2oNO [M + H]* 314,15, encontrada 314,20. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): ¢ 7,37-7,15 (m, 15H), 6,26-6,12 (m, 2H), 5,62-5,60 (m, 1H).

Etapa 2: Se afiadio TEA (5,6 ml, 40,2 mmol) a TA a una suspensién de clorhidrato de L-
alaninato de bencilo (8,7 g, 40,2 mmol) en tolueno (150 ml). La mezcla resultante se agitd a TA
durante 10 min. Después, se afiadid N-tritilacrilamida (8,4 g, 26,8 mmol) a la mezcla. La mezcla
de reaccidn se agitd y se calentd d.n. a 100 °C. Los compuestos volatiles se concentraron al
vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al
0-65 % en PE para obtener (3-oxo-3-(tritilamino)propil)-L-alaninato de bencilo. EM IEN
calculada para Cs2H33N203 [M + H]* 493,24, encontrada 493,20. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): 6 9,03 (s, 1H), 7,42-7,22 (m, 15H), 7,22-7,17 (m, 5H), 5,13 (d, J = 1,8 Hz, 2H),
3,44-3,30 (m, 1H), 3,05-2,91 (m, 1H), 2,82-2,69 (m, 1H), 2,42-2,37 (m, 2H), 1,18 (d, J = 6,9 Hz,
3H).

Etapa 3: Se afiadieron DIPEA (6,8 ml, 39,0 mmol) y Fmoc-OSu (5,3 g, 15,6 mmol) a TA
a una solucién de (3-oxo-3-(tritilamino)propil)-L-alaninato de bencilo (6,4 g, 13,0 mmol) en

DCM (60 ml). La mezcla de reaccion se agit6 d.n. a TA y después se concentro a presion
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reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc
al 0-45 % en PE para obtener N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-0x0-3-
(tritilamino)propil)-L-alaninato de bencilo. EM IEN calculada para C47H43N20s [M + H]" 715,31,
encontrada 715,35. RMN de *H (300 MHz, acetonitrilo-ds):  7,89-7,73 (m, 2H), 7,71-7,51 (m,
2H), 7,47-6,94 (m, 24H), 5,18-4,87 (m, 2H), 4,55-4,33 (m, 2H), 4,31-4,12 (m, 2H), 3,52-3,14 (m,
2H), 2,58-2,25 (m, 2H), 2,05-1,97 (m, 3H).

Etapa 4: Se disolvié N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-o0xo-3-
(tritilamino)propil)-L-alaninato de bencilo (5,3 g, 7,4 mmol) en EtOAc (40 ml). El matraz se
evacud y se rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (2 g, 18,79 mmol, seco, 10 % en peso) al
matraz. El matraz se evacud y se volvio a llenar con Ha (5 veces). La mezcla resultante se agitd
durante 6 h a TA en una atmosfera de dihidrégeno. EIl matraz se evacud y se relleno con N2 (5
veces). La mezcla resultante se filtrd a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavo con
EtOAc (2 x 80 ml). El filtrado se concentré a presion reducida. La mezcla de diastere6meros se
separ0 mediante CFS: (columna: CHIRAL ART® Celulosa-SB (250 x 30 mm, 5 um); fase
movil: [0,1 % de NHs 2 M-MeOH] en MeOH; % de B: 35-35 %, 10 min).

Las fracciones a 6,23 min se combinaron y se concentraron al vacio para obtener N-(((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-oxo-3-(tritilamino)propil)-L-alanina. EM IEN calculada para
Ca0H37N205 [M + H]* 625,26, encontrada 625,20. RMN de *H (300 MHz, metanol-ds) & 7,75 (s,
2H), 7,66-7,57 (m, 2H), 7,42-7,12 (m, 19H), 4,51-4,12 (m, 4H), 3,59-3,34 (m, 2H), 2,70-2,31 (m,
2H), 1,38-1,23 (m, 3H).

Las fracciones a 7,62 min se combinaron y se concentraron al vacio para obtener N-(((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-N-(3-oxo-3-(tritilamino)propil)-D-alanina. EM IEN calculada para
Ca0H37N205 [M + H]* 625,26, encontrada 625,15. RMN de *H (300 MHz, metanol-ds) & 7,75 (s,
2H), 7,65-7,57 (m, 2H), 7,42-7,14 (m, 19H), 4,51-4,13 (m, 4H), 3,63-3,34 (m, 2H), 2,71-2,32 (m,
2H), 1,29 (s, 3H).

Esquema de sintesis 29
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— >]\ —
CH,Cl, OJLN o 2. Fmoc-0Su, Na,COs5 Fmoc.. o
H acetona, agua N

0 H
j< OH
Fmoc-NleF2-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-5,5-difluorohexanoico (Fmoc-
NleF2-OH)

Etapa 1: Se afiadieron clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (2,32 g, 23,7 mmol),
HATU (9,02 g, 23,7 mmol) y DIPEA (10,4 ml, 59,3 mmol) a una solucion de &cido (S)-5-(terc-
butoxi)-4-((terc-butoxicarbonil)amino)-5-oxopentanoico (6,00 g, 19,8 mmol) en DMF anh.
(25 ml). La solucion resultante se agito a TA durante 90 min. La mezcla se repartio entre EtOAC
(400 ml) y salmuera (200 ml). La fase organica se lavd con salmuera (2 x 200 ml), se secé sobre
Na2SO;4 anh., se filtro y se concentro al vacio. El residuo se purifico en cromatografia en columna
de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-50 % en hexano para proporcionar N2-(terc-
butoxicarbonil)-N°-metoxi-N°-metil-L-glutaminato de terc-butilo. EM IEN calculada para
C16H30N206 [M + H]" 347,22, encontrada 347,2.

Etapa 2: Una solucién de cloruro de metilmagnesio (3,0 M en THF, 33,7 ml, 100 mmol)
se afiadio gota a gota a una solucion de N2-(terc-butoxicarbonil)-N°-metoxi-N°-metil-L-
glutaminato de terc-butilo (7,0 g, 20 mmol) en THF anh. (30 ml) y tolueno (20,0 ml) a -78 °C. La
solucion resultante se agitd a —78 °C durante 4 h y después se dejo calentar hasta 0 °C durante
5 min. La mezcla de reaccion después se inactivd mediante la adicidn gota a gota de una solucion

ac. sat. de NH,CI (40 ml). La mezcla se repartio entre EtOAc (200 ml) y una solucion ac. sat. de
NH,CI (200 ml). La fase organica se lavd con NH,Cl ac. sat. (200 ml), agua (2 x 200 ml), se secd
sobre Na,SO, anh., se filtro y se concentro. El residuo se purifico en cromatografia en columna

de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-50 % en hexano para proporcionar (S)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)-5-oxohexanoato de terc-butilo. EM IEN calculada para C15sH27NOs [M +
H]* 302,20, encontrada 302,2.
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Etapa 3: Se afiadi6 trifluoruro de (dietilamino)azufre (6,54 ml, 49,5 mmol) a una solucién
de (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-5-oxohexanoato de terc-butilo (5,33 g, 17,7 mmol) en
DCM (20 ml) a 0 °C. La solucion resultante se agito de 0 °C a TA durante una noche. La
solucion se vertié gota a gota en una mezcla de solucién ac. sat. de NaHCO3z (300 ml) y DCM
(200 ml). La mezcla se agité a TA durante 30 min, después se extrajo con DCM (2 x 200 ml).
Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre Na,SO4 anh., se filtraron y se concentraron al
vacio. El residuo se purifico en cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc
al 0-50 % en hexano para proporcionar (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-5,5-difluorohexanoato
de terc-butilo. EM IEN calculada para CisH27F2NO4 [M + H]* 324,20, encontrada 324,2.

Etapa 4: Se afiadié TFA (6 ml, 80 mmol) a una solucién de (S)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)-5,5-difluorohexanoato de terc-butilo (1,27 g, 3,93 mmol) en DCM
(20 ml). La solucion resultante se agité a TA durante 3 h. Los compuestos volatiles se retiraron a
presion reducida. El residuo se disolvié en una mezcla 1:1 (v/v) de acetonitrilo y agua (20 ml).
La solucion de residuo se liofilizo. Los solidos resultantes se disolvieron en acetona (10 ml) y
agua (10 ml). Se afiadieron carbonato de sodio (0,83 g, 7,9 mmol) y Fmoc-OSu (1,33 g,
3,93 mmol) a la solucion resultante. La mezcla se agito a TA durante 2 h. Los compuestos
volatiles se evaporaron parcialmente a presion reducida. La fase acuosa se acidifico a pH ~3
mediante adicion de solucion ac. de HCI 1 N. La mezcla se extrajo con DCM (3 x 80 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron sobre Na2SOs anh., se filtraron y se concentraron al
vacio. El residuo se purifico en cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH
al 0-10 % en DCM para proporcionar acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-
5,5-difluorohexanoico. EM IEN calculada para C2:H2:F2NO4 [M + H]* 390,15, encontrada 390,3.
RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12,61 (s, 1H), 7,90 (d, J =5 Hz, 2H), 7,72 (t, J = 7,5 Hz,
2H), 7,42 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,34 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 4,31-4,30 (m, 2H), 4,25-4,22 (m, 1H),
4,02-3,98 (m, 1H), 1,98-1,84 (m, 4H), 1,61 (t, J = 20 Hz, 3H). RMN de *°F (376 MHz, DMSO-
de): 0 -88,6.

Esquema de sintesis 30
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Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
CO,tBu CO,tBu COZ\Eu cozxa
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—_————
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o]

Etapa 4 COABU  Etapa 5 CO,tBu CO4tBu CO,tBu COtBu
NaQCOn, Fmoc-OSu BnBr, NaHCD-,
DMF
FmocHN FmocHN FmocHN FmocHN" FmocHN"
Etapa 6 COztBu
| HaPac
MEOH
FmocHN

Fmoc-RbOHPhed4CO2tBu-OH

Acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)fenil)-
3-hidroxipropanoico (Fmoc-RbOHPhe4CO2tBu-OH)

Etapa 1: Se realizaron dos lotes en paralelo. Se afiadieron (terc-butoxicarbonil)glicinato
de etilo (37,0 g, 182 mmol) y THF anh. (1,2 I) a un matraz de tres bocas. El matraz se purgo con
N2 tres veces y la solucidn se enfrid a —60 °C. Se afiadio solucion de bis(trimetilsilil)amida de
litio (2 M en THF, 191 ml) gota a gota, manteniendo la temperatura por debajo de -60 °C. La
reaccion se agito a -65 °C durante 1 h. Después se afiadio 4-formilbenzoato de terc-butilo
(30,0 g, 146 mmol) mientras la mezcla se mantenia por debajo de -60 °C. Después, la reaccion se
dejo calentar a TA y se agitd durante 4 h. Los dos lotes se combinaron y se afiadieron en solucion
ac. sat. de NH4Cl (1,0 I) y después se extrajeron mediante EtOAc (3 x 500 ml). Las capas
organicas combinadas se concentraron a presion reducida para obtener el producto en bruto, que
después se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con EtOAc en
PE (50:1-0:1; v/v) para proporcionar 4-(2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-etoxi-1-hidroxi-3-
oxopropil)benzoato de terc-butilo en forma de una mezcla de cuatro isdmeros. EM IEN calculada
para C21Hz1NO7 [M —tBu — Boc + 2H]* 254, encontrada 254. RMN de *H (400 MHz, metanol-
ds): 07,92 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,35-4,90 (m, 1H), 4,50-4,36 (m, 1H),
4,29-4,00 (m, 3H), 1,62-1,55 (m, 9H), 1,32 (m, 9H), 1,28-1,13 (m, 3H).

Etapa 2: Se afiadioé LiOHH20 (12,5 g, 298 mmol) a una solucion de 4-(2-((terc-
butoxicarbonil)amino)-3-etoxi-1-hidroxi-3-oxopropil)benzoato de terc-butilo (61,0 g, 149 mmol)
en agua DI (120 ml) y MeOH (400 ml), y la mezcla se agit6 a TA durante 2 h. Después, la
mezcla se concentrd a presion reducida para retirar MeOH y el pH se ajust6 a 4-5. La solucion
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 300 ml) y las fases organicas combinadas se secaron sobre

NazS0O4 anh., después se concentraron a presion reducida para obtener acido 2-((terc-
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butoxicarbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)fenil)-3-hidroxipropanoico en forma de una
mezcla de cuatro isémeros. EM IEN calculada para C19H27NO7 [M — Boc + H]* 282, encontrada
282. RMN de ‘H (400 MHz, CDCls) & 7,91 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,54-7,39 (m, 2H), 5,44-4,95 (m,
1H), 4,46-4,33 (m, 1H), 1,59 (s, 9H), 1,32 (m, 9H).

Etapa 3: (Se realizaron tres reacciones en paralelo, después se combinaron para el
tratamiento y la purificacion en la Etapa 4). Se disolvié &cido 2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-
(4-(terc-butoxicarbonil)fenil)-3-hidroxipropanoico (18,2 g, 44,6 mmol) en HCl/dioxano (1 ™,
119 ml) y la mezcla se agité a TA durante 15 h. Tras finalizar, la mezcla resultante se uso
directamente en la siguiente etapa.

Etapa 4: Después se afiadi6 NaHCO3 (14,9 g, 6,93 ml, 178 mmol) a la mezcla para ajustar
elpHa8a0 °Cy lafase acuosa se separd (solucion 1). Después se afiadio una solucion de
Fmoc-OSu (21,0 g, 62,4 mmol) en dioxano (80 ml) a la solucion 1y la mezcla se agité durante
2 haTA. Despues, los tres lotes se combinaron y se concentraron a presion reducida para retirar
dioxano. El pH de la solucion acuosa se ajustd a 3—4 usando HCl ac. 1 M. Después, la solucion
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml) y las fases organicas combinadas se concentraron a
presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna de silice
(DCM:MeOH = 80:1 a 5:1; v/v) para proporcionar acido 2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)fenil)-3-hidroxipropanoico en forma de una mezcla de
cuatro isdmeros. EM IEN calculada para C29H2oNO7 [M + Na]* 526, encontrada 526. RMN de *H
(400 MHz, metanol-ds): 6 7,88 (dd, J = 8,0, 2,0 Hz, 2H), 7,77 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,52 (t, J =
10,4 Hz, 4H), 7,42-7,17 (m, 4H), 5,43-4,55 (m, 1H), 5,00-4,46 (m, 1H), 4,37-4,22 (m, 1H), 4,18-
3,92 (m, 3H), 1,51 (m, 9H).

Etapa 5: Se afiadieron NaHCOs (14,0 g, 167 mmol, 6,49 ml) y BnBr (28,5 g, 19,8 ml,
167 mmol) a una solucion de &cido 2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-
butoxicarbonil)fenil)-3-hidroxipropanoico (28,0 g, 55,6 mmol) en DMF (210 ml). La mezcla
resultante se agit6 d.n. a TA. Se afiadié agua (200 ml) para interrumpir la reaccion y la fase
acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua
(200 ml), se secaron sobre Na>SO, anh., se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE (80:1-
10:1; v/v) para obtener 4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-1-hidroxi-
3-oxopropil)benzoato de terc-butilo en forma de una mezcla de cuatro isémeros. CzsHssNO7 [M
+ Na]* 616, encontrada 616. La mezcla de isdémeros después se separé mediante SFC (columna:

DAICEL CHIRALPAK AD (250 x 50 mm, 10 um); fase mévil: [NH4sOH al 0,1 % en EtOH];
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[NH4OH al 0,1 % en EtOH]%: 60—60 %, 11 min), después SFC (columna: DAICEL
CHIRALPAK AD (250 x 50 mm, 10 um); fase mévil: [NH4OH al 0,1 % en EtOH]; [NH4OH al
0,1 % en EtOH]%: 50-50 %, 6,5 min) y después SFC (columna: DAICEL CHIRALCEL OD
(250 x 50 mm, 10 um); fase movil: [NH4OH al 0,1 % en EtOH]; [NH4OH al 0,1 % en EtOH]%:
60—60 %, 10 min) para proporcionar los compuestos A, B, C y D.

Etapa 6: Se afiadié Pd/C (529 mg, 2,25 mmol, 45 % en peso) a una solucién agitada de
Compuesto D (6,00 g, 10,1 mmol) en MeOH (500 ml). La mezcla resultante se purg6 con
dihidrogeno y se agit6 en atmosfera de dihidrogeno d.n. a TA. La suspension se filtro a través de
un lecho de Celite® y el filtrado se concentré a presion reducida. El residuo se purificé mediante
HPLC prep. (columna: Phenomenex Luna C18, 80 x 40 mm, 3 um; fase movil: [agua(HCI) y
MeCN]; % de MeCN: 45—75 %, 7 min) para proporcionar acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)fenil)-3-hidroxipropanoico. C2gH29NO7 [M —
tBu + 2H]* 448, encontrada 448. RMN de H (400 MHz, metanol-d4): J 7,88 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
7,77 (d, 3= 7,6 Hz, 2H) 7,57-7,47 (m, 4H), 7,55-7,22 (m, 4H), 5,42 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,46 (d,
J=7,6 Hz, 1H), 4,31 (dd, J = 9,8, 6,0 Hz, 1H), 4,16-3,97 (m, 2H), 1,52 (s, 9H).

Esquema de sintesis 31

Etapa 1 Etapa 2
|
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FmocHN\/Jﬁ7 >L >L
>L OBn 0o 6]
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o F F

1,10-fenantrolina, DMA 0] Pd/C, H, [e]

. - - .
o)\c[ 2) TBAI, Zn*, DMA EtOAc
B 0 0o

r FmocHN FmocHN
OBn OH
Fmoc-Phe2F2C0O0tBu-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-2-
fluorofenil)propanoico (Fmoc-Phe2F4COOtBu-OH)

Etapa 1: Una mezcla de NiCl>-glima (0,182 g, 0,827 mmol) y 1,10-fenantrolina (0,149 g,
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0,827 mmol) en DMA anh. (15 ml) se calenté a 50 °C durante 1 h. Después se afiadié una mezcla
de 4-bromo-3-fluorobenzoato de terc-butilo (1,365 g, 4,96 mmol), (R)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de bencilo (2,18 g, 4,13 mmol) y TBAI (1,527 g,
4,13 mmol) en DMA anh. (20 ml) a TA. Se afiadi6 cinc activado (0,541 g, 8,27 mmol) a la
solucion y la suspension resultante se agitd a 40 °C durante 4 h. La mezcla de reaccion se
inactivo con agua DI (80 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 250 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (3 x 100 ml), se secaron sobre Na.SO4 anh., se filtraron y se
concentraron al vacio. El residuo se purificé mediante cromatografia Rp-ultrarrapida con las
siguientes condiciones: Columna: ultrarrapida C18 (330 g); Fase mévil A: agua (TFA al 0,1 %),
Fase movil B: MeCN; (Gradiente: 5 % de B mantenido 5 min, hasta 52 % de B en 33 min, 56 %
de B mantenido 5,2 min; hasta 95 % de B en 2 min, 95 % de B mantenido 10 min); Caudal:

90 ml/min; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian producto se recogierony se
concentraron al vacio para proporcionar (S)-4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi) carbonil)amino)-3-
(benciloxi)-3-oxopropil)-3-fluorobenzoato de terc-butilo. EM IEN calculada para CzsHzsFNOs
[M + H ]* 596,24, encontrada 596,20. RMN de H (300 MHz, DMSO-ds): & 8,03-8,01 (m, 1H),
7,89-7,87 (m, 2H), 7,68-7,48 (m, 4H), 7,45-7,31 (m, 3H), 7,31-7,23 (m, 7H), 5,13 (s, 2H), 4,55-
4,35 (m, 1H), 4,26-4,24 (m, 2H), 4,14-4,11 (m, 1H), 3,27-3,24 (m, 1H), 3,08-3,00 (m, 1H), 1,53
(s, 9H). RMN de “°F (282 MHz, DMSO-dg): 6 -117,39.

Etapa 2: Se afiadio Pd/C (0,372 g, 3,5 mmol, 10 % en peso) a una solucién agitada de (S)-
4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-3-oxopropil)-3-fluorobenzoato de
terc-butilo (3,2 g, 5,4 mmol) en EtOAc (60 ml). La mezcla resultante se purg6 con dihidrégeno y
se agito en atmdsfera de dihidrogeno a TA durante 1 h. La suspension se filtro a traves de un
lecho de Celite® y el filtrado se concentro a presion reducida. El residuo se purifico mediante
cromatografia Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: C18 (330 g); Fase movil
A: agua (TFA al 0,05%), Fase movil B: MeCN; (Gradiente: 5 % de B mantenido 5 min, hasta
75% de B en 30 min, 80% de B mantenido 7 min; hasta 95 % de B en 2 min, 95 % de B
mantenido 10 min); Caudal: 100 ml/min; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian
producto se recogieron y se concentraron al vacio para proporcionar acido (S)-2-((((9H-fluoren-
9-il) metoxi) carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-2-fluorofenil)propanoico. EM IEN
calculada para C2gH29FNOg [M + NH3 + H]* 523,19, encontrada 523,15. RMN de H (300 MHz,
DMSO-de): 0 12,91 (s, 1H), 7,88-7,80 (m, 3H), 7,69-7,52 (m, 4H), 7,52-7,35 (m, 3H), 7,35-7,22
(m, 2H), 4,33-4,07 (m, 4H), 3,37-3,20 (m, 1H), 2,95-2,91 (m, 1H), 1,51 (s, 9H). RMN de °F
(282 MHz, DMSO-dg): 0 -117,38.
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Esquema de sintesis 32

Etapa 1 Etapa 2
P
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TBAI, DMA cl o
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o} o} 0]
Ccl O Ccl O Ccl O

Fmoc-Phe3CI14COtBu-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-
5 clorofenil)propanoico (Fmoc-Phe3Cl14COOtBu-OH)

Etapa 1: Se afiadieron DMAP (3,9 g, 31,9 mmol), TEA (22,2 ml, 159 mmol) y
dicarbonato de di-terc-butilo (27,8 g, 127 mmol) a una solucion de acido 4-bromo-2-
clorobenzoico (25,0 g, 106 mmol) en THF (250 ml) en atmdsfera de Ar a TA. La solucidn se
agito d.n. a TA. La mezcla de reaccidn se concentrd a presion reducida y el residuo se purificd

10  mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-60 % en PE para obtener 4-
bromo-2-clorobenzoato de terc-butilo. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,63-7,60 (m,
2H), 7,44-7,41 (m, 1H), 1,60 (s, 9H).

Etapa 2: Una mezcla de complejo de tilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel (I1) (1,8 g,

8,2 mmol) y 1,10-fenantrolina (7,4 g, 41,2 mmol) en DMA anh, (120 ml) se calent6 a 50 °C

15  durante 30 min. Se afiadi6 una solucion de 4-bromo-2-clorobenzoato de terc-butilo (12,0 g,
41,2 mmol), (R)-2-((terc-butoxicarbonil) amino)-3-yodopropanoato de metilo (14,9 g,
45,3 mmol) y yoduro de tetrabutilamonio (15,2 g, 41,2 mmol) en DMA anh. (120 ml)aTA a la
mezcla. Posteriormente se afiadié cinc activado (5,4 g, 82 mmol). La mezcla se agitd durante
24 ha 30 °C. La mezcla se filtrd y se concentrd a presion reducida. El residuo se purifico

20  mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-100% en PE, seguido de
purificacion mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones:
Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (NHsHCOz 5 mM), Fase movil B:

MeCN; Elucidn en gradiente: 0-75%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el
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producto se concentraron a presion reducida para obtener (S)-4-(2-((terc-butoxicarbonil) amino)-
3-metoxi-3-oxopropil)-2-clorobenzoato de terc-butilo. EM IEN calculada para C2oH2sCINOgsNa
[M + Na]* 436,16, encontrada 436,15. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): ¢ 7,69-7,67 (m,
1H), 7,19 (s, 1H), 7,07-7,04 (m, 1H), 4,59-4,57 (m, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,17-3,13 (m, 1H), 3,04-
2,98 (m, 1H), 1,60 (s, 9H), 1,43 (s, 9H).

Etapa 3: Una solucion ac. 1 N de LiOH (39 ml, 39 mmol) se afiadi6 a una solucion de (S)-
4-(2-((terc-butoxicarbonil) amino)-3-metoxi-3-oxopropil)-2-clorobenzoato de terc-butilo (8,00 g,
19,3 mmol) en THF (80 ml) a TA. La mezcla se agit6 a TA durante 2 h. La mezcla se concentro a
presion reducida para obtener &cido (S)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-clorofenil)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)propanoico, que se usé en la Etapa 4 sin purificacién. EM IEN calculada
para C19H26CINOgNa [M + Na]* 422,14, encontrada 422,10.

Etapa 4: Una solucion de cloruro de hidrogeno en 1,4-dioxano (4,0 M, 80 ml, 320 mmol)
se afiadio a una solucidn de acido (S)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-clorofenil)-2-((terc-
butoxicarbonil) amino)propanoico (8,0 g, 20,0 mmol) en THF anh. (80 ml) en atmdsfera de Ar a
TA. La mezcla se agito a TA durante 1 h. La mezcla se concentrd a presion reducida para obtener
acido (S)-2-amino-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-clorofenil) propanoico, que se usé en la Etapa 5
sin purificacion. EM IEN calculada para C14H19CINO4 [M + H]* 300,09, encontrada 300,15.

Etapa 5: Se afiadieron bicarbonato de sodio (7,0 g, 83 mmol) y N-(9-
fluorenilmetoxicarboniloxi) succinimida (5,06 g, 15,0 mmol) a una solucion de &cido (S)-2-
amino-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-clorofenil)propanoico (5,0 g, 16,7 mmol) en THF (50 ml) y
agua (50 ml) en atmésfera de Ar a TA. La mezcla se agité a TA durante 1 h. El pH se ajust6 a ~4
con una HCI 1 N ac. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (150 ml), se secaron sobre Na;SOs anh., se filtraron y se
concentraron a presion reducida. El filtrado se concentré a presion reducida y el residuo se
purificd mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones:
Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil B: MeCN;
Elucion en gradiente: 2-60%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se
concentraron a presion reducida para obtener acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-clorofenil)propanoico. EM IEN calculada
para Ca9H27CINOg [M—H]* 520,16, encontrada 520,25. RMN de *H (400 MHz, metanol-da): 6
7,78-7,76 (m, 2H), 7,63-7,49 (m, 3H), 7,38-7,35 (m, 3H), 7,30-7,20 (m, 3H), 4,47-4,43 (m, 1H),
4,37-4,33 (m, 1H), 4,23-4,10 (m, 2H), 3,28-3,23 (m, 1H), 2,98-2,92 (m, 1H), 1,55 (s, 9H).
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Esquema de sintesis 33

Etapa 1 Etapa 2
F O
J< F O F O
O J< J<
! 0 o)
F 0B Br Pd/C, H,
—_—
moc\N " piridin-2-carboxaimidamida, EtOAC
H o) NiCl,.DME, TBAI, Zn*, DMA Fmoc\N OBn Fmoc\N OH
H o H o

Fmoc-Phe3F4COO0OtBu-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-
fluorofenil)propanoico (Fmoc-Phe3F4COOtBu-OH)

Etapa 1: Una mezcla de complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel (1)
(0,333 g, 1,517 mmol) y clorhidrato de piridin-2-carboximidamida (0,478 g, 3,03 mmol) en
DMA anh. (80 ml) se agito y se calent6 a 50 °C durante 1 h. La mezcla se enfrio a TA. A esta
solucion, se le afiadio una mezcla de (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-
yodopropanoato de bencilo (8,00 g, 15,2 mmol), 4-bromo-2-fluorobenzoato de terc-butilo
(8,35 g, 30,3 mmol) y TBAI (11,2 g, 30,3 mmol) en DMA anh. (80 ml). Posteriormente, se
afiadio cinc activado (1,98 g, 30,3 mmol). La mezcla se agitd durante 2 ha TA. La mezcla se
diluy6 con agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas
se lavaron con salmuera (3 x 100 ml), se secaron sobre Na.SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se
concentro a presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia sobre gel de silice,
eluyendo con EtOAc en PE para obtener (S)-4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-
(benciloxi)-3-oxopropil)-2-fluorobenzoato de terc-butilo. EM IEN calculada para CzsH3zsFNOsNa
[M + Na]* 618,24, encontrada 618,25.

Etapa 2: Se disolvio (S)-4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-3-
oxopropil)-2-fluorobenzoato de terc-butilo (4,00 g, 6,72 mmol) en EtOAc (50 ml). EI matraz se
evacud y se rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (0,143 g, 1,34 mmol, seco, 10 % en peso) al
matraz. El matraz se evacuo y se volvio a llenar con Ha (5 veces). La mezcla resultante se agitd
durante 4 h a TA en una atmosfera de dihidrégeno. EI matraz se evacud y se rellen6 con N2 (5
veces). La mezcla resultante se filtro a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavo con
EtOAc (3 x 100 ml). El filtrado se concentroé a presion reducida. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase mévil A: agua, Fase mdvil B: MeCN; Elucion en gradiente: 0-50%; Detector:

UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion reducida para
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obtener acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3-
fluorofenil)propanoico. EM IEN calculada para C2gH2sFNOgNa [M + Na]* 528,19, encontrada
528,15. RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): ¢ 12,85 (s, 1H), 7,88 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,77-7,70
(m, 2H), 7,67-7,58 (m, 2H), 7,43-7,37 (m, 2H), 7,32-7,18 (m, 4H), 4,28-4,13 (m, 4H), 3,20-3,14
(m, 1H), 2,96-2,88 (m, 1H), 1,51 (s, 9H).

Esquema de sintesis 34

Etapa 1 Etapa 2
F O
)< F O F O
° ke Ak
' 0 0
Br F PdIC, H,
Fmoc.. OBn > F —_— F
N NiCl,.DME, TBAI, Zn*, EtOAc
H 0 piridin-2-carboxaimidamida, FmOC\N OBn Fmoc\N OH
D
H (0] H (0]

Fmoc-Phe35F24CO0tBu-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxicarbonil)-3,5-
difluorofenil)propanoico (Fmoc-Phe35F24COOtBu-OH)

Etapa 1: Una solucion de complejo de etilenglicol dimetil éter y cloruro de niquel (I1)
(0,33 g, 1,52 mmol) y clorhidrato de piridin-2-carboximidamida (0,48 g, 3,03 mmol) en DMA
anh. (80 ml) se agit6 y se calentdé a 50 °C durante 1 h. La mezcla se enfrié a TA y se afiadié una
solucion de (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodopropanoato de bencilo
(8,00 g, 15,2 mmol), 4-bromo-2,6-difluorobenzoato de terc-butilo (8,89 g, 30,3 mmol) y TBAI
(11,2 g, 30,3 mmol) en DMA anh. (80 ml). Después, se afiadio cinc activado (1,98 g, 30,3 mmol)
a la mezcla. La mezcla se agit6 durante 2 h a TA. La mezcla se diluy6 con agua (200 ml) y se
extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x
100 ml), se secaron sobre Na>SQO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El
residuo se purificO mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE para
obtener (S)-4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-3-oxopropil)-2,6-
difluorobenzoato de terc-butilo. EM IEN calculada para CasHs3sF2NOsNa [M + Na]* 636,23,
encontrada 636,20.

Etapa 2: Se disolvio (S)-4-(2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(benciloxi)-3-
oxopropil)-2,6-difluorobenzoato de terc-butilo (4,00 g, 6,52 mmol) en EtOAc (40 ml). El matraz
se evacuo y se relleno con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (0,277 g, 2,61 mmol, seco, 10 % en

peso) al matraz. EI matraz se evacuo y se volvié a llenar con H; (5 veces). La mezcla resultante
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se agito durante 4 h a TA en una atmosfera de dihidrogeno. El matraz se evacu0 y se rellen6 con
N2 (5 veces). La mezcla resultante se filtré a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se
lavo con EtOAc (3 x 80 ml). El filtrado se concentr6 a presion reducida. El residuo se purifico
mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna:
Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua, Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 60-
60%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener &cido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-(4-(terc-
butoxicarbonil)-3,5-difluorofenil)propanoico. EM IEN calculada para C29H27F2NOgNa [M + Na]*
546,18, encontrada 546,05. RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 6 12,87 (s, 1H), 7,88 (d, J=7,5
Hz, 2H), 7,77 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,63-7,59 (m, 2H), 7,43-7,38 (m, 2H), 7,32-7,25 (m, 2H), 7,15
(d, J=9,0 Hz, 2H), 4,30-4,17 (m, 4H), 3,19-3,13 (m, 1H), 2,96-2,87 (m, 1H), 1,51 (s, 9H).

Esquema de sintesis 35

Etapa 1 o] Etapa 2
| — 0 K\N)I\
HN N~< N\)
o n__/ TFA, DCM
>l\ Py OH XPhos Pd G, Cs,CO4
o ﬁ tolueno >L )O]\ o
o o N
H
(6]

o] O

K\NJ\ Etapa 3 K\Nk
N\) Fmoc-OSu, NaHCO3, H;0, THF N\)

OH
HoN FmocHN

0 OH
Fmoc-Phed4AcPip-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(4-acetilpiperazin-1-
il)fenil)propanoico (Fmoc-Phe4AcPip-OH)

Etapa 1: Se afiadié XPhos Pd G2 (2,06 g, 2,6 mmol) a TA en atmdsfera de N2a una
solucién agitada de acido (S)-3-(4-bromofenil)-2-((terc-butoxicarbonil)amino) propanoico
(6,00 g, 17,4 mmol) en tolueno (180 ml). La solucidn resultante se agité a 100 °C durante
10 min. Se afadieron 1-(piperazin-1-il)etan-1-ona (2,24 g, 17,4 mmol) y Cs.COs (5,04 g,

26,1 mmol) y la suspensidn resultante se agitd a 110 °C durante 2 h. La reaccion se enfrio a TA'y

144



10

15

20

25

30

25644-PCT

se interrumpi6 con agua DI (500 ml), se extrajo con EtOAc (2 x 500 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (3 x 200 ml), se secaron sobre Na>SQOa anh. y se filtraron. El
filtrado se concentrd a presion reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia en
columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-60 % en PE para proporcionar acido (S)-3-(4-
(4-acetilpiperazin-1-il)fenil)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)propanoico. EM IEN calculada para
C20H30N30s[M + H]* 392,21, encontrada 392,25. RMN de *H (400 MHz, metanol-d.): 6 7,12 (d,
J =8 Hz, 2H), 6,89 (d, J = 8 Hz, 2H), 4,16-4,13 (m, 1H), 3,72-3,65 (M, 4H), 3,14-3,04 (m, 4H),
2,93-2,81 (m, 2H), 2,13 (s, 3H), 1,38-1,29 (m, 9H).

Etapa 2: Se afiadiéo TFA (30 ml) a TA a una solucion agitada de &cido (S)-3-(4-(4-
acetilpiperazin-1-il)fenil)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)propanoico (10,0 g, 25,5 mmol) en
DCM (30 ml). La solucidn se agité a TA durante 1 h y después se concentrd a presion reducida.
El producto en bruto se usé directamente en la siguiente etapa sin purificacion adicional. EM IEN
calculada para C1sH22N3O3[M + H]*™ 292,16, encontrada 292,20.

Etapa 3: Se afiadieron Fmoc-OSu (6,34 g, 18,8 mmol) y NaHCOs (8,77 g, 104 mmol) a
una solucién agitada de acido (S)-3-(4-(4-acetilpiperazin-1-il)fenil)-2-(carboxiamino)propanoico
(7,00 g, 20,9 mmol) en una mezcla 1:1 (v/v) de THF y agua DI (50 ml). La mezcla resultante se
agitd a TA durante 2 h. EIl pH se ajusté a 5 con solucion de HCI 1 N al cuadrado y se extrajo con
EtOAc (2 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 100 ml) se
secaron sobre Na,SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentro a presion reducida y el residuo
se purificé mediante cromatografia Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna:
Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase movil B: MeCN; (Gradiente:
5 % de B mantenido 5 min, hasta 55% de B en 15 min, 55% de B mantenido 5 min; hasta 95 %
de B en 20 min, 95 % de B mantenido 5 min); Caudal: 90 ml/min; Detector: UV 210 nm. Las
fracciones que contenian producto se combinaron y se concentraron al vacio para proporcionar
acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(4-acetilpiperazin-1-
il)fenil)propanoico. EM IEN calculada para CsoHs2N3Os [M + H]* 514,23, encontrada 514,30.
RMN de *H (400 MHz, metanol-d.): 6 7,78-7,76 (m, 2H), 7,61-7,52 (m, 2H), 7,40-7,37 (m, 2H),
7,32-7,22 (m, 4H), 7,08-6,98 (m, 2H), 4,47-4,43 (m, 1H), 4,33-4,31 (m, 1H), 4,14-4,02 (m, 2H),
3,68-3,63 (m, 4H), 3,23-3,08 (m, 5H), 2,91-2,85 (m, 1H), 2,11 (s, 3H).

Esquema de sintesis 36

145



10

15

20

25

25644-PCT

o Etapa 1 Etapa 2 o Etapa 3
Ho = ‘ stoa Boc,O, DMAP LBUO & ‘ Pd/C, H,
- EE—
\N OH MeOH \N OMe AcOH
o o}

Etapa 4 Etapa 5 o)

0
+BuO _ NO"  ewo Fmoc-0Su. Na2C0s g0
EtOH H0 N OH MeCN, H,0 N OH
H )
0

FmocO

Fmoc-Pipc5C0O0tBu-OH

Acido (2S,5S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-(terc-butoxicarbonil)piperidin-2-
carboxilico (Fmoc-Pipc5COOtBu-OH)

Etapa 1: Se afiadio H>SO4 (37,6 g, 365 mmol) a una solucion agitada de acido piridin-2,5-
dicarboxilico (100 g, 598 mmol) en MeOH (700 ml) a TA. La solucidn se calent6 a 60 °C
durante 7 h. La mezcla de reaccion en bruto se vertio en agua (1 1) a 15 °C. El precipitado
resultante se recogié mediante filtracion. Despues, los solidos filtrados se lavaron con MeOH
para proporcionar acido 6-(metoxicarbonil)nicotinico. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de): § 9,16
(dd, J=1,6, 7,6 Hz, 1H), 8,42-8,47 (m, 1H), 8,16 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,91 (s, 3H).

Etapa 2: Se disolvio acido 6-(metoxicarbonil)nicotinico (40,0 g, 220 mmol) en MeOH
(280 ml) a TA. Se afiadieron DMAP (13,4 g, 110 mmol) y Boc.0O (120 g, 126 ml, 552 mmol) y la
mezcla de reaccion se agito a TA durante 12 h. El disolvente se disolvio a presion reducida y los
solidos se repartieron entre salmuera (300 ml) y EtOAc (300 ml). La capa organica se lavo con
salmuera (100 ml), se seco sobre anh Na.SO4 anh., se filtrd y se concentro al vacio. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE (20:1-
5:1; v/v) para proporcionar 2-metil piridin-2,5-dicarboxilato de 5-(terc-butilo). RMN de *H (400
MHz, DMSO-ds): 6 9,24 (dd, J = 1,6 Hz, 1H), 8,37 (dd, J = 2,0, 8,0 Hz, 1H), 8,18 (d, J = 8,0 Hz,
1H), 4,03 (s, 3H), 1,62 (s, 9H).

Etapa 3: Se afiadio 2-metil piridin-2,5-dicarboxilato de 5-(terc-butilo) (30.0 g, 126 mmol)
a una suspension de Pd/C (3,00 g, 17 mmol, 10 % en peso) en AcOH (600 ml) a TA. La mezcla
de reaccidn se purg6 con dihidrdgeno (tres veces) y después se calent6 a 50 °C, con agitacion
durante 12 h en atmdsfera de H» (344,74 kPa (50 Psi)). Los sélidos se filtraron a través de un
lecho de Celite®, se aclararon con AcOH. El filtrado se concentré a presion reducida. Los
solidos se repartieron entre EtOAc (300 ml) y salmuera (300 ml). La capa organica se lavo con

salmuera, se secd sobre Na;SOa, se filtrd y se concentré al vacio para obtener 2-metil (2S,5S)-
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piperidin-2,5-dicarboxilato de 5-(terc-butilo). RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): 6 3,71 (s,
3H), 3,47 (m, 1H), 3,13-3,12 (m, 1H), 2,88 (dd, J = 3,6, 12,8 Hz, 1H), 2,36 (m, 3H), 2,03-1,99
(m, 3H), 1,85-1,80 (m, 5H), 1,43 (s, 9H).

Etapa 4: Una solucion de NaOH (4.93 g, 123 mmol) en H>O (100 ml) se afiadi6 a una
solucion agitada de 2-metil (2S,5S)-piperidin-2,5-dicarboxilato de 5-(terc-butilo) (20,0 g,
82,2 mmol) en EtOH (120 ml) a TA. La mezcla de reaccion se agit6 a TA durante 12 h. Los
compuestos volatiles orgéanicos se retiraron a presion reducida para obtener &cido (2S,5S)-5-(terc-
butoxicarbonil)piperidin-2-carboxilico. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): 6 14,08 (s, 1H), 8,54
(d, J=8,8 Hz, 1H), 7,48 (s, 1H), 7,29 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 3,55 (s, 3H).

Etapa 5: Se afiadieron Fmoc-OSu (26,4 g, 78,5 mmol) y Na>CO3 (99,8 g, 94,2 mmol) a
una solucién agitada de acido (2S,5S)-5-(terc-butoxicarbonil)piperidin-2-carboxilico (18,0 g,
78,5 mmol) en agua DI (50 ml) y MeCN (75 ml) a TA. La solucion se agit6 a TA durante 12 h.
Los compuestos volatiles organicos se retiraron a presion reducida y los sélidos se repartieron
entre EtOAc (150 ml) y salmuera (150 ml). La capa organica se lavé con salmuera, se secé sobre
Na2SO;4 anh., se filtro y se concentro al vacio. El residuo se purifico mediante HPLC prep.
(columna: Phenomenex™ Luna™ C18 (250 x 70 mm,15 pm, (Phenomenex™, Torrance, CA));
fase movil: [agua(HCI)-MeCN]; % de B: 50-80%, 20 min). EI compuesto se purificé mediante
CFS (columna: Daicel ChiralPak® IG (250 x 50 mm, 10 um, Daicel Chiral Technologies, West
Chester, PA); fase movil: [0,1 % de NH4OH en agua—EtOH]; % de B: 45-45 %, 6 min) para
proporcionar acido (2S,5S)-1-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-5-(terc-
butoxicarbonil)piperidin-2-carboxilico. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 7,88-7,86 (m, 2H),
7,67-7,62 (m, 2H), 7,41-7,32 (m, 4H), 4,59 (s, 1H), 4,37-4,23 (m, 3H), 4,11-3,94 (dd, J = 12,4,
5,4 Hz, 1 H), 3,02-2,89 (m, 1H), 2,27-2,16 (m, 2H), 1,85-1,82 (m, 1H), 1,55-1,53 (m, 2H), 1,40
(m, 9H), 1,28-1,22 (m, 2H).

Esquema de sintesis 37
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Etapa 1 Etapa 2
o P 0 0
NIS, PPh;, DCM FmocHN,,
FmOCHNI'/EMOH BnBr, Cs,C0O3, DMF FmOCHNrLOBn 3 = J)LOBn
HO™ “Me HO™ “Me I~ "Me
Etapa 3

HCl OMe

— HoN —
FmocHN,J)kOB HN N - FmocHN,, FmocHN,,
n -

NiClo-glima, Zn, DMA

1~ "Me

N N~
A B
Etapa 4 FrmocHN Etapa 5 9
‘o OBn FmocHN,,, OH
H,, Pd/C, THF Ha, Pd/C, THF
—
‘ = Me i B Me
N = N =
A Fmoc-RbMe4Pal-OH B Fmoc-SbhMe4Pal-OH

Acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoico
(Fmoc-RbMe4Pal-OH) y acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-
(piridin-4-il)butanoico (Fmoc-SbMe4Pal-OH)

Etapa 1: Se afiadio BnBr (501 g, 2,93 mol) a TA gota a gota a una solucion de (((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-treonina (500 g, 1,46 mol) en DMF (3,00 I). Se afiadi6 Cs,CO3
(954 g, 2,93 mol) a la solucion. La mezcla de reaccion se agitd a TA durante 3 h. La mezcla de
reaccion se vertio en agua DI (20 I) a TA y el solido precipitd. Los solidos se recuperaron
mediante filtracion y la torta de filtracion se aclar6 con agua DI (2 x 1 1). La torta filtrada se seco
al vacio. El producto en bruto se trituré con MTBE (10 I) a TA durante 2 h. Los solidos se
recuperaron mediante filtracion y la torta filtrada se sec6 a presion reducida. El producto en bruto
se triturd con PE (10 I) a TA durante 6 h. Los solidos se recuperaron mediante filtracion y la torta
filtrada se secé a presion reducida para proporcionar (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-
treoninato de bencilo. RMN de *H (400 MHz, metanol-ds): § 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,66-7,56
(m, 2H), 7,40-7,27 (m, 10H), 5,19 (s, 2H), 4,42-4,19 (m, 5H), 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

Etapa 2: Se afiadio NIS (547 g, 2,43 mol) a 0 °C a una solucién de (((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)-L-treoninato de bencilo (350 g, 811 mmol) en DCM (3,5 I). Se afiadi6 PPhs
(638 g, 2,43 mol) a la solucion agitada. La mezcla de reaccidn se agité a 30 °C durante 5 h. La
mezcla de reaccion se concentro a presion reducida y el residuo se purificd mediante
cromatografia en columna de gel de silice (PE/DCM/EtOAc = 10:10:1; v/v/v) para proporcionar
(2R,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodobutanoato de bencilo. RMN de *H
(400 MHz, metanol-ds): 6 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,40-7,27 (m, 10H),
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5,20 (¢, J = 9,6 Hz, 2H), 4,53-4,50 (m, 2H), 4,42-4,37 (m, 2H), 4,24-4,21 (m, 1H), 1,84-1,79 (m,
3H).

Etapa 3: Solucidn A: Una solucion de NiCloeglima (4,06 g, 18,5 mmol) y clorhidrato de
4-metoxipicolinimidamida (3,47 g, 18,5 mmol) en DMA anh. (500 ml) se agit6 a TA durante
30 min en atmosfera de N2. Solucién B: Una solucion de (2R,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodobutanoato de bencilo (100 g, 185 mmol) y 4-yodopiridina
(37,9 g, 185 mmol) en DMA anh. (250 ml) se agit6 a TA durante 30 min en atmdsfera de N». Se
afiadié solucion B lentamente a la solucién A a TA en atmdsfera de N». Se afiadié cinc activado
(60,4 g, 924 mmol) en porciones a la solucion. La suspension se agitd a TA d.n. en atmdsfera de
N2. Los solidos se retiraron mediante filtracion y la torta filtrada se lavé con EtOAc (3 x 800 ml).
El filtrado se vertio en agua DI (2,0 I). La suspension se extrajo con EtOAc (3 x 1,5 I). Las capas
organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 800 ml), se secaron sobre Na.SO4 anh., se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purifico mediante HPLC prep.
(columna: Phenomenex™ Luna™ C18 250 mm, 10 um, (Phenomenex™, Torrance, CA); fase
movil: [agua (FA al 0,225 %)-MeCN]; % de MeCN: 40-70 %, 20 min) para proporcionar
(2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoato de bencilo y
(2S,39)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoato de bencilo en
forma de una mezcla. Parte de la mezcla se separé mediante separacion quiral por CFS (columna:
Daicel ChiralPak® AD (250 x 50 mm, 10 um, Daicel Chiral Technologies, West Chester, PA);
fase movil: [NHsOH al 0,1 % en IPA]; % de IPA: 50-50 %, 6,2 min). Los dos productos

separados se concentraron al vacio para proporcionar ambos diastereoisomeros.

(2S,3R)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoato de bencilo A:
RMN de *H (400 MHz, DMSO-de): & 8,44 (d, J =5,6 Hz, 2H), 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,87-
7,55 (m, 3H), 7,56-7,54 (m, 2H), 7,38-7,32 (m, 9H), 5,17 (d, J = 2,8 Hz, 2H), 4,37 (t, J = 9,2 Hz,
1H), 4,18-4,08 (m, 3H), 3,20-3,15 (m, 1H), 1,21-1,14 (m, 3H).

(2S,39)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoato de bencilo B:
RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,43 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 8,11 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,89 (d,
J=7,6 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,44-7,41 (m, 2H), 7,32-7,26 (m, 6H), 7,24-7,16 (m,
2H), 4,96 (dd, J = 35,6, 12,8 Hz, 2H), 4,41 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 4,26-4,16 (m, 3H), 3,28-3,23 (m,
1H), 1,25 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

Etapa 4: Se afiadi6 Pd/C (5,00 g, 10 % en peso) se afiadi6 a una solucién de (2S,3R)-2-
((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoato de bencilo A (52,0 g,
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106 mmol) en THF (300 ml) en atmésfera de N2. El matraz se evacud y se volvio a llenar con H»
(3 veces). La mezcla resultante se agitd durante 12 h a TA en una atmosfera de dihidrégeno
(103,42 kPa (15 psi)). El matraz se evacu0 y se relleno con N2 (5 veces). La mezcla resultante se
filtrd y la torta filtrada se lavé con THF (10 x 200 ml). El filtrado se concentré a presion
reducida. El producto en bruto se tritur6 con MTBE (100 ml) a TA durante 30 min. La
suspension se filtro y la torta filtrada se secé al vacio para proporcionar acido (2S,3R)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoico. EM IEN calculada para
C24H22N204 [M + H]* 403, encontrada 403. RMN de *H (400 MHz, T = 273+80K, DMSO-ds): §
8,44 (d, J = 4,8 Hz, 2H), 7,85 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,58 (d, J = 6,4 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 7,6 Hz,
2H), 7,32-7,26 (m, 4H), 4,29-4,10 (m, 4H), 3,21-3,15 (m, 1H), 1,26 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

Etapa 5: Se afiadio Pd/C (4,00 g, 10 % en peso) se afiadio a una solucién de (2S,3S)-2-
((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoato de bencilo B (75,0 g,
152 mmol) en THF (380 ml) en atmdsfera de N». El matraz se evacu0 y se volvio a llenar con H»
(3 veces). La mezcla resultante se agité durante 12 h a TA en una atmosfera de dihidrogeno
(103,42 kPa (15 psi)). El matraz se evacud y se rellené con N2 (5 veces). La mezcla resultante se
filtro y la torta filtrada se lavo con THF (10 x 200 ml). El filtrado se concentrd a presion
reducida. El producto en bruto se tritur6 con MTBE (100 ml) a TA durante 30 min. La
suspension se filtré y la torta filtrada se seco al vacio para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(piridin-4-il)butanoico. EM IEN calculada para
C24H22N204 [M + H]" 403, encontrada 403. RMN de *H (400 MHz, T = 273+80K, DMSO-ds): &
8,44 (d, J = 4,8 Hz, 2H), 7,86 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,68-7,62 (m, 2H), 7,41 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
7,32-7,25 (m, 4H), 4,33-4,25 (m, 3H), 4,19 (c, J = 6,8 Hz, 1H), 3,30-3,28 (m, 1H), 1,27 (d, J =
6,4 Hz, 3H).

Esquema de sintesis 38
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Etapa 1 Etapa 2
@] O O
FmocHN,, BnBr, Cs,C0O3 FmocHN,, NIS, PPhg FmocHN,,
OH » oBh —— ‘ OBn
DMF DCM
HO Me HO Me Me' |
Etapa 3
MeO OMe

(0] — — @)
>—< >—I Y/ \ FmocHN,,
tBu-0 \ N N / ’ OBn

NiCl>-glima, Mn’, TESCI, DMA

Y

O-tBu

O-tBu

Etapa 4 FmocHN,,

OH
H,, PdIC, THF

Me

O-tBu
Fmoc-SbMePhe4CO,tBu-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-
butoxicarbonil)fenil)butanoico (Fmoc-SbMePhe4CO2tBu-OH)

Etapa 1: A una solucion de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-treonina (500 g,
1,46 mol) en DMF (3,00 1) se le afiadié BnBr (501 g, 2,93 mol) gota a gota a TA. Se afiadié
Cs2C03 (954 g, 2,93 mol) a la solucion y la suspension resultante se agitd a TA durante 3 h. La
mezcla de reaccion se vertio en agua DI (20 1) a TA. Los sélidos se recuperaron mediante
filtracidn. La torta filtrada se aclaré con agua DI (2 x 1 I) y se seco al vacio para proporcionar el
producto en bruto. Los sélidos en bruto se trituraron con MTBE (10 I) a TA durante 2 h. La
suspension se filtré y la torta filtrada resultante se seco6 a presion reducida. El residuo se triturd
con PE (10 I) a TA durante 6 h. La suspensidn se filtré y los sélidos se secaron a presion reducida
para proporcionar (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-treoninato de bencilo. RMN de H (400
MHz, metanol-ds): 6 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,66-7,65 (m, 2H), 7,40-7,27 (m, 10H), 5,19 (s,
2H), 4,42-4,19 (m, 5H), 1,18 (d, J = 6,4 Hz, 3H).

Etapa 2: A una solucion de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-treoninato de bencilo
(350 g, 811 mmol) en DCM (3,5 1) se le afiadieron N-yodosuccinimida (547 g, 2,43 mol) y PPhs
(638 g, 2,43 mol) a 0 °C. La solucion se agit6 a 30 °C durante 5 h. La mezcla de reaccion se
concentrd a presion reducida. El residuo resultante se purificd mediante cromatografia en

columna de gel de silice (PE/DCM/EtOAc = 10:10:1; v/v/v) para proporcionar (2R,3S)-2-((((9H-
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fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodobutanoato de bencilo. RMN de *H (400 MHz,
metanol-ds): & 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,40-7,27 (m, 10H), 5,20 (c, J =
9,6 Hz, 2H), 4,53-4,50 (m, 2H), 4,42-4,37 (m, 2H), 4,24-4,21 (m, 1H), 1,84-1,79 (m, 3H).

Etapa 3: (Se realizaron tres reacciones en paralelo, después se combinaron para su
tratamiento y purificacion). En una caja de guantes llena de nitrogeno, se afiadieron NiClzeglima
(3,25 g, 14,8 mmol) y 4,7-dimetoxi-1,10-fenantrolina (3,55 g, 14,8 mmol) se afiadieron en DMA
anh. (500 ml). La mezcla se agité a TA durante 30 min. Después se afiadieron (2R,3S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodobutanoato de bencilo (80,0 g, 148 mmol) y 4-
yodobenzoato de terc-butilo (44,9 g, 148 mmol) a la solucién. Después, se afiadid6 manganeso
(16,2 g, 296 mmol) seguido de TMSCI (8,03 g, 9,38 ml, 73,9 mmol). La suspension se agito a
TA durante 12 h en atmdsfera de N2. Después, las tres suspensiones de reaccion se combinaron y
se filtraron, y la torta de filtro se aclar6 con EtOAc (2 x 500 ml). El filtrado se vertio en agua
(2,01). La capa organica y la fase acuosa se separaron, y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x
800 ml). La fase organica combinada se lavo con salmuera (2 x 1 ) y se seco sobre sulfato de
sodio anh. La fase organica se concentré al vacio para obtener un residuo, que se purifico en
primer lugar mediante Rp-HPLC (Phenomenex Titan C18 En masa 250 x 100 mm, 10 um; fase
movil: [NH4sHCO3 acuoso 10 mM y MeCN]; % de MeCN: 75-100 %, 20 min) para proporcionar
el producto en forma de una mezcla de dos diastereémeros. Los isomeros se separaron mediante
separacion quiral mediante SFC (DAICEL CHIRALPAK AD (250 x 50 mm, 10 um); fase movil:
[EtOH]; % de EtOH: 40-40 %, 3,6 min) para proporcionar los dos diasteredmeros separados.

4-((2S,3S)-3-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-4-(benciloxi)-4-oxobutan-2-
il)benzoato de terc-butilo (A). RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,85 (d, J = 8 Hz, 2H),
7,78 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7,54 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 7,43-7,28 (m, 8H), 7,05 (d, J = 8 Hz, 2H), 5,19-
5,03 (m, 3H), 4,70-4,66 (m, 1H), 4,49-4,44 (m, 1H), 4,37-4,33 (m, 1H), 4,22-4,18 (m, 1H), 3,45-
3,42 (m, 1H), 1,60 (s, 9H), 1,32 (d, J = 7,2 Hz, 3H).

4-((2R,3S)-3-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-4-(benciloxi)-4-oxobutan-2-
il)benzoato de terc-butilo (B). RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 7,79 (d, J = 8 Hz, 2H),
7,72 (d, J=7,6 Hz, 2H), 7,52 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,38-7,25 (m, 7H), 7,11-6,93 (m, 3H), 5,27 (d,
J=9,2 Hz, 1H), 4,97 (¢, J = 8,4 Hz, 2H), 4,57 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,41-4,27 (m, 2H), 4,14 (t, J =
6,8 Hz, 1H), 3,22-3,16 (m, 1H), 1,54 (s, 9H), 1,28 (d, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa 4: A una solucién de 4-((2S,3S)-3-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-4-
(benciloxi)-4-oxobutan-2-il)benzoato de terc-butilo A (34,0 g, 57,5 mmol) en THF (180 ml) en
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una atmésfera de nitrogeno se le afiadié Pd/C (3,40 g, 10 % en peso). EI matraz se evacud y se
volvié a llenar con H2 (103,421 kPa (15 psi),5 veces). La mezcla resultante se agitdé durante 6 h a
TA en atmésfera de Hz (103,421 kPa (15 psi). Después, la suspension se filtrd a través de un
lecho de Celite®. La torta filtrada se aclaré con THF (400 ml). El filtrado se concentrd a presion
reducida para proporcionar &cido (2S,3s)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-
(terc-butoxicarbonil)fenil)butanoico. EM IEN calculada para C3oH3z1NOg [M + Na]* 524,
encontrada 524. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 6 6 7,82 (m, J = 8,0, 7,6 Hz, 4H), 7,53-7,50
(m, 2H), 7,43-7,35 (m, 4H), 7,24 (c, J = 8,4 Hz, 2H), 4,07-4,00 (m, 2H), 3,24-3,16 (m, 1H), 1,48
(s, 9H), 1,25 (d, J = 7,2 Hz, 3H).

Esquema de sintesis 39

Etapa 1 Etapa 2
B
BOC\NWO\/ 0\ P LiOH, MeOH, Hgo HO >
OH
uewosTHE BocHN BocHN
(@]
Etapa 3
N
SFC =
4,,
OH -
BocHN BocHN®
B
Etapa 4

1) EtOAc/HCI

\j

2) Fmoc-0OSu, Nay,CO3,
Dioxano, H;0O

Fmoc-RbOH4Pal-OH

Acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-(piridin-4-
il)propanoico (Fmoc-RbOH4Pal-OH)

Etapa 1: En un matraz de tres bocas, una solucion de (terc-butoxicarbonil)glicinato de
etilo (100,0 g, 492 mmol) en THF anh. (1,5 I) se purgd con N tres veces y se enfrio a -60 °C.
Una solucién de LiIHMDS (1,0 m, 1,01 I, 1010 mmol) en THF se afiadi6 gota a gota a -60 °C. La
mezcla de reaccion se agitd a -65 °C durante 1 h en atmdsfera de N2. Se afiadio

isonicotinaldehido (69,3 ml, 79,1 g, 738 mmol) a la mezcla a -60 °C. La mezcla de reaccion se
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dejé calentar a TA y se agitd a TA durante 4 h. La mezcla de reaccion se inactivé con NH4Cl ac.
sat. (1 1) y se extrajo con EtOAc (2 x 1 I). Las). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre Na>SO, anh., se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se
purificd mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 2-100 % en PE para
obtener 2-((terc-butoxicarbonil) amino)-3-hidroxi-3-(piridin-4-il)propanoato de etilo. EM IEN
calculada para C1sH22N20s [M + H]* 311, encontrada 311. RMN de H (400 MHz, metanol-da): ¢
8,49-8,48 (m, 2H), 7,49-7,48 (m, 2H), 5,38-4,91 (m, 1H), 4,55-4,38 (m, 1H), 4,34-4,04 (m, 2H),
1,39-1,27 (m, 9H), 1,26-1,13 (m, 3H).

Etapa 2: Una solucién de LiOH.H.0 (53,8 g, 1,28 mol) y 2-((terc-butoxicarbonil) amino)-
3-hidroxi-3-(piridin-4-il)propanoato de etilo (82,0 g, 0,25 mmol) en MeOH (640 ml) y H.O
(160 ml) se agito a TA durante 2 h. La mezcla de reaccion se concentro al vacio y el residuo se
purifico mediante HPLC-prep (agua(HCI)-MeCN]; % de MeCN: 1-27 %, 20 min) para obtener
acido 2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-hidroxi-3-(piridin-4-il)propanoico. EM IEN calculada
para C13H1sN2Os [M + H]" 283, encontrada 283.

Etapa 3: La mezcla de cuatro isomeros se separé mediante SFC (SFC (columna: Daicel
ChiralPak® AD (250 x 50 mm, 10 pm, Daicel Chiral Technologies, West Chester, PA); fase
movil: [NH4OH al 0,1 % en H.O; IPA]; % de IPA: 30-30 %, 7 min)) para obtener los compuestos
A, B,CyD.

Etapa 4: Se disolvio acido (2S,3R)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-hidroxi-3-(piridin-4-
il)propanoico (Compuesto A, 10,0 g, 35,4 mmol) en una solucion de cloruro de hidrégeno en
EtOAc (4,0 M, 71,9 ml, 287,6 mmol) y la solucion se agitd a TA durante 2 h. EIl pH de la mezcla
de reaccidn se ajusto a ~3-4 mediante la adicién lenta de una solucién acuosa de NaHCO3

(41,6 g, 496 mmol, 19,3 ml) a 0 °C. La capa acuosa se aislo y se usé para la siguiente etapa.

Se afiadié Fmoc-OSu (16,7 g, 49,6 mmol) en dioxano (60 ml) a la solucién acuosa. La
mezcla de reaccion se agité a TA durante 2 h y después se concentré al vacio. El residuo se
purificé mediante Rp HPLC (columna: Welch Xtimate® C18 250 x 70 mm (Welch, West Haven,
CT), 10 um; fase movil: [agua con NH4HCO3; MeCN]; % de MeCN: 1-40 %, 20 min) para
obtener acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-(piridin-4-
il)propanoico. EM IEN calculada para C23sH20N20s [M + H]* 405, encontrada 405. RMN de *H
(400 MHz, DMSO-ds): 0 12,95 (s, 1H), 8,51-8,45 (m, 2H), 7,88 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,62 (dd, J =
20,7, 7,3 Hz, 2H), 7,46-7,37 (m, 4H), 7,35-7,24 (m, 3H), 5,96 (s, 1H), 5,21 (s, 1H), 4,41 (d, J =
9,5 Hz, 1H), 4,15-4,03 (m, 3H).
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Esquema de sintesis 40

Etapa 1 Etapa 2
1) HCOOH, Ac,0 — 1) THF, TEA, POCI
TriNH, ) — Trt—N{-rO ) R
2) THF 2) Na,CO,
Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
o) o J
FmocHN TBSCl, Im  FmocHN EtSH, DCC, DMAP S Pd/C, EtsSiH
OH ——— OH FmocHN D TE——
DMF DCM [0} DCM
HO TBSO
TBSO
Etapa 6 Etapa 7 Etapa 8
H TrtHN (0] TrtHN (0]
FrmocHN o THNC, HCOOH OJ CaClp LIOH o TBSOT, 2,6-lutidina
Tolueno IPA, THF, H,0O DCM
TBSO TBSO TBSO
o Etapa 9 o o
OTBS OTBS OTBS
TrtHN ol TsOH TrtHN , TrHN 2
FmocHN MeOH FmocHN FmocHN
OTBS OH OH
A B
Etapa 10 o
o] TBSO,, S\ Trt
TN ~#OTBS TEMPO, BAIB, DCM D Y H
0~ "N
FrocHN 2-metilbut-2-eno, NaClO, . H OH
OH O
A Fmoc-SbO(TBDMS)Asn(Trt)-OH
Etapa 11 Q
o T8SO N
TrHNT ~OTES TEMPO, BAIB, DCM O PS H
) 0" "N
FmocHN 2-metilbut-2-eno, NaClIO, H o on
oH O
B Fmoc-RbO(TBDMS)Asn(Trt)-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-4-
5 oxo-4-(tritilamino)butanoico (Fmoc-SbO(TBDMS)Asn(Trt)OH) y acido (2S,3R)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-4-oxo-4-
(tritilamino)butanoico (Fmoc-RbO(TBDMS)Asn(Trt)OH)
Etapa 1: Se agitaron acido formico (1,9 ml, 50,1 mmol) y Ac20 (4,7 ml, 50,1 mmol) en
un matraz seco a 55 °C durante 2 h. Después, la solucién se afiadié gota a gota a una solucion de

10  trifenilmetanamina (13,0 g, 50,1 mmol) en THF anh. (84 ml) a 0 °C en atmédsfera de N2. La

mezcla de reaccion se calentd a TA y se agitd durante 2 h. La solucidn resultante se inactivo con
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una solucion ac. sat. de Na2COs y se extrajo con EtOAc (200 ml). La capa orgéanica se lavo con
salmuera, se secO sobre NaSOs anh., se filtr0 y se concentrd al vacio para obtener N-
tritilformamida, que se usé en la Etapa 2 sin purificacion adicional. RMN de *H (300 MHz,
DMSO-ds): 6 9,01 (s, 1H), 8,13 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,41-7,10 (m, 15H).

Etapa 2: Una solucién de N-tritilformamida (15,3 g, 53,2 mmol) y TEA (21,5 ml,
154 mmol) en THF anh, (96 ml) se enfrié a 0 °C en atmdsfera de N». Se afiadié POCls (8,44 ml,
91 mmol) gota a gota a la mezcla de reaccion y se agit6 durante 1 h. La solucidn resultante se
inactivo con una solucién ac. sat. de Na2COs (180 ml) y se extrajo con DCM (3 x 200 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron sobre Na>SO4 anh., se filtraron y se concentraron al
vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al
0-7 % en PE para obtener (isocianometanotriil)tribenceno. RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): &
7,54-7,10 (m, 15H).

Etapa 3: Se afiadieron imidazol (6,2 g, 92 mmol) y TBSCI (6,9 g, 45,8 mmol) a TAyen
atmosfera de N2, a una solucion de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-D-serina (10,0 g,
30,5 mmol) en DMF anh. (100 ml). La reaccion se agité a TA durante 12 h. La solucion
resultante se inactivo con HCI 1 My se extrajo con EtOAc (3 x 300 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (2 x 150 ml), se secaron sobre Na,SO4 anh. y se filtraron. El
filtrado se concentro al vacio y el residuo se purificd mediante cromatografia sobre gel de silice,
eluyendo con MeOH 0-5 % en DCM para obtener N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(terc-
butildimetilsilil)-D-serina. EM IEN calculada para C2:sH32NOsSi [M + H]" 442,15, encontrada
442,20. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): 6 7,76 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,63-7,59 (m, 2H),
7,44-7,27 (m, 4H), 5,63 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,53-4,32 (m, 3H), 4,25 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 4,16-
4,13 (m, 1H), 3,90-3,85 (m, 1H), 0,90 (s, 9H), 0,08 (d, J = 2,6 Hz, 6H).

Etapa 4: Se afiadio DMAP (0,373 g, 3,06 mmol) a TA en atmosfera de N2 a una solucién
de N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(terc-butildimetilsilil)-D-serina (13,5 g, 30,6 mmol)
en DCM (150 ml). La reaccion se enfrié a 0 °C. Se afiadieron DCC (12,6 g, 61,1 mmol) y
etanotiol (2,9 g, 45,9 mmol) a la mezcla. La reaccion se calenté a TA y se agit6 durante 4 h. La
solucion resultante se filtrd a través de un lecho de Celite®. El filtrado se concentrd a presion
reducida y el residuo se purifico mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc
al 0-12 % en PE para obtener (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-((terc-
butildimetilsilil)oxi)propanotioato de S-etilo. EM IEN calculada para C2sH3sNO4SSi [M + H]*
486,21, encontrada 486,25. RMN de 'H (300 MHz, cloroformo-d): § 7,76-7,22 (m, 8H), 4,53-
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3,96 (m, 5H), 3,76 (dd, J = 10,2, 3,6 Hz, 1H), 2,93-2,75 (m, 2H), 1,21 (t, J = 7,5 Hz, 3H), 0,85 (s,
9H), 0,01 (d, J = 6,3 Hz, 6H).

Etapa 5: Se afiadieron Pd/C (2,5 g, 2,35 mmol, seco, 10 % en peso) y trietilsilano (6,32 g,
54,4 mmol) en atmosfera de Ar a una solucién de (R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)
amino)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)propanotioato de S-etilo (13,2 g, 27.2 mmol) en DCM
(130 ml). La mezcla de reaccion se agitd a TA durante 4 h. La solucién resultante se filtr6 a
través de un lecho de Celite®. El filtrado se concentr6 al vacio y el residuo se purificO mediante
cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-23 % en PE para obtener (R)-(1-
((terc-butildimetilsilil)oxi)-3-oxopropan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo. EM IEN
calculada para C24H32NO4Si [M + H]* 426,20, encontrada 426,05. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): 6 9,61 (s, 1H), 7,71 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,60-7,52 (m, 2H), 7,40-7,22 (m, 4H),
4,36 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 4,32-4,24 (m, 1H), 4,24-4,13 (m, 2H), 3,90-3,79 (m, 1H), 0,82 (s, 9H).
0,04 (s, 6H).

Etapa 6: Se afiadio (isocianometanotriil)tribenceno (7,0 g, 26,0 mmol) a TA a una
solucion de (R)-(1-((terc-butildimetilsilil)oxi)-3-oxopropan-2-il) carbamato de (9H-fluoren-9-
il)metilo (8,5 g, 19,97 mmol) en tolueno (80 ml). Se afiadio acido formico (1,5 ml, 39,9 mmol)
gota a gota. La mezcla de reaccion se calent6 a 60 °C y se agit6 d.n. a 60 °C. La solucion
resultante se inactivd con una solucion ac. sat. de Na2COs y se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml).
Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na.SO4 anh., se filtraron y se concentraron a
presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con
EtOAc al 0-15 % en PE para obtener formiato de (3R)-3-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-4-((terc-butildimetilsilil)oxi)-1-oxo-1-(tritilamino)butan-2-ilo. EM
IEN calculada para CasHagN2OgSi [M + H]* 741,33, encontrada 741,20. RMN de *H (300 MHz,
cloroformo-d): ¢ 8,13 (s, 1H), 7,73 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,59-7,48 (m, 2H), 7,41-7,31 (m, 2H),
7,31-7,11 (m, 19H), 5,49 (s, 1H), 4,45-4,21 (m, 3H), 4,18-4,14 (m, 1H), 3,64-3,62 (m, 1H), 3,59-
3,47 (m, 1H), 0,87-0,81 (m, 9H), 0,07-0,01 (m, 6H).

Etapa 7: Se afiadioé CaCl, (20,7 g, 186 mmol) a TA a una solucion de formiato de (3R)-3-
((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-4-((terc-butildimetilsilil)oxi)-1-oxo-1-
(tritilamino)butan-2-ilo (9,2 g, 12,42 mmol) en 2-propanol (188 ml) y THF (94 ml). Después se
disolvié CaCl, mediante ultrasonidos, se afiadié una solucion de LiOH (1,2 g, 49,7 mmol) en
agua (47 ml) gota a gota. La reaccidn se agité a TA durante 2 h. La mezcla de reaccion se

acidific6 mediante la adicién de HCI 0,1 N a pH ~5. La mezcla se concentrd parcialmente al
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vacio para retirar la mayor parte del isopropanol y THF. La mezcla se diluy6é con H>0 (150 ml) y
se extrajo con DCM (3 x 300 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na>SOs
anh., se filtraron, se concentraron al vacio y se purificaron mediante cromatografia en columna
ultrarrdpida sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-25 % en PE para proporcionar ((2R)-1-
((terc-butildimetilsilil)oxi)-3-hidroxi-4-oxo-4-(tritilamino)butan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-
9-il)metilo. EM IEN calculada para CasHsN20sSiNa [M + Na]* 736,33, encontrada 736,35.

Etapa 8: Se afiadio trifluorometanosulfonato de terc-butildimetilsililo (2,8 g, 10,5 mmol)
a 0 °C gota a gota a una solucion de ((2R)-1-((terc-butildimetilsilil)oxi)-3-hidroxi-4-oxo-4-
(tritilamino)butan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (7,5 g, 10,5 mmol) en DCM (75 ml).
La reaccion se agitd a 0 °C durante 1 h. La mezcla se concentrd al vacio y el residuo se purifico
mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-35 % en PE para obtener
((6R)-2,2,3,3,9,9,10,10-octametil-5-(tritilcarbamoil)-4,8-dioxa-3,9-disilaundecan-6-il)carbamato
de (9H-fluoren-9-il)metilo. EM IEN calculada para CsoHe3sN2OsSiz [M + H]* 827,42, encontrada
827,35. RMN de H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,98 (s, 1H), 7,79-7,76 (m, 2H), 7,62-7,58 (m,
2H), 7,46-7,36 (m, 2H), 7,34-7,19 (m, 17H), 4,99-4,83 (m, 1H), 4,50-4,32 (m, 3H), 4,24 (t, J =
7,0 Hz, 1H), 4,03-3,94 (m, 1H), 3,87-3,56 (m, 2H), 0,90 (d, J = 11,4 Hz, 18H), 0,23-0,08 (m,
6H), 0,03 (s, 6H).

Etapa 9: Una solucién de monohidrato del &cido p-toluenosulfénico (1,7 g, 8,7 mmol) en
MeOH (68 ml) se afiadié gota a gota a una mezcla de ((6R)-2,2,3,3,9,9,10,10-octametil-5-
(tritilcarbamoil)-4,8-dioxa-3,9-disilaundecan-6-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (7,2 g,
8,7 mmol) en MeOH (270 ml). La mezcla de reaccion se agité a TA durante 1 h. La mezcla de
reaccion se concentré al vacio y se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida
sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-9 % en DCM para proporcionar ambos

diaestereoisomeros (A 'y B).

((2R,3S)-3-((terc-Butildimetilsilil)oxi)-1-hidroxi-4-oxo-4-(tritilamino)butan-2-il)carbamato
de (9H-fluoren-9-il)metilo (A). EM IEN calculada para CssHgN20OsSi [M + H]* 713,33,
encontrada 713,30. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 8,19 (s, 1H), 7,80-7,70 (m, 2H),
7,60-7,53 (m, 2H), 7,44-7,19 (m, 19H), 4,91 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 4,54-4,30 (m, 3H), 4,24 (t, J =
6,7 Hz, 1H), 4,04-4,03 (m, 1H), 3,81-3,78 (m, 1H), 3,52-3,50 (m, 1H), 0,92 (s, 9H), 0,19 (d, J =
11,8 Hz, 6H).

((2R,3R)-3-((terc-Butildimetilsilil)oxi)-1-hidroxi-4-oxo-4-(tritilamino)butan-2-il)carbamato
de (9H-fluoren-9-il)metilo (B). EM IEN calculada para Ca4Ha9N20sSi [M + H]* 713,33,
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encontrada 713,30. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): ¢ 8,02 (s, 1H), 7,75 (d, J = 7,5 Hz,
2H), 7,56 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,45-7,11 (m, 19H), 4,45-4,12 (m, 4H), 4,00-3,99 (s, 1H), 3,69-
3,59 (m, 2H), 0,88 (s, 9H), 0,18 (s, 3H), 0,10 (s, 3H).

Etapa 10: Se afiadieron diacetato de fenil-A3-yodanediilo (2,35 g, 7,29 mmol) y TEMPO
(0,11 g, 0,73 mmol) a 0 °C a una mezcla de ((2R,3S)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-1-hidroxi-4-
oxo-4-(tritilamino)butan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (A) (2,6 g, 3,65 mmol) en
DCM (26 ml). La reaccion se agit6 a 0 °C durante 2 h. Se afiadieron clorito de sodio (0,66 g,
7,29 mmol) y 2-metilbut-2-eno (0,51 g, 7,29 mmol) a la mezcla a 0 °C. La mezcla de reaccion se
agitd d.n. a TA. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (100 ml), se lavo con Na»S»0s ac.
sat. (2 x 50 ml) y salmuera (2 x 50 ml). La fase organica se sec6 sobre Na2SOs anh., se concentrd
al vacio y se purificé mediante cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice,
eluyendo con EtOAc al 0-50 % en DCM para obtener acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
ilymetoxi) carbonil)amino)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-4-oxo-4-(tritilamino)butanoico. EM IEN
calculada para CasH47N206Si [M + H]* 727,31, encontrada 727,30. RMN de H (300 MHz,
metanol-ds): 6 7,79-7,74 (m, 2H), 7,65-7,60 (m, 2H), 7,41-7,16 (m, 19H), 4,59-4,58 (m, 2H),
4,48-4,31 (m, 2H), 4,22 (t, J = 6,6 Hz, 1H), 0,83 (s, 9H), 0,10 (s, 3H), 0,01 (s, 3H).

Etapa 11: Se afiadieron diacetato de fenil-A3-yodanediilo (2,08 g, 6,45 mmol) y TEMPO
(0,10 g, 0,65 mmol) a 0 °C a una mezcla de ((2R,3R)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-1-hidroxi-4-
oxo-4-(tritilamino)butan-2-il)carbamato de (9H-fluoren-9-il)metilo (B) (2,3 g, 3,23 mmol) en
DCM (26 ml). La reaccion se agito a 0 °C durante 2 h. Se afiadieron clorito de sodio (0,58 g, 6,45
mmol) y 2-metilbut-2-eno (0,45 g, 6,45 mmol) a la mezcla a 0 °C. La mezcla de reaccion se agitd
d.n. a TA. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (100 ml), se lavo con NazS,03 ac. sat. (2
x 50 ml) y salmuera (2 x 50 ml). La fase organica se secd sobre Na;SO. anh., se concentro al
vacio, y se purifico mediante cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice, eluyendo
con EtOAc al 0-50 % en DCM para obtener acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)
carbonil)amino)-3-((terc-butildimetilsilil)oxi)-4-oxo-4-(tritilamino)butanoico. EM IEN calculada
para Ca4H47N206Si [M + H]* 727,31, encontrada 727,30. RMN de *H (300 MHz, metanol-da): 6
7,72-7,53 (m, 3H), 7,48 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,31-7,21 (m, 2H), 7,17-6,98 (m, 17H), 4,69-4,59
(m, 2H), 4,43-4,33 (m, 1H), 4,24-4,13 (m, 1H), 4,09 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 0,75 (s, 9H), 0,04-0,00
(m, 6H).
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Esquema de sintesis 41

Etapa 1 Etapa 2
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OH
Etapa 6
HO
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Etapa7 Etapa 8
NaClO, TEMPO
acetona, NaHCO; ac. HO.,. 1. Hg, Pd/C, MeOH
0 2. Fmoc-0OS8u, (0]
NaHCO;, MeCN, H,0
OH
Etapa 9 Etapa 10 Etapa 11
TBTA, 2,6-lutidina
BnBr, K,CO3 HO., T,NH tBu-0,, Hg, Pd/C O-tBu
—_——— —_———— —_—
DMF BnO o, Fluorobenceno 0 ., THF 0
NHFmoc NHFmoc FmocHN
o] OBn OH

Fmoc-RbOfBuPhe-OH

Acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-fenilpropanoico
(Fmoc-RbOtBuPhe-OH)

5 Etapa 1: Se afiadieron clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (104 g, 1,07 mol) y N-
metilmorfolina (179 g, 1,78 mol, 195 ml) a una solucién de ((benciloxi)carbonil)-d-serina (170 g,
710 mmol) en DCM (1,20 1) a -15 °C. Se afiadi6 a la mezcla EDC (143 g, 746 mmol) -15 °C. La
mezcla de reaccion se agit6 a 0 °C durante 4 h. La mezcla de reaccidn se inactivd mediante la
adicién de HCI 1 N ac. (2,00 1) a la reaccién a -15 °C. La capa organica se aisl6 y la capa acuosa

10 seextrajo con DCM (1,00 I). Las capas organicas combinadas se lavaron con NaHCO3 sat.

(1,00 1), se secaron sobre Na>SO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida para
obtener (R)-(3-hidroxi-1-(metoxi(metil)amino)-1-oxopropan-2-il)carbamato de bencilo. RMN de
'H (400 MHz DMSO-de): & 7,83-7,30 (m, 5H), 5,02 (s, 2H), 4,88 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 4,60 (d, J =
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4,8 Hz, 1H), 3,72 (s, 3H), 3,60-3,56 (m, 1H), 3,51-3,46 (m, 2H), 3,11 (s, 3H).

Etapa 2: Se disolvid (R)-(3-hidroxi-1-(metoxi(metil)amino)-1-oxopropan-2-il)carbamato
de bencilo en bruto (204 g, 723 mmol) en una mezcla de acetona (880 ml) y 2,2-dimetoxipropano
(693 g, 6,66 mol, 816 ml). Se afadié BFs+,0 (9,38 g, 66,1 mmol, 8,16 ml) a la solucién. La
mezcla de reaccion se agito a TA durante 5 h. La mezcla de reaccion se inactivo afiadiendo
trietilamina (10,0 ml). Los compuestos volatiles se retiraron a presion reducida. El residuo
resultante se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc
en PE (10:1-3:1; v/v) para producir (R)-4-(metoxi(metil)carbamoil)-2,2-dimetiloxazolidin-3-
carboxilato de bencilo.

Etapa 3: Una suspension de LAH (9,08 g, 239 mmol) en THF anh. (440 ml) se afiadié a
una solucién de (R)-4-(metoxi(metil)carbamoil)-2,2-dimetiloxazolidin-3-carboxilato de bencilo
(145 g, 450 mmol) en THF anh. (440 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a 0 °C durante 1 h. La
mezcla de reaccion se inactivo mediante la adicion de una solucion ac. sat. de KHSO4 (1,51) a la
mezcla a -10 °C. Se afiadio MTBE (1,0 ) y la mezcla se agit6 a 0 °C durante 30 min. Los sélidos
se retiraron mediante filtracion. La capa organica se aisld, se secd sobre Na>SO4 anh., se filtro y
se concentro a presion reducida. El residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con EtOAc en PE (10:1-2:1; v/v) para producir (R)-4-formil-2,2-
dimetiloxazolidin-3-carboxilato de bencilo. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): § 9,57 (s, 1H),
7,39-7,31 (m, 5 H), 5,15-4,99 (m, 2 H), 4,49-4,11 (m, 1 H), 3,95-3,90 (m, 2 H), 1,54-1,42 (m, 6
H).

Etapa 4: Se diluy6 bromuro de fenilmagnesio (3,0 M en dietil éter, 60,7 ml, 180 mmol) en
THF anh. (200 ml) y la solucién se enfrié a 0 °C. Una solucion de (R)-4-formil-2,2-
dimetiloxazolidin-3-carboxilato de bencilo (40,0 g, 152 mmol) en THF anh. Se afiadi6 THF
(50,0 ml) a la mezcla de reaccion a 0 °C. La solucidn resultante se agit6 a TA durante 2 h. La
mezcla de reaccion se vertio lentamente en una solucién ac. sat. helada de NH4CI (500 ml) a 0 °C
y se extrajo con MTBE (2 x 250 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera
(300 ml), se secaron sobre Na>.SO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida para
obtener (4R)-4-(hidroxi(fenil)metil)-2,2-dimetiloxazolidin-3-carboxilato de bencilo en bruto, que

se uso en la Etapa 5 sin purificacion adicional.

Etapa 5: Se afiadi6 monohidrato de &cido p-toluenosulfénico (11,1 g, 58,6 mmol) a una
solucién de (4R)-4-(hidroxi(fenil)metil)-2,2-dimetiloxazolidin-3-carboxilato de bencilo (40,0 g,
117 mmol) en MeOH (250 ml). La solucién se agité a 50 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion

se inactivo afiadiendo lentamente una solucion sat. ac. de NaHCO3 (500 ml) y después se extrajo
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con DCM (2 x 350 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na.SQO4 anh., se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en
columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE (6:1-0:1; v/v) para producir ((2R)-1,3-

dihidroxi-1-fenilpropan-2-il)carbamato de bencilo.

Etapa 6: La mezcla de diastere6meros se separdé mediante CFS: (columna: Daicel
ChiralPak® IC (250 x 50 mm, 10 um, Daicel Chiral Technologies, West Chester, PA); fase
movil: [NH4OH al 0,1 % en H,O; IPA]; % de IPA: 40-40%, 5 min).

((1R,2R)-1,3-Dihidroxi-1-fenilpropan-2-il)carbamato de bencilo A. RMN de *H (400 MHz,
DMSO-ds): 6 7,35-7,18 (m, 10 H), 6,94 (d, J = 8,2 Hz, 1 H), 5,38 (d, J = 5,6 Hz, 1 H), 4,90 (dd, J
= 13,2 Hz, 28,8 Hz, 2 H), 4,57-4,47 (m, 2 H), 3,63-3,53 (m, 3 H).

((1S,2R)-1,3-Dihidroxi-1-fenilpropan-2-il)carbamato de bencilo B. RMN de *H (400 MHz,
DMSO-ds): 6 7,35-7,21 (m, 10 H), 6,65 (d, J = 8,2 Hz, 1 H), 5,32 (d, J = 5,6 Hz, 1 H), 4,93 (dd, J
= 13,2 Hz, 28,8 Hz, 2 H), 4,81-4,72 (m, 2 H), 3,68-3,67 (m, 1 H), 3,51-3,49 (m, 1 H), 3,33-3,28
(m, 1 H).

Etapa 7: Se afiadio hipoclorito de sodio (10,5 g, 14,1 mmol, 8,65 ml, base de cloro activo
al 10 %) a una solucion de ((1R,2R)-1,3-dihidroxi-1-fenilpropan-2-il)carbamato de bencilo A
(18,0 g, 56,3 mmol, 94,2 % de pureza) y TEMPO (1,77 g, 11,3 mmol) en acetona (90,0 equiv) y
NaHCOs ac. (194 g, 116 mmol, 90,0 ml, 5 % en peso). La mezcla de reaccion se agito a TA
durante 1 h en atmosfera de N.. La mezcla de reaccion se diluyd con agua DI (300 ml) y se
extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). El pH de la capa acuosa se ajusté a pH ~2 mediante la adicion
de una solucion de HCI 1 N. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml) y las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na>SO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida para
proporcionar acido (2S,3R)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-fenilpropanoico en bruto,
que se uso en la Etapa 8 sin purificacion adicional. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): § 12,8 (s,
1H), 7,94-7,92 (m, 1H), 7,92-7,39 (m, 1H), 7,38-7,322 (m, 10H), 7,1 (m, 1H), 5,67 (s, 1H), 5,13-
5,11 (m, 1H), 5,12 (s, 2H), 4,31 (dd, J = 9,6 Hz, 3,2 Hz, 1H).

Etapa 8: Se afiadio acido (2S,3R)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-
fenilpropanoico en bruto (12,0 g, 38,0 mmol) a una mezcla de solucion ac. de HCI 12 m (3,16 ml)
en MeOH (60,0 ml). Se afiadié Pd/C (6,00 g, 10 % en peso) a la solucion en atmosfera de N». El
matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agité durante 3 h
a TA en una atmosfera de dihidrégeno (103,42 kPa (15 psi)). EI matraz se evacuo y se relleno

con N2 (5 veces). La mezcla resultante se filtro. La torta de filtracion se lavo con MeOH (2 x
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50 ml). El filtrado se concentro a presion reducida. Al solido en bruto se le afiadieron MeCN
(40,0 ml) y H.O (8,00 ml) a TA, seguido de NaHCOs (6,39 g, 76,1 mmol) y Fmoc-OSu (10,3 g,
30,4 mmol). La mezcla de reaccidon se agitd a TA durante 2 h. Una vez completada la proteccion
con Fmoc, el pH de la mezcla se ajusté a 4 afiadiendo una solucion ac. de HCI 0,5 N. La mezcla
de reaccion se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre
Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida para proporcionar &cido (2S,3R)-2-
((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-fenilpropanoico en bruto. RMN de *H
(400 MHz, DMSO-ds): & 12,8 (s, 1H), 7,87 (d, J = 7,6 Hz, 2 H), 7,42 (d, J = 24,4 Hz, 2 H), 7,43
7,26 (m, 11 H), 5,76 (s, 1H), 5,16 (s, 1H), 4,28 (dd, J = 9,6 Hz, 3,6 Hz, 1 H), 4,14-4,07 (m, 3 H).

Etapa 9: A una solucion de acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-
3-hidroxi-3-fenilpropanoico en bruto (1,00 g, 2,48 mmol) en DMF (7,00 ml) se le afiadio K.COs
(685 mg, 4,96 mmol) seguido de bromuro de bencilo (508 mg, 2,97 mmol, 353 ul) gota a gota a
TA. La suspension se agito a TA durante 3 h. Una vez completada la proteccion con bencilo, la
suspension se diluyd en una solucion ac. sat. de NH4Cl (50,0 ml) a TA y se extrajo con EtOAc
(2x 50,0 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (50,0 ml), se secaron
sobre Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo en bruto se
tritur6 con PE (10,0 ml) a TA durante 15 minutos y se filtré para obtener (2S,3R)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de bencilo. EM IEN calculada
para C31Hz7NOs [M + H]* 494, encontrada 494. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 7,78 (d,
J=17,2Hz, 2 H), 7,56 (m, 2H), 7,42-7,16 (m, 15 H), 5,53 (d, J = 7,6 Hz, 1 H), 5,23 (s, 1H), 5,15-
5,13 (m, 2 H), 4,86-4,84 (m, 1 H), 4,53-4,48 (m, 2 H), 4,38 (t, J=6,8 Hz, 1 H), 4,24 (t, J =
6,8 Hz, 1 H).

Etapa 10: Se afadieron bis(trifluorometano)sulfonimida (71,2 mg, 253 mmol) y 2,6-
lutidina (54,2 mg, 506 mmol, 59,0 ul) a una solucion de (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de bencilo (500 mg, 1,01 mmol) en
fluorobenceno (1,00 ml) a TA en atmosfera de N2. Se afiadio 2,2,2-tricloroacetimidato de terc-
butilo (1,11 g, 5,07 mmol, 907 pl) gota a gota a TA en atmosfera de N». La mezcla se agito a TA
durante 72 h. La suspensidn se filtrd a través de un lecho de gel de silice y la torta filtrada se
aclar6 con DCM (2 x 20,0 ml). El filtrado se concentr6 al vacio. El producto en bruto se purificd
mediante HPLC Rp (columna: Phenomenex™ Luna™ C18, 80 x 40 mm, 3 um, (Phenomenex™,
Torrance, CA); fase movil: [agua(NH4sCO3H)-MeCN]; % de MeCN: 50-80 %, 8 min) para
producir (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(terc-butoxi)-3-fenilpropanoato
de bencilo. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 7,78 (d, J = 7,2 Hz, 2 H), 7,59 (d, J =
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7,2 Hz, 2 H), 7,40 (t, J = 7,2 Hz, 2 H), 7,35-7,23 (m, 12 H), 5,54 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 5,10 (s,
2H), 4,94 (d, J = 4,0 Hz, 1 H), 4,67-4,65 (m, 1 H), 4,43-4,22 (m, 3 H), 1,13 (s, 9 H).

Etapa 11: Se afiadi6 Pd/C (32,0 mg, 10 % en peso) en atmosfera de N2 a una solucion de
(2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino) -3-(terc-butoxi)-3-fenilpropanoato de
bencilo (310 mg, 564 pumol) en THF (3,00 ml). El matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (3
veces). La mezcla resultante se agitd durante 12 h a TA en una atmdsfera de hidrégeno gaseoso
(103,42 kPa (15 psi)). El matraz se evacu0 y se rellen6 con N2 (5 veces). La mezcla resultante se
filtr6 a través de un lecho de gel de silice y la torta filtrada se aclaré con THF (2 x 20 ml). El
filtrado se concentré a presion reducida para proporcionar acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(terc-butoxi)-3-fenilpropanoico. EM IEN calculada para C2sH29NOs
[M + Na]: 482, encontrada 482. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): § 7,76 (d, J = 7,6 Hz, 2
H), 7,55-7,53 (m, 2 H), 7,42-7,27 (m, 9 H), 5,41 (s, 1 H), 4,96 (s, 1 H), 4,56 (s, 1H), 4,37-4,12
(m, 3 H), 1,16 (s, 9 H).

Esquema de sintesis 42

Etapa 1 Etapa 2
0
NG HNT NC 1) Fmoc-OSu, Na,COs,
OH THF, H,0
Tampon 1 M (pH = 8,0, KH,PO,) OH 2) SFC
aldolasa de Pseudomona Putida OH
-0 PLP HaN
O
NC
OH
.
F ~
moc H 0]
OH
A
0O
NC Etapa 3
P H,N
OH Catalizador de Parkins OH
Fmoc. 0 EtOH, H,0 Fmoc. 0]
H OH H OH
A Fmoc-RbOHPhe4CONH2-OH

Etapa 4 H,N

Catalizador de Parkins
EtOH, H,0

OH
Fmoc-SbOHPhe4CONH2-OH
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Acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-((4-carbamoilfenil)-3-
hidroxipropanoico (Fmoc-RbOHPhe4dCONH2-OH) y &cido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-carbamoilfenil)-3-hidroxipropanoico (Fmoc-
SbOHPhe4CONH2-OH)

Etapa 1: Se afiadieron piridoxal fosfato (15 mg, 0,061 mmol) y aldolasa de Pseudomona
putida (1,0 g, 15,3 mmol) a TA, a una solucién agitada de glicina (2,3 g, 30,5 mmol) en tampdn
de fosfato 1 M (20 ml, pH = 8,0). Después, se afiadié 4-formilbenzonitrilo (2,0 g, 15,3 mmol) a la
mezcla a TA. La mezcla resultante se agité a TA durante 20 h. La solucion de &cido (2S,3R)-2-
amino-3-(4-cianofenil)-3-hidroxipropanoico se usé directamente en la Etapa 2. EM IEN
calculada para C10H11N203 [M + H]* 207,07, encontrada 207,15.

Etapa 2: Se afiadieron Na2CO3 (2,67 g, 25,2 mmol) y Fmoc-OSu (8,51 g, 25,2 mmol) a
TA auna solucion agitada de acido (2S,3R)-2-amino-3-(4-cianofenil)-3-hidroxipropanoico (2,6 g,
12,61 mmol) en THF (38 ml) y agua (38 ml). La mezcla resultante se agit6 d.n. a TA. El pH se
ajustod a ~3 con HCI 1 N. La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (500 ml), se lavo con
salmuera (3 x 200 ml) y se seco sobre Na>SO4 anh. El disolvente se concentrd a presion reducida
y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes
condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,05%), Fase
movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-70%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que
contenian el producto se concentraron a presion reducida para obtener una mezcla de productos
diastereoméricos. La mezcla de diasteredmeros se separé mediante CFS: (columna: CHIRAL
ART® Amilosa-C (250 x 50 mm, 5 um); fase movil: [0,1 % de NHs 2 M-MeOH; MeOH]; % de
MeOH: 50-50%, 10 min).

El pico mas rapido se obtuvo a 4,49 min. Las fracciones recogidas se combinaron y se
concentraron al vacio. El residuo se liofilizo para proporcionar acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-
il) metoxi)carbonil)amino)-3-(4-cianofenil)-3-hidroxipropanoico (A). EM IEN calculada para
Ca25H21N205 [M + H]™ 429,14, encontrada 429,25.

El pico mas lento se obtuvo a 9,21 min. Las fracciones recogidas se combinaron y se
concentraron al vacio. El residuo se liofilizo para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
il) metoxi)carbonil)amino)-3-(4-cianofenil)-3-hidroxipropanoico (B). EM IEN calculada para
C25H21N205 [M + H] ™ 429,14, encontrada 429,30.

Etapa 3: Se afiadio catalizador de Ghaffar-Parkins ([hidrégeno bis(dimetilfosfinito-

kP)]platino (11), 0,023 g, 0,053 mmol) a TA a una solucién agitada de acido (2S,3R)-2-((((9H-
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fluoren-9-il) metoxi)carbonil)amino)-3-(4-cianofenil)-3-hidroxipropanoico (A) (2,3 g, 5,3 mmol)
en EtOH (40 ml) y agua (20 ml). La mezcla resultante se agité a 80 °C durante 2 h. El pH se
ajustd a ~3 con HCI 1 N. El disolvente se concentro a presion reducida y el residuo se purifico
mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna:
Ultrarrapida C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,05%), Fase mévil B: MeCN; Elucién en
gradiente: 2-45%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se
concentraron a presion reducida para obtener acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil) amino)-3-(4-carbamoilfenil)-3-hidroxipropanoico. EM IEN calculada para
C2sH23N206Na [M + Na]* 469,15, encontrada 469,10. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): &
12,84 (s, 1H), 8,01-7,78 (m, 5H), 7,63-7,61 (m, 2H), 7,54-7,20 (m, 8H), 5,84 (s, 1H), 5,27-5,23
(m, 1H), 4,34-4,32 (m, 1H), 4,19-4,00 (m, 3H).

Etapa 4: Se afiadio catalizador de Ghaffar-Parkins (0,011 g, 0,026 mmol) a TA a una
solucion agitada de acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-cianofenil)-
3-hidroxipropanoico (B) (1,1 g, 2,6 mmol) en EtOH (22 ml) y agua (11 ml). La mezcla resultante
se agito a 80 °C durante 2 h. El pH se ajusté a ~3 con HCI 1 N. El disolvente se concentré a
presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con
las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g); Fase mdvil A: agua (TFA al
0,05%), Fase movil B: MeCN; Elucion en gradiente: 2-45%; Detector: UV 210 nm. Las
fracciones que contenian el producto se concentraron a presion reducida para obtener acido
(2S,39)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-carbamoilfenil)-3-hidroxipropanoico.
EM IEN calculada para C,sH2,N2OsNa [M + Na]* 469,15, encontrada 469,10. RMN de *H (400
MHz, DMSO-ds): ¢ 12,80 (s, 1H), 8,01-7,78 (m, 5H), 7,75-7,54 (m, 3H), 7,54-7,23 (m, 7H), 5,87
(s, 1H), 4,85-4,82 (m, 1H), 4,23-4,04 (m, 4H).

Esquema de sintesis 43

Etapa 1
OH OH
Me 0 Etapa 2
NH Me OH I\_ﬂe o
AN 2 B Na,;CO3, FmocOSu, THF :
N PFTrpB-7EB, PLP ] o) > ] OH
H tamponde fgﬂgtg (pH = 8,0) HN NH; HN NHFmoc

Fmoc-SbMeW-0OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1H-indol-3-il)butanoico
(Fmoc-SbMeW-OH)
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Etapa 1: Se colocaron DMSO (20 ml, 4 V), indol (5,00 g, 42 mmol), acido (2S,3R)-2-
amino-3-hidroxibutanoico (10,17 g, 85 mmol), tampdn de fosfato de potasio 0,2 m (230 ml, 46
V, pH =8,0) en un matraz de fondo redondo de 4 bocas de 500 ml purgado y mantenido con una
atmosfera inerte de N.. La solucion resultante se agit6 a 65 °C. Se afiadieron PLP (46 mg,

0,18 mmol) en agua DI (2 ml) y PfTrpB-7E6 (1,00 g, 20 % en peso) en tampon de fosfato de
potasio 0,2 M (2 ml, pH = 8) a la solucién. La solucidn resultante se agit6 durante d.n. a 65 °C. El
progreso de la reaccion se controld mediante CL-EM. Tras finalizar, la solucién resultante se usé

directamente en la Etapa 2.

Etapa 2: Se afiadieron Na2CO3z (9,05 g, 85,3 mmol), Fmoc-OSu (21,58 g, 64.0 mmol) y
THF (100 ml) a 0 °C a la solucién. La solucidn resultante se agité durante 3 ha TA. La solucion
se ajusté a pH = 3 con HCI 6 N ac. El licor madre se recogié mediante filtracion y se extrajo con
EtOAc (3 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua DI (2 x 400 ml) y
salmuera (400 ml), se secaron sobre Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron al vacio. El
producto en bruto se trituré con DCM/n-heptano (1:1; v/v) y los sélidos se recogieron mediante
filtracidn para obtener acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1H-indol-
3-il)butanoico. EM IEN calculada para C27H24N204 [M + H]* 441, encontrada 441. RMN de *H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 10,88 (s, 1H), 7,87 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,69-7,56 (m, 3H), 7,39 (t, J =
7,4 Hz, 2H), 7,38-7,21 (m, 4H), 7,18 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,05 (ddd, J = 8,1, 6,9, 1,2 Hz, 1H),
6,96 (td, J=7,4,7,0, 1,1 Hz, 1H), 4,43-4,32 (m, 1H), 4,21 (d, J = 10,0 Hz, 1H), 4,16 (t, J =
5,3 Hz, 2H), 3,50 (¢, J = 7,1 Hz, 1H), 1,33 (d, J = 7,1 Hz, 3H).

Esquema de sintesis 44

Etapa 1 Etapa 2
OH OH
Me' O Me O
mm NH, [ : on | NexCOs Fmocosu N | o
N
PfTrpB-7E6, PLP NH
H . HN 2 THF Me o
tampon de fosfato (pH = 8,0) Me
DMSO FmocHN T

Fmoc-SbMeW2Me-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(2-metil-1H-indol-3-
il)butanoico (Fmoc-SbMeW2Me-OH)

Etapa 1: Se colocaron 2-metil-1H-indol (100,00 g, 762,95 mmol), L-treonina (181,67 g,
1525,9 mmol), DMSO (400 ml) y tampén de fosfato de potasio (4,6 I, 0,2 M, pH = 8) en un

matraz de fondo redondo de 4 bocas y 10 I, purgado y mantenido con una atmdsfera inerte de No.
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La mezcla de reaccion se calent6 a 65 °C. Después se le afiadieronPfTrpB-7E6 (20,00 g, 20 % en
peso) y PLP (2,02 g, 7,63 mmol). La reaccion se agit6 d.n. a 65 °C y después se enfrié a TA. Esta
mezcla se usé directamente en la Etapa 2.

Etapa 2: En la mezcla de reaccion de la Etapa 1, se afiadieron THF (2 I), Na,CO3
(160,68 g, 1516,0 mmol) y Fmoc-OSu (385,70 g, 1144,4 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se
agit6 d.n. a TA. Los sdlidos se retiraron por filtracion. La solucion resultante se extrajo con
EtOAc (3 x 2 I). Las capas combinadas orgéanicas se lavaron con agua DI (3 x 2 I) y salmuera
(1,5 1), se secaron sobre Na,SO4 anh., se filtraron y se concentraron. El producto precipit6
mediante la adicion de DCM/n-heptano (2:1; v/v) y se agit6 d.n. a TA. Los so6lidos se recogieron
mediante filtracidén para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil)amino)-3-(2-metil-1H-indol-3-il)butanoico. EM IEN calculada para
Ca2sH26N204 [M + H]* 455, encontrada 455. RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds): § 12,78 (s, 1H),
10,75 (s, 1H), 7,87 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,58 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,50 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,45-
7,35 (m, 2H), 7,33-7,17 (m, 3H), 7,11-6,85 (m, 3H), 4,48 (t, J = 8,5 Hz, 1H), 4,31-3,90 (m, 3H),
3,41-3,38 (m, 1H), 2,37 (d, J = 1,4 Hz, 3H), 1,37 (dd, J = 7,2, 1,6 Hz, 3H).

Esquema de sintesis 45

Etapa 1 Etapa 2
OH OH
OMe Me 6] OMe OMe
NH U Na,COs, FmocOS
\ 2 - a,C03, FmocOSu HN Me
N PfTrpB-7E6, PLP f OH THE o
H tampon de E)ol\j?g (pH = 8,0) HN NH, FmocHN

OH
Fmoc-SbMeW40Me-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-metoxi-1H-indol-3-
il)butanoico (Fmoc-SbMeW40OMe-OH)

Etapa 1: Se colocaron 4-metoxi-1H-indol (100,00 g, 679,45 mmol), L-treonina (161,87 g,
1358,9 mmol), DMSO (400 ml) y tampén de fosfato de potasio (4,6 I, 0,2 M, pH = 8) en un
matraz de fondo redondo de 4 bocas y 10 |, purgado y mantenido con una atmdsfera inerte de No.
La mezcla de reaccion se calentd a 65 °C. Después se le afiadieronPfTrpB-7E6 (20,00 g, 20 % en
peso) y PLP (1,24 g, 4,68 mmol). La solucion resultante se agit6 d.n. a 65 °C. Tras finalizar, la

mezcla se enfrié a TA y se uso directamente en la siguiente etapa.

Etapa 2: Se afiadieron THF (2 1), Na.COs (144,00 g, 1358,6 mmol) y Fmoc-OSu

(343,50 g, 1018 mmol) a la mezcla de reaccion a 0 °C. La solucién resultante se agitd d.n. a TA.
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Los solidos se retiraron por filtracion. El filtrado se extrajo con EtOAc (3 x 2 I). Las capas
orgénicas combinadas se lavaron con agua DI (3 x 2 I) y salmuera (1,5 1), se secaron sobre
Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron. El producto se recristaliz6 con DCM/n-heptano (2:1;
v/v). Los sélidos se recogieron mediante filtracién para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-metoxi-1H-indol-3-il)butanoico. EM IEN calculada
para C2sH2sN20s [M + H]* 471, encontrada 471. *H (400 MHz, DMSO-ds): § 12,48 (s, 1H),
10,89 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,87 (dt, J = 7,7, 0,9 Hz, 2H), 7,60 (dd, J = 12,7, 7,5 Hz, 2H), 7,40
(tdd, J= 7,5, 2,5, 1,2 Hz, 3H), 7,34-7,26 (m, 1H), 7,26 (td, J = 7,5, 6,9, 1,9 Hz, 1H), 7,06 (d, J =
2,4 Hz, 1H), 7,05-6,94 (m, 2H), 6,50 (dd, J = 7,2, 1,5 Hz, 1H), 4,31 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 4,25-3,98
(m, 3H), 3,84 (s, 3H), 3,66 (p, J = 7,2 Hz, 1H), 1,33 (d, J = 7,1 Hz, 3H).

Esquema de sintesis 46

Etapa 1 Etapa 2

OH OH
Me

M 0
N ¢ Me O
) NH, QYY\LOH Na;COs FmocOSu_ HN L e
H PFTrpB-7ES, PLP
e Me I THF o

tampon de fosfato (pH = 8,0)
DMSO FmocHN

OH
Fmoc-SbMeW7Me-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-metil-1H-indol-3-
il)butanoico (Fmoc-SbMeW7Me-OH)

Etapa 1: Se colocaron 7-metil-1H-indol (200,0 g, 1525 mmol), DMSO (800,0 ml),
tampdn de fosfato de potasio 0,2 M (9200,0 ml, pH = 8), PLP (1,94 g, 7,3 mmol), L-treonina
(363,2 g, 3049,3 mmol) y PfTrpB-7E6 (40,0 g, 20 % en peso) a TA se pusieron en un matraz de
fondo redondo de 4 bocas de 20 I. La solucidn resultante se agitd durante d.n. a 65 °C en

atmosfera de N». Tras finalizar, la solucion resultante se usé directamente en la Etapa 2.

Etapa 2: Se afiadieron Na>COs (323,18 g, 3049 mmol), Fmoc-OSu (1028,59 g,
3049 mmol) y THF (2,0 1) a la mezcla de reaccién de la Etapa 1 a <15 °C. La solucién resultante
se agitd durante 3 h a TA en atmdsfera de N2. La mezcla se acidificé a pH ~3 con una solucion
ac. de HCI 6 N. El licor madre se recogi6 después de la filtracion y se extrajo con EtOAc (3 x
10 I). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua DI (2 x 5 I) y salmuera (2 1), se
secaron sobre Na>SOjs anh., se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se trituré con
DCM/hexanos (10 V:5 V) d.n. y se filtrd para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
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il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-metil-1H-indol-3-il)butanoico. EM IEN calculada para
C2sH26N204 [M + H]* 455, encontrada 455. RMN de ! (400 MHz, DMSO-de): & 12,67 (s, 1H),
10,85 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,89 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,66 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,50-7,36 (m, 3H),
7,29 (td, J=7,7, 3,7 Hz, 3H), 7,21 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,96-6,82 (m, 2H), 4,41 (dd, J = 8,5,
7,1 Hz, 1H), 4,28-4,12 (m, 3H), 3,52 (c, J = 7,1 Hz, 1H), 2,45 (s, 3H), 1,36 (d, J = 7,1 Hz, 3H).

Esquema de sintesis 47

Etapa 1 Etapa 2
OH OH
MeO
\ Me)\rg() Me O
» NH, B o Na;COj3, FmocOSu HN - Me
H PfTrpB-7E8, PLP | THF
OMe tampén de fosfato (pH=8,0) | MOy NH, O
DMSO FmocHN

OH
Fmoc-SbMeW70Me-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-metoxi-1H-indol-3-
il)butanoico (Fmoc-SbMeW70Me-OH)

Etapa 1: Se colocaron DMSO (640 ml, 4V), 7-bromo-1H-indol (50 g, 0,34 mol), acido
(2S,3R)-2-amino-3-hidroxibutanoico (81 g, 0,68 mol) y tampdn de fosfato de potasio 0,2 M
(2300 ml, pH = 8,0, 46 V) en un matraz de fondo redondo de 4 bocas de 5 I, purgado y
mantenido con una atmoésfera inerte de N». La solucion resultante se calentd a 65 °C. Se
afiadieron PLP (5 g, 0,02 mol) y PfTrpB-7E6 (50 g, 100 % en peso) a la solucion. La mezcla de
reaccion se agit6 d.n. a 65 °C. Tras finalizar, la mezcla de reaccion se uso directamente en la
Etapa 2.

Etapa 2: Se colocaron Na>COs (72 g, 0,68 mol), Fmoc-OSu (230 g, 0,68 mol) y THF
(500 ml) se pusieron en mezcla de reaccion de la Etapa 1 a 0 °C. La reaccion se agitd durante 3 h
a TA. Después, la solucion se ajusté a pH ~5-6 con una solucion ac. de HCI 6 N. La mezcla
después se filtro y el filtrado se extrajo con EtOAc (3 x 1 I). Las capas organicas combinadas se
lavaron con agua DI (2 x 1 I) y salmuera (1 I), se secaron sobre Na2SOj4 anh., se filtraron, y se
concentraron al vacio. El residuo se purifico por trituracion con DCM/heptano (1:1; v/v) durante
1 h para producir acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-metoxi-1H-
indol-3-il)butanoico. EM IEN calculada para C2gH2sN20s [M + H]* 471, encontrada 471. RMN
de H (400 MHz, DMSO-ds): § 12,63 (s, 1H), 10,95 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,87 (dt, J = 7,6, 1,0 Hz,
2H), 7,68-7,61 (m, 2H), 7,40 (tt, J = 7,5, 1,1 Hz, 2H), 7,28 (tdd, J = 7,5, 3,4, 1,1 Hz, 3H), 7,20 (d,
J=8,0 Hz, 1H), 7,10 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 6,89 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 6,66-6,59 (m, 1H), 4,36 (dd, J
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= 8,5, 7,2 Hz, 1H), 4,27-4,07 (m, 3H), 3,89 (s, 3H), 3,44 (c, J = 7,1 Hz, 1H), 1,33 (d, J = 7,1 Hz,
3H).

Esquema de sintesis 48

Etapa 1 Etapa 2 0 Etapa 3

HO HO
o BnBr, NaHCO4 . o SOClIy, piridina . G oBn  NalOg4 RuClg
BocHN DMF BocHN ACN ‘s-NBoc ACN, H,0
OH OBn i)
Etapa 4
Etapa 5
(0]
g X
o OBn HN X Pd/C, H,
/‘S«NBoc MeMgCl, CuCl, DCM THF
o u
o}
Etapa 6 Etapa 7
TFA, DCM Fmoc-OSu, NaHCO;
—_— :
THF, H,O
OH
5 Fmoc-SbMeW2Me70Me-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-metoxi-2-metil-1H-indol-3-
il)butanoico (Fmoc-SbMeW2Me70OMe-OH)

Etapa 1: Se afiadieron NaHCOs (5,8 g, 68,4 mmol) y bromuro de bencilo (4,7 g,
27,4 mmol) a una solucion de (terc-butoxicarbonil)-L-allo-treonina (5,0 g, 22,8 mmol) en DMF
10 (100 ml) a 0 °C en atmosfera de Ar. La mezcla resultante se agito d.n. a TA. El pH de la solucién
se ajustd a ~3 mediante la adicion de HCI 1 N, después se extrajo con EtOAc (600 ml). La capa
organica se lavo con salmuera (3 x 200 ml), se sec6 sobre Na>SQO4 anh. y se filtrd. El filtrado se
concentro a presion reducida y el residuo se purificé mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con EtOAc al 0-30 % en PE para proporcionar (terc-butoxicarbonil)-L-allo-
15  treoninato de bencilo. EM IEN calculada para Ci16H23NOsNa [M + Na]* 332,16, encontrada
332,00. RMN de 'H (300 MHz, cloroformo-d): 6 7,39-3,37 (m, 1H), 7,37-7,30 (m, 4H), 5,44 (s,
1H), 5,26-5,14 (m, 2H), 4,43 (s, 1H), 4,23-4,09 (m, 1H), 1,44 (s, 9H), 1,14 (d, J = 6,5 Hz, 3H).

Etapa 2: Se afiadieron SOCI; (6,6 g, 52,5 mmol) y piridina (8,3 g, 105 mmol) a -40 °C a
una solucidn de (terc-butoxicarbonil)-L-allo-treoninato de bencilo (6,5 g, 21,0 mmol) en MeCN

20 (120 ml). La mezcla resultante se agité durante 30 min a -40 °C, después durante 1 ha TA. La
reaccion se concentré al vacio. El residuo se purifico mediante cromatografia en columna de gel

de silice, eluyendo con EtOAc en PE (1:3; v/v) para obtener 2-6xido de 3-(terc-butil) (4S,5S)-5-
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metil-1,2,3-oxatiazolidin-3,4-dicarboxilato de 4-bencilo. RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d):
0 7,36-7,26 (m, 5H), 5,43-5,28 (m, 1H), 5,27-4,99 (m, 2H), 4,14 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 1,68-1,19
(m, 12H).

Etapa 3: Se afiadieron cloruro de rutenio (I11) (0,077 g, 0,371 mmol) y NalOs (4,77 g,
22,28 mmol) a una solucién de 2-6xido de (4S,5S)-5-metil-1,2,3-oxatiazolidin-3,4-dicarboxilato
de 4-bencilo 3-(terc-butilo) (6,6 g, 18,6 mmol) en MeCN (75 ml) y agua (75 ml) a0 °C. La
mezcla resultante se agité durante 18 h a TA. La mezcla de reaccion después se diluy6 con agua
(200 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 400 ml). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con
salmuera (3 x 200 ml), se secaron sobre Na.SO4 anh. y se filtraron. El filtrado se concentro al
vacio y el aceite en bruto se purificO mediante cromatografia en columna de gel de silice,
eluyendo con EtOAc en PE (1:2; v/v) para obtener 2,2-didxido de 3-(terc-butil) (4S,5S)-5-metil-
1,2,3-oxatiazolidin-3,4-dicarboxilato de 4-bencilo. RMN de H (300 MHz, cloroformo-d): 6
7,38-7,37 (m, 5H), 5,42-5,16 (m, 2H), 5,10-5,06 (m, 1H), 4,70-4,65 (m,1H), 1,55-1,49(s, 9H),
1,41-1,39 (m, 3H).

Etapa 4: Se afiadieron cloruro de metilmagnesio (3,0 M en THF, 5,13 ml, 15,40 mmol a
0 °C en atmdsfera de Ar) gota a gota durante un periodo de 30 min a una solucion de 7-metoxi-2-
metil-1H-indol (2,86 g, 17,77 mmol) en DCM (100 ml). Después se afiadieron yoduro de cobre
(D (1,525 g, 15,40 mmol) y 2,2-dioxido de (4S,5S)-5-metil-1,2,3-oxatiazolidin-3,4-dicarboxilato
de 4-bencilo 3-(terc-butilo) (4,4 g, 11,85 mmol). La mezcla resultante se agit6 durante 2 ha 0 °C,
después d.n. a TA. La mezcla se concentrd a presion reducida. El residuo se purificd mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18 (330 g); Fase movil A: agua (TFA al 0,05%), Fase movil B: MeCN; Elucién en gradiente: 2-
55%; Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener (2S,3S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-(7-metoxi-2-metil-1H-indol-3-
il)butanoato de bencilo. EM IEN calculada para C26H32N2Os Na [M + Na]* 475,23, encontrada
475,30.

Etapa 5: Se disolvio (2S,3S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-(7-metoxi-2-metil-1H-
indol-3-il)butanoato de bencilo (2,1 g, 4,6 mmol) en THF (60 ml). El matraz se evacud y se
rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (400 mg, 0,38 mmol, seco, 10 % en peso) al matraz. El
matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agité durante 4 h
a TA en una atmosfera de dihidrégeno. El matraz se evacud y se rellené con N2 (5 veces). La

mezcla resultante se filtro a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavoé con MeOH (3
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x 100 ml). El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH en DCM (1:10; v/v) para obtener
acido (2S,3S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-(7-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)butanoico. EM
IEN calculada para C19H26N20s Na [M + Na]* 385,18, encontrada 385,25.

Etapa 6: Se afiadié TFA (7 ml) a una solucion agitada de &cido (2S,3S)-2-((terc-
butoxicarbonil) amino)-3-(7-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)butanoico (1,17 g, 3,23 mmol) en
DCM (21 ml) a TA. La mezcla resultante se agitd a TA durante 2,5 h. El disolvente se evaporo a
presion reducida para proporcionar &cido (2S,3S)-2-amino-3-(7-metoxi-2-metil-1H-indol-3-
il)butanoico en bruto, que se usé en la Etapa 7 sin purificacién adicional. EM IEN calculada para
la Formula quimica: C19H27N20s [M + H]* 263,13, encontrada 263,15.

Etapa 7: Se afiadieron NaHCO3 (1,3 g, 15,3 mmol) y Fmoc-OSu (0,9 g, 2,7 mmol) a TA a
una solucion agitada de &cido (2S,3S)-2-amino-3-(7-metoxi-2-metil-1H-indol-3-il)butanoico
(0,8 g, 3,1 mmol) en THF (12 ml) y agua (12 ml). La mezcla resultante se agité d.n. a TA. El pH
se ajustd a ~3 mediante la adicion de HCI 1 N. La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml). La
fase orgéanica se lavé con salmuera (3 x 100 ml), se secé sobre Na;SO4 anh., se filtrd y el
disolvente se evaporoé a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en
columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida C18 (330 g);
Fase movil A: agua (TFA al 0,05%), Fase movil B: MeCN; Elucién en gradiente: 25-70%;
Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-metoxi-2-
metil-1H-indol-3-il)butanoico. EM IEN calculada para C29H29N20s [M + H]" 485,20, encontrada
485,10. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): § 12,80 (s, 1H), 10,81 (s, 1H), 7,87-7,85 (m, 2H),
7,58-7,56 (m, 2H), 7,41-7,39 (m, 2H), 7,27-7,26 (m, 2H), 7,11 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,96 (d, J =
9,0 Hz, 1H), 6,85-6,83 (m, 1H), 6,56 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 4,48-4,46 (m, 1H), 4,23-4,15 (m, 1H),
4,12-4,10 (m, 2H), 3,87 (s, 3H), 3,38-3,36 (m, 1H), 2,36 (s, 3H), 1,36 (d, J = 7,2 Hz, 3H).
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Esquema de sintesis 49

Etapa 1 Etapa 2

e} o} o}
FmocHN, BnBr, Cs,C03, DMF FmocHN, NIS, PPhs, DCM FmocHN,,
" OH ———M = " OBh —— ' OBn
HO™ “Me HO™ “Me I~ "Me
Etapa 3

MeQO OMe
— — o] (0]
0 tBu-OAQ— Y/ \ FmocHN,, FmocHN,,
FmocHN,, ! \ N N / ' OBn ’ OBn
' OBn > .
. NiCly-glima, Mn, TESCI, DMA ’
I “Me

Etapa 4
Hy, Pd/C, THF
tBu-O
A Fmoc-RbMeY(tBu)-OH
0]
Etapa 5 %
FmocHN,, OBn FmocHN,, oH
Hg, Pd/C, THF
Me Me
tBu-0 tBu-0
B Fmoc-SbMeY (tBu)-OH

Acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(tert-
butoxi)fenil)butanoico (Fmoc-RbMeY (tBu)-OH) y acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
5 il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(tert-butoxi)fenil)butanoico (Fmoc-SbMeY (tBu)-OH)

Etapa 1: Se afiadio BnBr (501 g, 2,93 mol) gota a gota a una solucion de (((9H-fluoren-9-
il) metoxi)carbonil)-L-treonina (500 g, 1,46 mol) en DMF (3,00 I) a TA. Se afiadié Cs,COs
(954 g, 2,93 mol) a la solucion y la suspensidn resultante se agité a TA durante 3 h. La mezcla de
reaccion se vertio en agua DI (20 I) a TA. Los solidos se recuperaron mediante filtracion. La torta
10 filtrada se aclard con agua DI (2 x 1 I) y se sec6 al vacio para proporcionar el producto en bruto.
Los sélidos en bruto se trituraron con MTBE (10 I) a TA durante 2 h. La suspension se filtro y la
torta filtrada se secd a presion reducida. El residuo se tritur con PE (10 1) a TA durante 6 h. La
suspension se filtré y la torta filtrada se seco a presion reducida para proporcionar (((9H-fluoren-
9-il)metoxi)carbonil)-L-treoninato de bencilo. RMN de *H (400 MHz, metanol-d4): & 7,79 (d, J =
15 7,6 Hz, 2H), 7,66-7,65 (m, 2H), 7,40-7,27 (m, 10H), 5,19 (s, 2H), 4,42-4,19 (m, 5H), 1,18 (d, J =
6,4 Hz, 3H).

Etapa 2: Se afiadieron N-yodosuccinimida (547 g, 2,43 mol) y PPh3 (638 g, 2,43 mol) a
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0 °C a una solucion de (((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-L-treoninato de bencilo (350 g,

811 mmol) en DCM (3,5 I). La solucion se agitd a 30 °C durante 5 h. La mezcla de reaccion se
concentrd a presion reducida. El residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (PE/DCM/EtOAc = 10:10:1; v/v/v) para proporcionar (2R,3S)-2-((((9H-
fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodobutanoato de bencilo. RMN de *H (400 MHz,
metanol-ds): 5 7,79 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,68 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,40-7,27 (m, 10H), 5,20 (c, J =
9,6 Hz, 2H), 4,53-4,50 (m, 2H), 4,42-4,37 (m, 2H), 4,24-4,21 (m, 1H), 1,84-1,79 (m, 3H).

Etapa 3: Solucion A: Se disolvieron NiClzeglima (4,06 g, 18,5 mmol) y 4,7-dimetoxi-
1,10-fenantrolina (4,44 g, 18,5 mmol) en DMA anh, (500 ml) en atmdsfera de N2y la solucion se
agitd a TA durante 30 min. Solucién B: Se disolvieron (2R,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-yodobutanoato de bencilo (100 g, 185 mmol) y 1-(terc-butoxi)-4-
yodobenceno (51,0 g, 185 mmol) en DMA anh. (250 ml). Se afiadio solucion B a la solucion A
en atmasfera de N». Una suspension de manganeso (20,3 g, 369 mmol) en DMA anh. (20,1 ml)
se afiadio a la mezcla de reaccion en atmosfera de N. Se afiadio cloruro de trietilsililo (13,9 g,
92,4 mmol, 15,7 ml) a la suspension en atmésfera de N». La suspension se agité a TA durante
12 h en atmoésfera de N». Los solidos se retiraron mediante filtracion y se aclararon con EtOAc (3
x 800 ml). El filtrado se vertié en agua DI (2,0 ) y se extrajo con EtOAc (3 x 1,5 I). Las capas
organicas combinadas se lavaron con salmuera (2 x 800 ml), se secaron sobre Na,SO4 anh., se
filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purifico mediante cromatografia en
columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE (50:1-0:1; v/v) para obtener (2S,3R)-2-
((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil) amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil)butanoato de bencilo Ay
(2S,39)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi) carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil)butanoato de
bencilo B en forma de una mezcla. La mezcla diastereoisomérica se separd mediante

cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc en PE (100:1-0:1; v/v).

(2S,3R)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil) butanoato de
bencilo (A). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de): 6 7,77 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,58 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 7,42-7,31 (m, 7H), 7,26-7,24 (m, 2H), 7,10-6,99 (m, 2H), 6,87 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 5,32-
5,28 (m, 1H), 5,01 (dd, J = 40,4, 12,4 Hz, 2H), 4,62-4,58 (m, 1H), 4,44-4,41 (m, 1H), 4,39-4,34
(m, 1H), 4,23-4,18 (m, 1H), 3,22-3,17 (m, 1H), 1,34-1,28 (m, 12H).

(2S,3S)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil) butanoato de
bencilo (B). RMN de H (400 MHz, cloroformo-d): & 7,77 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,56 (d, J =
7,2 Hz, 2H), 7,41-7,28 (m, 9H), 6,90 (dd, J = 26,0, 8,4 Hz, 4H), 5,20-5,04 (m, 3H), 4,64-4,61 (m,
1H), 4,42-4,35 (m, 2H), 4,22-4,20 (m, 1H), 3,40-3,36 (m, 1H), 1,33-1,27 (m, 12H).
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Etapa 4: Se afiadié Pd/C (5 g, 10 % en peso) en atmdsfera de Ar a un matraz que contenia
una solucion de (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil)
butanoato de bencilo (A) (60,0 g, 106 mmol) en THF (400 ml). El matraz se evacu6 y se volvié a
Ilenar con H> (3 veces). La mezcla resultante se agité durante 3 h a TA en una atmosfera de
dihidrogeno (103,42 kPa (15 psi)). EI matraz se evacu0 y se rellen6 con N2 (5 veces). La
suspension se filtrd a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se aclaré con THF (1,0 ). El
filtrado se concentré a presion reducida. El producto en bruto se triturd con PE (500 ml) durante
4 h. La suspensidn resultante se filtro y la torta filtrada se aclaré con PE (200 ml). La torta
filtrada se disolvié en MeCN (250 ml) y la solucién resultante se vertié en agua DI (1,5 I) con
agitacion. La suspension resultante se filtr0 y la torta filtrada se aclaré con agua DI (200 ml) y se
seco al vacio para proporcionar acido (2S,3R)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-
(4-(terc-butoxi)fenil)butanoico. EM IEN calculada para C29H3z:NOs [M + Na] 496, encontrada
496. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,23 (s &, 1H), 7,86 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,38-7,30
(m, 2H), 7,41 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,19-7,14 (m, 2H), 7,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,84 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 4,15-4,06 (m, 4H), 3,16-3,18 (m, 1H), 1,25 (s, 12H).

Etapa 5: Se afiadio Pd/C (8 g, 10 % en peso) en atmdsfera de Ar a un matraz que contenia
una solucién de (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil)
butanoato de bencilo (B) (70,0 g, 124 mmol) en THF (450 ml). EI matraz se evacu0 y se volvié a
Ilenar con H2 (3 veces). La mezcla resultante se agité durante 3 h a TA en una atmosfera de
dihidrogeno (103,42 kPa (15 psi)). EI matraz se evacud y se rellen6 con N2 (5 veces). La
suspension se filtré a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se aclard con THF (1,0 I). El
filtrado se concentro a presion reducida. El producto en bruto se tritur6 con una mezcla de PE y
MTBE (10:1, 500 ml) durante 4 h. La suspension resultante se filtrg y la torta filtrada se aclaré
con PE (200 ml) y se seco al vacio para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-(terc-butoxi)fenil)butanoico. EM IEN calculada para C29H31NOs
[M + Na] 496, encontrada 496. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): & 7,85 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
7,61 (d, J=8,0 Hz, 2H), 7,40 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,32 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 7,16 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 6,97 (s a, 1H), 6,84 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 4,25-4,07 (m, 4H), 3,17-3,10 (m, 1H), 1,24 (s,
12H).

Esquema de sintesis 50
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Etapa 1 Etapa 2

o) ) )
HaN JLOH 0 Na;COs, Fmoc-OSu <0
- OH
NH,

Aldolasa de Pseudomona Putida, PLP HOAHK THF
tampén de fosfato (pH = 8,0)

HO OH
NHFmoc

e}

Etapa 3 Etapa 4
P o8 J

. N
Piperidina = 0] H s o]
—_—— H - B

MeOH HO/\‘)LOH PfTrpB-7E6, PLP OH

tampaén de fosfato (pH = 8,0) |
NH, NH

DMSO HN 2

Etapa 5

NazCOg3, Fmoc-OSu __ . NH
THF

(0]
FmocHN

OH
Fmoc-SbPrW-OH

Acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1H-indol-3-il)hexanoico
(Fmoc-SbPrW-0OH)

Etapa 1: En un matraz de fondo redondo de cuatro bocas de 5 | purgado y mantenido en
5 una atmosfera de nitrogeno se colocaron glicina (104,2 g, 1,39 mol), tampdn de fosfato de
potasio ac. 1 M (2,51, 50V, pH =8,0) y PLP (736,1 mg, 0,003 mol). Se afiadi6 aldolasa de
Pseudomona Putida (25,0 g, 50 % en peso) a la solucién a TA. Se afiadié butiraldehido (50 g,
0,69 mol) y después la mezcla resultante se agito d.n. a TA para proporcionar acido (2S,3R)-2-
amino-3-hidroxihexanoic. EM IEN calculada para C¢H13NOs [M + H]* 148, encontrada 148. La

10  mezcla de reaccion se usé directamente en la siguiente etapa.

Etapa 2: Se afiadieron THF (500 ml), Na.COs (147,2 g, 1,39 mol) y Fmoc-OSu (468,1 g,
1,39 mol) se afiadieron a la mezcla de reaccién a 0 °C. La mezcla se agitd durante 3ha TA. La
mezcla se ajustd a pH = 3 con HCI 6 N ac. La mezcla después se filtrd y el filtrado se extrajo con
EtOAc (3 x 2 1). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na,SO4 anh. y se
15  concentraron al vacio. El residuo se purifico a través de columna de gel de silice con MeOH en
DCM (1:15; v/v) para obtener acido (2S,3R)-2-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)-3-
hidroxihexanoico. EM IEN calculada para C21H23NOs [M + H]* 370, encontrada 370.

Etapa 3: En un matraz de fondo redondo de tres bocas de 1 |, purgado y mantenido con
una atmosfera inerte de nitrégeno se coloco acido (2S,3R)-2-(((9H-fluoren-9-
20 il)metoxi)carbonilamino)-3-hidroxihexanoico (42 g, 0,11 mol) y MeOH (820 ml) a TA. Se
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afiadié piperidina (48,5 g, 0,569 mol) y la solucion resultante se agit6 d.n. a TA. Después, la
reaccion se interrumpié mediante la adicion de agua (1 I). La solucion se extrajo con EtOAc/PE
(2:1; viv; 3 x 300 ml). Las capas de agua se combinaron y se concentraron al vacio. El producto
en bruto se suspendid con n-heptano (420 ml) y los s6lidos se recogieron por filtracion para
obtener acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxihexanoico en bruto. EM IEN calculada para CéH13NO3
[M + H]* 148, encontrada 148.

Etapa 4: A un matraz de fondo redondo de tres bocas de 1 |, purgado y mantenido con una
atmdsfera inerte de nitrogeno se le afiadieron acido (2S,3R)-2-amino-3-hidroxihexanoico en bruto
(9,36 g, 0,064 mol), tampon de fosfato de potasio 0,1 m (468 ml, pH = 8,0), DMSO (46.8 ml) y
1H-indol (7,45 g, 0,064 mol). La solucion resultante se agit6 a 65 °C. Se afiadieron PLP (675 mg,
0,003 mol) y PfTrpB-7E6 (18,72 g, 200 % en peso) a la solucion. La mezcla de reaccion se agitd
d.n. a 65 °C para obtener acido (2S,3S)-2-amino-3-(1H-indol-3-il)hexanoico, que se uso
directamente en la siguiente etapa. EM IEN calculada para C14H1sN2O2 [M + H]" 247,
encontrada 247.

Etapa 5: Se afiadieron Na>COs (27 g, 0,254 mol), Fmoc-OSu (85,82 g, 0,254 mol) y THF
(187,2 ml) a la mezcla de reaccion a 0 °C. La reaccion se agitd durante d.n. a TA. Después, la
solucion se ajusto a pH = 3 con HCI 6 N ac. La mezcla después se filtrd y el filtrado se extrajo
con EtOAc (3 x 500 ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SOs anh. y se
concentraron al vacio. El residuo se purifico sobre una columna de gel de silice, eluyendo con
MeOH en DCM (1:15; v/v) para proporcionar acido (2S,3S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1H-indol-3-il)hexanoico. EM IEN calculada para C2gH2sN204 [M +
H]* 469, encontrada 469. RMN de *H (400 MHz, DMSO-de): 6 10,92 (s, 1H), 7,89 (d, J = 7,5
Hz, 2H), 7,64 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,70-7,55 (m, 3H), 7,45-7,24 (m, 6H), 7,15-6,95 (m, 3H),
4,45-4,37 (m, 1H), 4,31-4,13 (m, 3H), 3,55-3,45 (m, 1H), 1,80-1,62 (m, 2H), 0,82 (t, J = 7,4 Hz,
3H).
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Esquema de sintesis 51

Etapa 1 o Etapa 2 0. o Etapa 3
HO < Boc ¥s7 .Boc
- S, - OH
SOClI,, piridina 7N NalO,, RuCls, ;N
BocHN © o o - >
oc¢ ACN “c=0 ACN, H,0 =0
!
oL, 4 0
A‘ Etapa 4 A\ Etapa 5 %
o) LiOH fo) Fmoc-OSu, NaHCO4 0
THF, H,0 THF, Hz0
0 » M2 OH » M2
HENJ\‘F ~ HzNj}r FmOC\Njﬁ"/OH
0 0 H o

Fmoc-SerOCH2cPr-OH

N-(((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(ciclopropilmetil)-L-serina (Fmoc-SerOCH2cPr-
OH)

Etapa 1: Se afiadieron piridina (36,1 g, 456 mmol) y cloruro de tionilo (27,1 g, 228 mmol)
a una solucién de (terc-butoxicarbonil)-L-serinato de metilo (20,0 g, 91 mmol) en acetonitrilo
(400 ml) a -40 °C y en atmoésfera de Ar. Después de agitar a -40 °C durante 20 min, el bafio de
enfriamiento se retir0 y la reaccion se agité a TA durante 30 min. La solucién se concentro a
presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice,
eluyendo con EtOAc al 0-50 % en PE para obtener 2-6xido de 4-metil (4S)-1,2,3-oxatiazolidin-
3,4-dicarboxilato de 3-(terc-butilo). RMN de *H (300 MHz, cloroformo-d): § 5,13-4,87 (m, 2H),
4,71-4,47 (m, 1H), 3,83 (s, 3H), 1,53 (s, 9H).

Etapa 2: Se afiadieron peryodato de sodio (13,6 g, 63,3 mmol) y cloruro de rutenio (I11)
(220 mg, 1,1 mmol) a 0 °C a una solucién agitada de 2-0xido de 4-metil (4S)-1,2,3-oxatiazolidin-
3,4-dicarboxilato de 3-(terc-butilo) (14,0 g, 52,8 mmol) en acetonitrilo (140 ml). Se afiadi6 agua
(140 ml) a la mezclaa 0 °C y se agit6 d.n. a TA. La mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc (3
x 500 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 200 ml), se secaron
sobre Na>SOs anh. y se filtraron. El filtrado se concentrd a presion reducida y el residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 0-50 % en
PE para obtener 2,2-diéxido de 4-metil (S)-1,2,3-oxatiazolidin-3,4-dicarboxilato de 3-(terc-
butilo). RMN de H (300 MHz, cloroformo-d): 6 4,88-4,61 (m, 3H), 3,87 (s, 3H), 1,56 (s, 9H).

Etapa 3: Una mezcla de 2,2-di6xido de 4-metil (S)-1,2,3-oxatiazolidin-3,4-dicarboxilato
de 3-(terc-butilo) (7,1 g, 25,2 mmol) y ciclopropilmetanol (1,8 g, 25,2 mmol) se agitdé a 90 °C

d.n. La mezcla de reaccion se enfrié a TA y se concentr6 a presion reducida para proporcionar O-
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(ciclopropilmetil)-L-serinato de metilo, que se usé directamente en la Etapa 4 sin purificacion.

Etapa 4: Una solucion ac.1 N de LiOH (50,5 ml, 50,5 mmol) a 0 °C se afiadié a una
solucion agitada de O-(ciclopropilmetil)-L-serinato de metilo (4,37 g, 25,2 mmol) en THF
(40 ml). La solucidn resultante se agité a TA durante 4 h. La reaccion se acidifico con HCI 1 m
(50 ml) a pH ~2-3 y se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml). La capa organica combinada se lavé con
salmuera (3 x 100 ml), se secd sobre Na2SOs anh. y se filtro. El filtrado se concentrd a presion
reducida para obtener O-(ciclopropilmetil)-L-serina, que se usé directamente en la Etapa 5.

Etapa 5: Se afiadieron NaHCO3 (10,6 g, 126 mmol) y Fmoc-OSu (7,6 g, 22,6 mmol) a
una solucion agitada de O-(ciclopropilmetil)-L-serina (4,0 g, 25,1 mmol, en bruto) en THF
(40 ml) y agua (40 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 d.n. a TA. El valor del pH se ajusté a ~5 con
HCI 1 my se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con
salmuera (200 ml), se secaron sobre Na>SOs anh. y se filtraron. El filtrado se concentro a presion
reducida y el residuo se purifico mediante Rp Ultrarrapida (Columna: Ultrarrapida C18 330 g;
Fase movil A: agua (NHsHCO3 al 0,05 %), Fase mévil B: MeCN; Caudal: 70 ml/min; Gradiente:
2-20 % de B en 5 min; 20-30% de B en 5 min; 30-80 % de B en 25 min, Detector: UV 210 nm)
para obtener N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(ciclopropilmetil)-L-serina. EM IEN
calculada para C22H24NOs [M + H]* 382,16, encontrada 382,20. RMN de ‘H (300 MHz, metanol-
ds): 0 7,86-7,75 (m, 2H), 7,74-7,57 (m, 2H), 7,47-7,21 (m, 4H), 4,51-4,15 (m, 4H), 3,93-3,69 (m,
2H), 3,44-3,31 (m, 2H), 1,13-0,90 (m, 1H), 0,58-0,39 (m, 2H), 0,31-0,08 (m, 2H).

Esquema de sintesis 52

Etapa 1 | Etapa 2 0
|
. LY ;
XN o 0 0s0,, NMO
Fmoc. OBn > _— 0
N Pd(PPhs),, THF Fmoc.,, ogn NalOs, acetona Fmoc\N%rOBn
H o H S
Etapa 3 NHBoc Etapa 4 NHBoc
BocNH,, TFA, tolueno, Pd/C, H
OC! 2 _ 0 dl’C 2 0o
PhMe,SiH, B(CgF EtOAc
2 (CoFsla Fmoc. )ﬁ(OBn Fmoc. l’rOH
H o 0

Fmoc-SerOC2NHBoc-OH

N-(((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(2-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)-L-serina
(Fmoc-SerOC2NHBoc-OH)
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Etapa 1: Se afiadieron metil carbonato de alilo (3,3 g, 28,7 mmol) y
tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0) (1,66 g, 1,44 mmol) a una solucién agitada de (((9H-fluoren-
9-il) metoxi)carbonil)-L-serinato de bencilo (6.0 g, 14,4 mmol) en THF (120 ml) a TA en
atmdsfera de Ar. La mezcla resultante se agit6 d.n. a 65 °C, después se enfrié a TA'y se
concentro a presion reducida. El residuo se purificO mediante cromatografia en columna de gel
de silice, eluyendo con EtOAc en PE (1:2; v/v) para obtener N-(((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil)-O-alil-L-serinato de bencilo. EM IEN calculada para C2sH2sNOs [M + H]*
458,19, encontrada 458,05. RMN de *H (400 MHz, cloroformo-d): 6 7,80 (d, J = 7,5 Hz, 2H),
7,66-7,64 (m, 2H), 7,45-7,33 (m, 9H), 5,87-5,75 (m, 2H), 5,28-5,16 (m, 4H), 4,65-4,56 (m, 1H),
4,49-4,36 (m, 2H), 4,29-4,25 (m, 1H), 4,04-3,89 (m, 3H), 3,75-3,72 (m, 1H).

Etapa 2: Se afiadieron NMO (3,0 ml, 12,7 mmol, 50 % en agua) y OsOa4 (2,9 ml,
1,2 mmol, 10 % en agua) a una solucion agitada de N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-alil-
L-serinato de bencilo (5,3 g, 11,6 mmol) en acetona (53 ml) a 0 °C. La mezcla resultante se agito
a TA durante 3 h. La mezcla de reaccion se inactivo con una solucion saturada ac. de NaHSO3
(150 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 250 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (250 ml) y se secaron sobre Na.SO4 anh. Después de la filtracion, el filtrado se
concentro a presion reducida y el residuo se disolvio en MeOH (53 ml). Se afiadi6é peryodato de
sodio (27,3 g, 12,7 mmol) a la solucion y se agité d.n. a TA. La mezcla de reaccion se inactivo
con agua (250 ml) y se extrajo con Et.O (3 x 250 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (250 ml), se secaron sobre Na.SO4 anh. Después de la filtracion, el filtrado
se concentro a presion reducida para proporcionar N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(2-
oxoetil)-L-serinato de bencilo. EM IEN calculada para C27H2sNOgNa [M + Na]* 482,17,
encontrada 482,10.

Etapa 3: Se afiadieron carbamato de terc-butilo (5,7 g, 48,3 mmol) y TFA (1,2 ml,
16,1 mmol) a TA a una mezcla de N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(2-oxoetil)-L-serinato
de bencilo (3,7 g, 8,1 mmol) en tolueno (40 ml). La reaccion se agit6 d.n. a TA. Se afiadieron
dimetilfenilsilano (2,7 g, 20,1 mmol) y tris(pentafluorofenil)borano (0,82 g, 1,6 mmol) a la
mezcla de reaccion. La solucidn se agité d.n. a TA. La mezcla se concentrd a presion reducida y
el residuo se purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con EtOAc
en PE (1:2; v/v) para obtener N-(((9H-fluoren-9-il) metoxi)carbonil)-O-(2-((terc-
butoxicarbonil)amino)etil)-L-serinato de bencilo. EM IEN calculada para C32H3zsN2O7Na [M +
Na]* 583,25, encontrada 583,15.
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Etapa 4: Se disolvié N-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)-O-(2-((terc-butoxicarbonil)
amino)etil)-L-serinato de bencilo (2,2 g, 3,92 mmol) en EtOAc (70 ml). El matraz se evacuo y se
rellené con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (300 mg, 0,28 mmol, seco, 10 % en peso) al matraz. El
matraz se evacud y se volvio a llenar con Hz (5 veces). La mezcla resultante se agité durante 4 h
a TA en una atmdsfera de dihidrégeno. EI matraz se evacud y se rellend con N2 (5 veces). La
mezcla resultante se filtrd a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se lavd con MeOH (3
x 100 ml). El filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH en DCM (1:10; v/v) para obtener
N-(((9H-fluoren-9-il) metoxi)carbonil)-O-(2-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)-L-serina. EM IEN
calculada para C2sHz1N207 [M + H]* 471,21, encontrada 471,10. RMN de *H (300 MHz, DMSO-
de): 612,75 (s, 1H), 7,90-7,88 (m, 2H), 7,74-7,62 (m,3H), 7,42-7,39 (m, 2H), 7,39-7,33 (m, 2H),
6,83 (s, 1H), 4,34-4,15 (m, 4H), 3,72-3,68 (m, 2H), 3,45-3,40 (m, 2H), 3,15-3,00 (m, 2H), 1,37
(s, 9H).

Esquema de sintesis 53

Etapa 1
OH OH
cl 0 cl Etapa 2 cl
NH; O Na,COg, FmocOSu, THF Q
@ PITPB-0B2, PLP ~ %LOH ~ MOH
” tampoén de Bo'agct)o (pH = 8,0) HN NH, HN NHFmoc

Fmoc-Trp4Cl-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(4-cloro-1H-indol-3-il)propanoico
(Fmoc-Trp4CI-OH)

Etapa 1: Se colocaron DMSO (120 ml), 4-cloro-1H-indol (17 g, 110 mmol), &cido (S)-2-
amino-3-hidroxipropanoico (12,37 g, 118 mmol) y tampdn de fosfato de potasio 0,2 M (800 ml,
112 mmol, pH = 8) en un matraz de fondo redondo de 4 bocas de 2 I, purgado y mantenido con
una atmasfera inerte de N2. La solucion resultante se calent6 a 65 °C. Se afiadieron PLP
(84,7 mg) en H2O DI (2 ml) y PfTrpB-0B2 (1,19 g, 7 % en peso) en tampon de fosfato de potasio
0,2 M (2 ml) a la solucion. La solucién resultante se agit6 d.n. a 65 °C. Tras finalizar, la solucion

resultante se uso directamente en la Etapa 2.

Etapa 2: Se afiadieron Na2COz (23,68 g), Fmoc-OSu (40,88 g) y THF (240 ml) en la
mezcla de reaccion de la Etapa 1 a 0 °C. La solucidn resultante se agité durante 2 ha TA. La

solucidn se ajusto a pH = 3 con una solucién ac. de HCI 6 N. Los solidos se retiraron mediante
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filtracion. EI licor madre se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con agua DI (2 x 1 I) y salmuera (1 I), se secaron sobre Na>SOj4 anh., se filtraron, y se
concentraron al vacio. Los solidos se purificaron mediante cromatografia en columna de gel de
silice, eluyendo con EtOAc al 20 % en DCM. Las fracciones del producto se recogieron y se
5  secaron a presion reducida. El producto se tritur6é después con DCM (15V) y los sélidos se

recogieron mediante filtracion para proporcionar acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
ilymetoxi)carbonil)amino)-3-(4-cloro-1H-indol-3-il)propanoico. EM IEN calculada para
C26H21CIN204 [M + H]* 461, encontrada 461. RMN de H (400 MHz, DMSO-dg): & 12,63 (s,
1H), 11,23 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,92-7,81 (m, 2H), 7,74 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,65 (dd, J = 17,6,

10 7,5 Hz, 2H), 7,50-7,22 (m, 6H), 7,09-6,97 (m, 2H), 4,34 (ddd, J = 10,5, 8,2, 4,4 Hz, 1H), 4,26-
4,13 (m, 3H), 3,56 (dd, J = 14,6, 4,5 Hz, 1H), 3,14-2,92 (m, 1H).

Esquema de sintesis 54

Etapa 1 Etapa 2
MgBr
/@\ NaHMDS, NCS, THF P N
_—
N
F NO, F NO2  rhr F H
Cl Cl
Etapa 3
OH OH
K]/&O Etapa 4
F o E o
NH; NayCOs, FmocOSu, THF
PfTrpB-0B2, PLP | OH | OH
tampén de fosfato (pH = 8,0) Cl HN NH, Cl HN NHFmoc
DMSO

Fmoc-Trp6F7CI-OH

15 Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-cloro-6-fluoro-1H-indol-3-
illpropanoico (Fmoc-Trp6F7CI-OH)

Etapa 1: Se afiadieron THF (4 |, 10 V) y3-fluoronitrobenceno (400 g, 2840 mmol) a un
matraz de fondo redondo de 4 bocas en atmosfera de N2 y a TA. El matraz se enfrio después a -
78 °C y se afiadio NaHMDS 2,0 m en THF (2835 ml, 5700 mmol) gota a gota. La mezcla
20  resultante se agit6 durante 1 h a -78 °C. Después se afiadid N-clorosuccinimida (1136 g,
8505 mmol) a -78 °C y la mezcla resultante se agit6 a -78 °C durante 3 h. La reaccion se
interrumpio después mediante la adicion de una solucion ac. sat. de NH4Cl (8 I) a-78 °C. La
mezcla resultante se extrajo con PE (3 x 3 I). Después, las capas organicas combinadas se lavaron

con HCI 1 Nac. (2 x 3 1), agua DI (2 x 3 1) y salmuera (3 I), se secaron sobre anh Na.SOs anh., se
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filtraron y se concentraron al vacio para obtener 2-cloro-1-fluoro-3-nitrobenceno en bruto.

Etapa 2: Se afiadio THF anh. (5 I, 10V) en atmdsfera de N2 en un matraz de fondo
redondo de 4 bocas de 20 1. Se afiadi6 2-cloro-1-fluoro-3-nitrobenceno (500 g, 2080 mmol) al
matraz a TA. La mezcla de reaccion después se enfrio a -78 °C y se afiadié bromuro de
vinilmagnesio 1,0 m en THF (8.34 I, 8300 mmol). La mezcla resultante se agitd durante 3 h a -
78 °C. La reaccion se interrumpi6 después en NH4Cl ac. sat. (5 1) a -78 °C. La mezcla resultante
se extrajo con EtOAc (3 x 5 ). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (5 1), se
secaron sobre Na>SOs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se
purificd mediante cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al 2% en PE
para proporcionar 7-cloro-6-fluoro-1H-indol. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): § 11,63 (s,
1H), 7,53 (dd, J = 8,6, 4,8 Hz, 1H), 7,43 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 7,05 (dd, J = 10,1, 8,6 Hz, 1H), 6,55
(dd, J=3,1, 1,9 Hz, 1H).

Etapa 3: Se coloco DMSO (1,6 I, 10V) en una atmosfera de nitrégeno en un matraz de
fondo redondo de 4 bocas de 20 I. Se afiadié 7-cloro-6-fluoro-1H-indol (157 g, 926 mmol) al
matraz a TA, seguido de L-serina (100,2 g, 953,6 mmol) y tampdn de fosfato de potasio 0,2 M
(pH =8, 6,4 1, 40V). Posteriormente, se afiadio PfTrpB-0B2 (22 g, 14 % en peso) al reactor a
65 °C. Después se afiadio PLP (1,37 g, 5,17 mmol) al reactor a 65 °C y la mezcla resultante se

agito durante 24 h a 65 °C. La solucion se uso directamente en la siguiente etapa.

Etapa 4: Se afiadio THF (2,3 I, 17V) en la solucion de la Etapa 3 a TA. La mezcla se
enfrid a 0 °C y se afiadio Na,COs (216,0 g, 2038 mmol) al matraz, seguido de Fmoc-OSu
(343,8 g, 1019 mmol). El bafio de hielo se retird y la mezcla se agité a TA durante 3 h. Después
se enfrio a5 °C y se acidifico a pH ~4 con HCI 3 N ac. (3 I). La mezcla resultante se diluyé con
EtOAc (10 I) y se filtro a través de Celite® (500 g). La torta filtrada se lavd con EtOAc (2 x 10 I).
Después, el filtrado se separ0 y la fase acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (10 I). Las capas
organicas combinadas se lavaron con NaHCO3z al 5 % ac. (3 x 10 I), HCI 1 N acuoso (10 1), agua
DI (2 x 10 I) y salmuera (10 I). La fase organica se seco sobre Na;SO4 anh. y se concentré a
presién reducida. El producto en bruto se purificd mediante trituracion con DCM (5,6 I, 36V) y la
torta se sec6 al vacio a TA d.n. para producir acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-cloro-6-fluoro-1H-indol-3-il)propanoico. EM IEN calculada para
C26H20CIFN204 [M + H]* 479, encontrada 479. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,50 (s,
1H), 11,23 (s, 1H), 7,82 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,59 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 7,50 (dt, J = 13,2, 6,6 Hz,
2H), 7,36 (tt, J = 7,6, 1,4 Hz, 2H), 7,29-7,18 (m, 3H), 6,97 (dd, J = 10,1, 8,6 Hz, 1H), 4,24 (td, J
=8,9, 4,8 Hz, 1H), 4,19 (d, J = 3,1 Hz, 2H), 4,14 (d, J = 7,0 Hz, 1H), 3,17 (dd, J = 14,7, 4,9 Hz,
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1H), 3,02 (dd, J = 14,8, 9,4 Hz, 1H).

Esquema de sintesis 55

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
o} e —
N N
HO OH N\ W
m NH,  NH Cbz-OSu,NaHCO;  HN__ DIAD, PPh,
_
N~ m PfTrpB 7E6, PLP THF, H,0 BnOH
Tampén de KsPO;, DMSO |, o Cbz\N 0
2
OH H on
Etapa 4 — Etapa 5 —
N o >L N o

S Ao Y

OJK/BF N Pd/C, H, g N}O
Cs,CO,, DMF IPA
N Cbz. o) HoN o)
H oBn H oBn OH
Etapa 6 TN 0 }/‘
Fmoc-OSu, NaHCO5 N
THF, H,0
o)
Fmoc\N
H on

Fmoc-Trp7azCH2CO0OtBu-OH

5  Acido (S)-2-((((9H-Fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoico (Fmoc-Trp7azCH2COOtBu-OH)

Etapa 1: Se afiadieron L-serina (7,1 g, 67,7 mmol), dihidrogenofosfato de (4-formil-5-
hidroxi-6-metilpiridin-3-il)metilo (0,042 g, 0,17 mmol) y aldolasa de Pseudomona Putida
(0,80 g, 34 mmol) a una mezcla de 1H-pirrolo[2,3-b]piridina (4,00 g, 33,9 mmol) en tampdn 1 M
10 (184 ml, pH = 8,0, K3sPO4) y DMSO (16 ml) a 65 °C. La mezcla se agité d.n. a 65 °C. La mezcla
en bruto de acido (S)-2-amino-3-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoico se usé sin tratamiento
o purificacién en la Etapa 2. EM IEN calculada para C10H12N30O2 [M + H]* 206,09, encontrada
206,05.

Etapa 2: La mezcla en bruto de 4cido (S)-2-amino-3-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-
15 il)propanoico (6,9 g, 34 mmol) de la Etapa 1 se diluy6é con THF (200 ml) y agua (200 ml). Se
afiadieron NaHCO:s (5,7 g, 67,2 mmol) y N-(benciloxicarboniloxi)succinimida (18,4 g,
74,0 mmol) a la mezcla. La mezcla de reaccion se agité a TA durante 4 h. El pH se ajust6 a ~3
con HCI 1 N. La mezcla se extrajo con EtOAc (2 x 100 ml). Las capas organicas combinadas se

secaron sobre Na>,SO4 anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se

185



10

15

20

25

30

25644-PCT

purificd mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con MeOH en DCM para obtener
acido (S)-2-(((benciloxi) carbonil)amino)-3-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoico. EM IEN
calculada para C1sH1sN3O4 [M + H]* 340,12, encontrada 340,05. RMN de 'H (300 MHz, DMSO-
de): 012,67 (s, 1H), 11,28 (s, 1H), 8,19-8,17 (m, 1H), 7,97-7,94 (m, 1H), 7,56 (d, J = 8,2 Hz,
1H), 7,40-7,22 (m, 6H), 7,02-7,00 (m, 1H), 4,96 (s, 2H), 4,23-4,20 (m, 1H), 3,23-3,14 (m, 1H),
3,01-2,99 (m, 1H).

Etapa 3: Se afiadieron trifenilfosfina (3,7 g, 14,1 mmol), bencilo alcohol (1,9 g,
17,7 mmol) y DIAD (2,8 ml, 14,1 mmol) a una mezcla de acido (S)-2-
(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoico (4,0 g, 11,8 mmol) en
THF anh. (80 ml) en una atmosfera de Ar a TA. La mezcla se agité a TA durante 3 h. La mezcla
se concentro a presion reducida y el residuo se purificd mediante cromatografia sobre gel de
silice, eluyendo con EtOAc en PE para obtener (S)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-3-il) propanoato de bencilo. EM IEN calculada para C2sH24N304 [M + H]*
430,17, encontrada 430,15.

Etapa 4: Se afladieron 2-bromoacetato de terc-butilo (2,1 g, 10,9 mmol) y Cs.CO3 (8,9 g,
27,2 mmol) a una solucion de (S)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(1H-pirrolo[2,3-b] piridin-3-
il)propanoato de bencilo (3,9 g, 9,1 mmol) en DMF anh. (40 ml) en una atmosfera de Ar a TA.
La mezcla se agito a TA durante 3 h. La mezcla se diluyé con EtOAc (550 ml). La capa organica
se lavd con salmuera (3 x 250 ml), se secd sobre Na>SOs, se filtro y se concentrd a presion
reducida. El residuo se purificé mediante cromatografia sobre gel de silice, eluyendo con EtOAc
en PE para obtener (S)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-1H-
pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoato de bencilo. EM IEN calculada para C31H34N3Og [M + H]*
544,24, encontrada 544,20.

Etapa 5: Se disolvio (S)-2-(((benciloxi)carbonil)amino)-3-(1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-
1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoato de bencilo (4,0 g, 7,4 mmol) en isopropanol (80 ml). El
matraz se evacuo y se rellend con N2 (5 veces). Se afiadié Pd/C (0,78 g, 7,4 mmol, seco, 10 % en
peso) al matraz. EI matraz se evacuo y se volvié a llenar con H; (5 veces). La mezcla resultante
se agito durante 4 h a TA en una atmdsfera de dihidrogeno. EI matraz se evacud y se rellen6 con
N2 (5 veces). La mezcla resultante se filtré a través de un lecho de Celite®. La torta filtrada se
lavé con MeOH (3 x 50 ml). El filtrado se concentrd a presion reducida para obtener acido (S)-2-
amino-3-(1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-1H-pirrolo[2,3-b] piridin-3-il)propanoico. EM IEN
calculada para C16H22N304[M + H]* 320,15, encontrada 320,10.
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Etapa 6: Se afiadieron Fmoc-OSu (1,90 g, 5,64 mmol) y NaHCO3 (2,63 g, 31,3 mmol) a
una solucién de &cido (S)-2-amino-3-(1-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)
propanoico (2,0 g, 6,3 mmol) en THF (40 ml) y H.O (40 ml) a TA. La mezcla se agit6 d.n. a TA.
El pH de la mezcla de reaccion se ajust a ~3 con HCI 1 M y después se extrajo con EtOAc (3 x
150 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera (3 x 50 ml), se secaron sobre
Na2SOs anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El residuo se purifico mediante
cromatografia en columna Rp-ultrarrapida con las siguientes condiciones: Columna: Ultrarrapida
C18; Fase mévil A: agua (TFA al 0,1 %), Fase mévil B: MeCN; Elucion en gradiente: 5-70%;
Detector: UV 210 nm. Las fracciones que contenian el producto se concentraron a presion
reducida para obtener &cido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(1-(2-(terc-
butoxi)-2-oxoetil)-1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)propanoico. EM IEN calculada para C31Hz2N3Os
[M + H]* 542,22, encontrada 542,15. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): J 12,85 (s, 1H), 8,23-
8,21 (m, 1H), 8,07-8,05 (m, 1H), 7,94-7,84 (m, 3H), 7,71-7,64 (m, 2H), 7,51-7,04 (m, 6H), 4,94
(s, 2H), 4,34-4,11 (m, 4H), 3,23-3,18 (m, 1H), 3,08-3,02 (m, 1H), 1,38 (s, 9H).

Esquema de sintesis 56

Etapa 1
OH OH
Etapa 2
AN Kl/go 0] 0
NH, Na,COj3, FmocOSu, THF
OH
H PfTrpB-0B2, PLP | OH Br |
Br tampén de fosfato (pH =8,0) | BT HN NH3 HN NHFmoc
DMSO

Fmoc-Trp7Br-OH

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-bromo-1H-indol-3-
illpropanoico (Fmoc-Trp7Br-OH)

Etapa 1: Se colocaron DMSO (600 ml), 7-bromo-1H-indol (60 g, 300 mmol), &cido (S)-2-
amino-3-hidroxipropanoico (33,9 g, 322 mmol), tampon de fosfato de potasio 0,2 m (2400 ml, 40
V, pH = 8,0) se pusieron en un matraz de fondo redondo de 4 bocas de 2 I, purgado y mantenido
con una atmosfera inerte de N2. La solucidn resultante se agité a 65 °C. Se afiadieron PLP
(234 mg) en agua DI (6 ml) y PfTrpB-0B2 (4,2 g, 7 % en peso) en tampon de fosfato de potasio
0,2 m (6 ml, pH = 8) a la solucion. La solucion resultante se agité d.n. a 65 °C. La solucion

resultante se uso6 directamente en la Etapa 2.

Etapa 2: Se afiadieron Na2COz (63,9 g, 603 mmol), Fmoc-OSu (111.6 g, 331 mmol) y THF

(360 ml) a 0 °C en la solucién de la Etapa 1. La solucién resultante se agité durante 2 ha TA. La
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solucion se ajustd a pH = 3 con HCI 6 N ac. Los solidos se retiraron mediante filtracion. El licor
madre se extrajo con EtOAc (3 x 500 ml). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con agua
DI (3 x 6 I) y salmuera (3 I), se secaron sobre Na2SO4 anh., se filtraron y se concentraron al
vacio. El producto en bruto se purificé mediante columna de gel de silice, eluyendo con EtOAc al
50% en DCM. Después, el producto se trituré con DCM (15V) y los s6lidos se recogieron
mediante filtracién para obtener &cido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-
bromo-1H-indol-3-il)propanoico. EM IEN calculada para C26H21BrN20O4 [M + H]* 505,
encontrada 505. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): § 10,99 (s, 1H), 7,87 (d, J = 7,6 Hz, 2H),
7,64-7,53 (m, 2H), 7,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,32-7,21 (m, 3H), 7,17 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 6,87 (t, J
= 7,7 Hz, 1H), 4,19-4,12 (m, 2H), 3,99 (d, J = 5,8 Hz, 1H), 3,21 (dd, J = 14,3, 4,6 Hz, 1H), 3,03
(dd, J = 14,5, 7,4 Hz, 1H), 2,54 (s, 1H).

Esquema de sintesis 57

Etapa 1
OH OH

Etapa 2
o 0 P 0
NH; NazCOj3, FmocOSu, THF
H PfTrpB-0B2, PLP f OH Jl OH
CN tampén de fosfato (pH=8,0) [NC  py NH, NC  nN NHFmoc
DMSO

Fmoc-Trp7CN-OH

Z

=

Acido (S)-2-((((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-ciano-1H-indol-3-il)propanoico
(Fmoc-Trp7CN-OH)

Etapa 1: Se afiadio sulféxido de dimetilo (1,5 I, 10V) a un matraz de fondo redondo de 4
bocas de 20 |, purgado y mantenido con una atmésfera inerte de N». Se afiadio tampon de fosfato
ded potasio (0,2 M, pH =8, 6 |, 40V) al matraz a TA, seguido de 1H-indol-7-carbonitrilo (150 g,
1060 mmol) y L-serina (116,4 g, 1108 mmol), y la mezcla resultante se calenté a 65 °C en
atmdsfera de N2. Despues se afiadio PfTrpB-0B2 (15 g, 10 % en peso) al matraz, seguido de PLP
(1,56 g, 5,90 mmol), y la mezcla resultante se agit6 d.n. a 65 °C. La solucidn resultante se uso

directamente en la Etapa 2.

Etapa 2: Después de 16 h, la mezcla de la Etapa 1 se enfrio lentamente a 0 °C. Se afiadio
THF (2,55 |, 17V) al matraz a 0 °C, seguido de Na,COs (248,4 g, 2321 mmol) y Fmoc-OSu
(391,6 g, 1162 mmol). La mezcla resultante se dejé calentar a TA y se agitd durante 2 h mas.
Después, la mezcla se acidifico hasta pH = 4 con HCI 6 N ac. La mezcla resultante se extrajo con

EtOAc (3 x 6 I). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (2 x 6 I) y salmuera (6 1),
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se secaron sobre Na,SO; anh., se filtraron y se concentraron a presion reducida. El producto en
bruto se purificé mediante trituracién con una mezcla de DCM (4,5 |, 3V) y hexano (4,5 I, 3V) a
TA durante 12 h. Los sélidos precipitados se recogieron mediante filtracion, se lavaron con
hexano (1 1) y se secaron a TA para proporcionar &cido (S)-2-((((9H-fluoren-9-
il)metoxi)carbonil)amino)-3-(7-ciano-1H-indol-3-il)propanoicoico. EM IEN calculada para
C27H21N304 [M + H]* 452, encontrada 452. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,81 (s, 1H),
11,84 (d, J=2,5Hz, 1 H), 7,97 (d, J=7,9 Hz, 1 H), 7,88 (d, J = 7,6 Hz, 2 H), 7,79 (d, J =

8,3 Hz, 1 H), 7,69-7,56 (m, 3 H), 7,49-7,35 (m, 3 H), 7,29 (dtd, J = 15,0, 7,5, 1,2 Hz, 2 H), 7,17
(c, J=8,3,7,7 Hz, 1 H), 4,31-4,06 (m, 4 H), 3,25 (dd, J = 14,7, 4,6 Hz, 1 H), 3,08 (dd, J = 14,7,
9,9 Hz, 1 H).

Preparacion de los compuestos finales

A. Procedimiento generalizado para sintetizar precursores peptidicos lineales

Los péptidos de la Tabla 1 y la Tabla 2 se sintetizaron usando la sintesis en fase solida
convencional usando la quimica de Fmoc/tBu como se ejemplifica en Chan, W. C.; White, P.D.
"Fmoc Solid-Phase Synthesis: a Practical Approach”, Oxford University Press, Oxford, 2000;
Steward, J.; Young, J. "Solid Phase Peptide Synthesis", Pierce Chemical Company, Rockford,
1984.; Benoiton, N.L. "Chemistry of Peptide Synthesis”, CRC Press, Nueva York, 2006; y Lloyd-
Williams, P.; Albericio, F.; Giralt, E. "Chemical Approaches to the Synthesis of Peptides and
Proteins”, CRC Press, Nueva York, 1997.

Durante la elongacion de la cadena peptidica, el grupo a-amino de cada aminoécido se
protegid con un grupo 9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilo (Fmoc). Para evitar cualquier reaccion
secundaria durante las etapas de elongacion de la cadena, cualesquier cadenas laterales de
aminodcidos reactivas también llevan grupos protectores labiles en acido, enmascarando
eficazmente los grupos reactivos hasta su retirada tras el tratamiento con acido fuerte. Después de
completar cada etapa de acoplamiento, el grupo Fmoc del aminoacido N-terminal se retird con
piperidina o 4-metilpiperidina y la resina se lavé minuciosamente para preparar el acoplamiento
del posterior derivado de aminoécido protegido con Fmoc.

Los grupos protectores de cadenas laterales utilizados fueron:

terc-butilo (tBu) para L-Asp, L-Glu, a-Me-L-Ser, L-Ser, N-Me-L-Ser, hS, L-Thr, N-Me- L-
Thr, L-Tyr, Phe4dCOOH, Phe3COOH, N-Me-L-Glu, hE, Apm, TyrOcm, SbMeY, RbMeY,
TrpCH2COOH, NxG21, CeG, NhEG, FAMCO2H, BCP3CO2H, alT, Pipc5CO2H, AlaPentOH,
RbOHPhe4COOH, dProt4OAcOH, dProc40OH, dProt4OH, 3Pal4CO2H, AlaPyrim4COOH,
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Phe2F4COOH, Phe3F4ACOOH, Phe35F24CO0OH, Phe3CI4COOH, RbOHPhe, ShMePhe4COOH,
dProc4CH2COOH;

tritilo (Trt) para L-Asn, L-Cys, L-GIn, N-Me-L-Asn, NEtCONH2G, NEtCONH2A,
dProt4Tet, SbOHAsN (con alcohol protegido con TBDMS), RbOHAsn (con alcohol protegido
con TBDMS);

terc-butoxi-carbonilo (Boc) para L-Lys, L-Dab, L-Dap, L-Orn, hK, L-Trp, a-Me-L-Trp, L-
His, Phe4dCH2NH2, mAF, AlaPiperaz, AEF, Pip2c, NMeDab, DapMe, Prot4NH2, Pipc4NH2,
dProc4NH2, dProt4NH2, dProt4CH2NH2, LysMe, Bav, SerOC2NH2, AlaPyrim4NH2 (bis-
Boc);

Yy, 2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo (Pbf) para L-Arg y hR.

Los aminoacidos protegidos con Fmoc se obtuvieron normalmente de proveedores tales
como Sigma-Aldrich® (Millipore Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), Novabiochem® (Millipore
Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), Chem-Impex (Wood Dale, IL, EE.UU.), Combi-Blocks (San
Diego, CA, EE.UU.), Ambeed (Arlington Hts, IL, EE.UU.), AstaTech, Inc. (Bristol, PA,
EE.UU.), Iris Biotech (Marktredwitz, Alemania), Acrotein BioChem, Inc. (Hoover, AL,
EE.UU.), Amatek (Berwyn, PA, EE.UU.), ChemScene LLC (Monmouth Junction, NJ, EE.UU.),
BLD Pharmatech Co., Limited (Cincinnati, OH, EE.UU.), AchemBlock (Hayward, CA,
EE.UU.), AA Blocks LLC (San Diego, CA, EE.UU.), abcr GmbH (Karlsruhe, Alemania),
Enamine Ltd. (Kiev, Ucrania), Chem Shuttle (Burlingame, CA, EE.UU.) o PharmaBlock, Inc.
(Hatfield, PA, EE.UU.).

B. Procedimientos de sintesis utilizados para preparar péptidos ciclicos de tioéter

Esquema de sintesis 58
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B o M B * ST ®
Sintesis de péptidos en fase sélida R (e]
1) Piperidina (al 20 % en DMF) § g i
o] 2) DIC/Oxima, 90 °C X (AA)3 N
%NH A o &P o OMe
° ter3) ¢

OMe

X=CloBr
MeO R = H, alquilo, arilo, arilalquilo

Liberacion del soporte sélido

y desproteccién de la cadena lateral
TFA/TIS/H,O/DTT, 38 °C

(¢]
R S Ciclacién " ” SH
\)J\NHz NH4HCO; 0,2 M, H,O/MeCN, TA H J\ "
Py ARl _NH xJﬁ( AT N ’
H \”/ (0] o]

1. Procedimiento A

a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)

Se sintetizaron péptidos en un sintetizador Liberty Blue™ de CEM Corporation
(Matthews, NC), usando la sintesis en fase solida convencional usando la quimica Fmoc/tBu
como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 58.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 50 pmol usando resina Rink Amide
MBHA LL (malla 100-200), 0,4 mmol/g de carga, Poliestireno reticulado DVB al 1 %,
Novabiochem®). Todos los aminoacidos se disolvieron a una concentracion de 0,2 M en NMP o
DMF anh. Los amino&cidos se activaron con cantidades equimolares de solucion de Oxima Pura

(0,5 ™M en DMF anh.) y un exceso molar de 2 veces de solucion de DIC (0,5 M en DMF anh.).

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoéacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) o N-metilmorfolina (NMM) en DMF anh. (calentamiento asistido por
microondas a 90 °C, 1 min); (2) Acoplamiento (potencialmente repetido dos veces para
acoplamientos dificiles) con aminoacido protegido con Fmoc/DIC/Oxima (5, 5y 10 equiv.,
respectivamente; calentamiento asistido por microondas a 90 °C, 2 0 4 min). Los ciclos de
desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con
los monomeros deseados hasta que se formé el péptido lineal completo; (3) El extremo N del
péptido protegié con caperuza en Gltima instancia con el grupo 2-cloroacetilo o 2-halo-2-acetilo
sustituido necesario mediante acoplamiento con acido cloroacético o el correspondiente acido 2-
bromo-2-acético sustituido, respectivamente, y DIC (5 y 10 equiv, respectivamente;
calentamiento asistido por microondas a 90 °C, 2 min; repetido dos veces).

a) Escisidn y desproteccion
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Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirié a una
columna de plastico frita. La resina se lavd con DCM y después se seco a presion negativa en un
sistema de escision de péptidos Razor® de CEM Corporation (Matthews, NC). El péptido se
desprotegio y se escindié del soporte sélido mediante tratamiento con TFA/H.O/TIS/DODT
(92,5:2,5:2,5:2,5; v/viviv; 10 ml) a 38 °C durante 30 min. La solucion se recogi6 en un tubo de
centrifuga de 50 ml. La resina se lavé con TFA (2 x 2 ml). La solucién de escisién se concentrd
parcialmente a un volumen de ~5 ml al vacio. El péptido lineal en bruto precipit6 en la solucién
de escision de TFA usando terc-butil metil éter (MTBE) enfriado; 40 ml) y se recogié mediante
centrifugacién (4000 rpm). El sobrenadante se retird. Se afiadi6 MTBE frio (30 ml) adicional al
sedimento de péptidos y se aclaré mediante centrifugacién. El sedimento de péptidos en bruto

resultante se seco por soplado mediante una corriente de nitrogeno gaseoso.

b) Ciclacion de péptidos

Los sélidos en bruto se disolvieron en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN (15 ml). El
pH se ajusto a pH 8 afiadiendo una solucién acuosa de bicarbonato de amonio 0,2 M (3 ml). La
solucion se agito a TA durante aproximadamente 2 h y se control6 mediante UPCL-EM. Después
de que se completase la reaccion, la solucion de reaccion se interrumpio afiadiendo TFA (200 pl),

se congeld y se liofilizo.

c¢) Purificacion por HPLC

Después, el residuo en bruto se disolvio en DMSO vy se purificd mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa en una columna Waters™ SunFire Prep
C18 OBD (100A, 5 pum, tamafio de columna 19 x 150 mm, Milford, MA) usando un sistema de
HPCL-EM preparativa dirigida por EM Agilent. Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de
calidad para HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 35 ml/min;
longitud de onda UV A = 215 nm; gradiente: 0,5 % de B/min durante 40 min a partir de 5 % de B
inferior al % de B calculado necesario para la elucién del compuesto. En algunos casos, se

obtuvo una mejor separacion mediante NH4OH al 0,1 % como modificador.

Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z objetivo y las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, se concentraron al vacio y se

liofilizaron para obtener el péptido ciclado en forma de un sélido.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se

realizaron mediante UPCL-EM, que se midié6 mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
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UPCL-EM de fase inversa. Columna: Waters™ Cortecs C18+ Columna (90 A 16 pm, tamario

de columna 2,1 x 100 mm). Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B)

TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 0,5 pl; caudal:

0,7 ml/min; Temperatura de la columna: 60 °C; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 2-
5 35%en9,1min.

Esquema de sintesis 59

" & _— s STrt .
Sintesis de péptidos en fase sélida R (o}
1) Piperidina (al 20 % en DMF) 4 Jk N
0 X T(AA)s N
|
(0] GP o

2) HATU/NMM, TA

OMe
309 )
o
X=CloBr OMe

MeO R = H, alquilo, arilo, arilalquilo
Liberacién del soporte sélido
y desproteccién de la cadena lateral
TFA/TIS/H,O/DTT, 38 °C
(0]
R S Ciclacion & - SH
f - NHHCO; 0,2 M, H,O/MeCN, TA i 1 /Q(NH
(AA);3__NH X)Y TAAY N 2
07 N7 N
H T o o

(e]

2. Procedimiento B
10 a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)
Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador Symphony® X de Gyros Protein
Technologies (Uppsala, Suecia), usando la sintesis en fase sélida convencional usando la quimica

Fmoc/tBu como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 59.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 100 umol usando resina Rink
15  Amide MBHA LL (malla 100-200), 0,4 mmol/g de carga, Poliestireno reticulado DVB al 1 %,
Novabiochem®). Todos los aminoacidos se disolvieron a una concentracion de 0,2 M en NMP o
DMF anh. Los amino&cidos se activaron con cantidades equimolares de solucién de HATU

(0,5 ™M en DMF anh.) y un exceso molar de 2 veces de solucion de NMM (1,0 m en DMF anh.).

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoéacido con Fmoc mediante
20  piperidina al 20 % (v/v) o 4-metilpiperidina en DMF anh. (TA; 3 x 3 min); (2) Acoplamiento
(potencialmente repetido dos veces para acoplamientos dificiles) con aminoacido protegido con
Fmoc/HATU/NMM (5, 5y 10 equiv, respectivamente; TA; 40 min). Los ciclos de desproteccion

de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con los
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mondmeros deseados hasta que se formo el péptido lineal completo. Los ciclos de desproteccion
de Fmoc y de acoplamiento de amino&cidos protegidos con Fmoc se repitieron con los
mondmeros deseados hasta que se formo el péptido lineal completo; (3) El extremo N del péptido
se protegid con caperuza en ultima instancia con el 2-cloroacetilo necesario mediante

acoplamiento con anhidrido cloroacético (1,0 M en DMF anh.) a TA durante 10 min.

a) Escision y desproteccion

Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirié a una
columna de plastico frita. La resina se lavd con DCM y después se secO a presion negativa en un
sistema de escision de péptidos Razor® de CEM Corporation (Matthews, NC). El péptido se
desprotegio y se escindio del soporte sélido mediante tratamiento con TFA/HO/TIS/DTT
(92,5:2,5:2,5:2,5; v/viviv; 10 ml) a 38 °C durante 30 min. La solucion se recogio en un tubo de
centrifuga de 50 ml. La resina se lavo con TFA (2 x 2 ml). La solucion de escision se concentro
parcialmente a un volumen de ~5 ml al vacio. El péptido lineal en bruto precipitd en la solucion
de escision de TFA usando MTBE enfriado (40 ml) y se recogio mediante centrifugacion
(4000 rpm). El sobrenadante se retird. Se afiadio MTBE frio (30 ml) adicional al sedimento de
péptidos y se aclaré6 mediante centrifugacion. El sedimento de péptidos en bruto resultante se

secO por soplado mediante una corriente de nitrégeno gaseoso.

b) Ciclacion de péptidos

Los sélidos en bruto se disolvieron en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN (15 ml). El
pH se ajusto a pH 8 afiadiendo una solucién acuosa de bicarbonato de amonio 0,2 M (3 ml). La
solucion se agitd a TA durante aproximadamente 2 h y se control6 mediante UPCL-EM. Después
de que se completase la reaccion, la solucion de reaccion se interrumpio afiadiendo TFA (200 pl),

se congeld y se liofilizo.

c) Purificacion por HPLC

Después, el residuo en bruto se disolvio en DMSO y se purificd mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa en una columna Waters™ SunFire Prep
C18 OBD (100A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 150 mm) usando un sistema de HPCL-EM
preparativa dirigida por EM Agilent. Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para
HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 35 ml/min; longitud de
onda UV A =215 nm; gradiente: 0,5 % de B/min durante 40 min a partir de 5 % de B inferior al

% de B calculado necesario para la elucién del compuesto. En algunos casos, se obtuvo una
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mejor separacion mediante NH;OH al 0,1 % como modificador.

Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z objetivo y las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, se concentraron al vacio y se

liofilizaron para obtener el péptido ciclado en forma de un sélido.

5 La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midi6 mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Waters™ Cortecs C18+ Columna (90 A 16 pm, tamario
de columna 2,1 x 100 mm). Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B)
TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 0,5 pl; caudal:

10 0,7 ml/min; Temperatura de la columna: 60 °C; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 2-
35 % en 9,1 min.

Esquema de sintesis 60

OMe

. , : STt ®
Sintesis de péptidos en fase sélida R (0}
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Liberacién del soporte sélido
y desproteccion de la cadena lateral
TFA/TIS/H,O/DTT, 38 °C
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S Ciclacion & o SH
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15 3. Procedimiento C

a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)
Se sintetizaron péptidos en un sintetizador Liberty Blue™ de CEM Corporation
(Matthews, NC), usando la sintesis en fase s6lida convencional usando la quimica Fmoc/tBu
como se ha resumido anteriormente en el Esquema 60.
20 Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 25 pmol 50 pumol usando resina
Rink Amide MBHA LL (malla 100-200), 0,4 mmol/g de carga, Novabiochem®, Poliestireno
reticulado DVB al 1 %). Se prepararon soluciones de los reactivos y los mondémeros de

aminodacidos de la siguiente manera:
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Escala de 25 umol: protegidos con Fmoc (0,2 M en DMF anh., NMP o0 DMSO), Oxima
Pura (0,25 M en DMF anh.), DIC (0,5 M en NMP anh.), (CIAc)20 (al 10 % p/v en DMF anh.), 4-
metilpiperidina (20 % (v/v) en DMF anh. + Oxima Pura 0,1 M),

Escala de 50 umol: —Aminoacidos protegidos con Fmoc (0,2 M en DMF anh., NMP o
DMSOQO), Oxima Pura (0,5 M en DMF anh.), DIC (1,0 m en NMP anh.), (CIAc)20 (al 10 % p/v en
DMF anh.), 4-metilpiperidina (20 % (v/v) en DMF anh. + Oxima Pura 0,1 m).

Cada ciclo de sintesis incluy6: (1) Acoplamiento simple o doble con aminoacido
protegido con Fmoc/DIC/Oxima (5, 10 y 5 equiv, respectivamente) a 90 °C usando
calentamiento asistido por microondas, durante 2 0 4 min, o0 a 50 °C usando calentamiento
asistido por microondas durante 10 min. Después de que se completase la reaccion de
acoplamiento, la mezcla se filtro y la resina peptidilica se lavé con DMF; (2) Desproteccion de
Fmoc (repetida tres veces) usando 4-metilpiperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (calentamiento
asistido por microondas a 90 °C; 3 min). La mezcla se filtré y la resina peptidilica se lavo con
DMF. Los ciclos de desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con
Fmoc se repitieron con los monomeros deseados hasta que se formd el péptido lineal completo;
(3) El extremo N del péptido se protegid con caperuza mediante la adicion de (CIAc)20 (10

equiv, repetido dos veces), después, la resina peptidilica se lavo con DMF.

a) Escision y desproteccion

Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirio a una
columna de plastico frita. La resina se lavd con DCM y después se secd a presion negativa en un
sistema de escision de péptidos Razor® de CEM Corporation (Matthews, NC). El péptido se
desprotegio y se escindié del soporte sélido mediante tratamiento con TFA/HO/TIS/DODT
(92,5:2,5:2,5:2,5; v/viviv; 10 ml) a 40 °C durante 30 min. La solucion se recogio en un tubo de
centrifuga de 50 ml. La resina se lavo con TFA (2 x 2 ml). La solucion de escision se concentro
parcialmente a un volumen de ~5 ml al vacio. El péptido lineal en bruto precipité en la solucion
de escision de TFA usando Et20O (40 ml) y se recogié mediante centrifugacion (4000 rpm). El
sobrenadante se retird. Se afiadié Et.O frio (30 ml) frio adicional al sedimento de péptidos y se
aclaré mediante centrifugacion. El sedimento de péptidos en bruto resultante se secé por soplado

mediante una corriente de nitrégeno gaseoso.

b) Ciclacion de péptidos
Los sélidos en bruto se disolvieron en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN (15 ml). El

pH se ajust6 a pH 8 afiadiendo una solucién acuosa de bicarbonato de amonio 0,2 M (3 ml). La
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solucion se agité a TA durante aproximadamente 12 h y se controlé mediante UPCL-EM.
Después de que se completase la reaccion, la solucion de reaccion se inactivo afiadiendo AcOH
(200 pl), se congel6 y se liofilizo. El sedimento de péptidos en bruto resultante se redisolvié en

DMSO y se sometid a purificacion RP.

c) Purificacion por HPLC

La purificacion se realiz6 mediante cromatografia de liquidos preparativa de alto
rendimiento en fase inversa (Rp-HPLC) en columna Waters™ X-Bridge Prep C18 OBD Prep
(130 A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 100 mm) usando un sistema de HPCL-EM de
Autopurificacion dirigida por EM Waters™. Fase movil: (A) TFA al 0,16% en agua de calidad
para HPLC y (B) TFA al 0,16% en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min;
longitud de onda UV A = 215 nm; gradiente: 25-50 % de B durante 5 min. Como alternativa, la
purificacion se realizo en una columna Waters™ CSH-C18 (19 x 250 mm, 5 um) usando un
Agilent, con el sistema de CL preparativa 1290 infinity Il y el espectrometro de masas LC-MSD
XT. Fase movil: (A) acido formico al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B) acido formico
al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min; longitud de onda UV A =
215 nm; gradiente: 20 % de B durante 2,5 min, aumentando después al 55 % de B durante los
17,5 min siguientes. Se recogieron fracciones absorbentes de UV gue contenian los iones m/z

objetivo y las fracciones que contenian producto se confirmaron mediante CL-EM.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midié mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Columna Waters™ XSelect CSH C18 (130 A 25 pm,
tamafo de columna 2,1 x 50 mm). Fase movil: (A) TFA al 0,05% en agua de calidad para HPLC
y (B) TFA al 0,05% en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 1 pl; caudal:
1 ml/min; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 5-100 % de B en 5 min. La liofilizacion
de las fracciones combinadas que contenian péptido puro dio como resultado el producto ciclado

final en forma de polvo.

Esquema de sintesis 61
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4. Procedimiento D
a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)
Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador de péptidos Biotage® Syro Il (Biotage
Corporation, Boston, MA) usando la sintesis en fase sélida convencional usando la quimica

Fmoc/tBu como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 61.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 10 pmol 25 pumol usando resina
Rink Amide MBHA LL (malla 100-200), 0,4 mmol/g de carga, Novabiochem®). Se prepararon
soluciones de los reactivos y los monomeros de aminoacidos de la siguiente manera:
Aminoéacidos protegidos con Fmoc (0,2 M 0 0,4 M en DMF anh., NMP o0 DMSO), HATU (0,5 ™
en DMF anh.), DIPEA (2,0 M en NMP anh.), (CIAc)20 (0,4 m en DMF anh.), 4-metilpiperidina
(20 % (v/v) en DMF anh.).

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Acoplamiento simple o doble con aminoéacido
protegido con Fmoc/HATU/DIPEA (4, 4 'y 8 equiv, respectivamente; a 50 °C o 75 °C; 15 min
para acoplamiento simple o 15 min + 30 min para acoplamiento doble). Después de que se
completase la reaccion de acoplamiento, la mezcla se filtr6 y la resina peptidilica se lavé con
DMF; (2) Desproteccion de Fmoc (repetida tres veces) usando 4-metilpiperidina al 20 % (v/v) en
DMF (TA; 3 min). La mezcla se filtrd y la resina peptidilica se lavé con DMF. Los ciclos de
desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con
los monomeros deseados hasta que se formé el péptido lineal completo; (3) El extremo N del
péptido se protegié con caperuza mediante la adicién de (CIAc).0 y DIPEA (10 y 20 equiv,
respectivamente; repetido dos veces) en DMF anh., después, la resina peptidilica se lavo con
DCM.
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a) Escision y desproteccion
Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se lavé con DCM y
después se secd a presion positiva de nitrégeno en un sistema de escision de péptidos de Biotage

Corporation, Boston, MA.

El péptido se desprotegid y se escindio del soporte sélido mediante tratamiento con
TFA/H.O/TIS/DODT (92,5:2,5:2,5:2,5; viviviv; 2 ml) a TA durante 1 h. La solucién se recogid
en un tubo de centrifuga de 50 ml. La resina se lavé con TFA (1 ml). El péptido lineal en bruto
precipitd en la solucion de escision de TFA usando Et>O enfriado (30 ml) y se recogié mediante
centrifugacién (4000 rpm). El sobrenadante se retird. Se afiadid Et2O frio (30 ml) frio adicional al
sedimento de péptidos y se aclaré mediante centrifugacion. El sedimento de péptidos en bruto

resultante se seco por soplado mediante una corriente de nitrogeno gaseoso.

b) Ciclacion de péptidos

Los sélidos en bruto se redisolvieron en DMSO (1,5 ml). El pH se ajusté afiadiendo
DIPEA 2,0 M en solucién de NMP (0,5 ml). La solucién se agité a TA durante aproximadamente
12 hy se controld mediante UPCL-EM. Despues de que se completase la reaccion, la mezcla de
ciclacion se acidifico mediante la adicion de 40 pl de acido acético glacial y las soluciones

resultantes se filtraron y se sometieron a purificacion por Rp.

c¢) Purificacion por HPLC

La purificacion se realizé mediante cromatografia de liquidos preparativa de alto
rendimiento en fase inversa (Rp-HPLC) en columna Waters™ X-Bridge Prep C18 OBD Prep
(130 A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 100 mm) usando un sistema de HPCL-EM de
Autopurificacion dirigida por EM Waters™. Fase movil: (A) TFA al 0,16% en agua de calidad
para HPLC y (B) TFA al 0,16% en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min;
longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 25-50 % de B durante 5 min. Como alternativa, la
purificacion se realizé en una columna Waters™ CSH-C18 (19 x 250 mm, 5 um) usando un
Agilent, con el sistema de CL preparativa 1290 infinity Il y el espectrometro de masas LC-MSD
XT. Fase movil: (A) acido formico al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B) acido formico
al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min; longitud de onda UV A =
215 nm; gradiente: 20 % de B durante 2,5 min, aumentando después al 55 % de B durante los
17,5 min siguientes. Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z

objetivo y las fracciones que contenian producto se confirmaron mediante CL-EM.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
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realizaron mediante UPCL-EM, que se midié mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Columna Waters™ XSelect CSH C18 (130 A 25 pm,
tamarfio de columna 2,1 x 50 mm). Fase mdvil: (A) TFA al 0,05% en agua de calidad para HPLC
y (B) TFA al 0,05% en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 1 ul; caudal:
1 ml/min; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 5-100 % de B en 5 min. La liofilizacién
de las fracciones combinadas que contenian péptido puro dio como resultado el producto ciclado

final en forma de polvo.

C. Procedimientos de sintesis utilizados para preparar péptidos ciclicos de

macrolactama

Esquema de sintesis 62

Sintesis de péptidos en fase sélida
1) Piperidina (al 20 % en DMF)
2) DIC/Oxima, 90 °C

SPPS

Liberacion del péptido protegido

del soporte sélido
HFIP al 30 % en DCM, TA

Macrolactamizacioén y desproteccién o GP o
| H
de la cadena lateral J]\ _(AA) N,
YNy :

1) HATU, HOAt, DIPEA, THF, TA HoNis- ‘H/
2) TFA/TIS/H,O (+ fenol o DTT), TA

H

1. Procedimiento E

a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)

Se sintetizaron péptidos en un sintetizador Liberty Blue™ de CEM Corporation
(Matthews, NC), usando la sintesis en fase s6lida convencional usando la quimica Fmoc/tBu
como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 62.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 50 pumol usando resina CI-TCP(CI)
ProTide® (malla 100-200, 0,37 mmol/g de carga, CEM Corporation, Matthews, GA). Todos los

amino&cidos se disolvieron a una concentracion de 0,2 M en NMP o DMF anh. Los aminoacidos
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se activaron con cantidades equimolares de solucion de Oxima Pura (0,5 M en DMF anh. que
contenia 0,1 m de DIPEA) y un exceso molar de 2 veces de solucién de DIC (0,5 m en DMF
anh.).

La carga del aminoéacido C-terminal inicial en la resina CI-TCP(CI) ProTide® se realiz6
directamente en el sintetizador Liberty Blue™ mediante tratamiento con un exceso molar 10
veces mayor de solucién de aminoacido protegido con Fmoc (0,2 M en DMF anh.) y un exceso
molar 20 veces mayor de solucién de base (DIPEA 1,0 M + K1 0,125 M en DMF anh.) y

calentamiento asistido por microondas a 90 °C durante 10 min (repetido dos veces).

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (calentamiento asistido por microondas a 90 °C, 1 min);
(2) Acoplamiento (potencialmente repetido dos veces para acoplamientos dificiles) con
aminodcido protegido con Fmoc/DIC/Oxima (5, 5y 10 equiv., respectivamente; calentamiento
asistido por microondas a 90 °C, 2 min). Los ciclos de desproteccion de Fmoc y de acoplamiento
de aminoé&cidos protegidos con Fmoc se repitieron con los monémeros deseados hasta que se
formo el péptido protegido lineal completo; (3) El extremo N del péptido se desprotegio usando
piperidina al 20 % (v/v) en DMF (calentamiento asistido por microondas a 50 °C, 10 min;

repetido dos veces).

a) Escision del péptido lineal protegido

Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirio a una
columna de plastico frita. La resina se lavd con DCM y después se secd a presion negativa en un
sistema de escision de péptidos Razor® de CEM Corporation (Matthews, NC). El péptido
protegido se escindid del soporte solido mediante tratamiento con HFIP/DCM (3:7; v/iv; 5 ml) a
TA durante 5 min. La solucion se recogio6 en un tubo de centrifuga de 50 ml. Este proceso se
repitié dos veces mas (tres veces en total) y la solucion de escisién se combind en el mismo tubo.

Los disolventes se retiraron a presion reducida.

b) Macrolactamizacion en fase de solucion

El péptido lineal protegido en bruto se resuspendié en THF anh. (10 ml). A dicha
solucion se le afiadié DIPEA (45 pl, 5 equiv) seguido de la adicion gota a gota de la solucion de
HOA (6 mg, 0,9 equiv) y HATU (8,4 mg, 1,3 equiv) disueltos en DMF anh. (150 pl). La
solucidn se agité a TA durante aproximadamente 30 min y se controlé mediante UPCL-EM.
Después de que se completase la reaccion, la solucion de reaccion se concentr6 con reduccion a

sequedad.
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c) Desproteccion del péptido ciclico protegido

El péptido ciclico se desprotegié mediante tratamiento con TFA/H2O/TIS/Fenol
(93:2:3:2; viviviw; 7 ml) a TA durante 1 h. El péptido ciclico en bruto precipit6 en la solucién de
escision de TFA usando MTBE enfriado (40 ml) y se recogié mediante centrifugacion
(4000 rpm). El sobrenadante se retird. Se afiadi6 MTBE frio (35 ml) adicional al sedimento de
péptidos y se aclaré mediante centrifugacién. El sedimento de péptidos en bruto resultante se
disolvi6 en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN (10 ml). La solucién se congelo y se liofilizo.

d) Purificacion por HPLC

Después, el residuo en bruto se disolvio en DMSO vy se purificd mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa en una columna Waters™ SunFire Prep
C18 OBD (100A, 5 um, tamafio de columna 19 x 150 mm, Milford, MA) usando un sistema de
HPCL-EM preparativa dirigida por EM Agilent. Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de
calidad para HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 35 ml/min;
longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 0,5 % de B/min durante 40 min a partir de 5 % de B
inferior al % de B calculado necesario para la elucion del compuesto. En algunos casos, se

obtuvo una mejor separacion mediante NH4OH al 0,1 % como modificador.

Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z objetivo y las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, se concentraron al vacio y se

liofilizaron para obtener el péptido ciclado en forma de un solido.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midié mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Waters™ Cortecs C18+ Columna (90 A 16 pm, tamafio
de columna 2,1 x 100 mm, Milford, MA). Fase mévil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para
HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 0,5 pl;
caudal: 0,7 ml/min; Temperatura de la columna: 60 °C; longitud de onda UV A =215 nm;

gradiente: 2-35 % en 9,1 min.

Esquema de sintesis 63
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O Sintesis de péptidos en fase sélida
1) Piperidina (al 20 % en DMF)
0 Q (D  2)HATUNMM, TA

SPPS

FmocHN,,'

Liberacién del péptido protegido
del soporte sélido
HFIP al 30 % en DCM, TA

Macrolactamizacion y desproteccion
o de la cadena lateral d

1) HATU, HOAt, DIPEA, THF, TA HQN._.O" N
2) TFAITIS/H,O (+ fenol 0o DTT), TA

H
= AA N
O/\N/( )12\[]/

2. Procedimiento F

a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)

Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador Symphony® X de Gyros Protein
Technologies (Uppsala, Suecia), usando la sintesis en fase sdlida convencional usando la quimica
Fmoc/tBu como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 63.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 50 pmol usando resina CI-TCP(CI)
ProTide® (malla 100-200, 0,37 mmol/g de carga, CEM). Todos los aminoacidos se disolvieron a
una concentracion de 0,2 m en NMP o DMF anh. Los amino&cidos se activaron con cantidades
equimolares de solucién de HATU (0,5 M en DMF anh.) y un exceso molar de 2 veces de
solucion de NMM (1,0 m en DMF anh.).

La carga del aminoacido C-terminal inicial en la resina CI-TCP(CI) ProTide® se realiz6
directamente en el sintetizador Symphony® X tratando con un exceso molar de 2 veces de
solucion de aminodcido protegido con Fmoc (0,2 M en DMF anh.) y un exceso molar de 4 veces
de solucién de DIPEA (1,0 M en DMF anh.) a TA durante 2 h (repetido dos veces). La resina sin

reaccionar se protegio con caperuza en ultima instancia mediante tratamiento con MeOH.

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoéacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (TA; 3 x 5 min) y acoplamiento (potencialmente repetido
dos veces para acoplamientos dificiles) con aminoacido protegido con Fmoc/HATU/NMM (4, 4
y 8 equiv, respectivamente; TA; 30 min); (2) Los ciclos de desproteccion de Fmoc y de
acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con los mondmeros deseados

hasta que se formo el péptido lineal completo. Los ciclos de desproteccion de Fmoc y de
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acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con los mondémeros deseados
hasta que se formé el péptido lineal completo; (3) El extremo N del péptido se desprotegid
usando piperidina al 20 % (v/v) en DMF (TA; 3 x 5 min).

a) Escision del péptido lineal protegido

Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirié a una
columna de plastico frita. La resina se lavd con DCM y después se secO a presion negativa en un
sistema de escision de péptidos Razor® de CEM Corporation. El péptido protegido se escindio
del soporte s6lido mediante tratamiento con HFIP/DCM (3:7; v/v; 4 ml) a TA durante 5 min. La
solucion se recogi6 en un tubo de centrifuga de 50 ml. Este proceso se repitié dos veces mas (tres
veces en total) y la solucion de escision se combiné en el mismo tubo. Los disolventes se

retiraron a presion reducida.

b) Macrolactamizacion en fase de solucion

El péptido lineal protegido en bruto se resuspendié en THF anh. (8 ml). A dicha solucion
se le afiadié DIPEA (22 ul, 2,5 equiv) seguido de la adicion gota a gota de la solucion de HOAt
(6 mg, 0,9 equiv) y HATU (8,4 mg, 1,3 equiv) disueltos en DMF anh. (300 ul). La solucioén se
agito a TA durante aproximadamente 15 min y se controlé mediante UPCL-EM. Después de que

se completase la reaccion, la solucién de reaccion se concentrd con reduccion a sequedad.

c) Desproteccion del peptido ciclico protegido

El péptido ciclico se desprotegio mediante tratamiento con TFA/H2O/TIS/DTT
(94:2,5:2,5:1; viviviv; 5 ml) a TA durante 1 h. El péptido ciclico en bruto precipit6 en la solucion
de escision de TFA usando MTBE enfriado (40 ml) y se recogio mediante centrifugacion
(4000 rpm). El sobrenadante se retird. Se afiadid MTBE frio (35 ml) adicional al sedimento de
péptidos y se aclaré6 mediante centrifugacion. El sedimento de péptidos en bruto resultante se

disolvio en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN (10 ml). La solucién se congel6 y se liofilizo.

d) Purificacion por HPLC

Después, el residuo en bruto se disolvio en DMSO y se purificd mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa en una columna Waters™ SunFire Prep
C18 OBD (100A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 150 mm, Milford, MA) usando un sistema de
HPCL-EM preparativa dirigida por EM Agilent. Fase mévil: (A) TFA al 0,1 % en agua de
calidad para HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 35 mi/min;
longitud de onda UV A =215 nm,; gradiente: 0,5 % de B/min durante 40 min a partir de 5 % de B

inferior al % de B calculado necesario para la elucién del compuesto. En algunos casos, se
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obtuvo una mejor separacién mediante NH4OH al 0,1 % como modificador.

Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z objetivo y las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, se concentraron al vacio y se

liofilizaron para obtener el péptido ciclado en forma de un sélido.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midi6 mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Waters™ Cortecs C18+ Columna (90 A 16 pm, tamario
de columna 2,1 x 100 mm, Milford, MA). Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para
HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccién: 0,5 pl;
caudal: 0,7 ml/min; Temperatura de la columna: 60 °C; longitud de onda UV A =215 nm;
gradiente: 2-35 % en 9,1 min.

Esquema de sintesis 64

Sintesis de péptidos en fase sdlida
1) Piperidina (al 20 % en DMF)
2) HATU/DIPEA, 50 °C

SPPS

Liberacion del péptido protegido

del soporte sélide
HFIP al 30 % en DCM, TA

Macrolactamizacion y desproteccion o] ?P b ©

de la cadena lateral \|J\ A N

1) HATU, HOAL, DIPEA, THE, TA  pNie G N T 7 Ton
2) TEAITIS/HO (+ fenol 0 DTT), TA o)

3. Procedimiento G

a) Sintesis de péptidos en fase soélida (SPFS)

Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador Liberty Blue™ de CEM Corporation,
usando la sintesis en fase solida convencional usando la quimica Fmoc/tBu como se ha resumido
anteriormente en el Esquema de sintesis 64.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 100 umol usando resina de cloruro
de 2-clorotritilo (malla 100-200), DVB al 1 %, 1,71 mmol/g de carga, Novabiochem®) o resina

de cloruro de 2-clorotritilo precargada con el aminoacido de partida (0,66 mmol/g de carga,
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Novabiochem®), basandose en la estrategia de sintesis.

La carga del amino4cido C-terminal inicial con respecto a la resina 2CTC se realiz6 en
una jeringa de pléstico frita tratandola con 1,0 milimolar de exceso de solucién de aminoécido
protegido con Fmoc (0,2 M en una mezcla 4:1 (v/v) DCM/NMP) y 5 veces el exceso molar de
DIPEA a TA durante 45 min. Se afiadi6 MeOH (0,4 ml) y la suspensidn se agit6 durante 15 min
a TA. La resina se escurrid y se lavd con DMF. El grupo protector Fmoc se retird tratando con
piperidina (20 % (v/v) en DMF) a TA durante 10 min. Este proceso se repiti6é una vez mas (dos

veces en total). La resina se lavé con DMF, MeOH y DCM vy se secd al vacio.

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (calentamiento asistido por microondas a 50 °C, 10 min;
repetido dos veces); (2) Acoplamiento (potencialmente repetido dos veces para acoplamientos
dificiles) con aminoacido protegido con Fmoc/HATU/DIPEA (5, 5y 10 equiv, respectivamente;
calentamiento asistido por microondas a 50 °C, 10 min). Los ciclos de desproteccion de Fmoc y
de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con los monomeros deseados
hasta que se formo el péptido protegido lineal completo; (3) El extremo N del péptido se
desprotegio usando piperidina al 20 % (v/v) en DMF (calentamiento asistido por microondas a

50 °C, 10 min; repetido dos veces).

a) Escision del péptido lineal protegido

Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirio a una
columna de plastico frita. La resina se lavo con DCM y después el péptido lineal se escindio del
soporte solido mediante tratamiento con HFIP/DCM (3:7; v/v; 5 ml) a TA durante 5 min. La
solucion se recogié en un matraz de fondo redondo. Este proceso se repitio dos veces mas (tres
veces en total) y la solucion de escision se combind. Los disolventes se retiraron a presion

reducida.

b) Macrolactamizacion en fase de solucion

El péptido lineal protegido en bruto se resuspendié en THF anh. (1,5 mg/mL). Se afiadio
DMF anhidro (500 ul). DIPEA (5 equiv.), Se afiadieron HOAL (0,8 equiv) y HATU (1,2 equiv) a
la solucién peptidica y se agit6 la solucion a TA. La reaccion se control6 mediante UPCL-EM y
se detuvo después de la conversién completa del material de partida. Después, la solucion de

reaccion se concentrd a presion reducida a sequedad.

c) Desproteccion del péptido ciclico protegido

El péptido ciclico se desprotegié mediante tratamiento con TFA/H2O/TIS/Fenol
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(90:2:4:4; viviviw; 15 ml) a TA durante 1 h. El peptido ciclico en bruto precipitd en la solucion
de escision de TFA usando MTBE enfriado (50 ml) y se recogié mediante centrifugacion. El
sobrenadante se retird. Se afiadio6 MTBE frio (40 ml) adicional al sedimento de péptidos y se
aclar6 mediante centrifugacion. Este proceso se repitid una vez mas (dos veces en total). El
sedimento de péptidos en bruto resultante se disolvio en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN
(10 ml) y se afiadié un 5 % (v/v) de TFA a la solucion para retirar el aducto de triptéfano. La

solucion se congelo y se liofilizé.

d) Purificacion por HPLC

Después, el residuo en bruto se disolvio en DMSO vy se purificé mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa en una columna preparativa Waters™
Xbridge Proteina BEH C4 OBD (300A, 5 um, tamafio de columna 30 x 250 mm) usando un
sistema de HPLC de Waters™ 2545 equipado con un detector UV/Visible de Waters™ 2489,
Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo
de calidad para HPLC; caudal: 50 ml/min; longitud de onda UV A = 214 nm; gradiente: 0,5 % de
B/min comenzando a un 5 % de B inferior al % de B calculado necesario para la elucién del
compuesto durante 20 min. Se recogieron las fracciones absorbentes de UV que contenian el
objetivo y las fracciones que contenian el producto deseado se recogieron y se combinaron, se

concentraron al vacio y se liofilizaron para obtener el péptido ciclado en forma de un solido.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midié mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Waters™ ACQUITY UPLC Proteina BEH C4 (300 A,

1,7 um, tamario de columna 2,1 x 100 mm, Milford, MA). Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua
de calidad para HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de
inyeccion: 0,5 pl; caudal: 0,4 ml/min; Temperatura de la columna: 45 °C; longitud de onda UV A
= 214 nm; gradiente: 20-20 % de B en 1 min y 20-40 % en 3 min.
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Esquema de sintesis 65

Sintesis de péptidos en fase sélida ? (|;P H o ‘
1) NMP (al 20 % en DMF) (.\‘J\N/(AA)WE N, o .
2) HATU/DIPEA, TA HzN“"O H T
o] Cl
R
SPPS, HN O

Liberacion del péptido protegido
del soporte solido
HFIP al 30 % en DCM, TA

Macrolactamizacién y desproteccion
de la cadena lateral

1) HATU, HOAt, DIPEA, THF, TA

2) TFAITIS/HO (+ fenol o DTT), TA

4. Procedimiento H
a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)
Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador de péptidos Biotage® Syro 11 usando la

quimica Fmoc/tBu como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 65.

Las reacciones se realizaron normalmente a la escala de 25 umol usando resina de cloruro
de 2-clorotritilo (malla 100-200), 1,6 mmol/g de carga, Novabiochem®). Se prepararon
soluciones de los reactivos y los mondmeros de aminoacidos de la siguiente manera:
Aminoéacidos protegidos con Fmoc (0,2 M en DMF, NMP 0 DMSO), HATU (0,5 M en DMF),
DIPEA (2,0 M en NMP), 4-metilpiperidina (20 % (v/v) en DMF).

La carga del aminoacido C-terminal inicial en la resina 2CTC se realizo de la siguiente
manera: 1,0 g de resina 2CTC (1,6 mmol/g de carga, Novabiochem®) se hinchd en DCM (10 ml)
durante 5 min. Mientras tanto, se disolvié aminoacido con Fmoc (1 mmol, 0,65 equiv) en DCM
anh. 8,7 ml). A esa solucion se le afiadieron DIPEA (4 mmol, 4 equiv en exceso con respecto a
AA equiv) y DMF (0,25 ml). La suspensidn resultante se agité con formacion de vortice hasta su
disolucion completa, después se transfirié al recipiente que contenia la resina hinchada y se agito
a TA durante 3 h. La resina se filtro y se trato con DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1; viviv; 6 ml) a
TA durante 5 min (repetido tres veces), se lavd con DMF (3 x 10 ml), DCM (3 x 10 ml) después

secar al vacio durante la noche.

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Doble acoplamiento con aminoacido protegido con

Fmoc/HATU/DIPEA (4, 4 y 8 equiv, respectivamente; TA; 15 min). Después de que se
208



10

15

20

25

30

25644-PCT

completase la reaccion de acoplamiento, la mezcla se filtr6 y la resina peptidilica se lavo con
DMF; (2) Desproteccion de Fmoc (repetida tres veces) usando 4-metilpiperidina al 20 % (v/v) en
DMF anh. (TA; 3 min). La mezcla se filtro y la resina peptidilica se lavd con DMF anh. Los
ciclos de desproteccién de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se
repitieron con los mondmeros deseados hasta que se formé el péptido lineal completo. (3) El
extremo N del péptido se desprotegi6 usando 4-metilpiperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (TA,;
3 min) y la resina peptidilica se lavé con DCM.

a) Escision del péptido lineal protegido

Para escindir el precursor de péptido lineal en bruto del soporte s6lido, se afiadié 1 ml de
una mezcla de HFIP/DCM (3:7; v/v) a la resina peptidilica y se agit6 durante 5 min. La solucién
de escision se transfirié a un falcon de 50 ml y este proceso se repitié dos veces mas (tres veces
en total) y la solucion de escision se afiadio al mismo tubo. El disolvente se retird a presion

reducida.

b) Macrolactamizacion en fase de solucion

El péptido en bruto se resuspendio en 14 ml de THF. A esa solucidn se le afiadio HOAt
(2,0 mg disueltos en 70 ul de DMF anh.), HATU (8,4 mg disueltos en 70 ul de DMF anh.) y
8,4 ul de DIPEA. La reaccion se agito a TA durante 20 min y después se comprob6 mediante

CL-EM. Después, la solucion de reaccion se concentro a sequedad a presion reducida.

c) Desproteccion del peptido ciclico protegido

Una solucion de TFA/H2O/TIS (95/2,5/2,5; viviv, 1 ml) se afiadio al péptido ciclico
protegido en bruto. La mezcla se agitd durante 10 min a TA. Se afiadié Et,O frio (15 ml) a la
solucion. El péptido precipité mediante centrifugacion. El precipitado se lavo con Et20 (2 x
10 ml) y se secd al vacio d.n. para proporcionar el péptido ciclico desprotegido en bruto en forma

de un sélido.

d) Purificacion por HPLC

La purificacion se realizé mediante cromatografia de liquidos preparativa de alto
rendimiento en fase inversa (Rp-HPLC) en columna Waters™ X-Bridge Prep C18 OBD Prep
(130 A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 100 mm, Milford, MA) usando un sistema de HPCL-EM
de Autopurificacion dirigida por EM Waters™. Fase movil: (A) TFA al 0,16% en agua de
calidad para HPLC y (B) TFA al 0,16% en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal:
25 ml/min; longitud de onda UV A = 215 nm; gradiente: 25-50 % de B durante 5 min. Como

alternativa, la purificacion se realizé en una columna Waters™ CSH-C18 (19 x 250 mm, 5 pm)
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usando un Agilent, con el sistema de CL preparativa 1290 infinity 11 y el espectrometro de masas
LC-MSD XT. Fase movil: (A) &cido férmico al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B) &cido
formico al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min; longitud de onda UV

A =215 nm; gradiente: 20 % de B durante 2,5 min, aumentando después al 55 % de B durante los
17,5 min siguientes. Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z

objetivo y las fracciones que contenian producto se confirmaron mediante CL-EM.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midi6 mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Columna Waters™ XSelect CSH C18 (130 A 25 pm,
tamafio de columna 2,1 x 50 mm). Fase mdvil: (A) TFA al 0,05% en agua de calidad para HPLC
y (B) TFA al 0,05% en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 1 pl; caudal:
1 ml/min; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 5-100 % de B en 5 min. La liofilizacion
de las fracciones combinadas que contenian péptido puro dio como resultado el producto ciclado
final en forma de polvo.

D. Procedimientos de sintesis utilizados para preparar péptidos ciclicos modificados

Esquema de sintesis 66

Sintesis de péptidos en fase solida o

Q 1) Piperidina (al 20 % en DMF) H

o}_ 2) DIC/Oxima, 90 °C Fmoc” AT
MH 1
GP
mOe T e
Cyom
OMe

MeQ ] Ensamblgje en 2 elapas de pepioides

1) Piperidina (al 20 % en DMF)
2) Acido bromoacético, DIC, 75 °C

STrt .
i, ,Q( (J
M M
GP o} ‘

o} OMe

OMe
RY—NH; l:‘\l’l’lina primaria, DMF, 75 *C

o Terminacion de la SPFS STr .
j\ H R Liberacion del soporte solido " o] H
RS _N y desproteccion de la cadena lateral N
“NTAAN \H\S TFATIS/HO/DODT, 38 °C HN”\H/ N H“{M)&L'N
| | H
gs O [s} ]

00 p
H JL Ny, Ciclacion GP OMe
H‘[HA]a N ¢ NH4HC; 0,2 M, H:O/MeCN, TA
H

210

OMe



10

15

20

25

30

25644-PCT

1. Procedimiento |

a) Sintesis de péptidos en fase sélida (SPFS)

Se sintetizaron hibridos peptoides-peptidicos que contenian peptoides componentes
basicos (glicinas N-alquiladas), incluyendo, pero sin limitacion, NxG27, NxG29, NxG38,
NxG41, NxG42 y NetCNG, en un sintetizador Liberty Blue™ de CEM Corporation, usando la
sintesis en fase s6lida convencional usando la quimica Fmoc/tBu como se ha resumido
anteriormente en el Esquema de sintesis 66.

Las reacciones se realizaron normalmente a escala de 50 pmol usando resina Rink Amide
MBHA LL (malla 100-200), 0,4 mmol/g de carga, Poliestireno reticulado DVB al 1 %,
Novabiochem®). Todos los aminoacidos se disolvieron a una concentracion de 0,2 M en NMP o
DMF anh. Los amino&cidos se activaron con cantidades equimolares de solucién de Oxima Pura

(0,5M en DMF anh.) y un exceso molar de 2 veces de solucion de DIC (0,5 M en DMF anh.).

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoéacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (calentamiento asistido por microondas a 90 °C, 1 min);
(2) Acoplamiento (potencialmente repetido dos veces para acoplamientos dificiles) con
aminodcido protegido con Fmoc/DIC/Oxima (5, 5y 10 equiv., respectivamente; calentamiento
asistido por microondas a 90 °C, 2 min 0 4 min). Los ciclos de desproteccion de Fmoc y de
acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con los monomeros deseados
hasta que se formo el péptido lineal completo; (3) El ensamblaje del monémero de glicina N-
sustituido en la resina como se describe en el parrafo siguiente; (4) El extremo N del péptido
protegid con caperuza en ultima instancia con el 2-cloroacetilo necesario mediante acoplamiento
con acido cloroacético y DIC (5 y 10 equiv, respectivamente; calentamiento asistido por

microondas a 90 °C, 2 min; repetido dos veces).

El monomero de peptoide se ensambld directamente sobre la resina a traves de un proceso
de "submondmero" que consiste en dos etapas: una etapa de acilacion usando acido bromoacético
y DIC seguida de reaccién con una amina primaria a través de desplazamiento nucleéfilo del
bromuro N-terminal. Este ciclo incluyo: (1) Desproteccion del aminoéacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (calentamiento asistido por microondas a 90 °C, 1 min);
(2) Acilacion con acido bromoacético recién recristalizado (0,2 M en DMF anh.) y DIC (0,5 M en
DMF anh.) (5 y 10 equiv., respectivamente; calentamiento asistido por microondas a 75 °C, 5
min; repetido dos veces); (3) Sustitucion nucleéfila del bromuro terminal con la amina primaria
deseada (1,0 M en DMF anh.) (50 equiv; calentamiento asistido por microondas a 75 °C, 10 min;

repetido dos veces).
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a) Escision y desproteccion

Después de completarse la sintesis, el péptido lineal unido a la resina se transfirié a una
columna de plastico frita. La resina se lavé con DCM y después se seco a presion negativa en un
sistema de escision de péptidos Razor® de CEM Corporation. El péptido se desprotegio y se
escindio del soporte sélido mediante tratamiento con TFA/H.O/TIS/DODT (92,5:2,5:2,5:2,5;
v/viviv; 10 ml) a 38 °C durante 30 min. La solucidn se recogi6 en un tubo de centrifuga de 50 ml.
La resina se lavé con TFA (2 x 2 ml). La solucion de escision se concentrd parcialmente a un
volumen de ~5 ml al vacio. El péptido lineal en bruto precipit6 en la solucidn de escision de TFA
usando MTBE enfriado (40 ml) y se recogi6é mediante centrifugacion (4000 rpm). El
sobrenadante se retird. Se afiadio6 MTBE frio (30 ml) adicional al sedimento de péptidos y se
aclaré mediante centrifugacion. El sedimento de péptidos en bruto resultante se seco por soplado

mediante una corriente de nitrégeno gaseoso.

b) Ciclacion de péptidos

Los solidos en bruto se disolvieron en una mezcla 1:1 (v/v) de agua DI/MeCN (15 ml). El
pH se ajusto a pH 8 afiadiendo una solucién acuosa de bicarbonato de amonio 0,2 M (3 ml). La
solucion se agito a TA durante aproximadamente 2 h y se control6 mediante UPCL-EM. Después
de que se completase la reaccion, la solucion de reaccion se interrumpio afiadiendo TFA (200 pl),

se congeld y se liofilizo.

c¢) Purificacion por HPLC

Después, el residuo en bruto se disolvio en DMSO vy se purificé mediante cromatografia
de liquidos de alta resolucion de fase inversa preparativa en una columna Waters™ SunFire Prep
C18 OBD (100A, 5 pum, tamafio de columna 19 x 150 mm, Milford, MA) usando un sistema de
HPCL-EM preparativa dirigida por EM Agilent. Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de
calidad para HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 35 ml/min;
longitud de onda UV A = 215 nm; gradiente: 0,5 % de B/min durante 40 min a partir de 5 % de B
inferior al % de B calculado necesario para la elucion del compuesto. En algunos casos, se

obtuvo una mejor separacion mediante NH4OH al 0,1 % como modificador.

Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z objetivo y las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron, se concentraron al vacio y se

liofilizaron para obtener el péptido ciclado en forma de un sélido.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se

realizaron mediante UPCL-EM, que se midié6 mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
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UPCL-EM de fase inversa. Columna: Waters™ Cortecs C18+ Columna (90 A 16 pm, tamafio
de columna 2,1 x 100 mm, Milford, MA). Fase movil: (A) TFA al 0,1 % en agua de calidad para
HPLC y (B) TFA al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccién: 0,5 pl;
caudal: 0,7 ml/min; Temperatura de la columna: 60 °C; longitud de onda UV A =215 nm;

5 gradiente: 2-35 % en 9,1 min.

Esquema de sintesis 67
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2. Procedimiento J
10 a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)

Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador Symphony® X de Gyros Protein
Technologies (Uppsala, Suecia), usando sintesis en fase solida convencional con quimica
Fmoc/tBu y éster y-alilico del &cido Fmoc-L-glutdmico (o analogos relacionados incluyendo éster
B-alilico del acido Fmoc-L-aspartico y éster 6-alilico del &cido Fmoc-L-homoGlutamico), donde

15 la cadena lateral alilica puede desprotegerse ortogonalmente en presencia de grupos protectores
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l&biles al acido para la funcionalizacion selectiva de la cadena lateral en una fase tardia, como se
ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 67.

Las reacciones se realizaron normalmente usando resina de cloruro de 2-clorotritilo
(malla 100-200, 1,71 mmol/g de carga, Novabiochem®). Todos los aminoacidos se disolvieron a
una concentracion de 0,2 M en NMP o DMF anh. Los aminoéacidos se activaron con cantidades
equimolares de solucién de HATU (0,5 M en DMF anh.) y un exceso molar de 2 veces de
solucién de NMM (1,0 m en DMF anh.).

La carga del amino4cido C-terminal inicial en la resina 2CTC se realiz6 de la siguiente
manera: se trataron 2 mmol de resina 2CTC (1,17 g) con DIPEA (1,68 ml, 9,6 mmol) y Fmoc-
SbMeW70Me-OH (1,13 g, 2,4 mmol) en DCM (30 ml). La mezcla se agit6 a TA durante 3 h,
después se filtro. La resina se lavo con una mezcla de DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1; viviv; 3 x
30 ml), sequida de DMF (3 x 30 ml) y DCM (3 x 30 ml), y se seco al vacio.

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoéacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (TA; 3 x 5 min); (2) Doble acoplamiento con aminoacido
protegido con Fmoc/HATU/NMM (4, 4, y 8 equiv, respectivamente; TA; 2 x 70 min). Los ciclos
de desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron
con los mondmeros deseados hasta que se formo el péptido lineal completo. Los ciclos de
desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con
los monomeros deseados hasta que se formé el péptido lineal completo; (3) El extremo N del

péptido se desprotegio usando piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (TA; 3 x 5 min).

a) Escision del péptido lineal protegido

Para escindir el precursor de péptido lineal en bruto del soporte sélido, se afiadié una
mezcla 1:3 (v/v) de HFIP/DCM (40 ml) a la resina peptidilica y se agito durante 30 min. La
solucion de escision se filtrd y se transfirio a un tubo de centrifuga. Este proceso se repitio dos
veces mas (tres veces en total). La solucidn de escision combinada se concentr6 a presion
reducida para proporcionar el péptido lineal protegido en bruto (2,60 g) y se usé en la siguiente
etapa directamente sin purificacion adicional. EM IEN calculada para C149H185CIN20O28 [M +
2H]?* 1370,17, encontrada 1371,1.

b) Macrolactamizacion en fase de solucion

A una solucién agitada de péptido lineal en bruto (2,60 g, 0,95 mmol) en DMF anh.
(100 ml) y DCM (1700 ml) se le afiadié HATU (0,30 g, 0,79 mmol), HOAT (0,13 g, 0,95 mmol)
y DIPEA (1,32 ml, 7,59 mmol). La solucidn resultante se agité a TA. Después de 30 min, se
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afiadié6 HATU adicional (0,10 g, 0,26 mmol), y la mezcla de reaccion se agité a TA durante

45 min. EI compuesto volatil se retird a presion reducida. El residuo se diluyé en EtOAc (500 ml)
y se lavé con solucion de NaHCOa/salmuera (1:1; v/v; 3 x 300 ml), se seco sobre Na,SO4 anh.,
se filtro y se concentro al vacio. El residuo se purificd en cromatografia en columna de gel de
silice, eluyendo con MeOH al 0-15 % en DCM para obtener el Intermedio A de macrolactama
en forma de un slido. EM IEN calculada para C149H183CIN20027 [M + 2H]?* 1361,17, encontrada
1361,9.

c) Desproteccion de la cadena lateral ortogonal

Una solucion agitada del intermedio A (555 mg, 0,204 mmol) en THF anh. (30 ml) se
desgasificd en atmadsfera de nitrégeno durante 30 min. Se afiadieron fenilsilano (50 pl,
0,408 mmol) y tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (12 mg, 10,2 umol), y la mezcla resultante se
agito a TA en atmosfera de nitrégeno durante 3,5 h. La mezcla se concentré a presion reducida y
el residuo se purificd en una cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH al
0-20 % en DCM para obtener el Intermedio B de macrolactama en forma de un s6lido. EM IEN
calculada para C14sH179CIN20027 [M + 2H]?* 1341,15, encontrada 1341,8.

d) Funcionalizacion de la cadena lateral

A una solucion agitada del Intermedio B (15,0 mg, 5,6 umol) en DMF anh. (1 ml) y la
amina primaria o secundaria deseada R*R?>NH (tal como, pero sin limitacion, 3-aminopiridina)
(8,4 pumol) se le afiadié HATU (3,2 mg, 8,4 umol) y DIPEA (6 ul, 34 umol). La solucion
resultante se agito a TA durante 2 h. Después se concentrd al vacio. El producto en bruto

Intermedio C se usé en la siguiente etapa directamente sin purificacion adicional.

e) Desproteccion del péptido ciclico protegido

Una solucion de TFA/H2O/TIS (92,5/5/2,5; viviv; 2 ml) se afiadio al péptido ciclico
protegido en bruto Intermedio C. La mezcla se agit6 a TA durante 90 min. Se afiadié Et,0 frio
(35 ml) a la solucién y el péptido precipitado se recogiéo mediante centrifugacion. El precipitado
se lavd con Et20 (2 x 30 ml) y se seco al vacio d.n. para proporcionar el péptido ciclico

desprotegido en bruto en forma de un solido.

f) Purificacién por HPLC

La purificacion se realizé mediante cromatografia de liquidos preparativa de alto
rendimiento en fase inversa (Rp-HPLC) en columna Waters™ X-Bridge Prep C18 OBD Prep
(130 A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 100 mm, Milford, MA) usando un sistema de HPCL-EM
de Autopurificacion dirigida por EM Waters™. Fase movil: (A) TFA al 0,16% en agua de

215



10

15

20

25644-PCT

calidad para HPLC y (B) TFA al 0,16% en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal:

25 ml/min; longitud de onda UV A = 215 nm; gradiente: 25-50 % de B durante 5 min. Como
alternativa, la purificacion se realizo en una columna Waters™ CSH-C18 (19 x 250 mm, 5 pum)
usando un Agilent, con el sistema de CL preparativa 1290 infinity Il y el espectrémetro de masas
LC-MSD XT. Fase movil: (A) &cido férmico al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B) &cido
formico al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min; longitud de onda UV
A =215 nm; gradiente: 20 % de B durante 2,5 min, aumentando después al 55 % de B durante los
17,5 min siguientes. Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z
objetivo y las fracciones que contenian producto se confirmaron mediante CL-EM.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midié mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
UPCL-EM de fase inversa. Columna: Columna Waters™ XSelect CSH C18 (130 A 25 pm,
tamafo de columna 2,1 x 50 mm). Fase movil: (A) TFA al 0,05% en agua de calidad para HPLC
y (B) TFA al 0,05% en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 1 pl; caudal:
1 ml/min; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 5-100 % de B en 5 min. La liofilizacion
de las fracciones combinadas que contenian el péptido puro dio como resultado el producto
ciclado final SEQ ID NO: 166 en forma de polvo. EM IEN calculada para C1o7H121CIN22024 [M
+ 2H]?* 1067,94, encontrada 1068,19.

Esquema de sintesis 68
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3. Procedimiento K
a) Sintesis de péptidos en fase solida (SPFS)

5 Los péptidos se sintetizaron en un sintetizador Symphony® X de Gyros Protein
Technologies, usando sintesis en fase solida convencional usando quimica Fmoc/tBu y acido N-
Fmoc-N,-Alloc-L-2,4-diaminobutirico o Fmoc-Dab(Alloc)-OH (o analogos relacionados
incluyendo Fmoc-Dap(Alloc)-OH, Fmoc-Orn(Alloc)-OH, Fmoc-Lys(Alloc)-OH, Fmoc-
homoLys(Alloc)-OH), donde la cadena lateral alilica puede desprotegerse ortogonalmente en

10  presencia de grupos protectores labiles al cido para la funcionalizacion selectiva de la cadena
lateral en una fase tardia, como se ha resumido anteriormente en el Esquema de sintesis 68.
Las reacciones se realizaron normalmente usando resina de cloruro de 2-clorotritilo
(malla 100-200, 1,71 mmol/g de carga, Novabiochem®). Todos los aminoacidos se disolvieron a
una concentracion de 0,2 M en NMP o DMF anh. Los aminoacidos se activaron con cantidades

15  equimolares de solucién de HATU (0,5 M en DMF anh.) y un exceso molar de 2 veces de
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solucion de NMM (1,0 m en DMF anh.).

La carga del amino4cido C-terminal inicial en la resina 2CTC se realiz6 de la siguiente
manera: se trataron 2 mmol de resina 2CTC (1,17 g) con DIPEA (1,68 ml, 9,6 mmol) y Fmoc-
SbMeW70Me-OH (1,13 g, 2,4 mmol) en DCM (30 ml). La mezcla se agité a TA durante 3 h,
después se filtrd. La resina se lavo con una mezcla de DCM/MeOH/DIPEA (17:2:1; viviv; 3 x
30 ml), seguida de DMF (3 x 30 ml) y DCM (3 x 30 ml), y se seco al vacio.

Cada ciclo de sintesis incluyo: (1) Desproteccion del aminoacido con Fmoc mediante
piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (TA; 3 x 5 min); (2) Doble acoplamiento con aminoécido
protegido con Fmoc/HATU/NMM (4, 4, y 8 equiv, respectivamente; TA; 2 x 70 min). Los ciclos
de desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron
con los mondmeros deseados hasta que se formo el péptido lineal completo. Los ciclos de
desproteccion de Fmoc y de acoplamiento de aminoacidos protegidos con Fmoc se repitieron con
los monomeros deseados hasta que se formé el péptido lineal completo; (3) El extremo N del
péptido se desprotegio usando piperidina al 20 % (v/v) en DMF anh. (TA; 3 x 5 min).

a) Escision del péptido lineal protegido

Para escindir el precursor de péptido lineal en bruto del soporte solido, se afiadié una
mezcla 1:3 (v/v) de HFIP/DCM (40 ml) a la resina peptidilica y se agito durante 30 min. La
solucion de escision se filtrd y se transfirio a un tubo de centrifuga. Este proceso se repitio dos
veces mas (tres en total). La solucion de escisién combinada se concentro a presion reducida y se

uso en la siguiente etapa directamente sin purificacion adicional.

b) Macrolactamizacion en fase de solucion

A una solucion agitada de péptido lineal en bruto (2,60 g, 0,95 mmol) en DMF anh.
(100 ml) y DCM (1700 ml) se le afiadi6 HATU (0,30 g, 0,79 mmol), HOAT (0,13 g, 0,95 mmol)
y DIPEA (1,32 ml, 7,59 mmol). La solucion resultante se agitd a TA. Después de 30 min, se
afiadi6 HATU adicional (0,10 g, 0,26 mmol), y la mezcla de reaccion se agité a TA durante
45 min. El compuesto volatil se retird a presion reducida. El residuo se diluyé en EtOAc (500 ml)
y se lavé con solucion de NaHCOas/salmuera (1:1; v/v; 3 x 300 ml), se secd sobre Na>SOs anh.,
se filtro y se concentrd al vacio. El residuo se purificd en cromatografia en columna de gel de
silice, eluyendo con MeOH al 0-15 % en DCM para obtener el Intermedio D de macrolactama
en forma de un sélido. EM IEN calculada para C1agH184CIN21027 [M + 2H]?* 1368,67, encontrada
1369,0.

c) Desproteccién de la cadena lateral ortogonal
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Una solucion agitada del Intermedio D (436 mg, 0,159 mmol) en THF anh. (10 ml) se
desgasificd en atmosfera de nitrogeno durante 30 min. Se afiadieron fenilsilano (40 pl,
0,32 mmol) y tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (9,2 mg, 7,8 umol), y la mezcla resultante se
agito a TA en atmosfera de N2 durante 4 h. La mezcla se concentr6 a presion reducida y el
residuo se purificd en una cromatografia en columna de gel de silice, eluyendo con MeOH al 0-
40% en DCM para obtener el Intermedio E de macrolactama en forma de un sélido. EM IEN
calculada para C14sH1s0CIN21025 [M + 2H]** 1326,66, encontrada 1327,3.

d) Funcionalizacion de la cadena lateral

A una solucion agitada del Intermedio E (15,0 mg, 5,6 pmol) en DMF anh. (1 ml) y la
amina primaria o secundaria deseada RCO2H (tal como, pero sin limitacion, acido isoxazol-3-
carboxilico) (11 pmol) se le afiadio HATU (4,3 mg, 11 pmol) y DIPEA (10 pl, 57 umol). La
solucion resultante se agito a TA durante 1 h. Despues se concentrd al vacio. El producto en

bruto Intermedio F se uso en la siguiente etapa directamente sin ninguna purificacion adicional.

e) Desproteccion del peptido ciclico protegido

Una solucion de TFA/H2O/TIS (92,5/5/2,5; viviv; 2 ml) se afadio al péptido ciclico
protegido en bruto F. La mezcla se agitdé a TA durante 90 min. Se afiadio Et,O frio (35 ml) a la
solucion y el péptido precipitado se recogié mediante centrifugacion. El precipitado se lavé con
Et>O (2 x 30 ml) y se seco al vacio d.n. para proporcionar el péptido ciclico desprotegido en

bruto en forma de un sélido.

f) Purificacién por HPLC

La purificacion se realizé mediante cromatografia de liquidos preparativa de alto
rendimiento en fase inversa (Rp-HPLC) en columna Waters™ X-Bridge Prep C18 OBD Prep
(130 A, 5 pm, tamafio de columna 19 x 100 mm, Milford, MA) usando un sistema de HPCL-EM
de Autopurificacion dirigida por EM Waters™. Fase movil: (A) TFA al 0,16% en agua de
calidad para HPLC y (B) TFA al 0,16% en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal:
25 ml/min; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 25-50 % de B durante 5 min. Como
alternativa, la purificacion se realizo en una columna Waters™ CSH-C18 (19 x 250 mm, 5 pm)
usando un Agilent, con el sistema de CL preparativa 1290 infinity Il y el espectroémetro de masas
LC-MSD XT. Fase movil: (A) acido férmico al 0,1 % en agua de calidad para HPLC y (B) acido
formico al 0,1 % en acetonitrilo de calidad para HPLC; caudal: 25 ml/min; longitud de onda UV

A =215 nm; gradiente: 20 % de B durante 2,5 min, aumentando después al 55 % de B durante los
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17,5 min siguientes. Se recogieron fracciones absorbentes de UV que contenian los iones m/z
objetivo y las fracciones que contenian producto se confirmaron mediante CL-EM.

La confirmacion de la identidad y la evaluacion de la pureza de los compuestos finales se
realizaron mediante UPCL-EM, que se midi6 mediante un sistema Rp Waters™ ACQUITY de
5 UPCL-EM de fase inversa. Columna: Columna Waters™ XSelect CSH C18 (130 A 25 pm,
tamarfio de columna 2,1 x 50 mm). Fase mdvil: (A) TFA al 0,05% en agua de calidad para HPLC
y (B) TFA al 0,05% en acetonitrilo de calidad para HPLC; volumen de inyeccion: 1 ul; caudal:
1 ml/min; longitud de onda UV A =215 nm; gradiente: 5-100 % de B en 5 min.

La liofilizacion de las fracciones combinadas que contenian el péptido puro dio como
10  resultado el producto ciclado final SEQ ID NO: 169 en forma de polvo. EM IEN calculada para
C107H121CIN23024 [M + 2H]?* 1073,94, encontrada 1074,7.

E. Sintesis de compuestos especificos

15 SEQIDNO.1

La sonda TR-FRET (SEQ ID NO. 1) se prepar6 usando el Procedimiento de sintesis A,
comenzando con Fmoc-Lys(biotina)-OH (Novabiochem®, N.° de cat. 852097) y afiadiendo un
20  espaciador Gly-Aea unido al grupo carboxi de la cisteina C-terminal. EM IEN calculada para
Ci121H145CIN25028S2 [M + 2H]?* 1231,51, encontrada 1231,5.
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ENSAYOS BIOLOGICOS:

A. Procedimiento para el ensayo de desplazamiento del péptido STNFR1 humano

La afinidad se determind usando el ensayo de unién basado en la transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia resuelta en el tiempo (TR-FRET) LanthaScreen Eu.

Un ensayo de TR-FRET que mide el desplazamiento del péptido biotinilado SEQ ID NO.
1 del TNFR1 soluble humano (STNFR1) en un complejo preformado por un péptido macrociclico
produce la afinidad (Kq) del péptido ciclico por el STNFR1. Los reactivos para el ensayo
incluyen: la proteina STNFR1 marcada con 6His en el extremo C' (restos 1-211) purificada de un
sistema de expresion de baculovirus Sf21, el péptido B0372 marcado con biotina descrito en la
seccion "Preparacion de los compuestos finales", parte E, el donante de Europio anti-marcador
His LanthaScreen™ (Life Technologies Corporation (San Diego, CA)), N.° de cat. PV5597) y un
aceptor Alexa Fluor™ 647 conjugado con estreptavidina (Invitrogen (Waltham, MA), N.° de cat.
N.© S32357). La TR-FRET resuelta en el tiempo se consigue cuando el STNFR1 se une al péptido
biotinilado SEQ ID NO. 1 através del acoplamiento del par de FRET donador y aceptor.

Se afiaden péptido biotinilado 100 nM SEQ ID NO. 1y sTNFR1-6His 0,25 nM a un
tampon de union (1x DPBS, Gibco™, N.° de cat. 20012-027 con BSA al 0,1 % y Tween® 20 al
0,05 %) para formar el complejo proteina-péptido. Se eligio el péptido biotinilado 100 nM SEQ
ID NO. 1 ya que refleja la ~Kq para este complejo. Después de 30 min a temperatura ambiente,
cada péptido de ensayo (solucion madre 2 mM en DMSO) se titula en una dosis-respuesta de 20
puntos, discreta de ~3 veces usando un manipulador de liquidos de dispensacidn acustica.
Especificamente, se transfieren 80 nl de péptido/DMSO a una placa de ensayo ProxiPlate-384
Plus de 384 pocillos (PerkinElmer, N.° de cat. 6008289). A esta placa, se le afiaden 8 ul del
complejo STNFR1-péptido biotinilado SEQ ID NO. 1 formado anteriormente y se deja que
alcance el equilibrio de union con el péptido de ensayo a temperatura ambiente durante 90 min.
Para la deteccion por TR-FRET, se afiaden 8 pl de 0,25 nM de Europio anti-marcador His
LanthaScreen™ y 25 nM de conjugado de estreptavidina Alexa Fluor™ 647 en el mismo tampon
de union, a la placa de ensayo y se leen en un lector de placas EnVision® (PerkinElmer (Boston,
MA)) después de una incubacion final de 90 min.

La sefial de TR-FRET se mide con los siguientes ajustes de EnVision®: laser de
excitacion a 337 nm; emisionl = 615 nm, emision2 = 665 nm, espejo dicroico LANCE/DELFIA,
tiempo de retardo = 100 ms. La sefial de cada pocillo se determina como la relacion de la emision
a 665 nmy la emision a 615 nm. El porcentaje de desplazamiento se determina por
normalizacidn con respecto a los pocillos de control que contienen DMSO (0 %) o una

concentracion de saturacion de un péptido desplazable (100 %). El % de efecto como funcion de
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la concentracion de péptido se ajusta a un ajuste logistico de cinco pardmetros basandose en la
ecuacion de Morrison para tener en cuenta la estrecha cinética de union. El punto de inflexion del
ajuste de 5 pardmetros es la K¢ medida publicada en la Tabla 2. Cabe sefialar que los péptidos
con una afinidad de unién méas débil donde no se observé una unién estrecha en estas condiciones
de ensayo se titularon con un intervalo de titulacién de 10 puntos y las curvas dosis-respuesta se
analizaron usando un modelo logistico de 4 pardmetros para calcular los valores de Clso (Tabla
2).

Secuencia de STNFR1 (SEQ. ID NO. P1):
LVPHLGDREKRDSVCPQGKYIHPOQNNSICCTKCHKGTYLYNDCPGPGQDTDCRECESGS
FTASENHLRHCL SCSKCRKEMGQVEISSCTVDRDTVCGCRKNQYRHYWSENLFQCENC
SLCLNGTVHLSCQEKQNTVCTCHAGFFLRENECVSCSNCKKSLECTKLCLPQIENVKGTE

DSGTTGGGLNDIFEAQKIEWHELEVLFQGPHHHHHHGSWSHPQFEK
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B. Procedimiento para la afinidad de union y la selectividad medidas mediante RPS

La afinidad y la selectividad para el hnTNFR1 y el TNFR2 se determinaron usando RPS.
Los genes de TNFR1 o TNFR2 humanos (sélo dominio extracelular) se sintetizaron con un
marcador Avi C-terminal, un sitio de escision de la proteasa HRV 3C seguido de un marcador
6His para purificacion por afinidad. El producto génico final se cloné en el vector pPBAC™-1
(Millipore Sigma) para ensayos de expresion en células de insecto. Las construcciones se
transfectaron en células Sf21 para la generacion de baculovirus seguida de analisis de expresion
de proteinas en las estirpes celulares Sf21 y Tni. La expresidn a gran escala en células Sf21 se
realiz6 usando células de insecto infectadas por baculovirus (BIIC) infectadas a un MOI = 2,0
cultivadas durante 72 h. Las proteinas diana secretadas en el medio se recogieron a través de
centrifugacion y se concentraron usando diafiltracion. El TNFR se purifico mediante
cromatografia de afinidad de iones metélicos inmovilizados (IMAC) usando una columna Ni-
Sepharose HisTrap™ (Cytiva™). Al TNFR aislado se le elimind el marcador His usando la
proteasa 3C de HRV, seguido de purificacion adicional usando cromatografia Ni-NTA. La
biotinilacion se realizo en fracciones de flujo de Ni-NTA concentradas a 45 uM y tratadas con
ligasa BirA (1:100, relacion pug/ug) en Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, biotina 50 uM,
acetato de magnesio 10 mM, ATP 10 mM a 4 °C durante 20 h. La purificacion final de biotina-
TNFR y el intercambio de tampdn a HEPES 20 mM pH 7,5, NaCl 150 mM se realizé usando una
columna HiLoad® Superdex® 200 26/60 (Cytiva™). La proteina altamente purificada se dividio
en alicuotas y se almacend a -80 °C.
Secuencia de construccion del TNFR1 humano (SEQ. ID NO. P2):
MGLSTVPDLLLPLVLLELLVGIYPSGVIGLVPHLGDREKRDSVCPQGKYIHPQNNSICCTK
CHKGTYLYNDCPGPGQDTDCRECESGSFTASENHLRHCLSCSKCRKEMGQVEISSCTVD
RDTVCGCRKNQYRHYWSENLFQCFNCSLCLNGTVHLSCQEKQNTVCTCHAGFFLRENE
CVSCSNCKKSLECTKLCLPQIENVKGTEDSGTTGGGLNDIFEAQKIEWHELEVLFQGPHH
HHHHGSWSHPQFEK
Secuencia de construccion del TNFR2 humano (SEQ. ID NO. P3):
MAPVAVWAALAVGLELWAAAHALPAQVAFTPYAPEPGSTCRLREYYDQTAQMCCSKC
SPGQHAKVFCTKTSDTVCDSCEDSTYTQLWNWVPECLSCGSRCSSDQVETQACTREQN
RICTCRPGWYCALSKQEGCRLCAPLRKCRPGFGVARPGTETSDVVCKPCAPGTFSNTTSS
TDICRPHQICNVVAIPGNASMDAVCTSTSPTRSMAPGAVHLPQPVSTRSQHTQPTPEPST
APSTSFLLPMGPSPPAEGSTGDGGGLNDIFEAQKIEWHELEVLFQGPHHHHHHGSWSHP
QFEK

El ensayo de RPS usa un instrumento biosensor Cytiva™ 8K o 8K+ para medir la
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cinética de union de analitos peptidicos a la proteina del dominio extracelular (DEC) del TNFR1
humano capturado; también se evalUan paralelamente analitos peptidicos para detectar cualquier
unién inespecifica a la proteina del DEC del TNFR2 humano. Se inmovilizan proteinas humanas
recombinantes del DEC del TNFR1 y del DEC del TNFR2, biotiniladas a través de marcadores
avi C-terminales modificados por ingenieria genética, en la superficie de un chip biosensor de
estreptavidina regenerable (kit de CAPtura de Biotina Cytiva™, Serie S; N.° de cat. 28920234).
La unién de los analitos peptidicos a la proteina del DEC del TNFR1 humano inmovilizada y su
posterior disociacion se realizan en un tamp6n de HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA
3 mM, P20 al 0,05 %, DMSO al 2 % en condiciones de flujo laminar y se mide en unidades de
respuesta (UR), que son directamente proporcionales a la masa acumulada en la superficie del
chip biosensor; la superficie del chip biosensor se regenera a traves de métodos patentados de
Cytiva™ entre la evaluacion de cada analito peptidico. La union y disociacion de analitos
peptidicos se muestran como sensorgramas en tiempo real y se registran para la determinacion
posterior de la cinética de union. El ensayo de RPS determina las constantes de velocidad de
asociacion y disociacion, Kon Yy Koff, para cada analito peptidico y, a partir de estos valores, calcula

la afinidad de union, Kgq, publicada en la Tabla 2.

C. Procedimiento para células THP-1 Lucia NF-kB

Se evaluo la inhibicion de las vias de transduccion de sefiales NF-kB inducidas por el
TNFa en células THP-1. Se emplearon células THP-1 que albergaban el gen indicador Lucia™
inducible por NF-kB (InvivoGen, N.° de cat. thp1-nfkb) disefiado para controlar la via de
transduccion de sefiales de NF-«kB para evaluar el efecto inhibidor de los péptidos macrociclicos
sobre la sefializacion del TNFR1. Las células se cultivaron en medio que contenia RPMI 1640, L-
glutamina 2 mM, HEPES 25 mM, suero fetal bovino inactivado por calor al 10 % con
antibioticos de seleccion adecuados. Los ensayos se realizaron en medio que estaba desprovisto
de antibidticos de seleccidn. Para hacer perfiles, se dispensaron 125 nl de péptidos en DMSO
(10 mM) en una microplaca de microensayo tratada con TC Falcon® de 384 pocillos Optilux de
fondo plano de color blanco/transparente (Corning, N.° de cat. 353963) usando Echo® 555. Los
péptidos se sometieron a ensayo en una dosis-respuesta para determinar las CE50 [concentracion
méaxima de 10 0 1 uM y diluciones 1:3]. Se dispenso una suspension de 1 millén de células/ml a
20 pl/pocillo en una placa de 384 pocillos hasta alcanzar una densidad de 20.000 células/pocillo
y se preincub6 con péptidos a 37 °C durante 1 h. Posteriormente, se afiadieron 5 pul de medio que
contenia TNF (TNFa humano recombinante; R&D Systems USA, N.° de cat. 210-TA-005/CF) o

medio sin TNF (para los controles). La concentracion final de TNFa en el ensayo es de 10 ng/ml.
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Después de la incubacion d.n. a 37 °C (16-18 h), se aspiraron 5 pl de sobrenadante y se
transfirieron a una microplaca de 384 pocillos (PerkinElmer, N.° de cat. 6007680) para la
medicion de la actividad de la luciferasa secretada con 25 ul de reactivo de ensayo de
luminiscencia QUANTI-Luc™ (InvivoGen, N.° de cat. rep-qlcl) en cada pocillo. La
luminiscencia se midié en un lector EnVision® Multimode Plate Reader (PerkinElmer). Las
curvas dosis-respuesta se analizaron usando un modelo logistico de 4 parametros para calcular
los valores de Clso, publicados en la Tabla 2, usando el software TIBCO® Spotfire® empleando
los controles Minimo y Maximo adecuados.

Las secuencias de amino&cidos, el procedimiento de sintesis utilizado para sintetizar y
purificar los péptidos macrociclicos, las masas monoisotopicas calculadas, las formulas
moleculares, los pesos moleculares calculados y datos espectrales de masas de los ejemplos N.°
1-289 (SEQ ID NO. 1-289) se proporcionan a continuacion en la Tabla 1.

Las actividades biologicas (Clso de union y K¢ en el ensayo de desplazamiento, la afinidad Kp y
la actividad celular en células THP-1) de los Ejemplos N.° 1-289 (SEQ ID NO. 1-289) se

proporcionan a continuacion en la Tabla 2.
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Tabla 1: Compuestos selectivos de la invencion desvelados como Ejemplos 1-298 (SEQ ID

NO. 1-289)
SEQ . Peso Férmula Masa Pureza Masa lon
1D Secuencia Procedimiento | molecular moIeCLTIar exacta 1(10/) medida | o ado
NO. (g/mol) (Da) 0 (Da)
ciclo(CIAc-F-Y-S-W-Sar-N-Y -W-S-Y- C121H145
1 Y-Sar-W-C)-G-Aea-K(N-Biotina)-NH2 A 2461,72 N25028S | 2460,01 95,0 1231,5 | [M+2H]2+
2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4NMe2-N- C111H131
2| Phe4COOH-Trp7CN-aMeS-FASO2NH2- E 221943 | \p30p5s | 221794 | 920 | 11102 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5O0H-W-
dProt4OH-N-TyrOcm-Trp7Cl-aMeS- C109H127
3 Phe4CONH2-TyrOcm-Sar- E 2168,75 CIN20026 2166,89 100,0 1084,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OAcOH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H124
4 aMeS-F4SO2NH2-Phe4COOH-Sar- E 219434 | 22027 | 219287 | 1000 | 10979 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H122
5 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - G 2053,66 CIN21022 2051,88 99,4 1027,6 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4OH-N-TyrOcm- C109H127
6 Trp7CN-aMeS-AlaPyrim4NH2-TyrOcm- E 219131 N23027 2189.93 | 1000 10964 | [M+2H]2+
Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H121
7 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe2F4ACOOH-Y - H 2071,65 CIFN210 | 2069,87 97,8 1035,6 | [M+2H]2+
Sar-SbhMeW70Me) 22
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-N-Phe3FACOOH-Trp7CN- C107H121
8 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4dCOOH-Sar- F 211824 | EN2p024 | 211689 | 1000 | 10597 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4NMe3-N- C112H134
9 | Phe4COOH-Trp7CN-aMeS-FASO2NH2- F 223447 | \230p55 | 223296 | 984 | 11173 | [M+H]2+
Phe4dCONH2-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pip2c-W-
NEtCONH2G-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H126
10 aMeS-Phe4CONH2-Phe3CONH2-Sar- H 211230 N24022 2110.95 98,0 2112,0 [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4Tet-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- C108H123
11 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- E 2160,73 CIN24023 2158,89 100,0 1080,6 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeut45diOH-Nle-4Pal-
Pipt5OH-Trp7az-dProt4OH-N- C107H122
12 Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- E 2132,25 N22026 2130,89 100,0 1066,9 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Phe4COOH-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip-W-NxG42-N- C104H122
13 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- | 2085,73 | CIN21022 | 2083,85 93,5 1043,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OMe-N-Phe4COOH-Trp7CN- C109H126
14 aMeS-Phe4CONH2-Phe4dCONH2-Sar- E 2112,30 N22023 2110,94 100,0 2112.1 [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4CH2NH2-N-Phe4COOH-Trp7Cl- C108H126
15 1 aMeS-Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- E 212174 | cNp1003 | 211990 | 1000 | 10616 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Ahp-RbOH4Pal-S-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C106H122
16 aMeS-Phe4CONH2-Phe4dCONH2-Sar- 2088,24 N22024 2086,90 100,0 10449 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- C107H123
17 Phe4CONH2-Phe3COOH-Sar- 210869 | cingo024 | 210687 | 971 | 10545 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4NH2-N-TyrOcm- C111H130
18 | T1p7CN-aMeS-F4SO2NH2-TyrOcm- 225242 | Npoopgs | 225091 | 993 | 11269 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
NMeE-N-Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- C109H126
19 Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 212830 | “\poopg | 2126:98 | 1000 | 10651 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeut45diOH-NIle-4Pal-Pip2c- C104H122
20 W-NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2085,66 CIN21024 2083,87 90,0 695,8 | [M+3H]3+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4F-N-Phe4dCOOH-Trp7CN-aMeS- C108H123
21 Phe4CONH2-Phe3CONH2-Sar- 210026 | pnpoopp | 209892 | 920 | 21000 | [M+H+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4OAcOH-N- C113H129
22 Ala4lsoindOne-Trp7CN-aMeS- 2225,37 N23026 2223,95 98,0 1113,5 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Phe4CONH2-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
N2SPrOHG-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C107H125
23| aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 2101,28 | “\o3pp3 | 209993 | 900 | 10510 | [M+2HJ2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H124
24 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2083,69 CIN21023 2081,89 | 100,0 695,1 | [M+3H]3+
Tyr30OMe-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-SbOHAsNn-4Pal-Trp7CN- C106H122
25 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 207224 | "\ppop3 | 2070.91 | 980 | 20719 | [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-N-BCP3CO2H-Trp7CN- C106H125
26| aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 2089.27 | "\p30p3 | 208798 | 907 | 10454 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W- C108H125
27 dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- 2106,72 CIN20023 2104,89 95,0 1053,4 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar-SbPrw)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H122
28 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe3COOH-Y - 2053,66 CIN21022 2051,88 100,0 1027,6 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-NMeT -Trp7az-
C102H121
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
29 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2106,70 CIN252024 2104,83 | 92,2 | 1054,1 |[M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az- C108H126
30 dProt4OH-N-TyrOcm-Trp7CN-aMeS- 2196,35 N22027S 2194,89 99,4 1098,7 | [M+2H]2+
FASO2NH2-TyrOcm-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OAcOH-N-4Pal-Trp7CN-aMeS- C106H123
31 F4SO2NH2-Phe4COOH-Sar- 2151,31 N23025S 2149,88 98,8 1076,4 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
Trp7azCH2COOH-dProt4NMe2-N- C111H130
32 Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- 2184,37 N24024 2182,97 95,0 2183,6 [M+H]+
Phe4dCONH2-Phe4CONH2-Sar-
SbMeW70Me)
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ciclo(CIAc-Nle-AlaPent-Pip2c-Trp7az- C102H123
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
33 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2092,72 CIN252023 2090,85 99,2 1047,1 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeut4OH-Nle-4Pal-Pip2c-W- C104H122
34 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2069,66 CIN21023 2067,87 93,0 1035,7 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-hR-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H125
35 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2110,72 CIN24022 2108,91 95,0 1056,3 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-K-Y-S-ShMeW-NMeA-N- C99H117
36 | 4Pal-W-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar-W-C)- 1985,18 1983,84 | 100,0 993,0 | [M+2H]2+
NH2 N21022S
ciclo(bhcLeu-Nle-PyrimAla-Pipt5OH-W- C108H127
37 dProt4NH2-N-TyrOcm-Trp7CN-aMeS- 2195,37 N23026S 2193,90 97,2 1098,4 | [M+2H]2+
FASO2NH2-TyrOcm-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-NEtAla-Trp7az-
C102H121
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
38 Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW7OMe-C)- 2090,70 CIN282023 2088,84 96,6 1045,8 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-NMeE- C104H123
39 N-4Pal-Trp7Br-aMeS-Phe4CONH2-Y - 2161,19 BrN2202 | 2158,80 100,0 1081,1 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 3s
ciclo(bhcLeu-Nle-3Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H122
40 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2053,66 CIN21022 2051,88 90,0 1028,0 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
C107H121
dProt4OH-N-Phe2F4ACOOH-Trp7ClI-
41 aMeS-PhedCONH2-Phe2F4COOH-Sar- 214468 CII;ZZIZZO 2142,85 | 100,0 1072,8 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-
C103H123
NXG27-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
42 PhedCOOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2088,73 CINZSZOZZ 2086,86 95,0 10451 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-PyrimAla-PiptsOH-
linda-dProt4NMe3-N-TyrOcm-Trp7CN- C110H133
43 aMeS-F4SO2NH2-TyrOcm-Sar- 2239,44 N24026S 2237,95 94,0 1120,0 | [M+H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C108H127
44 NMeE-N-TyrOcm-Trp7Cl-aMeS- 2140,74 CIN20025 2138,90 | 100,0 1071,2 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Y-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H124
45 | aMeS-PhedCONH2-Phe4CONH2-Sar- 209827 | "Nppoz3 | 209692 | 980 | 10497 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-SbMeY-S-Trp7az-
C102H120
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
46 PheACOOH-Y -Sar-SbMeW7OMe-C)- 2107,69 CIN251025 2105,82 | 100,0 1054,6 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-LysMe3-4Pal-Pip-W- C108H131
47 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2110,78 CIN21022 2108,95 99,0 1055,7 | [M+2H]2+
Phe4dCOOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7Cl-aMeS- C107H126
48 Phe4dCONH2-Phe4CH2NH2-Sar- 2093,73 CIN21022 2091,91 | 1000 1047.7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-MO2-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C109H128
49 | aMeS-Phe4CONH2-PhedCONH2-Sar- 2162.38 | \2o024s | 216092 | 980 | 10819 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-hS-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H126
50 | aMeS-Phe4CONH2-PhedCONH2-Sar- 210029 | “Noppg | 209894 | 970 | 10509 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-PyrimAla-Pipt50H- C105H119
Trp7az-dProt4OH-N-Phe2F4COOH-
51 Trp7CN-aMeS-FASO2NH2- 2173,27 F2N525302 2171,84 | 100,0 1087,2 | [M+2H]2+
Phe2F4COOH-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-
C107H125
TrpCH2COOH-NMeE-N-Phe4COOH-
52 Trp7Cl-aMeS-Phe4CONH2-Y -Sar- 2202,79 CIN252026 2200,85 | 100,0 1102,4 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C105H122
53 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 208567 | ciNp10z2 | 206388 | 950 | 10338 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Cit-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C105H122
54 Phe4COOH-Phe3CONH2-Sar- 210969 | cinp3023 | 210788 | 990 | 10558 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-D-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C108H124
55 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 211427 | “Nopoz4 | 211292 | 967 | 10578 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Chg-Trp7az-NMeE- C102H119
56 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2072,69 | CIN22022 | 2070,83 86,0 1037,0 | [M+2H]2+
Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-N-3Pal4CO2H-Trp7Cl-aMeS- C105H121
57 Phe4CONH2-PhedCOOH-Sar- 211067 | cinpo024 | 210886 | 982 | 10859 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-NMeE-
C105H128
N-Phe4CH2NH2-Trp7Cl-aMeS-
58 Phe4CH2NH2-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2115,80 CINZS3021 211391 98,3 1058,4 | [M+2H]2+
NH2
Tip7s2 NEGAIS N-PhECOOHTIDTCI-
59 aMeS-Phe4CONH2-Y -Sar- 2118,76 CINZSZOZ3 2116,87 86,8 1060,2 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2
ciclo(2SBrBu-Nle-4Pal-Morpip6diMe-
C107H128
W-NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
60 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2159,81 C|N231024 2157,89 95,1 1080,8 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-NxG41- C104H125
61 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2102,76 | CIN22022 | 2100,87 98,0 1052,1 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-NxG29- C102H121
62 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2074,70 | CIN22022 | 2072,84 98,5 1038,2 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C110H132
63 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2163,82 CIN23022 2161,96 85,0 1082,4 | [M+2H]2+
Phe4 AcPip-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H125
64 | MO2-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2102,75 | CIN20023 | 2100,86 95,0 2101,7 | [M+H]+
Sar-SbMeW70Me) S
ciclo(CIAc-Nle-PyrimAla-Pip2c-Trp7az-
C101H119
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
65 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2104,69 CIN254023 2102,83 | 100,0 1053,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-Nle-AlapentOH-hS-TrplMe-
C103H125
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
66 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70OMe-C)- 2110,73 CINZSOOZS 2108,85 | 100,0 1055,8 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipc50H-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C105H123
67 Phe4CONH2-Phe3CONH2-Sar- 206469 | cNpp0py | 206289 | 970 | 10331 | [Me2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7az-
C102H120
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
68 PheACOOH-Y -Sar-SbMeW7OMe-C)- 2103,70 CIN253023 2101,83 | 100,0 1052,6 | [M+2H]2+
NH2
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ciclo(cAcBu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C103H120
69 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y - 2039,64 CIN21022 2037,86 99,1 1020,7 | [M+2H]2+
Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-Q-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C109H127
701 aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 212731 | "\p30p3 | 212595 | 1000 | 10646 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pipc4dOH-W-
C104H122
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
71 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2117,73 CIN251024 2115,84 100,0 706,5 | [M+3H]3+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NxG21- C102H120
72 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y - 2011,63 CIN21021 2009,87 86,4 1006,7 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(1S4RAcpc-hF-4Pal-S-W-NMeA-N- C102H112
73 | 4pal-W-aMeS-Phe4COOH-Y-Sar-W) 193810 | “Npoopo | 193684 | 968 | 6474 | [M+3H[3+
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-1Inda- C104H123
74 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2068,68 CIN22022 2066,89 99,4 1035,2 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Y -Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C106H127
75 Qdm-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2144,79 | CIN22023 | 2142,89 90,0 7156 | [M+3H]3+
Sar-SbhMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-daMeP-N- C103H121
76 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y -Sar- 2070,72 | CIN22021 | 2068,85 99,1 1035,8 | [M+2H]2+
SbhMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OAcOH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C109H125
T | aMeS-PhedCONH2-Phe4CONH2-Sar- 215780 | “No3pps | 215592 | 900 | 21571 | [M+H+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-RbOHAsN-4Pal-Trp7CN- C106H122
78 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 207224 | "\ppop3 | 207091 | 996 | 20719 | [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-AbuCN-
W-dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C109H125
79 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 2109.30 | "\p3pp | 210794 | 976 | 10555 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H124
80 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-TyrOcm-Y-Sar- 2083,69 CIN21023 2081,89 95,0 1042,6 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Anon-4Pal-Pip2c-W- C107H128
81 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2095,74 CIN21022 2093,92 90,0 10489 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NxG29- C103H122
82 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y - 2025,65 CIN21021 2023,88 100,0 1013,7 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C104H121
83 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 205066 | cingpppy | 204888 | 985 | 6840 | [M+3HJ3+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-PiptsOH-W-
dProc4NMe2-N-Phe4COOH-Trp7CN- C111H131
84 | aMeS-Phe4CONH2-Phe3CONH2-Sar- 213937 | “\p3opp | 218798 | 928 | 10705 | [M+2HJ2+
SbMeW70Me)
s
85 Phe4COOH-Phe3CONH2-Sar- 2152,16 BrN:23102 2149,84 94,4 1076,5 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-LysMe-4Pal-Pipt5OH-W- C106H127
86 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2096,73 CIN22022 2094,92 97,0 1049,2 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Y-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4NH2-N- C110H127
87 Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- 2171,32 N23025 2169,94 100,0 1086,1 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-RbOHPhedCONH2-Sar-
SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-AlaPyrim4COOH-Trp7ClI- C105H121
88 aMeS-Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 211067 CIN22024 2108,86 974 21097 [M+H]*
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-PyrimAla-Pipt5OH-
linda7az-dProt4OAcOH-N-TyrOcm- C108H126
89 | Trp7CN-aMeS-FASO2NH2-TyrOcm- 225636 | Noaopgs | 225488 | 952 | 11290 | [M+2HJ2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C107H123
90 aMeS-SbOHPhe4CONH2- 2131,26 N23025 2129,91 94,7 2130,9 [M+H]+
RbOHPhe4CONH2-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-alT-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C108H126
91 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 210029 | “Noopp3 | 209894 | 980 | 10510 | [M+2HJ2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-N-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C108H125
92 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 211329 | "Np30z3 | 211198 | 950 | 10575 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-hhL-4Pal-Pip2c-W-NMeE-N- C107H127
93 Phe4COOH-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCONH2- 2172,80 | CIN22024 | 2170,88 100,0 1087,4 | [M+2H]2+
Y-Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NEtG- C102H120
94 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 1995,63 CIN21020 1993,87 98,3 998,6 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-
dProt4OAcOH-N-Phe4COOH-Trp7Cl- C107H124
95 aMeS-Phe4CONH2-Y -Sar- 2123,71 CIN21024 2121,88 99,2 1062,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
O Tl S Mt
9% | phe4COOH-Y-Sar-SbMew7OMe-C)- 2145,78 CINZSIOZ4 2143,87 | 1000 | 1073,7 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-NMeE- C104H123
97 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4CONH2-Y - 2100,74 | CIN22022 | 2098,86 98,6 1051,0 | [M+2H]2+
Sar-ShMeW2Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-H-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C110H126
98 | aMeS-Phe4CONH2-PhedCONH2-Sar- 213633 | “\pgozp | 213495 | 1000 | 10692 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
9 | phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2120,73 CIN2§OZ4 2118,85 | 100,0 | 1060,9 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H124
100 | N-40Me3Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2083,69 CIN21023 2081,89 92,0 2083,2 [M+H]+
Y-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
C105H121
dProt4F-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
101 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 2067,66 CIFI2\11210 2065,87 100,0 2067,0 [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W- C104H123
102 NMeE-N-PyrimAla-Trp7Cl-aMeS- 2068,68 CIN22022 2066,89 98,0 1035,1 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Y -Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Hag-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- C107H122
103 Phe4CONH2-Phe4 CONH2-Sar- 2105,69 CIN21023 2103,87 95,0 1054,0 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4NH2-N- C110H126
104 Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- 2156,31 N22025 2154,93 100,0 1078,6 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar-
SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-4PyridaAla-Pipt5OH-
W-dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CI- C106H122
105 1 aMeS-Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 2109.68 | ciNp104 | 210787 | 1000 | 10558 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- C108H125
106 Phe4CONH2-PheACOOH-Sar- 2122,72 CIN20024 2120,89 95,0 1061,4 | [M+2H]2+
SbMeW2Me70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H121
107 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2099,66 | CIFN210O | 2097,86 97,5 2098,4 [M+H]+
Phe2FACOOH-Sar-ShMeW70Me) 23
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C106H122
108 N-Phe2F4COOH-Trp7Cl-aMeS- 2114,67 | CIFN200O | 2112,86 97,0 21141 [M+H]+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me) 24
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pip2c-W-
109 dpmmo'(*'N'Phe“CSOH'T'p?Br'aMeS' 2151,18 cl:31rON72|-2|%)225 214885 | 953 | 10761 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Phe3CONH2-Sar- ' 5 ' ' '
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-Cit-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C110H130
10 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 215636 | “\pa0p3 | 215497 | 982 | 10790 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H124
111 | N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-FAMCO2H-Y -Sar- 2067,69 CIN21022 2065,89 100,0 1034,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pip2c-W-
C105H122
dProt4OH-N-4Pal-Trp6F7Cl-aMeS-
112 Phe4COOH-PhedCONH2-Sar- 2082,68 CIFI2\I1220 2080,88 90,2 1042,2 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4NHC2acidNMe3-N-Phe4COOH- C112H132
113 Trp7CN-aMeS-Phe4CONH2- 2217,39 FN24024 221598 | 100,0 1108,6 | [M+H]2+
Phe3F4COOH-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4F-N-Phe4dCOOH-Trp7CN-aMeS- C108H123
114 Phed CONH2-PhedCONH2-Sar- 2100,26 FN22022 2098,92 | 100,0 2100,0 [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
Trp7azCH2COOH-dProt4OAcOH-N- C109H127
115 4Pal-Trp7CN-aMeS-FASO2NH2- 2239,38 N23028S 2237,89 | 100,0 1120,2 | [M+2H]2+
TyrOcm-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50OH-Trp7az-
dProt4NHC2acidNMe3-N- C112H132
116 Phe3F4COOH-Trp7CN-aMeS- 2217,39 FN24024 221598 | 100,0 1108,7 | [M+H]2+
Phe4CONH2-Phe4dCOOH-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C107H125
117 N-Phe4dCOOMe-Trp7Cl-aMeS- 2110,71 CIN20024 2108,89 99,8 1056,2 | [M+2H]2+
Phe4dCOOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-ShMePhe4dCOOH-Cit-
Trp7az-dProt4OH-N-Phe4dCOOH- C110H128
118 Trp7CN-aMeS-Phe4CONH2- 2186,34 N24025 2184,95 97,6 1093,9 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4OH-N- C109H126
119 FASO2NH2-Trp7CN-aMeS- 2208,36 N22027S 2206,89 96,0 2207,9 [M+H]+
RbOHPhe4CONH2-Phe4COOH-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipc5CO2H-W- C106H123
120 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2096,68 CIN20024 2094,87 94,9 1049,1 | [M+2H]2+
Phe4dCOOH-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
NEt30xadG-N-4Pal-Trp7CN-aMeS- C106H121
121 Phed CONH2-PhedCOOH-Sar- 2097,25 N25022 2095,91 97,0 2096,9 [M+H]+
SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-alT-Phe4COOH-Trp7CN- C107H124
122 1 aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 208626 | “\ppop3 | 208492 | 970 | 20859 | [M+H]+
SbMeW70Me)
e e
123 | ppedCOOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2176,75 CIN250027 2174,83 | 93,0 | 10882 |[M+2H]2+
NH2
e e P A
124 Phe4CONH2-Sar-SbMeW70Me-C)- 2129,74 C|N253023 2127,85 91,3 1059,3 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Prot4dNH2-Trp7az-
C102H120
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
125 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2103,70 CIN233023 2101,83 89,1 1052,5 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C107H126
126 Phe4CONH2-TyrOcm-Sar- 2125,72 CIN21024 2123,90 100,0 1063,2 | [M+2H]2+
ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H124
127 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-F4urea-Y -Sar- 2067,69 CIN23021 2065,90 95,0 1034,9 | [M+2H]2+
ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-PiptsOH-W-
dProt4NMe2-N-Phe4COOH-Trp7CN- C111H131
128 | aMeS-Phe4CONH2-Phe3CONH2-Sar- 213937 | “Np3ppp | 218798 | 822 | 10705 | [M+2HJ2+
ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4OACOH-N- C110H127
129 | RhOHA4Pal-Trp7CN-aMeS-PhedCONH2- 218732 | "\p3opp | 218593 | 1000 | 10944 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
NEtCONH2G-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H124
130 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 2L1427 | “Npo24 | 211292 | 907 | 10577 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-hK-4Pal-Pipt5OH-W- C106H126
131 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2097,71 CIN21023 2095,90 98,7 1049,3 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProc4CH2COOH-N-Phe4COOH- C109H125
132 | 11p7CI-aMeS-Phe4CONH2-PhedCOOH- 2150.73 | cyN20025 | 214888 | 1000 | 10757 | [M+2H]2+
Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dNMeE-N-F4SO2NH2-Trp7CN-aMeS- C107H125
133 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 2165,34 N230255 2163,89 90,0 21649 [M+H]+
SbMeW70Me)
el e e PR e
134 Trp7CN-aMeS-F4SO2NH2- 2230,32 F2N725202 2228,85 100,0 1115,9 | [M+2H]2+
Phe2F4ACOOH-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C109H127
135 dProt4OH-N-TyrOcm-Trp7CN-aMeS- 2195,36 N21027S 2193,89 96,9 1098,6 | [M+2H]2+
FASO2NH2-TyrOcm-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4OEtNMe3-N- C114H138
136 | pheaCOOH-Trp7CN-aMeS-F4SO2NH2- 221852 | No3opes | 227699 | 989 | 11392 | [MHH]2+
Phe4CONH2-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-hL-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H124
137 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y - 2067,69 CIN21022 2065,89 95,0 1034,7 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C102H120
138 N-TZAla-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y - 2059,69 | CIN21022 | 2057,83 95,0 1030,6 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me) S
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ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-
TrpCH2COOH-dProt4NHC2acidNMe3- C114H135
139 N-Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- 2241,44 N240725 2240,00 92,0 1121,0 | [M+H]2+
Phe4dCONH2-Phe4COOH-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pip2c-W-
dProt4OAcOH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C110H127
140 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 215533 | "\p3024 | 215394 | 1000 | 10785 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-Sar-N- C101H118
141 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 1981,60 CIN21020 1979,86 | 100,0 991,8 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-SerOEt-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C104H120
142 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 206765 | ciNp1023 | 206586 | 980 | 6893 | [M+3H]3+
SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-RbMe4Pal-S-Trp7az-
C101H119
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
143 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2092,68 CIN232024 2090,82 100,0 1047,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C104H123
144 dProt4NH2-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2036,68 CIN22020 2034,90 98,0 1019,2 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Y -Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C108H130
145 NMeE-N-AEF-Trp7Cl-aMeS- 2125,77 CIN21023 2123,93 99,2 1063,9 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Y-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(CIAc-OrnN3-Y -Dap-SbMeW-dP- C97H113
146 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-H- 2030,62 | CIN26020 | 2028,80 80,2 10154 | [M+2H]2+
Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
NEtCONH2A-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C108H126
147 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 212830 | “Noaop3 | 212694 | 950 | 10645 | [M+2HJ2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-SerOC2NH2-4Pal-
Pipt5OH-Trp7az-dProt4OH-N- C105H121
148 | phe4COOH-Trp7Cl-aMeS-PhedCONH2- 212667 | c|Npo0gs | 212486 | 989 | 10641 | [M+2H[2+
Phe4COOH-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-SerOCH2cPr-4Pal-
Pipt5OH-Trp7az-dProt4OH-N- C108H122
149 Phe4COOH-Trp7CN-aMeS- 2128,26 N22025 2126,90 100,0 10649 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Phe4dCOOH-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4NH2-N-Phe4COOH-Trp7CN- C112H129
150 | 2MeS-Phe4CONH2-TrpCH2COOH-Sar- 216536 | "\p30p3 | 2163.96 | 990 | 10835 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pipt5OH-TrplMe-
C105H125
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
151 | phesCONH2-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2130,77 CIN252023 2128,87 | 100,0 | 1066,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClIAc-Nle-AlapentOH-T-1Inda-
C101H122
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
152 | ppedCOOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2097,69 CIN251025 209583 | 956 | 1049,7 |[M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C106H125
153 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2094,71 CIN22022 2092,90 98,4 1047,9 | [M+2H]2+
F3MCONH2-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-hSOMe-
W-dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C109H128
154 1 aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 211432 | "\opop3 | 211295 | 1000 | 10580 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7CN-aMeS- C106H122
155 1 spOHPhe4CONH2-RbOHPhe4COOH- 2088.24 | “\ppopg | 208690 | 970 | 2087.9 | [M+H+
Sar-SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
Trp7azCH2COOH-dProt4OAcOH-N- C112H128
156 AladlsoindOne-Trp7CN-aMeS- 2226,36 N24026 222494 98,0 1113,9 | [M+2H]2+
Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar-
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-NhEG- C103H121
157 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2102,71 | CIN22023 | 2100,84 98,2 1052,1 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7az-
C103H119
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
158 Phe4COOH-TyrOCF3-Sar- 2171,70 Clcl):gl;s% 2169,82 98,2 1086,4 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-N-4PyrimAla-Trp7Cl-aMeS- C103H120
159 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 2067,65 CIN23022 2065,87 | 100,0 1034,6 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C106H127
160 | N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-AEF- 2096,73 CIN22022 2094,92 97,0 1048,8 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W- C103H121
161 dProt4NH2-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2022,65 CIN22020 2020,88 99,1 1011,8 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE-N- C106H125
162 | Phe4CONH2-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2158,78 | CIN22024 | 2156,86 86,0 1080,2 | [M+2H]2+
TyrOMe-Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C105H124
163 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2067,69 CIN21022 2065,89 94,0 1034,3 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Y-Sar-SbMeW70Me)
e Nk Piedoont .
164 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2148,74 CINZSZOZS 2146,84 98,8 1075,4 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C107H127
165 NMeE-N-F4urea-Trp7Cl-aMeS- 2124,74 CIN22023 2122,91 | 100,0 1063,0 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Y-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-FX1-4Pal-NMeS-W- C107H121
166 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2134,69 CIN22024 2132,86 96,0 1068,2 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-dPro4cPr- C104H121
167 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2082,73 | CIN22021 | 2080,85 | 100,0 1041,7 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
O P T
168 Phe4CONH2-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2188,80 CIN2§OZS 2186,88 93,3 1095,0 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-FX2-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C107H121
169 Phed CONH2-Phe3CONH2-Sar- 2146,71 CIN24023 214487 95,0 1074,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-NxG38- C102H121
170 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2074,70 | CIN22022 | 2072,84 94,0 1038,2 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C106H125
171 | N-FAmSO3H-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2146,76 | CIN20025 | 2144,85 97,0 2146,1 | [M+H]+
Y-Sar-SbMeW70Me) S
ciclo(CIAc-Nle-hF-Pip2c-Trp7az-NMeE- C104H123
172 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2116,74 | CIN22023 | 2114,85 94,0 1059,1 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H123
173 N-F4SO3H-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2132,74 | CIN20025 | 2130,84 98,0 2132,2 | [M+H]+
Y-Sar-SbMeW70Me) S
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pip2c-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7CN-aMeS- C106H124
174 Phed CONH2-Phe3CONH2-Sar- 2054,27 N24020 2052,94 99,6 1028,1 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H121
175 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2071,65 CIFN210O | 2069,87 93,0 2071,2 [M+H]+
Tyr2F-Sar-SbMeW70Me) 22
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-Apm-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C111H130
176 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 21635 | “Nopopg | 215496 | 990 | 10790 | [M+2HI2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-Nle-PyrimAla-Bhv-Trp7az-
C101H120
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
177 | phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2107,69 CIN253024 210583 | 100,0 | 1054,7 |[M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C101H120
178 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-H- 2027,63 CIN23021 2025,87 95,0 1014,8 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Morpip6diMe-W-
C108H127
NMeE-N-TyrOcm-Trp7Cl-aMeS-
179 | phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2204,80 CIN280027 2202,86 | 93,0 | 11032 |[M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-Nle-SbMe4Pal-S-Trp7az-
C101H119
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
180 Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW7OMe-C)- 2092,68 CINZSZOZ4 2090,82 | 100,0 | 1047,1 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H125
181 | hSOMe-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2054,69 CIN20022 2052,90 96,5 1027,5 | [M+2H]2+
Y-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(1S4RAcpc-Nle-4Pal-Pip2c-W- C104H120
182 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2051,65 CIN21022 2049,86 94,4 1026,7 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Morpip6diMe-W-
C104H124
NEtAla-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
183 PhedCOOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2087,74 CIN281022 2085,86 96,2 1044,7 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE-N-
C106H124
Phe4dCONH2-Trp7Cl-aMeS-
184 PhedCONH2-Phe3COOH-Sar- 2171,78 CINZ:OZ4 2169,86 | 952 | 1086,11 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2
(PIOUUOH N PRe4COOH TpTCl abies- CL05H122
185 | “phedCONH2-Y-Sar-ShMeW7OMe-C)- 2129,74 CIN281024 2127,84 | 98,0 | 10653 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
C103H123
NEtdA-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
186 | phe4CONH2-Y-Sar-ShMeW7OMe-C)- 2072,73 CINZ:OZI 2070,86 | 100,0 | 1037,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-alT-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C105H123
187 Phe4CONH2-Phe4COOH-Sar- 205287 | cingoozz | 205088 | 996 | 20518 | [M+H]+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C105H122
188 | pheaCONH2-RbOHPhedCOOH-Sar- 208L67 | 21023 | 207987 | 956 | 20808 | [M+H]*
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C105H124
189 Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 2095.70 | ciNg0pp | 209890 | 980 | 10484 | [Mr2HI2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-AlaPent-4Pal-Pip2c-W- C106H122
190 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2077,68 CIN21022 2075,88 98,0 1039,8 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- C105H121
1911 Phe4CONH2-AlaPyrimaCOOH-Sar- 211087 | Cinzaozs | 210886 | 939 | 7043 | [M+3H3+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W- C103H120
192 dProc30H-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2023,64 CIN21021 2021,87 98,5 2022,7 [M+H]+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
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ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4NHC2acidNMe3-N- C112H129
193 Phe35F24COOH-Trp7CN-aMeS- 2271,36 FAN2402 | 2269,95 98,8 1135,6 | [M+H]2+
Phe4dCONH2-Phe35F24COOH-Sar- 4
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-hSOMe-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C107H122
194 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 210025 | “Nooppg | 209890 | 922 | 21001 | [M+H+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C108H131
195 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2124,78 CIN22022 2122,95 80,0 1062,9 | [M+2H]2+
Me2 AEF-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- C107H124
196 Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 210771 | cinp1023 | 210589 | 980 | 10541 | [M+2H]2+
ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c- C106H124
197 | TrpCH2COOH-NMeE-N-4Pal-Trp7Cl- 211170 | 21004 | 2109.88 | 938 1056,4 | [M+2H]2+
aMeS-Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H121
198 N-4Pal2F-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2071,65 CIFN210O | 2069,87 98,4 2070,9 [M+H]+
Sar-SbhMeW70Me) 22
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C103H122
199 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-F4SO3H-Y -Sar- 2089,72 | CIN21023 | 2087,84 97,4 696,8 | [M+3H]3+
SbMeW70Me) S
ciclo(bhcLeu-Ahp-4Pal-Pip2c-W-
dProt4OH-N-4Pal-Trp7CN-aMeS- C106H125
200 Phe4CONH2-TyrOMe-Sar- 2041,27 N23020 2039,95 99,6 1021,6 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal2F-Pip2c-W- C104H121
201 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2071,65 CIFN210 | 2069,87 92,0 1036,3 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-SbhMeW70Me) 22
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip-W-CeG-N- C105H122
202 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2065,67 CIN21022 2063,88 98,0 1033,6 | [M+2H]2+
Phe3CONH2-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-dP-N- C103H120
203 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y-Sar- 2071,70 | CIN21022 | 2069,83 100,0 1036,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-3Inda-
dProt4OAcOH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C108H124
204 | aMeS-F4SO2NH2-Phe4COOH-Sar- 219434 | \o2027s | 219287 | 908 | 1007.9 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-Phe4dCH2NH2-S-Trp7az- C101H120
205 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2075,69 | CIN23022 | 2073,84 100,0 1038,7 | [M+2H]2+
Phe3CONH2-Y-Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(CIAc-Cit-Phe4dCH2NH2-S-
SbMeW-dP-N-Phe4CH2NH2-2Nal- C107H129
206 | aMeS-Phe4COOH-Phe4CH2NH2-Sar- 210537 | o021 | 210395 | 767 | 21050 | [M+H]+
SbMeW-C)-NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
207 dpmm(OH'N'Phescmcoot')*'ﬂpm'\" 2168,15 gllzoﬁgllég 216583 | 99,0 | 10845 |[M+2H]2+
aMeS-Phe4CONH2-Phe3CI4COOH-Sar- ! 4 ! ! ! [ 1
SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip-W-NMeE-N- C104H122
208 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 2085,73 | CIN21022 | 2083,85 100,0 1043,7 | [M+2H]2+
SbhMeW7Me-C)-NH2 S
e e e T
209 Phe4CONH2-Y-Sar-SbMeW4OMe-C)- 2134,71 C|N252025 2132,83 74,0 1068,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-
TrpCH2COOH-dProt4OH-N- C109H126
210 | phe4COOH-Trp7CN-aMeS-F4SO2NH2- 220836 | \po0p7s | 2206:89 | 890 | 2207.9 | [M+H]+
RbOHPhe4CONH2-Sar-SbMeW70Me)
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ciclo(ClAc-Nle-4Pal-RbOHPhe-Trp7az- C106H121
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
211 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2154,75 CIN252024 2152,83 | 100,0 1078,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip-W-NMeE-N- C107H125
212 FAMCO2H-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2158,77 | CIN20025 | 2156,85 98,0 1080,2 | [M+2H]2+
Y-Sar-SbhMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-AhpF3-4Pal-Pip2c-W- C105H121
213 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2121,66 | CIF3N21 | 2119,86 99,1 1061,4 | [M+2H]2+
Phe4dCOOH-Y -Sar-ShMeW70Me) 022
ciclo(dbhcLeu-Nle-4Pal-Morpip6diMe- C106H126
214 W-NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2081,71 CIN21022 2079,91 94,1 10419 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-Cit-Phe4dCH2NH2-S-
C101H119
SbMeW-dP-N-Phe4dCOOH-Trp7CI-
215 aMeS-Phe4COOH-H-Sar-SbMeW-C)- 2104,69 CIN234023 2102,83 98,1 1053,0 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-
C102H120
NEtCONH2G-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
216 Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW70Me-C)- 2087,70 CIN283022 2085,84 97,6 1043,65 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClAc-Nle-H-Bhv-Trp7az-NMeE-N- C100H120
217 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 2095,68 | CIN23024 | 2093,83 92,7 1048,8 | [M+2H]2+
SbhMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE-N- C105H124
218 TyrOMe-Trp7Cl-aMeS-Phe4COQOH-Y - 2131,75 | CIN21024 | 2129,85 86,5 1066,3 | [M+2H]2+
Sar-SbhMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7az-
C101H120
dProc4NH2-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
219 Phe4CONH2-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2071,71 CINZSSOZO 2069,86 87,0 1036,7 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-CeG-N- C102H119
220 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 2088,69 | CIN22023 | 2086,82 93,0 1045,2 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip-W-NMeE-N- C106H124
221 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2079,70 CIN21022 2077,89 97,7 1040,4 | [M+2H]2+
Phe3CONH2-Sar-SbhMeW70Me)
ciclo(CIAc-AlaPent-mAF-S-Trp7Cl-dP- C106H120
222 NMeN-Phe4COOH-Trp7Cl-aMeS- 2178,64 | CI3N2102 | 2175,77 98,3 1089,5 | [M+2H]2+
Phe4COOH-mAF-Sar-Trp4CI-C)-NH2 2S
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-S-Trp7az-NMeE-N- C99H115
223 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 2048,62 | CIN22023 | 2046,79 97,2 1025,1 | [M+2H]2+
TrplMe-C)-NH2 S
ciclo(ClIAc-Nle-Phe4dCH2NH2-S-Trp7az- C102H121
224 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2090,70 | CIN22023 | 2088,84 95,0 1046,0 | [M+2H]2+
FAMCO2H-Y -Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C104H123
225 DapUrea-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2068,68 CIN22022 2066,89 94,0 1034,9 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Ahp-Y -AlaPiperaz-SbMeW- C105H126
226 dP-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2097,78 | CIN23020 | 2095,90 94,0 1039,3 | [M+2H]2+
3Pal-Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-K-4Pal-S-1Nal-NMeA-N- C101H116
227 | 4Pal-2Nal-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar-W- 1978,19 1976,83 92,0 660,3 | [M+3H]3+
N20021S
C)-NH2
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip-Trp7az-
C102H118
NEtCNG-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
228 Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW7OMe-C)- 2069,69 CIN253021 2067,83 93,5 1035,6 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- C106H125
229 PhedCONH2-PhedCONH2-Sar- 2094,71 CIN22022 2092,90 99,8 1047,8 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(cHxclacid4NH2-Nle-4Pal-Pip2c- C105H124
230 W-NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2067,69 CIN21022 2065,89 99,0 1034,7 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)

238




25644-PCT

ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-NMeDab-Trp7az- C101H120
231 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2075,69 | CIN23022 | 2073,84 95,0 1038,7 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-AlaPent-4Pal-S-Trp7Cl- C100H113
232 NEtAla-N-Phe4dCOOH-Trp7az-aMeS- 2058,62 | CIN22023 | 2056,78 954 1030,1 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-Trp7az-C)-NH2 S
ciclo(CIAc-hF-4Pal-Dap-W-dP-N-4Pal- C103H114
233 | 2Nal-aMeS-Phe4COOH-3Pal-Sar-W-C)- 1996,21 1994,84 98,0 998,8 | [M+2H]2+
NH2 N22019S
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-T-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H126
234 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 210029 | “Npoopg | 2098.94 | 960 | 10510 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-DapMe-Trp7az- C100H118
235 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2061,67 | CIN23022 | 2059,82 94,0 1031,6 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-dP-N- C101H118
236 | Furan-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH-Y -Sar- 2045,66 | CIN21022 | 2043,82 | 100,0 1023,6 | [M+2H]2+
SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(CIAc-Ahp-4Pal-S-SbMeW-dP-N- C102H119
237 | Phe4dCOOH-2Nal-aMeS-Phe4dCOOH-H- 2023,22 N21022S 2021,86 91,0 1012,0 | [M+2H]2+
Sar-aMeW-C)-NH2
ciclo(bhcLeu-LysMe2-4Pal-Pipt5OH-W- C107H129
238 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2110,76 CIN22022 2108,93 | 100,0 1055,6 | [M+2H]2+
Phe4dCONH2-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Q-4Pal-S-Trp7az-NMeE-N- C97H109
239 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 2084,01 | CI2N2302 | 2081,71 | 100,0 1042,7 | [M+2H]2+
Trp4CI-C)-NH2 4S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE-
Q-PhedCONH2-Trp7Cl-aMeS- C108H128
240 Phe4COOH-TyrOMe-Sar- 2123,75 CIN21023 2121,92 98,2 1061,8 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-40Me3Pal-Pip2c-W- C105H124
241 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2083,69 CIN21023 2081,89 99,7 1042,5 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-K-Y-S-W-dP-Q-4Pal-W- C100H117
242 aMeS-PhedCOOH-Y -Sar-W-C)-NH2 1997,19 N21022S 1995,84 90,0 999,8 | [M+2H]2+
ciclo(CIAc-Nle-RbMeY-S-Trp7az-
C102H120
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
243 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2107,69 CIN281025 2105,82 98,4 1054,7 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(cHxclacid4NH2-Nle-
Phe4CH2NH2-S-W-NMeE-N-4Pal- C105H125
244 Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y -Sar- 2070,69 CIN20023 2068,89 97,4 1036,5 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-LysN3-4Pal-Dap-SbMeW- C101H119
245 dP-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2068,71 | CIN26019 | 2066,86 76,0 689,9 | [M+3H]3+
Phe4CH2NH2-Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(2SBrBu-Nle-4Pal-Spip-W-NMeE- C105H125
246 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4CONH2-Y - 2146,83 | CIN22022 | 2144,85 98,9 1072,7 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7Cl-aMeS- C107H123
247 Phed CONH2-PhedCOOH-Sar- 2108,69 CIN20024 2106,87 98,0 1055,5 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(1IR4SAcpc-hF-4Pal-S-W-NMeA-N- C102H112
248 4Pal-W-aMeS-PhedCOOH-Y-Sar-W) 1938,10 N20020 1936,84 82,0 970,2 | [M+2H]2+
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE-N- C103H121
249 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe3COOH-Y -Sar- 2102,71 | CIN22023 | 2100,84 96,9 2101,86 | [M+1H]1+
SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(2SBrPr-Nle-Phe4dCH2NH2-S-
C103H124
Trp7az-NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
250 Phe4CONH2-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2119,74 CIN253023 2117,86 90,0 1060,6 | [M+2H]2+
NH2
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ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE-N- C104H121
251 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4dCOOH- 2130,72 | CIN22024 | 2128,83 97,8 1065,6 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Sar-SbhMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-Nle-Phe4CH2NH2-S-W-
C104H124
NMeE-N-SbMe4Pal-Trp7Cl-aMeS-
252 Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW7OMe-C)- 2119,74 CIN251024 2117,85 98,0 1060,3 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Tza-Trp7az-NMeE- C103H118
253 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2145,76 | CIN23023 | 2143,79 | 100,0 1073,7 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C107H123
254 | aMeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 209926 | “\p3opg | 2097:92 | 983 | 10505 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7az-
C114H137
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
255 Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW70Me-C-G- 2418,98 CIN236030 2416,94 99,0 1209,8 | [M+2H]2+
E-E-NH2
ciclo(ClAc-K-Y-S-W-dP-Cit-4Pal-W- C101H120
256 | aMeS-Phe4COOH-Y-Sar-W-C)-NH2 2026.23 | Npp0pps | 202487 | 900 | 6764 | [M+3H]3+
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-Trp7az- C111H134
257 | dProt4NMe3-N-TyrOcm-Trp7CN-aMeS- 2238,46 N23026S 2236,96 95,3 1119,2 | [M+H]2+
FASO2NH2-TyrOcm-Sar-ShMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-Phe4CH2NH2-S-Trp7az-
C101H120
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
258 PhedCOOH-Y -Sar-SbMeW70OMe- 2063,68 CIN231023 2061,83 90,0 1032,4 | [M+2H]2+
Cysteamine)
ciclo(CIAc-Nle-RbOHPhe-S-Trp7az-
C101H118
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
259 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2093,66 CIN231025 2091,80 | 100,0 1047,6 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(CIAc-hF-Y-S-W-NMeA-N-4Pal- C99H117
260 | \y-aMeS-Phe4COOH-R-Sar-W-C)-NH2 199719 | Npgoprs | 199985 | 942 | 9993 | [Mr2HI2
ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7az-
C101H118
dProc4OH-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
261 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW70Me-C)- 2073,68 CINZSSOZZ 2071,82 | 100,0 691,8 | [M+3H]3+
NH2
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7Cl- C104H121
262 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2088,11 | CI2N2102 | 2085,84 97,2 1043,8 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-SbhMeW70Me) 2
ciclo(CIAc-hF-Y-S-Trp7F-NMeA-N- C102H113
263 | 4Pal-W-aMeS-Phe4COOH-Y-Sar-W-C)- 2022,17 | FN20022 | 2020,80 | 100,0 1011,8 | [M+2H]2+
NH2 S
ciclo(ClIAc-Nle-H-Pip2c-Trp7az-NMeE- C100H119
264 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2092,68 | CIN24023 | 2090,83 98,1 1047,2 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClIAc-hF-Y-S-1Inda-NMeA-N- C101H113
265 | 4Pal-W-aMeS-Phe4COOH-Y-Sar-W-C)- 2005,20 2003,81 94,2 1003,5 | [M+2H]2+
NH2 N21022S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W- C103H118
266 dPro44F2-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2043,62 | CIF2N21 | 2041,85 94,5 2043,3 | [M+H]+
Phe4COOH-Y -Sar-SbMeW70Me) 020
ciclo(dbhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W- C107H125
267 NMeE-N-Phe4dCOOH-Trp7Cl-aMeS- 2110,71 CIN20024 2108,89 96,1 704,4 | [M+3H]3+
Phe4CONH2-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(c3amCbl1c-Nle-4Pal-Pip2c-W- C104H122
268 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2053,66 CIN21022 2051,88 93,2 1027,7 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y -Sar-ShMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C105H125
269 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH- 2066,70 CIN22021 2064,91 90,0 689,5 | [M+3H]3+
Phe4CH2NH2-Sar-ShMeW70Me)
CCIA Nl P A e
270 Phe3CONH2-Sar-SbMeW70Me-C)- 2118,71 CIN252024 2116,83 94,0 1059,31 | [M+2H]2+
NH2
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ciclo(ClIAc-Nle-4Pal-Pipc4ANH2-W- C104H123
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
271 Phe4COOH-Y-Sar-SbMeW7OMe-C)- 2116,74 CIN252023 2114,85 | 100,0 1059,2 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-PiptSMe-W-NMeE- C105H124
272 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2115,75 | CIN21023 | 2113,86 | 100,0 1058,6 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(2SBrPr-Nle-4Pal-Bav-Trp7az-
C103H125
NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-
273 Phe4CONH2-Y -Sar-SbMeW70Me-C)- 2118,76 CIN254022 2116,88 98,0 1060,3 | [M+2H]2+
NH2
ciclo(SBrPh-Nle-4Pal-S-Trp7az-NMeE- C105H119
274 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2124,72 | CIN22023 | 2122,82 98,6 1062,9 | [M+2H]2+
Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-NIle3F2-4Pal-Pip2c-W- C104H120
275 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2089,64 | CIF2N21 | 2087,86 90,0 1045,7 | [M+2H]2+
Phe4dCOOH-Y -Sar-ShMeW70Me) 022
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-dP-N- C103H121
276 4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2070,72 | CIN22021 | 2068,85 97,4 1036,3 | [M+2H]2+
dNMeA-SbMeW70Me-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-Nle-4Pal-Dab-Trp7az-NMeE- C100H118
277 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2061,67 | CIN23022 | 2059,82 99,4 1031,8 | [M+2H]2+
Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(ClAc-Q-4Pal-S-4Quin-dP-N-4Pal- C99H110
278 | Trp7az-aMeS-Phe4COOH-Y-P-Trp4Cl- 2041,59 | CIN23022 | 2039,76 96,0 1021,6 | [M+2H]2+
C)-NH2 S
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-Pip2c-W-dProt4F- C102H118
279 N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-Phe4COOH-Y - 2074,68 | CIFN220 | 2072,82 | 100,0 1037,9 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me-C)-NH2 21S
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-E-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C109H126
280 | 4MeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 212830 | “N2po24 | 212693 | 1000 | 10650 | [M+2HJ2+
SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-Nle-4Pal-cPrS-Trp7az- C101H117
281 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS- 2074,66 | CIN22023 | 2072,81 97,0 1037,8 | [M+2H]2+
Phe4COOH-Y-Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Ahp-SbMe4Pal-hE-W-
dProt4OH-N-Phe4COOH-Trp7CN- C110H128
282 | 4MeS-Phe4CONH2-Phe4CONH2-Sar- 214233 | "No024 | 214095 | 985 | 10719 | [M+2HJ2+
SbMeW70Me)
ciclo(ClIAc-Nle-Phe4dCH2NH2-S-Trp7az- C102H121
283 NMeE-N-4Pal-Trp7Cl-aMeS-TyrOcm- 2106,70 | CIN22024 | 2104,83 94,3 1054,1 | [M+2H]2+
Y-Sar-aMeW-C)-NH2 S
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50OH-Trp7az-
dProt4OAcOH-N-Phe4dCOOH-Trp7CN- C109H124
284 aMeS-PhedCONH2-Phed COOH-Sar- 2158,28 N22026 2156,91 | 100,0 1079,7 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt5OH-W-
dProt4OH-N-TyrOcm-Trp7CN-aMeS- C110H127
285 Phe4CONH2-TyrOcm-Sar- 2159,31 N21026 2157,93 | 100,0 1080,4 | [M+2H]2+
SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pipt50H-1Inda- C108H126
286 dProt4OH-N-TyrOcm-Trp7CN-aMeS- 2196,35 N22027S 2194,89 98,0 1098,9 | [M+2H]2+
FASO2NH2-TyrOcm-Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-Trp7az-
dProt4NMe2-N-Phe4COOH-Trp7CN- C108H126
287 | aMeS-Phe4COOH-RbOHPhe4CONH2- 1100 | "Nogop3 | 212694 | 900 | 10648 | [M+2H]2+
Sar-SbMeW70Me)
ciclo(bhcLeu-Nle-4Pal-Pip2c-W-NMeE- C106H123
288 N-Phe4COOH-Trp7Cl-aMeS- 2096,68 CIN20024 2094,87 | 100,0 2097,0 | [M+H]+
Phe4dCOOH-Y -Sar-SbMeW70Me)
ciclo(CIAc-F-Y-S-W-Sar-N-Y -W-S-Y - C111H126
289 Y-Sar-W-C)-G-E-E-NH2 2264,38 N22029S 2262,88 95,0 1132,9 | [M+2H]2+
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Tabla 2: Actividades bioldgicas de los ejemplos N.° 1-289 (SEQ ID NO. 1-289)

SIE DQ TCFIQ'FRET’ Kq™ de TR- hTEEF?i de hTﬁEF?S de | Cleode
NO. s (M) | FRET (n\M) | "opp (M) SPR (nM) THP-1 (nM)
1 NA NA NA NA 226,7
2 0,07 0,07 >1000 0,5
3 0,11 0,04 >1000 0,5
4 0,09 0,10 >1000 0,5
S 0,20 0,16 0,10 >1000 1,2
6 0,08 0,8
7 0,35 1,6
8 0,10 0,08 >1000 0,7
9 0,05 0,10 >1000 0,6
10 0,10 0,08 >1000 0,8
11 0,07 0,7
12 0,07 0,07 >1000 0,6
13 1,35 1,00 NP
14 0,03 0,02 >1000 0,8
15 0,10 0,5
16 0,11 0,09 >1000 0,6
17 0,16 0,04 >1000 0,8
18 0,08 0,05 >1000 0,6
19 0,08 0,07 >1000 0,6
20 0,16 0,13 >1000 0,8
21 0,04 0,03 >1000 0,9
22 0,08 0,09 >1000 0,6
23 0,14 0,8
24 0,23 0,7
25 0,04 0,8
26 0,24 1,5
27 0,10 0,5
28 0,25 1,6
29 0,94 0,65 0,28 >1000 3,3
30 0,07 0,05 >1000 0,5
31 0,04 04
32 0,12 0,6
33 0,85 1,66 0,30 >1000 6,8
34 0,11 0,11 >1000 0,7
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35 0,17 0,11 >1000 1,0
36 2,30 2,2
37 0,09 0,6
38 0,88 0,70 0,34 >1000 3,1
39 0,33 0,17 0,05 >1000 0,9
40 0,37 1,5
41 0,07 0,12 >1000 0,6
42 1,10 NP
43 0,09 0,6
44 0,14 0,16 >1000 0,5
45 0,05 0,01 >1000 0,6
46 0,55 0,56 0,07 >1000 3,0
a7 0,37 1,9
48 0,15 0,03 >1000 0,7
49 0,20 0,08 >1000 0,7
50 0,20 0,04 >1000 0,9
51 0,05 0,08 >1000 0,4
52 1,03 3,9
53 0,09 0,02 >1000 0,6
54 0,24 0,07 >1000 1,8
55 0,23 1,3
56 3,23 2,00 27,20 >1000 11,0
57 0,18 0,09 >1000 0,8
58 3,34 3,14 16,2
59 0,85 1,07 6,9
60 0,35 0,33 0,20 >1000 2,3
61 0,73 0,65 >1000 3,6
62 0,75 0,64 >1000 4,4
63 0,24 1,2
64 0,42 1,1
65 1,50 4,0
66 1,33 NP
67 0,20 0,4
68 1,03 0,55 >1000 3,0
69 0,33 1,6
70 0,12 0,07 >1000 0,9
71 0,45 0,27 2,8
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72 0,09 0,05 >1000 0,8
73 0,75 0,91 0,90 >1000 5,8
74 0,08 0,12 >1000 0,5
75 0,99 1,09 6,1
76 0,65 4,7
7 0,06 0,6
78 0,05 0,7
79 0,15 0,05 >1000 1,3
80 0,30 0,33 >1000 1,2
81 0,26 1,1
82 0,25 0,07 >1000 1,1
83 0,16 0,09 >1000 0,6
84 0,06 0,02 >1000 0,6
85 0,11 1,1
86 0,13 0,08 >1000 0,5
87 0,15 0,02 >1000 0,7
88 0,20 1,9
89 0,18 1,2
90 0,12 1,2
91 0,24 0,9
92 0,24 0,05 >1000 1,1
93 0,65 0,55 0,78 >1000 2,7
94 0,18 0,07 >1000 0,8
95 0,14 0,20 >1000 0,7
96 0,24 0,11 0,00 >1000 1,6
97 0,23 0,13 0,08 >1000 0,9
98 0,21 1,5
99 0,55 0,56 0,15 >1000 3,7
100 0,28 1,3
101 0,05 0,05 >1000 0,9
102 0,16 0,20 >1000 0,5
103 0,05 0,8
104 0,09 0,02 >1000 1,0
105 0,12 0,7
106 0,05 0,04 >1000 0,6
107 0,30 1,0
108 0,27 1,2
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109 0,11 0,05 >1000 0,8
110 0,14 0,14 1,2
111 0,39 1,6
112 0,24 0,03 >1000 1,1
113 0,09 0,5
114 0,02 0,02 >1000 0,9
115 0,19 14
116 0,08 04
117 0,19 2,1
118 0,38 2,8
119 0,12 0,7
120 0,38 14
121 0,07 0,02 >1000 0,9
122 0,08 0,04 >1000 0,9
123 0,65 1,36 0,32 >1000 4,1
124 0,30 0,59 0,12 >1000 1,5
125 1,14 4.1
126 0,08 0,8
127 0,22 0,18 >1000 0,8
128 0,09 0,02 >1000 0,8
129 0,48 3,1
130 0,01 0,06 >1000 0,7
131 0,15 0,06 >1000 0,7
132 0,13 0,08 >1000 0,7
133 0,13 14
134 0,06 0,05 >1000 0,4
135 0,07 04
136 0,07 04
137 0,21 1,3
138 0,38 2,0
139 0,13 1,0
140 0,06 0,05 >1000 0,5
141 0,17 0,06 >1000 1,2
142 0,33 1,1
143 0,40 0,21 0,05 >1000 2,2
144 0,07 0,10 >1000 0,6
145 0,18 0,8

245




25644-PCT

146 0,59 5,4
147 0,21 1,4
148 0,90 1,10 >1000 2,8
149 0,21 0,18 >1000 1,3
150 0,23 1,1
151 0,29 0,11 0,04 >1000 1,1
152 0,99 1,19 5,3
153 0,23 0,16 >1000 2,6
154 0,17 1,2
155 0,10 0,02 >1000 0,9
156 0,12 0,8
157 0,72 0,64 0,50 >1000 4,0
158 1,79 53
159 0,12 0,05 >1000 0,8
160 0,23 1,5
161 0,09 0,02 >1000 1,3
162 0,69 0,56 0,1
163 0,05 0,05 >1000 0,7
164 0,60 0,50 3,6
165 0,18 1,1
166 0,50 0,44 2,7
167 0,48 2,6
168 0,30 0,37 >1000 1,2
169 0,16 0,08 >1000 0,6
170 0,60 0,56 NP
171 0,19 0,9
172 0,63 0,57 0,20 >1000 3,9
173 0,26 1,1
174 0,06 0,01 >1000 0,7
175 0,22 0,9
176 0,22 1,0
177 0,75 0,54 33
178 0,29 3,3
179 0,50 0,29 0,14 >1000 2,4
180 0,30 0,18 0,05 >1000 2,0
181 0,34 1,2
182 0,20 0,9
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183 0,50 0,17 0,10 >1000 2,8
184 0,50 1,7
185 0,20 0,16 0,9
186 0,50 0,42 1,9
187 0,09 0,04 >1000 0,5
188 0,10 0,03 >1000 0,8
189 0,01 0,10 >1000 0,6
190 0,33 1,6
191 0,18 1,6
192 0,24 1,1
193 0,15 1,0
194 0,05 0,04 >1000 1,1
195 0,28 1,6
196 0,09 0,05 >1000 0,6
197 0,36 0,7
198 0,31 0,8
199 0,32 1,0
200 0,09 0,02 >1000 1,0
201 0,21 0,9
202 0,23 14
203 0,45 0,31 0,10 >1000 1,6
204 0,11 0,8
205 0,99 1,01 0,60 >1000 7.2
206 26,0 3,00 >1000 270,6
207 0,12 1,0
208 1,31 4,0
209 0,60 0,67 0,40 >1000 2,7
210 0,12 0,5
211 0,79 0,63 3,3
212 0,90 0,73 0,50 >1000 2,8
213 0,31 1,0
214 0,95 0,61 3,7
215 2,85 1,80 >1000 9,7
216 0,65 NP
217 1,00 0,73 4,4
218 1,15 0,50 >1000 3,4
219 0,30 0,15 0,10 >1000 1,6
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220 0,75 0,55 0,25 >1000 2,9
221 0,31 0,14 >1000 1,0
222 1,73 0,18 >1000 5,7
223 0,39 0,48 0,30 >1000 2,9
224 1,70 0,40 >1000 4.8
225 0,27 0,9
226 1,16 10,0
227 4,02 2,30 >1000 13,5
228 0,70 0,64 4,0
229 0,10 0,14 >1000 0,5
230 0,59 0,43 0,21 >1000 2,7
231 2,63 1,90 >1000 6,1
232 3,19 2,15 0,70 >1000 6,3
233 2,65 0,78 >1000 14,2
234 0,24 1,1
235 1,92 1,20 >1000 5,0
236 0,90 4,2
237 13,04 20,8
238 0,12 0,7
239 0,52 0,61 0,30 >1000 1,4
240 0,23 0,09 >1000 1,0
241 0,24 1,4
242 1,21 0,30 >1000 3,0
243 0,55 0,49 0,06 >1000 3,2
244 0,49 0,96 0,09 >1000 4,5
245 0,95 9.4
246 1,15 4,3
247 0,09 0,07 >1000 0,5
248 1,45 1,56 2,00 >1000 10,6
249 1,00 4.4
250 0,27 0,17 2,4
251 0,50 1,17 2,7
252 2,39 23,3
253 0,77 1,02 1,09 >1000 4.4
254 0,06 0,02 >1000 0,4
255 0,70 1,01 6,5
256 1,84 1,40 >1000 6,1
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257 0,08 04
258 1,00 1,03 0,20 >1000 11,5
259 0,35 0,22 0,15 >1000 1,9
260 10,15 6,00 >1000 50,1
261 0,40 0,30 0,20 >1000 2,7
262 0,39 0,24 >1000 1,2
263 2,88 1,60 >1000 4,7
264 1,49 8,1
265 1,1 1,00 >1000 4,9
266 0,45 0,06 >1000 0,9
267 0,24 0,29 0,14 >1000 1,7
268 0,77 0,45 0,27 >1000 2,0
269 0,08 0,10 >1000 1,0
270 0,55 2,2
271 0,94 0,95 0,28 >1000 2,7
272 0,30 0,21 0,10 >1000 2,6
273 0,60 0,33 4.1
274 0,86 3,2
275 0,36 0,30 >1000 1,4
276 2,41 NP
277 1,12 3,0
278 8,69 12,75 >1000 54,5
279 0,38 1,4
280 0,25 1,1
281 1,40 0,50 >1000 8,4
282 0,13 0,9
283 1,45 0,50 >1000 6,4
284 0,09 0,8
285 0,04 0,6
286 0,05 04
287 0,22 1,7
288 0,20 0,11 0,10 >1000 4.2
289 9,87 7,43 >1000 36,4
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