ES 2338789 T3

@ Numero de publicacién: 2 338 789

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
CO7K 5/12 (2006.01)
ESPANA A61K 38/06 (2006.01)

A61K 38/12 (2006.01)
CO07K 5/08 (2006.01)
CO7K 1/113 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04737852 .6
Fecha de presentacién : 18.06.2004

Numero de publicacién de la solicitud: 1633774
Fecha de publicacion de la solicitud: 15.03.2006

Titulo: Antagonistas macrociclicos del receptor de motilina.

Prioridad: 18.06.2003 US 479223 P @ Titular/es: Tranzyme Pharma Inc.
3001 12e Avenue Nord IPS
Sherbrooke, Quebec J1H 5N4, CA

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Fraser, Graeme;
12.05.2010 Marsault, Eric;

Peterson, Mark;

Hoveyda, Hamid;

Beaubien, Sylvie;

Benakli, Kamel y

Deziel, Robert

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Carpintero Lopez, Mario
12.05.2010

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

DESCRIPCION

Antagonistas macrociclicos del receptor de motilina.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos macrociclicos definidos conformacionalmente, a composi-
ciones farmacéuticas que los comprenden y a intermedios usados en su fabricacién. Mas particularmente, la invencién
se refiere a compuestos macrociclicos que han demostrado que antagonizan selectivamente la actividad del receptor
de motilina. La invencién también se refiere a compuestos macrociclicos ttiles como productos terapéuticos para una
serie de trastornos gastrointestinales, en particular aquellos en los que se observa un mal funcionamiento de la motili-
dad géstrica o un aumento de la secrecion de motilina, tales como hipermotilinemia, sindrome del intestino irritable y
dispepsia.

Antecedentes de la invencion

Varias hormonas peptidicas estdn implicadas en el control de las diferentes funciones en el tracto gastrointestinal
(GI), incluyendo la absorcién, secrecidn, flujo sanguineo y motilidad (Mulvihill, y col. en Basic and Clinical Endocri-
nology, 4* Edicion, Greenspan, F. S.; Baxter, J. D., eds., Appleton & Lange: Norwalk, CT, 1994, p. 551-570). Como
las interacciones entre el cerebro y el sistema GI son criticas para la modulaciéon apropiada de estas funciones, estos
péptidos pueden producirse localmente en el tracto GI o distalmente en el SNC.

Una de estas hormonas peptidicas, la motilina, un péptido lineal de 22 aminoécidos, juega un papel regulador
critico en el sistema fisioldgico GI por medio del control de la actividad motora gastrointestinal en ayunas. El péptido
propiamente dicho se libera periédicamente desde la mucosa duodenal durante el ayuno en mamiferos, incluyendo los
seres humanos. De manera mds precisa, la motilina ejerce un efecto poderoso sobre la motilidad géstrica por medio
de la contraccién del musculo liso gastrointestinal para estimular el vaciado géstrico, reducir el tiempo de transito
intestinal e iniciar la fase III del complejo motor migratorio en el intestino delgado (Itoh, Z., Ed., Motilin, Academic
Press: San Diego, CA, 1990, ASIN: 0123757304; Nelson, D. K. Dig. Dis. Sci. 1996, 41, 2006-2015; Peeters, T. L.;
Vantrappen, G.; Janssens, J. Gastroenterology 1980, 79, 716-719).

La motilina ejerce estos efectos por medio de receptores localizados predominantemente en el antro y duodeno
proximal humanos, aunque sus receptores también se encuentran en otras regiones del tracto GI (Peeters, T. L.; Bor-
mans, V.; Vantrappen, G. Regul. Pept. 1988, 23, 171-182). Por lo tanto, la hormona motilina estd implicada en la
motilidad tanto de la parte superior como de la parte inferior del sistema GI (Williams y col. Am. J. Physiol. 1992,
262, G50-G55). Ademas, se ha observado motilina y sus receptores en el SNC y la periferia, lo que sugiere un papel
fisiolégico en el sistema nervioso que ain no se ha esclarecido definitivamente (Depoortere, 1.; Peeters, T. L. Am.
J. Physiol. 1997, 272, G994-999 y O’Donohue, T. L y col. Peptides 1981, 2, 467-477). Por ejemplo, se ha sugerido
que los receptores de motilina en el cerebro juegan un papel regulador en varias funciones del SNC, incluyendo el
comportamiento de alimentacién y de bebida, el reflejo de la miccién, la modulacién neuronal central y del tronco
cerebral y la secrecion de hormonas de la pituitaria (Itoh, Z. Motilin and Clinical Applications. Peptides 1997, 18,
593-608; Asakawa, A.; Inui, A.; Momose, K.; y col., M. Peptides 1998, 19, 987-990 y Rosenfeld, D. J.; Garthwaite,
T. L. Physiol. Behav. 1987, 39, 753-756). Estudios fisiol6gicos han proporcionado pruebas confirmatorias de que la
motilina, efectivamente, puede tener un efecto sobre el comportamiento de alimentacion (Rosenfeld, D. J.; Garthwaite,
T. L. Phys. Behav. 1987, 39, 735-736).

La reciente identificacion y clonacién del receptor de motilina humano (documento WO 99/64436) ha simplificado
y acelerado la bisqueda de agentes que puedan modular su actividad para fines terapéuticos especificos.

Debido a la implicacién critica y directa de la motilina en el control de la motilidad géstrica, los agentes que dismi-
nuyen (hipomotilidad) o aumentan (hipermotilidad) la actividad en el receptor de motilina son un drea particularmente
atractiva de investigacion adicional en la bisqueda de nuevos productos farmacéuticos eficaces para estas indicaciones.

Se ha informado sobre agonistas peptidicos del receptor de motilina, que tienen aplicacion clinica para el tratamien-
to de trastornos de hipomotilidad (documentos U.S. 5.695.952; 5.721.353; 6.018.037; 6.380.158; 6.420.521, solicitud
U.S. 2001/0041791, documentos WO 98/42840; WO 01/00830 y WO 02/059141). También se ha informado sobre
derivados de eritromicina, denominados comtinmente motilidas, como agonistas del receptor de motilina (documentos
U.S. 4.920.102; 5.008.249; 5.175.150; 5.418.224; 5.470.961; 5.523.401. 5.554.605; 5.658.888; 5.854.407; 5.912.235;
6.100.239; 6.165.985; 6.403.775).

Los antagonistas del receptor de motilina son, en potencia, extremadamente ttiles como tratamientos terapéuticos
para enfermedades asociadas con la hipermotilidad e hipermotilinemia, incluyendo el sindrome del intestino irritable,
dispepsia, trastornos de reflujo gastroesofagico, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, pancreatitis, estenosis pilori-
ca hipertréfica infantil, diabetes mellitus, obesidad, sindrome de malabsorcién, sindrome carcinoide, diarrea, colitis
atréfica o gastritis, sindrome de evacuacion gastrointestinal rapida, sindrome postgastroenterostomia, estasis gastrica
y trastornos de la alimentacién que conducen a obesidad.
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Una diversidad de compuestos peptidicos se han descrito como antagonistas del receptor de motilina (Depoorte-
re, I.; Macielag, M. J.; Galdes, A.; Peeters, T. L. Eur. J. Pharmacol. 1995, 286, 241-247; documentos US 5.470.830;
6.255.285; 6.586.630; 6.720.433; U.S. 2003/0176643; WO 02/64623). Estos antagonistas peptidicos padecen las limi-
taciones conocidas de los péptidos como moléculas de farmaco, en particular una biodisponibilidad oral y un metabo-
lismo de degradacién deficientes.

La ciclacion de derivados peptidicos es un procedimiento empleado para mejorar las propiedades de un péptido
lineal tanto con respecto a la estabilidad metabdlica como con respecto a la libertad conformacional. Las moléculas
ciclicas tienden a ser mds resistentes a las enzimas metabdlicas. Se ha informado sobre estos antagonistas de motilina
tetrapeptidicos ciclicos (Haramura, M. y col J. Med. Chem. 2002, 45, 670-675, documentos U.S. 2003/0191053; WO
02/16404).

También se ha informado sobre otros antagonistas de motilina, que son de naturaleza no peptidica y no ciclica
(documentos U.S. 5.972.939; 6.384.031; 6.392.040; 6.423.714; 6.511.980; 6.624.165; 6.667.309; U.S. 2002/0111484;
2001/041701; 2002/0103238; 2001/0056106, 2002/0013352; 2003/0203906 y 2002/0002192).

Los antagonistas de motilina macrociclicos de la presente invencién comprenden elementos tanto de estructura
peptidica como de estructura no peptidica en una combinacién que no se ha reivindicado para esta aplicacién previa-
mente.

De hecho, las caracteristicas estructurales de los antagonistas de la presente invencién son diferentes. En particular,
dentro de los antagonistas de motilina conocidos que son péptidos ciclicos, se descubrié que los derivados que con-
tenfan D-aminodcidos carecian de actividad. Por el contrario, para los compuestos tripeptidomiméticos de la presente
invencion, se necesita la estereoquimica D para dos de los tres elementos constituyentes.

Los antagonistas de motilina de la presente invencion también son distintos de la técnica anterior en que com-
prenden un elemento de cadena para cumplir el papel doble de controlar las conformaciones y proporcionar sitios
adicionales para la interaccién por medio de interacciones hidr6fobas, formacién de enlaces de hidrégeno o interac-
ciones dipolo-dipolo.

Sumario de la invencion

Los compuestos de férmula (I):

X

R

y T %

()

y sales, hidratos o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos son aquellos en los que:

7,7,y Zj; se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por O, N y NR 4, donde R, se selecciona
entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo inferior y alquilo inferior sustituido;

R, se selecciona independientemente entre el grupo constituido por alquilo inferior sustituido con arilo, alquilo
inferior sustituido con arilo sustituido, alquilo inferior sustituido con heteroarilo y alquilo inferior sustituido con
heteroarilo sustituido;

R, es hidrégeno;
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R; se selecciona independientemente entre el grupo constituido por alquilo y cicloalquilo con la condicién de que
cuando Z; es N, R; pueda formar un anillo heterociclico de cuatro, cinco, seis o siete miembros junto con Z;;

R, es hidrégeno;

R5 y Rg se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido,
cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo y hete-
roarilo sustituido, con la condicién de que al menos uno de Rs y R4 sea hidrégeno;

X se selecciona entre el grupo constituido por O, NRg y N(Ry),*;

- en el que Ry se selecciona entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo inferior, alquilo inferior susti-
tuido, formilo, acilo, carboxialquilo, carboxiarilo, amido, sulfonilo, sulfonamido y amidino; y

- Ry se selecciona entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo inferior y alquilo inferior sustituido;
m, n; y p se seleccionan independientemente entre 0, 1 6 2; y

T es un radical bivalente de férmula II:

-U-(CH,)¢-W-Y-Z-(CH,).- axn

en la que d y e se seleccionan independientemente entre 0, 1, 2, 3,4 6 5;

en la que U estd unido a X de férmula (I) y es -CH,- o -C(=0)-;

en la que cada uno de Y y Z estd opcionalmente presente;

W, Y y Z se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por: -O-, -NRy-, -S-, -SO-, -SO,-,

-C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-, -C(=0)-NH-, -NH-C(=0)-, -SO,-NH-, -NH-SO,-, -CRyR3,-, -CH=CH- con una
configuracion Z o E, y -C=C-, o de una estructura de anillos seleccionada independientemente entre el grupo:

R::\(\\/R‘“ Kr,,Gz \ G1\ Kq G;
ESQE, S v e Tl

Gy _Ks. G2 Gy Kyg G
7‘1 7S :J. ‘
RES Ry G,‘ \j-pm Rag-[-/ G2 \l
7 Rso (CH;);
R3s

en el que cualquier 4&tomo de carbono contenido dentro de dicha estructura de anillos puede reemplazarse por un
atomo de nitrégeno, con la condicion de que si dicha estructura de anillos es una estructura de anillos monociclicos, no
comprenda mas de cuatro dtomos de nitrégeno y si dicha estructura de anillos es una estructura de anillos biciclicos,
no comprenda mds de seis 4tomos de nitrégeno;

cada uno de G, y G, representa independientemente un enlace covalente o un radical bivalente seleccionado entre
el grupo constituido por -O-, -NRy;-, -S-, -SO-, -SO,-, -C(=0)-, -C(=0)-0-, -O-C(=0)-, -C(=0)NH-, -NH-C(=0)-,
-SO,-NH-, -NH-SO,-, -CR,,R,3-, -CH=CH- con una configuracién Z o E, y -C=C-; con la condicién de que G, esté
unido mds intimamente a U que G,;

K, Ky, Ks, Ky; K, K5 y K se seleccionan independientemente entre el grupo constituido por O, NRy, y S;

f se seleccionaentre 1,2, 3, 4,5 6 6;

R3;, R3,, Rag, Rso, Ryg ¥y Ryy se seleccionan independientemente entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo sus-
tituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo,
heteroarilo sustituido, hidroxi, alcoxi, ariloxi, amino, halégeno, formilo, acilo, carboxi, carboxialquilo, carboxiarilo,

amido, carbamoilo, guanidino, ureido, amidino, ciano, nitro, mercapto, sulfinilo, sulfonilo y sulfonamido; y

R33, Ry, Ris, Rig, R37, Ryz, Rso ¥ Rs; se seleccionan independientemente entre hidrégeno, halégeno, alquilo, alquilo
sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroa-
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rilo, heteroarilo sustituido, hidroxilo, alcoxi, ariloxi, oxo, amino, halégeno, formilo, acilo, carboxi, carboxialquilo,
carboxiarilo, amido, carbamoilo, guanidino, ureido, amidino, ciano, nitro, mercapto, sulfinilo, sulfonilo y sulfonami-
do.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona compuestos de formula (I1I)

H 0
RS//I,,"
o} NH NH Re
oy lll”l ,H
H . T.
$ N N 0
Ry H H

seleccionados entre los compuestos de la Tabla 3.

En un segundo aspecto, la invencién también propone compuestos de férmula (II) que son antagonistas del recep-
tor de motilina.

En un tercer aspecto, la invencién propone composiciones y medicamentos para tratar un trastorno asociado con
el receptor de motilina o una disfuncién de la motilidad en seres humanos y otros mamiferos, que comprende un
compuesto de féormula (IIT).

Descripcion detallada de la invencion

En la férmula (I), que se ha representado anteriormente en el presente documento, R; se selecciona entre el grupo
constituido por -(CH,),R;; y -CHR ;R 3

enelqueqes0,1,263;y

Ry; y Ry, se seleccionan independientemente entre una estructura de anillos del siguiente grupo:

(J
e A e .
ANPOEINE WS
AT Z
S AKNR, S
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en el que cualquier &tomo de carbono de dicha estructura puede reemplazarse por un adtomo de nitrégeno, con la
condicién de que si dicha estructura de anillos es una estructura de anillos monociclicos, no comprenda més de cuatro
atomos de nitrégeno y si dicha estructura de anillos es una estructura de anillos biciclicos, no comprenda mas de seis
atomos de nitrégeno;

cada uno de A, A,, A;, A, y As estd opcionalmente presente y se selecciona independientemente entre el grupo
constituido por halégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico
sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, hidroxi, alcoxi, ariloxi, amino, hal6geno, formilo,
acilo, carboxi, carboxialquilo, carboxiarilo, amido, carbamoilo, guanidino, ureido, amidino, ciano, nitro, mercapto,
sulfinilo, sulfonilo y sulfonamido;

B, B,, B; y B, se seleccionan independientemente entre NR4, S u O, donde Ry, se selecciona entre el grupo
constituido por hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, formilo, acilo, carboxialquilo, carboxiarilo, amido, sulfonilo y
sulfonamido;

Ri; es como se ha definido para R;; y Ry, o se selecciona entre el grupo que comprende alquilo inferior, alquilo
inferior sustituido, hidroxi, alcoxi, ariloxi, amino, carboxi, carboxialquilo, carboxiarilo y amido.

enel que A, Ay, A;, A, y As se seleccionan lo mds preferentemente entre haldgeno, triflurorometilo, alquilo C,_¢

o alcoxi C,_g.

Preferentemente, R;;, R, y R;; se seleccionan entre el grupo constituido por:

Soioe

n
A~y A Z _ “/s
\I\L <, @:l%[}%fin/
\ \

en el que R, y Ry, se eligen entre el grupo constituido por Cl, F, CF;, OCH;, OH, C(CH;); y CH;.
También preferentemente, R; en la férmula (I) se selecciona entre el grupo constituido por:

-(CH,),CHj3;, -CH(CHj;)(CH,),CH;, -CH(OR 5)CH3;, -CH,SCH3;, -CH,CH,SCHj3;, -CH,S(=0)CH3;, -CH,CH,S(=0)
CHj3, -CH,S(=0),CHs;, -CH,CH,S(=0),CHj3, -(CN,),CH(CHs;),, -C(CH3); y '(CHZ)y'RZI’ donde:

s y u se seleccionan independientemente entre 0, 1, 2, 3,4 6 5;

t se selecciona independientemente entre 1, 2, 3 6 4;

y se selecciona entre 0, 1, 2, 3 6 4;

R;5 se selecciona entre el grupo constituido por hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, formilo y acilo;

R,, se selecciona entre una estructura de anillos seleccionada entre el siguiente grupo:

Nl\’\f‘
E,
:\/

E;
0 |
IS aE

N6 \‘{ l?"\\ N X
(CHZ)z
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en el que cualquier 4tomo de carbono de dicha estructura de anillos puede reemplazarse por un dtomo de nitrégeno,
con la condicién de que si dicha estructura de anillos es una estructura de anillos monociclicos, no comprenda mas de
cuatro atomos de nitrégeno y si dicha estructura de anillos es una estructura de anillos biciclicos, no comprenda mas
de seis dtomos de nitrégeno;

z se seleccionaentre 1,2,3,465;

cadauno de E,, E, y E; estd opcionalmente presente y se selecciona independientemente entre el grupo constituido
por halégeno alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido,
arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, hidroxi, alcoxi, ariloxi, amino, halégeno, formilo, acilo, car-
boxi, carboxialquilo carboxiarilo, amido, carbamoilo, guanidino, ureido, amidino, ciano, nitro, mercapto, sulfinilo,
sulfonilo y sulfonamido y

J estd opcionalmente presente y se selecciona entre el grupo constituido por alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido,

hidroxi alcoxi, ariloxi, oxo, amino, halégeno, formilo, acilo, carboxi, carboxialquilo, carboxiarilo, amido, carbamoilo,
guanidino ureido, amidino, mercapto, sulfinilo, sulfonilo y sulfonamido.

La porcién de cadena (T) de la férmula (I) se selecciona preferentemente entre el grupo constituido por:

(X)/\/ l/l\/\(z’.‘) @\/\(ZJ) | 16\ = (ZJ)
P I A ™

@
N NN
R I e
Res
o
AN @) &l« ; *
oo’\/°©’°\/\(z;) 0o ™° N2y 0 e
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en el que

L,esO, NHoNMe;L,esCHoN;L;esCHoN; L, es OoCH,;Lses CHoN; Ly es CRs;Rs3 u O; Ris es Ho

Rs,, Rss, Rsy, Rss, Rsg ¥ Rsy se seleccionan independientemente entre hidrégeno, alquilo inferior, alquilo inferior
sustituido, hidroxi, alcoxi, ariloxi, amino y oxo; o Rs, junto con Rs; 0 Rs4 junto con Rss 0 Ry junto con Rs; pueden
formar independientemente un anillo ciclico de tres a siete miembros que comprende dtomos de carbono, oxigeno,
azufre y/o nitrégeno;

(X) es el sitio de un enlace covalente con X en la férmula (I); y

(Z5) es el sitio de un enlace covalente con Z; en la formula ().

En una realizacién particularmente preferida de la invencién, se proporcionan compuestos de férmula (I) en la que
m,nypson0,X,Z;,Z,yZ; son NHyR,, Ry y Rs son hidrégeno, representados por la férmula (III):

H

R3 ) ., o

o) NH HN Rs
H M
\.\“ N/ T\ N
R B H
o

Los compuestos de férmula (I) en la que cuando Z; es un dtomo de nitrégeno, R; forma un anillo heterociclico de
cuatro, cinco, seis o siete miembros junto con Z; se representan por la formula (IV):

)

en la que dicho anillo heterociclico puede contener un segundo dtomo de nitrégeno, o un dtomo de oxigeno o
azufre;

n, se seleccionaentre 0, 1,2 6 3

R; estd opcionalmente presente y se selecciona entre el grupo constituido por alquilo, alquilo sustituido, cicloal-
quilo, cicloalquilo sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido, arilo, arilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sus-
tituido, hidroxi, alcoxi, ariloxi, oxo, amino, halégeno, formilo, acilo, carboxi, carboxialquilo, carboxiarilo, amido,
carbamoilo, guanidino, ureido, amidino, mercapto, sulfinilo, sulfonilo y sulfonamido.
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Debe entenderse que, en el contexto de la presente invencidn, los términos amino, guanidina, ureido y amidino

también incluyen derivados sustituidos de los mismos.

Preferentemente, la invencidn proporciona composiciones y medicamentos para tratar un trastorno asociado con

la hipermotilidad o hipermotilinemia en seres humanos y otros mamiferos que comprenden un compuesto de férmula
Im).

Descripcion de las realizaciones preferidas

Los compuestos especificamente preferidos de la presente invencién incluyen:
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Ademads de las cadenas preferidas (T) ilustradas previamente, a continuacién en el presente documento se muestran
otras cadenas especificas

NEPG NHPG
107NN vers CCV\.;\/OH g;::on

T2

TS o)
o O NerG NEPG
Nﬂ
0 ™ B gy NG
g\/lmc NEPG E :[ ~ “NHPG
128 32 T33a [isomero (R)]

T33b [isomero (S)]

35 TI6(X=
TX=0)
NEPG oH
(:(\/\NHPG NHPG NHPG
OH
ad oH

NHPG

T4

PG y PG'indican un grupo protector de amina convencional
compatible con el protocolo sintético, tal como Boc, Ddz, Fmoc o Alloc
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En una realizacién preferida, la presente invencidn se refiere a composiciones y medicamentos para tratar el sin-
drome del intestino irritable, dispepsia, enfermedad de Crohn, trastornos de reflujo gastroesofaringeo, colitis ulcerosa,
pancreatitis, estenosis pildrica hipertréfica infantil, sindrome carcinoide, sindrome de malabsorcién, diarrea, diabetes
mellitus, obesidad, sindrome postgastroenterostomia, colitis atréfica o gastritis, estasis géstrica, sindrome de evacua-
cién gastrointestinal rdpida, enfermedad celiaca y trastornos de la alimentacién que conducen a obesidad en seres
humanos y otros mamiferos, que comprenden un compuesto de férmula (III).

Procedimientos sintéticos
A. Informacion General

Los reactivos y disolventes eran de calidad reactiva o mejor y se usaron segun se recibieron de los proveedores
comerciales a menos que se indique otra cosa. La DMF, el DCM y el THF usados son de DriSolv® (EM Science, E.
Merck) o de calidad de sintesis excepto para (i) desproteccion, (ii) reacciones de proteccion de resina y (iii) lavado. La
NMP usada para las reacciones de acoplamiento de aminodcidos (AA) es de calidad analitica. La DMF se desgasificd
adecuadamente poniéndola al vacio durante un minimo de 30 min antes del uso. El Tyr(3tBu) se sintetiz6 siguien-
do el procedimiento indicado en el documento JP2000 44595. Se preparé Cpa usando procedimientos bibliograficos
(Tetrahedron: Asymmetry 2003, 14, 3575-3580) o se obtuvo de fuentes comerciales. Los aminodcidos protegidos con
Boc y Fmoc y los derivados protegidos en las cadenas laterales, incluyendo los de N-metil aminoacidos y aminoéci-
dos no naturales, se obtuvieron de proveedores comerciales o se sintetizaron a través de metodologias convencionales
conocidas por los expertos en la materia. Los Ddz-aminoécidos se sintetizaron por procedimientos convencionales
o se obtuvieron de fuentes comerciales en Orpegen (Heldelberg, Alemania) o Advanced ChemTech (Louisville, KY,
Estados Unidos). Los Bts-aminodcidos se sintetizaron como se describe en el Ejemplo 6. Los hidroxidcidos se obtu-
vieron de proveedores comerciales o se sintetizaron a partir de los aminodcidos correspondientes por procedimientos
bibliogréficos. La TLC analitica se realizé sobre placas recubiertas previamente de gel de silice 60F254 (0,25 mm de
espesor) que contenian un indicador de fluorescencia. La expresion “se concentré/evaporé a presion reducida” indica
evaporacion utilizando un evaporador rotatorio bajo presién de un aspirador de agua o a fuerte vacio proporcionado
por una bomba de vacio de aceite mecdnica segin sea apropiado para la retirada del disolvente. “Dry pack” indica
cromatograffa sobre gel de silice que no se ha tratado previamente con disolvente, aplicada generalmente a escalas
mayores para purificaciones en las que existe una gran diferencia en el Fy entre el producto deseado y cualquier im-
pureza. Para los procedimientos de quimica en fase sélida, “secado de la manera convencional” significa que la resina
se seca primero al aire (1 h) y posteriormente al vacio (normalmente con una bomba de aceite) hasta que se alcanza la
sequedad total (~30 min a una noche).

B. Procedimientos Sintéticos para Componentes Bdsicos de la Invencion
Ejemplo 6

Procedimiento Convencional para la Sintesis de Bts-Aminodcidos

® S BtsNH. _CO.
H3N\|/COZ ' \|/ A

N Raa
Raa E:[ Y—s0,cl
s

A una solucion del aminodcido o derivado de aminoécido (0,1 mol, 1,0 equiv.) en hidréxido sédico 0,25 N (0,08
mol, 0,8 equiv.) con un pH inicial de aproximadamente 9,5 (medidor de pH) a ta se le afiadi en una porcién Bts-
Cl1 s6lido (0,11 mol, 1,1 equiv.). La suspension resultante se agité vigorosamente durante 2-3 d. El pH de la reaccién
debe ajustarse con hidréxido sédico 5,0 N segin se requiera para que se mantenga dentro del intervalo de 9,5-10,0
durante este tiempo. Tipicamente, el pH tiene que ajustarse cada 20-30 min durante las primeras 5 h. Cuando el pH
deja de caer, significa que la reaccién casi se ha completado. Esto puede confirmarse por TLC (EtOAc:MeOH, 95:5).
Después de que se completara, la mezcla de reaccion se lavé con Et,O. El lavado se continda hasta que la ausencia
de impurezas no polares en la fase acuosa se confirma por TLC (tipicamente 3 x 100 ml). Después la solucién acuosa
se enfrié a 0°C, se acidificé a pH 2,0 con HCI 1 N hasta que no se formé mads turbidez y se extrajo con EtOAc (3 x
100 ml). Como alternativa, puede usarse una mezcla de DCM y EtOAc como disolvente de extraccién, dependiendo
de la solubilidad del producto obtenido de diferentes aminodcidos o derivados. Debe apreciarse que no puede usarse
s6lo DCM como disolvente debido a la emulsién formada durante la extraccion. Las fases orgdnicas combinadas se
lavaron con salmuera (2 x 150 ml), se secaron sobre MgSQ,, se filtraron y se evaporaron a presion reducida. El DCM
(1 vez) y los hexanos (2 veces) se evaporaron del residuo con el fin de garantizar la retirada completa del EtOAc y dar
el compuesto deseado en forma de un sélido con un rendimiento del 55-98%.
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Lo siguiente son modificaciones que han probado ser ttiles para ciertos aminodcidos:

Gly, Ala, D-Ala, 8-Ala y GABA: Usar 1,5 equiv. de aminodcido por equiv. de Bts-Cl, con el fin de evitar la
dibetsilacion.

Met: Realizar la reaccion en una atmdsfera de N, para evitar la oxidacion.

Gln y Asn: Debido a la solubilidad de Bts-Gln y Bts-Asn, el tratamiento requerido se modifica a partir
del procedimiento convencional: Después de que se completara la reaccion, la mezcla de reaccién se lavo
con éter dietilico. El lavado se contintia hasta que la ausencia de impurezas no polares en la fase acuosa
se confirma por TLC (tipicamente 3 x 100 ml). Después, la fase acuosa se enfria a 0°C y se acidifica a pH
2,0 con HCI1 6 N. Se empleé HC1 6 N para minimizar el volumen de la solucién debido a la solubilidad en
agua de Bts-Gln y Bts-Asn. (Por el contrario, son dificiles de disolver en DCM, EtOAc o cloroformo). La
solucién se mantuvo a 0°C durante 10 min y el producto se recogid por filtracién en forma de un precipitado
de color blanco. El sélido se lavé con agua fria (1 vez), salmuera fria (2 veces) y agua (1 x, 25°C). Se tomé
el pH de este lavado, y si no era de aproximadamente 4, el sélido se lavé de nuevo con agua. Finalmente,
el solido se lavé con EtOAc frio y después con Et,O frio (2 veces) y finalmente se secd al vacio (bomba de
aceite) (rendimiento del 83-85%).

C. Estrategia Sintética General para Macrociclos Definidos Conformacionalmente de la Presente Invencion

Esquema 1

L 58 L—333 BBL,. BB L—-Bes.as,.ae,-x-é/AG

“carga" del 1¢' unién secuencial de
componente basico componentes basicos X = 0, NH)
(desproteccién, acoplamiento)

PG-YZ desproteccion, después
ciclacion/liberacion
oo L—-BB,.BB,.BB.-x — C’ BB;B8B,;B8B,-X
unién de cadena \ Y
[Y = O, NH] PG-Y @
o

Q—-L = polimero con enlazador (L) para fase sélida; pG = grupo protector
grupe protector apropiado para fase de solucion;
para la ultima, el esquema comienza tipicamente con
el primer componente basico protegido

PIAG = grupo protector y/o activador

. . . L 2 = grupo reactivo
BB( = componentes basicos (aminoacidos, hidroxiacidos)

*BB; numerado en orden desde el extremo C de forma analoga
a la nomencilatura de péptidos convencional, NO en orden de adicién

Los compuestos de Férmula I pueden sintetizarse usando técnicas de sintesis de solucion tradicionales o proce-
dimientos de quimica en fase sélida. En cualquier caso, la construccién implica cuatro fases: primero, sintesis de los
componentes bdsicos, incluyendo de uno a cuatro restos, que comprende elementos de reconocimiento para el recep-
tor bioldgico diana, mds un resto de cadena, principalmente para el control y definicién de la conformacién. Estos
componentes basicos se unen juntos, tipicamente de forma secuencial, en una segunda fase que emplea transforma-
ciones quimicas convencionales. Después, los precursores de la unién se ciclan en la tercera etapa para proporcionar
las estructuras macrociclicas. Finalmente, una etapa de proceso post-ciclacién que implica la retirada de los grupos
protectores y la purificacién opcional proporciona después los compuestos finales deseados (Esquema 1). Este proce-
dimiento se ha descrito previamente en el documento WO 01/25257 y en la Solicitud de Patente de Estados Unidos
con N° de Serie 09/679.331.

D. Procedimientos para la Sintesis de Cadenas Representativas de la Presente Invencion
Los componentes importantes de la cadena requeridos para los compuestos de la invencién se sintetizan como se

describe en el documento WO01/25257, Solicitud Provisional de Estados Unidos con N° de Serie 60/491.248 o en el
presente documento.

14



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

Ejemplo 16

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T8

OO O™
et p-
MeOH 2 °
ol e Ol K,CO,, K1, DMF, 70° C

Colidina; DMF; LiCl; después

x_~C00Me  DIBAL,DCM, A O MsCl a 0°C; después NaN,
e et et -
C(O:/\/OTHP -35-0°C 0/\/01'!{1'
(1) PPhy;
(:E\/\N; después Hy0, 60°C E:(\/\mz Ddz-OPh NNz
—————— e
OTHP (2)HCI1N . OH
o/\/ O/\/OH DMF; 50°C 0/\/
(T8)

Etapa T8-1: Se afiadi6 clorotrimetilsilano (116 ml, 0,91 mol, 1,5 equiv.) a una suspensién de dcido 2-hidroxiciné-
mico (100 g, 0,61 mol, 1,0 equiv.) en MeOH (500 ml, calidad HPLC) durante 30 min a 0°C. La mezcla resultante se
agit6 a ta durante una noche. La reaccion se controlé por TLC (EtOAc/MeOH: 98/2). El calentamiento de la mezcla
de reaccién en agua caliente puede acelerar el proceso si es necesario. Después de que se completara la reaccion, la
mezcla de reaccidn se evapord a presion reducida, produciendo 2-hidroxicinamato de metilo en forma de un sélido
de color blanco (108,5 g) con rendimiento cuantitativo. La identidad de este compuesto intermedio se confirma por
RMN. Esta reaccién puede realizarse a gran escala (kg) con resultados similares.

Etapa T8-2: Se afiadi6é gota a gota 3,4-dihidro-2H-pirano (DHP, 140 ml, 1,54 mol, 2,52 equiv.) a 2-bromoetanol
(108 ml, 1,51 mol, 2,5 equiv.) en un matraz de fondo redondo de 2 1 con agitacién mecénica a 0°C durante 2 h. La
mezcla resultante se agité durante 1 h mds a ta. Al matraz anterior se le afiadieron 2-hidroxicinamato de metilo de
la Etapa T8-1 (108 g, 0,61 mol, 1,0 equiv.), carbonato potasico (92,2 g, 0,67 mol, 1,1 equiv.), yoduro potasico (20 g,
0,12 mol, 0,2 equiv.) y DMF (300 ml, calidad espectrométrica). La mezcla de reaccién se agité a 70°C (temperatura
externa) durante 24 h. La reaccién se controlé por TLC (DCM/Et,O: 95/5). La reaccién se dejé enfriar a ta y se afiadié
Et,O (450 ml). Las sales inorganicas se retiraron por filtracién y se lavaron con Et,O (3 x 50 ml). El filtrado se diluy6
con hexanos (400 ml) y se lavé con agua (3 x 500 ml), se secé sobre MgSOy,, se filtrd y el filtrado se evaporé a presion
reducida. El éster en bruto (producto deseado y exceso de Br-C,H,-OTHP) se usé para la reduccién posterior sin
purificacion adicional.

Etapa T8-3: Se anadi6 lentamente DIBAL (1,525 1, 1,525 mol, 2,5 equiv., 1,0 M en DCM) a una solucién del éster
en bruto anterior de la Etapa T8-2 (0,61 mol basdndose en el rendimiento tedrico) en DCM anhidro (610 ml) a -35°C
con agitaciéon mecdnica durante 1,5 h. La mezcla resultante se agité durante 1,5 h a -35°C y después durante 1,5h a
0°C. Lareaccion se controlé por TLC (hex/EtOAc: 50/50). Cuando se completd, se anadi6 lentamente Na,SO,-10 H,O
(100 g, 0,5 equiv.); se observé desprendimiento de hidrégeno, y cuando disminuyd se afiadi6é agua (100 ml). La mezcla
se calent6 a ta y se agitd durante 10 min, después se calenté a 40°C con agua caliente y se agit6 a la temperatura de
reflujo durante 20 min. La mezcla se enfrié a ta, se diluyé con DCM (600 ml) y la solucién superior se decanté en un
filtro. El sélido que quedaba en el matraz se lavé con diclorometano (5 x 500 ml) con agitacién mecénica y se filtré.
El filtrado de cada lavado se comprobé por TLC y se realizaron lavados adicionales si fue necesario para recuperar
mds cantidad de producto. En un procedimiento de trabajo alternativo, después de la dilucién con DCM (600 ml), la
mezcla se filtré. Después, el sélido resultante se extrajo de forma continua con TEA al 0,5% en diclorometano usando
un extractor Soxhlet. Tipicamente se obtuvo un rendimiento superior por este procedimiento alternativo, aunque no
requiere mas tiempo. El filtrado se concentré a presion reducida y el residuo se purificé por dry pack (EtOAc/hex/Et;N:
20/80/0,5) para dar el producto alcohol en forma de un aceite amarillento (rendimiento: 90%). La identidad y la pureza
se confirmaron por RMN.

Etapa T8-4: A una mezcla del alcohol alilico de la Etapa T8-3 (28 g, 0,100 mol, 1,0 equiv.) y colidina (0,110 m 1,1
equiv.) en 200 ml de DMF anhidra en una atmdsfera de N, se le afiadié LiCl anhidro (4,26 g, 0,100 mol, 1,0 equiv.)
disuelto en 1 ml de DMF anhidra. Después, la mezcla se enfri6 a 0°C y se anadi6 gota a gota MsCl (12,67 g, 0,110 mol,
1,1 equiv., recién destilado sobre P,0s). La reaccién se dejo calentar a ta y se control6é por TLC (3:7 de EtOAc/hex).
Cuando la reaccion se completd, se anadié NaNj; (32,7 g, 0,500 mol, 5,0 equiv.). La mezcla de reaccidn se agit6 a ta
durante una noche siguiendo el progreso por RMN. Cuando la reaccién se completd, la mezcla se vertié en un bafio

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

de agua enfriada con hielo y se extrajo con éter dietilico (3 veces). Después las fases organicas combinadas se lavaron
secuencialmente con tampoén citrato (2 veces), con bicarbonato sédico saturado (2 veces) y finalmente con salmuera
(1 vez). La fase orgénica se secé con MgSOy,, se filtrd y el filtrado se concentré a presion reducida. La azida alilica se
obtuvo con un rendimiento combinado del 90%, y era de calidad suficiente para usarse tal cual para la siguiente etapa.

Etapa T8-5: Se afiadi6 PPh; (25,9 g, 0,099 mol, 1,5 equiv.) a 0°C a una solucién de la azida alilica de la Etapa
T (20,0 g, 0,066 mol, 1,0 equiv.) en 100 ml de THF. La solucién se agité durante 30 min a 0°C y durante 20 h a ta.
Después, se afiadi6 agua (12 ml) y la solucién resultante se calenté a 60°C durante 4 h. La solucién se enfri6 a ta, se
afiadié HCI 2 N (15 ml) y la mezcla se agit6 durante 90 min a 50°C. La fase orgdnica separada se extrajo con HCI 0,05
N (2 x 1 ml). La fase acuosa combinada se lavé con Et,O (5 x 150 ml) y tolueno (4 x 150 ml) (podria ser necesaria
mads extraccion, seguido de TLC), que se combinaron y se extrajeron de nuevo con HC1 0,05 N (1 x 100 ml). Esta
fase acuosa 4cida de la dltima extraccién se combiné con la fase acuosa principal y se lavé de nuevo con éter (5 x
150 ml). Después, el pH de la fase acuosa se ajusté a 8-9 mediante la adicién de hidréxido sédico (5 N). Debe tenerse
cuidado de no ajustar el pH por encima de 9 debido a las condiciones de reaccién requeridas por la siguiente etapa. La
fase acuosa se concentré a presion reducida (aspirador, después bomba de aceite) o se liofiliz6 a sequedad. Al residuo
se le afiadié tolueno (2 veces) y después también se evaporé a presion reducida para retirar las cantidades residuales
de agua. El producto en bruto (amino alcohol deseado junto con sal inorgdnica) se usé para la siguiente reaccién sin
purificacién adicional.

Etapa T8-6: Una mezcla del amino alcohol en bruto de la Etapa T8-5 (0,5 mol basdndose en el rendimiento teérico),
Ddz-OPh (174 g, 0,55 mol, 1,1 equiv.) y EzN (70 ml, 0,5 mol, 1,0 equiv.) en DMF (180 ml) se agit6 durante 24 h a
50°C. Se afiade mas cantidad de DMF si se requiere para disolver todos los materiales. La reaccidn se control6 por
TLC (hex/EtOAc: 50/50, deteccion de ninhidrina). Después de que se completara la reaccion, la mezcla de reaccién
se diluy6 con Et,O (1,5 1) y agua (300 ml). La fase acuosa separada se extrajo con Et,O (2 x 150 ml). La fase orgdnica
combinada se lavo con agua (3 x 500 ml) y salmuera (1 x 500 ml), se secéd sobre MgSO,, se filtr6 y el filtrado se
concentrd a presion reducida. Las fases se controlaron por TLC para garantizar que no se perdia producto en la fase
acuosa. Si asi lo indicaba, se realizaron una o mds extracciones adicionales de la fase acuosa con Et,O para recuperar
este material. El producto en bruto se purificé por dry pack (condiciones de columna recomendadas: EtOAc/hex/Et;N:
de 35/65/0,5 a 65/35/0,5) para dar la cadena Ddz-T8 en forma de un jarabe de color amarillo pélido (rendimiento:
~40%). La identidad y la pureza del producto se confirmaron por RMN.

'"H RMN (DMSO-d): 1,6 ppm (s, 6H, 2 x CH3), 3,6-3,8 ppm (s ancho, 10 H, 2 x OCHj3, 2 x OCH,), 3,95 ppm
(triplete, 2H, CH,N), 6-6,2 ppm (m, 2H, 2 x CH), 6,2-6,5 ppm (m, 3H, 3 x CH, aromatico), 6,6-7,6 ppm (m, 5H,
aromatico).

Ejemplo 17

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T9

0O
JL NaH, DMF, durante
O 0 ’ ’
OH

@ \_/ una r710chev O\/\OH
| 100°C, N, |
79-0 T9-1

=~ NHDdz

[Ejemplo 18]

Cul, PdyCly(PPhy),, Ar
CH3CNJ/Et;N (3:1), 4h

1) PIV)O, Hy, E1OH O ~on

O<~0oH 24-48 h, ta
NHDdz 2) Resina de eliminacion % NHDdz

1:1 de DCM/Tolueno
T9 T9-2
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El rendimiento de Ddz-T9 a partir de T9-0 a una escala de 65 g fue de 60,9 g (91%)

'H RMN (CDCL): 6 7,19-7,01, (m, 2H), 6,92-9,83 (m, 2H), 6,53 (s a, 2H), 6,34 (t, 1H), 5,17 (t a, 1H), 4,08 (m,
2H), 3,98 (m, 2H), 3,79 (s, 6H), 3,01 (c a, 2H), 2,66 (t, 3H), 1,26 (s a, 8H);

BC RMN (CDCl,) 6 960.9, 156,8, 155,6, 149,6, 130,4, 127,5, 121,2, 111,7, 103,2, 98.4, 80,, 69,7, 61,6, 55,5, 40,3,
30,5,29,3,274

La cadena T9 también puede sintetizarse a partir de T8 mediante reduccion como en la etapa T9-3 o con otros
catalizadores de hidrogenacién apropiados conocidos por los expertos en la materia.

Ejemplo 18

Procedimiento Convencional para la Sintesis de Ddz-propargilamina

dz-Nj, DIPEA, TMG
& NHz OdzMa 2=~ NHDdz
DMF, 50°C, durante una noche, N,

En un matraz de tres bocas seco, una solucién de propargilamina (53,7 g, 0,975 mol, 1,5 equiv.) en DMF desgasi-
ficada (Drisolv, 388 ml) se trat6 con Ddz-Nj; (170,9 g, 0,65 mol, 1,0 equiv.), tetrametilguanidina (TMG, 81,4 ml, 0,65
mol, 1,0 equiv.) y DIPEA (113,1 ml, 0,65 mol, 1,0 equiv.) y se agit6 a 50°C durante una noche. La reaccién se controld
por TLC (condiciones: 25/75 de EtOAc/hex. Fy: 0,25; deteccién: UV, ninhidrina). Después de que se completara, la
DMEF se evaporé a presion reducida a sequedad y el residuo se disolvié en Et,O (1 1). La solucién orgdnica se lavé
secuencialmente con tampén citrato (pH 4,5, 3 veces), bicarbonato sédico acuoso saturado (2 veces) y salmuera (2
veces), después se secé con MgSOy,, se filtré y el filtrado se evaporé a presion reducida. Se obtuvo un sélido de color
naranja palido. Este sélido se tritur6 con EtOAc al 1% en hex, después se recogi6 por filtracion y se secé al vacio
(bomba de aceite) para proporcionar el producto deseado (153,4 g, 85,2%).

Ejemplo 19
Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T10

Procedimiento A

1) PPh3, DIAD, THF, 4 h, ta

BZOO/OH HO™ NHDAZ |Ejempio 9] HO\©/O\/\NHDdz
2) KOH, EtOH/H,0 (1/1),durante una

(T10-0) noche, ta (T10-1)
605¢g 666 g (63%)
H 0/\/Br
TBAI, K,CO3, DMF
85°C, 2d

HO/\/OOO\/\NHDdz -—

T10
315 g (42% purificado)

Se han desarrollado dos rutas alternativas para esta cadena. El primer enfoque sintético se desarrolla partiendo
del monobenzoato de resorcinol disponible en fuentes comerciales (T10-0). La reaccién de Mitsunobu en condiciones
convencionales con el amino alcohol protegido del Ejemplo 9, seguido de saponificacion del benzoato proporciond
T10-1 con buen rendimiento después de la recristalizacion. La alquilacién del fenol con 2-bromoetanol usando las
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condiciones optimizadas mostradas permitié la obtencién del producto deseado Ddz-T10 después de la purificacién
dry pack con un rendimiento del 42%.

TLC (1:1 de EtOAc/Hexanos, deteccidén: UV, ninhidrina; Fy = 0,17)

"HRMN (CDCl;) 6 7,18, t, 1H,J = 8,2 Hz; 6,51, m, 5H; 6,34, t, 1H, J = 2,2 Hz; 5,19, s, 1H; 4,05, t, 2H, ] = 5,0 Hz;
3,94, m, 4H; 3,75, s, 6H; 3,49, d, 2H J = 5,2 Hz; 1,73, s, 6H.

BC RMN (CDCl;) 6 160,856; 160,152; 160,005; 155,410; 149,305; 130,279; 107,438; 107,310; 103,163; 101,877,
98,517; 69,488; 67,382; 61,595; 55,427; 40,420; 29,427.

HPLC (gradiente convencional) tz: 7,25 min

EM: 420 (M+H)

Procedimiento B

La segunda ruta sintética para T10 se presenta en el esquema adjunto.

1) PPhy, DIAD
HO ™~ NHBoc (35-65%)

HO OH o o
- HO “~""NH
U 2) PPh,, DIAD O NHBoc

OTBDMS
HO (80%) Ti0

3) TBAF (95%)

A partir de resorcinol, se realizan dos reacciones de Mitsunobu sucesivas con los dos sintones de carbono apropia-
dos ilustrados, obtenidos a su vez a partir de 2-aminoetanol y etilenglicol, respectivamente, a través de metodologias
de proteccion conocidas. En ultimo lugar, la desproteccion del silil éter, también en condiciones convencionales, pro-
porcion6 Boc-T10. Aunque los rendimientos de los dos procedimientos son comparables, el primero requeria menos
manipulacién mecdnica y se prefiere para grandes escalas.

Ejemplo 20

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T11

Pd(PPh3)4 al 5% en moles

Eo>=0 (0,98 equiv.) Cul al 5,2% en moles
N OH o N 0\/\0H EtyN-DMF (1:3)
: (X
N/ Br Cs,CO3 (al 20% en moles) N/ Br =
(1 equiv.) DMF, 130 °C, 4 h T111 76% NHBoc
T11-0 (1,25 equiv.)
50 °C, O/N
, '
x O\/\QH P1O; (al 4% en moles)
l N/ EtsN-EtOH (1:51 viv) | ™ 0\/\OH
o
“TOK H, (80 psi), ta, durante una N % NHBoc
™ fo) noche T14-2
A 97,8%
> 98%

18
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TLC (15:85 de THF/DCM; deteccién: UV, Fg: 0,33).

'"H RMN (DMSO-dy) 6 8,00, d, 1H; 7,32, d, 1H; 7,15, m, 1H; 6,44, s, 2H; 6,33, s, 1H; 3,99, t, 2H; 3,71, m, 8H;
2,89, m=4,2H;2,71,t,2H; 1,71, m =5, 2H; 1,61, s, 6H.

3C RMN, disolvente DMSO-dy) 6§ 160,879; 153,275; 151,405; 150,447, 140,773; 122,666; 118,934; 103,347;
98,456; 79,778; 70,449; 60,212; 55,717; 55,599; 29,740; 28,592,

HPLC (gradiente convencional) tg: 5,4 min

EM: 419 (M+H)

Ejemplo 26

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T12

HO NH, HO NHDdz
S DdzN;, DIPEA, TMG S
DMF, 50°C

12-0) Ddz-T12

En un matraz seco de tres bocas y de 3 1 se prepar6 una solucién de (aminometil)feniltiobencil alcohol (12-
0, 96 g, 0,39 mol) en DMF desgasificada (1 1, 0,4 M). A esto se le afiadié6 DdzN; (0,95 equiv.), seguido de TMG
(0,39 mol, 49 ml). La reaccién se agité durante 10 min y después se afladié DIPEA (68 ml, 0,39 mol). La mezcla
se calenté a 50°C en una atmdsfera de N, hasta que el andlisis por TLC no indicé DdzN; restante (tipicamente 48
h). (eluyente de TLC: 50:50 de EtOAc:Hex; deteccion: ninhidrina). Después de que se completara, a la mezcla de
reaccion se le afiadieron 3 1 de tampén citrato y la fase acuosa separada se extrajo con Et,O (3 x 1500 ml). La fase
orgdnica combinada se lavé secuencialmente con tampon citrato (2 x 200 ml), agua (2 x 200 ml) y salmuera (2 x
200 ml). La fase orgénica se sec6 sobre MgSQO,, se filtré y el filtrado se evapor6 a presion reducida. Se obtuvo un
aceite de color naranja oscuro, que se purificé por dry-pack. Para este procedimiento, el aceite primero se disolvid
en EtOAc:Hex:DCM:TEA (20:80:1:0,5, v/v/v/v). En este momento, en algunas ocasiones se requeria una pequefia
cantidad adicional de DCM para garantizar la disolucién completa. La solucidén se cargd sobre la columna y después
la columna se eluy6 con EtOAc:Hex:DCM:Et;N (20:80:1:0,5) hasta que todas las impurezas se separaron tal como se
indic6 por TLC, prestando particular atencién a la mds cercana al producto deseado. Después, la elucién se continud
con 30:70:0,5 de EtOAc:Hex:Et;N (v/v/v) y finalmente con EtOAc:hexanos:Et;N (50:50:0,5) para eluir el producto
deseado. Después de la retirada del disolvente de las fracciones que contenian el producto a presion reducida, el
residuo se disolvié en la cantidad minima de DCM, se afiadié un volumen tres veces mayor de hexanos y después los
disolventes se evaporaron de nuevo a presion reducida. Este tratamiento se repitié hasta que se obtuvo una espuma de
color blanquecino. Esta ultima solidificé mientras se secaba al vacio (bomba de aceite). Como alternativa, el material
produjo un sélido después de la concentracién secuencial con DCM (1 vez) y hexanos (2 veces). La cadena Ddz-T12
se obtuvo en forma de un s6lido de color blanquecino (rendimiento del 85-90%).

Ejemplo 29

Procedimiento Convencional para la Union de Cadenas Utilizando la Reaccion de Mitsunobu
Ejemplo 29-A
Usando Aducto de PPhs;-DIAD Aislado

A una solucién 0,2 M de la cadena apropiada (1,5 equiv.) en THF o THF-tolueno (1:1) se le afiadi6 el aducto de
PPh;-DIAD (pre-formado mezclando cantidades equivalentes de los reactivos y aislado por evaporacion del disolvente,
véase el Ejemplo 29-C) (1,0 equiv.). La mezcla resultante se agité manualmente durante 10 segundos (la solucién
permaneci6 turbia) y después se afadié a la resina. Como alternativa, la resina se afiadi6 a la solucién. La suspension
de reaccion se agité durante una noche (después de ~5 min, la mezcla se volvié limpia). La resina se filtré y se
lavé 2 veces con DCM, 1 vez con tolueno, 1 vez con EtOH, 1 vez con tolueno, 1 vez con (DCM/MeOH), 1 vez con
(THF/MeOH), 1 vez con (DCM/MeOH), 1 vez con (THF/MeOH) y 2 veces con DCM y después se secd de manera
convencional.
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Ejemplo 29-B
Usando el “Procedimiento de PPhs;-DIAD In Situ”

A una solucién 0,2 M de la cadena apropiada (4 equiv.) en THF o THF-tolueno (1:1) se le afiadié trifenilfosfina (4
equiv.). La mezcla resultante se agité manualmente hasta que se obtuvo una solucién homogénea y después se afiadié
a la resina. Como alternativa, a la solucién se le afadi6 la resina (o la resina que contenia MiniKans). Después, a
esta suspension se le afiadié DIAD (3,9 equiv.) y la reaccidn se agité durante una noche. Nota: Como la reaccion es
exotérmica, a escalas mayores, la reaccion debe enfriarse en un baiio de hielo. Ademads, debe proporcionarse una
ventilacion apropiada para permitir la descarga de cualquier acumulacion de presion. La resina se filtr6 y se lavo con
DCM (2 veces), tolueno (1 vez), EtOH (1 vez), tolueno (1 vez), DCM/MeOH (1 vez) 1 vez con THF/MeOH (1 vez),
DCM/MeOH (1 vez), THF/MeOH (1 vez) y 2 veces con DCM y después se secé de manera convencional.

Ejemplo 29-C

Procedimiento para la Sintesis de Aducto de PPh;-DIAD

THF 0°C
o) N=N/U\0 + PPhs > o %_NJJ\O/'\
\l/ \I]/ 30min \I/ \n/ I'D Ph
0 o @ °

DIAD (1 equiv.) (1 equiv.)

Aducto

Se anadi6 gota a gota DIAD (1 equiv.) a una solucién bien agitada de trifenilfosfina (1 equiv.) en THF (0,4 M) a
0°C en una atmésfera de nitrégeno. Después la mezcla se mantuvo a 0°C con agitacién durante 30 min. El sélido de
color blanco obtenido se recogid por filtracion (usar filtros vitrificados de tamafio medio), se lavé con THF anhidro
frio hasta que los lavados se decoloraron y finalmente se lavé una vez con Et,O anhidro. Después, el producto sélido
de color blanco se sec6 al vacio (bomba de aceite) y se almacend en una atmdsfera de nitrégeno. (Nota: El aducto de
PPh;-DIAD puede prepararse en mayor cantidad que la requerida inmediatamente y almacenarse en una atmdsfera de
nitrégeno; es muy importante almacenar este reactivo en condiciones anhidras).

Ejemplo 30
Procedimiento Convencional para la Unién de Cadenas mediante Aminacion Reductora

En ciertos casos, el procedimiento de Mitsunobu del Ejemplo 29 no puede aplicarse o no es eficaz para la incorpo-
racién de la cadena. De hecho, la aminacién reductora se ha desarrollado como una alternativa que puede emplearse

para la incorporacién de la cadena como se ilustra mds adelante en el presente documento para una de las cadenas
preferidas. Puede usarse una quimica similar para incorporar otras cadenas de la presente invencion.

codla

“Daz o]

cr;cog Hﬁ\g,\([n {1,5 equiv.) o’\’n Nxﬂj\,ﬁ-@
)

TMOF-MeOH (1:3) o ->
BHy-pyr (2 equiv.)

TA, durante una noche g:z

{30-1) (30-3)

La cadena con la amina protegida en forma de su derivado de Ddz se oxid6 de forma eficaz para dar el aldehido
correspondiente 30-2 usando SO;-pyr en DMSO-Et;N-DCM. Este aldehido (0,14 mmol, 56 mg, 1,5 equiv. basandose
en la carga del soporte de resina) se disolvié en una mezcla 1:3 de TMOF-MeOH (DriSolv, 4 ml) a ta. A esto se le
afiadi6 la resina que contenia el tripéptido (30-1, en forma de su sal del dcido trifluoroacético de la desproteccion de
la amina terminal), la mezcla se agité brevemente para humedecer la resina y después se introdujo en la suspensién
complejo de borano-piridina (en forma de la solucién 8 M disponible en fuentes comerciales, 23 ul, 2 equiv.). La
reaccion se agité durante una noche y después la resina se filtrd, se lavé con DCM (2 veces), THF (1 vez), DCM/MeOH
[3:1] (1 vez), THEF/MeOH [3:1] (1 vez) y DCM (2 veces) y se secé de manera convencional. Debe tenerse cuidado
para garantizar que el producto unido a resina deseado 30-3 no estd contaminado con el material dialquilado. Sin
embargo, incluso si la reaccién no se desarrolla hasta completarse o si estd presente una pequefia cantidad del producto
secundario de dialquilacién, el material es de suficiente pureza para la reaccidén de macrociclacion.
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Ejemplo 32

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T28

NO; 4, NaBH,, 1:1 de THF:MeOH
H CHaNO,, AcOH ©f==/ 2. H,, PAIC NHBoc
oH NH,OAc, 91;())"0, una noche OH 3. (Bm)(zS%.o/:;HF:HzO [ ): OH
28-0 @ 281 28-2

TBOMSO(CH,),8r, K.COs4, KI

DMF, 75°C
@\/\/N*‘*Bm TBAF ©\/\/NH5°° (74%)
o ~-OH (5’51}’2, o ~-OTBDMS
Boc-T28 283

La reaccién de Henry del 2-hidroxibenzaldehido 28-0 proporciond 28-1 con un rendimiento del 79%. Esto se sigui6
de reduccién primero con borohidruro sédico y después con hidrogenacion catalitica para dar la amina, que después
se protegi6 en forma de su derivado de Boc, 28-2. Los rendimientos de estas dos primeras etapas fueron inferiores
a mayores escalas. La alquilacién de 28-2 con el TBDMS éter de 2-bromoetanol, sintetizado por procedimientos
convencionales, dio 28-3 con un rendimiento del 74%. La desproteccion del silil éter en condiciones convencionales
produjo la cadena protegida deseada, Boc-T28. El uso alternativo de carbonato de etileno para la alquilacién del fenol
para evitar las etapas de proteccién/desproteccion dio un rendimiento del 73%.

Ejemplo 36

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T32

oTBDMS
OH OH Bf/\/OTBDMS o/\/
NBS, TfOH Br (32-A) Br
CHaCN K2CO3, KI, DMF
(94%) 70°C
CN CN (100%)
32.0 32-1 32-2
o /\/OTBDMS o /\/OTBDMS
1) LIHMDS, THF er (Boc),O, NaOH 1 N Br
2) Acido citrico1 M dioxano
(67%, 2 etapas)
HoN™ “NH BocHN" “NH
32-3 32-4
= NHDdz OTBOMS

OH
(32-8) Y
NHDdz
NH

o/\/
= 1) Ha, P10
Cul, PdCWL(PPhs),, PPhy = NHDdz  EtOH al 95%
(100%) (88%, 2 etapas)
BocHN™ “NH
325

BocHN
Ddz-T32(Boc)

Rend. global 55%
(7 etapas)
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TLC (EtOAc al 100%; deteccion: UV, CMA; Fy = 0,24).

'H RMN (CDCls, ppm): 7,74 (1H, dd), 7,35 (1H, d), 6,72 (1H, d), 6,53-6,49 (2H, m), 3,61-3,29 (1H, m), 5,06 (1H,
1), 4,25-4,01 (2H, m), 3,91-3,89 (2H, m), 3,73 (3H, s), 2,99 (2H, dd), 2,63 (2H, 1), 1,71 (8H, ancho), 1,53 (9H, s).

3C RMN (CDCl;, ppm): 163,8, 162,2, 161,0, 159,7, 155,9, 149.4, 130,0, 129,1, 128,0, 126,8, 110,8, 98,1, 80,9,
79,3,69,7, 61,3, 55,5, 39,1, 29,3, 28,5, 26,7.

Ejemplo 37

Procedimiento Convencional para la Sintesis de las Cadenas T33a y T33b

HoJ\.rOM"

O o Ct‘ﬁ*w» e
' DIAD, PPhy CH,CY,, -78°C |
330 32

THF, ta, durante una noche (99%)
(96%)

Cul, EtyNICH4CN (3:1)

2 “NHDWz

z PACL{PPha)y, Ar, una noche
(88%)

o o
@/\/ 1) H,. EtOH al 95% PtO;. una noche \‘/\OH
NHDdz 2) PS-TMT. CH:Cl,

(93%) X NHDz
Ddz-T33a 133

Rend global 77 2% 4 etapas

La construccién del isémero (R) de esta cadena (T33a) se realizé a partir del 2- yodofenol (33-0) y el lactato de
(S)-metilo (33-A). La reaccién de Mitsunobu de 33-0 y 33-A se desarroll6 con inversién de la configuracién con un
rendimiento excelente para dar 33-1. La reduccion del éster para dar el alcohol correspondiente (33-2) también se pro-
dujo con un alto rendimiento y se siguié de reaccién de Sonagashira con Ddz-propargilamina. El alquino del producto
de acoplamiento resultante, 33-3, se redujo con hidrogenacién catalitica. El tratamiento con resina de eliminacién
proporcioné el producto deseado, Ddz-T33a. '"H RMN (CDCl;) 6 (ppm) 7,18-7,11 (m, 2H), 6,90 (m, 2H), 6,52 (m,
2H), 6,33 (m, 1H), 5,09 (t a, 1H), 4,52 (m, 1H), 3,77 (s, 6H), 3,08 (c a, 2H), 2,64 (t a, 2H), 1,75 (m, 8H); 1,27 (d a,
3H), ®C RMN (CDCl;) § 160,8, 155,5, 149,5, 131,2, 130,6, 127,4, 121,2, 113,3, 103,2, 98,4, 80,7, 74,8, 66,5, 55,4,
40,2, 30,6, 29,3, 29,2, 27,4, 16,1.

HPLC (gradiente convencional): tz: 7,93 min

La sintesis del enantiémero (S) (Ddz-T33b) se realiz6 de una manera idéntica con un rendimiento comparable
partiendo del lactato de (R)-metilo (33-B)

N on
C + i y
+ HO Y >
fo) NHDdz

330 338 Ddz-T33b
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Ejemplo 38

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T34

OH
N7 | Me,SO, Me. | LIHMDS. oxirano ~N l
HO)\\N Me NaOH HO O N Me THF, ta BF;OE!, pyr ta 0N OAc
(83%) Me | 3
340 341
DCM, Agococr,
75%)
i dz Dbz-propargilamina (32-B)
~ E X
N I'NHDd&z Hy ~N
' ”I,
J\ Ohe PPhy),, Cul, BugNI,
° J.j:j POTRREABN. by
346 (80%)
344
MeONa, MeOH o
(85%) NHDdz
~
L
o N " pdz-T34

TLC (EtOAc al 100%; deteccion: CMA, F =0,5).

PM calc. para Co,H35N;0, 477,55; EM Encontrado (M+H)* 478.

"H RMN (CDCl,) 6 1,62 (m, 2H), 1,70 (m, 8H), 2,43 (m, 2H), 2,67 (m, 2H), 3,07 (m, 2H), 3,34 (s, 3H), 3,43 (s,

3H), 3,6 (m, 2H), 3,75 (s, 6H), 5,40 (sb, 1H), 6,31 (s, 1H), 6,49 (s, 2H)

13C RMN (CDCly) 6 23,25 (CH,), 25,97 (CH,), 28,56 (CH,), 39,31 (CH,), 30,09 (CH,), 31,25 (CH.). 32,19 (CH,),
40,1 (CH,). 55,47 (CH,). 61,38 (CH,), 80,65 (Cq), 99,38 (Cq), 103,17 (Cq), 111,01(Cq), 149, 60 (Cq), 151,33 (Cq).

152,4 (Cq), 160,80 (Cq).

HPLC (gradiente convencional) tz: 6,68 min.

Ejemplo 39
Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T35
OH TEDMST 5"
he
Br
T350

KzCO;3, KI, DMF
55°C. una noche, Nz
100%

4 etapas
Rend Global 56%

1) Ha, P10, EtOH

F. O\/\OH
\CL/\/NHD&

Ddz-T35

2) TBAF 1.0M, THF, 1 h
74.5% (2 etapas)

23

" NHDdz

Pd(PhCN),CH,, dioxano
Cul, P(Bu)3 hexanos al 10%
#PraNH, 60°C, una noche

75.2%

F O—~orBomMs

Xx_ _NHDdz

135-2
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TLC (25/75 de EtOAc/Hex; deteccion: UV, ninhidrina; Fr = 0,03)

'H RMN (CDCl,): 6 7,06-7,00 (t a, 1H), 6,61-6,52 (m, 4H), 6,35 (m, 1H), 5,12 (t a, 1H), 4,03 (m, 2H), 3,95 (m,
2H), 3,77 (s, 6H), 3,11-3,04 (c a, 2H), 2,60 (t a, 2H), 1,75 (m, 8H)

3C RMN (CDCl,): 8163,9, 160,9, 160,6, 157,6, 157,5, 155,6, 149,5, 130,38, 130,6, 125,9, 107,26, 106,9, 103,2,
98.4, 80,8, 77,5, 69,9, 61,3, 60,9, 60,6, 55,4, 40,3, 30,4, 29,3, 26,9,

HPLC (gradiente convencional): tz = 8,37 min
10

Ejemplo 40

15 Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T36

20 74,5% (2 etapas)

A~ Br
OH TBOMSO
/(:[ T35A /(:Eo\/\omoms
F Br F

25 . K2CO4, KI, DMF Br
136-0 55°C, una noche, N, T36-1
96.7%
& “NHDdz
30 Pd(PhCN)Ch, dioxano
Cul, P(Bu)y hexanos al 10%
FProNH, 60°C, una noche
4 etapas 75.2%
Rend. Global: 54% )
35
m/\ou 1) H,, PtOy, E1OH O~~orepMs
F NHDdz 2)TBAF10M,THF,1h  F S
40 Dd2-T36 T36-2

45 TLC: (25/75 de EtOAc/Hex; deteccion: UV, ninhidrina; Fy = 0,03)

'H RMN (CDCL) 6 (ppm): 6,84-6,75 (m, 3H), 6,52 (s a, 2H), 6,34 (m, 1H), 5,17 (t a, 1H), 4,01 (m, 2H), 3,93 (m,
2H), 3,77 (s, 6H), 3,10 (c a, 2H), 2,63 (t a, 2H), 1,74 (m, 8H)

50 BC RMN (CDCly) 6 160,9, 158,9, 155,8, 55,6, 152,9, 1529, 149,5, 132,4,132,3,117,1, 116,8, 112,7, 112,6, 103,2,
98,4, 80,8, 70,4, 61,6, 55,5, 40,2, 30,3, 29,3, 27 4.

HPLC (gradiente convencional): tz = 8,29 min

55

60

65
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Ejemplo 41

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T37

OH TBOMSO o~
/C[ T35-A /(:[ OTBOMS
c Br K2CO3, KI, DMF c Br
1370 55°C, una noche, Ny 13741
86,2%
& “NHDdz
Pd(PPh,),Cl;

4 etapas
Rend Global 43%

1) Hp, PtO,, EtOH

Cul, PPhg, Argon
FProNH, 55°C, una noche
61.2%

O<“otBDMS

Ddz-T37 82% (2 etapas)

TLC (25/75 de EtOAc/Hex; deteccion: UV, ninhidrina; Fr = 0,03)
"H RMN (CDCl,): 6 7,12-7,08 (d a, 2H), 6,76-6,73 (d, 1H), 6,52 (m, 2H), 6,33 (s a, 1H), 5,15 (t a, 1H), 4,02 (m,

2) TBAF 1,0 M, THF, 1 h

Cl Y
T37-2

NHDdz

2H), 3,95 (m, 2H), 3.79 (s, 6H), 3,09 (c a, 2H), 2,61 (t a, 2H), 1,74 (m, 8H).

3C RMN (CDCly) 6 160,8, 155,6, 1554, 149,5, 132,4, 130,1, 127,0, 126,0, 112,38, 103,2, 98,4, 80,8, 70,0, 61,4,

55,5,40,3, 30,2, 29,3, 24,5, 27,4

HPLC (gradiente convencional): tzx = 9,60 min

Ejemplo 42

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T38

OH (o] KzCO3
CK' Acetona. 75°C. una noche
T38-0 93%

NiRaney H,

NHDdz

Ddz-T38

ta. durante una noche

100%

25

o\/LOH
CL

/\Nﬂodz

Cul, szClz(Pph;;)z, Ar
CH3CN/Et3N (3:1), una noche

100%
o OH
XX_ _NHDdz

T38-2
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'H RMN (CDCly): 6 7,20-7,10, (m, 2H), 6,95-6,80 (m, 2H), 6,55 (s a, 2H), 6,35 (s, 1H), 5,18 (t a, 1H), 4,12 (m,
1H), 3,95 (m, 2H), 3,80 (s, 6H), 3,15 (c a, 2H), 2,65 (t, 2H), 1,98 (s a, 2H), 1,65 (s a, 6H), 1,25 (m, 3H).

3C RMN (CDCL): 6 160,8, 156,6, 155,8, 149,6, 130.4, 127,5, 121,3, 111,7, 103,2, 98,4, 80,7, 73,5, 66,6, 55,5,
40,2, 30,5, 29,3, 29,1, 27,3, 19,5,

T38 quiral puede conseguirse mediante el uso de procedimientos sintéticos asimétricos, resolucién o técnicas de
cromatografia quiral disponibles en la bibliografia.

tg de HPLC (gradiente convencional) = 8,46 min

El material quiral puede conseguirse partiendo con el epéxido quiral. Por ejemplo, el isémero (S) de T38 se
construyé con un rendimiento global del 89% a partir de 6xido de (S)-propileno.
Ejemplo 43

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T39

OH : OH
xCOH  TMSCI, MeOH N _COMe  gr-~~-OTEDMS
99% KoCOs, KI, DMF
70°C, 55%
T390 T39-1
OTBDMS
OTBDMS f
X CO:Me  Cul, MeL, E,,0 LiAH,, THF
0°C, 76% OMe 0°C, 100%
1392 393
/romoms OH
1) MsCl, Et3N /‘/ 28%. 8 eta
0. pas
o CH,Cl, o
2) NaN3, DMF, 50°C NHBoc
3) PA/C, Hy, (Boc),0
EtOAC
T394 4) TBAF, THF Boc-T39

67%, 4 etapas

TLC (EtOAc al 50%, Hex al 50%; deteccién: UV y CMA; Fg = 0,25)

'H RMN (CDCl,, ppm): 7,11-7,08 (2H, m), 6,86 (1H, t), 6,76 (1H, d), 5,05 (1H, ancho), 4,26-3,85 (4H, m), 3,22-
3,07 (2H, m), 2,71 (1H, ancho), 1,66-1,60 (2H, m), 1,33 (9H, s), 1,17 (3H, d).

3C RMN (CDCls, ppm): 156.9, 135,0, 127,1, 127,0, 121,4, 111,7, 69,9, 61,5, 39,8, 38,4, 28,7, 20,7.

T39 quiral puede conseguirse mediante el uso de procedimientos de sintesis asimétricos, resolucién o técnicas de
cromatografia quiral disponibles en la bibliografia.

26



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

Ejemplo 44

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T40

0
NaH
H gr~~OTBDMS H Ph3PCH(CH;)CO,Me
K2COj3, KI, DMF OTBS 90-100%
OH 70°C, 100% g )
T40-0 T40-1

@CC’ZM" DIBAL, DCM @(\(\OH PUC, BN
0

_a00
?\/OTBS 87-80% k/OTBS 80-90%
T40-2 T40-3
OH
1) MsCl, Et3N J/ 41%, 8 etapas
(@)
OH 2 SH:JCIZDMF 50°C
O 3; PZICS'H (é ),0 NHBoc
» T12 oC 2
L_OT8S EtOAC
T40-4 4) TBAF, THF Boc-T40

67%, 4 etapas

TLC (EtOAc al 50%, Hex al 50%; deteccién: UV y CMA; Fg = 0,25)

'H RMN (CDCl,, ppm): 7,11-7,08 (2H, m), 6,86 (1H, t), 6,76 (1H, d), 5,05 (1H, ancho), 4,26-3,85 (4H, m), 3,22-
3,07 (2H, m), 2,71 (1H, ancho), 1,66-1,60 (2H, m), 1,33 (9H, s), 1,17 (3H, d).

3C RMN (CDCl, ppm): 156,1, 135,0, 127,1, 127,0, 121,4, 111,7, 69,9, 61,5, 39,8, 38,4, 28,7, 20,7.

T40 quiral puede conseguirse mediante el uso de procedimientos de sintesis asimétricos, resolucion o técnicas de
cromatografia quiral disponibles en la bibliografia.
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Ejemplo 45

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T41

10

15

20

25

30

35

f < <OH Acetona SO, OH. PhPCHCOCH .
U ~HO N f " Chpw.7e°C.2ah
- Mt H,80,, ta, 24 h ] N, 70°C,
- HO oM 93% .G><o 85%
’ T410 T41-1 1
MsCI
pyr, ta, 24 hi 95%
- e AN . NaN; P
) oo L _Wc@m - Med” ()T coMg
e i e DMF R s ?
5 s Pd/C, EtOH N “ o
O Ta15 98% >0 65°C, 24 h OKO
T41-4 95% T41-3
{
55% |  Ddz-OPh !
DMF, TEA, 50°C, 72 h !,
i
LiBH,MeOH ;
THF, ta, 24 h
95% '
i

TLC (EtOAc al 100%; deteccion: CMA; Fr =0,5)

'HRMN (CDCl5) 6 1,23 (s, 3H), 1,49 (s, 3H), 1,69 (s, 3H), 1,74 (s, 3H), 1,90 (m, 2H), 2,35 (m, 1H), 3,35 (m, 2H),
3,76 (s, 6H), 3,92 (m, 2H), 4,40 (m, 2H), 5,10 (m, 1H), 6,15 (s, 1H), 6,25 (s, 2H).

13C RMN (CDCly) 6 25,52 (CH5), 27,53 (CHs), 28,88 (CH,), 29,61 (CH,), 35,92 (CH,), 42,62 (CH,), 55,43 (CH,),
60,60 (CH,), 82,38 (CH), 83,33 (CH), 83,68 (CH), 84,96 (CH), 98,26 (CH), 103,23 (CH), 118,3 (Cq), 149,50 (Cq),

45

50

55

60

65

156,20 (Cq), 160, 02 (Cq)

HPLC (gradiente convencional): tz = 6,64 min

EM: M+H encontrado : 439
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Ejemplo 46

Procedimiento Convencional para la Sintesis de la Cadena T42

H /C/OT‘
OTs
Br om\(':rar CHyPPhyBr
= \E 5« Z
MgCl;. TEA "B“.Pc"mr QEAD, PPhy, THF EB

CHLYCN, reflujo T42-3
7420 9% ! T42- T42-2 ta.6h
8% [GacysPrRu=CHen]
DCM{02M), ta, 12 h
T0%
x
OH . _MeONa __Cs0Ac N
Cul, PA(PhCN)Cl MeOH. TA
DMF 50°C, una OTs
” Tazy P(Bu)s, HN(Pr)2, noche &
. 10,
42-7 dioxano 70°C, una noche 1426 70% T424
NHDaz 80%
H:, PO,
EtOH. ta. una noche
5%
(o]
Det2-T42
NHDdz

'H RMN (300 MHz, CDCL,) 6 6,82-6,98 (m, 2H); 6,80-6,75 (m, 1H); 6,53 (s, 2H); 6,35 (t, 1H, 2 Hz); 5,23 (a, 1H);
4,08 (m, 1H); 3,90-3,68 (m, 8H); 3,20-2,97 (m, 2H); 2,95-53 (m, 4H); 2,0-1,63 (m, 10H).

13C RMN (75,5 MHz, CDCl;) 6 160,85; 155,56; 152,55; 149,56, 128,13; 127,77; 120,28; 103,22; 98,43; 80,72;
76,80; 65,76; 55,46; 40,23; 30,45; 29,34; 29,22; 27,10; 24,97, 23,94.

(Esquema pasa a pigina siguiente)
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E. Ejemplos de Estrategias Sintéticas para los Compuestos Macrociclicos de la Invencion

Esquema 2

Estrategia de Tioéster para Compuestos Macrociclicos de la Presente Invencion

1. TASCH,CH,CO,H
DIC. DMAP, 18 h 0 PG-AA3-OH

O/\Nﬂz DMF:DCM (1:1), RW O/\“ J\/\su (PG =Ddz 0 Boc)

2. Ac;O/DIPEA/DCM

tapado, {1 h, RW " — gg.é:
3. TFA al 10%, ElySiH Q- ' KNP 18 h
3 x 15min, RW RW
RW = Lavado de resina
1. TFA al 1%, 3 x 15min (Ddz) 1. TFA al 2%, 15min (Ddz)
o TFA al 33%, 1h (Boc) o TFA al 33%, 1h (Boc) 0
Et3SiH, DCM, RW Et3SiH, OCM, RW Q SJJ\M NHPG
2. Bts-AA-OH 2. PG-AA,-OH ?
HBTU, DIPEA, NMP HBTU, DIPEA, NMP
18h, RW 18h, RW o

Betaina preformada con Ph,P-DIAD, Cadena Q"SJ'\MT-MZ—MV-NBB

Q—sj\AA,-AA,-AA,-NHBts

THF o THF-tolueno (1:1), 18 h, RW

DdzNH-Cadena

Macrociclacion asistida con Ag Proced. A Proced. B
Mejores rendimientos pero puede N
requerir purificacion especial para |1, TFA al 2%, EtySiH, DCM 1. TFA al 2%, Et3SiH, DCM
retirar las impurezas de Ag a 1h. RW 1h, RW
niveles traza \_— ‘ 2. DIPEA, THF

2.1 eq. de Ag(CF,CQ,), DIPEA - '

MP-carbonato, THF, 24 h MP-carbonato, 24 h
[o] 1. Resina de PS-tiofenol o
KOTMS, THF/EOH (1:1) A

etc.

Purificacion: JL

CombiFlash ~ =-—— H ARy-AAZ-AA~NH H AA3—-AA—AA,—NBts
eliminador de Ag J 2. TFA al 50%, DCM

Isco Cadena s’t‘gsiﬂ 0 iPraSiH Caden

Uno o mds de los aminoécidos indicados pueden reemplazarse por hidroxidcidos correspondientes y acoplarse con
el siguiente componente bésico utilizando procedimientos conocidos en la técnica.

Ejemplo 47
Procedimiento Convencional para la Macrociclacion con Enlazador de Tioéster

La resina que contenia el precursor de ciclacién se combina en un recipiente adecuado con resina de MP-carbonato
prelavada [Argonaut Technologies, Foster City, CA, la resina de MP-carbonato suministrada por fuentes comerciales
se traté con 3 x THF (1 1 por 400 g) y se secé durante una noche a 30°C en un horno de vacio] (de 1,4 a 1,6 equiv.
con respecto a la carga inicial de la resina de sintesis). Después, se afiadi6é una solucién 0,2 M de DIPEA en THF a las
resinas combinadas (1 ml/60 mg de resina de MP-carbonato) y la suspension se agité durante una noche a ta. Poste-
riormente, la resina se filtré y se aclar6 2 veces con THFE. Los filtrados combinados se recogen juntos en un recipiente
apropiado y después el contenido volatil se evapora a presion reducida [ademds de los procedimientos convencionales,
el disolvente también puede retirarse al vacio usando evaporacién centrifuga (ThermoSavan Discovery, SpeedVac o
comparable)] para proporcionar los macrociclos en bruto.

Ejemplo 48
Procedimiento Convencional para la Macrociclacion Asistida con Plata con Enlazador de Tioéster
Excepto para la propia ciclacién y posterior tratamiento, este procedimiento es idéntico al del Ejemplo 47. La

resina que contiene el precursor de ciclacién se combind en un recipiente apropiado con resina de MP-carbonato pre-
lavada [Argonaut Technologies, la resina de MP-carbonato suministrada por fuentes comerciales se traté con THF (3
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veces, 1 1 por 400 g) y se sec6 durante una noche a 30°C en un horno de vacio] (de 1,4 a 1,6 equiv. con respecto a la
carga inicial de la resina de sintesis). A esto se le anadieron THF (1 ml por 100 mg de resina) y trifluoroacetato de plata
(1 equiv. con respecto a la carga inicial de la resina). Finalmente, se afiadi6 una cantidad de DIPEA suficiente para
obtener una solucién 0,2 M. La mezcla de reaccion se agit6 a ta durante una noche. Después, la solucién se filtré y las
resinas se lavaron 2 veces con THF. Los filtrados se recogen juntos en un recipiente apropiado, después se evaporan a
presion reducida [(el contenido volatil también podria retirarse al vacio usando evaporacion centrifuga (ThermoSavant
Discovery, SpeedVac o comparable)] para proporcionar los macrociclos en bruto. Para este procedimiento, el trifluo-
roacetato de plata deberia almacenarse en un desecador entre cada uso. Ademads, se recomienda usar una nueva botella
de THF (o una botella que se haya abierto recientemente en una atmésfera de N, o Ar) para minimizar la formacién
de 6xido de plata.

Ademads, también puede usarse una estrategia de metatesis de cierre del anillo (RCM), desarrollada por Grubbs y
col. para conseguir algunos de los compuestos macrociclicos de la invencién (véase, por ejemplo el documento US
5.811.515; Grubbs, R.H. y col. J. Org Chem. 2001, 66, 5291-5300; Fiirstner, A. Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39,
3012-3043).

Para conseguir ciertos derivados de compuestos de la presente invencidn, se requerian reacciones adicionales de
las del esquema general. Para algunos, fue ventajoso hacer reaccionar la funcionalidad a derivatizar antes de la forma-
cién del anillo macrociclico. La estructura ciclica puede restringir el acceso de los reactivos a esa funcionalidad. Por
ejemplo, en la sintesis de derivados de N-metilo y N-acilo de macrociclos, donde el &tomo de nitrégeno secundario del
anillo es el sitio de derivatizacion, es preferible realizar la reaccién antes de la aplicacién del protocolo de ciclacién
apropiado.

En otros casos, por ejemplo en la derivatizacion de la funcionalidad de cadena lateral, la reaccién se realizé mejor
después de la formacion del anillo macrociclico. Por ejemplo, otra reaccién de restos amino sobre ejemplos de cadenas
laterales tipicamente se realizé de forma eficaz por reaccién del macrociclo parcialmente protegido. De esta manera,
la acilacion, sulfonilacién, alquilacién (a través de aminacién reductora), formacion de guanidina y urea se realizaron
mediante procedimientos convencionales.

La Tabla 1, a continuacién en el presente documento, muestra un resumen representativo, pero de ningiin modo
exclusivo, de la sintesis quimica de varios compuestos representativos de la invencién.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Sintesis de Compuestos Representativos de la Presente Invencion

AA, AA, AA; Cadena Unidén de Etapas
Cadena Adicionales

1 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna

Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

5 Bts-D-Tyr | Boc-D-Ala Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

6 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Met Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

7 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nle Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

8 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Phe Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

9 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Val Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

10 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Leu Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

11 Bts-D-2-Nal| Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna

12 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Abu Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

13 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

14 Bts-D-2-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

15 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Unién de Etapas
Cadena Adicionales
16 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4Gl
17 Bts-D-Trp | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(Boc)
18 Bts-D-Tyr | Boc-D-2-Abu| Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
19 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4F)
20 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna
21 Bts-D-2-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna
22 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)
23 Bts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
24 25 |Bts-D-2-Thi| Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(2C1)
26 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Cpa Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
27 |Bts-D-4-Thz| Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
28 Bts-D-3-Pal| Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
29 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu) Dap(Boc)
30 Bts-D-Tyr | Hnva(THP) Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
34 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Tyr Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu) (tBu)
38 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Ala Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
39 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-p-Ala Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Unién de Etapas
Cadena Adicionales

40 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Gly Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

41 Bts-D-Tyr Bloc-Phe Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

52 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Phg Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

55 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val [Ddz-Lys(Boc) Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

56 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val Ddz Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu) Orn(Boc)

57 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

58 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val |Ddz-Tyr(tBu) Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

59 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val |Ddz-Trp(Boc)| Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

60 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc- Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu) Tyr(OMe)

65 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T2 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

71 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T10 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

72 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-2-Nal Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

76 Bts-D-Tyr |l Boc-D-2-Nalf Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

77 Bts-D-Tyr | Boc-D-Nle Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

80 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-lle Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna

(tBu)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Union de Etapas
Cadena Adicionales

85 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val | Boc-D-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

87 Bts-D-Bip | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

88 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

89 Bts-D-Hfe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

90 Bts-D-Dip | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

91 Bts-D-Tyr | Boc-D-Nva Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

92 Bts-D-Tyr | Boc-D-Tle Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

96 Bts-D-Tyr | Boc-b-Ala Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

97 Bts-D-Tyr | | Boc-D-Chg | Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

98 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T18 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

99 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T15 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

109 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu) Dab(Boc)

110 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T11 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

111 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Hval(THP) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

112 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

120 Bts-D-Tyr | Boc-D-Pro Boc-Nva Ddz-T8 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

121 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Ac-T8-NH2 | Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA, Cadena Union de Etapas
Cadena Adicionales
122 Boc-D-3- | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 30 ninguna
Pal
123 Boc-D-2- Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 30 ninguna
Pal
124 Boc-D-4- Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 30 ninguna
Pal
125 Bts-D-Tyr | Boc-D-Cpg Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
126 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val |Boc-NMelLeu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)
127 Boc-D-His | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T12 Ejemplo 30 ninguna
(Mts)
128 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)
129 |Bts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
130 |Bts-D-2-Thi| Boc¢-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
131 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3CI)
132 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4CI)
133 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4F)
134 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T2 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)
135 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)
136 | Bts-D-1Nal | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
137 |Bts-D-2-Thi| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
138 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu oc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(3ChH)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Union de Etapas
Cadena Adicionales
139 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(4Cl)
140 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(4F)
141 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)
142 | Bts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
143 |Bts-D-2-Thi| Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
144 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl
145 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4Cl)
146 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4F)
147 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)
148 |Bts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
149 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(3C1)
150 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(4Cl)
151 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T11 Ejemplo 29 ninguna
(4F)
152 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(OMe) Dap(Boc)
153 |Bts-D-1-Nal| Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
Dap(Boc)
154 |[Bts-D-2-Thi| Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
Dap(Boc)
155 Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3CI) Dap(Boc)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Union de Etapas
Cadena Adicionales
156 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4Cl) Dap(Boc)
157 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4F) Dap(Boc)
158 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T11 Ejemplo 29 ninguna
(3CI) Dap(Boc)
159 Bts-D-Tyr Boc-D-lle Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(But)
160 Bts-D-Tyr | Boc-D-allolle| Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(But)
161 Boc-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 30 ninguna
(4C H2NHF
moc)
162 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(2Me)
163 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3Me)
164 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4Me)
165 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(30 Me)
188 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(20 Me)
167 Bts-D-3- Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
benzotienilo
168 | Bts-D-3-Thi| Boc-D-Val Boc-Nva Boo-T9 Ejemplo 29 ninguna
169 Bts-D-b- Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
HomoP he
(3CI)
170 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva 800-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3,4 diCl)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Unién de Etapas
Cadena Adicionales
171 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3,4 diF)
172 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3,4 diOMe)

173 | Bts-D-1Nal | Hnva(THP) Boc-Nva Boo-T9 Ejemplo 29 ninguna

174 Bts-D-Tyr | Hnva(THP) Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)

175 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T33b | Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

176 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T33a | Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

177 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T28 Ejemplo 29 ninguna
(tBu)

178 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)

179 |Bts-D-1-Nal| Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna

180 [Bts-D-2- Thi| Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna

181 Bts-D-Phe | Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3CI)

182 Bts-D-Phe | Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4Cl)

183 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val |Ddz-Ser(tBu) Ddz-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4F)

184 ([Bts-D-1-Nal| Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T11 Ejemplo 29 ninguna

Dap(Boc)
185 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T11 Ejemplo 29 ninguna
(4Cl) Dap(Boc)

186 Ddz-D-Tyr | Ddz-D-Val |Ddz-His(Mts) Ddz-T9 Ejemplo 30 ninguna
(tBu)

187 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna

(3C F3)

39




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Unidn de Etapas
Cadena Adicionales
188 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3F)
189 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(4N 02)
190 Bts-D-3- Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
benzotienil
191 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(30 Me)
192 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3,4 diCl)
193 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3,4 diF)
194 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T34 Ejemplo 29 ninguna
(OMe)
195 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T38 Ejemplo 29 ninguna
(OM e)
196 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Ddz- Ejemplo 29 ninguna
(3G T32(Boc)
197 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T34 Ejemplo 29 ninguna
(3G
198 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T38 Ejemplo 29 ninguna
(3G
199 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T41 Ejemplo 29 ninguna
(3G
200 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna
(3G
201 |Bts-D-1-Nal| Boc¢-D-Val Boc-Nva Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna
202 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T8 Ejemplo 29 ninguna
(30 Me)
203 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 acetilacion
(4CI) Dap(Boc)
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Union de Etapas
Cadena Adicionales
204 [ Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- 0dz-T9 Ejemplo 29 |guanidinilacién
(4Cl) Dap(Boc)
205 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val [Boc-NMeleu Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3ChH
206 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 mesilacion
(4Ch Dap(Boc)
207 | Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 TMS-
(4Cl) Dap(Boc) isocianato
seguido de
acido diluido
208 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 |guanidinilacién
(tBu) Dap(Boc)
209 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 acetilacion
(tBu) Dap(Boc)
210 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 aminacién
(tBu) Dap(Boc) reductora con
acetona
211 Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 aminacién
(4Cl) Dap(Boc) reductora con
exceso de
formaldehido
212 Bts-D-Phe | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 aminacion
(4Cl) Dap(Boc) reductora con
acetona
213 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3,54l
214 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val |Boc-Hse(Bzl) Boc-T9 Ejemplo 29 | hidrogenolisis
(OMe) para la
retirada del
grupo
protector
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TABLA 1 (continuacién)

AA, AA, AA; Cadena Unién de Etapas
Cadena Adicionales
215 Bts-D-Tyr | Ddz-D-Val Ddz- Ddz-T9 Ejemplo 29 aminacién
(tBu) Dap(Boc) reductora con
exceso de
formaldehido
216 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T40 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)

217 | Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Cpa Boc-T36 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)

218 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T39 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)

219 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T37 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)

220 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T39 Ejemplo 29 ninguna
(3Cl)

221 Bts-D-Phe | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T35 Ejemplo 29 ninguna
(3CI)

2221 | Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 ninguna
(3tBu)

223 Bts-D-Tyr | Boc-D-Val Boc-Nva Boc-T9 Ejemplo 29 acetilacion
(But)

224 | 3ts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 aminacién
reductora con
formaldehido

225 | 3ts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 acetilacion

226 |Bts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 aminacién
reductora con

aldehido

227 |Bts-D-1-Nal| Boc-D-Val Boc-Leu Boc-T9 Ejemplo 29 aminacién
reductora con
benzaldehido

Notas
Cualquier aminoacido o cadena designada como el derivado de Boc podria sustituirse con el
derivado de Dbz correspondiente.

D. Datos Analiticos para los Compuestos Seleccionados de la Invencion

Los espectros de '"H y ®C RMN se registraron en un espectrémetro Varian Mercury 300 MHz y se referencian
de forma interna con respecto a las sefiales de protones residuales del disolvente. La informacién acerca de la con-
formacién de las moléculas en solucién puede determinarse utilizando técnicas de RMN bidimensionales apropiadas
conocidas por los expertos en la materia. Las purificaciones por HPLC se realizaron sobre una columna Waters XTerra
MS C18, usando el sistema Waters FractionLynx. Las purificaciones cromatograficas a media presién automatizadas
se realizaron en un sistema Isco CombiFlash 16x con cartuchos de silice o C18 desechables que permitian el proce-
samiento de hasta dieciséis (16) muestras simultdneamente. Los espectros de EM se registraron en un sistema Waters
Micromass Platform II o ZQ. Los espectros de EMAR se registraron con un espectréometro VG Micromass ZAB-
ZF. La informacién quimica y bioldgica se almacend y analizé utilizando el software de bases de datos ActivityBase.
(IDBS, Guildford, Surrey, UK).
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Procedimientos Generales para Andlisis por HPLC Analitica

Los andlisis por HPLC se realizan en un sistema Waters Alliance 2695 que funciona a 1 ml/min usando una co-
lumna Xterra MS C18 de 4,6 x 50 mm (3,5 ym). Una Waters 996 PDA proporcioné datos de UV para la determinacién
de la pureza. Un filtro LCPackings (50:40:10) permitio la separacion del flujo en tres partes. La primera parte (50%)
se dirigi6 a una EM Micromass Platform II equipada con una sonda de IQPA para confirmar la identidad. La segunda
parte (40%) se dirigié a un detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD, Polymer Laboratories, PL-ELS-1000) pa-
ra la determinacidn de la pureza y la dltima porcién (10%) a un detector de nitrgeno de quimioluminiscencia (CLND,
Antek Model 8060) para la cuantificacién y determinacién de la pureza. Los datos se capturaron y se procesaron
utilizando la versién mas reciente del paquete de software Waters Millenium.

Un procedimiento de CL de ejemplo adecuado para los compuestos de la presente invencién usa MeOH como

disolvente A, H,O como disolvente B y TFA al 1%/H,0 como disolvente D. La composicién de la fase movil inicial es
5% de A, 85% de B 'y 10% de D. A continuacién se muestran los detalles del procedimiento de gradiente convencional:

Tiempo %deA %deB %deD Curva

0,00 5 85 10 6
1,00 5 85 10 6
6,00 50 40 10 6
9,00 50 40 10 6
14,00 90 0 10 6
17,00 90 0 10 6
17,50 5 85 10 6
20,00 5 85 10 6

Los compuestos 2-6, 8-10, 56, 65 y 144 son como se definen en la Tabla (3), a continuacién en el presente docu-
mento.
Compuesto 2

Rendimiento: se obtuvieron 12 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

"H RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 6 8,83 (m,1H); 8,53 (m, 1H); 7,63 (m, 1H); 7,4-7,08 (m, 7H); 7,00-6,84 (m, 2H);
6,60 (d, 15 Hz, 1H); 6,41 (dt, 15 Hz, 5,4 Hz, 1H); 4,35 (m, 1H); 4,25-4,05 (m, 3H); 3,94 (dt, 1H, 6 Hz, 15 Hz); 3,79
(dd, 1H, 3,6 Hz, 8,4 Hz); 3,60 (m, 1H); 3,52-3,40 (d a, 1H); 3,22-3,06 (m, 4H); 1,88 (m, 2H); 1,54-1,28 (m, 2H);1,25
(d, 3H, 4,8 Hz); 1,22 (d, 3H, 2,7 Hz); 0,92-0,80 (m, 6H).

EMAR calc. para C3yH,4N,0,: 520,3049; encontrado 520,3057 + 0,0016

HPLC [procedimiento de gradiente convencional (se refiere al presentado en los Procedimientos Generales para
los Andlisis por HPLC Analitica)] tg = 9,55 min.

Compuesto 4

Rendimiento: se obtuvieron 12 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

"H RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 9,35 (a, 1H); 8,98 (a, 1H); 5,52 (d, 1H, 8,4 Hz); 8,38 (a, 1H); 7,25 (a, 1H); 7,13-
7,07 (m, 4H); 6,86 (t, 2H, 7,5 Hz); 6,57 (d, 2H, 8,7 Hz); 4,33 (a, 1H); 4,21-4,02 (m, 3H); 3,78 (dd, 1H, 3,3 Hz; 8,1
Hz); 3,65-3,54 (m, 1H); 3,31-3,23 (m, 1H); 3,13-3,02 (m, 4H); 2,78-2,2,28-2,18 (m, 1H); 2,0-1,80 (m, 2H); 1,50-1,30
(m, 3H); 1,25 (d, 3H, 4,5 Hz); 1,22 (d, 3H, 4,5 Hz); 1,01 (d, 3H, 6,6 Hz); 0,90 (d, 3H, 6,6 Hz); (t, 3H, 7,5 Hz).

BC RMN (75,5 MHz, DMSO-ds) 6 172,22; 171,37; 157,77, 157,44; 156,04; 131,76; 130,80; 130,70; 127,88;
121,82; 115,83; 111,71; 62,13; 60,62; 54,21; 52,81; 47,13; 42,47; 33,31; 29,69; 29,30; 28,61; 20,36; 19,44; 18,72;
17,60; 13,97,

EMAR calc. para C30H,;,N,Os5: 538,3155; encontrado: 538,3145 + 0,0016

tg de HPLC (gradiente convencional) = 8,12 min.
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Compuesto 5
Rendimiento: se obtuvieron 17 mg de macrociclo puro (cuantificaciéon por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dq) 6 9,02 (a, 1H); 8,47 (d, 1H, 8,4 Hz); 7,7 (a, 1H); 7,58 (d, 1H, 5.4 Hz); 7,28 (dd,
1H, 7,8 Hz, 0,8 Hz); 7,20 (t, 1H, 9,0 Hz, 0,8 Hz); 7,14 (d, 2H, 8,4 Hz); 6,98-6,91 (m, 3H); 6,66 (d, 8,7 Hz); 6,63 (d,
1H, 15,0 Hz); 6,43 (dt, 1H, 6,0 Hz, 15,0 Hz); 4,28-3,86 (m, 6H); 3,60-3,40 (m, 2H); 3,22-3,12 (m, 1H); 3,05 (d, 2H,
5.4 Hz); 1,92-1,80 (m, 1H); 1,56-1,40 (m, 1H); 1,36-1,20 (m, 2H); 1,25 (d, 3H, 6,6 Hz); 0,84 (t, 3H, 7,2 Hz).

BC RMN (75,5 MHz, DMSO-d¢) 6 172,54; 171,86; 158,97; 158,56; 127,39; 155,84; 131,62; 129,73; 129,20;
129,02; 128,43; 126,30; 124,51; 122,01; 115,85; 112,88; 61,23; 52,90; 51,23; 47,08; 42,66; 36,13; 33,30; 21,14,
19,57, 17,07; 14,14; 11,49.

EMAR calc. para CogH3N4Os5: 508,2685; encontrado: 508,2681 + 0,0015

tg de HPLC (gradiente convencional) = 7,67 min.

Compuesto 6
Rendimiento: se obtuvieron 16 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dy) 6 9,37 (a, 1H); 8,87 (a, 1H); 8,61 (d, 1H, 8,7 Hz); 7,62 (a, 1H); 7,27 (d, 1H, 7,8
Hz); 7,21 (t, 1H, 8,4 Hz); 7,14 (d, 2H, 8,4 Hz); 6,98-6,87 (m, 3H); 6,64 (d, 2H, 8,1 Hz); 6,70 (d,1 H, 15,6 Hz); 6,39
(dt, 1H, 6,3 Hz, 15,6 Hz); 4,44-4,36 (m, 1H); 4,34-4,08 (m, 2 Hz); 4,45-3,92 (dt, 1H, 6,9 Hz, 15,6 Hz); 3,74 (dd, 1H,
3,6 Hz, 8,4 Hz); 3,54-3,26 (m, 3H); 3,22-3,02 (m, 3H); 2,60-2,36 (m, 4H); 2,24-2,14 (m, 1H); 2,02 (s, 3H); 1,96-1,89
(m, 1H); 1,80-1,66 (m, 1H); 1,01 (d, 3H, 6,3 Hz); 0,90 (d, 3H, 6,6 Hz).

3C RMN (75,5 MHz, DMSO-d¢) 6 171,51; 171,26; 158,90; 158,49; 157,38; 155,86; 131,63; 129,82; 129,21;
128,86; 128,63; 126,21; 121,98; 115,83; 112,83; 62,11; 61,06; 51,97, 47,10, 42,78; 30,91; 30,67; 29,34, 20,37; 19,39;
15,06.

EMAR calc. para C;0HyN4O5S: 568,2719; encontrado: 568,2711 + 0,0017

tg de HPLC (procedimiento general) = 7,92 min.

Compuesto 8
Rendimiento: se obtuvieron 27 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dg) 6 9,05 (a, 1H); 8,43 (a, 1H); 8,34 (d, 1H, 9,3 Hz); 7,40 (a, 1H); 6,97 (d, 1H, 7.5
Hz); 6,92-6,74 (m, 9H); 6,67-6,54 (m, 2H); 6,33-6,25 (m, 3H); 6,10 (dt, 1H, 5,7 Hz, 16,2 Hz); 4,22 (dt, 1H, 0,9 Hz,
12 Hz); 3,94-6,66 (m, 4H); 3,30 (dd, 1H, 3,6 Hz, 7,8 Hz); 3,24 (m, 1H); 3,18 (m, 1H); 2,85-2,68 (m, 3H); 2,44-2,23
(m, 2H); 1,32 (o, 1H, 7,5 Hz); 0,97-0,89 (m, 1H); 0,42 (d, 3H, 6,6 Hz); 0,01 (d, 3H, 6,6 Hz).

3C RMN (75,5 MHz, DMSO-d¢) 6 171,20; 157,35; 155,88; 139,12; 131,61; 130,87; 129,74; 129,21; 128,77,
128,88; 126,85; 126,19; 121,97; 115,82; 112,84; 62,04; 61,10; 55,07; 50,01; 47,09; 42,85; 37,42; 29,11.

EMAR calc. para C3,H,,N,Os5: 586,3155; encontrado: 586,3145 + 0,0017

tg de HPLC (procedimiento general) = 9,34 min.

Compuesto 9
Rendimiento: se obtuvieron 17 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dq) 6 9,39 (a, 1H); 8,83 (a, 1H); 8,29 (d, 1H, 9,3 Hz); 7,62 (a, 1H); 7,28 (d, 1H, 6,6
Hz); 7,20 (t, 1H, 6,9 Hz); 7,12 (d, 2H, 7.8 Hz); 6,98-6,91 (m, 2H); 6,63 (d, 2H, 8,4 Hz); 6,58 (d, 1H, 16,2 Hz); 6,40
(dt, 1H, 5,7 Hz, 16,2 Hz); 4,29-4,13 (m, 3H); 4,03-3,92 (m, 2H); 3,52 (m, 1H); 3,15-3,05 (m, 3H); 2,45-2,37 (m, 1H);
1,96-1,88 (m, 1H); 1,25 (dd, 2H, 4,5 Hz; 6 Hz); 1,01 (d, 3H, 6,3 Hz); 0,91 (d, 3H, 6,6 Hz); 0,86 (d, 3H, 7,2 Hz); 0,81
(d, 3H, 6,6 Hz).

BC RMN (75,5 MHz, DMSO-d¢) 6 171,85; 171,17; 157,37; 155,87; 131,59; 129,88; 129,18; 128,97; 128,78;

128,51; 126,165 121,97; 115,83; 112,85; 61,55; 61,18; 58,15; 54,22; 47,08; 42,89; 36,32; 29,35; 29,00; 20,34; 19,56;
18,73; 17,44.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

EMAR calc. para C;yHyN,O5 536,2998; encontrado: 536,2990 + 0,0017.

tg de HPLC (gradiente convencional) = 8,15 min.

Compuesto 10
Rendimiento: se obtuvieron 24 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dy) 6 9,33 (a, 1H); 8,82 (a, 1H); 8,56 (d, 1H, 8,3 Hz); 7,60 (a, 1H); 7,27 (d, 2H, 7,8
Hz); 7,20 (t, 1H, 7,8 Hz); 7,13 (d, 2H, 8,4 Hz); 6,95 (t, 2H, 7.8 Hz); 6,64 (d, 2H, 8,4 Hz); 6,57 (d, 1H, 15,4 Hz); 6,38
(dt, 1H, 15,4 Hz, 5,8 Hz); 4,26-4,10 (m, 3H); 3,96 (dt, 1H, 5,4 Hz, 8,4 Hz); 3,77 (dd, 1H, 3,7 Hz, 7,8 Hz); 3,51-3,24
(m, 3H); 3,18-3,02 (m, 3H); 1,90 (h, 1H, 6,4 Hz); 1,73-1,54 (m, 2H); 1,45 (dt, 1H, 6,7 Hz, 0,9 Hz); 0,99 (d, 3H, 6,6
Hz); 0,89 (d, 3H, 6,3 Hz); 0,87 (d, 3H, 6,0 Hz); 0,80 (d, 3H, 6,3 Hz).

BC RMN (75,5 MHz, DMSO-d¢) 6 172,23; 171,17; 157,37; 155,88; 131,62; 129,82; 129,19; 128,95; 128,59;
126,24; 121,99; 115,84; 112,88; 64,23; 61,98; 61,14; 51,43; 61,14; 51,43; 47,07; 42,81; 29,38; 24,85; 24,11; 21,00;
20,32; 19,30.

EMAR calc. para C;;H;,N,O5 550,3155; encontrado: 550,3150 + 0,0016.

tg de HPLC (gradiente convencional) = 8,91 min.

Compuesto 56
Rendimiento: se obtuvieron 16 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-d) 6 9,39 (a, 1H); 8,90 (a, 1H); 8,67 (d, 1H, 8,4 Hz); 7,74 (a, 4H); 7,29-7,08 (m, 4H);
6,99-6,87 (m, 2H); 6,64 (d, 2H, 8,1 Hz); 6,61 (d, 1H, 16,5 Hz); 6,40 (dt, 1H, 5,7 Hz, 16,5 Hz); 4,40-4,06 (m, 4H);
4,02-3,95 (m, 1H); 3,79 (dd, 1H, 3,6 Hz, 7.8 Hz); 3,55-3,30 (m, 2H); 3,16-3,05 (m, 3H); 2,82-2,69 (m, 2H); 2,02-1,85
(m, 2H); 1,64-1,43 (m, 3H); 1,29-1,23 (m, 1H); 1,01 (d, 3H, 6,3 Hz); 0,91 (d, 3H, 6,3 Hz); 0,86-0,84 (m, 2H).

tg de HPLC (gradiente convencional) = 5,71 min.

Compuesto 65
Rendimiento: se obtuvieron 17 mg de macrociclo puro (cuantificacién por CLND).

'H RMN (300 MHz, DMSO-dy) 6 9,60 (a, 1H); 9,39 (a, 1H); 8,88 (a, 1H); 8,70 (d, 1H, 7.5 Hz); 8,57 (d, 1H, 4,2
Hz); 7,27 (t, 6 Hz); 6,96 (d, 2H, 8,4 Hz); 6,66 (d, 2H, 8,4 Hz); 5,78-5,68 (m, 1H); 5,42-5,33 (m, 1H); 3,96-3,89 (m,
1H); 3,80-3,57 (m, SH); 3,41-3,34 (m, 1H); 3,10-2,90 (m, 1H); 2,78-2,66 (m, 1H); 2,21-2,10 (m, 1H); 2,06-1,93 (m,
1H); 1,70-1,60 (m, 1H); 1,52-1,41 (m, 1H); 1,39-1,26 (m, 1H); 1,25 (d, 3H, 4,8 Hz); 1,23 (d, 3H, 4,5 Hz); 0,83 (dd,
3H, 3 Hz, 4,5 Hz).

3C RMN (75,5 MHz, DMSO-d¢) 6 172,68; 172,63; 159,15; 158,73; 157,38; 157,25; 130,89; 124,99; 116,03;
62,51; 62,12; 54,29; 49,27, 42,47, 32,77, 30,43; 28,85; 20,46; 19,59; 18,72; 17,39; 13,90; 13,09,

EMAR calc. para C,,H3sN,O,: 444,2736; encontrado: 444,2726 + 0,0013

tg de HPLC (gradiente convencional) = 6,80 min.

Compuesto 144

'H RMN (300 MHz, CD,0D) 6 7,4 (m, 1H); 7,27 (dt, 1H, 1,5 Hz, 6,6 Hz); 7,22-7,14 (m, 2H); 7,08-6,98 (m, 2H);
6,78 (t, 2H, 6,6 Hz); 4,45-4,39 (m, 2H); 4,15 (d, 2H, 8,1 Hz); 7,74 (d, 1H, 9,3 Hz); 3,54 (d, 1H, 10,8 Hz); 3,35-3,22
(m, 2H); 3,20 (c, 1H, 1,5 Hz); 2,82-2,71 (m, 1H); 2,61-2,55 (m, 1H); 2,21-2,11 (m, 1H); 2,02-1,94 (m, 1H); 1,74-1,40
(m, SH); 1,04 (d, 3H, 6,6 Hz); 0,93 (d, 3H, 6,6 Hz); 0,74-0,64 (m, 1H); 0,45-0,28 (m, 2H); 0,15-0,08 (m, 1H); 0,06-
0,02 (m, 1H).

BCRMN (75,5 MHz, CD;0D) 6 173,29; 172,14, 167,51; 155,47, 134,86, 134,81; 130,38; 130,31; 128,31; 128,25;
127,44; 121,63; 110,39; 107,71; 105,02; 67,10; 66,66; 62,81; 62,06; 60,10; 53,99; 41,44; 36,07; 31,91; 30,01; 29,18;
28,94; 27,79; 23,68, 23,15; 19,08; 18,25; 8,17; 4,98; 3,16.

EMAR: calc. para C;,H,;N,0,ClI 568,2816; encontrado 568,2802 + 0,0017
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F. Datos Espectrales de Masas para los Compuestos Seleccionados de la Invencion

TABLA 2

Andlisis de los compuestos seleccionados de la invencion

Formula Molecular | Peso Molecular (calculado) Masa Monoisotépica M+H
Encontrado

1 C30H40N405 536,7 536 537
2 C30H40N404 520,7 520 521
3 C30H42N404 522,7 522 523
4 C30H42N405 538,7 538 539
5 C28H36N405 508,6 508 509
6 C30H40N405S 568,7 568 569
7 C31H42N405 550,7 550 551
8 C34H42N405 586,7 586 587
9 C30H40N405 536,7 536 537
10 C31H42N405 550,7 550 551
11 C34H44N404 572,7 572 573
12 C29H38N405 522,6 522 523
13 C31H44N404 536,7 536 537
14 C35H46N404 586,8 586 587
15| C30H41N404Cl 5571 556 557
16| C30H41N404Cl 5571 556 557
17 C32H43N504 561,7 561 562
18 C29H40N405 524,7 524 525
19 C30H41N404F 540,7 540 541
20 C31H42N404 534,7 534 535
21 C35H44N404 584,7 584 585
22 C31H44N405 552,7 552 553
23 C34H44N404 572,7 572 573
24 | C28H40N404S 528,7 528 529
25| C30H41N404Cl 557,1 556 557
26 C31H42N405 550,7 550 551
27 | C27H39N504S 529,7 529 530
28 C29H41N504 523,7 523 524
29 C28H39N505 525,6 525 526
30 C30H41N306 539,7 539 540
34 C34H40N406 600,7 600 601
38 C28H36N405 508,6 508 509
39 C28H36N405 508,6 508 509
40 C27H34N405 494.6 494 495
41 C34H40N405 584,7 584 585
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(continuacién)

Formula Molecular | Peso Molecular (calculado) Masa Monoisotépica M+H
Encontrado

52 C33H38N405 570,7 570 571
55 C31H43N505 565,7 565 566
56 C30H41N505 551,7 551 552
57 C28H36N406 524.,6 524 525
58 C34H40N406 600,7 600 601
59 C36H41N505 623,7 623 624
60 C35H42N406 614,7 614 615
65 C24H36N404 444.6 444 445
71 C29H40N406 540,7 540 541
72 C38H42N405 634,8 634 635
76 C38H42N405 634,8 634 635
77 C31H42N405 550,7 550 551
80 C31H42N405 550,7 550 551
85 C30H40N405 536,7 536 537
87 C36H46N404 598,8 598 599
88 C34H50N405 594,8 594 595
89 C31H44N404 536,7 536 537
90 C36H46N404 598,8 598 599
91 C30H42N405 538,7 538 539
92 C31H44N405 552,7 552 553
96 C28H38N405 510,6 510 511
97 C33H46N405 578,7 578 579
98 C24H39N504 461,6 461 462
99 C24H39N504 461,6 461 462
109 C29H41N505 539,7 539 540
110 C29H41N505 539,7 539 540
111 C30H41N306 539,7 539 540
112 C31H44N405 552,7 552 553
120 C30H38N405 534,6 534 535
121 C32H45N506 595,7 595 596
122 C31H43N404Cl 571,2 570 571
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(continuacién)

Formula Molecular | Peso Molecular (calculado) Masa Monoisotopica M+H
Encontrado

123 C29H41N504 523,7 523 524
124 C29H41N504 523,7 523 524
125|  C30H40N405 536,7 536 537
126 C32H46N405 566,7 566 567
127| C30H38NBO3S 562,7 562 563
128 C32H46N405 566,7 566 567
129  C35H46N404 586,8 586 587
130 C29H42N404S 542,7 542 543
131 C31H43N404ClI 571,2 570 571
132 C31H43N404Cl 571,2 570 571
133] C31H43N404F 554,7 554 555
134 C25H37N403ClI 477,0 476 477
135 C31H45N505 567,7 567 568
136] C34H45N504 587,8 587 588
137 C28H41N504S 543,7 543 544
138 C30H42N504ClI 572,1 571 572
139] G30H42N504Cl 572,1 571 572
140 C30H42N504F 555,7 555 556
141 C32H44N405 564,7 564 565
142 C35H44N404 584,7 584 585
143 C29H40N404S 540,7 540 541
144 C31H41N404Cl 569,1 568 569
145| GC31H41N404Cl 569, 1 568 569
146 C31H41N404F 552,7 552 553
147 C31H43N505 565,7 565 566
148 C34H43N504 585,7 585 586
149| G30H40N504ClI 570,1 569 570
150/ GC30H40N504ClI 570,1 569 570
151| C30H40N504F 553,7 553 554
152 C29H41N505 539,7 539 540
153 C32H41N504 559,7 559 560
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(continuacién)

Formula Molecular | Peso Molecular (calculado) Masa Monoisotopica M+H
Encontrado

154 C26H37N504S 515,7 515 516
155| C28H38N504CI 5441 543 544
156| C28H38N504CI 5441 543 544
157 C28H38N504F 527.,6 527 528
158 C27H37N604CI 5451 544 545
159 C31H44N405 552,7 552 553
160[ C31H44N405 552,7 552 553
161 C31H45N504 551,7 551 552
162 C31H44N404 536,7 536 537
163[ C31H44N404 536,7 536 537
164 C31H44N404 536,7 536 537
165 C31H44N405 552,7 552 553
166 C31H44N405 552,7 552 553
167 C32H42N404S 578,8 578 579
168 C28H40N404S 528,7 528 529
169| C31H43N404ClI 571,2 570 571
170[ C30H40N404CI2 591,6 590 591
171 C30H40N40O4F2 558,7 558 559
172  C32H46N406 582,7 582 583
173]  C34H43N305 573,7 573 574
174  C31H43N306 553,7 553 554
175  C31H44N405 552,7 552 553
176 C31H44N405 552,7 552 553
177 C29H40N405 524,7 524 525
178 C29H40N406 540,7 540 541
179]  C32H40N405 560,7 560 561
180| C26H3B6N405S 516,7 516 517
181] C28H37N40O5CI 545,1 544 545
182| C28H37N405CI 545,1 544 545
183| C28H37N405F 528,6 528 529
184 C31H40N60O4 560,7 560 561

49




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2338 789 T3

{(continuacion)

Férmula Molecular | Peso Molecular (calculado) Masa Monoisotdpica M+H
Encontrado

185] C27H37N604ClI 545,1 544 545
186/ C31H40N60O5 576,7 576 577
187 CB31H41N40O4F3 590,7 590 591
188 C30H41N40O4F 540,7 540 541
189] G30H41N506 567,7 567 568
190 C33H42N404S 590,8 590 591
191 G32H44N405 564,7 564 565
192| C31H40N404CI2 603,6 602 603
193] G31H40N404F2 570,7 570 571
194| C32H48N606 612,8 612 613
195|  C32H46N405 566,7 566 567
196| G32H43N604ClI 611,2 610 611
197] G32H45N60O5CI 629,2 628 629
198| G32H43N404Cl 583,2 582 583
199| G27H39N406CI 551,1 550 551
200] G31H39N404Cl 567,1 566 567
201 C34H42N404 570,7 570 571
202  G31H42N405 550,7 550 551
203| G30H40N505CI 586, 1 585 586
204 G29H40N704Cl 586,1 585 586
205 C32H45N404ClI 585,2 584 585
206| G29H40N506SCl 622,2 621 622
207] G29H39NBO5CI 587,1 586 587
208 G29H41N705 567,7 567 568
209 C30H41N506 567,7 567 568
210 G31H45N505 567,7 567 568
211] G30H42N504CI 572,1 571 572
212 GC31H44N504Cl 586,2 585 586
213| GC30H40N405I12 790,5 790 791
214 C30H42N406 554,7 554 555
215]  G30H43N505 553,7 553 554
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(continuacién)
Férmula Molecular | Peso Molecular (calculado) Masa Monoisotopica M+H
Encontrado

216[ C32H43N404Cl 583,2 582 583
217 C31H40N40O4FClI 587,1 586 587
218 C31H43N404ClI 571,2 570 571
219[ G30H40N404CI2 591,6 590 591
220 C31H43N404F 554,7 554 555
221 C30H40N4O4FCl 575,1 574 575
222 C34H50N405 594,8 594 595
223 C32H44N406 580,7 580 581
224 C36H48N404 600,8 600 601
225|  C37H48N405 628,8 628 629
226| C39H49N504S 683,9 683 684
227 C42H52N404 676,9 676 677
Notas
1. Las férmulas moleculares y los pesos moleculares (PM) se calculan automaticamente a
partir de la estructura mediante el software ActivityBase (IDBS, Guildford, Surrey, Reino Unido)
0, s6lo para el PM, a partir del programa de dominio publico Molecular Weight Calculator v.
6.32
2. M+H obtenido a partir del analisis por CL-EM usando el Procedimiento General descrito
3. Todos los andlisis realizados sobre el material después de la purificacion por HPLC
preparativa

Procedimientos biologicos y resultados

Los compuestos de la presente invencion se evaluaron con respecto a su capacidad de interaccionar en el receptor
de motilina humano utilizando un ensayo competitivo de unién a radioligando como se describe en el Procedimiento
B1. Puede realizarse una caracterizacioén adicional de la interaccién utilizando los ensayos funcionales descritos en
los Procedimientos B2, B3 y B4. Algunos de estos procedimientos pueden realizarse, si se desea, en un modo de alto
rendimiento para permitir la evaluacién simultdnea de muchos compuestos. También se han descrito otros ensayos
que son adecuados para HTS, tales como los basados en la expresién estable de un gen sintético para el receptor de
motilina humano.

En la Tabla 3 se presentan resultados del examen de compuestos representativos de la presente invencion usando el
Procedimiento B1. La actividad de unién se presenta como intervalos con los siguientes niveles: A = 0,001-0,10 uM;
B =0,10-1,0 uM; C = 1,0-10,0 uM. Ademads, mds adelante se muestran los resultados del ensayo de dos compuestos
adicionales usando este Procedimiento. Como puede observarse, esto demuestra la actividad de un compuesto biciclico
representativo de Férmula IV de la invencién, que se obtuvo como resultado de la incorporacién de D-prolina como
segundo bloque constituyente de reconocimiento. Significativamente, la ausencia de actividad de unién obtenida con
el compuesto 121, que es el andlogo lineal del compuesto 1 (K; = nivel B), ilustra la importancia critica de la estructura
ciclica para conseguir la interaccion deseada.
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Compuesto 120
K; =nivel B

tivos de la invencién (Compuestos 8 y 11):

% de Unién Especifica

% de Unién Especifica

Diana: hMTL-R
Radioligando ['#Imotilina

1004 &
754 i
50+
251 [ K,=185nM
04
T L Ll LE
-9 -8 -7 -6 -5
Log M de Compuesto 8
Diana: hMTL-R
Radioligando ['?#I)motilina
, 100
754
50+
251 K, =279,3nM
04
9 -8 7 6 -5

Log M de compuesto 11

52

Compuesto 121
Ki > 10 uM

Compuesto 8

Compuesto 11
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Para la determinacién del significado funcional de la unidn, los compuestos preferentemente se ensayan en el
ensayo de Aequorina como se describe en el Procedimiento B2, aunque también es aplicable el procedimiento del
Procedimiento B3. Como puede verse en los datos presentados en la Tabla 4, los compuestos representativos exa-
minados actian como antagonistas en el receptor de motilina y carecen de actividad agonista a las concentraciones
estudiadas. La actividad funcional se presenta como intervalos con los siguientes niveles: A = 0,001-0,10 uM; B =
0,10-1,0 uM. La mayor sensibilidad del ensayo del Procedimiento B2, casi 100 veces mayor que la del Procedimiento
C, hace que sea el preferido para esta evaluacion. Esto es evidente en los valores de CEs5, obtenidos en cada uno para
el patrén de agonista positivo motilina. Ademas, el Procedimiento B2 mide el acontecimiento de sefializacién real, lo
que hace que sea mas relevante para el efecto que se desea, mientras que el ensayo del Procedimiento B3 simplemente
mide la renovacién de GTP.

TABLA 4

Demostracion de Actividad Antagonista en el Receptor de Motilina

Aequorina (Procedimiento B2)'
Compuesto Unién (K;) Clso

142 A B

149 A B

167 A A

168 A A

212 A A
Motilina 0,6 no aplicable

(humana, porcina)®

La actividad se presenta como intervalos con los
siguientes niveles: A = 0,001-0,10 uM; B = 0,10-1,0 uM
’La motilina humana y porcina son el mismo péptido.

Ademds, un ensayo ex vivo comun y aceptado cientificamente para la medicién de la actividad agonista o antagonis-
ta en el receptor de motilina es la contraccién de duodeno de conejo u otro tejido de musculo liso gastrointestinal. Los
agonistas se definen como compuestos que inducen una contraccién >50% con respecto al péptido motilina, mientras
que los antagonistas se definen como compuestos que producen una inhibiciéon >50% de la respuesta a la motilina.
Los compuestos de la presente invencién han mostrado una actividad antagonista significativa en este ensayo. Por
ejemplo, el compuesto 144 present6 un valor de pA, = 6,95, mientras que el compuesto 165 tenia un valor de pA, =
7,17, calculado a partir de los graficos de Schild de la respuesta obtenida a diversas concentraciones como se describe
en el Procedimiento B4.

La motilidad gastrica generalmente se mide en situacién clinica como el tiempo necesario para el vaciado géstrico
y el tiempo de transito posterior a través del tracto GI. Los exdmenes de vaciado gastrico son bien conocidos para los
expertos en la materia y, en resumen, comprenden el uso de un agente de contraste oral, tal como bario, o un metal
radiomarcado. Los sdlidos y los liquidos pueden medirse independientemente.

Un alimento o liquido de ensayo se radiomarca con un isétopo (*™Tc) y, después de la ingestién o administracion,
se mide el tiempo de transito a través del tracto GI y el vaciado géstrico con visualizacién usando cdmaras gama.
Estos estudios se realizan antes y después de la administracion del agente terapéutico para cuantificar la eficacia del
compuesto.

Ejemplo de Procedimiento B1
Ensayo Competitivo de Union a Radioligando (Receptor de Motilina)

Materiales

e Se prepararon membranas a partir de células CHO transfectadas de forma estable con el receptor de motilina
humano y se utilizaron en una cantidad de 1,5 pg/punto de ensayo [PerkinElmer™ SignalScreen Product n® 6110544]
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o ['ZI]-Motilina (PerkinElmer, n° NEX-378); concentracién final: 0,04-0,06 nM

e Motilina (Bachem™, n° H-4385); concentracion final: 1 uM

e Placas Multiscreen Harvest-GF/B (Millipore™, n° MAHFB 1H60)

e Placa de titulacion de polipropileno de pocillos profundos (Beckman Coulter™, n° 267006)
e TopSeal-A (PerkinElmer, n° 6005185)

e Sellado inferior (Millipore, n° MATAHOPO0O)

e MicroScint-0 (PerkinElmer, n° 6013611)

e Tamp6n de Unidn: Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, BSA al 0,1%

Voliimenes de Ensayo

e 150 ul de membranas diluidas en tampoén de unién

e 10 ul de compuesto diluido en tamp6n de unién

e 10 ul de radioligando (['*I]-Motilina) diluido en tamp6n de unién
Concentraciones de Ensayo Finales (N=11) para los Compuestos:

10,5,2,1,0,5,0,2,0,1, 0,05, 0,02, 0,01, 0,005 uM.

Manipulacion de los Compuestos

Los compuestos se proporcionaron congelados en hielo seco a una concentraciéon de soluciéon madre de 10 mM
diluidos en DMSO al 100% y se almacenaron a -20°C hasta el dia del ensayo. El dia del ensayo, los compuestos
se dejaron descongelar a temperatura ambiente y después se diluyeron en tampon de ensayo de acuerdo con las
concentraciones de ensayo deseadas. En estas condiciones, la concentracién final maxima de DMSO en el ensayo fue
del 0,5%.

Protocolo de Ensayo

En placas de pocillos profundos, se combinan membranas celulares diluidas (1,5 pg/ml) con 10 ul de tampén de
unién (unién total, N=5), motilina 1 uM (unién no especifica, N=3) o la concentracién apropiada de compuesto de
ensayo. La reaccion se inicia por la adicién de 10 ul de ['*I]-motilina (concentracién final 0,04-0,06 nM) a cada
pocillo. Las placas se cierran herméticamente con TopSeal-A, se someten a agitacién vorticial suave y se incuban a
temperatura ambiente durante 2 horas. La reaccién se detiene filtrando las muestras a través de placas Multiscreen
Harvest prehumedecidas (polietilenimina al 0,3%, 2 h) usando un Tomtec Harvester, las muestras se lavan 9 veces
con 500 ul de Tris-HC1 50 mM (pH 7,4) frio y después las placas se secan al aire en una campana de extraccion de
vapores durante 30 minutos. Se aplica un sellado inferior a las placas antes de la adicién de 25 ul de MicroScint-0 a
cada pocillo. Las placas después se cierran herméticamente con TopSeal-A y se someten a un recuento durante 30 seg.
por pocillo en un Contador de Centelleo y Luminiscencia TopCount Microplate (PerkinElmer) en el que los resultados
se expresan como cuentas por minuto (cpm).

Los datos se analizan por GraphPad™ Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) usando un andlisis de regresion
no lineal de pendiente variable. Los valores de K se calcularon usando un valor de K, de 0,16 nM para ['**I]-motilina
(determinado previamente durante la caracterizacién de la membrana).

concentracion de ensayo con desplazamiento maximo - unién no especifica «
union total - unién no especifica

Doax =1 100

max

en la que la unidn total y no especifica representan las cpm obtenidas en ausencia o presencia de motilina 1 uM,
respectivamente.
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Ejemplo de Procedimiento B2
Ensayo Funcional de Aequorina (Receptor de Motilina)
Materiales

e Se prepararon membranas usando lineas celulares de AequoScreen™ (EUROSCREEN, Bélgica) que expresan
el receptor de motilina humano (linea celular ES-380-A; receptor con n° de acceso AF034632). Esta linea celular se
construye por transfeccion del receptor de motilina humano en células CHO-K1 que coexpresan G, y la Aequorina
dirigido mitocondrialmente (n° de Ref ES-WT-AS).

e Motilina (Bachem, n° H-4385)

e Tampo6n de ensayo: DMEM-F12 (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco) con HEPES 15 mM y BSA al 0,1%
(pH 7,0)

e Coelenterazina (Molecular Probes™, Leiden, Los Paises Bajos)
e Concentraciones de Ensayo Finales (N=5) para los Compuestos:

10, 3,16, 1, 0,316, 0,1 uM.

Manipulacion de los Compuestos

Los compuestos se proporcionaron como peliculas secas en una cantidad de aproximadamente 1,2 ymol en placas
de 96 pocillos formateadas previamente. Los compuestos se disolvieron en DMSO al 100% a una concentracién de 10
mM y se almacenaron a -20°C hasta el uso adicional. Las placas hijas se prepararon a una concentracién de 500 uM en
DMSO al 30% con BSA al 0,1% y se almacenaron a -20°C hasta el ensayo. El dia del ensayo, los compuestos se dejaron
descongelar a temperatura ambiente y después se diluyeron en tampdn de ensayo de acuerdo con las concentraciones
de ensayo deseadas. En estas condiciones, la concentracién maxima final de DMSO en el ensayo fue del 0,6%.

Preparacion de las Células

Las células se recogen a partir de placas de cultivo con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) sin Ca?* ni
Mg?** suplementada con EDTA 5 mM, se sedimentan durante 2 minutos a 1000 x g, se resuspenden en tamp6n de
ensayo (véase anteriormente) a una densidad de 5 x 10° células/ml y se incuban durante una noche en presencia de
coelenterazina 5 uM. Después de la carga, las células se diluyeron con tampdn de ensayo a una concentraciéon de 5 x
10° células/ml.

Protocolo de Ensayo

Para el ensayo de agonista, se mezclaron 50 ul de la suspensién celular con 50 ul de la concentracion apropiada
de compuesto de ensayo o motilina (agonista de referencia) en placas de 96 pocillos (muestras por duplicado). La
emision de luz resultante de la activacion de los receptores se registré usando el Functional Drug Screening System
6000 "FDSS 6000’ (Hamamatsu Photonics K. K., Japdn).

Para el ensayo de antagonista, se inyect6 una concentraciéon CE80 aproximada de motilina (es decir 0,5 nM; 100 ul)
sobre la suspension celular que contenia los compuestos de ensayo (muestras por duplicado) 15-30 minutos después
de finalizar el ensayo de agonista y se midié la emision posterior de luz resultante de la activacién de los receptores
como se describe en el parrafo anterior.

Los resultados se expresan como unidades relativas de luz (URL). Las curvas de concentracién-respuesta se anali-
zaron usando GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA) por anélisis de regresion no lineal (dosis-respuesta
sigmoidea) basdndose en la ecuacién E=E,,,,/(1+CEs,/C)n en la que E es el valor de URL medido a una concentracién
dada de agonista (C), E,,, es la respuesta mixima, CEs, es la concentraciéon que produce un 50% de estimulacién y n
es el indice de pendiente. Para el ensayo de agonista, los resultados para cada concentracién de compuesto de ensayo
se expresaron como porcentaje de activacion con respecto a la sefial inducida por motilina a una concentracién igual
a la CEg, (es decir 0,5 nM). Para el ensayo de antagonista, los resultados para cada concentracién de compuesto de
ensayo se expresaron como porcentaje de inhibicién con respecto a la sefial inducida por motilina a una concentracién
igual a la CEy, (es decir 0,5 nM).
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Ejemplo de Procedimiento B3
Ensayo Funcional de Motilina [®S]-GTPyS FlashPlate
Materiales

e Se prepararon membranas a partir de células CHO transfectadas de forma estable con el receptor de motilina
humano y se utilizaron en una cantidad de 1,5 ug/punto de ensayo.

[PerkinElmer SignalScreen Product n® 6110544]
o GTPyS (Sigma, n° G-8634)
e [**S]-GTPyS (PerkinElmer, n° NEX-030H)
e Motilina (Bachem, n° H-4385)
e Microplacas FlashPlate de 96 pocillos (PerkinElmer, n® SMP200)
e Placa de titulacién de polipropileno de pocillos profundos (Beckman Coulter, n° 267006)
e TopSeal-A (PerkinElmer, n° 6005185)
0 ll; Tampo6n de Ensayo: Tris 50 mM (pH 7,4), NaCl 100 mM, MgCl, 10 mM, EDTA 1 mM, GDP 1 uM, BSA al
,1%
Voliimenes de Ensayo
e 25 ul de compuesto diluido en tampdn de ensayo

e 25 ul de tampén de ensayo (ensayo de agonista) o motilina 0,6 uM (concentracién final 0,1 uM) diluida en
tamp6n de ensayo (ensayo de antagonista)

¢ 100 ul de [*S]-GTPyS diluido en tampén de ensayo
Concentraciones de Ensayo Finales (N=12) para los Compuestos

50, 20, 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,2, 0,1, 0,05, 0,02, 0,01 uM.

Manipulacion de los Compuestos

Los compuestos se proporcionaron congelados en hielo seco a una concentraciéon de solucién madre de 10 mM
diluidos en DMSO al 100% y se almacenaron a -20°C hasta el dfa del ensayo. El dfa del ensayo, los compuestos
se dejaron descongelar a temperatura ambiente y después se diluyeron en tampén de ensayo de acuerdo con las
concentraciones de ensayo deseadas. En estas condiciones, la concentracién final médxima de DMSO en el ensayo fue
del 0,5%.

Protocolo de Ensayo

Se inmovilizaron membranas CHO en microplacas FlashPlate de 96 pocillos. Se combinaron compuesto de ensayo,
GTPyS, motilina y [**S]-GTPyS en cada pocillo de acuerdo con los volimenes de ensayo descritos anteriormente.

Para el ensayo para medir la actividad agonista, se afiadieron 25 ul mas de tamp6n a cada pocillo ademds de 25 ul
de tampon (valor basal N=4), motilina 1 M (concentracién final) (valor de E,,,, N=3), GTPyS 25 uM (concentracién
final) (valor no especifico, N=4), o la concentracién apropiada de compuesto de ensayo (N=3).

Para el ensayo para medir la actividad antagonista, se afiaden 25 pl mds de tampén (control no estimulado) o
motilina (concentracion final 0,1 uM) a cada pocillo, ademds de 25 ul de tampé6n (valor basal, N=3), motilina 1
UM (concentracion final) (valor de E,.., N=3), GTPyS 25 uM (concentracién final) (valor no especifico, N=4) o la
concentracion apropiada de compuesto de ensayo (N=3).

La reaccién se inicia por la adicién de 100 ml de [**S]-GTPyS a cada pocillo. Cada placa se cierra herméticamente

(TopSeal-A) y se incuba en la oscuridad a temperatura ambiente durante 150 minutos. Después, las placas se someten
a un recuento durante 30 segundos por pocillo en el TopCount NXT.
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Los datos se analizaron por GraphPad Prism 3,0 (GraphPad Software, San Diego, CA) usando un analisis de
regresion no lineal (dosis-respuesta sigmoidea) para el cdlculo de los valores de Clsy/CEsy.

Superior - Inferior
Inferior

E. .. (agonista) o D, (antagonista) = x 100

max( max (

en la que Superior e Inferior corresponden a los valores superior e inferior de la curva de dosis-respuesta calculada
por GraphPad Prism.

Ejemplo de Procedimiento B4
Ensayo de Contractilidad de Duodeno de Conejo

Se suspendieron verticalmente segmentos duodenales en cdmaras de érganos de 10 ml rellenas con tampén de
Krebs y conectadas a un transductor de fuerza isotnica, con una precarga de 1 g. Después de un periodo de estabili-
zacion, las tiras de muisculo se expusieron a acetilcolina 10™* M y se lavaron. Esto se repitié hasta que se obtuvo una
contraccién maxima estable (2-3 veces) con un intervalo de al menos 20 minutos.

Después de alcanzar un valor basal estable, los compuestos de ensayo se afiadieron al bafio. Después de una
incubacién de 15 minutos, se registré una curva de dosis-respuesta a la motilina afiadiendo concentraciones crecientes
logaritmicamente de motilina al bafio (concentracion final de 10 a 107 M). También se realizé un experimento
blanco (sin que estuviera presente compuesto de ensayo). Al final de la curva de dosis-respuesta se administré una
dosis supraméxima de acetilcolina (10™* M) y esta respuesta se us6é como referencia (contraccion del 100%).

Los resultados de los experimentos a diferentes concentraciones de compuesto de ensayo se combinaron y anali-
zaron para obtener el valor de pA, a partir del grafico de Schild.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 3

Actividad de Union de los Compuestos Seleccionados
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Notas
Ensayos de unién competitiva a radioligando usando el Procedimiento B1
Valores indicados en forma de intervalos: A = 0,001-0,100 uM; B = 0,100-1,0 uM; C = 1,0-10,0 uM
X es NH excepto para:

Compuesto 223 y 225, X es:

Compuesto 224, X es NMe

W

7
e
k/s

X

Compuesto 226, X es:

{

Z,,7Z, y Z; son H excepto para los compuestos 30, 173 y 174, en los que Z, es O y para el compuesto 111 en el
que Z, es O.

R, R4 y Rs son hidrégeno excepto para el compuesto 65 en el que es:

m, n; y p son cero.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de férmula (I)
R,

(CHn, o

Ry

} Ry
>/z‘ z,
(CHz)m o Rs

"

b o RLITLD

T—72,
seleccionado entre los compuestos de la Tabla 3 mostrada en la memoria descriptiva.

2. Un antagonista del receptor de motilina con una estructura como se define en la reivindicacién 1.

3. Uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para la preparacion de un medicamento para el trata-
miento de un trastorno asociado con el receptor de motilina o la disfuncién de motilina.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para tratar un trastorno asociado con el receptor de motilina o
la disfuncién de motilina.

5. Uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento de un trastorno asociado con la hipermotilidad o hipermotilinemia.

6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para tratar un trastorno asociado con la hipermotilidad o
hipermotilinemia.

7. Uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 para la preparaciéon de un medicamento para el trata-
miento del sindrome del intestino irritable o la dispepsia.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para tratar el sindrome del intestino irritable o la dispepsia.

9. Uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para la preparaciéon de un medicamento para el tra-
tamiento de la enfermedad de Crohn, trastornos de reflujo gastroesofédgico, colitis ulcerosa, pancreatitis, estenosis
pildrica hipertréfica infantil, sindrome carcinoide, malabsorcidn, diarrea, diabetes mellitus, obesidad, colitis atréfica o
gastritis, estasis gastrica, sindrome de evacuacion gastrointestinal rdpida, sindrome postgastroenterostomia, enferme-
dad celiaca y trastornos de la alimentacién que conducen a obesidad.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 para tratar la enfermedad de Crohn, trastornos de reflujo gas-
troesofdgico, colitis ulcerosa, pancreatitis, estenosis pilérica hipertréfica infantil, sindrome carcinoide, malabsorcion,
diarrea, diabetes mellitus, obesidad, colitis atréfica o gastritis, estasis géstrica, sindrome de evacuacién gastrointestinal
rdpida, sindrome postgastroenterostomia, enfermedad celiaca y trastornos de la alimentacién que conducen a obesidad.

11. Una composicién que comprende un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 y un vehiculo farmacéutico.

12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para su uso como un antagonista del receptor de motilina.

13. Uso de un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 para la preparaciéon de un medicamento para su uso
como un antagonista del receptor de motilina.
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