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DESCRIPCION
Agentes antibacterianos

La presente invencion se refiere en general al tratamiento de infecciones causadas por bacterias Gram-negativas.
Mas especificamente, la invencion descrita en la presente memoria se refiere al tratamiento de infecciones Gram-
negativas mediante la inhibicion de la actividad de UDP-3-O-(R-3-hidroxidecanoil)-N-acetilglucosamina desacetilasa
(LpxC). La presente invencion proporciona inhibidores de molécula pequefia de LpxC, formulaciones farmacéuticas
que contienen dichos inhibidores, formulaciones farmacéuticas que contienen dichos inhibidores, métodos para
tratar a pacientes con dichas formulaciones farmacéuticas y métodos para preparar dichas formulaciones
farmacéuticas e inhibidores. Los inhibidores pueden usarse para tratar infecciones Gram-negativas de pacientes,
solos 0 en combinacién con otros agentes antibacterianos.

Durante las ultimas décadas, ha aumentado la frecuencia de resistencia antimicrobiana y su asociacion con
enfermedades infecciosas graves con una frecuencia alarmante. El aumento de la prevalencia de la resistencia entre
patégenos nosocomiales es particularmente desconcertante. De los mas de 2 millones de infecciones nosocomiales
que se producen cada afio en Estados Unidos, del 50 al 60 % estan causadas por cepas de bacterias resistentes a
agentes antimicrobianos. Esta alta tasa de resistencia aumenta la morbilidad, la mortalidad y los costes asociados
con las infecciones nosocomiales. En los Estados Unidos, se considera que las infecciones nosocomiales
contribuyen a o causan mas de 77.000 muertes al afio y tienen un coste anual de aproximadamente 5 a 10.000
millones de dolares. Entre los organismos Gram-positivos, los patégenos resistentes mas importantes son el
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (oxacilina), los neumococos resistentes a B-lactama y resistentes a
multiples farmacos y los enterococos resistentes a vancomicina. Las causas importantes de resistencia de las Gram-
negativas incluyen B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) en Kilebsiella pneumoniae, Escherichia coli, y
Proteus mirabilis, la resistencia a cefalosporina de alto nivel de tercera generacion (Amp C) y B-lactamasa entre
especies de Enterobacter y Citrobacter freundii y los genes de resistencia a multiples farmacos en Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter y Stenofrophomonas maltophilia (véase Jones, R.N., "Resistance patterns among
nosocomial pathogens: Trends over the past few years" Chest., 2001,119 (Supl. 2), 397S-404S).

El problema de la resistencia antibacteriana se agrava por la existencia de cepas bacterianas resistentes a multiples
agentes antibacterianos. Por ejemplo, todos los aislados de Pseudomonas aeruginosa resistentes a las
fluoroquinolonas son virtualmente resistentes a agentes antibacterianos adicionales (véase Sahm, D.F. et al.,
"Evaluation of current activities of fluoroquinolones against Gram-negative bacilli using centralized in vitro testing and
electronic surveillance" Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2001, 45, 267-274).

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevos agentes antibacterianos, en particular, agentes antibacterianos con
nuevos mecanismos de accion. La mayoria del esfuerzo para descubrir agentes antibacterianos en la industria
farmacéutica se dirige al desarrollo de farmacos eficaces contra bacterias Gram-positivas. Sin embargo, también
existe la necesidad de nuevos agentes contra bacterias Gram-negativas. Las bacterias Gram-negativas son
generalmente mas resistentes a un gran nimero de agentes antibacterianos y agentes quimioterapéuticos que las
bacterias Gram-positivas. Un estudio de agentes antibacterianos de origen natural recientemente comunicados
demostré que mas del 90 % carecian de actividad frente a Escherichia coli, aunque eran activos frente a bacterias
Gram-positivas. La membrana externa de las bacterias Gram-negativas contribuye a esta resistencia intrinseca
actuando como una eficiente barrera de permeabilidad, debido a que los estrechos canales de porina limitan la
penetracion de solutos hidréfilos y la baja fluidez de la capa de lipopolisacarido frena la difusiéon hacia el interior de
los solutos lipdfilos. Un segundo mecanismo también contribuye a la resistencia intrinseca de las bacterias Gram-
negativas. Estudios recientes demostraron que las bombas de eflujo de multiples farmacos, en ocasiones con una
amplia especificidad, actian como este segundo factor para generar la resistencia general intrinseca de las
bacterias Gram-negativas. Cuando sus niveles de expresion se encuentran elevados a consecuencia de la
regulacion fisioldgica o de la alteracién genética, pueden producir, con frecuencia, niveles impresionantes de
resistencia a una gran variedad de agentes antimicrobianos (véase Nikaido H., "Antibacterial resistance caused by
Gram-negative multidrug efflux pumps" Clinical Infectious Diseases, 1998, 27 (Supl. 1), S32-41).

Histéricamente, la mayoria del desarrollo de agentes antimicrobianos ha sido relativamente empirico. Los principios
activos, en general, se han hallado mediante la exploracién del suelo, aguas residuales, agua y otras sustancias
naturales para detectar organismos productores de agentes antimicrobianos o explorando diversos compuestos
quimicos. Una vez que se ha hallado un candidato principal y se ha determinado su estructura quimica, se produce
una serie de analogos para identificar un compuesto éptimo para su posterior desarrollo clinico. Un enfoque mas
racional implica la definicion de nuevas dianas, tales como genes o funciones enzimaticas responsables de una
actividad celular esencial crucial. Una vez que esto se ha llevado a cabo, pueden desarrollarse inhibidores o
bloqueantes de la funcion o producto génico.

Para identificar dianas potenciales para nuevos agentes antibacterianos contra las Gram-negativas, se han llevado a
cabo estudios dirigidos a la identificacién de todos los genes esenciales e importantes en Pseudomonas aeruginosa.
Entre los genes esenciales identificados, se encuentra LpxC, que codifica la enzima uridildifosfo-3-O-(R-
hidroxidecanoil)-N-acetilglucosamina desacetilasa (LpxC). Esta enzima es la primera etapa dedicada en la sintesis
del lipido A, el resto lipidico del lipopolisacarido, que es un componente esencial de las bacterias Gram-negativas.
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Por lo tanto, es una diana atractiva para los nuevos agentes antibacterianos. Para que sean utiles como agentes
antibacterianos, los inhibidores de LpxC no solo tendrian que inhibir la actividad enzimatica de LpxC de una
diversidad de bacterias, sino que tendrian que vencer a los mecanismos de resistencia intrinseca de las bacterias
Gram-negativas, tal como se han descrito anteriormente (es decir, tendrian que penetrar la membrana externa y ser
relativamente no susceptibles a las bombas de eflujo multifarmaco).

Hasta la fecha, los investigadores han identificado unos pocos compuestos con actividad antibacteriana que se
dirigen a la biosintesis del lipido A. Por ejemplo, la Publicacién Internacional PCT n.° WO 97/42179 de Patchett et al.
desvela compuestos de formula:

Los compuestos poseen actividad contra determinados organismos Gram-negativos, por ejemplo Escherichia coli,
pero no es tan activo frente a otras bacterias Gram-negativas importantes, por ejemplo Pseudomonas aeruginosa.
Estudios posteriores han determinado que el principal motivo para su inactividad frente a bacterias Gram-negativas
particulares médicamente importantes es su poca capacidad para inhibir a LpxC de P. aeruginosa; el eflujo por la
principal bomba de eflujo multifarmaco o la incapacidad para penetrar la membrana externa no fueron los factores
criticos.

Jackman et al. (J. Biol. Chem., 2000, 275(15), 11002-11009) describen el mecanismo de la biosintesis del lipido A
en el contexto de las bacterias Gram-negativas y desvela una nueva clase de inhibidores de LpxC que contienen
hidroxamato. Wyckoff et al. (Trends in Microbiology, 1998, 6(4), 154-159) discuten el papel de LpxC en la biosintesis
del lipido A y su papel en la regulacién y desvelan unos pocos acidos oxazolin hidroxamicos que inhiben el
crecimiento bacteriano. Sin embargo, Wyckoff et al. también discuten los inconvenientes de los inhibidores de
desacetilasa disponibles como agentes bactericidas contra Pseudomonas y destacan que tienen que efectuarse mas
trabajos en este campo.

La Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2001/0053555 (publicada el 20 de diciembre de 2001,
correspondiente a la Publicacién Internacional PCT n.° WO 98/18754 publicada el 7 de mayo de 1998) desvela una
biblioteca combinatoria de compuestos de hidroxilamina, acido hidroxamico, hidroxiurea y hidroxilsulfonamida que se
pretende que sean potencialmente Utiles como inhibidores de metaloproteasas, y la Patente de Estados Unidos n.°
6.281.245 reivindica un método para inhibir una enzima desformilasa mediante la administraciéon de uno de los
compuestos de hidroxilamina de la biblioteca combinatoria divulgada en la Publicacién de Solicitud de Patente de
Estados Unidos n.° 2001/0053555. La Publicacion Internacional PCT n.° WO 99/57097 (publicada el 11 de
noviembre de 1999), que desvela un método de sintesis en fase sdlida de la biblioteca de compuestos de
hidroxilamina, esta relacionada con las publicaciones de patente anteriores.

La Publicacién Internacional PCT n.° WO 00/61134 de British Biotech Pharmaceuticals Limited (publicada el 19 de
octubre de 2000) desvela compuestos de formula:

0O R, O

Los compuestos son utiles como agentes antimicrobianos y se cree que tienen actividad bactericida debido, al
menos en parte, a la inhibicién intracelular del polipéptido de desformilasa bacteriano. En la anterior Publicacion
Internacional PCT n.° WO 99/39704 de British Biotech Pharmaceuticals Limited (publicada el 12 de agosto de 1999),
se desvelaron compuestos de la siguiente formula:

OH R,
Ho _N A

T

0O R O
Los compuestos son utiles como agentes antimicrobianos utiles contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.

De Novo Pharmaceuticals LTD desvel6 en la Publicacion Internacional PCT n.° WO 02/50081 (publicada el 27 de
junio de 2002), determinados agentes antibacterianos y contra protozoos que tienen las férmulas mostradas a
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continuacion:

1 1
N R4 N. _R4
Z)\'/ \l,r Z/I\/ //S\\
O O

R, O Ry

La solicitud de patente discute que la actividad antibacteriana se debe, al menos en parte, a la inhibicion intracelular
del polipéptido de desformilasa bacteriana.

Mas recientemente, se desvelaron ciertos compuestos que tienen actividad frente a infecciones por bacterias Gram-
negativas en la Publicacién de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 2004/0229955 (publicada el 18 de
noviembre de 2004).

Aunque se han producido avances en el sector, sigue existiendo la necesidad de inhibidores de LpxC que tengan
actividad como agentes bactericidas contra bacterias Gram-negativas. Por consiguiente, es un objeto de la presente
invencion proporcionar compuestos y combinaciones de dichos compuestos para su uso en la preparacion de
antibacterianos y otros agentes farmacéuticos capaces de inhibir infecciones por bacterias Gram-negativas.

La presente invencién proporciona nuevos compuestos, formulaciones farmacéuticas que incluyen los compuestos,
compuestos para su uso en la inhibicion de UDP-3-O-(R-3-hidroxidecanoil)-N-acetilglucosamina desacetilasa (LpxC),
y compuestos para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas Gram-negativas.

En un aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto que tiene la siguiente formula (1):

A N
XRS

E D Y. Q
\L/ \G/ \X (

CH),
|

0 un estereoisémero, sal farmacéuticamente aceptable, éster o profarmaco del mismo, en donde:
E se selecciona entre el grupo que consiste en:

(N H,

(2) alquilo C1-Cs sustituido o sin sustituir,

(3) alquenilo C»-Cg sustituido o sin sustituir,

(4) alquinilo C2-Cs sustituido o sin sustituir,

(5) cicloalquilo C3-C1g sustituido o sin sustituir,

(6) arilo sustituido o sin sustituir,

(7) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y

(8) heteroarilo sustituido o sin sustituir;
L esta ausente o se selecciona entre el grupo que consiste en:

(1) alquilo C4-Cs sustituido o sin sustituir,

(2) -(NR*")-1-(CH2)o-4-NR**-(CHz2)0.4-,

3) -(NRSL)0.1-C(R1L,RZL)-NRSL-C(R1L,R2L)-,

(4) -C(R1L,RZL)-O-C(R1L,R2L)-,

(5) -(CH2)04-NR*-C(R"",R?")-CONH-(CH2)0.4-,

(6) -CO-C(R"",R?")-NHCO-,

(7) -CONR®-,

(8) -NR*-CO-,
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(9) -NR®-,
(10) -SO.NR?-,
(11) -NR*-C(=0)-NR*-,
(12) cicloalquilo C3-C1g sustituido o sin sustituir,
(13) arilo sustituido o sin sustituir,
(14) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(15) heteroarilo sustituido o sin sustituir,
en donde:
cadaR™, R* y R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:
(a) H,
(b) alquilo C4-Cs sustituido o sin sustituir,
(c) alquilo C4-Ce sustituido con arilo,
(d) alquilo C4-Cs sustituido con heterociclilo, y
(e) alquilo C4-Cs sustituido con heteroarilo,

oR™ y R*, junto con los atomos a los que estan unidos, pueden formar un anillo heterociclico sustituido o sin
sustituir, que tiene de 3 a 8 atomos de anillo, donde 1-2 atomos de anillo del anillo heterociclico se seleccionan entre
N,OyS;

D esta ausente o se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) cicloalquilo C3-C1o sustituido o sin sustituir,
(2) arilo sustituido o sin sustituir,
(3) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(4) heteroarilo sustituido o sin sustituir;
G se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) -(CH2)0-4-O-(CH2)o-4-,
(2) -(CH2)0-4-S-(CHz2)o4-,
(3) ~(CH2)0-4-NR"®~(CHz2)o.4-,
(4) -C(=Oy,
(5) -NR'®C(=0)-,
(6) -C(=O)NR'®-,
(7) -(CH2)04NHCH,C(=O)NR'®-,
(8) -C=C-,
(9) -C=C-C=C-,
(10) -CR*®=CR%*.,
(11) -S(=0)-,
(12) -SO2-,
(13) -C(R*)2-S(=0)-,
(14) -8(=0)-C(R*)z-,
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(15) -C(R*®),-SO»-,
(16) -S0,-C(R%®),-
(17) -CR**=CR*:-CR**=CR*-,
(18) -C(R™)z-,
(19) -CR**=CR*.c=C-,
(20) -C=C-CR*®=CR*.,
(21) -C(=0)-C=C-,
(22) -C=C-C(=0)-,
(23) cicloalquilo C3-C1o sustituido o sin sustituir,
(24) arilo sustituido o sin sustituir,
(25) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(26) heteroarilo sustituido o sin sustituir,
en donde:
R'® es alquilo C4-Ce sustituido o sin sustituir;

cada R*® y R*® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, un dtomo de halégeno y
alquilo C4-Ce sustituido o sin sustituir;

Y esta ausente o se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) cicloalquilo C3-C1o sustituido o sin sustituir,
(2) arilo sustituido o sin sustituir,
(3) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(4) heteroarilo sustituido o sin sustituir;
X se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) -(C=O)NRs-,
(2) -alquil C1Ce-(C=0O)NRs-,
(3) -alquenil C2-Cs-(C=0)NRg4-,
(4) -alquinil C,-Cs-(C=0)NRy-,
(5) -CH2NRs-,
(6) -SO2NRs-,
(7) -S(=O)NR4-,
(8) -NR4C(=0)-, ¥
(9) -NRs-,
o cuando Y es un heterociclilo o heteroarilo biciclico, sustituido o sin sustituir, entonces X esta ausente;
R3 es H o alquilo C1-Cs sustituido o sin sustituir;

R4 es (1) H o alquilo C+-Cs sustituido o sin sustituir, 0 (2) R4 e Y, junto con los atomos a los que estan unidos, forman
un heterociclilo o heteroarilo biciclico, sustituido o sin sustituir;

n es un numero entero de 0-6;

A se selecciona entre el grupo que consiste en:
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(1) -C(R™ R*)N(R* R*),
en donde:

cada R"™ y R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C1-Cs sustituido o sin
sustituir;

cada R*, y R*® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:
(@) H,
(b) alquilo C1-Cs sustituido o sin sustituir, y
(c) heterociclilo sustituido o sin sustituir;

Q es -(C=0)NHOH,

donde "sustituido” se refiere a

(a) un grupo quimico que tiene al menos un atomo de hidrégeno reemplazado con un enlace a un atomo no
hidrégeno seleccionado entre halégeno, hidroxilo, alcoxi, éster, tio, sulfuro de alquilo, sulfuro de arilo, sulfona,
sulfonilo, sulféxido, amina, amida, alquilamina, dialquilamina, arilamina, alquilarilamina, diarilamina, N-6xido,
imida, enamina, trialquilsililo, dialquilarilsililo, alquildiarilsililo, triarilsililo;

(b) un grupo quimico en uno o mas enlaces esta reemplazado por un enlace de orden superior a un heteroatomo,
seleccionandose dicho sustituyente entre oxo, carbonilo, carboxilo, éster, imina, oxima, hidrazona y nitrilo;

(c) un grupo quimico en el que uno o mas enlaces estan reemplazados por un enlace a un grupo alquilo,
alquenilo, alquinilo, amino, arilo, ciano, cicloalquilo, halégeno, heteroarilo, heterociclilo, hidroxilo, imino, nitro, oxo
o tioxo.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
la invencion y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de la invencién o una composicién farmacéutica
de la invencioén para su uso en el tratamiento de un sujeto con una infeccién bacteriana Gram-negativa.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de un compuesto de la invencion o de una composicion
farmacéutica de la invencién para la preparaciéon de un medicamento para tratar a un sujeto con una infeccién por
bacterias Gram-negativas.

Las realizaciones preferidas se exponen en las reivindicaciones.
En una realizacién mas especifica, el sujeto es un mamifero y en determinadas realizaciones, un ser humano.

En otro aspecto, el sujeto puede estar infectado con una bacteria Gram-negativa fermentadora o no fermentadora,
en particular, seleccionada entre el grupo que consiste en Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophila,
Burkholderia cepacia, Alcaligenes xylosoxidans, Acinetobacter, Enterobacteriaceae, Haemophilus, Franciscellaceae
(Franciscella tularensis) y Neisseria species.

En otro aspecto, el sujeto puede estar infectado con bacterias Gram-negativas, tal como un miembro de las
Enterobacteriaceae que se selecciona entre el grupo que consiste en organismos tales como Serratia, Proteus,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Providencia, Yersinia (Yersinia pestis), Morganella, Cedecea, y
Edwardsiella species y Escherichia coli.

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva desvela un método para la coadministracion de un compuesto de
férmula (1) con otros agentes terapéuticos que se seleccionan por su particular utilidad contra la afeccion que se esté
tratando. Por ejemplo, un compuesto de formula () es util junto con otros agentes antibacterianos. El compuesto de
férmula (I) aumenta la sensibilidad de las bacterias Gram-negativas a las clases existentes de antibacterianos. Las
combinaciones de los compuestos divulgados en la presente memoria con otros agentes antibacterianos estan
dentro del alcance de la invencion. Dichos agentes antibacterianos incluyen eritromicina, rifampicina, acido
nalidixico, carbenicilina, bacitracina, cicloserina, fosfomicina y vancomicina.

Estos y otros aspectos de la invencién seran evidentes al hacer referencia a la siguiente descripcion detallada.

A menos que el contexto requiera lo contrario, a lo largo de la memoria descriptiva y reivindicaciones siguientes, la
palabra "comprende" y las variaciones de la misma, tales como "comprender" y "comprendiendo" deben
interpretarse en un sentido abierto e inclusivo, es decir, como "incluyendo, pero sin limitacién".

La referencia a lo largo de la presente memoria descriptiva a "una realizacién" significa que un rasgo, estructura o
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caracteristica particular descrita en referencia a la realizacién esta incluida en al menos una realizacion de la
presente invencion. Por lo tanto, la aparicion de la expresion "en una realizaciéon" en varios sitios a lo largo de la
presente memoria descriptiva no se refiere necesariamente en todos los casos a la misma realizacion. Ademas, los
rasgos, estructuras o caracteristicas particulares pueden combinarse de cualquier modo adecuado en una o mas
realizaciones.

La presente invencién proporciona nuevos compuestos, métodos para inhibir a LpxC en bacterias Gram-negativas y
nuevos métodos para tratar infecciones bacterianas. Los compuestos proporcionados en la presente memoria
pueden formularse en formulaciones farmacéuticas y medicamentos que son utiles en los métodos de la invencién.
La invencién también proporciona el uso de los compuestos en la preparacion de medicamentos y formulaciones
farmacéuticas, para el uso de los compuestos en la inhibicion de LpxC y para el uso de los compuestos en el
tratamiento de las infecciones bacterianas en un sujeto.

Las siguientes abreviaturas y definiciones se usan a lo largo de la presente solicitud:
"LpxC" es una abreviatura que representa UDP-3-O-(R-3-hidroxidecanoil)-N-acetilglucosamina desacetilasa.

Generalmente, la referencia a un determinado elemento, tal como hidrégeno o H pretende incluir todos los is6topos
de ese elemento. Por ejemplo, si un grupo sustituyente se define incluyendo hidrégeno o H, también incluye deuterio
y tritio.

"Alquilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburos lineal o ramificada, saturada, que consiste Unicamente
en atomos de carbono e hidrégeno, y que tiene de uno a doce atomos de carbono, preferentemente de uno a ocho
atomos de carbono (alquilo C4-Cg) 0 de uno a seis atomos de carbono (alquilo C4-Cg). De esta manera, la frase
incluye grupos alquilo de cadena lineal tales como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo,
decilo, undecilo, dodecilo y similares. La frase también incluye isomeros de cadena ramificada de grupos alquilo de
cadena lineal, los siguientes, que se proporcionan a modo de ejemplo: -CH(CHs)2,-CH(CH3)(CH2CH3), -
CH(CH2CHj3),, -C(CHs)s, -C(CH2CH3)3, -CH2CH(CHs3),,-CH2CH(CH3)(CH2CHj3), -CH2CH(CH2CHj3),, -CH2C(CHa)s, -
CH2C(CH2CH3)3,-CH(CH3)CH(CH3)(CH2CH3), -CH2CH2CH(CH3)a, -CH2CH2CH(CH3)(CH2CH3),-
CH2CH2CH(CH2CH3)a, -CH2CH2C(CHa)s, -CH2CH2C(CH2CH3)3,-CH(CH3)CH2CH(CH3)2, -
CH(CH3)CH(CH3)CH(CH3)2,-CH(CH2CH3)CH(CH3)CH(CH3)(CH2CHa) y similares.

"Alquenilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburos lineal o ramificada, insaturada, que contiene al menos
un doble enlace, que consiste Unicamente en atomos de carbono e hidrégeno, y que tiene de dos a doce atomos de
carbono, preferentemente de dos a ocho atomos de carbono (alquenilo C,-Cs) o de dos a seis atomos de carbono
(alquenilo C,-Ce). Los radicales alquenilo representativos incluyen vinilo, -CH=CH(CH3), -CH=C(CH3)2,-C(CH3)=CH>,
-C(CH3)=CH(CH3), -C(CH.CH3)=CH,, ciclohexenilo, ciclopentenilo, ciclohexadienilo, butadienilo, pentadienilo,
hexadienilo y similares.

"Alquinilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburos lineal o ramificada, insaturada, que contiene al menos
un triple enlace y, opcionalmente, al menos un doble enlace, que consiste Unicamente en atomos de carbono e
hidrégeno, y que tiene de dos a doce atomos de carbono, preferentemente de dos a ocho atomos de carbono
(alquinilo C,-Cs) o de dos a seis atomos de carbono (alquinilo C-Cs). Los radicales alquinilo representativos incluyen
-C=CH, -C=C(CHj3), -C=C(CH2CHj3), -CH,C=CH, -CH,C=C(CHz3), -CH2C=C(CH2>CHs) y similares.

"Alcoxi" se refiere a un radical de la formula -OR, en donde R; es un radical alquilo, alquenilo o alquinilo, como se ha
definido anteriormente, que contiene de uno a doce atomos de carbono. A menos que se indique especificamente lo
contrario en la memoria descriptiva, un grupo alcoxi puede estar opcionalmente sustituido.

"Alquilamino" se refiere a un radical de la formula -NHR, 0 -NRaRa en donde cada R, es, independientemente, un
radical alquilo, alquenilo o alquinilo, como se ha definido anteriormente, que contiene de uno a doce atomos de
carbono. A menos que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo alquilamino
puede estar opcionalmente sustituido.

"Tioalquilo" se refiere a un radical de la férmula -SRa en donde Rj es un radical alquilo, alquenilo o alquinilo, como se
ha definido anteriormente, que contiene de uno a doce atomos de carbono. A menos que se indique especificamente
lo contrario en la memoria descriptiva, un grupo tioalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Arilo" se refiere a sistemas de anillos de hidrocarburos aromaticos, monociclicos o multiciclicos, que consisten
Unicamente en atomos de hidrégeno y carbono y que contienen de 6 a 19 atomos de carbono, donde el sistema de
anillos puede estar parcial o totalmente saturado, por ejemplo, fenilo, bifenilo, antracenilo, naftilo y similares.

"Cicloalquilo" se refiere a un radical hidrocarburo no aromatico, monociclico o policiclico, que consiste solamente en
atomos de carbono e hidrogeno, que puede incluir sistemas de anillos condensados o puenteados, que tiene de tres
a quince atomos de carbono, que tiene preferentemente de tres a diez atomos de carbono (cicloalquilo C3-C10) y que
esta saturado o insaturado. Los radicales monociclicos incluyen, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo y similares. Los radicales policiclicos incluyen, por ejemplo, adamantina,
norbornano, decalinilo, 7,7-dimetil-biciclo[2.2.1]heptanilo y similares.
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"Heteroarilo" o "anillo de heteroarilo" se refiere a un radical de anillo aromatico de 5 a 18 miembros que consiste en
de tres a diecisiete atomos de carbono y de uno a diez heteroatomos seleccionados entre el grupo que consiste en
nitrégeno, oxigeno y azufre. Para los fines de la presente invencion, el radical heteroarilo puede ser un sistema de
anillo monociclico, biciclico o policiclico que puede incluir sistemas de anillo condensados o puenteados; los atomos
de nitrégeno, carbono o azufre en el radical heteroarilo pueden estar opcionalmente oxidados; y el atomo de
nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado. Los radicales heteroarilo incluyen, por ejemplo, azepinilo,
acridinilo, benzoimidazolilo, benzotiazolilo, benzindolilo, benzodioxolilo, benzofuranilo, benzooxazolilo, benzotiazolilo,
benzotiadiazolilo, benzo[b][1,4]dioxepinilo, 1,4-benzodioxanilo, benzonaftofuranilo, benzoxazolilo, benzo-1,3-
dioxolilo, benzodioxinilo, benzopiranilo, benzopiranonilo, benzofuranilo, benzofuranonilo, benzotienilo
(benzotiofenilo), benzotriazolilo, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridinilo, carbazolilo, cinnolinilo, dibenzofuranilo,
dibenzotiofenilo, furanilo, furanonilo, isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo, indazolilo, isoindolilo, indolinilo,
isoindolinilo, isoquinolilo, indolizinilo, isoxazolilo, naftilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, 2-oxoazepinilo, oxazolilo, 1-fenil-
1H-pirrolilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, pteridinilo, purinilo, pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo,
pirimidinilo, piridazinilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, isoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, tiazolilo,
tiadiazolilo, triazolilo, tetrazolilo, triazinilo, tiofenilo (es decir, tienilo) y similares.

"Anillo heterociclico" incluye grupos tanto "heterociclilo" como "heteroarilo”.

"Heterociclilo" se refiere a un radial de anillo no aromatico de 3 a 18 miembros que consiste en de dos a diecisiete
atomos de carbono y de uno a diez heteroatomos seleccionados entre el grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y
azufre. A menos que se indique especificamente lo contrario en la memoria descriptiva, el radical heterociclilo puede
ser un sistema de anillo monociclico, biciclico o policiclico que puede incluir sistemas de anillo condensados o
puenteados; y los atomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical heterociclilo pueden estar opcionalmente
oxidados; el atomo de nitr6geno puede estar opcionalmente cuaternizado; y el radical heterociclilo puede estar
parcial o completamente saturado. Los radicales heterociclilo incluyen, por ejemplo, dioxolanilo, tienil[1,3]ditianilo,
decahidroisoquinolilo, imidazolinilo, imidazolidinilo, isotiazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, octahidroindolilo,
octahidroisoindolilo, oxiranilo, 2-oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo, 2-oxopirrolidinilo, oxazolidinilo, piperidinilo,
piperazinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo, pirazolidinilo, quinuclidinilo, tiazolidinilo, tetrahidrofurilo, ftritianilo,
tetrahidropiranilo, tiomorfolinilo, tiamorfolinilo, 1-oxo-tiomorfolinilo, 1,1-dioxo-tiomorfolinilo y similares.

Los radicales heteroarilo y heterociclilo representativos incluyen: anillos insaturados de 3 a 8 miembros que
contienen de 1 a 4 atomos de nitrégeno, tales como pirrolilo, pirrolinilo, imidazolilo, pirazolilo, piridilo, dihidropiridilo,
pirimidilo, pirazinilo, piridazinilo, triazolilo (por ejemplo, 4H-1,2,4-triazolilo, 1H-1,2,3-triazolilo, 2H-1,2,3-triazolilo, etc.),
tetrazolilo, (por ejemplo, 1H-tetrazolilo, 2H tetrazolilo, etc.); anillos de 3 a 8 miembros saturados que contienen de 1
a 4 atomos de nitrégeno, tales como pirrolidinilo, imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo; grupos heterociclicos
insaturados condensados que contienen de 1 a 4 atomos de nitrégeno, tales como indolilo, isoindolilo, indolinilo,
indolizinilo, benzoimidazolilo, quinolilo, isoquinolilo, indazolilo, benzotriazolilo; anillos de 3 a 8 miembros insaturados
que contienen de 1 a 2 atomos de oxigeno y de 1 a 3 atomos de nitrogeno, tales como oxazolilo, isoxazolilo,
oxadiazolilo (por ejemplo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, 1,2,5-oxadiazolilo, etc.); anillos de 3 a 8 miembros
saturados que contienen de 1 a 2 atomos de oxigeno y de 1 a 3 atomos de nitrégeno, tales como morfolinilo; grupos
heterociclicos condensados insaturados que contienen de 1 a 2 4tomos de oxigeno y de 1 a 3 4tomos de nitrégeno,
por ejemplo, benzoxazolilo, benzoxadiazolilo, benzoxazinilo (por ejemplo, 2H-1,4-benzoxazinilo, etc.); anillos de 3 a
8 miembros insaturados que contienen de 1 a 3 atomos de azufre y de 1 a 3 atomos de nitrégeno, tales como
tiazolilo, isotiazolilo, tiadiazolilo (por ejemplo, 1,2,3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, 1,2,5-tiadiazolilo,
etc.); anillos de 3 a 8 miembros saturados que contienen de 1 a 2 atomos de azufre y de 1 a 3 atomos de nitrogeno,
tales como tiazolodinilo; anillos de 3 a 8 miembros saturados e insaturados que contienen de 1 a 2 atomos de
azufre, tales como tienilo, dihidroditiinilo, dihidroditionilo, tetrahidrotiofeno, tetrahidrotiopirano; anillos heterociclicos
condensados insaturados que contienen de 1 a 2 atomos de azufre y de 1 a 3 atomos de nitrégeno, tales como
benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzotiazinilo (por ejemplo, 2H-1,4-benzotiazinilo, etc.), dihidrobenzotiazinilo (por
ejemplo, 2H-3,4-dihidrobenzotiazinilo, etc.), anillos de 3 a 8 miembros insaturados que contienen atomos de
oxigeno, tales como furilo; anillos heterociclicos condensados insaturados que contienen de 1 a 2 atomos de
oxigeno, tales como benzodioxolilo (por ejemplo, 1,3-benzodioxoilo, etc.); anillos de 3 a 8 miembros insaturados que
contienen un atomo de oxigeno y de 1 a 2 atomos de azufre, tales como dihidrooxatiinilo; anillos de 3 a 8 miembros
saturados que contienen de 1 a 2 atomos de oxigeno y de 1 a 2 atomos de azufre, tales como 1,4-oxatiano; anillos
condensados insaturados que contienen de 1 a 2 atomos de azufre, tales como benzotienilo, benzoditiinilo; y anillos
heterociclicos condensados insaturados que contienen un atomo de oxigeno y de 1 a 2 atomos de oxigeno, tales
como benzoxatiinilo. El grupo heterociclilo también incluye aquellos descritos anteriormente en los que uno o mas
atomos de S en el anillo estan doblemente enlazados a uno o dos atomos de oxigeno (sulféxidos y sulfonas). Por
ejemplo, los grupos heterociclilo incluyen tetrahidrotiofeno, o6xido de tetrahidrotiofeno y 1,1-diéxido de
tetrahidrotiofeno. Los grupos heterociclilo preferidos contienen 5 o 6 miembros de anillo. Los grupos heterociclilo
mas preferidos incluyen morfolina, piperazina, piperidina, pirrolidina, imidazol, pirazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol,
tetrazol, tiomorfolina, tiomorfolina en que el atomo de S de la tiomorfolina esta unido a uno o mas atomos de O,
pirrol, homopiperazina, oxazolidin-2-ona, pirrolidin-2-ona, oxazol, quinuclidina, tiazol, isoxazol, furano vy
tetrahidrofurano.

El término "sustituido" usado en la presente memoria significa cualquiera de los grupos anteriores (es decir, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alquilamino, alcoxi, alquiltio, arilo, cicloalquilo, heteroarilo y/o heterociclilo) en donde al menos un
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atomo de hidréogeno esta reemplazado por un enlace a un atomo distinto de hidrégeno, tal como: un atomo de
halégeno, tal como F, Cl, Br e |; un atomo de oxigeno en grupos tales como grupos hidroxilo, grupos alcoxi y grupos
éster; un atomo de azufre en grupos tales como grupos tiol, grupos de sulfuro de alquilo y arilo, grupos sulfona,
grupos sulfonilo y grupos sulféxido; un atomo de nitrégeno en grupos tales como aminas, amidas, alquilaminas,
dialquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas, N-6xidos, imidas y enaminas; un atomo de silicio en grupos
tales como grupos trialquilsililo, grupos dialquilarilsililo, grupos alquildiarilsillo y grupos triarilsililo; y otros
heteroatomos en otros diversos grupos. "Sustituido" también significa cualquiera de los grupos anteriores en que uno
0 mas enlaces estan reemplazados por un enlace de mayor orden (por ejemplo, un enlace doble o triple) a un
heteroatomo, tal como oxigeno en los grupos oxo, carbonilo, carboxilo y éster; y nitrégeno en grupos tales como
iminas, oximas, hidrazonas y nitrilos. "Sustituido" significa ademas cualquiera de los grupos anteriores en los que
uno o mas enlaces estan reemplazados por un enlace a un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, amino, arilo, ciano,
cicloalquilo, halégeno, heteroarilo, heterociclilo, hidroxilo, imino, nitro, oxo o tioxo. Por ejemplo, "sustituido" incluye
cualquiera de los grupos anteriores en que uno o mas atomos de hidrogeno se reemplazan con -NRgRn, -
NRgC(=0)Rn, -NRgC(=O)NRyRn, -NR4C(=0)ORy, -NRgSO2R:, -OC(=0O)NRgR:, -ORg, -SRg, -SORy, -SO2Rg, -OSO2Rg,
-SO20Ry, =NSO2Ry y -SO2NRgRy. "Sustituido” también significa cualquiera de los grupos anteriores en que uno o
mas atomos de hidroégeno se reemplazan con -C(=0O)Rg, -C(=0)ORg, -C(=O)NRgR:, -CH2SO2Rg, -CH2SO2NRgRh. En
lo anterior, Rg y Rx son iguales o diferentes e independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi,
alquilamino, alquiltio, arilo, cicloalquilo, heterociclilo y/o heteroarilo. Ademas, los sustituyentes anteriores también
pueden estar sustituidos opcionalmente con uno o mas de los sustituyentes anteriores.

Por ejemplo, los grupos alquilo sustituido representativos incluyen trifluorometilo. Los grupos heteroarilo y
heterociclilo representativos incluyen 2-metilbenzoimidazolilo, 5-metilbenzoimidazolilo, 5-clorobenzotiazolilo, 1-
metilpiperazinilo y 2-cloropiridilo. Los grupos arilo sustituido representativos incluyen tolilo e hidroxifenilo. Otros
sustituyentes representativos incluyen grupos alquilo de cadena lineal y ramificada, -CHs, -C2Hs, -CH20OH, -OH, -
OCH3, -OC2H5, -OCFs, -CN, -NOz,-COzH, -COzCHs, -CONHz, -NHz, -F, -C|, -Br, -CF3, -N(CH3)2, -NHSOzCH3 y -
NHCOCH:s.

"Amino" se refiere al radical -NHa.

"Ciano" se refiere al radical -CN.

"Haloégeno" se refiere a bromo, cloro, fluor o yodo.
"Hidroxilo" se refiere al radical -OH.

"Imino" se refiere al sustituyente =NH.

"Nitro" se refiere al radical -NO-.

"Oxo" se refiere al sustituyente =0.

"Tioxo" se refiere al sustituyente =S.

"Condensado" se refiere a cualquier estructura de anillo descrita en la presente memoria que esta condensada a una
estructura de anillo existente en los compuestos de la presente invencion. Cuando el anillo condensado es un anillo
de heterociclilo o un anillo de heteroarilo, cualquier &tomo de carbono en la estructura de anillo existente, que se
convierte en parte del anillo de heterociclilo condensado o del anillo de heteroarilo condensado, puede reemplazarse
con un atomo de nitrégeno.

El término "protegido” con respecto a grupos hidroxilo, grupos amina y grupos sulfhidrilo se refiere a formas de estas
funcionalidades que estan protegidas frente a una reaccidon no deseada con un grupo protector conocido por los
expertos en la materia, tales como aquellos expuestos en Protective Groups in Organic Synthesis, Greene, T. W_;
Wuts, P. G. M., John Wiley & Sons, Nueva York, NY, (32 Edicidn, 1999) que pueden afadirse o retirarse usando los
procedimientos expuestos en la presente memoria. Los ejemplos de grupos hidroxilo protegidos incluyen éteres de
sililo, tales como aquellos obtenidos mediante reaccién de un grupo hidroxilo con un reactivo, tal como t-butildimetil-
clorosilano, trimetilclorosilano, triisopropilclorosilano, trietilclorosilano; éteres de metilo y etilo sustituidos, tales como
éter de metoximetilo, éter de metiltiometilo, éter de benciloximetilo, éter de t-butoximetilo, éter de 2-
metoxietoximetilo, éteres de tetrahidropiranilo, éter de 1-etoxietilo, éter de alilo, éter de bencilo; ésteres tales como
benzoilformato, formato, acetato, tricloroacetato y trifluoroacetato. Los ejemplos de grupos amina protegidos incluyen
amidas, tales como formamida, acetamida, trifluoroacetamida y benzamida; imidas, tales como ftalamida y
ditiosuccinimida; y otros. Los ejemplos de grupos sulfhidrilo protegidos incluyen tioéteres, tales como tioéter de S-
bencilo y tioéter de S-4-picolilo; derivados de S-metilo sustituidos, tales como hemitio, ditio y aminotio acetales; y
otros.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" incluye una sal con una base inorganica, una base organica, un
acido inorganico, un acido organico o un aminoacido basico o acido. Como sales de bases inorganicas, la invencién
incluye, por ejemplo, metales alcalinos, tales como sodio o potasio; metales alcalinotérreos, tales como calcio y
magnesio o aluminio; y amoniaco. Como sales de bases organicas, la invencion incluye, por ejemplo, trimetilamina,
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trietilamina, piridina, picolina, etanolamina, dietanolamina y trietanolamina. Como sales de acidos inorganicos, la
presente invencioén incluye, por ejemplo, acido clorhidrico, acido borhidrico, acido nitrico, acido sulfurico y acido
fosférico. Como sales de acidos organicos, la presente invencion incluye, por ejemplo, acido féormico, acido acético,
acido trifluoroacético, acido fumarico, acido oxalico, acido tartarico, acido maleico, acido citrico, acido succinico,
acido madlico, acido metanosulfénico, acido bencenosulfénico y &cido p-toluenosulfonico. Como sales de
aminoacidos basicos, la presente invencion incluye, por ejemplo, arginina, lisina y ornitina. Los aminoacidos acidos
incluyen, por ejemplo, acido aspartico y acido glutamico.

La expresion "éster farmacéuticamente aceptable" se refiere a ésteres que se hidrolizan in vivo e incluyen aquellos
que se descomponen facilmente en el cuerpo humano para dejar el compuesto parental o una sal del mismo. Los
grupos éster adecuados incluyen, por ejemplo, aquellos derivados de acidos carboxilicos alifaticos
farmacéuticamente aceptables, en particular, los acidos alcanoico, alquenoico, cicloalcanoico y alcanodioico, en los
que cada resto alquilo o alquenilo tiene ventajosamente no mas de 6 atomos de carbono. Los ejemplos
representativos de ésteres particulares incluyen formiatos, acetatos, propionatos, butiratos, acrilatos y etilsuccinatos.

La expresion "profarmaco farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere
aquellos profarmacos de los compuestos de la presente invencién que, dentro del alcance del buen criterio médico,
son adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales inferiores sin causar de
manera indebida toxicidad, irritacion, respuesta alérgica y similares, conmensurado con una relacion beneficio/riesgo
razonable y eficaz para su uso previsto, asi como las formas zwitteridnicas, en los casos donde sea posible, de los
compuestos de la invencion. El término "profarmaco” se refiere a compuestos que se transforman rapidamente in
vivo para proporcionar el compuesto parental de la formula anterior, por ejemplo, mediante hidrdlisis en la sangre.
Se proporciona una discusion exhaustiva en T. Higuchi y V. Stella, Pro-drugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14 de
la serie A.C.S. Symposium, y en Edward B. Roche, ed., Bioreversible Carriers in Drug Design, American
Pharmaceutical Association y Pergamon Press, 1987.

La expresion "agente antibacteriano" se refiere a agentes sintetizados o modificados en el laboratorio que tienen
actividad bactericida o bacteriostatica. Un agente "activo" en este contexto inhibira el crecimiento de P. aeruginosa y
otras bacterias Gram-negativas. La expresion "inhibir el crecimiento” indica que se reduce la velocidad de aumento
en el numero de una poblacién de una bacteria particular. Por lo tanto, el término incluye situaciones en que la
poblacidon bacteriana aumenta pero a una velocidad reducida, asi como situaciones en donde se detiene el
crecimiento de la poblacién, asi como situaciones donde el numero de bacterias en la poblacion se reduce o incluso
se elimina la poblacién. Si se emplea un ensayo de actividad enzimatica para explorar respecto de inhibidores, se
pueden efectuar modificaciones en la captacién/eflujo, solubilidad, semivida, etc. de los compuestos para
correlacionar la inhibicién enzimatica con la inhibicién del crecimiento. La actividad de los agentes antibacterianos no
se limita necesariamente a bacterias, sino que también puede incluir actividad contra parasitos, virus y hongos.

La presente invencion también incluye inhibidores de LpxC marcados isotdpicamente, que son estructuralmente
idénticos a aquellos desvelados en la presente memoria, pero en los que uno o mas atomos se reemplazan por un
atomo que tiene una masa atdbmica o numero masico diferente de la masa atdmica o niumero masico que se
encuentra normalmente en la naturaleza. Los ejemplos de is6topos que pueden incorporarse en compuestos de la
invencion incluyen isétopos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fésforo, azufre, flior y cloro, tales como 2H,
3H, 130, 14C, 15N, 18O, ! O, 31P, 32P, 5S, B y %CI, respectivamente. Los compuestos de la presente invencion, los
profarmacos de los mismos y las sales farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos y de dichos
profarmacos que contienen los is6topos anteriormente mencionados y/u otros isétopos de otros atomos se
encuentran dentro del alcance de la presente invencidon. Determinados compuestos de la presente invencion
marcados isotdépicamente, por ejemplo aquellos en que se incorporan is6topos radiactivos, tales como °H y 14C, son
utiles en los ensayos de distribucion de farmacos y/o sustratos en tejidos. Los isotopos de tritio, es decir, °H y
carbono-14, es decir, "“C, se prefieren particularmente por su facilidad de preparacién y deteccién. Ademas, la
sustitucion con iso6topos mas pesados tales como deuterio, es decir, 2H, puede proporcionar ciertas ventajas
terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo semivida aumentada in vivo o
requerimientos de dosificacion reducidos e incluso pueden preferirse en algunas circunstancias. Los compuestos de
la presente invencion marcados isotopicamente y los profarmacos de los mismos pueden prepararse generalmente
llevando a cabo procedimientos conocidos o citados y mediante la sustitucion de un reactivo marcado
isotépicamente facilmente disponible por un reactivo no marcado isotépicamente.

Tal como se ha indicado anteriormente, en un aspecto, la presente invencién proporciona compuestos que tienen la
férmula (1) de acuerdo con la reivindicacion 1.

Por ejemplo, A puede ser -C(CH3)2NH,.

En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, G se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1)-C=C-,
(2) -C=C-C=C-,
(3) -CR**=CR*¢-Cc=C-, y

11



10

15

20

ES 2602615713

(4) -C=C-CR**=CR%°-.

Por ejemplo, G puede ser -C=C-, -C=C-C=C-, -CH=CH-C=C- o -C=C-CH=CH-. En realizaciones en donde G es -
CH=CH-C=C-, G puede tener una de las siguientes estructuras:

H R, M 2
NN
H o H

y en realizaciones en donde G es -C=C-CH=CH-, G puede tener una de las siguientes estructuras:

3/%{’40%/%%

En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, X es -(C=0)NRs-. Por ejemplo, X puede ser -(C=O)NH-.
En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, n es 0,
En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, R3 es H.

En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, Y es arilo sustituido o sin sustituir. Por ejemplo, Y puede ser
fenilo sustituido o sin sustituir.

En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, D esta presente. Por ejemplo, D puede ser heteroarilo
sustituido o sin sustituir (tal como, por ejemplo, un heteroarilo se selecciona entre el grupo que consiste en:

sisgetoaot ples

HNCD/%’HN\;j%’{]/%,QfR,N\\/E/R,NURES{ja
At alvale iy ateatoo

s S,
salsSyaleatoaltafe e

@/‘"’

).

Como alternativa, D puede ser arilo sustituido o sin sustituir (tal como, por ejemplo, fenilo sustituido o sin sustituir).

12
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En otras realizaciones concretas de las realizaciones anteriores, D esta ausente.

En ciertas realizaciones de las realizaciones anteriores, L esta presente. Por ejemplo, L puede ser alquilo sustituido
o sin sustituir (tal como -CH3s-) o L puede ser -CH>-NH-.

En otras realizaciones concretas de las realizaciones anteriores, L esta ausente.

5 En varias otras realizaciones de todas las realizaciones anteriores, E-L-D-G-Y tomados en conjunto, pueden
seleccionarse entre el grupo que consiste en:

10 N=— N=—

I%
.
.
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\\

BoReotog
SOOI el

N, Z I
S S EN

en donde R se selecciona entre el grupo que consiste en -CHs, -C2Hs, -CH>OH, -OH, -OCH3s, -OC2Hs, -OCF3, -CN, -
5 NO,, -CO2, -CO2CH3, -CONHz, -NH_y, -F, -ClI, -Br, -CF3, -N(CH3)2, -NHSO2CH3; y -NHCOCH.

En varias otras realizaciones de todas las realizaciones anteriores, G puede seleccionarse entre el grupo que
consiste en:

>
e On T e

O O O RO RO =0

2N
: \\N\ g.@ ai/k )\; vi/( )\; z/Qj\ —<’}'§

=t e

En varias otras realizaciones de todas las realizaciones anteriores, el compuesto puede tener la estructura:

O

Q_ A
N HN
‘—< >—G—< H NH
00 OH
En otras realizaciones mas especificas, X puede ser -(C=0)NRs- y R4 e Y, junto con los atomos a los que estan

15 unidos, pueden formar un heterociclilo o heteroarilo biciclico, sustituido o sin sustituir. En dichas realizaciones, R4 e
Y pueden formar:
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o g O % O
N o N=7

En otras realizaciones mas especificas, Y puede ser un heterociclilo o heteroarilo biciclico sustituido o sin sustituir y
X puede estar ausente. EN dichas realizaciones, Y puede ser:

=N
NN

\‘;v‘.

En varias otras realizaciones de todas las realizaciones anteriores, A contiene al menos un dtomo de halégeno.

En otro aspecto, la memoria descriptiva desvela un método para inhibir una enzima desacetilasa en una bacteria
Gram-negativa, afectando de este modo al crecimiento bacteriano, que comprende administrar a un paciente que
necesite dicha inhibiciéon un compuesto de férmula (1).

En otro aspecto, la memoria descriptiva desvela un método para inhibir a LpxC, modulando de este modo la
virulencia de una infeccion bacteriana, que comprende administrar a un paciente que necesite dicha inhibiciéon un
compuesto de formula (I). En ciertas realizaciones del método para inhibir a LpxC usando un compuesto de férmula
(), el valor de Clso del compuesto es menor que o igual a 10 uM con respecto a LpxC. En otras realizaciones, el
valor de Clsgp es menor que o igual a 1 yM, es menor que o igual a 0,1 yM, es menor que o igual a 0,050 pM, es
menor que o igual a 0,030 uM, es menor que o igual a 0,025 uM o es menor que o igual a 0,010 pM.

En otro aspecto, la invencién proporciona un compuesto para su uso en el tratamiento de un sujeto con una
infeccion por bacterias Gram-negativas que comprende administrar al sujeto que lo necesite una cantidad
antibacterianamente eficaz de un compuesto de férmula (I) con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En ciertas
realizaciones, el sujeto puede ser un mamifero y en algunas realizaciones, un ser humano.

En otro aspecto, la memoria descriptiva desvela un método para administrar una cantidad inhibidora de un
compuesto de férmula (l) a bacterias Gram-negativas fermentadoras o no fermentadoras. En una realizacién mas
especifica del método para administrar una cantidad inhibidora de un compuesto de férmula (I) a bacterias Gram-
negativas fermentadoras o no fermentadoras, las bacterias Gram-negativas se seleccionan entre el grupo que
consiste en Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophila, Burkholderia cepacia, Alcaligenes
xylosoxidans, Acinetobacter, Enterobacteriaceae, Haemophilus, Franciscellaceae (Franciscella tularensis) y
Neisseria species.

En otro aspecto, la memoria descriptiva desvela un método para administrar una cantidad inhibidora de un
compuesto de férmula (l) a bacterias Gram-negativas, tales como las Enterobacteriaceae que se selecciona entre el
grupo que consiste en organismos tales como Serratia, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Salmonella,
Providencia, Yersinia (Yersinia pestis), Morganella, Cedecea, y Edwardsiella species 'y Escherichia coli.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion o formulacion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz de un compuesto de férmula (I) con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la memoria descriptiva desvela un método para coadministrar un compuesto de férmula (I) con
otros agentes terapéuticos que se seleccionan por su utilidad particular contra la afeccion que se esté tratando. Por
ejemplo, un compuesto de féormula (l) es util junto con otros agentes antibacterianos. EI compuesto de férmula (1)
aumenta la sensibilidad de las bacterias Gram-negativas a las clases existentes de antibacterianos. Las
combinaciones de los compuestos divulgados en la presente memoria con otros agentes antibacterianos estan
dentro del alcance de la invencion. Dichos agentes antibacterianos incluyen eritromicina, rifampicina, acido
nalidixico, carbenicilina, bacitracina, cicloserina, fosfomicina y vancomicina.

Una infeccién bacteriana tratada con los compuestos de la invencion puede ser una infeccién primaria o una co-
infeccidn causada por una especie de bacteria y uno o0 mas agentes infecciosos adicionales seleccionados entre el
grupo que consiste en bacterias, virus, parasitos y hongos.

El término "tratar", tal como se usa en la presente memoria, se refiere a revertir, aliviar, inhibir el progreso de o
prevenir el trastorno o afeccion al que dicho término se aplica, o uno o mas sintomas de dicho trastorno o afeccién.
El término "tratamiento", tal como se usa en la presente memoria, se refiere al acto de tratar, segin se ha definido
"tratar" inmediatamente antes.

Los compuestos de la invenciéon pueden usarse para tratar afecciones causadas por la producciéon bacteriana de
endotoxina y en particular, por bacterias Gram-negativas y bacterias que usan LpxC en la biosintesis de
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lipopolisacarido (LPS) o endotoxina.

Los compuestos de la invencidén también son utiles en las afecciones que estan causadas o exacerbadas por la
produccién bacteriana de lipido A y LPS o endotoxina, tales como la septicemia, el choque séptico, la inflamacion
sistémica, la inflamacién localizada, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y las exacerbaciones
agudas de la bronquitis cronica (EABC). Para estas afecciones, el tratamiento incluye la administracion de un
compuesto de la invencion o de una combinacién de compuestos de la invencion, opcionalmente con un segundo
agente, en donde el segundo agente es un segundo agente antibacteriano o un segundo agente no antibacteriano.

Para la septicemia, el choque séptico, la inflamacién sistémica, la inflamacion localizada, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) y la exacerbacién aguda de la bronquitis crénica (EABC), los segundos agentes no
antibacterianos preferidos incluyen antiendotoxinas, incluyendo anticuerpos de unién al receptor de endotoxina,
anticuerpos de unidn a endotoxinas, anticuerpos anti-proteina de unién a CD14, anticuerpos anti-proteina de union a
lipopolisacarido e inhibidores de tirosina cinasa.

En el tratamiento de las infecciones graves o crénicas del sistema respiratorio, los compuestos de la presente
invencion pueden usarse también con segundos agentes no antibacterianos mediante inhalaciéon. Los agentes no-
antibacterianos representativos usados en este tratamiento incluyen esteroides antiinflamatorios, agentes
antiinflamatorios no esteroideos, broncodilatadores, mucoliticos, agentes terapéuticos contra el asma y tensioactivos
para los fluidos pulmonares. En particular, el agente no antibacteriano puede seleccionarse entre un grupo que
consiste en albuterol, salbuterol, budesoénida, beclometasona, dexametasona, nedocromilo, beclometasona,
fluticasona, flunisolida, triamcinolona, ibuprofeno, rofecoxib, naproxeno, celecoxib, nedocromilo, ipratropio,
metaproterenol, pirbuterol, salmeterol, formoterol, indacaterol, broncodilatadores, mucoliticos, calfactant, beractant,
poractant alfa, surfaxina y pulmozima (también denominada domasa alfa).

Los compuestos de la invencion pueden usarse solos o en combinacion con un segundo agente antibacteriano para
el tratamiento de una infeccidon grave o crénica del tracto respiratorio, incluyendo infecciones pulmonares graves y
nosocomiales, tales como aquellas causadas por Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxitoca, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Stenotrophomonas maltophilia,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes xylosoxidans,
Flavobacterium meningosepticum, Providencia stuartii y Citrobacter freundi, infecciones pulmonares comunales,
tales como aquellas causadas por especies de Haemophilus Influenzae, Legionella, Moraxella catarrhalis,
Branhamella catarrhalis, Enterobacter species, Acinetobacter species, Klebsiella species, y Proteus species e
infecciones causadas por otras especies bacterianas, tales como Neisseria species, Shigella species, Salmonella
species, Helicobacter pylori, Vibrionaceae y Bordetella species asi como las infecciones causadas por Brucella
species, Francisella tularensis ylo Yersinia Pestis.

Cuando se usan para tratar a sujetos infectados con infecciones por bacterias Gram-negativas, los compuestos de la
presente invencion pueden usarse para sensibilizar a las bacterias Gram-negativas a los efectos de un segundo
agente.

Cuando los compuestos de la presente invencion se usan junto con un segundo agente antibacteriano, los ejemplos
de agentes antibacterianos pueden seleccionarse entre los siguientes grupos:

(1) Macrdlidos o cetolidos tales como eritromicina, azitromicina, claritromicina y telitromicina;

(2) Beta-lactamas, tales como penicilina G, penicilina V, meticilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, nafcilina,
ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina, mezlocilina, piperacilina, azlocilina, temocilina, cepalotina,
cefapirina, cefradina, cefaloridina, cefazolina, cefamandol, cefuroxima, cefalexina, cefprozilo, cefaclor, loracarbef,
cefoxitina, cefmetazol, cefotaxima, ceftizoxima, ceftriaxona, cefoperazona, ceftazidima, cefixima, cefpodoxima,
ceftibuten, cefdinir, cefpiroma, cefepima, aztreonam, imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, ceftobiprol y
ceftarolina;

(3) Quinolonas, tales como acido nalidixico, acido oxolinico, norfloxacino, pefloxacino, enoxacino, ofloxacino,
levofloxacino, ciprofloxacino, temafloxacino, lomefloxacino, fleroxacino, grepafloxacino, sparfloxacino,
trovafloxacino, clinafloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino, sitafloxacino, garenoxacino, gemifloxacino y
pazufloxacino;

(4) Sulfonamidas antibacterianas y sulfanilamidas antibacterianas, incluyendo acido para-aminobenzoico,
sulfadiazina, sulfisoxazol, sulfametoxazol y sulfatalidina;

(5) Aminoglucésidos tales como estreptomicina, neomicina, kanamicina, paromicina, gentamicina, tobramicina,
amikacina, netilmicina, espectinomicina, sisomicina, dibekacina e isepamicina;

(6) Tetraciclinas, tales como tetraciclina, clortetraciclina, demeclociclina, minociclina, oxitetraciclina, metaciclina,
tigeciclina, doxiciclina;

(7) Rifamicinas, tales como rifampicina (también denominada rifampina), rifapentina, rifabutina,
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benzoxazinorrifamicina y rifaximina;

(8) Lincosamidas, tales como lincomicina y clindamicina;

(9) Glucopéptidos, tales como telavancina, vancomicina y teicoplanina o lipopéptidos, tales como daptomicina;
(10) Estreptograminas, tales como quinupristina y daflopristina;

(11) Oxazolidinonas, tales como linezolida;

(12) Polimixina, colistina y colimicina; y

(13) Trimetoprima y bacitracina.

El segundo agente antibacteriano puede administrarse en combinaciéon con los compuestos de la presente
invencioén, en donde el segundo agente antibacteriano se administra antes de, de manera simultanea o después del
compuesto o los compuestos de la presente invencion. Cuando se desea la administracion simultanea de un
compuesto de la invencion con un segundo agente y la via de administracién es la misma, entonces puede
formularse un compuesto de la invencién con un segundo agente en la misma forma de dosificacién. Un ejemplo de
una forma de dosificacién que contiene un compuesto de la invencién y un segundo agente es un comprimido o una
capsula.

Cuando se usan para tratar una infeccién grave o cronica del tracto respiratorio, los compuestos de la invencién
pueden usarse solos o en combinacion con un segundo agente antibacteriano administrado por via inhalatoria. En el
caso de inhalacion, un segundo agente antibacteriano preferido se selecciona entre un grupo que consiste en
tobramicina, gentamicina, aztreonam, ciprofloxacino, polimixina, colistina, colimicina, azitromicina y caritromicina.

Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto de la presente invencion formulada junto con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Tal
como se usa en la presente memoria, la expresiéon "vehiculo farmacéuticamente aceptable" significa una carga,
diluyente, material encapsulante o adyuvante de formulacion de cualquier tipo no téxico, inerte, sélido, semisoélido o
liquido. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables son
azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata;
celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en
polvo; malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorio; aceites, tales como
aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn; aceite de cartamo; aceite de sésamo; aceite de oliva; aceite de
maiz o aceite de soja; glicoles; tales como propilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar;
agentes tamponadores, tales como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua libre de
pirdgenos; suero salino isotdnico; solucion de Ringer; alcohol etilico, y soluciones tamponadas con fosfato, asi como
otros lubricantes compatibles no toéxicos, tales como lauril sulfato de sodio y estearato de magnesio, asi como
agentes colorantes, agentes de liberaciéon, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y
perfumantes, conservantes y antioxidantes, también pueden estar presentes en la composicién, de acuerdo con el
criterio del formulador. Las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon pueden administrarse a seres
humanos y a otros animales por via oral, rectal, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, topica (tal
como mediante polvos, pomadas o gotas), bucal, o en forma de una pulverizacién oral o nasal o una formulacion en
aerosol liquido o en polvo seco para inhalacion.

Las formas de dosificacion liquida para administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes vy elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los principios activos, las formas de
dosificacion liquida pueden contener diluyentes inertes usados cominmente en la técnica, tales como, por ejemplo,
agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico,
carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol,
dimetilformamida, aceites (en concreto, aceites de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva, colza y sésamo),
glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitdn y mezclas de los
mismos. Aparte de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes, tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, las suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, pueden
formularse segun la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes de
suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion, suspension o emulsion inyectable
estéril en un diluyente o disolvente no tdxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, una solucién en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el agua, la solucion
de Ringer y la solucién de cloruro de sodio U.S.P e isotdnica. Ademas, convencionalmente se usan aceites estériles
no volatiles como medio disolvente o de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite suave no
volatil, incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, en la preparacion de inyectables se usan acidos grasos,
tales como acido oleico.
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Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracion a través un filtro que retenga las
bacterias o mediante la incorporaciéon de agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Para prolongar el efecto de un farmaco, a menudo es deseable frenar la absorcion del farmaco de las inyecciones
subcutaneas o intramusculares. Esto puede lograrse mediante el uso de una suspension liquida de material
cristalino o amorfo con poca solubilidad en agua. La velocidad de absorcidon del farmaco depende entonces de su
velocidad de disoluciéon que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y de la forma cristalina. Como
alternativa, puede lograrse la absorcion retardada de un farmaco administrado por via parenteral disolviendo o
suspendiendo el farmaco en un vehiculo oleoso. Las formas en depdsito inyectables se preparan formando matrices
de microcapsulas del farmaco en polimeros biodegradables, tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la
proporcion de farmaco a polimero y de la naturaleza del polimero concreto empleado, puede controlarse la velocidad
de liberacion de farmaco. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) vy
poli(anhidridos). También pueden prepararse formulaciones inyectables en depdsito atrapando el farmaco en
liposomas o microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal son preferentemente supositorios que pueden prepararse
mezclando los compuestos de la presente invencion con excipientes o vehiculos adecuados no irritantes, tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera para supositorios que son sdlidos a temperatura ambiente pero
liquidos a la temperatura corporal y que por lo tanto se derriten en el recto o en la cavidad vaginal y liberal el
compuesto activo.

Las formas de dosificacion solidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En dichas formas de dosificacion solidas, el principio activo se mezcla con al menos un excipiente o
vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable, tal como citrato de sodio o fosfato dicélcico y/o a) cargas o extensores,
tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes, tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, c) humectantes, tales como
glicerol, d) agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidéon de patata o tapioca, acido
alginico, determinados silicatos y carbonato sédico, €) agentes retardantes de la disolucion, tales como parafina, f)
aceleradores de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes, tales como,
por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes, tales como caolin y arcilla de bentonita e i)
lubricantes, tales como talco, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de sodio y mezclas de
los mismos. En el caso de cépsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacion también puede comprender
agentes tamponadores.

También pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas rellenas de gelatina
dura y blanda usando excipientes tales como lactosa o azucar de la leche, asi como polietilenglicoles de elevado
peso molecular y similares.

Las formas de dosificacion solida de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos pueden prepararse con
recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos conocidos en la técnica de
formulacion farmacéutica. Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también pueden ser de una
composicion que libere los principios activos uUnica o preferencialmente en una parte determinada del tracto
intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusion que pueden
usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

También pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar como cargas en capsulas rellenas de gelatina
dura y blanda usando excipientes tales como lactosa o azucar de la leche, asi como polietilenglicoles de elevado
peso molecular y similares.

Los principios activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes, tal como se ha
indicado anteriormente. Las formas de dosificacion sélida de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos
pueden prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos que
controlan la liberacion y otros recubrimientos conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica. En dichas formas
de dosificacion solidas, el principio activo puede estar mezclado con al menos un diluyente inerte, tal como
sacarosa, lactosa o almidon. Dichas formas de dosificacion también pueden comprender, tal como es habitual,
sustancias adicionales distintas de diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes para la compresion y otros
adyuvantes de la compresion, tales como estearato de magnesio y celulosa microcristalina. En el caso de capsulas,
comprimidos y pildoras, las formas de dosificaciéon también pueden comprender agentes tamponadores.
Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también pueden ser de una composicidon que libere los
principios activos uUnica o preferencialmente en una parte determinada del tracto intestinal, opcionalmente, de una
manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusién que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas
y ceras.

Las formas de dosificacion para administracion tépica o transdérmica de un compuesto de la presente invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, inhalantes o parches. El
principio activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y cualquier
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conservante o tampdn necesario segun se requiera. Las formulaciones oftalmicas, gotas 6ticas y similares también
se contemplan como dentro del alcance de la presente invencion.

Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademas de un principio activo de la presente invencion,
excipientes, tales como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, tragacanto, derivados de
celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de cinc o mezclas de los mismos.

Las composiciones de la invencién también pueden formularse para su administro como un aerosol liquido o un
polvo seco inhalable. Las formulaciones en aerosol liquido pueden nebulizarse predominantemente en tamarios de
particula que puedan suministrarse a los bronquiolos terminales y respiratorios, en donde residen las bacterias en
pacientes con infecciones bronquiales, tales como la bronquitis crénica y la neumonia. Normalmente, las bacterias
patdégenas estan presentes a lo largo de las vias respiratorias hasta los bronquios, bronquiolos y el parénquima
pulmonar, particularmente en los bronquiolos terminales y respiratorios. Durante la exacerbacién de la infeccion, las
bacterias también pueden estar presentes en los alvéolos. Las formulaciones en aerosol liquido y en polvo seco
inhalable se suministran preferentemente a través del arbol endobronquial hasta los bronquiolos terminales y en
ultima instancia, al tejido parenquimal.

Las formulaciones en aerosol de la invencion pueden suministrarse usando un dispositivo formador de aerosol, tal
como un nebulizador de chorro, de placa porosa vibratoria o ultrasénico, seleccionado preferentemente para permitir
la formacion de particulas de aerosol que tienen un diametro medio predominantemente entre 1 a 5 um. Ademas, la
formulacién tiene una fuerza idnica de osmolaridad y una concentracién de cloruro equilibradas y el volumen
aerosolizable minimo para suministrar una dosis eficaz de los compuestos de la invencién al sitio de infeccion.
Ademas, la formulacidon aerosolizada preferentemente no afecta negativamente a la funcionalidad de las vias
respiratorias y no provoca efectos secundarios no deseables.

Los dispositivos de aerosolizacion adecuados para la administracién de formulaciones en aerosol de la invencion
incluyen, por ejemplo, nebulizadores de chorro, de placa porosa vibratoria, ultrasénicos e inhaladores de polvo seco
energizados, que son capaces de nebulizar la formulacion de la invencion en un tamafio de particula de aerosol
predominantemente en el intervalo de tamafio de 1-5 pm. Predominantemente, en esta aplicacion, significa que al
menos el 70 % pero preferentemente mas del 90 % de todas las particulas de aerosol generadas estan en el
intervalo de 1 a 5 ym. Un nebulizador de chorro funciona mediante presién de aire para romper una solucion liquida
en gotas de aerosol. Los nebulizadores de placa porosa vibratoria funcionan usando un vacio sénico producido por
una placa porosa que vibra rapidamente para extruir una gota de disolvente a través de una placa porosa. Un
nebulizador ultrasénico funciona mediante un cristal piezoeléctrico que cizalla un liquido en pequefas gotas de
aerosol. Hay disponible una variedad de dispositivos adecuados, incluyendo, por ejemplo, los nebulizadores de
placa porosa vibratoria AeroNeb y AeroDose (AeroGen, Inc., Sunnyvale, Calif.), los nebulizadores Sidestream7
(Medic-Aid Ltd., West Sussex, England), los nebulizadores de chorro Pari LC7 y Pari LC Star7 (Pari Respiratory
Equipment, Inc., Richmond, Va.), y los nebulizadores por ultrasonidos Aerosonic (DeVilbiss Medizinische Produkte
(Alemania) GmbH, Heiden, Alemania) y UltraAire7 (Omron Healthcare, Inc., Vernon Hills, 111.).

Los compuestos de la invencion también pueden formularse para su uso como polvos y pulverizaciones topicas que
pueden contener, ademas de los compuestos de la presente invencion, excipientes tales como lactosa, talco, acido
silicico, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida o mezclas de estas sustancias. Los
pulverizadores pueden contener ademas propulsores convencionales, tales como clorofluorohidrocarburos.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar el suministro controlado de un compuesto al
organismo. Dichas formas de dosificacion pueden prepararse disolviendo o dispersando el compuesto en el medio
adecuado. También pueden usarse potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de
la piel. La velocidad puede controlarse proporcionando una membrana que controle la velocidad o dispersando el
compuesto en una matriz o gel polimérico.

Segun los compuestos para su uso en el tratamiento de la presente invencion, las infecciones bacterianas se tratan
0 previenen en un paciente, tal como un ser humano o un mamifero inferior administrando al paciente una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion, en las cantidades y durante un tiempo necesario para
lograr el resultado deseado. Por "una cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto de la invencién se
entiende una cantidad suficiente del compuesto para ftratar las infecciones bacterianas, con una relacién
beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento médico. Sin embargo, se entendera que el uso diario
total de los compuestos y composiciones de la presente invencién se decidira por el médico tratante dentro del
alcance del buen criterio médico. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente
concreto dependera de una diversidad de factores, incluyendo el trastorno que se esté tratando y la gravedad del
trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada; la edad, peso
corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracién, la ruta de administracién y la
velocidad de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento; los farmacos empleados en
combinacién o coincidentemente con el compuesto especifico empleado; y factores similares bien conocidos en la
técnica médica.

La dosis diaria total de los compuestos de la presente invencién administrada a un ser humano o a otro mamifero en
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una sola dosis o en dosis divididas puede ser en cantidades, por ejemplo, de 0,01 a 50 mg/kg de peso corporal o
mas normalmente de 0,1 a 25 mg/kg de peso corporal. Las composiciones monodosis pueden contener dichas
cantidades o submultiplos de las mismas para formar la dosis diaria. En general, los regimenes de tratamiento de
acuerdo con la presente invencién comprenden la administracién a un paciente que necesite dicho tratamiento de 10
mg a 2000 mg del compuesto (o de los compuestos) de la presente invencion por dia en dosis individuales o
multiples.

Los métodos de formulacién se conocen bien en la técnica y se desvelan, por ejemplo, en Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 192 Edicién (1995). Las composiciones
farmacéuticas para su uso en la presente invencion pueden estar en forma de soluciones o suspensiones liquidas
estériles no pirégenas, capsulas recubiertas, supositorios, polvos liofilizados, parches transdérmicos u otras formas
conocidas en la técnica.

Un "kit", tal como se usa en la presente solicitud, incluye un envase para contener las composiciones farmacéuticas
y también puede incluir envases divididos, tales como una botella dividida o un paquete de papel de aluminio
dividido. El envase puede tener cualquier forma convencional, tal como se conoce en la técnica que esté compuesto
de cualquier material farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una caja de papel o cartén, una botella o tarro de
vidrio o plastico, una bolsa resellable (por ejemplo, para contener una "recarga" o comprimidos para ponerlos en un
envase diferente) o un paquete blister con dosis individuales para extraerlas del paquete segun la pauta terapéutica.
El envase empleado puede depender de la forma de dosificacién exacta que se emplee, por ejemplo, no se usaria
generalmente una caja de cartdn para contener una suspension liquida. Es factible emplear mas de un envase de
manera conjunta en un solo envase para comercializar una sola forma de dosificacion. Por ejemplo, los comprimidos
pueden estar contenidos en un bote que a su vez esta contenido en una caja.

Un ejemplo de dicho kit es lo que se denomina un paquete de blister. Los paquetes de blister se conocen bien en la
industria del envasado y se usan ampliamente para el envasado de formas de dosificacién farmacéutica unitarias
(comprimidos, capsulas y similares). Los paquetes de blister consisten generalmente en una lamina de un material
relativamente rigido con una lamina de un material plastico preferentemente transparente. Durante el proceso de
envasado, se forman huecos en la pelicula plastica. Los huecos tienen la forma y tamafio de los comprimidos o
capsulas individuales que se van a envasar o pueden tener un tamafio y forma para acomodar varios comprimidos
y/o capsulas que se vayan a envasar. A continuacién, los comprimidos o capsulas se colocan en los huecos y se
cierra herméticamente la lamina de material relativamente rigido contra la pelicula de plastico en la cara de la lamina
que esta en la direccion opuesta en la que se formaron los huecos. Como resultado, los comprimidos o capsulas se
cierran herméticamente de manera individual o de manera colectiva, segun se desee, en los huecos entre la pelicula
de plastico y la lamina. Preferentemente, la fuerza de la lamina es tal que los comprimidos o capsulas pueden
retirarse del paquete blister aplicando presiéon manual sobre los huecos, mediante lo cual se forma una abertura en
la lamina en el sitio de los huecos. El comprimido o capsula puede retirarse a través de dicha abertura.

Puede ser deseable proporcionar un recordatorio escrito, en donde el recordatorio escrito es del tipo que contiene
informacién y/o instrucciones para el médico, farmacéutico u otro profesional sanitario o sujeto, por ejemplo, en
forma de numeros a lado de los comprimidos o capsulas, correspondiendo los numeros con los dias del régimen en
que deben ingerirse los comprimidos o capsulas especificados de este modo o en forma de una tarjeta que contiene
el mismo tipo de informacion. Otro ejemplo de dicho recordatorio es un calendario impreso sobre la tarjeta, por
ejemplo, del modo siguiente "Primera semana, Lunes, Martes, ..." etc... "Segunda semana, Lunes, Martes..." etc.
Seran evidentes otras variantes de recordatorios. Una "dosis diaria" puede ser un solo comprimido o capsula o
varios comprimidos o capsulas que se tomaran en un dia determinado. Cuando el kit contiene composiciones
separadas, una dosis diaria de una o mas composiciones del kit puede consistir en un comprimido o capsula
mientras que una dosis diaria de las otra una o0 mas composiciones del kit puede consistir en varios comprimidos o
capsulas.

Otra realizacién especifica de un kit es un dispensador disefiado para dispersar las dosis diarias una cada vez en el
orden de su uso previsto. Preferentemente, el dispensador esta dotado de un recordatorio, para facilitar
adicionalmente el cumplimiento del régimen. Un ejemplo de dicho recordatorio es un contador mecanico, que indica
que numero de dosis diarias que se han suministrado. Otro ejemplo de dicho recordatorio es un microchip de
memoria alimentado por una bateria, acoplado a un visor de cristal liquido o una sefial de recordatorio audible que,
por ejemplo, lee la fecha en la que se ha tomado la ultima dosis y/o que recuerda cuando debe tomarse la siguiente
dosis.

Los kits de la presente invencion también pueden incluir, ademas de inhibidores de LpxC, uno o mas compuestos
adicionales farmacéuticamente activos. Preferentemente, el compuesto adicional es otro inhibidor de LpxC u otro
compuesto util para las infecciones bacterianas. Los compuestos adicionales pueden administrarse en la misma
forma de dosificacion que el inhibidor de LpxC o en diferentes formas de dosificacion. De manera similar, los
compuestos adicionales pueden administrarse a la vez que el inhibidor de LpxC o en momentos diferentes.

Las composiciones de los presentes compuestos también pueden usarse en combinacién con otros agentes
antibacterianos conocidos de espectro similar para (1) potenciar de manera sinérgica el tratamiento de infecciones
Gram-negativas graves abarcadas por el espectro de este compuesto o (2) anadir cobertura en las infecciones
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graves en las que se sospecha que hay multiples organismos en las que puede ser necesario otro agente con un
espectro diferente ademas de este compuesto. Los agentes potenciales incluyen miembros de los aminoglucésidos,
penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas, macrélidos, glucopéptidos, lipopéptidos y oxazolidinonas. El
tratamiento puede implicar la administracién de una composicién que contenga ambos agentes activos o la
administracion de los compuestos de la invencion seguida de o precedida de la administracion de un agente
antibacteriano activo adicional.

Métodos de caracterizacion y purificacion

En referencia a los ejemplos siguientes, los compuestos de la invencién se caracterizaron mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) usando un sistema de cromatografia Waters Millenium con un moédulo de
separacion 2690 (Milford, Mass.). Las columnas analiticas fueron Alltima C-18 de fase reversa de 4,6 x 250 mm de
Alltech (Deerfield, lIl.). Se us6 un gradiente de elucién, partiendo tipicamente de acetonitrilo al 5 %/agua al 95 % y
progresando a acetonitrilo al 100 % durante un periodo de 40 minutos. Todos los disolventes contenian acido
trifluoroacético (TFA) al 0,1 %. Los compuestos se detectaron mediante absorcion de luz ultravioleta (UV) a 220 o
254 nm. Los disolventes de HPLC fueron de Burdick y Jackson (Muskegan, Mich.) o Fisher Scientific (Pittsburg, Pa.).
En algunos casos, la pureza se evalué mediante cromatografia en capa fina (TLC), placas de gel de silice con
soporte de vidrio o plastico, tales como, por ejemplo, laminas flexibles de gel de silice Baker-Flex 1 B2-F. Los
resultados de las TLC se detectaron visual y facilmente con luz ultravioleta o empleando vapor de yodo y otras
diversas técnicas de tincion conocidas.

El analisis de espectrometria de masas se llevd a cabo en uno de dos instrumentos de LCMS: un sistema Waters.
(Alliance HT HPLC y un espectrometro de masas Micromass ZQ; Columna: Eclipse XDB-C-18, 2,1 x 50 mm; sistema
de disolvente: acetonitrilo en agua al 5-95 % (o 35-95 %, o 65-95 % o 95-95 %) con TFA al 0,05 %; caudal 0,8
ml/min; intervalo de peso molecular 500-1500; voltaje del cono 20 V; temperatura de la columna 40 °C.) o un sistema
Hewlett Packard (Serie 1100 HPLC; Columna: Eclipse XDB-C18, 2,1 x 50 mm; sistema de disolvente: acetonitrilo en
agua al 1-95 % con TFA al 0,05 %; caudal 0,4 ml/min; intervalo de peso molecular 150-850; voltaje del cono 50 V;
temperatura de la columna 30 °C). Todas las masas se comunican como las de los iones parentales protonados.

El analisis de CGEM se realizé en un instrumento Hewlett Packard (cromatografo de gases Serie HP6890 con un
detector selectivo de masas 5973; volumen del inyector: 1 pl; temperatura inicial de la columna: 50 °C; temperatura
final de la columna: 250 °C; tiempo de rampa: 20 minutos; caudal de gas: 1 ml/min; columna: fenil metil siloxano al
5 %, Modelo n.° HP 190915-443, dimensiones: 30,0 m x 25 m x 0,25 m).

El analisis de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizé con un dispositivo Varian 300 Mhz RMN (Palo Alto,
Calif.). La referencia espectral fue TMS o el desplazamiento quimico del disolvente conocido. Algunas muestras de
compuesto se ejecutaron a temperaturas elevadas (por ejemplo, 75°C) para facilitar una solubilidad aumentada de la
muestra.

La pureza de algunos de los compuestos de la invencidén se evalué mediante analisis elemental (Desert Analytics,
Tucson, Ariz.).

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Laboratory Devices Mel-Temp apparatus (Holliston, Mass.).

Las separaciones preparativas se realizaron usando un sistema de cromatografia Flash 40 y KP-Silo, 60A (Biotage,
Charlottesville, Va.), o por cromatografia en columna ultrarrapida usando material de empaquetado de gel de silice
(malla de 230-400) o por HPLC usando una columna en fase reversa C-18. Los disolventes tipicos empleados para
el sistema Flash 40 Biotage y la cromatografia ultrarrapida en columna fueron diclorometano, metanol, acetato de
etilo, hexano, acetona, hidroxilamina acuosa vy trietilamina. Los disolventes tipicos empleados para la HPLC en fase
reversa fueron diversas concentraciones de acetonitrilo y agua con acido trifluoroacético al 0,1%.

Los compuestos de la presente invencidon pueden sintetizarse facilmente usando los métodos descritos en la
presente memoria u otros métodos que se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, la sintesis de &cidos
hidroxamicos o armazones similares que tienen una gran variedad de sustituyentes se revisa de manera exhaustiva
en Kline, T., et al., "Potent, novel in vitro inhibitors of the Pseudomonas aeruginosa deacetylase LpxC" J. Med Chem.
2002, 45(14), 3112-29; patentes de Estados Unidos n.° 5.925.659; Pirrung, M. C., et al., "A Convenient Procedure for
the Preparation of Amino Acid Hydroxamates from Esters" J. Org. Chem. 1995, 60, 8084-8085; Nhu, K., et al., "A
New and Efficient Solid Phase Synthesis of Hydroxamic Acids" J. Org. Chem. 1997, 62, 7088-7089; Publicacion
Internacional PCT n.° WO98/18754; Mellor, S. L., et al., "N-Fmoc-aminoxy-2-chlortrityl Polystyrene Resin: A Facile
Solid-phase Methodology for the Synthesis of Hydroxamic Acids" Tetrahedron Lett. 1997, 38, 3311-3314; Khan, S. |,
et al., "A Facile and Convenient Solid-phase Procedure for Synthesizing Nucleoside Hydroxamic Acids" Terahedron.
Lett. 1998, 39, 8031-8034; Zhang, Y., et al., "Design, Combinatorial Chemical Synthesis, and in vitro Characterization
of Novel Urea Based Gelatinase Inhibitors" Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9, 2823-2826; Ito, Y., et al., "Synthetic
Reactions by Complex Catalysts. XXXI, A Novel and Versatile Method of Heterocycle Synthesis" J. Am Chem. Soc.
1973, 95, 4447-4448; Ito, Y., et al., "Synthetic Reactions by Complex Catalysts XXXV" Syn. Commun. 1974, 4, 97-
103; Witte, H., et al., "Cyclische Imidsaurester aus Nitrilen und Aminoalkoholen" Liebigs Ann. Chem. 1974, 996-1009;
Pattenden, G., et al., "Naturally Occurring Linear Fused Thiazoline-Thiazole Containing Metabolites: Total Synthesis
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of (-) Didehydromirabazole A, a Cytotoxic Alkaloid from Blue-Green Algae" J. Chem. Soc. Perkin Trans 1993, 1,1629-
1636; Boyce, R. J., et al., "Total Synthesis of Thiangazole, A Novel Naturally Occurring HIV-1 Inhibitor from
Polyangium sp." Tetrahedron 1995, 51, 7321-7330; Galeotti, N., et al., "Synthesis of Peptidyl Aldehydes from
Thiazolines" Tetrahedron. Lett. 1997, 38, 2459-2462; Charette, A. B., et al., "Mild Method for the Synthesis of
Thiazolines from Secondary and Tertiary Amides" J. Org. Chem. 1998, 63, 908-909; Bergeron, R. J., et al., "Effects of
C-4 Stereochemistry and C-4' Hydroxylation on the Iron Clearing Efficiency and Toxicity of Desferrithiocin Analogues"
J. Med. Chem. 1999, 42, 2432-2440; Raman, P., et al.,, "Titanium (IV)-mediated Tandem Deprotection-
cyclodehydration of Protected Cysteine N-Amides: Biomimetic Synthesis of Thiazoline- and Thiazole-containing
Heterocycles" Org. Lett. 2000, 2, 3289-3292; Fernandez, X., et al., "Novel Synthesis of 2-Thioazolines" Tetrahedron
Lett. 2000, 41, 3381-3384; y Wipf, P., et al., "C. Thiolysis of Oxazolinenes: A New, Selective Method for the Direct
Conversion of Peptide Oxazolines into Thiazolines" Tetrahedron Lett. 1995, 36, 6395-6398.

La sintesis de otros compuestos no hidroxamatos o de manera mas general grupos de uniéon de cinc se revisa en
Pirrung, M. C, et al., "Inhibition of the Antibacterial Target UDP-(3-O-acyl)-N-acetilglucosamina Deacetilase (LpxC):
Isoxazoline Zinc Amidase Inhibitors Bearing Diverse Metal Binding Groups" J. Med. Chem. 2002, 45(19), 4359-4370;
Jackman, J. E., et al., "Antibacterial agents that target lipid A biosynthesis in Gram-negative bacteria: inhibition of
diverse UDP-3-O-(R-3-hydroxymyristoyl)-N-acetylglucosamine deacetylases by substrate analogs containing zinc
binding motifs" J. Bio. Chem. 2000, 275(15), 11002-11009; Brooks, C. D. W., et al, "Modulators of Leukotriene
Biosynthesis and Receptor Activation" J. Med. Chem. 1996, 39(14), 2629-2654; Jeng, A. Y., et al., "Endothelin
converting enzyme inhibitors" Current Pharmaceutical Design 1997, 3(6), 597-614; Zask, A., et al., "Inhibition of
matrix metalloproteinases: structure based design" Current Pharmaceutical Design 1996, 2(6), 624-661; Skotnicki, J.
S., et al., Current Opinion in Drug Discovery & Development 2003, 6(5), 742-759.

Lo anterior puede entenderse mejor por referencia a los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Lo siguiente son abreviaturas usadas en los ejemplos:

AcOH: Acido acético

ac: Acuoso

ATP: Adenosina trifosfato

Boc: terc-butoxicarbonilo

Boc-Thr(OBn)-OH Acido 3-(R)-benciloxi-2-(S)-terc-butoxicarbonilaminobutirico
DAP o Dap: Diaminopropionato

DCM: 4-(dicianometilen)-2-metil-6-(4-dimetilaminostiril)-4H-pirano
DEAD: Azodicarboxilato de dietilo

DIEA: Diisopropiletilamina

DME: 1,2-dimetoxietano

DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: Dimetil sulféxido

DPPA: Difenil fosforil azida

EtsN: Trietilamina

EDC: N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida

EDCI: 1-(3-dimetilaminopropil)3-etilcarbodiimida

EtOAc: Acetato de etilo

EtOH: Etanol

Fmoc: 9-fluorenilmetoxicarbonilo

Gly-OH: glicina

HATU: Hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N'N'= tetrametiluronio
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HBTU: Hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio

Hex: hexano

HOBt: alcohol butilico

HOBT: 1-hidroxibenzotiazol

HPLC: Cromatografia liquida de alta presion

Valor de Clso: La concentracion de un inhibidor de causa una reduccion del 50% en una actividad
medida.

iPrOH: Isopropanol

LC/MS: Cromatografia liquida/Espectrometria de masas

LRMS: Espectrometria de masas de baja resolucion

MeOH: Metanol

NaOMe: Metdxido de sodio

nm: Nandémetro

NMP: N-metilpirrolidona

PPha: trifenil fosfina

RP-HPLC: Cromatografia liquida de alta presion en fase reversa

TA: Temperatura ambiente

sat: Saturado

TEA: Trietilamina

TFA: Acido trifluoroacético

THF: Tetrahidrofurano

Thr: Treonina

TLC: Cromatografia en capa fina

Trt-Br: Bromuro de terc-butilo

La nomenclatura para los compuestos de ejemplo se proporciond usando el programa informatico ACD Name
version 5.07 (14 de Nov. de 2001) disponible a través de Advanced Chemistry Development, Inc. Ademas, algunos
de los compuestos se nombraron usando el programa informatico ChemDraw Ultra 9.0 y ChemDraw Ultra 11.0
disponible a través de CambridgeSoft Corporation. Algunos de los compuestos y materiales de partida se nombraron
usando la nomenclatura IUPAC convencional.

Sintesis de Analogos de N-Aril Treonina y Formaciéon de Hidroxamato

Ejemplo 1 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 3-bromo-4-fluoro-N-{(1S,2R)-2-hidroxi-1-[(hidroxiamino)carbonil]propil}benzamida (3)
Preparacion de éster metilico del acido (2S,3R)-2-(3-bromo-4-fluoro-benzoilamino)-3-hidroxi-butirico (2)

Se afadié diisopropiletilamina (6,8 ml, 39,0 mmol) a una solucién agitada de acido 3-bromo-4-fluorobenzoico (1)
(2,152 g, 9,83 mmol), hidrocloruro de éster metilico de L-treonina (1,968 g, 11,6 mmol), EDCI (2,218 g, 11,6 mmol) y
HOBt (1,410 g, 10,4 mmol) en DMF anhidra (60 ml) a O °C en una atmésfera de N,. La solucién se agité a 0 °C
durante 1 h y a temperatura ambiente durante 20 h. La solucion se diluyé con EtOAc (300 ml) y se lavé con HCI 1,0
M (2 x 80 ml), NaHCO3 saturado (2 x 80 ml) y H20 (4 x 80 ml), se seco sobre MgSOs, se filtré y se concentré al vacio
para dar un jarabe incoloro que solidificé después del reposo para proporcionar 3,280 g (100 %) de (2) en forma de
un solido de color blanco, p.f. 73-74 °C. MS (ES+) m/z 333,9 (C12H13BrFNO4+H requiere 334,00).
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Preparacion de 3-bromo-4-fluoro-N-{(1S,2R)-2-hidroxi-1-[(hidroxiamino)carbonil] propil}benzamida (3)

A una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (66 mg, 0,95 mmol) en MeOH anhidro (2,0 ml) a 0 °C en una
atmdsfera de N se le afadié metdxido sdodico (25 % en peso en MeOH, 360 mg, 1,67 mmol). Se formd
inmediatamente un precipitado y la solucidon de color blanco turbio se agité durante 10 minutos a 0 °C. Se afiadio
una solucién de (2) (284 mg, 0,850 mmol) en MeOH (2,0 ml) afadi6 y la reaccién se agité durante 2 ha 0 °C y
después se calenté gradualmente a temperatura ambiente durante una noche (17 h en total). Se afadié HCI acuoso
1,0 M (10 ml) y la solucién se extrajo con 4:1 de cloroformo/alcohol isopropilico (4 x 20 ml). Las capas organicas se
combinaron, se secaron sobre Na>SO4 y se concentraron para dar una espuma de color rosa. El sélido en bruto se
triturd con éter dietilico (2 x 8 ml) y se secé al vacio para dar (3) en forma de una espuma de color blanco: p.f. 152-
153 °C. Fr (10:1 de CH2CI,/MeOH sobre gel de silice) = 0,53.

Preparacion de Hidroxamatos
Ejemplo 2 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de 4-benzoil-N-{(1S,2R)-2-hidroxi-1-[(hidroxiamino)carbonil]propil}benzamida (2)

A una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (121 mg, 1,74 mmol) en MeOH anhidro (2,0 ml) a 0 °C en una
atmdsfera de N. se le afiadié metdxido sodico (25 % en peso en MeOH, 680 mg, 3,14 mmol). Se observo
inmediatamente un precipitado y la solucidon de color blanco turbio se agité durante 10 minutos a 0 °C. Se afiadio
una solucién de (2S,3R)-3-hidroxi-2-{[4-(fenilcarbonil)fenil]lcarbonilamino}butanoato de metilo (1) (534 mg, 1,56
mmol) en MeOH (3,0 nl) y la reaccidén se agité durante 3 h a 0 °C y después se calenté gradualmente a temperatura
ambiente durante una noche (18 h en total). Se afiadié HCI acuoso 0,5 M (20 ml) y la soluciéon se extrajo con 5:1 de
cloroformo/alcohol isopropilico (4 x 40 ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SOs y se
concentraron para dar una espuma de color naranja. La purificaciéon por cromatografia sobre gel de silice
(aumentando la polaridad del eluyente de 30:1 de CH2Cl./MeOH a 15:1 de CH.Clo/MeOH) proporcion6 228 mg
(43%) de (2).

Ejemplo 3 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de acido (2R,3R)-3-hidroxi-1-{[4-(trifluorometoxi)fenil]carbonil}pirrolidin-2-carbohidroxamico (3)

Preparacion de ((2R,3R)-3-hidroxi-1-{[4-(trifluorometoxi)fenil]carbonil)} pirrolidin-2-il)-N-
(fenilmetoxi)carboxamida (2)

A una solucién de acido (2R,3R)-3-hidroxi-1-{[4-(trifluorometoxi)fenil] carbonil}pirrolidin-2-carboxilico (1) (405 mg,
1,27 mmol), hidrocloruro de bencilhidroxilamina (243 mg, 1,52 mmol), HATU (556 mg, 1,46 mmol) y HOBt (178 mg,
1,32 mmol) en DMF (10 ml) a 0 °C se le afiadi6 diisopropiletilamina (710 pl, 4,07 mmol) con agitacion. El bafio de
refrigeracion se retird después de una hora y la mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 18 h y
después se diluyé con EtOAc (200 ml). La capa organica se lavé con HCI 1,0 M (2 x 60 ml), NaHCO; sat. (2 x 60 ml)
y H20 (5 x 60 ml), se seco sobre MgSO. y se concentré para dar 493 mg (92 %) de (2), un aceite incoloro que
cristalizé lentamente después del reposo. Fr (25:1 de CH2Cl,/MeOH) = 0,35.

Preparacion de acido (2R,3R)-3-hidroxi-1-{[4-(trifluorometoxi)fenil]Jcarbonil}pirrolidin-2-carbohidroxamico (3)

A una solucién de (2) (143 mg, 0,337 mmol) en EtOH (10 ml) se le afiadié Pd(OH). al 20 %/C (50 mg). La solucién
se purgd con gas hidrégeno (aprox. 0,5 | de un globo de 1 1) y después se agitdé en una atmoésfera de H; (presion de
globo). El analisis por TLC no mostré material de partida después de una hora. La solucion se diluyé con EtOAc (10
ml) y se filtré a través de celite, lavando con 20:1 de EtOAc/EtOH (50 ml). La solucidon se concentrd y se seco al
vacio para proporcionar 90 mg (80 %) de (3) en forma de una espuma pegajosa de color blanco: p.f. 64-65 °C. Fr
(10: 1 de CH.Cl2/MeOH) = 0,29.

Sintesis de Analogos de N-Bencil Treonina por Aminacion Reductora
Ejemplo 4 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de acido (2S,3R-3-hidroxi-2-{[(4-fenilfenil)metillamino}butanohidroxamico (3)

Se afiadio trietilamina (1,70 ml, 12,1 mmol) a una suspension agitada de hidrocloruro de éster metilico de L-treonina
(1,030 g, 6,07 mmol) y 4-bifenilcarboxaldehido (1) (1,104 g, 6,06 mmol) en THF (25 ml). Después de 20 min, se
afiadio NaBH(OAc)s (1,800 g, 8,49 mmol) y la suspension se agitdé durante 20 h. La reaccién se controld por TLC
(50:1 de DCM/MeOH, F; = 0,4). La mezcla de reaccion se inactivd con NaHCO3 saturado (50 ml), se extrajo con
EtOAc (2 x 120 ml), se secd sobre MgSOs, se filtr6 y se concentrd para dar un aceite de color amarillo. La
purificacién por cromatografia sobre gel de silice (150:1 de DCM/MeOH) proporciond 1,220 g (67% de rendimiento,
98% de pureza) de (2) en forma de un aceite de color amarillo palido. HPLC (260 nm, 34 min de ejecucion) 14,2 min;
LRMS (ES+) m/z 299,9 (C1sH2INO3+H requiere 300,10).

Después, se formé el compuesto (3) mediante la adiciéon de NH.OH en MeOH/NaOMe a 0 °C, calentando a
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temperatura ambiente durante un periodo de varias horas. LCMS MH+ 301,15.

Métodos Generales para Preparar Acidos Fenil-benzoicos y Esteres de Fenil-benzoato (véase el Ejemplo 5 a
continuacion)

Br—@—COEMe B(OH},
Pd (dppfCh

THF/H,O (3:1 wiv)

1 NazCOs, TA
3
NaDH
COxMe —_—
Agua, MeOH
4

. . —_—
OH
0
H
™
N o
H
o}

5 Procedimientos de Suzuki Usando Catalizador de Pd(dppf)Cl.-DCM y una Mezcla de THF/H,0

T
I
DD
o
S Z S gom, ‘ R

| Pd{dppfC1»3

e
1 4

Reactivo PM Equiv. g/ml mmol
BromoAreno n.° 1 ~300 1 100 mg ~0,33
Acido Boronico n.° 2 1,2 ~0,40
Na2COs3 105,99 3 104 m ~0,99
Pd(dppf)Cl2 816,63 0,1-0,2 27-54 mg ~0,033-0,066
THF (3) (rociado con argoén 0,75 ml
durante 5 min)
agua (1) (rociada con argon 0,25 ml

durante 5 min)

Se afiadié 1 equiv. de haluro de arilo (1) a 1,2 equiv. de (2) y Pd(dppf)Cl2 en THF, seguido de la adiciéon de agua y
agitacion 8 horas a TA. Después de que se completaran (hormalmente en una noche), las reacciones se diluyeron
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con acetato de etilo (5-10 ml) y agua (1 ml). La capa organica se separd y se lavdé con NaHCOs3 (2 x 3 ml), agua (1 x
3 ml) y salmuera (1 x 3 ml), se secd con NaxSOu, se filiré y se concentré en un vial de vidrio de 8 ml. El residuo se
disolvié en DMSO vy se inyectd en una columna de HPLC preparativa de fase inversa para proporcionar >80 % de
rendimiento.

Procedimientos de Suzuki Usando Catalizador de Pd(dppf)Cl.-DCM y Disolvente DMF

s S
I
RN S
Br ) 2
T
| A < B(OH), S
Pd(dppf)Cl,3
f OATE, TEA A
X 80-85C., 12 h X
1 4
Reactivo PM Equiv. g/ml mmol
BromoAreno n.° 1 ~500 11 20 mg ~0,04
Acido Boronico n.° 2 ~200 2 ~14 mg ~0,08
Pd(dppf)Cl, 816,63 0,25 10 mg ~0,01-0,02
TEA 101,19 5 28 ul ~0,2
DMF (seco y rociado con 0,5 ml

de argoén durante 5 min)

El haloareno (1) y acido bordnico (2) se pesaron y se pusieron en el matraz de reaccion. La DMF se rocié con argon
durante 5-10 minutos, seguido de adicion de TEA, y la reaccion se burbujed ligeramente con argén. Se afadio en
una porcion el catalizador de Pd(dppf)Cl, sdlido. El vial se lavdé abundantemente con argén, se cerrd fuertemente y
se agité o se removié a ~80 °C. Después de que se completara (una noche), la reaccion se filtré y se inyect6é en una
columna de HPLC preparativa de fase inversa (80 % de rendimiento).

Sintesis de Analogos de DAP de Metilo

Ejemplo 5 (Ejemplo de referencia)

Acido 3-(R)-amino-2-(S)-[(4"-etil-bifenil-4-carbonil)-amino]-butil-hidroxamico (8)
Preparacion de Ester Metilico de N-trifenilmetil alo-treonina (2)

*Para procedimientos similares véase: Righi, P., et al., B. Organic Letters 2002, 4(4), 497-500.

Una solucién de bromuro de tritilo (3,2 g, 10,0 mmol) en CHCI3z (40 ml) se afiadié gota a gota a una solucion agitada
de sal HCI de éster metilico de alo-treonina (1) (2,0 g, 12,0 mmol) y DIEA (5,2 ml, 30,0 mmol) en CHCI3 (60 ml) a ta
en una atmésfera de N». La reaccion podria seguirse por TLC eluyendo con EtOAc/Hex (40:60) (Fr = 0,3). Después
de agitar durante 12 h, la reaccion se concentré para dar un aceite de color pardo. El producto en bruto se diluyé con
EtOAc (170 ml) y se lavd con acido citrico 0,2 N (2 x 50 ml), agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se secd (NaxSO,),
se filtré y se concentr6 a presién reducida para producir 3,73 g (85 % de rendimiento, 95 % de pureza) de (2) en
forma de un sdlido de color amarillo. HPLC (220 nm, 41 min de ejecucién) 30,90 min; HPLC (220 nm, 17 min de
ejecucion) 14,86 min; LCMS: LC (214 nm) 3,06 min, MS (ES+) m/z 376,2 (C24H25NO3 +H requiere 376,18).

Preparacién de Ester Metilico del Acido 3-(R)-Azido-2-(S)-(tritil-amino)-butirico (3)
*Para procedimientos similares véase: Matsuda, A., et al., J. Med. Chem. 1991, 34, 999-1002.

Una soluciéon de DEAD puro (2,9 ml, 17,8 mmol) en THF (5 ml) se afiadi6é lentamente gota a gota a una solucién
agitada de éster metilico de trt-alo-treonina (2) (4,1 g, 10,9 mmol) y PPh3 (2,9 g, 10,9 mmol) en THF (40 ml) a 0 °C
en una atmosfera de N2. Después de 3 min, se afiadié una solucién de DPPA (6,4 ml, 29,7 mmol) en THF (5 ml) a la
solucion de reaccién de color naranja-amarillo a 0 °C. Después de 1 h, la reaccién se dejo calentar a ta. Después de
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40 h, la reaccién se habia completado por TLC (Hexano/DCM/EtOAc (64:20:16) (Fr = 0,6)) y LCMS. La solucion de
color amarillo se concentré para dar 18 g de material bruto que se purificd por cromatografia en columna eluyendo
con Hexano/EtOAc (88:12), dando 3,5 g de producto puro al 70 % después de la evaporacion. El producto se purificd
de nuevo (para retirar el alcohol de tritilo y un subproducto de crotilo formado durante la reaccion por eliminacion)
por cromatografia en columna eluyendo con Hexano/DCM/EtOAc (76:20:4), dando 1,65 g (38 % de rendimiento) de
(3) en forma de un aceite de color amarillo palido después de la concentracion y el secado al vacio. Debe apreciarse
que el grupo protector de tritilo se hidroliza cuando se expone a TFA mientras se procesa la muestra por HPLC.

Como alternativa, la reaccion podria realizarse en DCM seco. Una reaccion que usaba 5,44 g (14,5 mmol) de éster
metilico de trt-alo-treonina (2) en DCM (100 ml) con PPhs (3,8 g, 14,5 mmol), DEAD puro (3,4 ml, 21,8 mmol) en
DCM (5 ml) y DPPA (6,3 ml, 24,0 mmol) en DCM (10 ml) se combinaron siguiendo el procedimiento anterior.
Después de 3 dias, la reaccion no progres6 mas segun se determiné por TLC y LCMS. Después del mismo
tratamiento, se obtuvieron 2,97 g del producto con un 51 % de rendimiento.

HPLC (220 nm, 41 min de ejecucion) 40,5 min; HPLC (220 nm, 17 min de ejecucion) 16,32 min; LCMS: LC (214 nm)
3,7 min, MS (ES+) m/z 401,2 (C24H25N302+H requiere 401,15).

Preparacion de sal HCI de éster metilico del acido 2-(S)-amino-3-(R)-azido-butirico (4)

Una solucion de Trt-Azido-Thr-OMe (3) (4,8 g, 12,0 mmol) se disolvié en una solucién al 95 % de TFA/DCM (60 ml) a
ta con agitacion. Después de 2,5 h, la reacciéon se completé por LCMS. La soluciéon de color amarillo brillante se
diluyé con HCI ac. 0,5 N (300 ml). La capa acuosa se extrajo con DCM (2 x 30 ml) y después se liofilizd a sequedad.
El sélido de color blanco se disolvio en AcCN/agua (50:50) (100 ml), se liofilizé de nuevo a sequedad para producir
un polvo consistente y se retir6é tanto TFA como fue posible. Se obtuvo el producto de azido-Thr (4), 2,26 g (97 % de
rendimiento, 95 % de pureza) como un sdlido de color blanco en forma de la sal HCI. HPLC (220 nm, 41 min de
ejecucion) 7,91 min; HPLC (220 nm, 17 min de ejecucion) 3,36 min; LCMS: LC (214 nm) 0,48 min, MS (ES+) m/z
159,3 (CsH10N4O2+H requiere 159,08).

Preparacion de éster metilico del acido 3-(R)-azido-2-(S-[(4'-etil-bifenil-4-carbonil)-amino]-butirico (6)

Se afiadié EDC-HCI (249 mg, 1,3 mmol) a una solucién incolora agitada de azido-Thr-OMe-HCI (4) (195 mg, 1,0
mmol), HOBT (158 mg, 1,0 mmol), acido 4'-etil-bifenil-4-carboxilico (5) (226 mg, 1,0 mmol) y DIEA (0,44 ml, 2,5
mmol) en DCM (10 ml) a ta en una atmésfera de No. Después de 24 h, la reaccidon se habia completado por TLC
(Hexano/EtOAc (60:40) (Fr = 0,3)) y LCMS. La reaccion se evaporé a presion reducida para dar una brea de color
pardo. El producto en bruto se disolvié en EtOAc (100 ml) y se lavé con HCI ac. 0,2 N (2 x 50 ml), NaHCO3 ac. sat.
(50 ml) y salmuera (50 ml), se sec6 (Na>SOs), se filtré y se concentrd a presion reducida para producir un sélido en
bruto de color pardo. El material en bruto se purificé adicionalmente por cromatografia en columna eluyendo con
Hexano/EtOAc (70:30), dando 245 mg (67 % de rendimiento) de producto puro (6) después de la evaporacion y el
secado al vacio. HPLC (220 nm, 41 min de ejecucién) 33,87 min; HPLC (220 nm, 17 min de ejecucion) 15,61 min;
LCMS: LC (214 nm) 3,25 min, MS (ES+) m/z 367,2 (C20H22N4O3+H requiere 367,17).

Preparacion de éster metilico del acido 3-(R)-amino-2-(S)-[(4'-etil-bifenil-4-carbonil)-amino]-butirico (7)

Se prepard una solucion de éster metilico de bifenil azido-Thr (6) (244 mg, 0,67 mmol) en MeOH (10 ml) por
sonicacion hasta que el precipitado lechoso se aclaré. Después de burbujear nitrégeno a través de la solucion de
reaccion durante 30 segundos, se afadié en una porcién Pd al 10 %/C. La reaccion se agité en una atmodsfera de
nitrégeno a TA. La reaccion se expuso a vacio de aspiracion para retirar el nitrégeno y después se abrié al gas
hidrégeno a presion de globo (~1 atm). La reaccion se agité durante 3 h, momento en el que el hidrégeno se cambio
por nitrégeno. La reaccion se filtrd a través de una capa de celite para retirar el paladio. El lecho de celite se lavé con
MeOH (30 ml). Las fracciones combinadas de MeOH se evaporaron a presion reducida y se secaron al vacio para
dar 225 mg (99% de rendimiento) del producto puro (7) en forma de un solido de color blanco. HPLC (220 nm, 17
min de ejecucion) 10,79 min; LCMS: LC (214 nm) 2,21 min, MS (ES+) m/z 341,2 (C20H24N202+H requiere 341,18).

Preparacién de acido 3-(R)-amino-2-(S)-[(4'-etil-bifenil-4-carbonil)-amino]-butil-hidroxamico (8)

A una suspension agitada de éster metilico de bifenil-amino-Thr (7) (225 mg, 0,6 mmol) y sal HCI de hidroxilamina
(460 mg, 6,6 mmol) en MeOH (7 ml) y DCM (5 ml) se le afiadié en una porcion polvo de NaOMe sélido recién
preparado (430 mg, 7,92 mmol). Después de agitar durante 2 min a ta en una atmdsfera de nitrégeno, el pH de la
reaccion sobre papel de pH humedo era de aproximadamente 7-8. Se produjo un cambio en la consistencia de la
suspension, de particulas mas grandes de sélido de color blanco a una consistencia lechosa finamente dividida. El
pH de la reaccién se comprobd después de afadir pequefias porciones de NaOMe (50-100 mg) y dejar que la
reaccion se equilibrara durante 2 min. El pH de la reaccién alcanzé un valor estable de 11-12 después de que se
afiadiera la ultima porcién de NaOMe (250 mg en total). La reaccién se inicié a pH 11 y se desarroll6 rapidamente.
Después de 30 min, la reaccion se completd en un 85 % segun se determin6 por LCMS, y la reaccion se puso en un
bafio a -10 °C. La mezcla fria se filtré sobre un papel de filtro fino en un embudo Buchner. El residuo de color blanco
se lavé con MeOH (15 ml). Las fracciones organicas se recogieron y se concentraron a presién reducida para dar el
producto en bruto (750 mg). El producto en bruto (solo una porciéon de 150 mg) se disolvio en DMSO (1 ml), AcCN
(100 pl) y agua (100 ul), se paso6 a través de un filtro de jeringa de Teflon, y el filirado transparente se inyecté en una
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HPLC preparativa. La purificacion usé una columna Ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizaciéon de 22 ml/min
de gradiente al 2 % (AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad.
El producto en forma de la sal TFA se disolvié en AcCN/agua (50:50) (5 ml), HCl ac. 1 N (1 equivalente) y se liofilizd
de nuevo para dar 11,5 mg de (8) en forma de un polvo de color blanco en forma de una sal HCI (23 % de
rendimiento). HPLC (220 nm, 41 min de ejecucion) 19,31 min; HPLC (220 nm, 17 min de ejecucién) 9,39 min; LCMS:
LC (214 nm) 1,98 min, MS (ES+) m/z 342,2 (C19H23N303+H requiere 342,17).

Sintesis de Acido 4'-Benzamida Bifenil Treonina Hidroxamico
Ejemplo 6 (Ejemplo de referencia)

4'-[(3-Boc-amino-propil)-amida] 4-[((2R)-hidroxi-(1S)-hidroxicarbamoil-propil)-amida] del acido bifenil-4,4'-
dicarboxilico (6) y

Ejemplo 7 (Ejemplo de referencia)

4'-[(3-Amino-propil)-amida] 4-[((2R)-hidroxi-(1S)-hidroxicarbamoil-propil)-amida] del &cido bifenil-4,4'-
dicarboxilico (7)

Sintesis de (2S,3R)-2-amino-3-(fenilmetoxi)-N-(fenilmetoxi)butanamida (1)

A una suspension de hidrocloruro de bencilhidroxilamina (8,310 g, 52,06 mmol), Boc-Thr(OBn)-OH (14,01 g, 45,28
mmol), EDCI (10,01 g, 52,21 mmol) y HOBt (6,90 g, 51,06 mmol) en CHxCIl, (300 ml) a 0 °C se le afadio
diisopropiletilamina (28,3 ml, 162 mmol) con agitacién. El bafio de refrigeracion se retiré después de una hora y la
mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 20 h y después se diluyé con CH2Cl, (300 ml). La capa
organica se lavé con HCI 1,0 M (2 x 200 ml), NaHCOs3 sat. (2 x 200 ml) y salmuera (200 ml), se sec6 sobre MgSQO, y
se concentrd para dar 14,5 g de un solido de color blanco. El sélido en bruto se traté con una solucién de acido
trifluoroacético (90 ml) en CH2Cl2 (90 ml) y se agité durante 2,5 h. La mezcla de reaccion se concentré por
evaporacion rotatoria y después se diluyd con CH2Cl, (600 ml). La capa organica se lavé con NaHCO3 sat. (2 x 200
ml), se secé sobre MgSOs y se concentré para dar un aceite de color naranja oscuro. La purificacion por
cromatografia sobre gel de silice (50:1 de CH2Clo/MeOH) proporcioné (1) (8,9 g) en forma de un aceite de color
amarillo palido. Fr (50:1 de CH2>Cl,/MeOH sobre gel de silice) = 0,2.

Preparacion de acido (1S,2R)-4'-(2-benciloxi-1-benciloxicarbamoil-propilcarbamoil)-bifenil-4-carboxilico (3)

A una suspension de acido 4,4'-bifenildicarboxilico (2) (1,360 g, 5,61 mmol) en DMF (180 ml) se le afadieron BOP
(2,007 g, 4,54 mmol) y DIEA (1,7 ml, 9,8 mmol). Se afadié una solucion de (1) (944 mg, 3,00 mmol) en DMF (20 ml)
y la reaccion se agité durante 18 h. La solucion se diluyé con EtOAc (250 ml) y se lavé con HCI 1,0 M (500 ml). La
capa acuosa se extrajo con EtOAc (250 ml) y las capas organicas se combinaron. La capa organica se lavo con HCI
1,0 M (250 ml), se sec6 sobre MgSO, y se concentrd para dar un sélido en bruto de color amarillo. La purificacion
por cromatografia sobre gel de silice (60:1 de CH.>Clo/MeOH) dio 210 mg (3) (13% de rendimiento) en forma de un
sélido de color amarillo. Fr = 0,80 (10:1 de CH2Cl,/MeOH); LRMS (ES+) m/z 539,1 (C32H30N206+H requiere 539,22).

Preparacion de 4'-[(3-(Boc)-amino-propil)-amida]4-[(2R)-benciloxi-(1S)-benciloxicarbamoil-propil)-amida] del
acido bifenil-4,4'-dicarboxilico (5)

A una solucién de (3) (200 mg, 0,371 mmol), EDCI (78 mg, 0,407 mmol) y HOBt (52 mg, 0,385 mmol) en DMF (2 ml)
se le afadieron N-(3-aminopropil)carbamato de t-butilo (4) (71 mg, 0,407 mmol) y DIEA (180 pl, 1,0 mmol). La
mezcla de reaccion se agitd durante 24 h, se diluyé con EtOAc (150 ml), se lavd con HCI 1,0 M (2 x 60 ml), NaHCO3
saturado (2 x 60 ml) y H20 (3 x 60 ml), se secd sobre MgSO. y se concentré para dar un sélido en bruto de color
blanco. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (25:1 de CH,Cla/MeOH) proporcioné 194 mg (75 % de
rendimiento) de (5) en forma de un sdlido de color blanco. F, = 0,15 (50:1 de CH2Cl2/MeOH); LRMS (ES+) m/z 695,2
(C40H46N4O7+H requiere 695,35).

Preparacion de 4-[((2R)-hidroxi-(1S)-hidroxicarbamoil-propil)-amida] de 4'-[(3-Boc-amino-propil)-amida] del
acido bifenil-4,4'-dicarboxilico (6)

Una solucién de (5) (190 mg, 0,273 mmol) en THF (5 ml) y MeOH (3 ml) se cargé con Pd(OH). (20%/C, 20 mg, 0,04
mmol) y se agitdé en una atmésfera de hidrégeno (presion de globo) durante 16 h. La mezcla en bruto se filtré a
través de un lecho de celite eluyendo con 2:1 de MeOH/THF (15 ml) y se concentr6 para dar un jarabe de color
naranja. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (5:1:1 de THF/MeOH/CH2Cl,) proporcion6 110 mg
(78% de rendimiento) de (6) en forma de una espuma de color blanco, p.f. 75-77 °C. F, = 0,20 (10:1 de
CH2Cl2/MeOH); LRMS (ES+) m/z 515,4 (C26H34N4O7+H requiere 515,26).

Preparacion de 4'-[(3-amino-propil)-amida] 4-[((2R)-hidroxi-(1S)-hidroxicarbamoil-propil)-amida] del acido
bifenil-4,4'-dicarboxilico (7)

Un matraz que contenia (6) (80 mg, 0,155 mmol) se traté con TFA al 50 %/CH.Cl, (6,0 ml) y se agité durante 2,5 h.
La mezcla de reaccién se concentrd por evaporacion rotatoria para dar un jarabe de color pardo. La purificacion por
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RP-HPLC (columna C1s, gradiente de CH3CN al 5-70 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 36 min) y la liofilizacion
de las fracciones recogidas proporcionaron 14 mg (21 % de rendimiento) de (7) en forma de un sdlido de color
blanco. LRMS (ES+) m/z 415,3 (C21H26N4Os +H requiere 415,20); RP-HPLC (300 nm, 36 min de ejecucién) 18,2 min.

Ejemplo 8 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de N-(2-(N-hidroxicarbamoil)(2S)-2-{[4-(4-etilfenil)fenillcarbonilamino}etil)acetamida (4)
Preparacion de acido 3-acetilamino-2-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-propiénico (2)

Se afadié anhidrido acético (425 ul) en THF (5 ml) a una mezcla turbia de Fmoc-DAP-H (1) (980 mg, 3,0 mmol) y
piridina (483 ul, 6,0 mmol) en THF (15 ml) con agitacion a ta. Después de 4 horas, la soluciéon de color amarillo
palido transparente habia reaccionado completamente tal como se determiné por LCMS. La reaccién se evaporé a
presion reducida. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se lavé con NaHSO4 0,1 M (50 ml), agua (50 ml) y
salmuera sat. (50 ml), se secd con NaxSOq, se filtrd y se concentrd a presion reducida para dar 1,1 g de producto en
bruto en forma de un sélido de color blanco. El producto en bruto se purificé por HPLC prep. para dar 0,99 g (90 %
de rendimiento) de (2).

Preparacion de resina de tritilo de 9H-fluoren-9-ilmetil éster del acido (2-acetilamino-1-hidroxicarbamoil-etil)-
carbamico (3)

Se prepar6 una solucién de (2) (980 mg, 0,56 mmol), HATU (0,146 g, 0,56 mmol) en NMP (1,7 ml). Después de 2
min de agitacion, el acido activado se afiadié a la resina de HaN-O-Trt desprotegida (120 mg, 0,113 mmol) a ta con
agitacion. La desproteccion del grupo Fmoc de la resina se realizé dos veces usando piperizina al 20 % en DMF (4
ml) durante 2 horas. La resina se drend y se lavé con DMF (2 x 5 ml) y DCM (2 x 5 ml). Después de agitar durante
20 horas, la reaccién se drend y se lavé con DMF (2 x 5 ml) y DCM (2 x 5 ml). La resina (3) se seco y se uso tal cual
en la siguiente reaccion.

Preparacion de N-(2-(N-hidroxicarbamoil)(2S)-2-{[4-(4-etilfenil)fenil] carbonilamino}etil)acetamida (4)

La resina (3) se traté dos veces con piperizina al 20 % en DMF (4 ml) durante 2 horas. La resina se drend y se lavo
con DMF (2 x 5 ml) y DCM (2 x 5 ml). La resina se sec6 al vacio. Se preparé una solucion de acido 4'-etil-bifenil-4-
carboxilico (91 mg, 0,4 mmol), HATU (152 g, 0,4 mmol) en NMP (1,0 ml). Después de 2 min de agitacion, el acido
activado se afadio a la resina de H-DAP(Ac)-Trt desprotegida (120 mg, 0,113 mmol) a ta con agitacién. Después de
agitar durante 18 horas, la reaccion se drené y se lavé con DMF (2 x 5 ml) y DCM (2 x 5 ml). La resina se secé al
vacio. El producto se escindi6 de la resina por tratamiento con una solucién de TFA (500 ul), DCM (500 ul) y agua
(50 ul) durante 25 min. La resina se filtr6 y se lavé con DCM recién preparado (2 ml). Las fracciones de TFA y DCM
combinadas se evaporaron a presion reducida. El residuo se diluyé con CH3CN/agua (1:1) (10 ml) y se liofilizé. El
producto en bruto se purificd por HPLC prep. El producto en bruto se disolvi6 en DMSO (1 ml), se paso a través de
un filtro de jeringa de Teflon y el filtrado transparente se inyectd en una HPLC preparativa. La purificacién usé una
columna Ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizacion de 22 ml/min de gradiente al 2 % (AcCN/agua, TFA al 0,1
%) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad. El residuo sdlido se liofiliz6 de nuevo en
CH3sCN/agua (1:1) (5 ml) para dar 8,6 mg de producto puro (4) (~21 % de rendimiento).

Ejemplo 9 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de (1-hidroxicarbamoil-2-metanosulfonilamino-etil)-amida del acido 4'-etil-bifenil-4-carboxilico (3)

Preparacion de resina de tritilo de (2-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-amida del acido 4'-etil-fenil-4-carboxilico

(2

Se afiadio Pd(PPhs)s (438 mg, 0,35 mmol) a un vial que contenia Resina bifenil-DAP(Alloc)-Trt (1) (500 mg, 0,35
mmol), acido dimetil barbitdrico (600 mg, 3,5 mmol) y PPhs (438 mg, 0,35 mmol) en DCM (11 ml) a ta en una
atmosfera de argdén. La mezcla se rocid con argén y se agité durante 16 horas. La mezcla de color amarillo brillante
se drend y se lavdé con DMF (8 x 10 ml) y DCM (8 % 10). La resina se secé al vacio para dar la resina de DAP
desprotegida (2).

Preparacion de (1-hidroxicarbamoil-2-metano sulfonilamino-etil)-amida del acido 4'-etil-bifenil-4-carboxilico

@)

Se afadié cloruro de metanosulfonilo (85 ul, 1,1 mmol) a una mezcla de resina de DAP desprotegida (2) (160 mg,
0,11 mmol) y lutidina (190 ul, 1,6 mmol) en DCM (1,5 ml). Después de agitar durante 16 horas, la mezcla se drend y
se lavé con DMF (10 x 2 ml) y DCM (5 x 2 ml). El producto se escindié de la resina por tratamiento con TFA/agua
(4:1) (1,5 ml). Después de agitar durante 45 min, la soluciéon de TFA se recogié de la resina por filtracion y la resina
se lavo con TFA (1 ml) y TFA/agua (1:1) (10 ml). Las fracciones de TFA combinadas se concentraron a presion
reducida para dar un solido de color rojizo-pardo. El producto, identificado por LCMS, se purificé por HPLC prep.
usando una columna ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizacién de 22 ml/min de gradiente al 4 %
(AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad. El residuo sélido
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se liofilizé de nuevo en CH3CN/agua (1:1) (5 ml) para dar 4 mg de producto puro (3) en forma de un sélido de color
blanco (~9 % de rendimiento).

Ejemplo 10 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de [2-(3,3-dimetil-ureido)-1-hidroxicarbamoil-etil]-amida del acido 4'-etil-bifenil-4-carboxilico (3)
(Continuacion de (2) del Ejemplo 9 anterior)

Se afiadié cloruro de dimetilcarbamilo (103 mg, 0,96 mmol) a una mezcla de resina de DAP desprotegida (2) (125
mg, 0,096 mmol) y lutidina (225 ul, 1,92 mmol) en DCM (1,5 ml). Después de agitar a ta durante 5 horas, la mezcla
se drend y se lavé con DCM (5 x 2 ml), DMF (5 x 2 ml) y DCM (5 x 2 ml). El producto se escindié de la resina por
tratamiento con TFA/agua (4:1) (1,5 ml). Después de agitar durante 45 min, la solucion de TFA se recogi6 de la
resina por filtracion y la resina se lavd con TFA/agua (1:1) (2 ml). Las fracciones de TFA combinadas se
concentraron a presion reducida para dar un sélido de color rojizo-pardo. El producto, identificado por LCMS, se
purificé por HPLC prep. usando una columna ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizacién de 22 ml/min de
gradiente al 4 % (AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad. El
residuo solido se liofilizé de nuevo en CH3CN/agua (1:1) (5 ml) para dar 5 mg de producto puro (3) en forma de un
solido de color blanco (~13% de rendimiento).

Ejemplo 11 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de [2-(2-amino-etilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-amida del acido 4'-etil-bifenil-4-carboxilico (2)

Se afadieron secuencialmente NaBH3;CN (3,1 mg, 0,05 mmol) seguido de acido acético (6 ul, 1,0 mmol) a una
suspension agitada de bifenil-DAP-hidroxamato (1) (20 mg, 0,096 mmol) y Boc-amino-acetaldehido (6,4 mg, 0,4
mmol) en MeOH (1,5 ml) en un vial de 4 ml. La reaccion se siguié por LCMS. Después de agitar 12 horas, la
reaccion turbia solo se habia completado en un 50 %. La reaccién se concentrd a presién reducida para dar una
suspension pegajosa que se disolvio en DMSO. El producto se purificé por HPLC prep. usando una columna ultro
120 C18 de 20 x 50 mm con una realizacién de 22 ml/min de gradiente al 3% (AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16
min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad. El polvo seco se disolvié en CHzCN/agua (1:1) (1 ml) y
HCI 1 M (700 ul). Después de calentar a 50 °C durante 75 min, la mezcla de reaccion se liofilizé de nuevo a
sequedad para producir 7,1 mg de (2) en forma de una sal 2 x HCI como un polvo de color blanco (~17 % de
rendimiento).

Ejemplo 12 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de N-(1-(N-hidroxicarbamoil)1S,2R)-2-hidroxipropil)[4-(2-feniletinil)fenilJcarboxamida
Preparacion de acido 4-feniletinil-benzoico (3)

Se mezclaron éster metilico del acido 4-yodo-benzoico (1) (20,0 g, 76,34 mmol), etinil-benceno (2) (8,56 g, 83,96
mmol), PdCIx(PPhs), (0,65 g, 0,92 mmol) y Cul (0,35 g, 1,83 mmol) con THF (110 ml) en un matraz de fondo
redondo en una atmdsfera de argéon. EI THF seco se rocié con argén seco sin oxigeno durante al menos 5 min
inmediatamente antes del uso. La reaccion se enfrié a 10 °C y se afiadié TEA (16 ml). El bafio de refrigeracion se
retird y la reaccion se agitd a TA en una atmdsfera de argon. Después de 2,5 h, la reaccion se diluyé con EtOAc
(400 ml) y los solidos se retiraron por filtracion a través de una capa de celite. El filtrado organico se lavé con HCI 1
M (60 ml), NaHCOs3 ac. sat. (60 ml), agua (60 ml) y salmuera (60 ml), se secé con NaSOs, se filtré y se concentr6 a
presion reducida. El éster metilico sdlido en bruto se disolvié en MeOH (400 ml), NaOH 6 M (30 ml) y agua (50 ml).
La reaccion se agitd a 70 °C hasta que se formd una solucidn transparente (aprox. 1 h). La reaccion podria seguirse
por LCMS. La reaccion se enfrié y se diluyé con agua (500 ml) y hexano (100 ml). El pH se ajusté a pH 6-7. El sélido
de color blanco que se formé se recogid y se lavé con agua (3 x 60 ml) y hexano (3 x 60 ml). El sélido (3) se sec6 al
vacio, produciendo 17,3 g (rendimiento aproximadamente cuantitativo con un 99 % de pureza).

Preparacion de éster metilico del acido 3-hidroxi-2-(4-feniletinil-benzoilamino)-butirico (4)

Una solucién de éster metilico de treonina (1,66 g, 9,8 mmol) y DIEA (1,53 ml, 8,8 mmol) en DMF (10 ml) se afiadio
a una solucién agitada de (3) (1,55 g, 7,0 mmol) y DIEA (1,53 ml, 8,8 mmol) en DMF (11 ml) a ta. Después de 12 h,
la reaccion se diluyé con EtOAc (300 ml) y se lavé con HCI 0,5 M (2 x 60 ml), NaHCO3 ac. sat. (60 ml), salmuera
diluida al 50 % (60 ml) y salmuera sat. (60 ml), se secé con Na>SOg, se filtrd y se concentré a presion reducida.
Después del secado al vacio, se obtuvieron 2,34 g de sdlido de color blanco (4) (rendimiento aproximadamente
cuantitativo con un 99 % de pureza).

Preparacion de N-(2-Hidroxi-1hidroxicarbamoil-propil)-4-feniletinil-benzamida (5)

Una solucién de (4) (2,34 g, 7,0 mmol) en MeOH (20 ml) y DCM (30 ml) se afiadi6é a una suspension enfriada (bafio
a -10 °C) de sal HCI de hidroxilamina (4,81 g, 70,0 mmol) y NaOMe (4,16 g, 77,0 mmol) en MeOH (30 ml). La
reaccion se siguié por LCMS. Después de agitar durante 2 horas, la reaccion pareci6 interrumpirse cuando se habia
completado en un 50 %. Se afiadié 1 equivalente mas de NaOMe (0,416 g). Después de 3 horas, la reaccion se
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completé en un 75 %. Se afiadié 0,5 equivalente mas de NaOMe (0,21 g). Después de 4 horas, la reaccion se
completé en un 90 %. Se afadieron 0,15 equivalentes mas de NaOMe (0,064 g) para un total de 12,65 equivalentes
de NaOMe. El pH de la reaccidon estaba entre 11-12 y habia reaccionado hasta completarse en aproximadamente un
95 %. La reaccion se diluyd con EtOAc (500 ml) y se lavé con NaHCOs ac. sat. (2 x 60 ml), salmuera diluida al 50 %
(60 ml) y salmuera sat. (60 ml), se secé con Na>SO., se filtré y se concentré a presion reducida. El residuo se
disolvié en una cantidad minima de DMA. El producto se purificd por HPLC prep. usando una columna Ultro 120 C18
de fase inversa con una realizacién de gradiente al 2 % (AcCN/agua, TFA al 0,1 %). Las fracciones purificadas se
liofilizaron a sequedad. El producto en forma de la sal TFA se disolvié en AcCN/agua (50:50) (80 ml), HCl ac. 1 N (13
equivalente) y se liofilizé de nuevo para dar 1,3 g de un polvo de color blanco (5) con un rendimiento del 55 % y una
pureza >97 %.

Ejemplo 13 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de acido 3-(R)-amino-2-(S)-(3-feniletinil-benzoilamino)-butil-hidroxamico (10)
Preparacion de éster metilico del acido 3-(R)-azido-2-(S)-(3-feniletinil-benzoilamino)-butirico (9)

El compuesto (9) se prepard por los mismos procedimientos que para el compuesto (6) del Ejemplo 5 anterior
usando el compuesto (3) del Ejemplo 12 anterior. El producto (9) se obtuvo con un rendimiento del 92 % (952 mg).
HPLC (220 nm, 41 min de ejecucion) 32,64 min; HPLC (220 nm, 17 min de ejecucién) 15,08 min LCMS: LC (214 nm)
3,16 min, MS (ES+) m/z 363,1 (C20H1sN4O3+H requiere 363,14).

Preparacion de acido 3-(R)-amino-2-(S)-3-feniletinil-benzoilamino)-butil-hidroxamico (10)

Se afnadi¢ trifenilfosfina (526 mg, 2,0 mmol) a una solucién agitada de (9) (726 mg, 2,0 mmol) a ta. Después de 3
dias, la reaccion se completé segun se determiné por TLC (EtOAc/Hex (2:1)) y LCMS. La reaccién se concentré a
presion reducida para dar un sélido de color marfil. La amino-fosfina en bruto se disolvié en MeOH (20 ml) para dar
una solucion e color amarillo palido. A la solucién de amino-fosfina se le afiadié secuencialmente sal HCI de
hidroxilamina (1,4 g, 20,0 mmol) seguido de polvo de NaOMe sodlido recién preparado (1,3 g, 24,0 mmol) para
preparar una suspension lechosa a pH 10. Después de 36 h, la reaccién se completdé por LCMS. La reaccion se
evaporo a presion reducida para dar un sélido de color amarillo que se secé al vacio. El producto en bruto (2,75 g)
se triturd con éter (3 x 50 ml) para retirar las impurezas (P(O)Phs) y después se disolvié en EtOH abs. (120 ml) con
sonicacion durante 15 min. Se retird por filtracion con succién un polvo fino de color blanco y la porcién etandlica de
color amarillo transparente se concentré a un pequefo volumen. El producto en bruto se disolvié en DMSO (8 ml) y
se purificd por HPLC preparativa (columna Ultro 120 C18 75 x 300 mm) con realizacion de un gradiente
(AcCN/agua, TFA al 0,1 %) de 5 a 70 % durante 55 min. Las fracciones purificadas se combinaron y se liofilizaron a
sequedad. El producto en forma de la sal TFA se disolvi6 en AcCN/agua (50:50) (100 ml), HCI ac. 1 N (1
equivalente) y se liofilizé de nuevo para dar 325 mg de (10) en forma de un polvo de color amarillo claro en forma de
la sal HCI (43% de rendimiento). HPLC (220 nm, 41 min de ejecucion) 18,31 min; HPLC (220 nm, 17 min de
ejecucion) 9,11 min; LCMS: LC (214 nm) 1,91 min, MS (ES+) m/z 338,1 (C19H19N303+H requiere 338,14).

Sintesis de Analogos de 4'-(N-Acilamnino)-Tolan Dap

Ejemplo 14 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-({4-[(aminoacetil)amino]fenil}etinil)-N-[(1S)-1-(aminometil)-2-(hidroxiamino)-2-oxoetil]lbenzamida
Preparacién de 2-N-Boc-amino-N-(4-yodo-fenil)-acetamida (2)

Una solucién de Boc-Gly-OH (1,752 g, 10,0 mmol) en DCM (18 ml) y DMF (1 ml) se traté con EDCI (1,994 g, 10,4
mmol) y HOBt (1,351 g, 10,0 mmol). Después de agitar durante 15 min, se afadié 4-yodoanilina (1) (2,290 g, 10,4
mmol) y la reaccion se controlé por TLC (25:1 de DCM/MeOH (F, = 0,6)). Después de 24 h, la solucién se diluyé con
EtOAc (250 ml), se lavo con HCI 1,0 M (3 x 100 ml), NaHCO3; sat. (3 x 100 ml) y salmuera (3 x 100 ml), se seco
sobre MgSOQsu, se filtrd y se concentrd al vacio para proporcionar 2,900 g (77% de rendimiento) de (2) en forma de un
solido de color blanco.

Preparacion de éster metilico del acido (2S)-3-N-Boc-amino-(4-etinil-benzoilamino)-propiénico 4

Se afadio dietilamina (3,5 ml, 20,0 mmol) a una solucion agitada de &cido 4-etinilbenzoico (3) (910 mg, 6,22 mmol),
hidrocloruro de H-Dap(Boc)-OMe (1,903 g, 7,47 mmol), EDCI (1,432 g, 7,47 mmol) y HOBt (910 mg, 6,73 mmol) en
DMF (50,0 ml). Después de agitar durante 20 h, la mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (400 ml), se lavé con
HCI 1,0 M (2 x 100 ml), NaHCO3 saturado (2 x 100 ml), H.O (4 x 100 ml), se secé sobre MgSQs, se filtr6 y se
concentrd al vacio para dar 2,140 g (99% de rendimiento) de (4) en forma de un soélido de color castafio, p.f. = 110-
111 °C. LRMS (ES+) m/z 346,9 (C1sH22N20s+H requiere 347,10).

Preparacion de (2S)-3-[(terc-butoxi)carbonilaminol-2-({4-[2-(4-{2-[(terc-butoxi)carbonil
amino]acetilamino}fenil)etinillfenil}carbonilamino) propanoato de metilo (5)

A una suspensién de (2S)-3-[(terc-butoxi)carbonilamino]-2-[(4-etinilfenil)carbonilamino]propanoato de metilo (4) (200
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mg, 0,577 mmol) y 2-[(terc-butoxi)carbonilamino]-N-(4-yodofenil)acetamida (2) (476 mg, 1,26 mmol) se le afadio
EtsN (350 pl, 2,5 mmol). La solucién se purgdé con una corriente de N2 durante varios minutos y se afiadieron
PdCI>(PPh3)2 (20 mg, 0,028 mmol) y Cul (10,6 mg, 0,055 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura
ambiente durante 22 h y después se concentrd por evaporacién rotatoria. El residuo en bruto de color negro se
cromatografié dos veces por cromatografia sobre gel de silice (30:1 de CH2Cl,/MeOH) para dar 285 mg (83%) de (5)
en forma de una espuma de color amarillo.

Preparacion de N-(4-{2-[4-(N-{1-(N-hidroxicarbamoil)(1S)-2-[(terc-butoxi)carbonil
amino]etil}carbamoil)fenil]etinil}fenil)-2-[(terc-butoxi)carbonilamino]acetamida (6)

A una solucion de hidrocloruro de hidroxilamina (98 mg, 1,41 mmol) en MeOH (1,3 ml) a 0 °C se le afadié NaOMe al
25 % en peso (460 mg, 2,13 mmol). La solucion se agitdé a 0 °C durante 15 min y después se cargd con una solucién
de (5) (279 mg, 0,469 mmol) en THF (1,5 ml) y MeOH (0,6 ml). La reaccién se agité a 0 °C durante 30 min y a
temperatura ambiente durante 2,5 h. La mezcla de reaccién se diluy6 con 4:1 de CHCI3/iPrOH (50 ml) y se lavd con
HCI 0,1 M (30 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo una vez mas con 4:1 de CHCIs/iPrOH (30
ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SOg, se filtraron y se concentraron. El residuo en
bruto se suspendi6 en 10:1 de CH>Clo/MeOH (4 ml), se filtré y se lavo con 50:1 de CH2Cl/MeOH (2 ml) y Et,O (10
ml) para proporcionar 180 mg (64%) de (6) en forma de un polvo de color blanco.

Preparacion de 4-({4-[(aminoacetil)amino]fenil}etinil)-N-[(1S)-1-(aminometil)-2-(hidroxiamino)-2-
oxoetillbenzamida (7)

A un matraz secado al horno que contenia (6) (130 mg, 0,218 mmol) se le afiadié 1:1 de TFA/CH2Cl» (2,5 ml). La
solucion de color rosa resultante se agité durante 2 h y se concentré para dar una goma de color rosa. El residuo en
bruto se aclaré con CHCl, (4 ml), se concentré por evaporacion rotatoria y se disolvié en THF (2 ml) y MeOH (0,4
ml). Se afadio una solucion de HCI 4 M en dioxano (200 pl) y el precipitado resultante se filtré y se lavé con Et,O (10
ml) para proporcionar 90 mg de (7) en forma de un polvo de color castafio palido.

Reaccion de Yodoanilina con Bromuro de Bromoacetilo

< > Er
benceno, ETzN (1

2_morfolina (exceso)

o/ﬁ 0
0
N
N = NH,
H
HN

NH
o \OH

Se afiadié gota a gota bromuro de bromoacetilo (175 pl, 2,00 mmol) durante 5 minutos a una soluciéon de 4-

yodoanilina (438 mg, 2,00 mmol) y EtsN (280 pl, 2,00 mmol) en benceno (5 ml). La reaccion se agité 1 hora, se tratd

con morfolina (1,0 ml, 11,5 mmol) y se agité durante una noche. La mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (200

ml), se lavé con KOH acuoso 0,1 M (50 nml) y H>O (50 ml), se sec6 sobre MgSO, y se concentrd para dar un aceite

de color amarillo. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (100:1 de CH2Cl,/MeOH) proporcioné 630 mg
(91 %) de N-(4-yodofenil)-2-morfolin4-ilacetamida en forma de un sélido ceroso de color castafio. Este producto se
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convirtié en analogos de una manera similar a la del Ejemplo 14.
Ejemplo A (Ejemplo de referencia)
Preparacion de éster metilico del acido 4-[4-(6-cloro-piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico

Se anadi6 DIEA (9,7 ml, 55,1 mmol) a una solucién agitada de acido 4-yodo-benzoico (5,49 g, 22,2 mmol), HOAT
(3,08 g, 22,6 mmol) y EDC (4,33 g, 22,6 mmol) en DMF (85 ml). Después de 2 min, se afiadié en una porcién H-
DAP(Boc)-OMe (1). Después de 12 horas, se descubrié por LCMS que la reaccién se habia completado. La reaccion
se diluyé con EtOAc/hexano (1:1) (500 ml). La fase organica se lavé con HCI 1 N (2 x 80 ml), NaOH 1 N (2 x 80 ml),
agua (2 x 80 ml) y salmuera sat. (80 ml), se secé con Na>SOQu, se filtrd y se concentrd a presion reducida para dar el
producto en bruto. El residuo se filtré a través de un lecho de filtro de silice eluyendo con EtOAc/hexano (1:1). Las
fracciones con producto se evaporaron para dar 9,3 g de producto (éster metilico del acido 3-terc-
butoxicarbonilamino-2-(4-yodo-benzoilamino)-propidnico) con un rendimiento del 93 %. Este producto se convirtié en
analogos de una manera similar a la de los Ejemplos mencionados anteriormente.

Ejemplo 15 (Ejemplo de referencia)
N-(1-(N-hidroxicarbamoil)(1S,2R)-2-hidroxipropil)(4-{2-[4-(morfolin4-ilmetil)fenil]etinil}fenil)carboxamida (5)
Preparacion de éster metilico del acido (2S, 3R)-2-[4-(4-formil-feniletinil)-benzoilaminol-3-hidroxi-butirico (3)

Una solucion de (2S,3R)-metil-2-(4-etinilbenzamido)-3-hidroxibutanoato (1) (745 mg, 2,85 mmol), 4-
yodobenzaldehido (2) (902 mg, 3,89 mmol) y EtsN (900. pl, 6,5 mmol) en THF (50 ml) se purgd con una corriente de
N2 durante dos minutos y después se traté con PdClx(PPhs), (70 mg, 0,10 mmol) y Cul (34 mg, 0,18 mmol). La
mezcla de reaccion se agitdé durante 40 h, se concentrd por evaporacion rotatoria y se purificd por cromatografia
sobre gel de silice (40:1 de DCM/MeCOH) para dar 0,833 g (80 % de rendimiento) de (3) en forma de un polvo de
color amarillo palido, p.f. = 143-144°C. F, = 0,3 (25:1 de DCM/MeOH); LRMS (ES+) m/z 366,1 (C21H19NOs +H
requiere 366,13); HPLC (300 nm, 47 min) 15,3 min.

Preparacion de éster metilico del acido (2S, 3R)-3-hidroxi-2-[4-(4-morfolin4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino]-
butirico (4)

Se anadié triacetoxiborohidruro sédico (0,670 g, 3,16 mmol) a una soluciéon de benzaldehido (3) (0,822 g, 2,25
mmol) y morfolina (260 pl, 2,97 mmol) en THF (15 ml) en una atmésfera de Nz y la reacciéon se controlé por TLC
(25:1 de DCM/MeOH, F,; = 0,2). Después de agitar durante 4 h, la mezcla de reaccién se inactivd con NaHCO3
saturado (150 ml), se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml), se sec6 sobre MgSO., se filtr6 y se concentrd para dar un
jarabe de color amarillo. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (35:1 de DCM/MeOH) proporciond
0,844 g (86% de rendimiento) de (4) en forma de una espuma pegajosa de color blanco.

Preparaciéon de (2S, 3R)-N-(2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida

()

Se afadio metoxido sédico (25 % en peso en MeOH, 1,860 g, 8,60 mmol) a una solucion agitada de hidrocloruro de
hidroxilamina (400 mg, 5,76 mmol) en MeOH anhidro (5 ml) a 0 °C en una atmédsfera de N,. Después de agitar
durante 20 min, se afiadié una solucién de éster metilico (4) (829 mg, 1,90 mmol) en 1:1 de MeOH/THF (6 ml) y la
mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 1 h y a temperatura ambiente durante 4 h. La reaccién se interrumpio
con HCI 1,0 M (6 ml), se concentrdé por evaporacion rotatoria para retirar los disolventes organicos y se diluyé con
DMSO (4 ml). La RP-HPLC analitica (columna C+s, gradiente de CH3sCN al 5-35 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300
nm, 16 min) indicé una pureza del 85 % para la mezcla del producto en bruto. La purificacion por RP-HPLC
preparativa y la liofilizacion de las fracciones recogidas dieron 701 mg (81 %) de (5) en forma de un sdlido esponjoso
de color blanco. LRMS (ES+) m/z 438,1 (C24H27N30s+H requiere 438,20); RP-HPLC (300 nm, 16 min de ejecucion)
8,7 min.
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Procedimientos de Resina para Sintetizar Hidroxamatos de Tolanilo
Ejemplo 16 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-[(4-{[(bencilamino)acetillamino}fenil)etinil]-N-{(1S,2R)-2-hidroxi-1-
[(hidroxiamino)carbonilipropil}benzamida
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1. Acoplamiento con Resina de Fmoc Hidroxilamina

La resina se hinchd previamente mediante la adicion de DCM y agitacion durante 30 min. La resina se dreno, se
anadio piperidina al 20 % en DMF, la resina se agité durante 1,25 horas y finalmente se drend y se lavé en 2 x DMF
y 2 x DCM. Después de drenar completamente, se afnadio piperidina al 20 % en DMF para lograr la escision en 1,25
horas. La resina se lavé 4 x DMF, 4 x DCM y se drendé completamente. En un matraz aparte, se mezclé el
aminoacido (Fmoc-Thr tBu-OH, o Fmoc-DAP Boc-OH, 4 equiv.), se afiadieron HATU (4 equiv.), DMF (60 ml) y base
de Hunig (8 equiv.) y se agitd durante 2-3 min. La mezcla se afhadié a la resina y se agité durante 20-24 horas.
Posteriormente, la resina se drend y se sometié a un lavado convencional (1 x DCM, 4 x DMF y 4 x DCM). El Fmoc
se retird del aminoacido mediante la adicion de piperidina al 20 % en DMF y agitacion durante 1,25 horas, se drend y
se sometiod al lavado convencional (1 x DCM, 4 x DMF y 4 x DCM).

2. Acoplamiento de Acido of 4-yodobenzoico con la Resina de Aminoacido

Una mezcla de acido 4-yodobenzoico (4 equiv.), HBTU (4 equiv.) y DMF (60 ml) se agité durante varios minutos.
Posteriormente, se afiadié base de Hunig (8 equiv.) y la mezcla se agité durante 2-3 min més. Después, la mezcla
preactivada se afiadio a resina de Thr o DAP preparada (Fmoc eliminado, 7,5 g, 5,775 mmol). La reaccién se agitd
durante 12-16 horas, seguido del lavado convencional (1 x DCM, 4 x DMF y 4 x DCM).

3. Acoplamiento de Alquino sobre la Resina

A la resina 4-yodobenzoica (4 g, 3,08 mmol) se le afiadieron 4-aminofenilacetileno (3 equiv.), Pd(PPhs).Cl> (0,04
equiv.), Cul (0,08 equiv.) y THF (purgado con argon). Después de mezclar durante 1 min, se afiadié TEA (4,5 equiv.)
y la reaccién se agité durante 12 horas a TA en una atmédsfera de argon.

4. Acoplamiento de Anilina con Cloruro de Bromoacetilo sobre la Resina

A la resina de anilina (4 g, 3,08 mmol) se le afiadieron DCM (30 ml) y lutidina (10 equiv.) y se agité durante 1 min. Se
afiadio lentamente cloruro de bromoacetilo (8 equiv.) en DCM (5 ml). Después de la adicion, la suspension se agité
durante 1,5 a 1,75 horas. Posteriormente, se realizé el drenado y después un lavado con 2 x DCM, 4 x DMF y 4 x
DCM.

5. Desplazamiento con Aminas sobre la Resina

A la resina de bromoacetilo (125 mg) se le afiadid NMP (1,5 ml) seguido de amina (0,2 g o ml, es decir, exceso) y la
suspension se agité durante 12-16 horas a TA. Para neutralizar la sal, se afiadié TEA. El imidazol se calent6 a 38 °C
durante 24 h (en el caso de las anilinas, se calentaron a 38 °C durante 48 h). La mezcla de reaccion se drend y se
lavé 4 x DMF y 4 x DCM.

6. Escisién de la Resina y Desproteccion de Thr tBu y DAP Boc

La resina (125 mg) se absorbié en TFA/agua (80:20 v/v) (1,5 ml) a TA durante 45 min. Después de la escision, la
solucion se recogio y la resina se lavé con mas mezcla de TFA/agua (0,75 ml). A la solucién de TFA/producto se le
afiadieron una solucién de acetonitrilo/agua (1:1 v/v, 10 ml) y agua pura (2,5 ml). La mezcla se congeld en nitrégeno
liquido durante 15 min y se licfilizé. El residuo seco se disolvid de nuevo en la solucién de acetonitrilo/agua (1:1 v/v,
10 ml) seguido de la adicién de HCI ac. 1 M (1,2 equiv. por nitrégeno basico), se congeld y se liofilizd para dar un
polvo.

Sintesis de Acido 3'-Nitro-Tolan Treonina Hidroxamico
Ejemplo 17 (Ejemplo de referencia)
(1S,2R)-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(3-nitro-feniletinil)-benzamida

Preparacion de (1S,2R)-(2-terc-butoxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-etinil-benzamida sobre Resina de 2-
clorotritilo de Hidroxilamina (3)

Se hinché resina de Fmoc-treonina (1) (0,522 g, 0,365 mmol, 0,70 mmol) en DCM (5 ml) durante 2 h y se drené. La
resina se tratd con piperidina al 20 % en DMF (6 ml) durante 1 hora, se lavé con DMF (4 x 6 ml) y DCM (4 x 6 ml) y
se drené completamente. En un matraz aparte, se disolvieron acido 4-etinilbenzoico (2) (0,160 g, 1,10 mmol), DIC
(0,280 ml, 1,79 mmol), HOBt (0,148 g, 1,10 mmol) y DIEA (0,4 ml, 2,30 mmol) en DCM (1 ml) y DMF (4 ml), se
agitaron durante 15 min y se afiadieron a la resina. Después de agitar durante 36 h, la mezcla se drend, se lavé con
DMF (4 x 6 ml) y DCM (4 x 6 ml) y se secé al vacio para dar 0,495 g de (3) en forma de una resina de color amarillo.

Preparacion de (1S,2R)-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(3-nitro-feniletinil)-benzamida (5)

La resina (3) (100 mg, 0,070 mmol) se hinché en DCM (2 ml) durante 1 h y se drend. Una solucién de 1-yodo-3-
nitrobenceno (4) (87,1 mg, 0,350 mmol) y EtsN (150 ul, 1,10 mmol) en DMF (1,5 ml) se purgd con una corriente de
burbujas de Nz durante dos minutos y se afadié a la resina. Después de mezclar durante 5 min, se afadieron
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PdClx(PPhs), (10,0 mg, 0,014 mmol) y Cul (7,0 mg, 0,036 mmol) y la mezcla se agité durante 26 h. La resina se
drend, se lavd con DMF (3 x 2 ml), DCM (3 x 2 ml) y se escindié con TFA al 10 %/DCM (1,5 ml) durante 20 min. La
soluciéon se recogié y la resina se aclar6 con mas TFA al 10 %/DCM (1,0 ml). Las fracciones escindidas se
combinaron, se trataron con TFA puro (2,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se concentraron por evaporacion
rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La purificacion por RP-HPLC (columna Cig, gradiente de
CH3CN al 5-65 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 28 min) y la liofilizacién de las fracciones recogidas
proporcionaron 6,0 mg (22% de rendimiento) de (5) en forma de una espuma de color blanco. LRMS (ES+) m/z
384,2 (C19H17N306+H requiere 384,15); RP-HPLC (300 nm, 28 min de ejecucién) 15,2 min.

Sintesis de Acido 4'-Trifluorometoxi-Tolan Dap Hidroxamico
Ejemplo 18 (Ejemplo de referencia)
(1S)-N-(2-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-(4-trifluorometoxi-feniletinil)-benzamida (5)

Preparacion de (1S)-N-(2-(Boc)-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-etinil-benz-amida sobre Resina de 2-
clorotritilo de Hidroxilamina (3)

Se hinché resina de Fmoc-Dap (1) (1,330 g, 0,931 mmol, 0,70 mmol/g) en DCM (15 ml) durante 2 h y se drend. La
resina se tratd con piperidina al 20 % en DMF (20 ml) durante 1 hora, se lavé con DMF (3 x 15 ml) y DCM (3 x 15 ml)
y se dren6 completamente. En un matraz aparte, se disolvieron acido 4-etinilbenzoico (2) (0,408 g, 2,793 mmol), DIC
(0,70 ml, 4,470 mmol), HOBt (0,377 g, 2,793 mmol) y DIEA (1,0 ml, 5,7 mmol) en DCM (10 ml) y DMF (2 ml), se
agitaron durante 15 min y se afiadieron a la resina. Después de agitar durante 36 h, la mezcla se drend, se lavé con
DMF (3 x 15 ml) y DCM (3 x 15 ml) y se sec6 al vacio para dar 1,290 g de (3) en forma de una resina de color
amarillo.

Preparacion de (1S)-N-(2-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-(4-trifluorometoxi-feniletinil)-benzamida (5)

La resina (3) (120 mg, 0,084 mmol) se hinchd6 en DCM (2 ml) durante 1 h y se drend. Una solucién de 4-
(trifluorometoxi)yodobenceno (4) (96,8 mg, 0,336 mmol) y EtsN (150 pl, 1,10 mmol) en DMF (2,0 ml) se purgd con
una corriente de burbujas de Nz durante dos minutos y se afiadié a la resina. Después de mezclar durante 5 min, se
afiadieron PdCIlx(PPhs)z (18,0 mg, 0,025 mmol) y Cul (8,0 mg, 0,042 mmol) y la mezcla se agité durante 24 h. La
resina se drend, se lavé con DMF (3 x 2 ml), DCM (3 x 2 ml) y se escindi6 con TFA al 10 %/DCM (2,0 ml) durante 20
min. La solucion se recogio y la resina se aclaré con mas TFA al 10 %/DCM (1,0 ml). Las fracciones escindidas se
combinaron, se trataron con TFA puro (3,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se concentraron por evaporacion
rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La purificacion por RP-HPLC (columna Cig, gradiente de
CH3CN al 5-55%, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 28 min) y la liofilizacién de las fracciones recogidas
proporcionaron 9,0 mg (25% de rendimiento) de (5) en forma de un sélido de color blanco. LRMS (ES+) m/z 408,0
(C19H16F3N304+H requiere 408,11); RP-HPLC (300 nm, 28 min de ejecucién) 18,0 min.

Ejemplo 19 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de N-(1-(N-hidroxicarbamoil)(1S,2R)-2-hidroxipropil)[4-(4-fenilbuta-1,3-diinil)feniljJcarboxamida

Se prepar6 éster metilico del acido 4-(2,2-dibromo-vinil)-benzoico (2) por el método de Wang, S., et al., J. Org.
Chem. 1999, 64, 8873-8879.

Una solucién de (2) (5,76 g, 18,0 mmol), etinil-benceno (3) (2,57 g, 25,2 mmol), Pd>dbas (164 mg, 0,18 mmol) y
tris(4-metoxifenil) fosfina (TMPP) (253 mg, 0,72 mmol) se disolvieron en DMF (60 ml) rociada con argén (5 min). La
reaccion se rocié con argon durante 1 min, a la mezcla de reaccion agitada se le afiadié TEA (7,5 ml, 54,0 mmol) y
después se calentd en una atmédsfera de argén a 85°C durante 3,5 horas. Se descubridé que la reaccion se habia
completado por LCMS. La reaccion se enfrio a ta y se diluyé con EtOAc/hexano (1:1) (300 ml). La fase organica se
lavé con HCI 1 M (2 x 50 ml), NaOH 1 M (3 x 50 ml), agua (2 x 50 ml) y salmuera sat. (50 ml), se secé con NazSOs,
se filtrdé y se concentrd a presion reducida para obtener 5,25 g de producto en bruto en forma de un aceite. El aceite
se traté con aproximadamente 20 ml de una solucién de EtOAc al 20 %/hexano que se calenté para disolver el
residuo. Las paredes del matraz se lavaron con la solucion de EtOAc al 20 %/hexano (5 ml) que, después de la
refrigeracién, dieron 1,45 g de producto puro (31 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. El
producto de reaccién en bruto se purificd por cromatografia ultrarrdpida usando EtOAc (8 %)/hexano como eluyente.
Las fracciones puras se evaporaron y se secaron al vacio para dar mas cantidad de producto tipicamente con un
rendimiento de la adicion del 25-30 %.

Se preparo6 éster metilico del acido 4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-benzoico (4) de acuerdo con el método de Wang, S., et
al., Org. Lett. 2000, 2(18), 2857-2860.

Preparacion de acido 4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-benzoico (5)

Una solucion ac. 3 M de NaOH (20 ml) se afiadié a una solucion agitada de éster metilico (4) (1,45 g, 5,6 mmol) en
MeOH (100 ml) a ta. La solucion de reaccién se calentd a reflujo durante 45 min hasta que la reaccion se volvio
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transparente. Todo el material de partida desaparecié segun se determiné por TLC y HPLC. La reaccion se enfrié a
ta y se retird algo de MeOH (~50 ml) por evaporacién a presion reducida. A la mezcla se la afiadié agua (100 ml). Se
afiadio gota a gota HCI conc. a la solucién agitada hasta que se hizo acida segun se determiné con papel de pH (pH
2). El precipitado de color blanco que se formé se recogié por filtracién por succion. El sélido se lavé con agua (3 x
20 ml) y hexano (2 x 20 ml) para dar, después del secado, 1,35 g de (5) con un rendimiento del 99 %.

La conversion posterior del compuesto (5) en N-((2S,3R)-3-hidroxi-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-(penta-1,3-
diinil)benzamida (7) se realizd de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 12 para la sintesis de N-(2-Hidroxi-1-
hidroxicarbamoil-propil)-4-feniletinil-benzamida (compuesto 5). LCMS MH+ +363,13.

Ejemplo B (Ejemplo de referencia)
Sintesis de N-[(1S)-1-(aminometil)-2-(hidroxiamino)-2-oxoetil]-4-[4-(4-aminofenil)buta-1,3-diinillbenzamida

Preparacion de éster metilico del acido 2-{4-[4-(4-amino-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoilamino}-3-terc-
butoxicarbonil amino-propiénico (2)

Se anadi6 DIEA (10,5 ml, 60,3 mmol) a una solucién agitada de &cido 4-[4-(4-Amino-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico
(1) (5,0 g, 19,1 mmol), HOBT (2,72 g, 20,1 mmol) y EDC (3,85 g, 20,1 mmol) en DMF (80 ml). Después de 2 min, se
afiadio en una porcién H-DAP(Boc)-OMe (5,12 g, 2,1 mmol). Después de 12 horas a ta, se descubrié que la reaccion
se habia completado por LCMS. La reaccién se diluyé con EtOAc/hexano (4:1) (500 ml). La fase organica se lavo
con NaOH 1 N (2 x 80 ml), agua (2 x 80 ml) y salmuera sat. (80 ml), se secd con Na SOy, se filtré y se concentré a
presion reducida para dar el producto en bruto. El residuo se filtré a través de un lecho de filtro de silice eluyendo
con EtOAc/hexano (4:1). Las fracciones con producto se evaporaron para dar 8,02 g de (2) con un rendimiento del
91 %. La conversion posterior de (2) en el &cido hidroxdmico final se realizé de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 12 para la sintesis de N-(2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-feniletinil-benzamida (compuesto 5).

Sintesis de Acido 4-(Buta-1,3-diinil)-benzoico (4) para preparar analogos de 1,3-diinilo (tal como en el
Ejemplo 20 a continuacion)

Preparacion de éster metilico del acido 4-(4-trimetilsilanil-buta-1,3-diinil)-benzoico (3)

Una solucién de 4-yodobenzoato de metilo (2) (4,510 g, 17,2 mmol), PdCIx(PPhs)2 (483 mg, 0,690 mmol) y Cul (262
mg, 1,37 mmol) en CH3CN (50 ml) se enfri6 a 0 °C en una atmésfera de N2 en ausencia de luz. Se afiadio
trietilamina (7,2 ml, 52,0 mmol), seguido de trimetilsilil-1,3-butadiino (1) (5,240 g, 42,8 mmol) y la reaccién se agité 3
h a0 °C y durante 30 h a temperatura ambiente. La retirada del disolvente por evaporacién rotatoria proporcioné un
residuo bruto de color negro que se purificé por cromatografia sobre gel de silice (95:5 de hexanos/EtOAc) para dar
3,450 g (79 % de rendimiento) de (3) en forma de un sdlido de color pardo, p.f. = 67-68 °C.

Preparacion de acido 4-(buta-1,3-diinil)-benzoico (4)

Se disolvié hidréxido potasico (3,700 g, 65,9 mmol) en H>O (10 ml) y se afadié a una solucién de (3) (3,420 g, 13,5
mmol) en THF (26 ml) en ausencia de luz. Después de agitar durante 16 h, la reaccién se interrumpié con HCI 1,0 M
(120 ml) y el precipitado resultante se filtrd, se lavd con 1:1 de hexanos/benceno (150 ml) y se sec6 al vacio para
proporcionar 2,100 g (91 % de rendimiento, 98% de pureza) de (4) en forma de un sélido de color pardo, p.f. >230
°C. Aunque se descubrié que el diino (4) era inestable a temperatura ambiente, podria almacenarse durante varias
semanas a 0 °C observandose unicamente un poco de descomposicién por TLC. F; = 0,2 (4:1 de Hexanos/EtOAc);
HPLC (300 nm, 28 min de ejecucion) 16,0 min; LRMS (ES+) m/z 171,0 (C11HsO2+H requiere 171,04).

Sintesis de un Acido 3'-Nitrofenil-Diacetilenic-Dap Hidroxamico

Ejemplo 20 (Ejemplo de referencia)
N-(1-(N-hidroxicarbamoil)(1S)-2-aminoetil){4-[4-(3-nitrofenil)buta-1,3-diinil]fenil}carboxamida (6)
Preparacion de Fmoc-Dap(Boc)-NHOH sobre resina de 2-clorotritilo de hidroxilamina (2)

Una suspensiéon de resina de 2-clorotritio de N-Fmoc-hidroxilamina (1) (3,288 g, 2,53 mmol, 0,77 mmol/g,
Novabiochem) en DCM (40 ml) se agité durante 2 h y se drend. La resina se traté con piperidina al 20 % en DMF (40
ml) durante 1 hora, se lavé con DMF (2 x 40 ml), se traté una segunda vez con piperidina al 20 % en DMF (40 ml),
se lavé con DMF (3 x 40 ml) y DCM (3 x 40 ml) y se dren6é completamente. En un matraz aparte, se disolvieron
Fmoc-Dap(Boc)-OH (3,175 g, 7,44 mmol), HATU (2,829 g, 7,44 mmol) y DIEA (4,3 ml, 24,7 mmol) en DMF (35 ml),
se agitaron durante tres minutos y se afadieron a la resina. Después de agitar durante 48 h, la mezcla se drend, se
lavé con DMF (4 x 40 ml) y DCM (4 x 40 ml) y se sec6 al vacio para dar 3,530 g de (2) en forma de una resina de
color amarillo.
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Preparacion de (S)-N-(2-N-Fmoc-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-buta-1,3-diinil-benzamida sobre resina de 2-
clorotritilo de hidroxilamina (4)

La resina (2) (3,530 g, 2,53 mmol, 0,71 mmol/g) se hinché en DCM (40 ml) durante 2 h y se drend. La resina se tratd
con piperidina al 20 % en DMF (40 ml) durante 1 hora, se lavé con DMF (4 x 40 ml) y DCM (4 x 40 ml) y se dren6
completamente. En un matraz aparte, se disolvieron acido 4-buta-1,3-diinil-benzoico (3) (1,076 g, 6,32 mmol), EDCI
(1,457 g, 7,60 mmol), HOBt (1,048 g, 7,75 mmol) y DIEA (2,2 ml, 12,6 mmol) en DCM (25 ml) y DMF (5 ml), se
agitaron durante 45 min y se afiadieron a la resina. Después de agitar durante 48 h, la mezcla se drend, se lavé con
DMF (4 x 40 ml) y DCM (4 x 40 ml) y se secé al vacio para dar 3,35 g de (4) en forma de una resina de color pardo
palido.

Preparacion de (S)-N-(2-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-[4-(3-nitro-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida (6)

La resina (4) (176 mg, 0,135 mmol) se hinché en DCM (3 ml) durante 1 h y se drend. Una solucién de 1-yodo-3-
nitrobenceno (5) (118 mg, 0,474 mmol) y EtsN (200 pl, 1,43 mmol) en DMF (3,0 ml) se purgd con una corriente de
burbujas de N, durante dos minutos y se afiadié a la resina. Después de mezclar durante 5 min, se afiadieron
PdCI2(PPhs)2 (6,0 mg, 0,009 mmol) y Cul (10,0 mg, 0,052 mmol) y la mezcla se agité durante 36 h. La resina se
drend, se lavo con DMF (4 x 3 ml), DCM (4 x 3 ml) y se escindié con TFA al 10 %/DCM (2 ml) durante 20 min. La
solucién se recogid y la resina se aclaré con mas TFA al 10 %/DCM (2 ml). Las fracciones escindidas se
combinaron, se trataron con TFA puro (4,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se concentraron por evaporacion
rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La purificacion por RP-HPLC (columna Cig, gradiente de
CH3CN al 5-65 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 30 min) y la liofilizacién de las fracciones recogidas
proporcionaron 12,0 mg (22%) de 470 en forma de un sdlido de color blanco. LRMS (ES+) m/z 392,9 (C2oH1sN4Os+H
requiere 393,11); RP-HPLC (300 nm, 30 min de ejecucion) 14,9 min.

Sintesis de Acido 4'-Benzamida Diacetileno Dap Hidroxamico
Ejemplo 21 (Ejemplo de referencia)
N-((2S)-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-{4-[4-(2-amino-etilcarbamoil)-fenil]-buta-1,3-diinil}-benzamida (3)

Se hinché (1S)-N-(2-(Boc)-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-etinil-benz-amida sobre resina de hidroxilamina-2-cloro
(1) (145 mg, 0,111 mmol) en DCM (2 ml) durante 1 h y se drend. Se afiadié una solucién de 4-etinilbenzamida (2)
(124 mg, 0,288 mmol) y EtsN (100 pl, 0,72 mmol) en DMF (2,0 ml) y la resina se agité durante 5 min. Se afiadié una
mezcla de PdCIx(PPhs)2 (21 mg, 0,030 mmol) y Cul (22 mg, 0,110 mmol) y la resina se agitdé durante 60 h. La resina
se dreno, se lavé con DMF (3 x 2 ml), DCM (3 x 2 ml) y se escindi6 con TFA al 10 %/DCM (1,5 ml) durante 20 min.
La solucion se recogid y la resina se aclaré6 con mas TFA al 10 %/DCM (1,0 ml). Las fracciones escindidas se
combinaron, se trataron con TFA puro (2,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se concentraron por evaporacion
rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La purificacion por RP-HPLC (columna C1s, gradiente de
CHsCN al 5-55 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 26 min) y la liofilizacién de las fracciones recogidas
proporcionaron 2,6 mg (5 % de rendimiento) de (3). LRMS (ES+) m/z 434,0 (C23H23NsO4+H requiere 434,19); RP-
HPLC (300 nm, 26 min de ejecucién) 15,3 min.

Sintesis de N-[4-Butadiinil-benzoill-Thr(tBu) sobre Resina (Continuacion para la preparar los Ejemplos 22 y
23)

Preparacion de (2S, 3R)-2-N-Fmoc-amino-3-terc-butoxi-N-hidroxi-butiramida sobre resina de 2-clorotritilo de
hidroxilamina (2)

Una suspensiéon de resina de 2-clorotritio de N-Fmoc-hidroxilamina (1) (3,188 g, 2,45 mmol, 0,77 mmol/g,
Novabiochem) en DCM (40 ml) se agité durante 2 h y se drend. La resina se traté con piperidina al 20 % en DMF (40
ml) durante 1 hora, se lavé con DMF (2 x 40 ml), se traté una segunda vez con piperidina al 20 % en DMF (40 ml),
se lavo con DMF (3 x 40 ml) y DCM (3 x 40 ml) y se drené completamente. En un matraz aparte, se disolvieron
Fmoc-Thr(tBu)-OH (2,927 g, 7,36 mmol), HATU (2,798 g, 7,36 mmol) y DIEA (4,3 ml, 24,6 mmol) en DMF (40 ml), se
agitaron durante tres minutos y se afadieron la resina. Después de agitar durante 24 h, la mezcla se drend, se lavd
con DMF (4 x 40 ml) y DCM (4 x 40 ml) y se secé al vacio para dar 3,500 g de (2) en forma de una resina de color
amarillo.

Preparaciéon de 4-buta-1,3-dinil-N-(2-terc-butoxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-benzamida sobre Resina de 2-
clorotritilo de Hidroxilamina (4)

La resina (2) (2,030 g, 1,56 mmol, 0,77 mmol/g) se hinché en DCM (20 ml) durante 2 h y se drend. La resina se tratd
con piperidina al 20 % en DMF (20 ml) durante 1 hora, se lavo con DMF (4 x 20 ml) y DCM (4 x 20 ml) y se dren6
completamente. En un matraz aparte, se disolvieron acido 4-buta-1,3-diinil-benzoico (3) (0,617 g, 3,63 mmol), EDCI
(0,834 g, 4,35 mmol), HOBt (0,588 g, 4,35 mmol) y DIEA (1,0 ml, 5,7 mmol) en DCM (15 ml) y DMF (4 ml), se
agitaron durante 45 min y se afiadieron a la resina. Después de agitar durante 36 h, la mezcla se drend, se lavé con
DMF (4 x 20 ml) y DCM (4 x 20 ml) y se seco6 al vacio para dar 1,900 g de (4) en forma de una resina de color pardo
palido.
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Sintesis de Acidos Treonina Hidroxamicos Diacetilénicos
Ejemplo 22 (Ejemplo de referencia)
(2S,3R)-4-[4-(3-aminometil-fenil)-buta-1,3-diinil]-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-benzamida (3)

La resina (1) (resina (4) obtenida de la sintesis anterior) (100 mg, 0,077 mmol) se hinché en DCM (2 ml) durante 1 h
y se drend. Una solucion de hidrocloruro de 3-yodobencilamina (2) (83,0 mg, 0,308 mmol) y EtsN (250 pl, 1,80 mmol)
en DMF (1,5 ml) se purgd con una corriente de burbujas de N2 durante dos minutos y se afadio a la resina. Después
de mezclar durante 5 min, se afiadieron PdCIz(PPhs)2 (11,0 mg, 0,016 mmol) y Cul (7,0 mg 0,037 mmol) y la mezcla
se agitdé durante 36 h. La resina se drend, se lavé con DMF (4 x 2 ml), DCM (4 x 2 ml) y se escindié con TFA al 10
%/DCM (1,5 ml) durante 20 min. La solucion se recogio y la resina se aclaré con mas TFA al 10 %/DCM (1,5 ml). Las
fracciones escindidas se combinaron, se trataron con TFA puro (3,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se
concentraron por evaporacion rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La purificacién por RP-HPLC
(columna Cysg, gradiente de CH3CN al 5-65 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 28 min) y la liofilizacion de las
fracciones recogidas proporcionaron 4,3 mg (14%) de (3) en forma de un sélido de color blanco. LRMS (ES+) m/z
392,0 (C22H21N304+H requiere 392,15); RP-HPLC (300 nm, 28 min de ejecucién) 10,0 min.

Sintesis de Analogos de Bencilamina Diacetilénicos

Ejemplo 23 (Ejemplo de referencia)

(1S, 2R)-N-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida (4)
Preparacion de Benzaldehido Diacetilénico de Treonina sobre Resina (3)

La resina (1) (resina (4) obtenida de la sintesis anterior)) (1,00 g, 0,77 mmol) se pre-hinch6 en DCM (25 ml) durante
14 h y se drend. Una solucion de 4-yodobenzaldehido (2) (715 mg, 3,08 mmol) y EtsN (1,00 ml, 7,17 mmol) en DMF
(20 ml) se purgd con N, durante dos minutos y se afiadid a la resina. Después de mezclar durante 5 min, se
afiadieron PdCIz(PPhs), (40,0 mg, 0,057 mmol) y Cul (19,0 mg, 0,100 mmol) y la reaccion se agité durante 48 h. La
resina se drend, se lavé con DMF (4 x 20 ml), DCM (4 x 20 ml) y se sec6 al vacio para dar 1,100 g de (3) en forma
de una resina de color amarillo oscuro.

Preparacion de (1S, 2R)-N-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-buta-1,3-diinil]-
benzamida (4)

Una solucion de morfolina (75 ul, 0,860 mmol) y ortoformiato de trimetilo (100 pl, 0,914 mmol) en THF (3,0 ml) se
afiadio a un vial tapado a rosca revestido de Teflon que contenia el benzaldehido diacetilénico unido a resina (3). La
resina se agitd durante 10 min, se tratd sucesivamente con acido acético (100 pl, 1,75 mmol) y una soluciéon de
NaCNBH3 (40,0 mg, 0,637 nmmol) en MeOH (1,0 ml) y se agité durante 44 h. La resina se filtrd, se lavd con DMF (3
x 3 ml)y DCM (3 x 3 ml) y se drené. La escision de la resina se consiguié por tratamiento con TFA al 10 %/DCM (2,0
ml) y agitacion durante 20 min. La solucidn se recogid y la resina se aclaré con mas TFA al 10 %/DCM (2,0 ml). Las
fracciones escindidas se combinaron, se trataron con TFA puro (3,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se
concentraron por evaporacion rotatoria para dar un residuo en bruto de color amarillo. La purificaciéon por RP-HPLC
(columna C+s, gradiente de CH3CN al 5-35 %, TFA al 0,1 %, analisis UV 300 nm, 18 min) y la liofilizacion de las
fracciones recogidas proporcionaron 19,0 mg (29%) de (4) en forma de un sdlido esponjoso de color amarillo. LRMS
(ES+) m/z 462,0 (C26H27N3Os+H requiere 462,10); HPLC (300 nm, 18 min de ejecucion) 10,3 min.

Sintesis de Acido 4'-Benzamida Diacetileno Treonina Hidroxamico
Ejemplo 24 (Ejemplo de referencia)

(1S,2R)-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-{4-[4-(2-amino-etilcarbamoil)-fenil]-buta-1,3-diinil}-
benzamida (5)

Preparacion de N-(2-tritil-amino-etil)-4-etinil-benzamida (3)

A una solucién de acido 4-etinilbenzoico (1) (292 mg, 2,00 mmol), EDCI (382 mg, 2,00 mmol) y HOBt (270 mg, 2,00
mmol) en DMF (10 ml) se le afiadieron N-tritil etilendiamina (2) (810 mg, 2,67 mmol) y DIEA (1,4 ml, 8,0 mmol). La
mezcla de reaccién se agité durante 24 h, se diluyé con EtOAc (200 ml), se lavé con HCI 0,5 M (60 ml), NaHCO3
saturado (2 x 60 ml) y H20 (4 x 60 ml), se seco sobre MgSQO4 y se concentrd para dar 836 mg (97% de rendimiento)
de (3) en forma de un sélido de color blanco, p.f. 50-51 °C. F; = 0,40 (1:1 de Hexanos/EtOAc).

Preparacién de (1S,2R)-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-{4-[4-(2-amino-etilcarbamoil)-fenil]-buta-1,3-
diinil}-benzamida (5)

La resina (4) (resina (1) de la sintesis anterior) (150 mg, 0,116 mmol) se hinchd en DCM (2 ml) durante 1 h y se

drend. Se afiadié una solucién de 4-etinilbenzamida (3) (151 mg, 0,350 mmol) y EtsN (150 ul, 1,10 mmol) en DMF
(2,0 ml) y la resina se agité durante 5 min. Se afiadié una mezcla de PdClx(PPhs), (21 mg, 0,030 mmol) y Cul (28
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mg, 0,147 mmol) y la resina se agité durante 60 h. La resina se drend, se lavé con DMF (3 x2 ml)y DCM (3 x2 ml) y
se escindio con TFA al 10 %/DCM (1,5 ml) durante 20 min. La solucion se recogio y la resina se aclaré con mas TFA
al 10 %/DCM (1,0 ml). Las fracciones escindidas se combinaron, se trataron con TFA puro (2,0 ml), se agitaron
durante 1 h a ta y se concentraron por evaporacién rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La
purificacién por RP-HPLC (columna C1s, gradiente de CH3CN al 5-65%, TFA al 0,1%, analisis UV 300 nm, 26 min) y
la liofilizacion de las fracciones recogidas proporcionaron 2,0 mg (4% de rendimiento) de (5). LRMS (ES+) m/z 449,1
(C24H24N4Os5 +H requiere 449,18); RP-HPLC (300 nm, 26 min de ejecucion) 17,0 min.

Sintesis de Acido 3'-Piridina Diacetileno Treonina Hidroxamico
Ejemplo 25 (Ejemplo de referencia)
N-((2R)-hidroxi-(1S)-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-piridin-3-il-buta-1,3-diinil)-benzamida (3)

Se hinch6 (1S,2R)-N-(2-terc-butoxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-etinilbenzamida sobre resina de 2-clorotritilo de
hidroxilamina (1) (142 mg, 0,109 mmol) en DCM (2 ml) durante 1 h y se drend. Se afiadié una solucion de 3-
etinilpiridina (2) (38 mg, 0,368 mmol) y EtsN (200 pl, 1,4 mmol) en DMF (2 ml) y la resina se agité durante 5 min. Se
anadié una mezcla de PdCIx(PPhs). (22 mg, 0,031 mmol) y Cul (25 mg, 0,131 mmol) y la resina se agité durante 72
h. La resina se drend, se lavé con DMF (3 x 2 ml) y DCM (3 x 2 ml) y se escindi6é con TFA al 10 %/DCM (1,5 ml)
durante 20 min. La solucién se recogio y la resina se aclar6 con mas TFA al 10 %/DCM (1,0 ml). Las fracciones
escindidas se combinaron, se trataron con TFA puro (2,0 ml), se agitaron durante 1 h a ta y se concentraron por
evaporacion rotatoria para dar un residuo en bruto de color pardo. La purificacion por RP-HPLC (columna Cis,
gradiente de CH3;CN al 5-65%, TFA al 0,1%, analisis UV 300 nm, 24 min) y la liofilizacién de las fracciones recogidas
proporcionaron 4,4 mg (11% de rendimiento) de (3). LRMS (ES+) m/z 364,0 (C2oH17N3O4+H requiere 364,13); RP-
HPLC (300 nm, 24 min de ejecucion) 11,2 min.

Ejemplo 26 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de N-(1-(N-hidroxicarbamoil)(1S,2R)-2-hidroxi propil){4-[4-(6-morfolin4-il(3-piridil))buta-1,3-
diinillfenil}carboxamida (5)

Preparacion de éster metilico del acido 4-[4-(6-cloro-piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico

Se prepar6 acido 4-[4-(6-cloro-piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico de acuerdo con el método de Wang Shen y
Sheela A. Thomas en Org. Lett. 2000, 2(18), 2857-2860.

Una solucién de éster metilico del acido 4-(2,2-dibromo-vinil)-benzoico (1) (9,6 g, 30,0 mmol), 2-cloro-5-etinil-piridina
(2) (5,43 g, 39,0 mmol), Pd2dbas (274 mg, 0,3 mmol) y tris(4-metoxifenil) fosfina (TMPP) (422 mg, 1,2 mmol) se
disolvié en DMF (60 ml) rociada con argoén (5 min). La reaccién se rocié con argén durante 1 min, a la mezcla de
reaccion agitada se le afadié TEA (12,5 ml, 90,0 mmol) y después se calenté en una atmésfera de argén a 85°C
durante 3 horas. Se descubrié que la reaccion se habia completado por LCMS. La reaccién se enfrié a ta y se diluyd
con EtOAc/hexano (1:1) (500 ml). La fase organica se lavé con NaOH 1 M (2 x 80 ml), agua (2 x 80 ml) y salmuera
sat. (80 ml), se secd con NaxSOq, se filtrd y se concentrd a presion reducida para dar el producto en bruto. El residuo
se filtré a través de un lecho de filtro de silice eluyendo con EtOAc/hexano (1:1). Las fracciones con producto se
evaporaron para dar 9,06 g de producto con buena pureza (~96 % de pureza). El material se llevo a continuacion sin
purificacién adicional.

Preparacién de Acido 4-[4-(6-Cloro-piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico (3)

Una solucion ac. 6 M de NaOH (15 ml) se afiadié a una solucion agitada de éster metilico del acido 4-[4-(6-cloro-
piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico (9,06 g, 30 mmol) en MeOH (350 ml) a ta. La solucién de reaccion se calenté a
reflujo durante 3 horas. La reacciéon permanecié en forma de una mezcla y no se volvio transparente. Los analisis
por HPLC y LCMS indicaron que la reaccion estaba formando productos secundarios. La reaccién se enfrid atay se
retir6 algo de MeOH (~200 ml) por evaporacién a presion reducida. A la mezcla se la afiadié agua (400 ml). Se
afiadio gota a gota HCI conc. a la solucidn agitada hasta que se hizo acida segun se determiné con papel de pH (pH
2). El precipitado de color amarillo que se formo se recogi6 por filtracion por succion. El sélido se lavé con agua (3 x
20 ml) y hexano (2 x 20 ml) para dar el producto en bruto. El andlisis por HPLC indic6é que habia aproximadamente
un 40 % de producto en la mezcla. El producto de reacciéon en bruto se purificd por cromatografia ultrarréapida
usando EtOAc (8-10 %)/hexano como eluyente. Las fracciones puras se evaporaron y se secaron al vacio para dar
4,2 g de producto (3) con un rendimiento del 50 %.

Preparacion de resina de tritilo del acido [4-[4-(6-cloro-piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-benzoil]-HN-Thr(OtBu)-
hidroxamico (4)

Se acoplé (3) a una treonina protegida con terc-butilo precargada sobre resina de 2-clorotritilo de hidroxilamina
siguiendo el mismo procedimiento que se ha usado para el Ejemplo 26. El acoplamiento emple6 DIC y HOBT. [La
resina de 2-clorotritilo de N-Fmoc-hidroxilamina se adquirié en Novabiochem n.° de cat 01-64-0165.]
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Preparacion de N-(2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(6-morfolin-4-il-piridin-3-il)-buta-1,3-diinil]-
benzamida (5)

Una solucién de morfolina (300 ul) en NMP (1 ml) se afiadié a un vial que contenia (4) (150 mg, 0,12 mmol). La
mezcla de reaccién se purgd con argon y se calenté a 85-90 °C durante 24 horas. La resina se drend y se lavo
varias veces alternativamente con DMF y DCM. El producto se escindié de la resina por tratamiento con una
soluciéon de TFA/agua (80:20) (1,5 ml) durante 45 min. La resina se filtré y se lavd con una solucién de TFA/agua
recién preparada (80:20) (0,5 ml). Las fracciones organicas y de TFA combinadas se diluyeron con CH3;CN/agua
(1:1) (10 ml), agua (2 ml) y se liofilizaron. El producto en bruto se purificé por HPLC prep. El producto en bruto se
disolvié en DMSO (1 ml), se pasé a través de un filtro de jeringa de Teflon y el filtrado transparente se inyectd en una
HPLC preparativa. La purificaciéon usé una columna Ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizaciéon de 22 ml/min
de gradiente al 2 % (AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad
para dar 2,2 mg de producto puro (5) en forma de la sal TFA (~32 % de rendimiento).

Ejemplo 27 (Ejemplo de referencia)
Sintesis de 4-[4-(4-Amino-fenil)-buta-1,3-diinil]-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-benzamida (4)

Preparacion de resina de tritilo de acido 2{4-[4-(4-Amino-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoilamino}-3-terc-
butoxicarbonil oxi-butirico hidroxamico (3)

Se afiadio DIEA (2,7 ml, 15,6 mmol) a una solucién agitada de acido 4-[4-(4-amino-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (2)
(1,64 g, 6,3 mmol), HOBT (0,85 g, 6,3 mmol) y DIC (0,98 ml, 6,3 mmol) en DMF (50 ml). Después de 2 min, se
afiadié en una porcién resina de H-Thr(Boc)-NHO-Trt (1) (5,8 g, 4,5 mmol). [La resina de 2-clorotritilo de N-Fmoc-
hidroxilamina se adquiri6 en Novabiochem n.° de cat. 01-64-0165.] Después de 12 horas a ta, se descubri6é que la
reaccion se habia completado por LCMS. La resina se drend y se lavd 3 veces, alternativamente cada vez, con DMF
y DCM. El producto (3) se uso tal cual en reacciones posteriores sin tratamiento adicional.

Preparacion de 4-[4-(4-Amino-fenil)-buta-1,3-diinil]-N-(2-hidroxi-1-hidroxi carbamoil-propil)-benzamida (4)

El producto (4) (120 mg, 0,09 mmol) se escindié de la resina (3) por tratamiento con una soluciéon de TFA/agua
(80:20) (1,5 ml) durante 45 min. La resina se filtr6 y se lavé con una solucion de TFA/agua recién preparada (80:20)
(0,5 ml). Las fracciones organicas y de TFA combinadas se diluyeron con CHzCN/agua (1:1) (10 ml), agua (2 ml) y
se liofilizaron. El producto en bruto se purificé por HPLC prep. El producto en bruto se disolvi6 en DMSO (1 ml), se
paso a través de un filtro de jeringa de Teflon y el filtrado transparente se inyecté en una HPLC preparativa. La
purificacién usé una columna Ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizacion de 22 ml/min de gradiente al 2 %
(AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad para dar 2,2 mg de
producto puro en forma de la sal TFA. El producto se liofilizé de nuevo en CH3CN/agua con 10 equivalentes de HCI
para retirar la mayor parte del TFA para producir 2 mg de (4) en forma de la sal HCI (~53% de rendimiento).

Ejemplo 28 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-{4-[4-(2-Dimetilamino-acetilamino)-fenil]-buta-1,3-diinil}-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-
benzamida (6)

(Continuacién del compuesto (3) del Ejemplo 27 anterior)

Preparaciéon de resina de tritilo de hidroxamato del acido 2-{4-(4-[4-(2-Bromo-acetilamino)-fenil]-buta-1,3-
diinil}-benzoilamino)-3-terc-butoxicarboniloxi-butirico (5)

Una solucién de cloruro de bromo-acetilo (0,75 g, 0,58 mmol) en DCM (2 ml) se afiadié a una mezcla de (3) (0,75 g,
0,58 mmol), lutidina (1,1 ml, 9,2 mmol) y DCM (4 ml) a ta con agitacion. Después de agitar durante 1,5 horas, se
descubrié que la reaccion se habia completado por LCMS. La resina se drend y se lavé de nuevo con DCM (2 x 10
ml), DMF (3 x 10 ml) y DCM (3 % 10 ml). La resina se drend y se secé al vacio. El producto de resina (5) se uso tal
cual en reacciones posteriores sin tratamiento adicional.

Preparacion de 4-{4-[4-(2-Dimetilamino-acetilamino)-fenil]-buta-1,3-diinil}-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-
propil)-benzamida (6)

Una solucion de dimetil amina (0,2 ml) en NMP (1,2 ml) se afiadié a (5) (125 mg, 0,09 mmol) a ta con agitacién.
Después de agitar durante 12 horas, se descubrié que la reaccién se habia completado por LCMS. La resina se
drend y se lavé de nuevo con DCM (2 x 10), DMF (3 x 10) y DCM (3 x 10). El producto (6 ml) se escindi6 de la
resina por tratamiento con una solucién de TFA/agua (80:20) (1,5 ml) durante 45 min. La resina se filtré y se lavé con
una solucion de TFA/agua recién preparada (80:20) (0,5 ml). Las fracciones organicas y de TFA combinadas se
diluyeron con CH3CN/agua (1:1) (10 ml), agua (2 ml) y se liofilizaron. El producto en bruto se purificé por HPLC prep.
El producto en bruto se disolvi6 en DMSO (1 ml), se pasé a través de un filtro de jeringa de Teflon y el filtrado
transparente se inyectdé en una HPLC preparativa. La purificacion usé una columna Ultro 120 C18 de 20 x 50 mm
con una realizacion de 22 ml/min de gradiente al 2 % (AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones

43



10

15

20

25

30

35

40

ES 2602615713

purificadas se liofilizaron a sequedad para dar 2 mg de producto puro (6) en forma de la sal TFA (~37% de
rendimiento).

Ejemplo 29 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-{4-[4-(2-Amino-4-metil-pentanoilamino)-fenil]-buta-1,3-diinil}-N-(2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-
propil)-benzamida (7)

(Continuacién del compuesto (3) del Ejemplo 27 anterior)

Se prepard una solucién de Fmoc-L-leucina (0,135 g, 0,38 mmol), HATU (0,146 g, 0,38 mmol) en DMF (1,5 ml).
Después de 2 min de agitacion, el acido activado se afadié a (3) (125 mg, 0,09 mmol) a ta con agitacién. Después
de agitar durante 36 horas, la reaccién se drend y se lavé de nuevo con DCM (2 x 4 ml), DMF (3 x 4 ml) y DCM (3 x
4 ml). La resina se traté dos veces con piperizina al 20 % en DMF (4 ml) durante 2 horas. La resina se drend y se
lavé varias veces alternativamente con DMF y DCM. El producto se escindié de la resina por tratamiento con una
soluciéon de TFA/agua (80:20) (1,5 ml) durante 45 min. La resina se filtré y se lavd con una solucién de TFA/agua
recién preparada (80:20) (0,5 ml). Las fracciones organicas y de TFA combinadas se diluyeron con CH3CN/agua
(1:1) (10 ml), agua (2 ml) y se liofilizaron. El producto en bruto se purificé por HPLC prep. El producto en bruto se
disolvié en DMSO (1 ml), se pasé a través de un filtro de jeringa de Teflon y el filtrado transparente se inyecté en una
HPLC preparativa. La purificaciéon usé una columna Ultro 120 C18 de 20 x 50 mm con una realizaciéon de 22 ml/min
de gradiente al 2 % (AcCN/agua, TFA al 0,1 %) durante 16 min. Las fracciones purificadas se liofilizaron a sequedad
para dar 1,7 mg de producto puro (7) en forma de la sal TFA (~30% de rendimiento).

Ejemplo 30 (Ejemplo de referencia)

Etapa 1
CHO

o NaBH(OAG); [ N/\©\
() T ol |

N
| : '

Se afiadio NaBH(OAc)s (1,38 g, 6,03 mmol) a 0 °C a una soluciéon de 4-yodobencilaldehido (1,0 g, 4,31 mmol) y
morfolina (462 mg, 5,37 mmol) en THF (30 ml). Después, la mezcla de reaccion se calentd a ta y se agité durante
una noche. El disolvente se retird (ER) y el residuo se extrajo con EtOAc (2 x) en NaHCO3; acuoso (pH = 8~9). Los
extractos organicos combinados se secaron (NaSOs) y se concentraron a sequedad (ER). La cromatografia en
columna (gel de silice, EtOAc/DCM al 0-100 %) proporciond el compuesto (1) (980 mg, 74,8% de rendimiento, M +

H" = 304,0).
L ==
0./ Pd(PPhy),, Cul, TEA © N

Etapa 2

1 ref. 1 2 OH

Una solucion del compuesto (1) (2,0 g, 6,6 mmol) y alcohol propargilico (407 mg, 7,26 mmol) en THF (20 ml) se
purgé con nitrégeno durante 30 min, seguido de la adicién de PdCIlx(PPhs), (55,6 mg, 0,079 mmol) y Cul (30 mg,
0,158 mmol). La mezcla de reaccion se enfrio a 0 °C y se afadio trietil amina (1,0 g, 9,9 mmol). La mezcla de
reaccion se calentd a ta y se agité durante una noche en una atmdsfera de N,. La mezcla de reacciéon se filtré a
través de un lecho de celite y el filtrado se concentré. El residuo se traté con agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc
(200 ml x 2). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (200 ml x 2) y salmuera (200 ml) y se secaron
(NaSOsg). El producto en bruto se purificé por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-50 %)
para dar 1,5 g del producto (2) (98,7% de rendimiento, M + H* = 232,0).

Etapa 3
oy e
O \) Des_Martin o
, o DCM ~ X0
3

Se afadio reactivo de Dess-Martin (1,37 g, 3,25 mmol) a una solucién del compuesto (2) (500 mg, 2,1 mmol) en
CH2Cl2 (5 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se calent6 a ta y se agité durante una noche. La mezcla de reaccién se
diluyé con CH,ClI, (200 ml), se basificé con NaHCO3 (saturado) a pH = 8~9 y después se lavd con agua (200 ml) y
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salmuera (200 ml), se secé (NaSO,) y se concentrd a presion reducida. El producto en bruto (3) (900 mg, MS + H* =
230,0) no era muy estable y se uso directamente en la siguiente reaccioén sin purificacion adicional.

COOMe
COOMe (EXO)P 0 \/@/
Br _—_— EtO Fl’ 4

150C OFt
rf. 2

Etapa 4

Una mezcla de éster metilico 4-bromometil-benzoilico (1,0 g, 4,37 mmol) y P(OEt); (3 ml) en un tubo cerrado
herméticamente se calenté a 150 °C durante una noche. La mezcla de reaccion, enfriada a ta, se diluyé con EtOAc
(200 ml), se lavo con agua (100 ml x 2) y salmuera (100 ml), se secd (NaSOs) y se concentrd a presion reducida. El
producto en bruto se purificé por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-100 %) para dar
el compuesto (4) (800 mg, 64,0 % de rendimiento, M + H" = 286,9).

Etapa 5

NaH, THF o
+ T /\I =

COOM
O\/©/ e °
1]
EtO*F}’ 4

OEt

Q

A una solucién del compuesto (4) (741 mg, 2,59 mmol) en THF (5 ml) se le afiadié NaH (114 mg, 2,85 mmol). Se
agitd a ta durante una hora, seguido de la adicion del compuesto (3) (900 mg) en solucién de THF (5 ml), y la mezcla
resultante se agitd a ta durante una noche y se concentré a presién reducida. El residuo se traté con EtOAc (300 ml),
se lavoé con agua (200 ml x 2) y salmuera (200 ml), se seco (NaSO) y se concentrd a presion reducida. El producto
en bruto se purificd por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-60%) para dar el
compuesto (5) (188 mg, 20,0% de rendimiento, M + H* = 362,0).

\/@coom O COOH
== NaOH ==
&

O/\I MeOH o/ﬁ O

N 5 N

Etapa 6

8

A una solucion del compuesto (5) (188 mg, 0,521 mmol) en MeOH (5 ml) se le afiadié NaOH (84 mg, 1,08 mmol). La
mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante 4 h y se enfrié a ta, y la mezcla de reaccién se neutralizé a pH =7
con una solucién de HCI (4 N en dioxano). El disolvente se retiré a presion reducida y el residuo sélido se lavé con
CHCl,. ElI CH2Cl> combinado se evaporé para dar el compuesto en bruto (6) (259 mg, 70 % de pureza, 100 % de
rendimiento, MS* = 348,0).
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Etapa 7

o
COOMe

\\/j:::I/ TFA

== NaQH

& MeOH
[8) e H
L::l 5 P :
/
Q
AT O
TFA
COOH
é6b

A una solucion del compuesto (5) (320 mg, 0,886 mmol) en MeOH (5 ml) se le afiadid NaOH (142 mg, 3,54 mmol).
La mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante 4 y h se enfrid a ta. La mezcla de reaccion se concentré a presion

reducida. El producto en bruto se purific6 por HPLC prep. para dar el compuesto (6a) (105,5 mg, 25,8% de
rendimiento, MS* = 348,0) y (6b) (30,9 mg, 7,4%, MS* = 348,0) en forma de la sal TFA.

Etapa 8
COOH
LT :
== N

& “Boc PyBOP, DIPEA
0™ ) 0 DMF
H N ~

9]

El,oc
o NH
N O
. H o
o’ﬁ

N 7

A una solucion del compuesto (6) (44 mg, 0,126 mmol) y 3-Boc-2,3-diaminopropanoato de metilo (64 mg, 0,253
mmol) y PyBOP (131 mg, 0,253 mmol) en DMF (2 ml) se le afadié DIPEA (81 mg, 0,65 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a ta. durante una noche, se diluyé con agua (50 ml), se extrajo con EtOAc (50 ml x 2). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml), se secaron (NaSQ4) y se concentraron a

presion reducida. El producto en bruto se purificd por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con MeOH/CHCl,
(0-5 %) para dar el producto 7 (47 mg, 68,1 %, MS™ = 548,1).

10

15 Etapa 9

fw X gn
“OH

‘\//[::]/j\ NH,OH, NaMeOH

°/“,©/ @

A una solucién del compuesto (7) (48 mg, 0,08 mmol) en CHxCl> (1 ml)/MeOH (2 ml) se le afadieron NH,OH-HCI (61
mg, 0,88 mmol) y NaOH (58 mg, 1,05 mmol). La mezcla de reaccién se agité a ta durante 3 dias, después se diluyo
con CHzCl, (20 ml) y después se traté con NH4Cl (aturado) para ajustar a pH = 7. La capa organica se separd y la
capa acuosa se extrajo con CH2Cl> (20 ml x 2). Las capas de CH2Cl, combinadas se lavaron con salmuera (20 ml),
se secaron (NaSOQ4) y se concentraron a presién reducida. El producto en bruto se purificd por cromatografia sobre
gel de silice eluyendo con CH2Clo/MeOH (0-10 %) para dar el producto (8) (10 mg, 22,8%, MS" = 549,1)
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Etapa 10

OH HATU, DIPEA
- DMF

El producto deseado (9a) (90 mg, 89,7%, MS" = 463,1) se prepar6 por reaccién del compuesto (6a) (100 mg, 0,217
mmol), éster etilico de L-Treonina (75 mg, 0,434 mmol), HATU (165 mg, 0,434 mmol) y DIPEA (138 mg, 1,07 mmol)
5 en DMF (3 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).

Etapa 11
H

H /\H

# HATU, DIPEA O/\
o™ §
LN
TFA
HN 0
6 HO” o 9b \O\\(H/
L oM

El producto deseado (9b) (26 mg, 90%, MS™ = 463,1) se prepar6 por reaccién del compuesto (6a) (30 mg, 0,065
mmol), éster etilico de L-Treonina (22 mg, 0,13 mmol), HATU (49 mg, 0,138 mmol) y DIPEA (42 mg, 0,325 mmol) en
10 DMF (1 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).

COOQOH
== ‘ HATU, DIPEA

0 * 0 DMF
()‘1 O 6 N S h

Etapa 12

O
N O~
H O
/
.
Q
/\N .

El producto deseado (10) (36 mg, 46,0%, MS* = 461,1) se prepar6 por reaccién del compuesto (6) (60 mg, 0,17
mmol), éster etilico de L-Treonina (54 mg, 0,323 mmol), HATU (128 mg, 0,338 mmol) y DIPEA (104 mg, 0,81 mmol)
15 en DMF (3 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).
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Etapa 13
N Boc
v@)L /Kﬂ, “OH HCI
o/\
L_n 8
H
Pt
o/\|
L g
-
HO HN" 0
HN\(W
30-11b o NHz

A una solucion del compuesto (8) (48 mg, 0,088 mmol) en CHxCl, (1 ml) se le afiadié HCI (1 ml, 4 N en dioxano). La
mezcla de reaccion se agité a ta durante 2 h y se concentré a presion reducida. El residuo sélido se purifico por

5 HPLC prep. para dar el compuesto (30-11a) (53 mg, 90 % de rendimiento) y (30-11b) (0,3 mg, 0,5 % de rendimiento)
en forma de doble sal TFA.

Etapa 14

o]
LN
El producto deseado (30-12a) (53,8 mg, 14,9%, MS" = 464,1) se preparé por reaccién del compuesto (9a) (90 mg,

10 0,195 mmol) y NH>OH-HCI (134 mg, 1,95 mmol) y NaOMe (128,7 mg, 2,34 mmol) en MeOH (5 ml) de acuerdo con el
procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

Etapa 15
H H
Z " N i
T oy e QD 0
N
NH,OH

HN S0 30-120 HNT Y0

ob \ HO

o HN
\ OH \ o oH

El compuesto (30-12b) (6,2 mg, 24% de rendimiento) se prepard por reaccion del compuesto (9b) (26 mg, 0,056
15 mmol) y NH2OH-HCI (38,7 mg, 0,56 mmol) y NaOMe (37 mg, 0,672 mmol) en MeOH (3 ml) de acuerdo con el
procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

Etapa 16

o) O H
o._ N N,
NH,0OH H &
O Sy
=
o/ﬁ
LN 13

El producto deseado (13) se prepara por reaccion del compuesto (10), NH,OH-HCI y NaOH en CH2Cl,/MeOH de
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acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

Etapa 17

T

DMF

COCH H
DO
— Fmoc
e o PyBOP, DIPEA
= * HN ~
0]

z

6

0 NHFmoc
e H (0]
A

14

NH,
1 IR
N “OH
NH,OH — H o
#Z

o™

N 15

El producto deseado (14) se prepara por reaccion del compuesto (6) e hidrocloruro de éster metilico del acido
(2S,3R)-2-amino-3-Fmoc-butirico de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).
El producto deseado (15) se prepara por reaccion del compuesto (14), NH,OH-HCIl y NaOMe en CH,Cl,/MeOH de
acuerdo con los procedimientos sintéticos para la preparacion del compuesto (8).

Sintesis de hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-Fmoc-butirico

“, JOH 4, OH
Trt-Br
OMp ———————————» Trl\N/g(OMe
HaN DIEA, N
o} CHCly C
ia " 14-2
N
O. N, =DIAD :
Ot e
C Ny
DPPA, PPhy
DD T G AT Trts OMe
DIAD. THF. 0°Ca TA H HCI4 M/ dioxano
Q o} — =
PhO-I’:’—OPh = DPPA 14-3
NE\
N
N NH
OMe Boc,O { i-PrOH 0 3 PIC 5% )OJ\ 2
—_—
HyM DIEA )YOJJ\N 0. o N c
o LA Hz 80 PSI Ho 0
b 14-5 14-6
H
o “Fmoc N“chc
HCl4M/d
Fmoc-0OSu )I\ o | dioxano o
o H o~ —_— HaM "
C
14-7 14
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3-hidroxi-2-(tritilamino)butanoato de (2S,3S)-metilo (14-2)

A una solucién de H-allo-Thr-OMe-HCI (compuesto 14-1) (CAS 79617-27-9, Chem-Impex, 5 g, 29,5 mmol) en CHCl>
(30 ml) y DIEA (15 ml,88,5 mmol) se le afiadié gota a gota bromuro de tritilo (10 g, 32,4 mmol) en CHCI3; (30 ml) a
través de un embudo de adicion a 0 °C. La mezcla de reaccion se calent6 a ta lentamente, se agité durante una
noche, se lavd con agua (2 x 10 ml) y salmuera, se secéd (Na>xSQOg), se filtr6 y se concentré para dar el producto
deseado en forma de un aceite espeso, que solidificé al vacio para dar un material cristalino de color blanco. El
solido se traté con éter etilico y se sonicé durante 30 min, se filtré y se lavd con éter etilico para dar el producto puro
(14-2) (8 g, 21,3 mmol, 72% de rendimiento, pm 375,5) en forma de un sdlido de color blanco.

3-azido-2-(tritilamino)butanoato de (2S,3R)-metilo (14-3)

A una mezcla del compuesto (14-2) (6 g, 16 mmol), PPhs (4,2 g, 16 mmol) en CH2Cl2 (30 ml) a 0 °C con agitacion en
una atmadsfera de nitrégeno se le afiadié lentamente azodicarboxilato de dietilo (DIAD) (5,2 g, 25,6 mmol) en CH2Cl»
(5 ml), seguido de azida difenilfosfonica (DPPA) en CH2Cl, (5 ml). La mezcla de reaccion se dejo calentar a ta.
Después de agitar a ta durante una noche, la reaccién se concentré a presion reducida. El residuo se purificd por
cromatografia sobre gel de silice sobre un sistema ISCO eluyendo con hexano/EtOAc para dar el producto deseado
(14-3) (2,9 g, ~7,2 mmol, 45 % pm 400,5) en forma de un aceite de color amarillo (la RMN muestra que hay DIAD en
el producto).

2-amino-3-azidobutanoato de (2S,3R)-metilo (14-4)

Una mezcla del compuesto (14-3) (2,9 g) en CH2Cl2 (10 ml) y HCI (5 ml, 4 M en dioxano) se agité durante una
noche. La mezcla de reaccioén se concentré y el residuo se tratdé con hexano. La suspension formada se filtrd para
dar el producto deseado (14-4) (600 mg, 52%) en forma de un sdlido de color blanco. (Como alternativa, el
compuesto (14-3) puede disolverse en THF (1 g: 8 ml) y puede afiadirse HCI 2 M (3 equiv.) en éter a 0 °C. La
reaccion se deja calentar y se completa después de ~3 h. La mezcla de reaccion puede diluirse con éter para
precipitar el producto en forma de la sal HCI que se filtra y se lava con éter. El polvo de color blanco resultante,
después del secado al vacio, es muy puro y da un rendimiento de aproximadamente el 86%, pm 158,2 base libre y
194,2 con 1 sal HCI. No se requiere purificacion adicional.)

Ester metilico del acido (2S,3R)-3-azido-2-Boc-amino-butirico (14-5)

Una solucién de dicarbonato de di-terc-butilo (810 mg, 3,7 mmol), hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-
amino-3-azido-butirico (compuesto 14-4) (660 mg, 3,38 mmol) y DIEA (645 pl, 3,7 mmol) en i-PrOH (10 ml) se
mantuvo a temperatura ambiente durante 10 h. La mezcla de reaccién se evaporé al vacio. El residuo se disolvié en
agua (4 ml) y se extrajo con hexano/éter (1:1) (4 x 10 ml). Las capas organicas combinadas se secaron (Na>;SOj4) y
se concentraron a presion reducida. El residuo se someti6 a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad
CombiFlash ® Companion equipada con columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamario
promedio de particulas de 35-60 micrometros, 40 g, Teledyne Isco); caudal = 35 ml/min; volumen de inyeccién 2 ml
(EtOAC); fase movil A: hexano; fase movil B: EtOAc; gradiente 0-50 % de B en 1 h. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se concentraron a presion reducida para proporcionar el compuesto (14-5) (564
mg, 2,2 mmol, 65 % de rendimiento, pm 258,3) en forma de un aceite incoloro. (Como alternativa, la reaccion puede
realizarse usando 1,2 equiv. de Boc,O y 2,5 equiv. de DIEA en ACN (1 g (14-5) en 30 ml de ACN). Después de
agitar durante una noche, la reaccién se concentrd y se purificd por cromatografia sobre silice eluyendo con EtOAc
al 10-15 %/Hexano. Las fracciones del producto se recogieron para dar 98% de rendimiento, >98% de pureza en
forma de un aceite transparente.

Ester metilico del acido (2S,3R)-3-amino-2-terc-butoxicarbonilamino-butirico (14-6)

El compuesto (14-5) (786 mg, 3,05 mmol) se disolvié en metanol (20 ml) seguido de la adicion de Pd/C (5 % en
peso, 200 mg). La mezcla de reaccién se sometid a hidrogenacion (aparato Parr, 80 psi (551 kPa)) a temperatura
ambiente durante 40 min. El catalizador sélido se filtr6 y se lavé con metanol. El filtrado se evaporé a presion
reducida para proporcionar el compuesto (14-6) (682 mg, 96% de rendimiento, pm 232,3) en forma de un aceite
incoloro.

Ester metilico del acido (2S,3R)-2-Boc-amino-3-Fmoc-aminobutirico (14-7)

Una mezcla del compuesto (14-6) (682 mg, 2,94 mmol) y Fmoc-OSu (1,04 g, 3,08 mmol) en acetona (5 ml) se agitd
a ta durante 2 h. El disolvente se evaporé a presion reducida. El residuo se disolvié en EtOAc (50 ml) y se lavé con
NaHCOs al 5 % (10 ml) y salmuera (10 ml). La capa organica se seco (Na;SO4) y se evapord a presion reducida. El
residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con columna
ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-60 micrémetros, 40 g,
Teledyne Isco); caudal = 35 ml/min; volumen de inyeccion 2 ml (EtOAc); fase movil A: hexano; fase movil B: EtOAc;
gradiente 0-45 % de B en 1 h. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron
al vacio para proporcionar el compuesto (14-7) (1,10 g, 2,4 mmol, 82% de rendimiento, pm 454,5) en forma de un
aceite incoloro. El aceite solidific6 mientras permanecia al vacio. (Como alternativa, puede usarse THF como
disolvente en lugar de acetona. También se recomienda usar 1 equiv. de DIEA para acelerar la reaccion. Ahadir el
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DIEA a la reaccion después del reactivo de Fmoc. La reaccidon puede concentrarse, disolverse en EtOAc, lavarse
con 1 M citrato o NaHSO4 al 5 %, agua, NaHCO3 al 5 %, agua y salmuera, secarse (Na>SO,) y evaporarse a presion
reducida. Puede realizarse una purificacion en columna de silice convencional eluyendo con EtOAc al 25 % en
Hexano para dar 99% de pureza y 91 % de rendimiento.)

Hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-Fmoc-aminobutirico (14)

El compuesto (14-7) (1,10 g, 2,42 mmol) se disolvié en HCI 4 N/dioxano (8 ml) a temperatura ambiente durante 20
min con agitacion en una atmosfera de nitrégeno. La suspension resultante se diluyd con éter y el precipitado se
filtré y se lavo con éter (3 x 10 ml). El compuesto (14) se seco al vacio para proporcionar la sal hidrocldrica (840 mg,
2,15 mmol, 89%, pm 354,4 base libre, sal HCI 390,4) en forma de un sélido de color blanco. [M+H] = 355,0. Tiempo
de retencion: 4,11 min [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase movil A:
TFA al 0,1 %/agua; fase mévil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucidon de 5 % de B a 100 % de B durante 12 min,
deteccién 254 nm]

Sintesis de Intermedio Alternativo 009

-
0 CHI;, CrCL, O o
—a THF  —d | (i-Pr),;NH, PACL(PPhs),

p;
18 EtzN

0
O P T LI O PR VoW
a D=
2 THF:MeQH:H,0=1:1:1 H

4-(2-yodovinil)benzoato de (E)-metilo (1)

Se disolvid cloruro de cromo anhidro (8,9 g, 73 mmol, 8 equiv.) en 100 ml de THF en una atmdsfera de nitrégeno a 0
°C. Se afadi6 gota a gota triyodometano (14,4 g, 37 mmol, 4 equiv.) en 150 ml de THF en 10 min. Después, se
anadio gota a gota el compuesto (1S) (1,5 g, 9,1 mmol, 1 equiv.) en 20 ml de THF. La mezcla se agité a 0 °C durante
2 horas y después a temperatura ambiente durante 1 hora mas. La mezcla se vertié en agua enfriada con hielo y
después se extrajo con EtOAc (100 ml x 2). La fase organica se lavé con Na>S,03 ac. al 20 % (100 ml) y salmuera
(100 ml) y se secd (NaxSO4). El producto en bruto se purificé por cromatografia sobre gel de S|I|ce eluyendo con
EtOAc/éter de petréleo (0-2%) para dar el compuesto del titulo (1) (2,2 g, 85 %). MS (m/z): [M+H]" = 289,7. 'H RMN
(300 MHz, de-DMSOQ): 3,92 (s, 3H), 7,01~ 7,05 (d, 1H), 7,33~ 7,34 (d, 1H), 7,35~7,36 (d, 1H), 7,44~7,49 (d, 1H),
7,97~7,98 (d, 1H), 7,99~8,00 (d, 1H).

4-(4-(4-(morfolinometil)fenil)but-1-en-3-inil)benzoato de (E)-metilo (2)

El compuesto (1) (2 g, 6,9 mmol, 1 equiv.), diisopropilamina (0,7 g, 6,9 mmol, 1 equiv.) y PdCl>(PPhs)2 (0,24 g, 0,34
mmol, 0,05 equiv.) se disolvieron en 20 ml de trietilamina a temperatura ambiente en una atmdsfera de nitrégeno. La
mezcla se agitdé durante 15 min seguido de la adicion del compuesto (004) (1,4 g, 6,9 mmol, 1 equiv.). La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 12 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con 50 ml de EtOAc, se filtro y se
concentrd. Después, el residuo se diluyé con 100 ml de EtOAc y se lavd con agua (100 ml) y salmuera (100 ml), se
secd (NaxS04) y se concentrd a presion reducida. El producto en bruto se purificd por cromatografia sobre gel de
silice eIuyendo con EtOAc/éter de petroleo (0-10 %) para dar el compuesto del titulo (2) (1,5 g, 60 %). MS (m/z):
[M+H]" = 362. "H RMN (300 MHz, dg- DMSO): 2,32~2,34 (d, 4H), 3,46 (s, 1H), 3,54~3,57 (t, 4H), 3,83 (s, 3H),
6,77~6,82 (d, 1H), 7,13~7,18 (d, 1H), 7,32~7,34 (d, 2H), 7,43~7,45 (d, 2H), 7,68~7,71 (d, 2H), 7,90~7,93 (d, 2H).

Acido (E)-4-(4-(4-(morfolinometil)fenil)but-1-en-3-inil)benzoico (009)

El compuesto (2) (1,5 g, 4,2 mmol, 1 equiv.) se disolvié en un disolvente de (THF: MeOH: H>O = 1:1:1, 20 ml) a
temperatura ambiente. Después, se afiadié hidréxido de litio (0,35 g, 6,4 mmol, 2 equiv.). La mezcla se agit6é durante
12 horas a temperatura ambiente. El pH se ajusté a 7 con acido acético. La mezcla se agité durante 1 hora. El sélido
se filtro y se Iavo con agua (20 ml) y 20 ml de éter y se seco al vacio para dar el producto diana (009) (0,9 g, 62%).
MS (m/z): [M+H]" = 348. "H RMN (300 MHz, ds-DMSO): 2,32~2,35 (t, 4H), 3,47 (s, 2H), 3,54~3,57 (t, 4H), 6,75~6,80
(d, 1H), 7,12~7,18 (d, 1H), 7,32~7,35 (d, 2H), 7,43~7,45 (d, 2H), 7,66~7,68 (d, 2H), 7,88~7,91 (d, 2H).
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Sintesis de Intermedio Alternativo (011)
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(4-Yodofenil)metanol (2)

A una solucién del compuesto (1) (50 g, 0,21 mol, 1,0 equiv.) en metanol (500 ml) se le afadié lentamente NaBH4
(20,5 g, 0,5 mol, 2,5 equiv.) a 10 °C durante 1 h y se agité durante 2 h. La mezcla de reacciéon se concentré a
presion reducida, se inactivé con agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). La capa organica se seco sobre
NaSOy, se filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar
el compuesto del titulo (2) (49 g, 97%).

Terc-butil(4-yodobenciloxi)dimetilsilano (3)

Una solucion del compuesto (2) (9 g, 38,5 mmol, 1,0 equiv.), TBSCI (5,8 g, 38,5 mmol, 1,0 equiv.) e imidazol (5,3 g,
77 mmol, 2,0 equiv.) en DMF (18 ml) se agit6é durante 2 h a 45 °C. La mezcla de reaccion se diluyé con CH2Cl, (200
ml) y se lavé con agua (200 ml x 3). La capa organica se seco sobre Na;SOys, se filtrd y se concentrd a presion
redu0|da El residuo se seco a alto vacio durante una noche para producir el compuesto del titulo (3) (11,6 g, 87%).
"H RMN (300 MHz, ds-DMSO0): 0,05 (s, 6H), 0,88 (s, 9H), 4,64 (s, 2H), 7,09~7,11 (d, 2H), 7,66~7,69 (d, 2H).

Terc-butildimetil(4-((trimetilsilil)etinil)benciloxi)silano (4)

En una atmodsfera de nitrégeno, se afiadid etiniltrimetilsilano (3,929 g, 37 mmol, 1,1 equiv.) a una solucién del
compuesto (3) (11,6 g, 33,4 mmol 1,0 equiv.), PdCI>(PPhs)2 (2,345 g, 3,34 mmol, 0,1 equiv.), Cul (0,636 g, 3,34
mmol, 0,1 equiv.) e i-Pro2NH (10,05 ml) en THF (anhidro, 200 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se dejo
reaccionar a temperatura ambiente durante 3 h. Después, el precipitado se aisl6. La torta de filtro se lavd con EtOAc
(50 ml). El filtrado se concentré a presion reducida. El residuo se disolvio en EtOAc (300 ml) y se lavd con agua (50
ml), HCI ac. 1M (50 ml), agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml). La capa organica se separo, se secod (NaxSO4) y el
filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se purificd por cromatografla (EtOAc/éter de petrdleo al 0 - 2%)
sobre gel de silice para dar el compuesto del titulo (4) (9,2 g, 87%). 'H RMN (300 MHz, de-DMSO): 0,10 (s, 6H), 0,26
(s, 9H), 0,93 (s, 9H), 4,73 (s, 2H), 7,23~7,26 (d, 2H), 7,42~7,44 (d, 2H).

Terc-butil(4-etinilbenciloxi)dimetilsilano (5)

Una solucion del compuesto (4) (5,2 g, 16,4 mmol, 1,0 equiv.) en metanol (100 ml) se traté lentamente con
KOH/metanol (0,457 g/5 ml) por debajo de 10 °C y después se dejo que la mezcla reaccionara a temperatura
ambiente durante 5 min. La mezcla de reaccion se neutralizé con acido acético y se concentrd a presion reducida. El
residuo se disolvié en EtOAc (100 ml). La capa organica se lavé con Na,COs3 ac. al 5 % (50 ml x 2), se secd sobre
Na,SO,, se filtré y se concentrd a preS|on reducida. El residuo se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar
el compuesto del titulo (5) (4 g, 99%). 'HRMN (300 MHz, de-DMSO): 0,04 (s, 6H), 0,87 (s, 9H), 4,09 (s, 1H), 4,68 (s,
2H), 7,26~7,29 (d, 2H), 7,41~7,43 (d, 2H).

4-(4-(4-((terc-butildimetilsililoxi)metil)fenil)but-1-en-3-inil) benzoato de (E)-metilo (0 10)
En una atmésfera de nitrdgeno, se afiadié 4-(2-yodovinil)benzoato de (E)-metilo (1 g, 3,47 mmol, 1,0 equiv.) a una
solucién del compuesto (5) (0,855 g, 3,47 mmol, 1,0 equiv.), PdCI>(PPhs), (0,244 g, 0,347 mmol, 0,1 equiv.), Cul

(0,066 g, 0,347 mmol, 0,1 equiv.) e i-ProaNH (2 ml) en THF (anhidro, 10 ml) a temperatura ambiente. La mezcla se
dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 3 h. Después, el precipitado se filtr6. La torta de filtro se lavo con
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EtOAc. El filtrado y el liquido de lavado se combinaron y se concentraron a presion reducida. El residuo se disolvio
en EtOAc (30 ml) y se lavo con agua (10 ml), HCI ac. 1M (10 ml), agua (10 ml x 2) y salmuera (10 ml). La capa
organica se separd, se secd (NaxSO4), se filtré6 y se concentré a presion reducida. El residuo se purificd por
cromatografia (EtOAc/éter de petrdleo al 0-3%) sobre gel de silice para dar el compuesto diana (010) (9,2 g, 86,6%).
'H RMN (300 MHz, ds-CDCl3): 0,10 (s, 6H), 0,94 (s, 9H), 3,91 (s, 3H), 4,74 (s, 2H), 6,46~6,52 (d, 1H), 7,01~7,07 (d,
1H), 7,26~7,31 (t, 2H), 7,43~7,49 (m, 4H), 7,99~8,02 (t,. 2H).

Ejemplo 31 (Ejemplo de referencia)

OH COOEt COOEt
= Dess-Martin
PACH,{PPhy), HO _# o #

i Cul, TEA 20 21

Etapa 1
COOEt

Una solucién de 4-yodo-benzoato de etilo (2,43 g, 8,81 mmol) y alcohol propargilico (543,3 mg, 9,69 mmol) en THF
(35 ml) se purgd con nitrégeno durante 30 min, seguido de la adicion de PdCIz(PPhs)2 (74 mg, 0,106 mmol) y Cul (40
mg, 0,212 mmol). La mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C y se anadid trietil amina (1,34 g, 13,22 mmol). La mezcla
de reaccién se calento a ta y se agité durante una noche en una atmoésfera de No. La mezcla de reaccion se filtré a
través de un lecho de celite y el filtrado se concentré. El residuo se traté con agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc
(200 ml x 2). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (200 ml x 2) y salmuera (200 ml) y se secaron
(NaSOs). El producto en bruto se purificé por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-50 %)
para dar 1,53 g, 85 % de rendimiento) del producto (20).

Se afadié reactivo de Dess-Martin (4,78 g, 11,25 mmol) a una solucién del compuesto (20) (1,53 g, 7,5 mmol) en
CH2ClI2 (20 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccion se calentd a ta y se agitdé durante una noche. La mezcla de reaccién
se diluyé con CH2Cl, (200 ml), se basificé con NaHCOs (saturado) a pH = 7 y después se lavé con agua (200 ml) y
salmuera (200 ml), se secd (NaSO4) y se concentré a presion reducida. El producto en bruto se purificd por
cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-40 %) para dar el producto deseado (21) (1,24 g,

81,8%).
Br Br
HOj PTSA T/‘@) PPhs PPh;Br
+ _
0 (CHACIY, 0
DR
OHC <,o </o
22

23

Etapa 2

Se afiadié acido p-toluenosulfénico (721 mg, solucién de HOAc al 12%) a una solucién en benceno (30 ml) de 4-
bromometil-benzaldehido (1 g, 5,03 mmol) y etilenglicol (623 mg, 10,06 mmol). La reaccién se calentd a reflujo
durante una noche. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se concentré a presion
reducida. El producto en bruto se purifico por cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-20%)
para dar el producto deseado (22) (1,13 g, 92,8%).

Se afnadié trifenilfosfina (1,34 g, 5,11 mmol) a una solucién en 1,2-dicloroetano (10 ml) del compuesto (22) (1,13 g,
4,65 mmol). La reaccion se calentd a 70 °C durante 4 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, la solucion
organica se concentré6 con un evaporador rotatorio. Al residuo se le afadié éter dietilico (50 ml) con agitacion

vigorosa para precipitar la sal de Wittig. Después de la filtracion, el sdélido recogido se lavo con éter (3 x 50 ml) y se
seco a alto vacio para dar el compuesto (23) (2 g, 85 % de rendimiento).

Etapa 3
COOEt

21 COOEt
OHC

=z
=
* DIPEA,DCM O =
o)

24
PPh,Br <,o
o 23
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A una solucién del compuesto (23) (1,36 g, 2,69 mmol) en DCM (10 ml) se le afiadié DIPEA (694 mg, 5,38 mmol). La
mezcla de reaccién se agité a ta durante 10 min, seguido de la adicion del compuesto (21) (544 mg, 2,69 mmol) en
solucion de DCM (10 ml). La mezcla resultante se agit6é a ta durante una noche y se concentré a presion reducida. El
residuo se traté con EtOAc (100 ml), se lavo con agua (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml), se secé (NaSO,) y se
concentré a presion reducida. El producto en bruto se purificd por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc al 0-20
%/Hexano) para dar el compuesto (24) (600 mg, 63,9%).

Etapa 4

0
+
o
NaBH;CN
o HO
N THF
o HOAC a
OHC O O N
>
Z
H .
2

A una solucion del compuesto (24) (718 mg, 2,35 mmol) en THF (6 ml) y HOAc (6 ml) se le afadio NaBH3;CN (211
mg, 3,55 mmol). La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30 min. Después, la mezcla de reaccién se
concentré a presion reducida. El residuo se diluyé con EtOAc (200 ml) y se traté con NaHCO3 (sat.) a pH = 8.
Después de la separacion, la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 200 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con H2O (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml) y se secaron con Na;SOs. El residuo, concentrado con un
evaporador rotatorio, se purificé por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc al 0-50 %/Hexano) para dar el
compuesto (25a) (300 mg) y (25b) (187,5 mg) con un rendimiento total del 67%.

Etapa 5

Una soluciéon en DCM (5 ml) del compuesto 25 (300 mg, 0,98 mmol) y DIPEA (158 mg, 1,23 mmol) se enfrié a 0 °C,
seguido de la adicion de MsCI (124 mg, 1,08 mmol). La reaccion se calent6é a ta y se agité durante 30 min. A la
reaccion se le ahadié morfolina (171 mg, 1,96 mmol) y se agité durante 2 horas a ta. Se diluy6 con EtOAc (200 ml) y
la mezcla de reaccion se lavo con H20 (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml) y se secé con NaxSOa. El producto en bruto,
concentrado a presién reducida, se purificd por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc al 0-50 %/Hexano) para dar
el compuesto (27) (345 mg) con un rendimiento del 94%.

Etapa 6

HO O/H
Q MsCl I\/N

Morfolina O
C o~
0

| 26 P 28
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El producto deseado (28) (284 mg, 95 %) se prepard con el compuesto (26) (244 mg, 0,8 mmol), MsCI (80,5 mg,
0,88 mmol), morfolina (106 mg, 1,22 mmol) y DIPEA (100 mg, 0,88 mmol) de acuerdo con el procedimiento sintético
para la preparacion del compuesto (27).

COOH
o~ ™ LiOH
THF/MeOH/HQO
O oUsh

A una solucién en mezcla (6 ml) de THF/MeOH/H>O (1:1:1) del compuesto (27) (345 mg, 0,92 mmol) se le afiadié
LiOH (44 mg, 1,84 mmol). La reaccion se agité a ta. A la reaccion se le afadi6 HOAc a pH = 7. La reaccion se
concentré a presion reducida. El residuo se re-disolvié en CH3CN (1 ml) y H2O (2 ml) y se sec6 con un liofilizador
para dar el producto en bruto (29) (482 mg, 66% de pureza, 100 % de rendimiento).

Etapa 7

‘x

Etapa 8

®,

o
LiOH
O O 0" THFMeOHH,0 O COOH
y O
7
X 0 .
H

El producto deseado (30) (374 mg, 76% de pureza, 100 % de rendimiento) se prepard con el compuesto (28) (284
mg, 0,76 mmol) y LiOH (36 mg, 1,52 mmol) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del
compuesto (29).

Etapa 9

T

El producto deseado (31) (65 mg, 48%, MS* = 463,1) se prepard por reaccion del compuesto (29) (100 mg, 0,29
mmol), éster metilico de L-Treonina (88 mg, 0,44 mmol), HATU (176 mg, 0,46 mmol) y DIPEA (187 mg, 1,45 mmol)
en DMF (2 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).

Etapa 10
NH-Boc

COOH /g‘(
OO SO
El producto deseado (32) (100 mg, 63%, MS™ = 548,1) se prepar6 por reaccion del compuesto (29) (100 mg, 0,29

mmol), 3-Boc-2, 3-diaminopropanoato de metilo (112 mg, 0,44 mmol), HATU (176 mg, 0,46 mmol) y DIPEA (187 mg,
1,45 mmol) en DMF (12 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).
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Etapa 11

0 o OH
O Oy O vy
H
-, o
H\// .
30 H 33
H H

El producto deseado (33) (70 mg, 52%, MS® = 463,1) se prepar6 por reaccién del compuesto (30) (100 mg, 0,29
mmol), éster metilico de L-Treonina (88 mg, 0,44 mmol), HATU (176 mg, 0,46 mmol) y DIPEA (187 mg, 1,45 mmol)
5 en DMF (2 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).

Etapa 12

9

o/\
K/N k/N NH-B
O o -BoC
D Oy O 0oy y™
- 5
H\¢ S
30 H 34
H H

El producto deseado (34) (90 mg, 56,7%, MS" = 548,1) se prepar6 por reaccién del compuesto (30) (100 mg, 0,29
mmol), 3-Boc-2, 3-diaminopropanoato de metilo (112 mg, 0,44 mmol), HATU (176 mg, 0,46 mmol) y DIPEA (187 mg,
10 1,45 mmol) en DMF (12 ml) de acuerdo con el procedimiento sintético para la preparacion del compuesto (7).

OH
O.. N "OH
ﬁ NH,OH " O Ho§
© Z
0 =
SPeN
El producto deseado (35) (20 mg, 14,9%, MS™ = 464,1) se prepar6 por reaccion del compuesto (31) (65 mg, 0,14

mmol), NH,OH-HCI (96,6 mg, 1,4 mmol) y NaOMe (115 mg, 2,1 mmol) en MeOH (5 ml) de acuerdo con el
15 procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

Etapa 13

35

Etapa 14
NH-Boc

o NH-Boc 0 H
N SN O N N-om
7 #
R H 32 LN H
El producto deseado (36) (30 mg, 30 %,MS" = 464,1) se prepar6 por reaccion del compuesto (32) (100 mg, 0,182

mmol), NH,OH-HCI (126 mg, 1,8 mmol) y NaOMe (148,5 mg, 2,7 mmol) en MeOH (5 ml) de acuerdo con el
20 procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

36

56



ES 2602615713

07
Lo o N OH LN
O ,\I(o\ O I(
WY —
Y ~ 33 HO 7 37a
H

H

Etapa 15

El producto deseado (37a) (20 mg, 28,4%, MS™ = 464,1) se prepard por reaccion del compuesto (33) (70 mg, 0,152
mmol), NH,OH-HCI (104 mg, 1,52 mmol) y NaOMe (125 mg, 2,28 mmol) en MeOH (5 ml) de acuerdo con el
5 procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

NH Boc NH-Boc
Lﬁ o

El producto deseado (37b) (40 mg, 44,5 %, MS" = 548,1) se prepard por reaccion del compuesto (34) (90 mg, 0,164
mmol), NH,OH-HCI (114 mg, 1,65 mmol) y NaOMe (136,1 mg, 2,47 mmol) en MeOH (5 ml) de acuerdo con el
10 procedimiento sintético para la preparacién del compuesto (8).

NH;
o NH Bac 0 %H
N
HCI N
OH N OH
o]
0 =
L O 8
36

A una solucién del compuesto (36) (30 mg, 0,055 mmol) en CH2Cl> (1 ml) se le afiadié HCI (1 ml, 4 N en dioxano). La
mezcla de reaccion se agité a ta durante 2 h y se concentré a presion reducida. El residuo sélido se purifico por
15 HPLC prep. para dar el compuesto (38) (10 mg, 40 % de rendimiento, MS™ = 449,1) en forma de doble sal TFA.

Etapa 16

Etapa 17

Etapa 18
o/\
I\/N o NH-Boc
N
Oyt
o}
H 37b H 39
H

A una solucién del compuesto (37b) (40 mg, 0,073 mmol) en CH2Cl> (1 ml) se le afiadié HCI (1 ml, 4 N en dioxano).
La mezcla de reaccion se agité a ta durante 2 h y se concentrd a presion reducida. El residuo sélido se purificd por
20 HPLC prep. para dar el compuesto (39) (15 mg, 45,8% de rendimiento, MS™ = 449,1) en forma de doble sal TFA.
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Etapa 19

/g)‘\ x
oo

Los productos deseados (40) y (41) pueden prepararse de acuerdo con los procedimientos sintéticos anteriores.
5 Ejemplo 32 (Ejemplo de referencia)
O

.
=
o7 O R
L~ I
OH
H H
N
Hzl\I( “OH szj;fN‘
0 o)
NH; NH;
H H
N, N
HaN OH  H,N “OH

o 0

=
0 NaBH(OAc), =
: - ) @
N THF K/N 40
0 H

Se afiadio NaBH(OAc)s3 (2,28 g, 0,76 mmol) a 0 °C a una solucién de 4-etinil-bencilaldehido (1,0 g, 7,69 mmol) y
morfolina (462 mg, 5,37 mmol) en THF (20 ml). Después, la mezcla de reaccion se calentd a ta y se agité durante
una noche. El disolvente se retird (ER) y el residuo se extrajo con EtOAc (2 x) en NaHCO3 acuoso (pH = 8~9). Los
extractos organicos combinados se secaron (Na>SO4) y se concentraron a sequedad (ER). La cromatografia en
15 columna (gel de silice, EtOAc/DCM al 0-50 %) produjo el compuesto (40) (1,31 g, 84,8% de rendimiento, M + H* =

Etapa 1

10

202,0).
Etapa 2
o) 0”>
OH
HO™ ™ o
H
—_— 41
MeO0C Phe TsOH MeOO0G

Una solucién de 4-formilbenzoato de metilo (1 g, 6,09 mmol) y p-TSA (12% en AcOH, 104 mg, 0,609 mmol) en
20 solucién de benceno (50 ml) se calentd a reflujo durante 3 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a ta, se diluyd con

EtOAc (200 ml) y se lavd con agua (200 ml x 2) y salmuera (200 ml). El producto en bruto se purificé por

cromatografia sobre gel de silice eluyendo con EtOAc/Hexano (0-50 %) para dar el compuesto (41) (1,1 g, 87%)
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Etapa 3

NaHMDS =
40 + 41 THF ‘ (\o

io 42 N\)

Se afiadi6 NaHMDS a una solucién del compuesto (40) en THF a 0 °C. La reaccioén se agité durante 1 hora, seguido
de la adicién del compuesto (41) en THF a 0 °C. La mezcla de reaccién se calento a ta y se agité durante una noche.

5 La mezcla de reaccién se traté con NH4Cl (saturado) y se extrajo con EtOAc. Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (20 ml), se secaron (NaSO,) y se concentraron a presion reducida. El producto en bruto se
purificé por cromatografia sobre gel de silice.

Etapas Adicionales

= s
N gli SN -3 oW gl

O L
acetona / H20
N
) Lo

o)
PyBOP, DIPEA a O H 9
Q/\k N o
DMF LN I
NH
Boc
0
e 0]
NH,OH, NaOMe o = O H
Xeove Lo
© NH,

10
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Ejemplo 33 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 34 (Ejemplo de referencia)

N
ISR O .
S
o QH
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Ejemplo 35 (Ejemplo de referencia)
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Synthesis {2006), (15), 25232530
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Tetrahedron Lelters (2003), 44{27), 5095-5008
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Ejemplo 36 (Ejemplo de referencia)

OH

@M“}
N — NH
> P e e

OH
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HO’B H
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o ‘BuN'B7EIOH 1 80°C ! /j\
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Synthesis (2008}, (15}, 2523-2530

OH
Ho’

HzO [ EtOH / reflujo

Pd(PPhs)s/K2COs ac_ JK@\[ l@/

Tetrahedron Letters (2003), 44(27}, 5085-5088

1 H'\Q / NaCNBH

2) I [HATU | TEA

HzN COOMe

3) NH,OH.HCI / KOH / MeCH

Los siguientes compuestos pueden sintetizarse como se describe en este Ejemplo, y en los anteriores.

N g
Qﬁ@ﬂ}ﬂﬁ{ Rate s

0 0 OH
Ejemplos 37A y 37B (Ejemplo de referencia)

Z\
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e¥egavioniileNosavioh
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H 3/ Hz !

P
+ ”2N‘NTNH2 - Bf"j\o}\@‘\’o

§ 2) Hp80,
'3) Nitrato de isoamilo, CuBr o
COOMe

Tet. Lett, 45{38) 7167-7161, 2004
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HO\B,OH
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Ejemplo 38 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 39 (Ejemplo de referencia)
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Tetrahadron, 1989, 45, 629
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5 El siguiente compuesto puede sintetizarse como se describe en este Ejemplo.

(J@NWNO§:§H

O

Ejemplo 40 (Ejemplo de referencia)
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o
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Bicorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 3813
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10 Ejemplo 41 (Ejemplo de referencia)
N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[1-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-4-il]-benzamida
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Sintesis de éster metilico del acido 4-[1-(4-formil-fenil)-piperidin-4-il]-benzoico (1)

Una mezcla de 4-(4-metoxicarboxifenil) piperidina HCI (256 mg, 1,0 mmol), 4-fluoro-benzaldehido (105 pl, 1,0 mmol)
y K2COs3 (250 mg, 1,8 mmol) en DMF (5 ml) se agité a temperatura ambiente durante una noche. La reaccién se
diluyé con agua (30 ml). El precipitado formado se filtrd, se lavé con agua (20 ml) y éter (20 ml) y se sec6 al vacio
durante una noche para proporcionar el compuesto diana (1) (203 mg, 63%) en forma de un sélido de color blanco.
LC-MS [M+H] 324,3 (C20H21NOs+H, requiere 324,41).

Sintesis de éster metilico del acido 4-[1-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-4-il]-benzoico (2)

Una mezcla del compuesto (1) (200 mg, 0,62 mmol), NaBH(OAc); (158 mg, 0,75 mmol) y morfolina (60 pl, 0,68
mmol) en DCM (5 ml) se agité a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion se interrumpié con NaHCO3
ac. al 5 % (15 ml) y se extrajo con EtOAc (30 ml x 2). La capa organica se lavé con salmuera (20 ml) y se seco sobre
MgSOs4 (anh.). El disolvente se evaporoé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar el
compuesto diana (2) (225 mg, 92%) en forma de un sélido de color amarillento. LC-MS [M+H] 308,1 (C24H30N203+H,
requiere 395,53).

Sintesis de acido 4-[1-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-4-il]-benzoico (3)

Una solucién del compuesto (2) (225 mg, 0,57 mmol) y NaOH ac. 1 M (10 ml, 10 mmol) en dioxano (6 ml) se agit6é a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccioén se acidificé con HCl ac. 1 M a pH~6. El disolvente
volatil se evaporé al vacio. El precipitado formado se filtr6 y se lavé con agua (10 ml) y éter frio (5 ml) y se seco6 al
vacio durante una noche para proporcionar la sal di-hidroclérica del material diana (3) (211 mg, 89%) en forma de un
sélido de color blanquecino. LC-MS [M+H] 381,4 (C23H2sN203+H, requiere 381,50).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-{4-[1-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-4-il]-
benzoilamino}-butirico (4)

Una solucién del compuesto (3) (70 mg, 0,15 mmol), HATU (63 g, 0,17 mmol) y DIEA (131 pl, 0,75 mmol) en DMF
(800 pl) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de H-Thr-OMe (37
mg, 0,22 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de diluciéon con
EtOAc (100 ml). La solucion se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO. y se evaporo. El residuo se seco al vacio para proporcionar el compuesto diana (4) (73 mg, 99%) en forma
de un sdlido de color amarillo. LC-MS [M+H] 496,3 (C2sH37N3Os+H, requiere 496,63).
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Sintesis de  N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[1-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-4-il]-
benzamida (41-5)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (63 mg, 0,9 mmol) en MeOH (2 ml) se enfri6 a -5°C seguido de la
adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (308 pl, 4,5 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agitd
a -5°C durante 5 min més, se enfrié a -20 °C y se afiadid gota a gota una solucion del compuesto 4 (73 mg, 0,15
mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se aumento
hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccidn se habia completado por LC-MS. La mezcla de reaccion
se acidifico con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se disolvio en DMSO (500 ul) y se sometié a
purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase movil A:
agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de
B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron
para proporcionar la sal di-trifluoroacética del producto diana (41-5) en forma de un soélido de color blanco. LC-MS
[M+H] 497,7 (C27H36N4Os+H, requiere 497,62).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (min)*

(41-5) 0,15 76 70 100 4977 | 1,97

- [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase moévil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccion 254 nm]

Ejemplo 42 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-1-il]-benzamida
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Sintesis de éster terc-butilico del acido 4-(4-hidroximetil-fenil)-piperidin-1-carboxilico (1)

Una solucion de N-Boc-4-(4-carboxifenil) piperidina (305 mg, 1,0 mmol) y BHz 1 M THF (3,1 ml, 3,1 mmol) en THF (3
ml) se mantuvo en una atmodsfera de nitrégeno a temperatura ambiente durante una noche. La reacciéon se
interrumpié con NH4Cl ac. al 5 % (5 ml) y se extrajo con EtOAc (30 ml x 2). La capa orgénica se lavd con NaHCOs al
5 % (20 ml) y salmuera (20 ml) y se sec6 sobre MgSOs. El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se seco al
vacio durante una noche para proporcionar el compuesto diana (1) (272 mg, 93%) en forma de un sdlido de color
blanco. LC-MS [M+H] 292,3 (C17H25NOs+H, requiere 292,40).

Sintesis de éster terc-butilico del acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-1-carboxilico (2)

Una solucion del compuesto (1) (272 mg, 0,93 mmol) y DIEA (198 pl, 1,14 mmol) en DCM (5 ml) se enfrid a 0 °C
seguido de la adicién de MsCI (87 ul, 1,12 mmol). La mezcla de reaccidon se mantuvo a 0 °C durante 10 min seguido
de la adicién de una mezcla de DIEA (179 pl, 1,1 mmol) y morfolina (90 pl, 1,1 mmol). Se dejo que la temperatura de
la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura
ambiente durante una noche y se diluyé con EtOAc (80 ml). La capa organica se lavé con NaHCO3 al 5 % (20 ml) y
salmuera (20 ml) y se sec6é sobre MgSO4 (anh.). El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se secd al vacio
durante una noche para proporcionar el compuesto diana (2) (315 mg, 94%) en forma de un aceite de color
parduzco. LC-MS [M+H] 361,4 (C21H32N203+H, requiere 361,51).

Sintesis de 4-(4-piperidin-4-il-bencil)-morfolina (3)

Una solucion del compuesto (2) (315 mg, 1,13 mmol), TFA (3 ml, 40 mmol) en DCM (3 ml) se mantuvo a temperatura
ambiente durante 3 h. Los disolventes se evaporaron al vacio. El residuo se disolvié en DCM (1 ml) y se ahadié HCI
1 M/éter (50 ml). El precipitado formado se filtrd, se lavd con éter y se secd al vacio durante una noche para
proporcionar la sal di-hidroclérica del compuesto diana (3) (281 mg, 91 %) en forma de un sdlido de color
blanquecino. LC-MS [M+H] 261,1 (C16H24N2O+H, requiere 261,39).

Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-1-il]-benzoico (4)

Una mezcla del compuesto (3) (261 mg, 0,78 mmol), acido 4-metoxicarbonilfenil) borénico (388 mg, 2,16 mmol),
Cu(OAc), (216 mg, 1,19 mmol), tamices moleculares (4 A, 200 mg) y EtsN (750 pl, 5,6 mmol) en DCE (5 ml) se agit6
a temperatura ambiente durante una noche en una atmadsfera de nitrégeno. El precipitado formado se filtré. El filtrado
se diluyo con EtOAc (100 ml) y se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). El disolvente se evaporé al vacio.
El residuo se disolvié en DMSO (1 ml) y se someti6 a purificacion por HLPC. [Columna YMC-Pack ODS-A C-18 (30 x
100 mm); caudal = 10 ml/min; volumen de inyeccion 1,0 ml; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B:
ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 10 % de B a 60 % de B en 70 min, deteccion 254 nm]. Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se disolvié en
EtOAc (25 ml), se extrajo con NaHCOs3 ac. al 5 % (20 ml) y salmuera (20 ml) y se sec6 sobre MgSQO4 (anh.). El
disolvente se evaporo al vacio. El residuo se seco al vacio durante una noche para proporcionar el producto diana
(4) (24 mg, 6%) en forma de un solido de color blanco. LC-MS [M+H] 394,8 (C24H30N203+H, requiere 395,53).

Sintesis de acido 4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-1-il]-benzoico (5)

Una solucién del compuesto (4) (24 mg, 0,06 mmol) y NaOH ac. 1 M (500 pl, 0,5 mmol) en dioxano (500 pl) se agité
a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccién se acidific6 con HCl ac. 1 M a pH~2. El
precipitado formado se filtré y se lavé con agua (10 ml) y se secd al vacio durante una noche para proporcionar la
sal di-hidroclérica del material diana (5) (24 mg, 88%) en forma de un sdlido de color blanquecino. LC-MS [M+H]
381,4 (Ca3H28N203+H, requiere 381,50).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-{4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-1-il]-
benzoilamino}-butirico (6)

Una solucién del compuesto (5) (24 mg, 0,053 mmol), HATU (25 g, 0,066 mmol) y DIEA (52 ul, 0,3 mmol) en DMF
(600 ul) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de H-Thr-OMe (14
mg, 0,08 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de diluciéon con
EtOAc (100 ml). La solucion se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO, y se evapord. El residuo se seco al vacio para proporcionar el compuesto diana (6) (26 mg, 99%) en forma
de un sdlido de color amarillo. LC-MS [M+H] 496,4 (C2sH37N3Os +H, requiere 496,63).

Sintesis de  N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperidin-1-il]-
benzamida (42-7)

Una solucion de hidrocloruro de hidroxilamina (24 mg, 0,34 mmol) en MeOH (2 ml) se enfrié a -5°C seguido de la
adicién de NaOMe al 25 %/MeOH (117 pl, 0,51 mmol) en una atmoésfera de nitrogeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afadi6 gota a gota una solucién del compuesto (6) (26 mg,
0,053 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumento hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-MS. La mezcla de
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reaccion se acidificd con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se disolvié en DMSO (500 pl) y se
sometioé a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min;
fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de eluciéon de 8%
de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y
se liofilizaron para proporcionar la sal di-trifluoroacética del producto diana 42-7 en forma de un sdlido de color
blanco. LC-MS [M+H] 497,5 (C27H3sN4Os+H, requiere 497,62).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(42-7) 0,053 17,5 46 99,8 4975 | 2,22

- [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 mil/min; fase moévil A: TFA al 0,1

%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

Ejemplo 43 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperazin-1-il]- benzamida
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Sintesis de éster terc-butilico del acido 4-(4-formil-fenil)-piperazin-1-carboxilico (1)

Una mezcla de 4-(terc-butil-1-piperazincarboxilato (556 mg, 3,0 mmol), 4-fluoro-benzaldehido (315 pl, 3,0 mmol) y
K2COs3 (514 mg, 3,7 mmol) en DMF (5 ml) se agit6 a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion se diluyd
con agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 2). La capa organica se lavé con agua (20 ml), HCl ac. 1 M (20 ml),
agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml) y se sec6 sobre MgSOs (anh.). El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se
trituré6 con hexano. El precipitado formado se filtr6 y se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar el
compuesto diana (1) (342 mg, 39%) en forma de un solido de color blanquecino. LC-MS [M+H] 291,2
(C16H22N203+H, requiere 291,38).

Sintesis de éster terc-butilico del acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperazin-1-carboxilico (2)

Una mezcla del compuesto (1) (342 mg, 1,18 mmol), NaBH(OAc); (300 mg, 1,42 mmol) y morfolina (113 pl, 1,3
mmol) en DCM (5 ml) se agité a temperatura ambiente durante una noche. La reaccion se interrumpié con NaHCO3
ac. al 5 % (15 ml) y se extrajo con EtOAc (30 ml x 2). La capa organica se lavé con salmuera (20 ml) y se seco sobre
MgSOs4 (anh.). El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar el
compuesto diana (2) (408 mg, 96%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 361,9 (C20H31N303+H,
requiere 362,50).

Sintesis de 4-(4-piperazin-1-il-bencil)-morfolina (3)

Una solucién del compuesto (2) (408 mg, 1,13 mmol) y TFA (5 ml, 68 mmol) en DCM (5 ml) se mantuvo a
temperatura ambiente durante 40 min. Los disolventes se evaporaron al vacio. El residuo se disolvié en NaOH ac. 1
M (10 ml) y se extrajo con EtOAc (30 ml x 2). La capa organica se lavé con salmuera (20 ml) y se secé sobre MgSQO4
(anh.). El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se secd al vacio durante una noche para proporcionar el
compuesto diana (3) (212 mg, 72%) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS [M+H] 262,3 (C15H23N30+H,
requiere 262,38).

Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperazin-1-il]-benzoico (4)

Una mezcla del compuesto (3) (140 mg, 0,54 mmol), 4-fluorobenzoato de metilo (76 ul, 0,59 mmol) y DIEA (141 pl,
0,81 mmol) en DMSO (2 ml) se irradié en un horno microondas (potencia max. 250W, 160 °C) durante 2 h y se enfrié
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyd con agua (30 ml). El precipitado formado se filtré y se
disolvié en EtOAc (100 ml). La solucién se lavé con NaHCOs ac. al 5 % (20 ml) y salmuera (20 ml) y se sec6 sobre
MgSOs4 (anh.). El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar el
compuesto diana (4) (98 mg, 46%) en forma de un sélido de color amarillento. LC-MS [M+H] 396,2 (C23H29N303+H,
requiere 396,52).

Sintesis de acido 4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperazin-1-il]-benzoico (5)

Una solucion del compuesto (4) (98 mg, 0,57 mmol) y NaOH ac. 1 M (2 ml, 2 mmol) en dioxano (2 ml) se agité a
temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccién se acidificé con HCl ac. 1 M a pH~6 y se evapord
al vacio. El residuo se disolvié en DMSO (1 ml) y se sometié a purificacion por HLPC. [YMC-Pack ODS-A C-18 (30 x
100 mm); caudal = 10 ml/min; volumen de inyecciéon 1,0 ml; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B:
ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 0 % de B a 45 % de B en 72 min, detecciéon 254 nm]. Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se disolvio en i-
PrOH (15 ml) y se evapord al vacio. El residuo obtenido se disolvié en i-PrOH (5 ml) y se afiadié HCI 1 M/éter (50
ml). El precipitado se filtr6 y se secd al vacio para proporcionar la sal tri-hidroclérica del producto diana (5) (30 mg,
24%) en forma de un sdlido de color blanquecino. LC-MS [M+H] 382,6 (C22H27N3O3+H, requiere 382,49).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-{4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperazin-1-il]-
benzoilamino}-butirico (6)

Una solucién del compuesto (5) (30 mg, 0,06 mmol), HATU (25 g, 0,066 mmol) y DIEA (63 pl, 0,36 mmol) en DMF
(500 ul) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de H-Thr-OMe (14
mg, 0,084 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de dilucién
con EtOAc (100 ml). La solucién se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO, y se evapord. El residuo se seco al vacio para proporcionar el compuesto diana (6) (30 mg, 99%) en forma
de un solido de color amarillo. LC-MS [M+H] 479,0 (C27H36N4Os+H, requiere 497,62).

Sintesis de N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-piperazin-1-il]-
benzamida (43-7)

Una solucion de hidrocloruro de hidroxilamina (63 mg, 0,36 mmol) en MeOH (2 ml) se enfrié a -5°C seguido de la
adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (123 pl, 0,36 mmol) en una atmoésfera de nitrogeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afadi6 gota a gota una solucién del compuesto (6) (30 mg,
0,06 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumento hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-MS. La mezcla de
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reaccion se acidificd con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se disolvié en DMSO (500 pl) y se
sometio a purificacion por HLPC. [Phenomenex Gemini C-18 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A:
agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de
B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron

5 para proporcionar la sal tri-trifluoroacética del producto diana (43-7) en forma de un soélido de color blanco. LC-MS
[M+H] 498,3 (C26H3sNsOs+H, requiere 498,61).

Compuesto Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] Tiempo de retencidn
(mg) (%) (min)*

(43-7) 0,06 15,3 31 100 498,61 | 2,64

- [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 mil/min; fase moévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucién de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

Los siguientes compuestos pueden sintetizarse como se describe en este Ejemplo.
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Ejemplo 45 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 46 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencilsulfanil)-benzamida
o o
N
8
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Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencilsulfanil)-benzoico (1)

Una solucion de (4-(morfolinometil)fenil)metanol (207 mg, 1,0 mmol) y DIEA (192 pl, 1,1 mmol) en DCM (3 ml) se
enfrio a 0 °C seguido de la adicion de MsCI (94 pl, 1,2 mmol). La mezcla de reaccion se mantuvo a 0 °C durante 1 h
seguido de la adicion de una mezcla de DIEA (192 pl, 1,1 mmol) y 4-mercaptobenzoato de metilo (185 mg, 1,1
mmol). Se dejé que la temperatura de la mezcla de reaccioén alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se mantuvo a temperatura ambiente 40 min y se diluyé con EtOAc (80 ml). La capa organica se lavé con
NaHCO3 al 5 % (20 ml) y salmuera (20 ml) y se sec6 sobre MgSQO4 (anh.). El disolvente se evaporo al vacio. El
residuo (1) se uso tal cual para la siguiente transformacion. LC-MS [M+H] 358,1 (C20H23NO3S +H, requiere 358,49).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencilsulfanil)-benzoico (2)

A una solucién del compuesto (1) (1,0 mmol) en dioxano (1 ml) se le afiadié NaOH ac. 1 M (1,5 ml, 1,5 mmol). La
mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante una noche y se acidificé con HCl ac. 1 M a pH~5.
Los disolventes se evaporaron. El residuo se disolvi6 en DMSO (1 ml) y se sometié a purificacion por HLPC.
[Columna YMC-Pack ODS-A C-18 (30 x 100 mm); caudal = 10 ml/min; volumen de inyeccién 1,5 ml; fase mévil A:
agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de eluciéon de 5 % de B a 50 %
de B en 70 min, deteccidon 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
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concentraron al vacio. El residuo se disolvié en i-PrOH (15 ml) y se evapor6 al vacio. El residuo obtenido se disolvid
en i-PrOH (5 ml) y se afiadié HCI 1 M/éter (50 ml). El precipitado se filtré y se sec6 al vacio para la sal hidroclérica
del producto diana (2) (161 mg, 54%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 344,1 (C19H21NO3S+H,
requiere 344,46).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencilsulfanil)-benzoil amino]-
butirico (3)

Una solucion del compuesto (2) (34 mg, 0,09 mmol), HATU (34 g, 0,09 mmol) y DIEA (63 ul, 0,36 mmol) en DMF
(800 ul) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de H-Thr-OMe (18
mg, 0,11 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de dilucién con
EtOAc (100 ml). La solucion se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO, y se evapord. El residuo se seco al vacio para proporcionar el compuesto diana (3) (40 mg, 98%) en forma
de un solido de color amarillo. LC-MS [M+H] 459,2 (C24H30N205S+H, requiere 459,59).

Sintesis de N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencilsulfanil)-benzamida
(46-4)

Una solucion de hidrocloruro de hidroxilamina (19 mg, 0,27 mmol) en MeOH (2 ml) se enfrié a -5°C seguido de la
adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (94 pl, 0,41 mmol) en una atmdsfera de nitrogeno. La mezcla de reaccion se agitd
a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afiadi6é gota a gota una solucién del compuesto (3) (40 mg, 0,09
mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccién se aumento
hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccidn se habia completado por LC-MS. La mezcla de reaccion
se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evapord al vacio. El residuo se disolvié en DMSO (500 pl) y se sometio a
purificacién por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase movil A:
agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de
B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron
para proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (46-4) (25,8 mg, 50 %) en forma de un sélido de color
blanco. LC-MS [M+H] 460,2 (C23H29N305S+H, requiere 460,58).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(46-4) 0,09 25,8 50 98,7 460,2 | 3,11

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase moévil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccion 254 nm]

Compuestos (5) y (6)

Los compuestos (5) y (6) pueden sintetizarse a partir del compuesto 4 usando oxidacion con OXONE en
diclorometano.

Ejemplo 47 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenilsulfanil)-benzamida-4-ilmetil -
feniletinil)-benzamida
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Sintesis de 4-(4-yodo-bencil)-morfolina (1)

A una soluciéon de morfolina (353 ul, 4,06 mmol) en DMSO (5 ml) se le afiadié bromuro de 4-yodobencilo (402 mg,
1,35 mmol). La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion se
interrumpié con NaHCOs al 5 % (100 ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 2). La capa orgénica se lavo con salmuera
(30 ml), se secod sobre MgSO4 (anh.) y se evaporé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche a
temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (344 g, 84%) en forma de un sélido de color blanco.
LC-MS [M+H] 304,1 (C11H14INO+H, requiere 304,15).

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenilsulfanil)-benzoico (2)

Una mezcla del compuesto (1) (260 mg, 0,86 mmol), 4-mercaptobenzoato de metilo (159 mg, 0,94 mmol), Cul (16,3
mg, 0,086 mmol) y K2COj3 (237 mg, 1,72 mmol) en NMP (2 ml) se agit6 se irradié en un horno microondas (potencia
max. de 250W, 160 °C) durante 40 min y se enfrid a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con
EtOAc (80 ml), se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (20 ml) y salmuera (20 ml) y se sec6 sobre MgSQO4 (anh.). El
disolvente se evaporé al vacio. El residuo se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar el compuesto diana
(2) (289 mg, 98%) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS [M+H] 344,3 (C19H21NO3S+H, requiere 344,46).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenilsulfanil)-benzoico (3)

A una solucién del compuesto (2) (289 mg, 0,84 mmol) en dioxano (500 ul) se le afiadi6 NaOH ac. 1 M (1 ml). La
mezcla de reaccidn se mantuvo a temperatura ambiente durante 1,5 h, se acidificé con HCl ac. 1 M a pH~5 y se
evaporo al vacio. El residuo se disolviéd en DMSO (1 ml) y se sometié a purificacion por HLPC. [Columna YMC-Pack
ODS-A C-18 (30 x 100 mm); caudal = 10 ml/min; volumen de inyeccion 1,0 ml; fase moévil A: agua al 100 %, TFA al
0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de eluciéon de 5 % de B a 50 % de B en 72 min,
deteccién 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio. El
residuo se disolvié en i-PrOH (15 ml) y se evaporé al vacio. El residuo obtenido se disolvié en i-PrOH (5 ml) y se
anadio HCI 1 M/éter (50 ml). El precipitado se filtré y se secé al vacio para la sal hidrocldrica del producto diana (3)
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(77 mg, 25%) en forma de un soélido de color amarillento. LC-MS [M+H] 330,1 (C1gsH1gNO3S+H, requiere 330,43).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenilsulfanil)-benzoil amino]-
butirico (4)

Una solucién del compuesto (3) (33 mg, 0,09 mmol), HATU (34 g, 0,09 mmol) y DIEA (63 ul, 0,36 mmol) en DMF
(800 pl) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicidon del compuesto hidrocloruro de H-
Thr-OMe (18 mg, 0,11 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido
de diluciéon con EtOAc (80 ml). La solucién se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se
seco sobre MgSO, y se evapord. El residuo se seco al vacio para proporcionar el compuesto diana (4) (39 mg, 98%)
en forma de un solido de color pardo. LC-MS [M+H] 445,3 (C23H2sN205S+H, requiere 445,56).

Sintesis de N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenilsulfanil)-benzamida
(47-5)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (39 mg, 0,54 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido de
la adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (188 pl, 0,81 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afiadié gota a gota una solucion del compuesto (4) (0,09
mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se aumento
hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccidon se habia completado por LC-MS. Después de que se
completara, la mezcla de reaccion se acidificod con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se disolvié
en DMSO (600 pl) y se sometio a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm);
caudal = 20 ml/min; fase movil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase moévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente
de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado
se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (47-5) (25,8 mg, 52%) en
forma de un sdélido de color blanco. LC-MS [M+H] 446,2 (C22H27N3OsS+H, requiere 446,55).

Compuesto Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(47-5) 0,09 25,8 52 98,7 446,2 | 3,11

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
detecciéon 254 nm

Compuesto (6)
El compuesto (6) puede sintetizarse a partir del compuesto (5) usando oxidaciéon con OXONE en diclorometano.
Ejemplo 48 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencil)-benzamida
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Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-hidroximetil-bencil)-benzoico (1)

Una mezcla de acido 4-(hidroximetil)fenilborénico (304 mg, 2,0 mmol), 4-(bromometil)-benzoato de metilo (229 mg,
1,0 mmol), Pd(PPh3)s (12 mg, 0,01 mmol) y KoCO3 ac. 1 M (400 pl) en ACN (800 ul) se irradid en un horno
microondas (potencia max. 250W, 160 °C) durante 7 min y se enfri6 a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se diluyé con EtOAc (100 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (30 ml) y salmuera (30 ml). La capa organica se
seco sobre MgSO4 (anh.). El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para
proporcionar el producto diana (1) (224 mg, 88%) en forma de un aceite de color amarillo.

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencil)-benzoico (2)

Una solucién del compuesto (1) (204 mg, 0,8 mmol) y DIEA (191 pl, 1,1 mmol) en DCM (2 ml) se enfrio a 0 °C
seguido de la adicion de MsCI (86 pl, 1,1 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo a 0 °C durante 1 h seguido de la
adicion de una mezcla de DIEA (191 pl, 1,1 mmol) y morfolina (131 ul, 1,5 mmol). Se dejé que la temperatura de la
mezcla de reaccién alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente
durante una noche y se diluy6é con EtOAc (80 ml). La capa organica se lavé con NaHCOs al 5 % (20 ml) y salmuera
(20 ml) y se seco sobre MgSQ4 (anh.). El disolvente se evaporoé al vacio. El residuo se disolvié en DMSO (1 ml) y se
sometié a purificacion por HLPC. [Columna YMC-Pack ODS-A C-18 (30 x 100 mm); caudal = 15 ml/min; volumen de
inyeccion 1,0 ml; fase movil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de
eluciéon de 15 % de B a 70 % de B en 70 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado
se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se disolviéo en EtOAc (25 ml), se extrajo con NaHCO3 ac. al 5
% (20 ml) y salmuera (20 ml) y se secd sobre MgSOs (anh.). El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se seco al
vacio durante una noche para proporcionar el producto diana (2) (73 mg, 28%) en forma de un sdlido de color
blanco. LC-MS [M+H] 326,3 (C20H23NOs+H, requiere 326,42).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencil)-benzoico (3)

A una solucion del compuesto (2) (73 mg, 0,22 mmol) en dioxano (500 pl) se le afiadi6 NaOH ac. 1 M (1,5 ml, 1,5
mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente durante una noche y se acidificé con HCl ac. 1 M
a pH~5. Los disolventes se evaporaron. El residuo se disolvio en DMSO (1 ml) y se sometié a purificacion por HLPC.
[Columna YMC-Pack ODS-A C-18 (30 x 100 mm); caudal = 15 ml/min; volumen de inyeccion 1 ml; fase movil A:
agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion de 5 % de B a 50 % de
B en 70 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
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concentraron al vacio. El residuo se disolvié en i-PrOH (15 ml) y se evapor6 al vacio. El residuo obtenido se disolvid
en i-PrOH (5 ml) y se afiadié HCI 1 M/éter (50 ml). El precipitado se filtré y se sec6 al vacio para la sal hidroclérica
del producto diana (3) (38 mg, 50%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 312,4 (C19H21NO3+H,
requiere 312,39).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencil)-benzoilamino]-butirico

4)

Una solucion del compuesto (3) (31 mg, 0,09 mmol), HATU (34 g, 0,09 mmol) y DIEA (63 ul, 0,36 mmol) en DMF
(800 ul) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de H-Thr-OMe (18
mg, 0,11 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de dilucién con
EtOAc (100 ml). La solucion se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO, y se evaporo. El residuo se seco al vacio para proporcionar el compuesto diana (4) (31 mg, 82%) en forma
de un solido de color amarillo. LC-MS [M+H] 427,1 (C24H30N2Os+H, requiere 427,53).

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-bencil)-benzamida (48-5)

Una solucion de hidrocloruro de hidroxilamina (15 mg, 0,22 mmol) en MeOH (2 ml) se enfrié a -5°C seguido de la
adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (75 pl, 0,33 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agitd
a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afiadi6é gota a gota una solucién del compuesto 4 (31 mg, 0,07
mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccién se aumento
hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccién se habia completado por LC-MS. La mezcla de reaccion
se acidificd con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se disolvio6 en DMSO (500 ul) y se sometié a
purificacion por HLPC. [Phenomenex Gemini C-18 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A: agua al
100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de eluciéon de 8% de B a 28% de B en 60
min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para
proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (48-5) (18,8 mg, 50 %) en forma de un sélido de color blanco.
LC-MS [M+H] 428,1 (C23H29N305+H, requiere 428,51).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(48-5) 0,07 18,8 50 99,3 4281 | 2,73

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

Ejemplo 49 (Ejemplo de referencia)

0 0
N o}
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Ejemplo 52 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 54 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 56 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 57 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 59 (Ejemplo de referencia)

(S)-3-amino-N-hidroxi-2-(7-((4-(morfolinometil)fenil)etinil)-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)propanamida (59-8)
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Acido 2-amino-4-yodobenzoico (2)

Una solucién de acido 2-amino-4-bromobenzoico (1) (2,15 g, 10 mmol) en DMF desgasificada (25 ml), Cul (3,80 g,
20 mmol) y KI (8,8 g, 50 mmol) se calenté en un tubo cerrado herméticamente a 130 °C durante 18 h. La mezcla de
reaccion se enfrid a temperatura ambiente y el sélido se retir6 por filtracion. El filtrado se concentré a sequedad, el
residuo se agitdé en acetato de etilo (400 ml) y agua (100 ml) y la capa organica se separd y se concentré. Después,
el producto en bruto se purificd sobre una columna de gel de silice para dar (2) (0,98 g).

2-(2-amino-4-yodobenzamido)-3-(terc-butoxicarbonilamino)propanoato de (S)-metilo (4)

A una solucién de acido 2-amino-4-yodobenzoico (2) (0,98 g, 3,37 mmol), éster metilico de hidrocloruro de DAP
(compuesto 3) (0,952 g, 3,74 mmol) y DIEA (2 ml, exceso) en acetonitrilo (26 ml) se le anadido HATU (1,42 g, 3,74
mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 30 min y se concentré. El producto en bruto se extrajo con acetato de
etilo (200 ml), se concentro para dar (4) y se uso6 tal cual en la siguiente etapa.

3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(7-yodo-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)propanoato de (S)-metilo (5)

El compuesto (4) (1,42 g) se calent6é en ortoformiato de trietilo puro (18 ml) a 120 °C durante 24 h. El exceso de
ortoformiato de trietilo se retird a presion reducida y el producto en bruto se purificé sobre una columna de gel de
silice para dar el compuesto (5) (0,48 g).

3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(7-((4-(morfolinometil)fenil)etinil)-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)propanoato de (S)-
metilo (7)

Se afadieron Cul (15 mg) y PdCIx(PPhs3)2 (21 mg) a una solucién en THF desgasificado (10 ml) de 3-(terc-
butoxicarbonilamino)-2-(7-yodo-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)propanoato de (S)-metilo (5) (0,48 g, 1,01 mmol), diisopropil
amina (2 ml) y 4-(4-etinilbencil)morfolina (6) (0,21 g, 1,05 mmol) y se agité durante 1 h. El disolvente se retir6 y se
extrajo con acetato de etilo (2 x 100 ml), se secé sobre Na,SO4 y se concentrd para dar el compuesto (7) (0,521 g).
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(S)-3-amino-N-hidroxi-2-(7-((4-(morfolinometil)fenil)etinil)-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)propanamida (59-8)

A una solucién agitada del compuesto (7) (0,18 g, 0,338 mmol) e hidrocloruro de hidroxilamina (118 mg, 1,69 mmol)
en metanol (10 ml), KOH (113 mg, 2 mmol) se le afiadio y se agité durante 30 min. El exceso de disolvente se retird
y el producto en bruto se acidificé con AcOH diluido (10 %), se extrajo con acetato de etilo (2 x 50 ml), se seco y se
concentré. Después de la desproteccion del grupo BOC usando gas HCI en acetato de etilo, el producto en bruto se
purificé usando HPLC para dar el compuesto (59-8). [M+H"] = 448

Ejemplo 60 (Ejemplo de referencia)

N-Hidroxi-2-isopropil-N'-[4-(4-morfolin-4-iimetil-feniletinil)-fenil]-malonamida
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60-5
Sintesis de acido 2-(4-yodo-fenilcarbamoil)-3-metil-butirico (1)

Una solucion de acido isopropilmalénico (613 mg, 4,2 mmol) y DIC (330 pl, 2,1 mmol) en cloroformo (2 ml) se
mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicidon de 4-yodoanilina (438 mg, 2,0 mmol). La
mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h méas y se diluyé con EtOAc (150 ml). La solucién se
extrajo con agua (30 ml x 2) y salmuera (30 ml) y se secé sobre MgSO4 (anh.). El disolvente se evaporé al vacio. El
residuo se disolvi6 en DCM (2 ml) y se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ®
Companion equipada con una columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio de particulas
promedio de 35-60 micrémetros, 80 g, Teledyne Isco); caudal = 60 ml/min; volumen de inyeccién 2,5 ml; fase movil
A: DCM; fase mévil B: MeOH; gradiente B al 0-60 % en 60 min. Las fracciones que contenian el producto deseado
se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para obtener el producto
diana (1) (89 mg, 13%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 348,1 (C12H14INO3+H, requiere 348,16).
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Sintesis de éster metilico del acido 2-(4-yodo-fenilcarbamoil)-3-metil-butirico (2)

Una solucion del compuesto (1) (89 g, 0,26 mmol) y HCI (conc., 500 ul) en 2,2-dimetoxipropano (2,0 ml, 16 mmol) se
mantuvo a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccién se evapord al vacio. El residuo se
disolvié en i-PrOH (10 ml) y se evaporé al vacio. El procedimiento mencionado anteriormente se repitié dos veces. El
residuo se tritur6 con éter, se filtrd, se lavé con éter y se secd al vacio durante una noche para obtener la sal
hidroclérica del producto diana (2) (84 mg, 99%) en forma de un sélido amorfo de color blanco. LC-MS [M+H] 361,9
(C13H16INOs+H, requiere 362,19).

Sintesis de éster metilico del acido 2-[4-(4-formil-feniletinil)-fenilcarbamoil]-3-metil-butirico (3)

Una solucién del compuesto (2) (84 mg, 0,23 mmol), 4-etinilbenzaldehido (36 mg, 0,28), PhsP (6 mg, 0,23 mmol) y
di-isopropilamina (400 pl) en THF (anh., 800 ul) se purgd con nitrégeno seco durante 2 min seguido de la adicion de
una mezcla de PdCIz(PPhs). (6 mg, 0,007 mmol) y Cul (3 mg, 0,014 mmol). La mezcla de reaccion se irradié en un
horno microondas (potencia max. 250W, 120 °C) durante 10 min y se enfri6 a temperatura ambiente. Los disolventes
se evaporaron al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (80 ml) y se extrajo con NaHCOs ac. al 5 % (20 ml x 2) y
salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre MgSO4 anh. y se evaporé al vacio. El residuo se seco al vacio
durante una noche a temperatura ambiente para proporcionar el material diana (3) (82 mg, 99%) en forma de un
sélido de color pardo. LC-MS [M+H] 364,2 (C22H21NO4+H, requiere 364,43).

Sintesis de éster metilico del acido 3-metil-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-fenilcarbamoil]-butirico (4)

Una solucion del compuesto (3) (82 mg, 0,23 mmol), AcOH (52 ul, 0,92 mmol) y morfolina (30 pl, 0,35 mmol) en DCE
(1 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicidn de triacetoxiborohidruro sédico (98
mg, 0,46 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 2 h a temperatura ambiente. La reaccion se interrumpio con
NaHCOs ac. al 5 % (20 ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 2). La capa organica se lavo con salmuera (20 ml), se
seco sobre MgSQO4 anh. y se evaporé al vacio. El residuo se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar el
material diana (4) (98 g, 98%) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS [M+H] 435,0 (C2sH30N2O4+H,
requiere 435,55).

Sintesis de N-hidroxi-2-isopropil-N'-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-fenil]-malonamida (60-5)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (97 mg, 1,38 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido de
la adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (473 pl, 1,8 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afiadio gota a gota una solucién del compuesto (4) (98 mg,
0,23 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumenté hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (600 pl) y se sometid a purificacién por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 mi/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase moévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (60-5)
(12 mg, 9,4%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 436,0 (C2s5H29N304+H, requiere 436,54).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (min)*

(60-5) 0,23 12 9,4 99,8 436,0 | 3,31

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1 %/agua;
fase movil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min, deteccion 254
nm]

Ejemplo 61 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 62 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de (R)-N-Hidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-il-metil-feniletinil)-bencenosulfonilamino]-3-fenilpropionamida
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5 Sintesis de 4-(4-bromo-bencil)-morfolina (1)

A una solucion de morfolina (2,61 ml, 30 mmol) en DMSO (25 ml) se le afiadié bromuro de 4-bromobencilo (2,5 g, 10

mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 30 min. Los disolventes se evaporaron al

vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml x 2) y salmuera (50 ml).

La capa organica se sec6 sobre MgSO4 anh. y se evaporé al vacio. El residuo se seco al vacio durante una noche a
10 temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (2,27 g, 87%) en forma de un sélido de color blanco.
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Sintesis de 4-(4-trimetilsilaniletinil-bencil)-morfolina (2)

A una solucion del compuesto (1) (2,27 g, 8,9 mmol), etiniltrimetilsilano (1,0 g, 10 mmol), PPh3 (262 mg, 1 mmol) y
dipropilamina (5 ml, 36,5 mmol) en DMF (10 ml) se le afiadié una mezcla de PdCl>(PPhs)2 (130 mg, 0,18 mmol) y Cul
(100 mg, 0,5 mmol). La mezcla de reaccién se irradié en un horno microondas (potencia max. 250W, 120 °C)
durante 25 min y se enfrid a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se diluy6é con agua (100 ml) y se extrajo
con EtOAc (50 ml x 2). La capa organica se lavé con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml) y salmuera (50 ml) y se secé sobre
MgSOs (anh.). El disolvente se evapord al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para producir el
material diana (2) (2,36 g, 97%) en forma de un aceite de color pardo. LC-MS [M+H] 274,1 (C1sH23NOSi+H, requiere
274,46).

4-(4-Etinil-bencil)-morfolina (3)

A una solucion del compuesto (2) (2,36 g, 8,6 mmol) en DCM (3 ml) se le afiadié TFA (10 ml, 135 mmol). La mezcla
de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente durante 1,5 h. El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (15 ml) y se someti6 a purificacion por HLPC. [Columna Nanosyn-Pack Microsorb 100-10 C-18 (50
x 300 mm); caudal = 50 ml/min; volumen de inyeccion 18 ml; fase movil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil
B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 5 % de B a 20 % de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se disolvié en
éter (100 ml) y se lavé con NaOH ac. 1 M (50 ml) y salmuera (50 ml). La capa organica se secé sobre MgSO,4 (anh.).
El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se sec6 al vacio durante una noche para producir el material diana (3)
(687 mg, 40 %) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS [M+H] 202,4 (C13H1sNO+H, requiere 202,28).

Sintesis de (R)-N-Hidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-bencenosulfonil amino]-3-fenil-propionamida
(62-4)

Se puso resina de 2-clorotritil-N-Fmoc-hidroxilamina (50 mg, 0,03 mmol) en una jeringa de plastico de 3 cc equipada
con émbolo y frita plastica. La resina se hinché en DCM (2 ml) a temperatura ambiente durante 10 min. El DCM se
descargo seguido de tratamiento con piperidina al 20 %/DMF (2 ml x 2 x 10 min). Los disolventes se descargaron y
la resina se lavé con DCM (2 ml x 6 x 5 min) seguido de la adicion de una mezcla de Fmoc-D-Phe-OH (47 mg, 0,12
mmol), HATU (46 mg, 0,12 mmol) y DIEA (42 ul, 0,24 mmol) en DMF (500 pl). La jeringa se agité a 85 rpm en un
agitador orbital a temperatura ambiente durante una noche. La solucién se descargoé y la resina se lavé con DMF (2
ml x 6 x 5 min) seguido de tratamiento con piperidina al 20 %/DMF (2 ml x 2 x 10 min). Los disolventes se
descargaron y la resina se lavd con DCM (2 ml x 6 x 5 min) seguido de la adicion de una mezcla del compuesto (3)
(48 mg, 0,24 mmol), PdCIx(PPhs), (20 mg, 0,03 mmol), Cul (10 mg, 0,05 mmol) y di-propilamina (200 pl) en DMF
(400 pl). La jeringa se agité a 85 rpm en un agitador orbital a temperatura ambiente durante una noche. La solucion
se descargo y la resina se lavé con DMF (3 ml x4 x 5 min) y DCM (3 ml x 4 x 5 min) seguido de la adicién de TFA
ac. al 80 % (2 ml). La jeringa se agitd a 85 rpm en un agitador orbital a temperatura ambiente durante 3 min. La
solucion se recogidé y se evaporo al vacio. El residuo se disolvio en DMSO (500 pl) y se sometié a purificacion por
HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A: agua al 100 %,
TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucién de 8% de B a 28% de B en 60 min,
deteccién 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para
proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (62-4) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H]
520,5 (C28H29N305S+H requiere 520,63).

Compuesto Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (min)*

(62-4) 0,03 4,04 21 100 520,5 | 3,70

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase moévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,5 min,
deteccién 254 nm]

Los siguientes compuestos se sintetizaron como se describe en este Ejemplo.
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Ejemplo 63 (Ejemplo de referencia)
(2S,3R)-3,N-Dihidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-bencenosulfinilamino]-butiramida
O

~ OJTHZ
o ey
S~ -
o
1

o-»

H

I
PACI,(PPh,),, Cul,
PrNH,, DMF

MW

O (__) \O P H
N o 0
j% . . NaBH(ACO), ° o'§ O o Q

3 2

NaOMe, NH,OH

»;
L =¥

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-(4-bromo-bencenosulfinilamino)-3-hidroxi-butirico (1)

Una solucién de sal soédica del acido 4-bromobencenosulfinico dihidrato (250 mg, 0,9 mmol) en SOCI; (3 ml, 41,1
mmol) se mantuvo a temperatura ambiente durante 3 h. El disolvente se evaporé. El residuo se disolvio en DCM (8
ml) y se combind con hidrocloruro de H-Thr-OMe (253 mg, 1,5 mmol) seguido de la adicién gota a gota de DIEA (500
ul, 3,0 mmol) durante el periodo de 5 min. Después de agitar a temperatura ambiente durante una hora mas, la
mezcla de reaccion se sometié a cromatografia ultrarrdpida sobre una unidad CombiFlash® Companion equipada
con columna ultrarrdpida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafo de particulas promedio de 35-60
micrometros, 4 g, Teledyne Isco); caudal = 18 ml/min; volumen de inyeccion 10 ml; fase mévil A: hexano; fase movil
B: EtOAc; gradiente B al 0-100 % en 40 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron al vacio. El residuo se seco al vacio durante una noche para proporcionar el producto diana (1) (100
mg, 33%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 337,8 (C11H14BrNO4S +H, requiere 337,22).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-(4-Formil-feniletinil)-bencenosulfinilamino]-3-hidroxi-butirico

()

Una solucion del compuesto (1) (100 mg, 0,30 mmol), 4-etinilbenzaldehido (43 mg, 0,32 mmol), Ph3P (123 mg, 0,34)
y di-propilamina (1 ml) en DMF (2 ml) se purgé durante 5 min con nitrégeno seco. Se afiadieron catalizadores de
PdClI2(PPhs)2 (30 mg, 0,043 mmol) y Cul (15 mg, 0,079 mmol) y la mezcla de reaccion se sometid a irradiacion con
microondas (potencia max. 250W, 120 °C) durante 15 min. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente,
se diluyd con EtOAc (100 ml) y se extrajo con agua (30 ml), H.SO,4 ac. al 2% (30 ml), agua (30 ml x 2) y salmuera
(30 ml). La capa organica se sec6 sobre NaSO4 y se evapord. El residuo se secéd al vacio para proporcionar el
compuesto diana (2) en forma de un sélido amorfo de color parduzco. LC-MS [M+H] 385,6 (C20H1sNOsS+H, requiere
386,45). El compuesto (2) se uso tal cual para la siguiente transformacion.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-
bencenosulfinilamino]-butirico (3)

Una solucion del compuesto (2) (0,30 mmol) y morfolina (52 pl, 0,6 mmol) en cloroformo (10 ml) se traté con
NaBH(OAc)s (100 mg, 0,47 mmol) durante 5 h a temperatura ambiente en una atmésfera de nitrégeno. La reaccion
se interrumpié con NaHCO3 ac. al 5 % (20 ml) y se extrajo con EtOAc (50 ml x 2). La capa organica se seco sobre
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Na,SO4 anhidro y se evaporé al vacio. El residuo se disolvi6 en DCM (2 ml) y se someti6 a cromatografia
ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con una columna ultrarrapida RediSep® (fase
normal, gel de silice con tamarfio de particulas promedio de 35-60 micrémetros, 12 g, Teledyne Isco); caudal = 30
ml/min; volumen de inyeccién 3 ml; fase movil A: DCM; fase moévil B: MeOH; gradiente B al 0-5 % en 15 min. Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se secé al vacio
durante una noche para proporcionar el producto diana (3) (92 mg, 33%) en forma de un aceite incoloro. LC-MS
[M+H] 457,3 (C24H28N205S+H, requiere 457,58).

Sintesis de (2S,3R)-3,N-dihidroxi-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-bencenosulfinilamino]-butiramida (4)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (84 mg, 1,2 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido de
la adicién de NaOMe al 25 %/MeOH (411 pl, 3,15 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrio a -20 °C y se afiadio gota a gota una solucién del compuesto (3) (92 mg,
0,20 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumenté hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (800 ul) y se sometié a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 mi/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase moévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se neutralizaron con NaOH ac. 1 N. Los extractos organicos se evaporaron al
vacio. La capa de agua se extrajo con EtOAc (10 ml), se secd sobre Na;SO4 y se evaporo al vacio. El residuo se
seco al vacio durante una noche para proporcionar la base libre del producto diana (4) (4 mg, 4,4%) en forma de un
solido de color blanco. LC-MS [M+H] 458,1 (C23H27N305S+H, requiere 458,56).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

4) 0,2 4 4,4 98,5 4751 | 2,96

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,5 min,
deteccion 254 nm

Ejemplo 64 (Ejemplo de referencia)

N-(Hidroxicarbamoil-pirrolidin-3-il-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida
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Sintesis de 4-(4-formil-feniletinil)-benzonitrilo (1)

A una solucién de 4-etinilbenzonitrilo (2,27 g, 17,9 mmol), 4-yodobenzaldehido (5,40 g, 23,3) y trietilamina (7,0 ml,
2,3 mmol) en THF (anh., 360 ml) se le afadié una mezcla de PdCl(PPhs), (400 mg, 0,6 mmol) y Cul (216 mg, 1,1
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche. Los disolventes se evaporaron al
vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml x 2) y salmuera (50 ml).
La capa orgéanica se seco sobre Na;SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche a
temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (3,75 g, 90 %) en forma de un sdlido de color amarillo.

Sintesis de 4-(4-morfolin-4-ilmetilfeniletinil)-benzonitrilo (2)

A una solucién del compuesto (1) (2,0 g, 8,6 mmol) y morfolina (1,08 ml, 12,4 mmol) en cloroformo (30 ml) se le
afiadio triacetoxiborohidruro sédico (2,80 g, 13,2 mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 4 h a temperatura
ambiente. La reaccion se interrumpié con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml) y se extrajo con EtOAc (150 ml x 2). La capa
organica se lavo con salmuera (50 ml), se secd sobre Na;SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio
durante una noche para proporcionar el material diana (2)(2,65 g, 97%) en forma de un sdlido de color blanquecino.
LC-MS [M+H] 303,2 (C20H1gN20+H, requiere 303,39).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoico (3)

Una mezcla del compuesto (2) (2,65 g, 8,8 mmol) y LiOH ac. 2 M (22 ml, 44 mmol) en dioxano (20 ml) se irradié en
un horno microondas (potencia max. 250W, 130 °C) durante 45 min y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluyé con agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (100 ml x 2). La capa de agua se acidificé con HCI 1
M a pH~3 y se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). La capa organica se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y
se seco sobre MgSOs4 (anh.). El disolvente se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para
producir la sal hidroclérica del material diana (3) (2,23 g, 71 %) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS
[M+H] 322,1 (C20H19NO3+H, requiere 322,39).

Sintesis de 9H-fluoren-9-ilmetil éster del acido 3-(terc-butoxicarbonilamino-carboxi-metil)-pirrolidin-1-
carboxilico (4)

A una solucién de acido Boc-DL-pirrolidin-3-il-acético (2,0 g, 8,6 mmol) en agua (2 ml) se le afiadié una solucion de
Fmoc-OSu (621 mg, 1,84 mmol) en ACN (5 ml). La mezcla de reaccion se agité durante 2 h a temperatura ambiente.
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La reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml). La capa organica se lavé con agua (30 ml x 2) y salmuera (30 ml), se seco
sobre Na>SO4 anh. y se evaporé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar el
material diana (4) (500 mg, 58%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 467,2 (CzsH30N2Os+H,
requiere 467,55).

Sintesis de 9H-fluoren-9-ilmetil éster del acido 3-(amino-metoxicarbonil-metil)-pirrolidin-1-carboxilico (5)

Una solucién del compuesto (4) (500 mg, 1,07 mmol) y HCI (conc., 100 pl) en 2,2-dimetoxipropano (3 ml, 24 mmol)
se mantuvo a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccion se evaporo al vacio. El residuo se
disolvi6 en DCM (1 ml) y se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion
equipada con una columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio de particulas promedio de
35-60 micrometros, 12 g, Teledyne Isco); caudal = 30 ml/min; volumen de inyeccion 1,5 ml; fase moévil A: DCM; fase
mévil B: MeOH; gradiente B al 0-30 % en 43 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron
y se concentraron al vacio. El residuo se trituré con éter, se filtrd, se lavo con éter y se secé al vacio durante una
noche para obtener la sal hidroclérica del producto diana (5) (300 mg, 67%) en forma de un polvo de color
blanquecino. LC-MS [M+H] 381,1 (C22H24N204+H, requiere 381,46).

Sintesis de 9H-fluoren-9-ilmetil éster del acido 3-{metoxicarbonil-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)benzoil-
amino]-metil}-pirrolidin-1-carboxilico (6)

Una solucién del hidrocloruro del compuesto (3) (110 mg, 0,34 mmol), HATU (136 mg, 0,36 mmol) y DIEA (330 pl,
1,9 mmol) en DMF (1,5 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicion del
hidrocloruro del compuesto 5 (150 mg, 0,36 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante
una noche, se diluyé con EtOAc (80 ml) y se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se
seco sobre MgSO,4 anh., se evapord al vacio y se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar el producto
diana (6) (228 mg, 99%) en forma de un sdlido de color pardo. LC-MS [M+H] 684,6 (C42H41N3Og+H, requiere
684,82).

Sintesis de N-(hidroxicarbamoil-pirrolidin-3-il-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (64-7)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (140 mg, 0,33 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido
de la adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (678 pl, 2,0 mmol) en una atmodsfera de nitrogeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfri a -20 °C y se afadié gota a gota una solucion del compuesto (6) (228 mg,
0,33 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumenté hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (600 ul) y se sometié a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 mi/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase moévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal di-trifluoroacética del producto diana (64-7)
(4,8 mg, 2,1%) en forma de un solido de color blanco. LC-MS [M+H] 463,2 (C2sH30N4O4+H, requiere 463,56).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(64-7) 0,33 4,8 21 97,4 463,2 | 2,31

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccion 254 nm]

94



10

15

20

25

ES 2602615713

Ejemplo 65 (Ejemplo de referencia)

N-((S)-Hidroxicarbamoil-piperidin-4-il-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida
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Sintesis de 4-(4-formil-feniletinil)-benzonitrilo (1)

A una solucién de 4-etinilbenzonitrilo (2,27 g, 17,9 mmol), 4-yodobenzaldehido (5,40 g, 23,3) y trietilamina (7,0 ml,
2,3 mmol) en THF (anh., 360 ml) se le afiadié una mezcla de PdCIz(PPhs)2 (400 mg, 0,6 mmol) y Cul (216 mg, 1,1
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche. Los disolventes se evaporaron al
vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml x 2) y salmuera (50 ml).
La capa orgéanica se seco sobre Na;SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche a
temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (3,75 g, 90 %) en forma de un sdlido de color amarillo.

Sintesis de 4-(4-morfolin-4-ilmetilfeniletinil)-benzonitrilo (2)

A una solucion del compuesto (1) (2,0 g, 8,6 mmol) y morfolina (1,08 ml, 12,4 mmol) en cloroformo (30 ml) se le
afiadio triacetoxiborohidruro sédico (2,80 g, 13,2 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé durante 4 h a temperatura
ambiente. La reaccion se interrumpié con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml) y se extrajo con EtOAc (150 ml x 2). La capa
organica se lavo con salmuera (50 ml), se secd sobre Na;SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio
durante una noche para proporcionar el material diana (2) (2,65 g, 97%) en forma de un sélido de color blanquecino.
LC-MS [M+H] 303,2 (C20H1gN20+H, requiere 303,39).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoico (3)

Una mezcla del compuesto (2) (2,65 g, 8,8 mmol) y LiOH ac. 2 M (22 ml, 44 mmol) en dioxano (20 ml) se irradié en
un horno microondas (potencia max. 250W, 130 °C) durante 45 min y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluyé con agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (100 ml x 2). La capa de agua se acidificé con HCI 1
M a pH~3 y se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). La capa organica se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y
se seco sobre MgSOs4 (anh.). El disolvente se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para
producir la sal hidroclérica del material diana (3) (2,23 g, 71 %) en forma de un sélido de color amarillento. LC-MS
[M+H] 322,1 (C20H19NO3+H, requiere 322,39).
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Sintesis de éster terc-butilico del acido 4-{(S)-carboxi-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino]-metil}-
piperidin-1-carboxilico (4)

Una solucion del compuesto (3) (110 mg, 0,31 mmol), HATU (136 mg, 0,36 mmol) y DIEA (330 pl, 1,9 mmol) en DMF
(1,5 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 min. Una mezcla de H-Gly[4-Pip(Boc)]-OH (150 mg, 0,36
mmol) y BSA (170 pl, 0,7 mmol) en dioxano (1,5 ml) se agité a 100 °C durante 10 min y se enfri6 a temperatura
ambiente. Las mezclas de reaccion se combinaron y se agitaron a temperatura ambiente durante una noche seguido
de dilucion con EtOAc (100 ml). La solucién se extrajo con agua (20 ml), HSO4 ac. al 2 % (20 ml), agua (20 ml x 2) y
salmuera (20 ml). La capa organica se secé sobre MgSO, y se evapord. El residuo se secé al vacio para
proporcionar el compuesto diana (4) (172 mg, 99%) en forma de un sdlido de color amarillo. LC-MS [M+H] 562,2
(C32H39N306+H, requiere 562,69).

Sintesis de éster metilico del acido (S)-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino1-piperidin-4-il-acético

®)

Una solucién del compuesto (4) (172 mg, 0,31 mmol) y HCI (conc., 1 ml) en 2,2-dimetoxipropano (5 ml, 40 mmol) se
mantuvo a 60 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se evaporé al vacio. El
residuo se disolvi6 en DCM (1 ml) y se sometié a cromatografia ultrarrdpida sobre una unidad CombiFlash ®
Companion equipada con una columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio de particulas
promedio de 35-60 micrometros, 4 g, Teledyne Isco); caudal = 18 ml/min; volumen de inyeccion 1,5 ml; fase movil A:
hexano; fase movil B: EtOAc; gradiente B al 0-20 % en 30 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se
combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se secd al vacio durante una noche para obtener la sal
hidroclérica del producto diana (5) (44 mg, 91 %) en forma de un polvo de color blanquecino. LC-MS [M+H] 476,4
(C28H33N304+H, requiere 476,60).

Sintesis de N-((S)-hidroxicarbamoil-piperidin-4-il-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (65-6)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (118 mg, 0,28 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfri6 a -5°C seguido
de la adicién de NaOMe al 25 %/MeOH (575 pl, 2,52 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién
se agitdé a -5°C durante 5 min mas, se enfridé a -20 °C y se afiadi6é gota a gota una solucioén del compuesto (5) (144
mg, 0,28 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumentoé hasta la temperatura ambiente. Se controld que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (600 ul) y se sometié a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase maévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal di-trifluoroacética del producto diana (65-6)
(11,1 mg, 5,6%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 477,5 (C26H30N4O4+H, requiere 463,56).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(65-6) 0,28 1.1 5,6 99,5 4775 | 2,36

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase moévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucién de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

96



10

15

20

ES 2602615713

Ejemplo 66 (Ejemplo de referencia)

N-((S)-Hidroxicarbamoil-fenil-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida
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Sintesis de 4-(4-formil-feniletinil)-benzonitrilo (1)

A una solucién de 4-etinilbenzonitrilo (2,27 g, 17,9 mmol), 4-yodobenzaldehido (5,40 g, 23,3) y trietilamina (7,0 ml,
2,3 mmol) en THF (anh., 360 ml) se le afadié una mezcla de PdCl(PPhs), (400 mg, 0,6 mmol) y Cul (216 mg, 1,1
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche. Los disolventes se evaporaron al
vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml x 2) y salmuera (50 ml).
La capa orgéanica se seco sobre Na,SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche a
temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (3,75 g, 90 %) en forma de un sdlido de color amarillo.

Sintesis de 4-(4-morfolin-4-ilmetilfeniletinil)-benzonitrilo (2)

A una solucion del compuesto (1) (2,0 g, 8,6 mmol) y morfolina (1,08 ml, 12,4 mmol) en cloroformo (30 ml) se le
afiadio triacetoxiborohidruro sédico (2,80 g, 13,2 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé durante 4 h a temperatura
ambiente. La reaccion se interrumpié con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml) y se extrajo con EtOAc (150 ml x 2). La capa
organica se lavo con salmuera (50 ml), se secd sobre Na;SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio
durante una noche para proporcionar el material diana (2) (2,65 g, 97%) en forma de un sélido de color blanquecino.
LC-MS [M+H] 303,2 (C20H1gN20+H, requiere 303,39).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoico (3)

Una mezcla del compuesto (2) (2,65 g, 8,8 mmol) y LiOH ac. 2 M (22 ml, 44 mmol) en dioxano (20 ml) se irradié en
un horno microondas (potencia max. 250W, 130 °C) durante 45 min y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluyé con agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (100 ml x 2). La capa de agua se acidificé con HCI 1
M a pH~3 y se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). La capa organica se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y
se seco sobre MgSOs4 (anh.). El disolvente se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para
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producir la sal hidroclérica del material diana (3) (2,23 g, 71 %) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS
[M+H] 322,1 (C20H19NO3+H, requiere 322,39).

Sintesis de éster metilico del acido (S)-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino1-fenil-acético (4)

Una solucidn del hidrocloruro del compuesto (3) (143 mg, 0,4 mmol), HATU (152 mg, 0,4 mmol) y DIEA (278 ul, 1,6
mmol) en DMF (1,5 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de
H-Phg-OMe (89 mg, 0,44 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche, se
diluyé con EtOAc (80 ml) y se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO4 anh., se evapord al vacio y se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar el producto diana (4) (181
mg, 97%) en forma de un sdélido amorfo de color pardo. LC-MS [M+H] 469,2 (C29H28N20O4+H, requiere 469,57).

Sintesis de N-((S)-hidroxicarbamoil-fenil-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (66-5)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (168 mg, 2,4 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido de
la adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (832 pl, 3,78 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrid a -20 °C y se afiadié gota a gota una solucién del compuesto (4) (181 mg,
0,4 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumenté hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (600 pl) y se sometid a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 mi/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase moévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (66-5)
(143 mg, 8,3%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 470,2 (C2sH27N304+H, requiere 470,56).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(66-5) 0,4 143 61 99,4 470,2 | 3,46

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

Los siguientes compuestos se sintetizaron como se describe en este Ejemplo.

Compuesto n.° Estructura [M+H]

(66-6) 0
Q—_N} . HN
o 0 N‘gH
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Ejemplo 67 (Ejemplo de referencia)

N-[Hidroxicarbamoil-(tetrahidro-piran-4-il)-metil]-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida
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Sintesis de 4-(4-formil-feniletinil)-benzonitrilo (1)

A una solucién de 4-etinilbenzonitrilo (2,27 g, 17,9 mmol), 4-yodobenzaldehido (5,40 g, 23,3) y trietilamina (7,0 ml,
2,3 mmol) en THF (anh., 360 ml) se le afiadié una mezcla de PdCIz(PPhs)2 (400 mg, 0,6 mmol) y Cul (216 mg, 1,1
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche. Los disolventes se evaporaron al
vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml x 2) y salmuera (50 ml).
La capa organica se seco sobre Na;SO4 anh. y se evaporoé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche a
temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (3,75 g, 90 %) en forma de un sdlido de color amarillo.

Sintesis de 4-(4-morfolin-4-ilmetilfeniletinil)-benzonitrilo (2)

A una solucién del compuesto (1) (2,0 g, 8,6 mmol) y morfolina (1,08 ml, 12,4 mmol) en cloroformo (30 ml) se le
anadio triacetoxiborohidruro sédico (2,80 g, 13,2 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 4 h a temperatura
ambiente. La reaccion se interrumpié con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml) y se extrajo con EtOAc (150 ml x 2). La capa
organica se lavo con salmuera (50 ml), se secd sobre Na>SQO4 anh. y se evaporo al vacio. El residuo se secé al vacio
durante una noche para proporcionar el material diana (2) (2,65 g, 97%) en forma de un sélido de color blanquecino.
LC-MS [M+H] 303,2 (C20H1sN2O+H, requiere 303,39).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoico (3)

Una mezcla del compuesto (2) (2,65 g, 8,8 mmol) y LIOH ac. 2 M (22 ml, 44 mmol) en dioxano (20 ml) se irradi6 en
un horno microondas (potencia méax. 250W, 130 °C) durante 45 min y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluyd con agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (100 ml x 2). La capa de agua se acidifico con HCI 1
M a pH~3 y se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). La capa organica se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y
se seco6 sobre MgSO;4 (anh.). El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para
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producir la sal hidroclérica del material diana (3) (2,23 g, 71 %) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS
[M+H] 322,1 (C20H19NO3+H, requiere 322,39).

Sintesis de éster metilico del acido [4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino]-(tetrahidropiran-4-il)-
acético (4)

Una solucién del compuesto (3) hidrocloruro (110 mg, 0,31 mmol), HATU (167 mg, 0,44 mmol) y DIEA (330 pl, 2,0
mmol) en DMF (3 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién de hidrocloruro de
DL-(4-tetrahidropiranil)Ala-OMe (84 mg, 0,4 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante
una noche, se diluyé con EtOAc (100 ml) y se extrajo con agua (30 ml x 2) y salmuera (30 ml). La capa organica se
secd sobre MgSO4 anh., se evaporo al vacio y se secé al vacio durante una noche para proporcionar el producto
diana (4) (144 mg, 98%) en forma de un sdlido de color pardo. LC-MS [M+H] 477,2 (C2sH32N2Os+H, requiere
477,59).

Sintesis de N-[hidroxicarbamoil-(tetrahidro-piran-4-il)-metil]-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (67-
5)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (126 mg, 1,8 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido de
la adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (616 pl, 2,7 mmol) en una atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agitdé a -5°C durante 5 min mas, se enfrid a -20 °C y se afadié gota a gota una solucion del compuesto (4) (144 mg,
0,30 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumentoé hasta la temperatura ambiente. Se controld que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (600 ul) y se sometié a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 mi/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (67-5)
(65,7 mg, 37%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 408,2 (C27H31N3Os+H, requiere 478,58).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*
(67-5) 0,30 65,7 37 99,9 478,3 | 2,85

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase moévil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccion 254 nm]

Los siguientes compuestos se sintetizaron como se describe en este Ejemplo.

Compuesto n.° Estructura [M+H]
(67-7) o ® 4763
S 5
Q - O 0 C P\LOH
(67-8) o 75 476,2
O e o
— N
O O o ¢ ou
(67-9) Lo 526,2
0
& N
Q = O 00 N('JH
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Ejemplo 68 (Ejemplo de referencia)

N-((S)-Ciclopropil-hidroxicarbamoil-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida

Q
RN < >
! N
= = \
\:/ PdClz(PPha)z, Cul \O

EtaN, THF, TA, 16h
1 N

NaBH(OAC)2 [ :|
THF, TA. 2h

2 LiOH ac. 2M O

MW, 120°C, 20" 0

7=
—0 >
+ 3 d
o— HATU, DIEA, DMF
bog HC
N 0 N 8] Ow
N
‘ OO0

NH,OH, NaOMe

N N
—O=0
oo ©
68-6

o)

Sintesis de 4-(4-formil-feniletinil)-benzonitrilo (1)

A una solucién de 4-etinilbenzonitrilo (2,27 g, 17,9 mmol), 4-yodobenzaldehido (5,40 g, 23,3) y trietilamina (7,0 ml,
2,3 mmol) en THF (anh., 360 ml) se le afiadié una mezcla de PdCIz(PPhs)2 (400 mg, 0,6 mmol) y Cul (216 mg, 1,1
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante una noche. Los disolventes se evaporaron al
vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (150 ml) y se extrajo con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml x 2) y salmuera (50 ml).
La capa orgéanica se seco sobre Na,;SO4 anh. y se evaporo6 al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche a
temperatura ambiente para proporcionar el material diana (1) (3,75 g, 90 %) en forma de un sdlido de color amarillo.

Sintesis de 4-(4-morfolin-4-ilmetilfeniletinil)-benzonitrilo (2)

A una solucién del compuesto (1) (2,0 g, 8,6 mmol) y morfolina (1,08 ml, 12,4 mmol) en cloroformo (30 ml) se le
anadio triacetoxiborohidruro sédico (2,80 g, 13,2 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 4 h a temperatura
ambiente. La reaccion se interrumpié con NaHCO3 ac. al 5 % (50 ml) y se extrajo con EtOAc (150 ml x 2). La capa
organica se lavo con salmuera (50 ml), se secd sobre Na>SQO4 anh. y se evaporo al vacio. El residuo se secé al vacio
durante una noche para proporcionar el material diana (2) (2,65 g, 97%) en forma de un sélido de color blanquecino.
LC-MS [M+H] 303,2 (C20H1sN2O+H, requiere 303,39).

Sintesis de acido 4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoico (3)

Una mezcla del compuesto (2) (2,65 g, 8,8 mmol) y LIOH ac. 2 M (22 ml, 44 mmol) en dioxano (20 ml) se irradi6 en
un horno microondas (potencia méax. 250W, 130 °C) durante 45 min y se enfrié a temperatura ambiente. La mezcla
de reaccion se diluy6 con agua (300 ml) y se extrajo con EtOAc (100 ml x 2). La capa de agua se acidifico con HCI 1
M a pH~3 y se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). La capa organica se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y
se seco6 sobre MgSO;4 (anh.). El disolvente se evaporoé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para
producir la sal hidroclérica del material diana (3) (2,23 g, 71 %) en forma de un sdlido de color amarillento. LC-MS
[M+H] 322,1 (C20H19NO3+H, requiere 322,39).
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-amino-ciclopropil-acético (4)

Una solucién de Boc-L-ciclopropilglicina (97 mg, 0,45 mmol) y HCI (conc., 500 ul) en 2,2-dimetoxipropano (5 ml, 40
mmol) se mantuvo a 40 °C durante una noche. La mezcla de reaccion se evapord al vacio. El residuo se disolvié en
i-PrOH (10 ml) y se evaporo6 al vacio. El procedimiento mencionado anteriormente se repitié dos veces. El residuo se
triturd con éter, se filtro, se lavd con éter y se seco al vacio durante una noche para obtener la sal hidroclérica del
producto diana (4) (73 mg, 98%) en forma de un polvo de color blanquecino. LC-MS [M+H] 130,0 (CeH11NO2+H,
requiere 130,17).

Sintesis de éster metilico del acido (S)-ciclopropil-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino]-acético (5)

Una solucion del hidrocloruro del compuesto (3) (143 mg, 0,4 mmol), HATU (176 mg, 0,44 mmol) y DIEA (313 ul, 1,8
mmol) en DMF (1 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicién del hidrocloruro del
compuesto (4) (73 mg, 0,44 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche, se
diluy6 con EtOAc (80 ml) y se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se seco sobre
MgSO4 anh. y se evaporo al vacio. El residuo se disolvid en DCM (1 ml) y se sometié a cromatografia ultrarrapida
sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con una columna ultrarrdpida RediSep® (fase normal, gel de
silice con tamario de particulas promedio de 35-60 micrémetros, 4g, Teledyne Isco); caudal = 18 ml/min; volumen de
inyeccion 1,5 ml; fase moévil A: DCM; fase mévil B: MeOH; gradiente B al 0-30 % en 38 min. Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio. El residuo se secé al vacio durante una
noche para obtener el producto diana 5 (112 mg, 65 %) en forma de un polvo de color blanquecino. LC-MS [M+H]
433,2 (CasH28N204+H, requiere 433,53).

Sintesis de N-((S)-ciclopropil-hidroxicarbamoil-metil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (68-6)

Una solucidn de hidrocloruro de hidroxilamina (107 mg, 1,6 mmol) en MeOH (anh., 2 ml) se enfrié a -5°C seguido de
la adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (534 pl, 2,34 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agité a -5°C durante 5 min mas, se enfrid a -20 °C y se afiadié gota a gota una solucién del compuesto (5) (122 mg,
0,26 mmol) en THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se
aumentoé hasta la temperatura ambiente. Se controldé que la reaccion se habia completado por LC-MS. Después de
que se completara, la mezcla de reaccion se acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se
disolvié en DMSO (600 pl) y se sometid a purificacion por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase maévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del producto diana (68-6)
(39,5 mg, 28%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 434,3 (C25H27N304+H, requiere 434,52).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

(68-6) 0,26 39,5 28 100 4343 | 2,98

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase moévil B TFA al 0,1%/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

Ejemplo 69 (Ejemplo de referencia)

R=H, CH;
R1 = H, NH; o sin Me

102



ES 2602615713

o)
O NHBoc
N HO
O=Cm
O COOMe

(acido D/L aspartico)

O
—B O,  NHBoc 1) LIOHJ THF-H,0
N 2) DPPA / tBuOH / TEA / Reflujo
NH 3) HCI (gas)
_— o >
O
/

1) TFA
2) Cloruro de acetilo O HC R
3) Oxona O 8] N~<\
- N 0]
O=A "
R,

R =H, CH3
R1=H,NH,0 sin Me

Ejemplo 70 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 71 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 72 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 73 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 75 (Ejemplo de referencia)
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Synthetic Communication (2003}, 33, 2215
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Ejemplo 76 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 77 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 78 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 79 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 80 (Ejemplo de referencia)
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Ejemplo 81 (Ejemplo de referencia)
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Procedimientos Generales para los Siguientes Ejemplos

Método 1-A (Acoplamiento de 1-Bromo-1-alquino/Alquino)

Una solucion del 1-bromo-1-alquino (0,35 mmol, 1,0 equiv.), alquino (0,35 mmol, 1,0 equiv.), PdCIx(PPhs). (0,0035
10 mmol, 0,01 equiv.), P(tBu)s HBF4(0,007 mmol, 0,02 equiv.), Cu(l)l (0,0018 mmol, 0,005 equiv.) y EtsN (1,05 mmol,

3,0 equiv.) en THF desoxigenado (5 ml) se dejo en agitacion a temperatura ambiente en una atmésfera de N, hasta
que se consumié el material de partida tal como se determiné mediante analisis por TLC o LC-MS. La solucién se
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concentré al vacio y se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal para proporcionar el compuesto
deseado.

Método 1-B (Acoplamiento de Dibromuro de vinilo/Alquino)

Una solucion de dibromuro de vinilo (2,0 mmol, 1,0 equiv.), alquino* (2,8 mmol, 1,4 equiv.), Pd>(dba)s (0,02 mmol,
0,01 equiv.), tri(4-metoxifenil)fosfina (0,08 mmol, 0,04 equiv.) y EtsN (6,0 mmol, 3,0 equiv.) en DMF desoxigenada (5
ml) se calent6 a 80 °C durante 2-6 h en una atmodsfera de nitrégeno. La reaccion se controlé por LC-MS hasta que
desaparecié el dibromuro de vinilo. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (120-150 ml), se lavé con agua (2 x
50 ml) y salmuera (1 x 50 ml), se secé (NaxSO4) y se concentré al vacio. El material en bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida de fase normal para proporcionar el compuesto deseado.

* En el caso de un alquil- o cicloalquil acetileno volatil, la cantidad del acetileno se aumenté a 2-3 equivalentes, y el
recipiente de reaccion se cerré herméticamente antes del calentamiento.

Método 1-C (Acoplamiento de Cadiot-Chodkiewicz)

A una solucion del alquino (8,37 mmol, 1,0 equiv.) en MeOH (25 ml) a 0 °C se le afadieron EtNH, acuoso (70 %, 35
ml) y Cu(l)Cl (0,419 mmol, 0,05 equiv.). Después, a esta solucién a 0 °C se le afadi6é una solucién del 1-bromo-1-
alquino (8,37 mmol, 1,0 equiv.) en THF (25 ml). Después, se afadié en una porcién NH,OH-HCI sdélido (8,37 mmol,
1,0 equiv.) y la solucién se dejo en agitacion a 0 °C hasta que se consumio el material de partida segun se determind
mediante analisis por TLC o LC-MS. Después, la solucién se diluyé con EtOAc (50 ml) y agua desionizada (50 ml).
Las capas se separaron y la capa organica se lavé con HCI acuoso (0,1 N, 2 x 25 ml) y salmuera (1 x 25 ml).
Después, los extractos organicos se secaron (NaxSOs), se filtraron y se concentraron al vacio. Después, el material
en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida para proporcionar el compuesto deseado.

Método 2-A (Hidrolisis basica)

A una solucion del éster metilico (1,0-1,5 mmol, 1,0 equiv.) en 1,4-dioxano* (2-4 ml) se le afiadié NaOH 1,5 N (ac.)
(4-6 ml, 6,0 equiv.) y la mezcla se calenté a 70-90 °C durante 1-4 h y se controlé por LC-MS hasta que se consumio
el material de partida. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se acidificé con HCI 2 N
(ac.)**, y el solido se recogio por filtracion, se lavé con agua (2 x) se seco a alto vacio para dar el compuesto
deseado. El producto se us6 sin purificacidn adicional en la siguiente etapa sintética.

* Como alternativa, puede usarse THF o EtOH.
** Como alternativa, puede usarse H3PO4 al 10 % (ac.) o AcOH.
Método 2-B (Hidrélisis acida)

Una solucion del éster metilico (1-2 mmol, 1,0 equiv.) en HCI 2 N (ac.) (8 ml, 8-16 equiv.) se calent6 a 80 °C durante
6-10 min y se controlé por LC-MS hasta que se consumio el material de partida. La mezcla de reaccion se enfrié a 5
°C y el sdlido se recogid por filtracion, se lavé con agua y se seco a alto vacio para dar el compuesto deseado. El
producto se us6 sin purificacion adicional en la siguiente etapa sintética.

Método 3-A (acoplamiento de HATU)

A una solucién del acido (0,50 mmol, 1,0 equiv.) y DIEA (1,5 mmol, 3,0 equiv.) en DMF (0,1-0,5 M) se le afhadio
HATU (0,60 mmol, 1,2 equiv.), y la mezcla se agité a temperatura ambiente* durante 5 min. Después, se afiadi6 la
amina (0,55 mmol, 1,1 equiv.) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 18 h o hasta que se consumio el
material de partida, tal como se determiné mediante analisis por TLC o LC-MS. Después, la mezcla se afiadié a HCI
acuoso (0,1 N, 50 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 25 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (1 x
25 ml) y salmuera (1 x 25 ml), se secaron (NaxSOs), se filtraron y se concentraron al vacio para dar el compuesto
deseado. El producto en bruto puede usarse en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional o puede
purificarse por cromatografia ultrarrapida de fase normal.

* Deberia usarse un bafio de hielo/agua si la escala es de mas de 2 mmol.
Método 3-B (Acoplamiento de EDC/HOBT)

El acido carboxilico (1,15 mmol, 1,0 equiv.), amina (1,27 mmol, 1,1 equiv.), EDC (2,30 mmol, 2,0 equiv.) y HOBT
(2,30 mmol, 2,0 equiv.) se suspendieron en CH2Cl, anhidro (12 ml). A esta suspension se le afiadidé en una porcion
N,N-diisopropiletilamina (5,40 mmol, 4,0 equiv.). Después, la solucion se dejo en agitacion a temperatura ambiente
hasta que se completd la conversion, tal como se determind mediante analisis por LCMS. Después, la soluciéon se
concentro al vacio y el sélido en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal para proporcionar el
compuesto deseado.
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Método 4-A (desproteccion de Boc)

A la amina protegida con Boc (0,5 mmol, 1,0 equiv.) se le afiadié HCI 4 M/dioxano (3-6 ml) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 0,5-2 h o hasta que se completé segun se determin6é mediante analisis por TLC o LC-
MS. Los volatiles se retiraron al vacio o en una corriente de nitrégeno para dar el compuesto deseado en forma de la
sal hidrocloruro.

Método 4-B (desproteccion de Boc)

A amina protegida con Boc (0,50 mmol, 1,0 equiv.) en CH2Cl> (10 ml) se le afiadié TFA (2 ml) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente hasta que se completd segun se determind mediante analisis por TLC o LC-MS. Los volatiles
se retiraron al vacio o en una corriente de nitrégeno para dar el compuesto deseado en forma de la sal TFA.

Método 4-C (desproteccion de Fmoc)

A amina protegida con Fmoc (13,5 mmol, 1,0 equiv.) en DMF (135 ml) a 0 °C se le ahadi6 morfolina (25 ml). La
solucién se dejo en agitacion a 0 °C hasta que se completd segun se determind mediante andlisis por TLC o LC-MS.
Después, la solucion se filtré al vacio a través de una capa de Celite y se diluy6 con EtOAc (400 ml). Después, los
extractos organicos se lavaron con agua desionizada (3 x 100 ml), se secaron (MgSQ4), se filtraron y se
concentraron al vacio. Después, el material en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal.

Método 5-A (Formacion de hidroxamato, acuoso)

Se afiadio alcohol isopropilico (1-4 ml) aun éster metilico correspondiente (~0,5 mmol, 1,0 equiv.) y la mezcla se
enfrié opcionalmente en un bafio de hielo/agua durante 5 min. A la mezcla se le afiadid NH,OH (ac. al 50 %) (1-4 ml)
gota a gota para el primer %2 vol. Después de 5 min, el bafio de hielo se retiré y la mezcla de reaccion se agitd
durante 6-24 h, o hasta que se completd segun se determiné mediante analisis por LC-MS de la mezcla de reaccién.
El volumen de disolvente se redujo a la mitad usando una corriente de nitrégeno y se afhadi6é agua (10-15 ml). La
suspension se agité minuciosamente (vibromezclador y sonicacion), se centrifugd y el sobrenadante se deseché. Se
afiadio agua (10-15 ml) al sélido y la suspension se agitd minuciosamente, se centrifugd y el sobrenadante se
desechd. El sdlido humedo se secd opcionalmente por liofilizacion para dar el hidroxamato en bruto correspondiente.

Método 5-B (Formacion de hidroxamato y desproteccion de Fmoc, anhidro)

A una suspension agitada de un éster metilico correspondiente (~0,5 mmol, 1,0 equiv.) e hidrocloruro de
hidroxilamina (5 mmol, 10 equiv.) en MeOH anhidro (2 ml) y opcionalmente THF anhidro (2 ml) enfriada a -5°C en un
bafio de hielo/sal/agua, se le afiadi6 gota a gota NaOMe al 25 %/MeOH (1,2 ml, 10 mmol) en una atmdsfera de
nitrégeno. La mezcla de reaccion se agité a -5 °C durante 5 min mas y después se agitdé durante 0,5-2 h o hasta que
se completd segun se determind mediante analisis por LC-MS? de la mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion se
enfrio, se acidific6 a pH ~6 con HCl 1 M y se concentré al vacio o en una corriente de nitrdgeno para dar el
hidroxamato en bruto correspondiente.

Método 6 (Fluoraciéon con DAST)

A una solucion agitada del alcohol correspondiente (2,8 mmol, 1,0 equiv.) en CH>Cl, anhidro (50 ml) se le afadio
lentamente trifluoruro de dietilaminoazufre (2,8 mmol, 1,0 equiv.) a 0 °C. La solucién se dejo en agitacién a 0 °C
durante 1 h o hasta que se completd segun se determind mediante analisis por TLC o LC-MS. Después, la solucién
se diluydé con NaHCO3 acuoso saturado (50 ml) y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo con CH2Clz (1 x
25 ml) y los extractos organicos combinados se secaron (Na;S0Oy), se filtraron y se concentraron al vacio. El material
en bruto se usé tal cual o se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase normal.

Purificacion A (escala 1-200 mg)

El producto en bruto se purificé por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Phenomenex Gemini C-18,
110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase movil A: TFA al 0,1 %/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente
de elucion de 0 % de B a 100 % de B, UV (254 nm) y deteccion MS). Las fracciones que contenian el producto
deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto diana en forma de un
sdlido de color blanco.

Purificacion B (escala 200-2500 mg).

[columna Varian L/L 4002-2 (5 x 50 cm; Microsorb 100-10 C-18), caudal = 50 ml/min; fase movil A: agua al 100 %,
TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion de 20 % de B a 95 % de B en 90 min,
deteccién 254 nm].
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Sintesis de hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-(Fmoc-amino)-butirico (6)

, OH HCI n,, AOH N
) Etapa 1 Etapa 2 3 Etapa 3A
HoN O, ——— Trt\ﬁ O Trt\H O
o] 8] Q

1 2 3
H H
NH
2 FEtapa 4A N‘Fmoc Etapa 5A N‘Fmoc
Trt\ﬁ O\ T[—t\_N 0\ H2N O\
0 Hoo O HCl

Etapa 1: éster metilico del acido (2S,3S)-3-hidroxi-2-(tritil-amino)-butirico (2)

Una suspension de H-allo-Thr-OMe-HCI (1, 45,8 g, 270 mmol) en CH2Cl> anhidro (225 ml) se enfrié con hielo. Se
afiadio NEtsz anhidro (85 ml, 610 mmol), seguido de una solucion de cloruro de tritilo (79 g, 284 mmol) en CHxCl,
anhidro (225 ml) (gota a gota durante 30 min). La mezcla de reaccion se dejé calentar a temperatura ambiente y se
agité durante una noche. La suspension resultante se filtrd y el sélido de color blanco se lavé con CH2Clz (2 x 450
ml). El filtrado se combind con el primer lavado de CH2Cl;, y se lavdé con NaHCOs3 sat. (225 ml) y salmuera (225 ml).
El segundo lavado de CH2Cl, se us6 para extraer de nuevo los extractos acuosos. Las soluciones de CH2Cl»
combinadas se secaron (NaxSOQ;), se filtraron y se concentraron. Se afadié hexano (450 ml) y la mezcla resultante
se concentro. El sélido resultante se trituré con hexano (600 ml), se filtré y se lavd con hexano para proporcionar 2
(102,5 g, 100 % de rendimiento, 98% de pureza por RMN) en forma de un sélido de color blanco.

Etapa 2: éster metilico del acido (2S,3R)-3-azido-2-(tritil-amino)-butirico (3)

Una solucién de 2 (98,4 g, 262 mmol) y PPh3 (68,7 g, 262 mmol) en CH2Cl, anhidro (1,7 1) se enfrié con hielo. Se
anadié gota a gota azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD, 78 ml, 396 mmol) durante 20 min, seguido de azida
difenilfosférica (DPPA, 93 ml, 432 mmol) afadida gota a gota durante 20 min. La solucion resultante se dejé calentar
a temperatura ambiente y se agité durante dos dias. El disolvente se evaporé y el residuo se purificé dos veces por
cromatografia ultrarrapida (2 kg de SiO» cada vez, eluyendo con CHxCl; al 30 % en hexanos, que contenia NEts al 1
%) para proporcionar 3 (46,7 g, 45 % de rendimiento) en forma de un aceite transparente.

Etapa 3A: éster metilico del acido (2S,3R)-3-amino-2-(tritil-amino)-butirico (4A)

A una solucién de 3 (10 g, 25 mmol) en EtOAc (200 ml) se le afadié Pd/C (5 % en peso, 2,5 g) y la mezcla
resultante se agité en un globo de H, a temperatura ambiente durante dos dias. La mezcla de reaccion se filtr6 a
través de Celite y el filtrado se concentrd para proporcionar el compuesto deseado 4A (9,2 g, 99% de rendimiento)
que se uso directamente en la siguiente etapa.

Etapa 4A: éster metilico del acido (2S,3R)-3-(Fmoc-amino)-2-(tritil-amino)-butirico (5A)

Una solucién de 4A (0,94 g, 2,5 mmol) y Fmoc-OSu (0,89 g, 2,63 mmol) en THF anhidro (5 ml) se agité a
temperatura ambiente durante 3,5 h. El disolvente se evapord y el residuo resultante se purificé por cromatografia
ultrarrapida (CombiFlash, columna de 40 g de gel de silice, 35 ml/min, EtOAc al 10-30 % en hexano) para
proporcionar 5A (1,2 g, 81 % de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco.

Etapa 5A: éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-(Fmoc-amino)-butirico (6)

A una solucién de 5A (1,2 g, 2 mmol) en THF anhidro (6 ml) se le afadié HCI 2 M/éter (3 ml, 6 mmol) y la solucion
resultante se agité a temperatura ambiente. Comenzé a formarse lentamente un precipitado. Se afiadié éter anhidro
(9 ml) después de 3,5 h y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante una noche. El sélido se
recogio por filtracion y se lavo con éter (15 ml) para proporcionar 6 (0,7 g, aprox. 90 % de rendimiento). El analisis
por RMN mostré que este material contenia aproximadamente un 4% de alcohol tritilico. La trituracion en éter esta
en progreso.
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Sintesis de hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-(Boc-amino)-butirico 6A-HCI)

4, ~OH HCI ., ~OH N5
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3A
O Trt O Tret O
HaN ~ ‘H ~ ‘H ~

0 o 0
1 2 3
H H H
NH
2 Etapa 4B N“Boc Etapa 5B N-Boc Etapa 5C N-goo
Trt‘\ O - - 0 O
H ~ Trt N 0. HoN ~ H N ~
0 Ho ¢ 0 0 HCl
4A 5B 6A 6A-HCI

Nota: Las Etapas 1, 2 y 3A se han descrito en las secciones experimentales anteriores para (6).
Etapa 4B: éster metilico del acido (2S,3R)-3-(Boc-amino)-2-(tritil-amino)-butirico (5B)

Una solucién de 4A (137 g, 366 mmol) y anhidrido de Boc (96 g, 438 mmol) en CH2Cl, anhidro (350 ml) se agit6 a
temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se evapord y el residuo resultante se purificod por
cromatografia ultrarrapida (SiO2, EtOAc al 10-30 %/hexano) para proporcionar 5B (111,8 g, 64% de rendimiento) en
forma de un sélido de color blanco. "H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 7,42 (d a, J = 7,2 Hz, 6H), 7,26 (ta, d = 7,2 Hz,
6H), 7,18 (ta, J = 7,2 Hz, 3H), 6,98 (d a, J = 8,8 Hz, 1H), 3,9-3,75 (m, 1H), 3,24 (dd, J = 11,3, 5,8 Hz, 1H), 3,01 (s,
3H), 2,66 (d, J = 11,3 Hz, 1H), 1,37 (s, 9H), 1,09 (d, J = 6,9 Hz, 3H).

Etapa 5B: éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-(Boc-amino)-butirico 6A)

A una solucién de 5B (126,8 g, 267 mmol) en MeOH anhidro (1,4 1) se le afiadié Pd/C (10 %, humedo, 19,5 g) y la
mezcla resultante se hidrogend en un aparato Parr (presion de 344,73 kPa (50 psi)) durante dos dias. La mezcla de
reaccion se filtré a través de Celite y el disolvente se evaporoé. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida
(SiO2, EtOAc al 50-100 %/hexano, después MeOH al 0-10 %/EtOAc) para proporcionar 6A (57,6 g, 92% de
rendimiento) en forma de un aceite. '"H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 6 6,62 (d a, J = 9,1 Hz, 1H), 3,9-3,75 (m, 1H),
3,57 (s, 3H), 3,28 (d,  =4,1 Hz, 1H), 1,69 (s a, 2H), 1,36 (s, 9H), 1,03 (d, J = 6,9 Hz, 3H)

Etapa 5C: sal HCI de éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-(Boc-amino)-butirico (6A-HCI)

Una solucién de 6A (57,6 g, 248 mmol) en éter anhidro (300 ml) se enfrié con hielo. Se afiadié gota a gota una
solucion de HCI en éter (2 M, 124 ml, 248 mmol) durante 15 minutos. La solucion resultante se agité durante 5
minutos, se afiadié hexano (900 ml) y el sélido resultante se recogioé por filtracion. El sélido se lavé con hexano y se
seco a alto vacio para proporcionar 6A-HCI (63,3 g, 95 % de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco. H
RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,53 (s a, 3H), 6,96 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,15-4,05 (m, 2H), 3,70 (s, 3H), 1,38 (s, 9H),
1,13 (d, J = 6,9 Hz, 3H). MS (APCI, pos): 233 (M+1, 20 %), 177 (233-CH,=CMe3, 100 %), 133 (177-COy). Andlisis
Elemental: Encontrado: C 44,16, H 7,90, N 10,06, Cl 13,03. Calc.: C 44,10, H 7,92, N 10,29, ClI 13,02
(C10H21N204CI-0,2H20). pureza por LC: 100 % (MS, TIC).

Hidrocloruro de 3-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)-2-aminobutanoato de (2S, 3S)-metilo (7)
Hidrocloruro de 3-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)-2-aminobutanoato de (2R,3S)-metilo (8)

Hidrocloruro de 3-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)-2-aminobutanoato de (2R,3R)-metilo

9

H H
H ' N
., N—Fmoc ';(N‘Fmoc j’ Fmoc
. - 8]
O Yy O\ ‘r ~
HQN/Q( ~ H;N Ir HzN ”/
O HCl O HJ O HCI

7 8 9

Se prepararon (7), (8) y (9) usando el mismo método que se ha descrito en la sintesis del compuesto (6).
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Sintesis de éster metilico del acido 2 -amino-3-(Boc-amino)-3-metil-butirico (C001)
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O MeOH, <30 min. o

95 % o0l

4
Sintesis de éster metilico del acido 2-amino-3-nitro-3-metil-butirico (1)
Referencia: J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 2659-2660 (1999).

Se recogid 2-nitropropano (4,1 ml, 46 mmol, 2 equiv.) en 60 ml de agua que contenia KOH (3 g, 54 mmol, 2,3
equiv.). Una solucion de acido glioxilico hidrato (2,15 g, 23 mmol, 1 equiv.) con 30 ml de amoniaco y agua (28-30 %,
aprox. 10 equiv.), y esto se afadié a la mezcla que contenia el nitropropano. La mezcla de reaccién incolora
transparente se agité vigorosamente durante tres horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se enfrio en
agua enfriada con hielo y se traté con HCI conc. (ac.) a pH = 1-2. La mezcla de reaccién se volvié de color azul
aprox. a pH 4 pero se mantuvo homogénea. El color azul se eliminé por lavado secuencial con 2 x 50 mly 1 x 25 ml
de cloroformo, y después la capa acuosa se destild para producir un sélido de color blanco. Después, el sdlido se
recogié en un litro de etanol absoluto. EI material insoluble se retiré por filtracion y se desechd, y el filtrado se destilo
para dar acido 2-amino-3-metil-3-nitrobutanoico (1) en forma de un sélido de color blanco, que se uso6 sin purificacion
adicional.

Este material se recogié en metanol y se enfrié en hielo. Se burbuje6 gas HCI a su través durante aprox. una hora y
la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche. Se formo un sélido de color blanco, que
se retir6 por filtracion y no se consideré que fuera el producto por 'H RMN. EI metanol se retir6 al vacio y el solido
ligeramente grasiento de color blanquecino resultante se recogié en 750 ml de cloroformo y se agité con 500 ml de
NaHCOs; sat. (ac.) para retirar el HCI. Las capas se separaron y la capa de cloroformo se secé sobre NaxSO4 y
después se destilo hasta dar un aceite. El producto puro se obtuvo por cromatografia sobre gel de silice usando
acetato de etilo al 5 %/hexanos. Después de la retirada del disolvente, el aceite de color amarillo resultante se seco
al vacio durante no mas de una hora para evitar la pérdida de material. No se detectaron disolventes en la "H RMN.
Rendimiento: 24 g (50 %). Fr de TLC = 0,31 (acetato de etilo al 40 %/hexanos). APCI(+) m/z =177, 130 amu (el pICO
mas tardio es el mas marcado, y se debe a la pérdida de HNO; que se produce en el espectrometro de masas). H
RMN (CDCls, 300 MHz) & 4,15 (s, 1H), 3,74 (s, 3H), 1,59 (s, 1H), 1,58 (s, 1H). C¢H12N204requiere C: 40,91; H: 6,87;
N: 15,90. Encontrado C: 41,50; H: 6,99; N: 15,34.

Ester metilico del acido 2-(Z-amino)-3-metil-3-nitro-butirico (2)

A una solucion de éster metilico del acido 2-amino-3-nitro-3-metil-butirico 1 (5,37 g, 30,5 mmol) en 60 ml de THF y
DIEA (6,6 ml, 40 mmol) se le afiadié Z-OSu (7,23 g, 29 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 4 h a t.a. El
THF se retird a presion reducida y el residuo se recogié en EtOAc (200 ml). Los extractos organicos se lavaron con
agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y se secaron sobre Na>SOQj. El disolvente se retiré por evaporacion rotatoria y se
obtuvo el aceite incoloro 2 (5,9 g, 62%), que se uso en la siguiente etapa sin purificacion.

Ester metilico del acido 2-(Z-amino)-3-amino-3-metil-butirico (3)

A una solucion enfriada (bafio de hielo) del compuesto 2 (5,9 g, 19 mmol) en 10 ml de AcOH y 40 ml de THF se le
anadio polvo de Zn (16,5 g, 250 mmol, 13 equiv.) durante 2 min. Después de la adicion de polvo de cinc, se dejé que
la temperatura de la mezcla de reaccién alcanzara la temperatura ambiente. La reaccién se controlé por LCMS.
Después de 2-3 h, el analisis por LCMS mostré el pico principal de amina junto con un pequefio pico de acido (~ 5
%). La mezcla de reaccion se filtrd a través de Celite usando THF para el aclarado, y el filtrado se concentré por
evaporacion rotatoria para dar un jarabe pegajoso. (Nota: este jarabe contenia una pequefia cantidad de Zn(OAc),,
pero que no afecta a la siguiente reaccion).
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Ester metilico del acido 2-(Z-amino)-3-(Boc-amino)-3-metil-butirico (4)

El jarabe anterior se re-disolvié en 40 ml de THF. Se afadié Boc.O (9,1 g, 41,8 mmol, 2,2 equiv.), seguido de la
adicion de DIEA (10 ml, 57 mmol, 3 equiv.). La mezcla de reaccion se agité durante 3 h a temperatura ambiente.
Cuando el andlisis por LC-MS indicé que la reaccidon se habia completado, el disolvente se evaporo y el residuo
resultante se purificé por cromatografia ultrarrapida (Combiflash, columna de 80 g de gel de Si, 40 ml/min, EtOAc al
0-30 % en Hexanos) para proporcionar el compuesto deseado (5,3 g, 74% en dos etapas) en forma de un cristal de
color blanco.

Ester metilico del acido 2-amino-3-(Boc-amino)-3-metil-butirico (C001)

A una solucion del compuesto 4 (5,2 g, 14 mmol) en 70 ml de MeOH se le afiadio Pd/C (5 % en peso, 800 mg) y la
mezcla resultante se hidrogené usando un agitador Parr (H, a 344,74 kPa (50 psi)) durante 30 min. El catalizador se
retird por filtracion y el filtrado se concentr6 para dar el compuesto diana C001 (3,3 g, en forma de un cristal de color
blanco, 97,3%).

Sal HCI de éster metilico del acido (2S)-2-amino-3-(terc-butoxicarbonilamino)-3-metil-butirico a través de S-
alfa-Metilbencilamina (E-(S)-HCI)

NO, NC 3
OEELZS" O kepptn
- PP A-(S) Renptn A-(S)

_—

NH ;"
H Fy ;‘*NH OH NH OH (ee del 97,6%) (ee del 99.7%)

|\|o2 A-(S)

o Z NH,
n .
CszCOa >S_( THEMGAe Fitracien ) >S—<0
NH  OMe wkp —NH  OMe
d lavado S

B-(S) C-{S)
ProEtN HBgC NHBOC NHEBOC
BOGO | seq _Ha PUC_ 0 HO 0
NH OMe HoN oMe Bt0/Mex HN OMe
HCI
j D-(S) E-(S} E-{S)-HCI

Sintesis de acido 3-metil-3-nitro-(2(S)-(1(S)-feniletil-amino))-butirico (A-(S))

El 2-nitropropano (90,87 g, 1,02 mol, 1,02 equiv.) y agua (1,0 I) se pusieron en una atmésfera de nitrégeno en un
embudo Erlenmeyer de 2 | con una barra de agitaciéon grande (5,08 cm x 0,95 cm (2" x 3/8")). Con buena agitacion,
se afadié hidréxido potasico (~90 %; 74,81 g, 1,20 mol, 1,2 equiv.) todo de una vez (la solucién se calienta a ~40
°C). El matraz se puso en un bafio regulado de agua o aceite calentado a 45 °C. Se midi6 la cantidad de (S)-alfa-
metilbencilamina (130 ml, 1,02 mol, 1,02 equiv.) y se afiadié muy rapido (absorcién muy rapida de CO). La mezcla
de reaccion se mantuvo a ~44-46 °C y se agité rapidamente a medida que se afiadia lentamente gota a gota el
acido glicoxilico (ac. al 50 %, 112 ml, 1,00 mol, 1,00 equiv.) (60 min, con la mayor lentitud para el ultimo tercio)
mediante un embudo de adicidén. La mezcla de reaccion se volvié turbia y después transparente, y la adicion se
ralentizd cuando comenzaron a formarse nuevamente los solidos. Después de que se completara la adicion, la
reaccion se agité durante 2-4 h mas en una atmésfera de nitrégeno a medida que la temperatura disminuia hasta 25-
30 °C. Se anhadié mas cantidad de agua (200 ml) y la mezcla de reaccion se calenté a 34 °C (temperatura interna) y
se agitdé rapidamente a medida que el acido clorhidrico ac. 3,00 M (610 ml, 1,83 mol, 1,83 equiv.) se calentaba en un
embudo de adicién y se afadia en forma de corriente durante 20-30 min. La suspension de color blanquecino
ligeramente pegajosa se agitd durante 0-16 h a temperatura ambiente (y, si era necesario, después se puso en un
bafio a -10 °C para que se enfriara internamente a ~18-20 °C). Después, la suspension enfriada se filtré con succion
a través de papel y se aclaré con acido clorhidrico ac. diluido (0,2 M, 2 1), agua (2 I) y éter etilico (500 ml). Después,
la torta de filtro se succiond para compactar "a sequedad" durante 30-60 min. Después, la torta de filtro se transfirié a
un desecador u horno de vacio a 20 °C y se sec6 a vacio total durante 2-6 h. Después, los solidos se molieron y se
pusieron en el horno de vacio durante 2-4 h a 50-60 °C, y durante 2-4 h a 90 °C para producir A-(S) en forma de un
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polvo de color ligeramente blanquecino (127,0 g, 47,7% de rendimiento). La comprobacion de una muestra por
HPLC-MS* mostré una proporcion 4,5:95,5 de diastereémeros (2,13 min (secundario), 2,30 min (principal)) del
producto con una pureza global del 94%. Ambos picos mostraron el mismo peso molecular (MH" = 266,7). LC-MS
[M+H] 267,7 (C13H18N204+H, requiere 267,30).

*[Método de HPLC comun: columna Onyx monolithic C18, 50 x 4,6 mm; 1,5 ml/min; gradiente de 9,10 min de MeCN
al 5 %-60 % en H>O con TFA al 0,1 %; UV (254 nm); MS; ELSD. Los tiempos de retencion se indican para UV (254
nm) a menos que se indique otra cosa.]

Purificacion de acido 3-metil-3-nitro-(2(S)-(1(S)-feniletil-amino))-butirico (A-(S))

Una solucién de &cido clorhidrico ac. diluido (3,0 M, 250 ml), agua (3,0 |) y acido acético (350 ml) se puso en un
matraz Erlenmeyer de 4 | y se agitd bien a medida que se sumergia en un bafio a 45-60 °C y se calentaba a 40 °C
(temperatura interna). Cuando la solucién alcanza la temperatura, disolver el amino-acido A-(S) (~10:90 d.r., 33,03
g) en DMSO caliente agitado (50 °C, seco, 150 ml) y anadir 100 ml de acido acético para formar una solucién
transparente. Verter la solucién en un embudo de decantacion (adicidn) calentado y que contenga 150 ml de acido
acético caliente y 100 ml de DMSO caliente y mezclar. Suspender el embudo de adicién en un vértice rapido en el
matraz Erlenmeyer y afiadir gota a gota la solucién caliente de DMSO al matraz Erlenmeyer (~5-10 ml/min, ~45-60
min de adicion). Después, la suspension se filtré a través de papel por succion y se aclaré con acido clorhidrico ac.
diluido (0,2 M, 2 1), agua (4 1), isopropanol (150 ml) y éter etilico (500 ml). Después, la torta de filtro se succioné para
compactar "a sequedad" durante 20-40 min. Después, la torta de filtro se transfirié a un horno de vacio a 20 °C y se
secd a vacio total durante 3-12 h. Después, los sélidos se molieron y se pusieron en el horno de vacio durante 2 h a
50-60 °C y durante 2-4 h a 90-95 °C para producir A-(S) en forma de un polvo de color castafio palido-blanco (29,66
g, 89,8% de rendimiento). La comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré una proporcion 1,2:98,8 de
diastereémeros (HPLC-MS: 2,12 min (secundario), 2,29 min (principal); ambos MH" = 267,6) del producto con una
pureza global >99%.

Segunda purificacién de acido 3-metil-3-nitro-(2(S)-(1(S)-feniletil-amino))-butirico (A-(S))

(El procedimiento fue similar al de la primera precipitacion anterior.) Una solucién de acido clorhidrico ac. diluido (3,0
M, 250 ml), agua (3,0 I) y acido acético (450 ml) se puso en un matraz Erlenmeyer de 4 | y se agitdé bien a medida
que se sumergia en un bafo a 45-60 °C y se calentaba a 40 °C (temperatura interna). Cuando la solucién alcanza la
temperatura, disolver el amino-acido A-(S) (p.d. 1,2:98,8, 31,05 g) en DMSO caliente agitado (50 °C, seco, 175 ml) y
afiadir 100 ml de acido acético para formar una soluciéon transparente. Verter la solucién en un embudo de
decantacion (adicion) calentado y que contenga 100 ml de acido acético caliente y 75 ml de DMSO caliente y
mezclar. Suspender el embudo de adicién en un vortice rapido en el matraz Erlenmeyer y afiadir gota a gota la
solucién caliente de DMSO al matraz Erlenmeyer (~5-10 ml/min, ~45-60 min de adicion). Una vez completada la
adicion, la suspension se agitd y se puso en un bafio a -10 °C para enfriarla internamente a ~20-22 °C. Después, la
suspension se filtrd a través de papel por succion y se aclaré con acido clorhidrico ac. diluido (0,2 M, 2 1), agua (4 1),
isopropanol (150 ml) y éter etilico (500 ml). Después, la torta de filtro se succioné para compactar "a sequedad"
durante 20-40 min. Después, la torta de filtro se transfirid a un horno de vacio a 20 °C y se sec6 a vacio total durante
3-12 h. Después, los soélidos se molieron y se pusieron en el horno de vacio durante 2 h a 50-60 °C y durante 2-4 h a
90-95 °C para producir A-(S) en forma de un polvo de color ligeramente blanquecino (29,6 g, 95% de rendimiento).
La comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré una proporcion 0,15:99,85 de diasteredmeros (2,12 min
(secundario), 2,31 min (principal)) del producto con una pureza global >99 %.

Sintesis de éster metilico del acido 3-metil-3-nitro-2(S)-1(S)-feniletil-amino)-butirico (B-(S))

En un matraz seco de 100 ml con una barra de agitacion se pusieron el amino-acido A-(S) (9,77 g, 36,7 mmol) y
carbonato de cesio (12,55 g, 38,05 mmol, 1,05 equiv.) en una atmdsfera de nitrégeno. Con agitacién rapida, se
afiadio rapidamente la dimetilformamida (37 ml) y se agité durante 10 min, con sonicacion durante 1 min. Después,
la mezcla de reaccién se enfri6 en un bafio de agua a 10-15 °C y se afiadié gota a gota la primera porciéon de
yodometano (1,75 ml, dos tercios de los 2,63 ml) durante 15 min. El bafio se retird y la reaccion se llevé a
temperatura ambiente durante 20 min. Se afiadié gota a gota, mas lentamente, la segunda porcién de yodometano
(0,88 ml, un tercio de los 2,63 ml) durante 30 min. Después de agitar la reaccién durante 20 min mas, la
comprobacién de la muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (5,89 min, MH" = 281,7; 99,2 % de
conversion) con una pequefia cantidad del MP (2,64 min, ~0,75 %). Después de agitar la reaccion durante 60 min
mas, la comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré la completa conversién en el pico de producto.
Después, la reaccién se lavé con EtOAc y agua en un embudo de decantacién que contenia EtOAc (250 ml), agua
(70 ml) y HCl ac. 3 M (12,8 ml, 38,4 mmol). Las fases se agitaron y la capa acuosa se ajusté a pH ~7-8 y se separo.
La fase orgénica se lavo con Li2SO4 ac. al 3% (3 x 100 ml), NaHCO3 ac. semisaturado (50 ml) y NaCl ac. sat. (2 x
100 ml), se secod (Na>SO.), se filtrd y se evapord a presion reducida con un adyuvante de destilacion de heptano
para dar un aceite de color ambar. Después de que se pusiera a vacio completo durante >4 h, se obtuvo el amino-
éster B~(S) (9,88 g, 96% de rendimiento). La comprobacion de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de
producto principal (3,32 min, MH" = 281,7). LC-MS [M+H] 281,7 (C14H20N204+H, requiere 281,33).
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Sintesis de éster metilico del acido 3-amino-3-metil-(2(S)-(1(S)-feniletil-amino))-butirico (C-(S))

El amino-éster B-(S) (9,88 g, 35,24 mmol) se disolvié en THF seco (100 ml) y acido acético glacial (150 ml) junto con
tamices moleculares en polvo activados (4 A, 12 g) y se agitdé suavemente durante 2-4 h en una atmodsfera de
nitrégeno. Después, el matraz se sumergié en un bafio a 0 °C y se agitd bien durante 20 min. Después, a la mezcla
de reaccion enfriada se le afiadio el polvo de cinc (20,74 g, 317 mmol, 9 equiv.) en porciones: se afadié 1 equiv. de
polvo de cinc (2,30 g) y el matraz se retird del bafio, se agité durante 10 min, después se sumergié en un bafio a 20
°C y se agité durante 20 min. Se afnadié otra porcion de 2 equiv. de polvo de cinc (4,61 g) y la mezcla se agitd
durante ~20-30 min hasta que ceso6 el purgado ligero a través de un burbujeador. La ultima secuencia se repitié 3
veces mas para terminar la adicion de polvo de cinc (9 equiv. en total). Después de agitar durante un total de 18 h,
una comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (3,36 min, MH" = 251,7) con
un pico secundario de diamino-acido (1,38 min, MH* = 237,6). Después, esta mezcla se diluyé con THF (~150 ml) y
se filtr6 a través de una capa de celite con mas lavado con THF (~300 ml). Esta solucién ligeramente turbia se
sometié a evaporacion rotatoria a vacio completo para producir un sélido oleoso de color ligeramente amarillo (32,6
g). Este material se disolvié en 3:1 de cloroformo/isopropanol (200 ml) y se vertié en un embudo de decantacion que
contenia 3:1 de cloroformo/isopropanol (500 ml) y solucién de 0,25 MEDTA a pH 10,5-11 (275 ml). Se afiadié una
solucion 4 M de NaOH (18 ml), la mezcla se agité y se comprobé el pH de la fase acuosa. Se afiadid en porciones
mas cantidad de solucién 4 M de NaOH para alcanzar un valor de pH de 10,5 -11,0. El contenido del embudo se
agité minuciosamente y la fase acuosa se separd. Después, la fase organica se agité minuciosamente con una
solucion 0,25 M de EDTA a pH 10,5-11 (1 x 200 ml, 1 x 50 ml) y se separd. Después, la fase organica se lavo con
NaCl ac. sat. (3 x 150 ml), se secod (NaxSOQ,), se filir6 y se evapord a presiéon reducida, seguido de adicion de
heptano (3 x 100 ml) y evaporacién para producir un aceite de color ambar claro. Después de que se pusiera a vacio
completo durante ~1-2 h, se obtuvo el diamino-éster C-(S) (7,62 g, 86,4% de rendimiento). La comprobacion de una
muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (3,32 min, MH® = 251,7). LC-MS [M+H] 251,7
(C14H22N202+H, requiere 251,34).

Sintesis de éster metilico del acido 3-(terc-butoxicarbonilamino)-3-metil-(2(S)-(1(S)-feniletil-amino))-butirico

(D-(S)

El diamino-éster C-(S) (7,62 g, 30,44 mmol, 1,0 equiv.) se disolvié en THF (150 ml) en una atmdsfera de nitrégeno y
a esta solucién se le afadio diisopropiletilamina (5,8 ml, 33,5 mmol, 1,10 equiv.). Se afiadié el pirocarbonato de terc-
butilo (9,96 g, 45,66 mmol, 1,50 equiv.) en dos porciones: la primera porcién (7,97 g, 1,20 equiv.) se sigui6 de la
segunda porcion (1,99 g, 0,30 equiv.) 1 h después. Después de agitar durante 10 h, una comprobaciéon de una
muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (4,94 min, MH"= 351,7) con un pico secundario de MP
(3,59 min, ~2%). Después de agitar durante 16 h, una comprobacion de una muestra por HPLC-MS mostré que la
reaccion se habia completado. Después, la mezcla de reaccion se disolvio en EtOAc (~300 ml) y se lavd con agua
que contenia 1 equiv. de HCI (0,3 M HCI, 100 ml), una solucién semisaturada de NaHCO3 (100 ml), NHsOH ac. al
~14 % (2 x 75 ml), NaCl ac. sat. (2 x 70 ml), se secd (NaxSO.), se filtré y se concentré a presion reducida para
producir el BOC-diamino-éster D-(S) (10,5 g) en forma de un residuo oleoso parcialmente cristalino. Este material se
disolvié en una cantidad minima de DCM y se cargé en una columna Combiflash (gel de silice, malla 230-400, 400
g) Y se sometioé a cromatografia usando DCM (85 ml/min) como eluyente durante 10 min, seguido de un gradiente de
EtOAc (0-10 % en 40 min) en DCM. Las fracciones puras eluyeron con EtOAc entre 0,6% y 5 % en DCM. La
evaporacion dio 6,30 g de BOC-diamino-éster D-(S) puro en forma de un aceite viscoso ligeramente cristalino. La
comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (4,85 min, MH*= 351,7). LC-MS
[M+H] 351,7 (C19H30N204+H, requiere 351,46).

Sintesis de éster metilico del acido (2S)-2-amino-3-(terc-butoxicarbonilamino)-3-metil-butirico (E-(S))

El BOC-diamino-éster D-(S) combinado (6,30 g, 17,98 mmol) se disolvié en THF (solucion al 5 %, 125 ml) en una
botella agitadora Parr y se puso en una atmdsfera de nitrégeno. El catalizador de hidréxido de paladio (2,27 g, 18 %
en peso) se peso rapidamente y se afiadié al matraz agitador con el posterior lavado abundante con nitrégeno.
Después, el matraz agitador se conecté con hidrégeno y se evacud y se recargd 3 veces. Después, el matraz se
cargo con hidrégeno (70 psi) y se inicid la agitacién. La presién se mantuvo por encima de 413,685 kPa (60 psi) a
medida que se consumia el hidrogeno. Después de 1 h, la comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré una
desproteccion incompleta. Después de 11 h, la comprobaciéon de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de
producto principal (2,55 min (MS-TIC), 2,59 (ELSD), MH"= 247,5) sin ningln otro pico visible por UV (254 nm), MS ni
ELSD. Después, esta mezcla se lavoé abundantemente de forma cuidadosa con nitrégeno y se filtré a través de una
capa de celite con mas lavado con MeOH (~250 ml). Esta solucién transparente se sometié a evaporacion rotatoria
a presion reducida (a 35 °C) seguido de adicion de heptano (50 ml) y evaporacién para producir un aceite
transparente de "agua" (4,2 g) que se mantuvo al vacio. LC-MS [M+H] 247,5 (C11H22N204+H, requiere 247,31).

Sintesis de sal HCI de éster metilico del acido (2S)-2-amino-3-(terc-butoxicarbonilamino)-3-metil-butirico (E-
(S)-HCl)

El BOC-MezDAP metil éster (E-(S)) (506 mg, 2,05 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno se disolvid en éter dietilico
(3 ml), se enfrid en un bafio a 0 °C y se agité rapidamente a medida que se afiadia una solucién 2 M de acido
clorhidrico en Et;O (1,05 ml, 2,170 mmol, 1,02 equiv.) durante 1 min. Después de agitar durante 4 min mas, se
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afiadieron hexanos (25 ml) y la suspension se agitd, se centrifugd y se decantd. Se afiadieron mas hexanos (~20 ml)
y la suspension se agito, se enfrié en un bafio a 0 °C, se centrifugd y se decantd. El precipitado de color blanco se
secO a vacio completo para producir la sal hidrocloruro de BOC-diamino-éster (E-(S)-HCI) (592 mg, 101,9% de
rendimiento). La comprobacion de la muestra por HPLC-MS mostré el pico de producto principal (2,89 min (MS-TIC),
2,92 (ELSD), MH'= 247,5) sin ningln otro pico visible por UV (254 nm), MS ni ELSD. LC-MS [M+H] 247,5
(C11H22N204+H, requiere 247,31).

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencidon
(mg) (%) (min)*

E-(S)-HCI 2,05 592 100 100 2475 | 2,89

* - [método de HPLC: columna Onyx monolithic C18, 50 x 4,6 mm; 1,5 ml/min; gradiente de 9,10 min de MeCN al 5
%-60 % en H20 con TFA al 0,1 %; UV (254 nm); MS; ELSD. Tiempos de retencion indicados para UV (254 nm).]

Sintesis de éster metilico del acido (2R)-2-amino-3-(Boc-amino)-3-metil-butirico (C002)

ﬁ/ NHBOC

HaNT O
o

Coo2

Se prepard (C002) usando el mismo método descrito en la sintesis del compuesto (E-(S)-HCI) pero con R-alfa-
Metilbencilamina.

Sintesis de di-Me-(S)-Ser metil éster

OH $0C1,, MeQI1 OH
———
-10°C - TA, 50°C o
OH
HoM HaN ™
a s}

Se afadi6 gota a gota cloruro de tionilo (0,34 ml, 4,7 mmol) a una suspension de H-(S)-di-Me-Ser-OH (250 mg, 1,88
mmol) en MeOH (4 ml) a -10 °C. La mezcla de reaccién se agité a baja temperatura durante 30 min y después la
temperatura de la reaccion se aumento hasta la temperatura ambiente. Después, la mezcla de reaccion se calento a
50 °C durante 2 dias. Después, a la mezcla de reaccion se le afiadié mas cantidad de cloruro de tionilo (0,34 ml, 4,7
mmol) a baja temperatura. La agitacion se continué a 50 °C durante 3 dias. Se controlé que la reaccion se habia
completado por TLC (con el fin de comprobar un aminoacido de partida) y LCMS. Después de que se completara (5-
6 dias), el disolvente se evapord al vacio y el residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar el
hidrocloruro del compuesto diana (343 mg, 100 %) en forma de un solido de color blanco. EI compuesto se usé tal
cual para la siguiente etapa de transformacién sin purificacion adicional.

Ejemplo 82

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-metoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida (82-1) (Ejemplo
de referencia)

E

NaH, THF

FmocCl O
HZN—< :}—: DIEA, DCM c’ O_KZ‘Q_:
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(= 1]

0
Br—(/_Q_lGM: o]
=)

Oy
7 e Pd,dba,, TMPP TEA, DME 2

1c 80°C, 2 h
NaOH (ac), EtOH
80°C, 1,5 h

o]

[n] =
A=
3

H
N—boc
e HATU, DIEA, DMF
Han TA, 20 min
¢ He

|
o H
oA == T
4 H CMe
Q

1) HCI 4 M/dioxano

TA 1h
2) NH20H (ac) al 50%/1PA 1:1
TA 4h
[o]
- NH
oy,
H
S
§2-1 o b

Sintesis de 1-etoximetil-4-etinil-benceno (1a)

A una solucién fria de 4-etinil bencil alcohol (500 mg, 3,8 mmol) y yodoetano (336 ml, 4,2 mmol) en THF anhidro (3
ml) a 0 °C se le afadié NaH (212 mg, 5,3 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 25 °C durante 30-60 min y se
controlé por LC-MS hasta que no quedd material de partida. La solucién se inactivé con MeOH (1 ml) y los volatiles
se retiraron al vacio. La mezcla en bruto se repartiéo en HCl acuoso (1 N, 10 ml) y EtOAc (10 ml), la capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo y los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron (Na:SQO.), se
filtraron y se concentraron al vacio. El material en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (20 g de SiO,,
EtOAc/Hex) para dar el compuesto deseado (300 mg, 61 %) en forma de un aceite de color amarillo claro.

Sintesis de 1-(Fmoc-amino)-4-etinil-benceno (1b)

A una solucién fria de 4-etinil anilina (1,4 g, 11,9 mmol) y DIEA (33 ml, 20 mmol) en CHxCl> (20 ml) a 0 °C se le
anadié Fmoc-Cl (3,25 g, 5,3 mmol) durante 2 min. La solucion se agité a temperatura ambiente durante una noche.
La solucion se concentrd al vacio y el material en bruto se disolvié de nuevo en EtOAc (200 ml) y se lavé con agua
(2 x 70 ml) y salmuera (1 x 100 ml), se secod (Na>SO.), se filtr6 y se concentré al vacio para proporcionar el
compuesto deseado en forma de un sélido de color pardo (3,35 g, 83%). [M+H]" = 439,1; Tiempo de ret. (Método A)
=6,78 min.

Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(4-metoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (2)

Se preparé como se ha descrito en el Método 1-B usando 1¢ (2,0 g, 15,1 mmol) y 4-(2,2-dibromovinil)benzoato de
metilo (4,00 g, 12,5 mmol). Se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal (80 g de SiO,, EtOAc al 0-50
%/Hex) para proporcionar el compuesto deseado 2 (940 mg, 26%) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-
MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 7,76 min; "H RMN (250 MHz, CDCls) & 3,8 (3H, s), 3,9 (3H,
s), 6,8 (2H, d), 7,45 (2H, d), 7,6 (2H, d), 8,0 (2H, d).

Sintesis de acido 4-[4-(4-metoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (3)

Se preparé como se ha descrito en el Método 2-A usando el compuesto 2 (470 mg, 1,62 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 3 (412 mg, 92%) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: [M+H]" = No observado;
Tiempo de ret. (Método A) 6,34 min.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2- {4-[4-(4-metoxi-fenil)-buta-1,3-
diinil]-benzoilamino}-butirico (4)

Se prepard como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 3 (150 mg, 0,543 mmol) y (2S,3R)-3-metil
Dap - HCI (160 mg, 0,598 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 4 (448 mg, 168%) en forma de un aceite
viscoso de color ambar. LC-MS: [M+H]" = 491,2; Tiempo de ret. (Método A) 6,99 min.

119



ES 2602615713

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-metoxifenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida (82-

1)

Se prepard como se ha descrito en el Método 5-A usando el compuesto 4 (266 mg, 0,543 mmol) para proporcionar
el producto en bruto (119 mg, 56%) en forma de un sélido de color blanquecino. El producto en bruto se purificé por
el Método de purificaciéon A para proporcionar la sal TFA del compuesto deseado 82-1 (9 mg, 3%) en forma de un
sélido de color blanco. LC-MS: [M+H]" = 392,4; Tiempo de ret. (Método A) 4,34 min.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencioén
(mg) (%)’ (min)
821 0,543 8,5 3,1 99,1 3924 | 4,34

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd como se ha descrito anteriormente usando el fenil acetileno
(todos disponibles en el mercado con la excepcion de 1a 'y 1b), el aminoacido y la desproteccién apropiados.

Compuesto Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) | MS
82-3 NH, 4,95 392,3 A
H
HO N
==
00 OH
(Ejemplo de referencia)
82-4 NH, 6,67 362,3 A
H
O—==0< >+
— — N‘
00 OH
(Ejemplo de referencia)
82-5 NH, 6,87 380,3 A
==
00 CH
F
(Ejemplo de referencia)
82-6 " OH 7,78 430,3 A
F N M
F = N
F Q Q 00 OH
(Ejemplo de referencia)
82-7 NH, 6,58 380,3 A
H
N
e N
9, Tada!
0 O OH
F
(Ejemplo de referencia)
82-8 7,47 395,9 A

NH,
H 2
N H
Cl - N
c o OH

(Ejemplo de referencia)
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Compuesto Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) | MS
82-9 HA;NHQ 7,36 395,9 A
N
Or=—=C 0
g 0 OH
cl
Ejemplo de referencia
jemp
82-10 (Ejemplo de referencia) 6,97 396,3 A
' . ’ NH,
H
N H
A;N‘
00 OH
Cl
82-11 F NH, 7,90 446,3 A
FxF . . N H
© O - O o o N'OH
Ejemplo de referencia
jemp
82-12 y NH, 6,79 380,3 A
N
H
F ) N
A Savay
emplo de referencia
Ejemplo de refi i
82-13 . oM 6,48 377 .1 A
N
Or=—0 3
D O OH
jemplo de referencia
(Ej lo de refi ia)
82-14 H‘;on 5,60 393,1 A
HO N H
= N
) YaPay
jemplo de referencia
(Ej lo de refi ia)
82-15 H‘tm 5,89 4071 A
HO N H
==~ ",
emplo de referencia
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Compuesto Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) | MS
(Ejemplo de referencia)
82-19 %iOH 7,78 395,1 A
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Compuesto Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) | MS
82-28 7,01 394,3 A
NH;
HN
==
00 OH
82-29 6,83 3943 A
U O

Ejemplo 83

N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-[4-(4-hidroxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida (83-1)

G

| \
%—o—@—m o—@%s—
PdClz(dppf), Cul, DIPA, THF \

MW 100°C, 5 min )

NaOH, MeOH
TA, 30 min
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3
Pdzdbas, TMPP, TEA, DMF
e we | 80°C, 20
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Sintesis de (4-terc-butoxi-feniletinil)-trimetil-silano (2)

Un tubo para microondas de 20 ml se cargd con una mezcla de 1-bromo-4-terc-butoxibenceno 1 (1,0 g, 4,36 mmol),
PdClz(dppf) (71 mg, 0,087 mmol), Cul (33 mg, 0,174 mmol), DIPA (0,924 ml, 6,55 mmol) y THF (15 ml). El tubo se
recargd con nitrogeno, se cerré herméticamente y se irradié en un reactor de microondas (potencia max. 250W) a
100 °C durante 5 min. La solucion se diluyé con agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 80 ml). Las capas
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organicas combinadas se lavaron con agua (1 x 100 ml) y salmuera (1 x 80 ml), se secaron (NaxSQ,), se filtraron y
se concentraron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal (40 g de
SiO2, EtOAc al 0-30 %/Hex) para proporcionar el compuesto deseado 2 (488 mg, 45 %) en forma de un aceite
incoloro transparente. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 7,87 min; 'H RMN (250 MHz,
CDCls) 8 0,2 (s, 9H), 1,3 (s, 9H), 6,9 (d, 2H), 7,4 (d, 2H).

Sintesis de 1-terc-Butoxi-4-etinil-benceno (3)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 2 (488 mg, 1,98 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 3 (373 mg, 108%) en forma de un aceite incoloro transparente. LC-MS: [M+H]" = No observado;
Tiempo de ret. (Método A) 5,87 min; "H RMN (250 MHz, CDCI3) 6 1,3 (s, 9H), 3,0 (s, 1H), 6,9 (d, 2H), 7,4 (d, 2H).

Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(4-t-butoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (4)

Se prepar6 como se ha descrito en el Método 1-B usando el compuesto 3 (373 mg, 2,14 mmol) y 4-(2,2-
dibromovinil)benzoato de metilo (822 mg, 2,57 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 4 (160 mg, 23%) en
forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 8,28 min; 'H
RMN (250 MHz, CDCl3) & 1,35 (s, 9H), 3,9 (s, 3H), 6,9 (d, 2H), 7,45 (d, 2H), 7,6 (d, 2H), 8,0 (d, 2H).

Sintesis de acido 4-[4-(4-terc-butoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (5)

Se prepar6é como se ha descrito en el Método 2-A usando el compuesto 4 (160 mg, 0,482 mmol) para proporcionar
el compuesto deseado 5 (130 mg, 85 %) en forma de un sélido de color ligeramente blanquecino. LC-MS: [M+H]" =
No observado; Tiempo de ret. (Método A) 7,10 min.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-{4-[4-(4-terc-butoxi-fenil)-buta-1,3 -
diinil]-benzoilamino}-3-metil-butirico (6)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 5 (65 mg, 0,205 mmol) y (2S,3R)-3-metil
Dap (56 mg, 0,227 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 6 (117 mg, 104%) en forma de un sdlido de color
ambar claro. LC-MS: [M+H]" = 547,2; Tiempo de ret. (Método A) 8,23 min.

Sintesis de N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-[4-(4-hidroxifenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida
(83-1)

Se prepar6é como se ha descrito en el Método 5-A usando el compuesto 6 (112 mg, 0,205 mmol) para proporcionar
el compuesto deseado 83-1, El material en bruto se purificd por el Método de purificacion A para proporcionar la sal
TFA del compuesto deseado 83-1 (36 mg, 35 %) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS: [M+H]" = 391,8;
Tiempo de ret. (Método A) 3,65 min.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)

83-1 0,205 36,2 34,9 99,2 391,8 | 3,65

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

El siguiente compuesto se sintetizd6 como se ha descrito anteriormente.

Compuesto n.° Estructura TR' (min) [M+H]

83-2 9 3,53 378,4
HO O — O n{:ﬂz
N

o ou

(Ejemplo de referencia)

"Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 84 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-ciclopropoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzamida (84-1)
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Sintesis de 1-Bromo-4-(2-cloro-etoxi)-benceno (1)

A una mezcla de 4-bromofenol (2,0 g, 11,6 mmol) y K2COsz (3,20 g, 23,2 mmol) en DMF (50 ml) se le afadi6 p-
toluenosulfonato de 3-cloroetilo (2,52 ml, 13,9 mmol) y la mezcla se agité a 60 °C durante 16 h. La mezcla de
reaccion se concentrd al vacio y el residuo se repartié entre agua (200 ml) y CH2Cl, (50 ml). La capa acuosa se
extrajo adicionalmente con CH2Cl> (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (30 ml) y
salmuera (30 ml), se secaron (Na>SOQ.), se filtraron y se concentraron al vacio para proporcionar el compuesto
deseado 1 (3,12 g, 115 %) en forma de un aceite de color &mbar claro. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de
ret. (Método A) 5,83 min; 'H RMN (250 MHz, CDCls) & 3,8 (t, 2H), 4,2 (t, 2H), 6,8 (d, 2H), 7,4 (d, 2H).

Sintesis de 1-Bromo-4-viniloxi-benceno (2)

A una solucién agitada del compuesto 1 (2,7 g, 11,6 mmol) en THF (30 ml), a 0 °C, se le anadié terc-butdxido
potasico (1,95 g, 17,3 mmol) en tres porciones. Después de 10 min, la solucién se dejé calentar a temperatura
ambiente y se agitd durante 16 h. Después, la solucion se concentré al vacio y se repartié entre agua (150 ml) y
CHxCl> (50 ml). La capa acuosa se extrajo adicionalmente con CHxClz (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas
se lavaron con agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron (Na;SOQ;,), se filtraron y se concentraron al vacio. El
material en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase normal (40 g de SiO2, Hex al 100 %) para
proporcionar el compuesto deseado 2 (1,70 g, 74%) en forma de un aceite transparente. LC-MS: [M+H]" = No
observado; Tiempo de ret. (Método A) 5,95 min; "H RMN (250 MHz, CDCI3) & 4,45 (dd, 1H), 4,75 (dd, 1H), 6,6 (dd,
1H), 6,85 (d, 2H), 7,4 (d, 2H).

Sintesis de 1-Bromo-4-ciclopropoxi-benceno (3)

A una solucion agitada del compuesto 2 (1,70 g, 8,55 mmol) y CHalz (5,52 ml, 68,4 mmol) en 1,2-dicloroetano
anhidro (75 ml), en una atmodsfera de N2 a 0 °C se le afiadié cuidadosamente una solucién de dietilcinc (1,0 M, 68,4
ml) en hexanos. Después de 30 min, la solucién se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 64 h.
Después, la solucion se afiadié cuidadosamente a NH4Cl acuoso saturado (200 ml). La mezcla se agitd, las capas se
separaron y la capa acuosa se extrajo con CHxCl, (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con HCI
acuoso (1,0 N, 1 x 100 ml), agua (1 x 100 ml), NaHCOj3 saturado (ac.) (1 x 100 ml) y salmuera (1 x 80 ml), se
secaron (Na;SOg), se filtraron y se concentraron al vacio. El producto en bruto se purificé por cromatografia
ultrarrapida de fase normal (40 g de SiO2, Hex al 100 %) para proporcionar el compuesto deseado 3 (1,31 g, 72%)
en forma de un aceite transparente. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 5,87 min; "H RMN
(250 MHz, CDCI3) 6 0,75 (m, 4H), 3,7 (m, 1H), 6,9 (d, 2H), 7,4 (d, 2H).
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Sintesis de (4-Ciclopropoxi-feniletinil)-trimetil-silano (4)

A una mezcla del compuesto 3 (900 mg, 4,22 mmol), PdCIz(PhsP)2 (150 mg, 0,211 mmol), Cul (80 mg, 0,420 mmol),
PhsP (1,44 g, 5,49 mmol) y DIPA (5 ml, 35,4 mmol) en DMF (10 ml), en un tubo para microondas de 20 ml se le
afiadio etiniltrimetilsilano (0,716 ml, 5,07 mmol). El tubo se recargé con N2, se cerré herméticamente y se irradié en
un reactor de microondas (potencia max. 250W) a 120 °C durante 15 min. La soluciéon se diluyé con agua (200 ml) y
se extrajo con EtOAc (3 x 60 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (1 x 100 ml) y salmuera (1 x
60 ml), se secaron (Na SO.), se filtraron y se concentraron al vacio. El producto en bruto se purificdé por
cromatografia ultrarrapida de fase normal (40 g de gel de silice, EtOAc al 0-10 %/Hex) para proporcionar una mezcla
del compuesto diana 4 (840 mg) y trifenilfosfina. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 7,52
min.

Sintesis de 1-Ciclopropoxi-4-etinil-benceno (5)

A una solucion del compuesto 4 (972 mg, 4,22 mmol) en MeOH (15 ml) se le afiadié NaOH (400 mg, 10 mmol) y la
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20 min. La solucion se diluy6é con agua (150 ml), se enfriéo a 0 °C,
se neutralizé con HCI acuoso (1,0 N) y se extrajo con CH2Cl> (4 x 40 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con agua (1 x 80 ml) y salmuera (1 x 80 ml), se secaron (NaxSO,), se filtraron y se concentraron al vacio. El
material en bruto se purificd por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Varian Microsorb 100-10 C-18
(50 x 300 mm), caudal: 50 ml/min, fase movil A: TFA al 0,1 %/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de
elucién de 10 % de B a 80 % de B durante 90 min, monitor UV 254 nm). Las fracciones que contenian el producto
deseado se combinaron y se neutralizaron con NaHCO3 (ac.). El acetonitrilo se retird por evaporacion al vacio y la
solucion acuosa residual se extrajo con EtOAc (3 x 40 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (1
x 60 ml) y salmuera (1 x 60 ml), se secaron (Na;SQ,), se filtraron y se concentraron al vacio para proporcionar el
compuesto deseado 5 (34 mg, 5 %) en forma de un aceite transparente. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de
ret. (Método A) 5,55 min; "H RMN (250 MHz, CDCls) & 0,75 (m, 4H), 3,0 (s, 1H), 3,7 (m, 1H), 7,0 (d, 2H), 7,4 (d, 2H).

Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(4-ciclopropoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (6)

Se prepard como se ha descrito en el Método 1-B usando el compuesto 5 (34 mg, 0,216 mmol) y 4-(2,2-
dibromovinil)benzoato de metilo (83 mg, 0,259 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 6 (40 mg, 59%) en
forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: [M+H]* = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 8,03 min.

Sintesis de acido 4-[4-(4-ciclopropoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-benzoico (7)

Se preparé como se ha descrito en el Método 2-A usando el compuesto 6 (40 mg, 0,127 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 7 (33 mg, 86%) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: [M+H]" = No observado;
Tiempo de ret. (Método A) 6,81 min.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2- {4-[4-(4-ciclopropoxi-fenil)-buta-1,3-
diinil]-benzoilamino}-butirico (8)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 7 (33 mg, 0,109 mmol) y (2S,3R)-3-metil
Dap (32 mg, 0,120 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 8 (89 mg, 158%) en forma de un aceite viscoso
de color ambar. LC-MS: [M+H]" = 517,4; Tiempo de ret. (Método A) 7,55 min.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-ciclopropoxi-fenil)-buta-1,3-diinil]-
benzamida (84-1)

Se preparé como se ha descrito en el Método 4-A seguido de Método 5-A usando el compuesto 8 (56 mg, 0,109
mmol) para proporcionar el compuesto deseado 84-1. El material en bruto se purificé por el Método de purificacion A
para proporcionar la sal TFA del compuesto deseado 84-1 (25 mg, 44%) en forma de un sélido de color blanco. LC-
MS: [M+H]" = 418,4; Tiempo de ret. (Método A) 4,84 min.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiem[Z)o de retencion
(mg) (%)’ (min)

84-1 0,109 25,3 43,6 95,1 418,4 | 4,84

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 85 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de N-[(S)-2-(2-Ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-
benzamida (85-1)
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Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-benzoico (1)

Se prepar6 como se ha descrito en el Método 1-B usando fenilacetileno (760 mg, 7,44 mmol) y 4-(2,2-
dibromovinil)benzoato de metilo (1,70 g, 5,31 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 1 (1,14 g, 82%) en
forma de un sélido de color blanquecino.

Sintesis de acido 4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-benzoico (2)

Se prepardé como se ha descrito en el Método 2-A usando el compuesto 1 (1,14 g, 4,37 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 2 (995 mg, 92%) en forma de un sélido de color blanco.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-benzoil
amino]-propioénico (3)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 2 (100 mg, 0,40 mmol) y (2S) (Boc)Dap -
HCI (111 mg, 0,42 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 3 (127 mg, 70 %) en forma de un sdlido de color
blanco. LC-MS: [M+H]" = 447,3; Tiempo de ret. (Método A) 6,87 min.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-amino-2-[4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-benzoilaminol-propiénico (4)

Se preparé como se ha descrito en el Método 4-A usando el compuesto 3 (127 mg, 0,28 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 4 (100 mg, 95 %). LC-MS: [M+H]" = 347,4; Tiempo de ret. (Método A) 4,82 min.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-[2-(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-acetilaminol-2-[4-(4-fenil-
buta-1,3-diinil)-benzoilamino]-propiénico (5)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 4 (100 mg, 0,40 mmol) y N-ciclopropil-N-
Boc-glicina - HCI (111 mg, 0,42 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 3 (127 mg, 70 %). LC-MS: Tiempo
de ret. (Método A) 5,34 min.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-2-[4-(4-fenil-buta-1,3-diinil-
benzoilaminol-propiénico (6)

Se prepard como se ha descrito en el Método 4-A usando el compuesto 5 (127 mg, 0,23 mmol) para proporcionar el
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compuesto deseado 6. LC-MS: [M+H]" = 444,5; Tiempo de ret. (Método A) 4,99 min.

Sintesis de N-[(S)-2-(2-Ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-(4-fenil-buta-1,3-diinil)-
benzamida (85-1)
Se preparé como se ha descrito en el Método 5-B usando el compuesto 6 (235 mg, 0,40 mmol) para proporcionar el

compuesto deseado 85-1, El material en bruto se purificé por el Método de purificacion A para proporcionar la sal
TFA del compuesto deseado 85-1 (16 mg, 7% de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: [M+H]"

= 445,1; Tiempo de ret. (Método A) 6,75 min.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tlemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)
85-1 0,4 15,5 6,9 98,4 4451 | 6,75

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

El siguiente compuesto se sintetizé como se ha descrito anteriormente usando el aminoacido y la desproteccion
apropiados.

Compuesto Estructura MH" (m/z) Tiempo de | Método de HPLC-MS
n.° retencién (min)
85-2 9, Hu—<] 4591 6,84 A
S
NH
H.
==~ *&
[a 2o OH
Ejemplo 86

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-{4-[(2,2-difluoro-etilamino)-metil]-fenil}-buta-
1,3-diinil)-benzamida (86-1)

(Ejemplo de referencia)
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Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-{4-[4-(4-hidroximetil-fenil)-buta-1,3-
diinil]-benzoilamino}-butirico (2)

Se prepar6é como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 1 (390 mg, 1,4 mmol) y (S)-Boc-Me-Dap-
OMe - HCI (403 mg, 1,5 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 2 (660 mg, 96%). LC-MS: [M+H]" = 491,2;
Tiempo de ret. (Método A) 5,98 min.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-(4-{4-[(2,2-difluoro-etilamino-
metil]-henil}-buta-1,3-diinil)-benzoilamino]-butirico (4)

A una solucién del compuesto 2 (660 mg, 1,35 mmol) y TEA (0,42 ml, 3,0 mmol) en CHxCl, (6 ml) a 0 °C se le afiadio
cloruro de metanosulfonilo (113 mg, 1,45 mmol). Después, la solucion se dejo calentar a temperatura ambiente y se
agité durante 1 h. A esta solucion que contenia el compuesto 3 se le afiadié gota a gota 2,2-difluoroetilamina (273
mg, 3,37 mmol) y se agité durante una noche a 50 °C. Todos los volatiles se retiraron al vacio y el material en bruto
se diluy6 con EtOAc (100 ml) y se lavé con agua (2 x 40 ml) y salmuera (1 x 40 ml), se seco (Na>SQ.), se filtré y se
concentré al vacio para proporcionar el compuesto deseado 4.L.C-MS: [M+H]" = 554,5; Tiempo de ret. (Método A)
4,81 min.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-amino-2-[4-(4-{4-[(2,2-difluoro-etilamino)-metil]-fenil}-buta-1,3-
diinil)-benzoilamino]-butirico (5)

Se preparé como se ha descrito en el Método 4-A usando el compuesto 4 (374 mg, 0,68 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 5. LC-MS: [M+H]" = 454,8; Tiempo de ret. (Método A) 3,07 min.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-{4-[(2,2-difluoro-etilamino)-metil]-fenil}-buta-
1,3-diinil)-benzamida (86-1)

Se prepard como se ha descrito en el Método 5-A usando el compuesto 5 (355 mg, 0,675 mmol) para proporcionar
el compuesto deseado 86-1, El material en bruto se purificd por el Método de purificacién A para proporcionar la sal
TFA del compuesto deseado 86-1 (76 mg, 16%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: [M+H]" = 455,8;
Tiempo de ret. (Método A) 3,79 min.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] Tiemgo de retencioén
(mg) (%)’ (min)

86-1 0,7 75,7 18 98,6 4558 | 3,79

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd como se ha descrito anteriormente usando la amina y el
aminoacido apropiados.

Compuesto | Estructura MH* Tiempo de | Método de HPLC-
n.° (m/z) retencion (min) | MS
86-2 (Ejemplo de referencia) 3,71 461,1 A
o
<__> NH,
HN
NH
00 OH
86-3 (Ejemplo de referencia) 4,01 431,5 A
l>__ {NHZ
NH HN
== NH
==
86-4 (Ejemplo de referencia) 3,38 475,9 A
Q
_> OH
N H
==X
oo oH
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86-5 . 3,75 437 1 A

O==C0 %

(Ejemplo de referencia)

NH
e

86-6 of 4,22 509, 1 A

ool

LI

(Ejemplo de referencia)

86-7 i 4,42 523,5 A

S &"‘

Ejemplo 87

Sintesis de N-(2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-[4-(4-ciclopropilaminometil-fenil)-buta-1,3-diinil]-
benzamida (87-1)

MeCl

DIEA/DCM o )4
HG, D o é,ﬁ TA 1h [>—NH I TEA/DCM g

= II - 000 o \—Qéslim [, D_N 3

. >—NH, Roe,0 <:> =S
Pen

Br NaOH 1 N

O al
NaOH yo)é Be dioxano

_— I>—N - wb
MeOH _4 = Pddbag . -
THPF

4 OMF

b ¥
OH Oy0 Oy O
0 NH NH HCI4N
Q HANO I —
# O a0~
s _
0, .0 Z
e Lo
N 0.0 g
v >
6 v
7

NH, ﬁin
9]
Hin © NHzOH al 50% B N
s & . ool
o
- =2
s #
ue H_I)
v v 87-1
8

Sintesis de Ciclopropil-(4-trimetilsilaniletinil-bencil)-amina (2)

A una solucion del compuesto 1 (10 g, 48,9 mmol) y DIEA (16 ml, 96,5 mmol) en CH2Cl, (25 ml) a 0 °C, se le afadid
gota a gota cloruro de metanosulfonilo (4,56 ml, 58,7 mmol). La solucién se dejé calentar a temperatura ambiente y
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se agitd durante 1 h. Se afiadié gota a gota ciclopropil amina (25,69 g, 450 mmol) y la solucién resultante se agité
durante una noche a temperatura ambiente. La solucidon se concentré al vacio y el material en bruto se diluyé con
EtOAc (200 ml), se lavd con agua (2 x 70 ml) y salmuera (1 x 100 ml), se secd (NaxS0O,), se filtr6 y se concentrd al
vacio. El material en bruto se purific6 por cromatografia de fase normal (120 g de SiOz, CHCIl3/MeOH) para
proporcionar el compuesto deseado 2 (3,6 g, 30 %) en forma de un liquido de color pardo. LC-MS: [M+H]" = 244,2;
Tiempo de ret. (Método A) 4,86 min.

Sintesis de éster terc-butilico del acido ciclopropil-(4-trimetilsilaniletinil-bencil)-carbamico (3)

A una solucién del compuesto 2 (3,6 g, 14,8 mmol) y EtsN (4,17 ml, 30 mmol) en CH,Cl; (15 ml) se le afadié Boc,O
(3,55 g, 16,26 mmol) y la mezcla resultante se agité durante 2 h a temperatura ambiente. La solucién se concentro al
vacio y el material en bruto se diluyé con EtOAc (150 ml), se lavd con agua (2 x 70 ml) y salmuera (1 x 80 ml), se
seco (NaxS0q), se filtrd y se concentrd al vacio para proporcionar el compuesto deseado 3 (4,32 g) en forma de un
aceite de color pardo. LC-MS: [M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 8,31 min.

Sintesis de éster terc-butilico del acido ciclopropil-(4-etinil-bencil)-carbamico (4)

A una solucién de NaOH (0,20 g, 5,0 mmol) en MeOH (75 ml) se le afadio el compuesto 3 (4,32 g, 12,6 mmol) y la
mezcla resultante se agité durante 1 h a temperatura ambiente. La solucion se concentré al vacio y el material en
bruto se diluyé con EtOAc (120 ml), se lavé con agua (2 x 30 ml) y salmuera (1 x 50 ml), se seco (NaxSO.), se filtrd y
se concentrd al vacio. El material en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase normal (40 g de SiOg,
EtOAc/Hex) para proporcionar el compuesto deseado 4 (1,58 g, 47%) en forma de un soélido de color blanco. LC-MS:
[M+H]" = No observado; Tiempo de ret. (Método A) 6,38 min.

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-{4-[(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-metil]-fenil}-buta-1,3-
diinil)-benzoico (5)

Se prepard como se ha descrito en el Método 1-B usando 4 (1,07 g, 3,94 mmol) y 4-(2,2-dibromovinil)benzoato de
metilo (1,38 g, 4,33 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 5 (615 mg, 36%) en forma de un sélido de color
blanco. LC-MS: [M+H]" = 430,4; Tiempo de ret. (Método A) 8,73 min.

Sintesis de acido 4-(4-{4-[(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-metil]-fenil)-buta-1,3-diinil)-benzoico (6)

Se prepar6é como se ha descrito en el Método 2-A usando el compuesto 5 (615 mg, 1,4 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 6 (509 mg, 88%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: [M+H]" = 416,5; Tiempo de ret.
(Método A) 7,44 min.

Sintesis de éster metilico del acido 3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-(4-{4-[(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-
amino)-metil]-fenil}-buta-1,3-diinil)-benzoilamino]-3-metil-butirico (7)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 6 (400 mg, 0,96 mmol) y (2S)-3-dimetilDap-
(OMe) (249 mg, 1,01 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 6 (585 mg, 96%) en forma de un solido de
color blanco. LC-MS: [M+H]" = 644,5; Tiempo de ret. (Método A) 8,47 min.

Sintesis de éster metilico del acido 3-amino-2-{4-[4-(4-ciclopropilaminometil-fenil)-buta-1,3-diinil]-
benzoilamino}-3-metil-butirico (8)

Se preparé como se ha descrito en el Método 4-A usando el compuesto 7 (585 mg, 0,91 mmol) para proporcionar el
compuesto deseado 8 (407 mg). LC-MS: [M+H]" = 444,5; Tiempo de ret. (Método A) 3,42 min.

Sintesis de N-(2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-[4-(4-ciclopropilaminometil-fenil)-buta-1,3-diinil]-
benzamida (87-1)

Se preparé como se ha descrito en el Método 5-A usando el compuesto 8 (407 mg, 0,91 mmol) para proporcionar el
compuesto en bruto 87-1. El producto en bruto se purificé por el Método de purificacién A para proporcionar la sal
TFA del compuesto deseado 87-1 (266 mg, 18%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: [M+H]" = 445,5;
Tiempo de ret. (Método A) 3,10 min.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)

871 0,96 266 53,3 99,6 4451 | 3,10

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.
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Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd como se ha descrito anteriormente usando el aminoacido

apropiado.
Compuesto | Estructura [MH™] Tiempo de | Método de HPLC-
n.° (m/z) retencion (min) | Ms
87-2 (Ejemplo de referencia) 432,3 4,64 A
H " OH
R O==0H
- 0 0 \OH
87-3 aH 446,3 4,90 A
H
==
- o0 oM
(Ejemplo de referencia)
87-4 4,07 445,5 A
NH2|
T O—=——=C
o0 ©oH
Ejemplo 88

5 Sintesis de  N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(3-metil-3H-imidazol-4-il)-buta-1,3-diinil]-
benzamida (88-1) (Ejemplo de referencia)

o Pd,dbas

N TMPP
o, Q}\\ I P NaGH/MeOH
| i DMF = -

Br
T

c

H
Q N 0 \I\T
(0] O- I
__________________________ . N0
# 60~
s HATU, DIEA
N #
hN =
3 NS
N
4

o
NH,OH HCI/MeONa

HN-oH

A\
W

I
-4

88-1
Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(3-metil-3H-imidazol-4-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico (2)

Se preparé como se ha descrito en el Método 1-B usando 5-etinil-1-metil-1H-imidazol (220 mg, 2,10 mmol) y 4-(2,2-

10 dibromovinil)benzoato de metilo (700 mg, 2,18 mmol) y se purificé por el Método de Purificacién B para proporcionar
la sal TFA del compuesto deseado 2 (482 mg, 59%) en forma de un sélido de color amarillo. LC-MS: [M+H]" = 265,1;
Tiempo de ret. (Método A) 3,97 min.
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Sintesis de acido 4-[4-(3-metil-3H-imidazol-4-il)-buta-1,3-diinil]-benzoico (3)

Se preparé como se ha descrito en el Método 2-A (Método 2-B para derivados de piridilo) usando el compuesto 2
(482 mg, 1,83 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 3 (334 mg, 73%) en forma de un sdlido de color
blanquecino. LC-MS: [M+H]" = 250,9; Tiempo de ret. (Método A) 3,13 min.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2- {4-[4-(3-metil-3H-
imidazol-4-il)-buta-1,3-diinil]-benzoilamino}-butirico (4)

Se preparé como se ha descrito en el Método 3-A usando el compuesto 3 (100 mg, 0,40 mmol) y (2S,3R)Fmoc-3-
Me-Dap(OMe) HCI (164 mg, 0,67 mmol) para proporcionar el compuesto deseado 4 (235 mg). LC-MS: [M+H]" =
586,7; Tiempo de ret. (Método A) 5,21 min.

Sintesis de
benzamida (88-1)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(3-metil-3H-imidazol-4-il)-buta-1,3-diinil]-

Reactivo PM, d Equiv. mmol mg, ml
Compuesto 4 586,65 1,0 0,4 235 mg
NH20H x HCI 69,49 6,14 1,72 120 mg
MeONa al 25 % en MeOH 0,5 mi
THF 1 mi
MeOH 2,5 ml

El Compuesto 88-1 se prepar6é usando el Método General para la formacién de hidroxamato. La comprobacion
de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (Tiempo de ret. (Método A) 2,03 min, MH'=
366,2). El producto en bruto se purific6 por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Phenomenex
Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase moévil A: TFA al 0,1 %/agua, fase moévil B: TFA al 0,1
%/ACN, gradiente de elucion de 15 % de B a 40 % de B durante 60 min, deteccion MS). Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto
diana 88-1 (112,4 mg, 47,3% de rendimiento) en forma de un soélido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 2,13
min; [M+H] 366,3 (C19H19N5O3+H, requiere 366,4).

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] Tlemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)
88-1 0,4 112,4 47,3 98,8 366,2 | 2,13

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

7N (Boc,)O, DIPEA _NBS. THF,

g)\NHz 50°C, 12 h, THF ()\NHBOC TA, 12 horas /[)\NHBOC
1 2

T™MS—= ,80°C, 13 hs

TEA, PdCL({PPh;),

Br

S
i Br‘(\ : 0
[o]
R —
HO - A

KCH, MeOH, THF
TA, 1 hora, H20

™S

/(;)\NHBOC

4

Pd,(dba)s, TMPP

DMF, TEA, 45°C, 12 h

S
7
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Tiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo 2

Una solucion de tiazol-2-amina (10,0 g, 0,10 mol, 1,0 equiv.), (Boc2)O (26,2 g, 0,12 mol, 1,2 equiv.) y DIPEA (25,8 g,
0,20 mol, 2,0 equiv.) en THF (150 ml) se agité a 50 °C durante 12 horas. La mezcla de reacciéon se concentro al
vacio y se afadio EtOAc (300 ml). Después, la capa organica se lavé con agua (250 ml x 2) y salmuera (250 ml x 2),
se seco (MgSO0a), se filtré y se concentrod al vacio para dar el producto diana (6,3 g, 31,5 %). [M+1]: 201,1

5-Bromotiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo 3

Una suspensiéon de NBS (6,2 g, 34,6 mmol, 1,1 equiv.) y tiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo (6,3 g, 31,5 mmol, 1,0
equiv.) en THF (100 ml) se agité a temperatura ambiente durante 12 horas. Después, la mezcla de reaccion se filtré
y se purificé por cromatografia en columna para dar el compuesto diana (6,5 g, 73,9%)

5-((Trimetilsilil)etinil)tiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo 4

Una mezcla de 5-bromotiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo (6,5 g, 23,3 mmol, 1,0 equiv.), etiniltrimetilsilano (3,4 g,
34,9 mmol, 1,5 equiv.), PdCIx(PPh3)2(0,16 g, 0,23 mmol, 0,01 equiv.), Cul (0,14 mg, 0,84 mmol, 0,03 equiv.) en TEA
(50 ml) se agité a 80 °C durante 4 horas en una atmoésfera de nitrdgeno. La mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc
(500 ml) y los extractos organicos se lavaron con agua (200 ml x 2) y salmuera (200 ml). La capa organica se seco
sobre Na;SO4 y se evapord. El residuo se purificé por cromatografia en columna para dar el compuesto diana (1,5 g,
30 %).

5-Etiniltiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo 5

Una solucién de 5-((trimetilsilil)etinil)tiazol-2-ilcarbamato de terc-butilo (1,50 g, 5,1 mmol, 1,0 equiv.) en THF (50 ml)
se traté con KOH/metanol (10,2 mmol, 0,57 g/10 ml, 2 equiv.) lentamente por debajo de 10 °C y después se dejoé que
la mezcla reaccionara a temperatura ambiente durante 1 horas. Después, la mezcla de reaccion se concentré al
vacio. El residuo se disolviéo en EtOAc (100 ml). La capa organica se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml),
se secO sobre NaxSO., se filtrd6 y se concentrd al vacio. El residuo se secd al vacio durante una noche para
proporcionar el compuesto del titulo (1,1 g, 96%)

4-((2-(terc-Butoxicarbonilamino)tiazol-5-il)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo 6

Una mezcla de 4-(2,2-dibromovinil)benzoato de metilo (1,10 g, 5,4 mmol, 1,1 equiv.), 5-etiniltiazol-2-ilcarbamato de
terc-butilo (1,70 g, 4,9 mmol, 1,0 equiv.), Pdx(dba)s (9 mg, 0,01 mmol, 0,02 equiv.), TMPP (14 mg, 0,02 mmol, 0,04
equiv.) y TEA (97 mg, 9,8 mmol, 2 equiv.) en DMF (20 ml) se agité a 45°C durante 12 horas en una atmoésfera de
nitrégeno. La mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc (100 ml) y los extractos organicos se lavaron con agua (100
ml x 2) y salmuera (50 ml). La capa organica se seco sobre Na>SOs y se evapord. El residuo se purificé por
cromatografia en columna para dar el compuesto diana (0,9 g, 46%). 'H RMN: (400 MHz, DMSO-de): 6 1,50 (s, 9 H),
3,87 (s, 3 H), 7,74 (dd, J=2,4 Hz, 6,4 Hz), 7,93 (s, 1 H), 7,99 (dd, J=2,0 Hz, 6,0 Hz), 12,09 (s, 1 H).

Acido 4-((2-(terc-butoxicarbonilamino)tiazol-5-il)buta-1,3-diinil)benzoico 7

A una solucién de 4-((2-(terc-butoxicarbonilamino)tiazol-5-il)buta-1,3-diinil) benzoato de metilo (0,9 g, 2,4 mmol, 1
equiv.) en THF (10 ml) y MeOH (10 ml), se le afiadi6 NaOH ac. 2 M (2,0 ml) y la reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 1 h. Después de la refrigeracion, la mezcla de reaccion se acidificé a un valor de pH de 1-2 con
HCl al 10 %. El sélido formado se recogio por filtracion y se lavé con agua (2 x 10 ml) y MeOH enfriado con hielo (10
ml). El filtrado se sec6 al vacio durante una noche para dar el producto final (650 mg, 71 %). [M+1]: 369,0, 'H RMN:
(400 MHz), DMSO-ds): d 1,50 (s, 9 H), 7,68 (d, J=6,0 Hz), 7,91 (s, 1 H), 7,97 (d, J=6,4 Hz). El compuesto 7 se uso
para la sintesis de los compuestos 88-17 y 88-18 usando los aminoacidos apropiados.

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd6 como se ha descrito anteriormente usando el aminoacido y la
desproteccion apropiados.

Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
88-2 2,67 363,5 A

NH.
H 2
NM H
\ / a Q ‘OH

(Ejemplo de referencia)
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Compuesto Estructura Tiempo de | MH" (m/z) Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
88-3 &nnz 3,44 363,5 A
— N
==« o
N7 o d oH
(Ejemplo de referencia)
88-4 NH, 3,77 363,5 A
-~ 2@
\ h: T 0 0 \OH
(Ejemplo de referencia)
88-5 oM 4,30 378,3 A
- - i<,
e N
N7 00 oH
(Ejemplo de referencia)
88-6 NH; 2,36 3771 A
— H
= = NH
\ 7 00 OH
88-7 oH 3,41 378,3 A
- =@
\ N/ T 00 ToH
(Ejemplo de referencia)
88-8 3,71 377,8 A
NH,
— H
N == NH
N % 00 OH
88-9 OH 2,84 367,1 A
H
N
N 0 0 OH
\
(Ejemplo de referencia)
88-10 i} oH 3,13 381,1 A
E%N H
N 0 O  OH
\
(Ejemplo de referencia)
88-11 ,:s _ C N 4,82 383,3 A
V2 = N
iy 0
o) ‘OH
(Ejemplo de referencia)
88-12 6,22° 367,9 B

Z

5]
NH,
N
H
H R
o oH

(Ejemplo de referencia)
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Compuesto Estructura Tiempo de | MH" (m/z) Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
88-13 s 4,36° 382,0 B
| = = Nta
V N
H
NH
[} \OH
88-14 s:\ _ C 7 Atcm 4,77 383,2 A
= - N "
H N
o ou
(Ejemplo de referencia)
88-15 s\ 2 ,i 4,31 382,0 B
J— _ NHz2
O——C,
H
NH
o om
88-16 Ny 4,95 383,1 A
HN
NL(\>-:—ZO—< NH
s 00 OH
88-17 NH 3,08 383,9 A
HZNTS : HN :
y e Nj—l
N 00 OH
(Ejemplo de referencia)
88-18 3,08 383,9 A
HoN NH,
jrs HN
N’\//\ = — < > 4 NH
00 OH
88-19 NF 401,4
\ o}
== O Y
N
N\
O OH
(Ejemplo de referencia)
88-20 P 405 esp.
N
\ Q
==L o
N
N\
O OH
88-21 366,1 esp. A
NH
0 HN
rg// == NH
0O OH
88-22 382 esp. A
NH,
NS HN
f/ e NH
00 OH
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Compuesto Estructura Tiempo de | MH" (m/z) Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
88-23 366,1 esp.
NHz
N-O HN
= NH
00 OH
88-24 382 esp.
}—©—<\ ‘iNH

Ejemplo 89
N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzamida

o]

Oia
CBrs, PPhs /@)L N
N/)J{H W=  Br  Pd(dba) TMPP N/ N Y ),

N= DMF, EtzN, 85°C
1 2

LiOH
THF, MeOH, Ho0

= HCI

NHBoc N __ OH
HoN Nt — —
OMe o
o 3
F EDC, HOBT, DIEA, CHzClz |
NHBoc  THE NH,
~ HN CHzCl2 ~ HM
E}:—:@ OMe E}:‘:@ CMe
00 o 3]
NH=0H (ac)

alcohol isopropilico

D—QHZ

(Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-(2,2-dibromovinil)-1-metil-1H-pirazol (1)

El 1-metil-1H-pirazol-4-carbaldehido (1,00 g, 9,08 mmol) y tetrabromuro de carbono (3,16 g, 9,54 mmol) se
disolvieron en CH2Cl> (27 ml) y la solucién se enfrio a 0 °C. Después, a esta solucién enfriada se le anadio PPhs
(5,01 g, 19,1 mmol) en cuatro porciones durante 5 min. Después, la solucién se dejé calentar a temperatura
ambiente durante 18 h. La soluciéon se diluyé con hexanos (30 ml) y se agité durante 15 min. La suspension se filtré
y el filtrado se concentro al vacio y se purificé por cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 50 %/Hex) para proporcionar
el producto deseado 1 en forma de un sélido de color blanco (1,72 g, 71 %). LC-MS [M+H]" = 266,8 (Tedrico,
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CsHBroNy" = 266,9).
Sintesis de 4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (2)

El 4-etinilbenzoato de metilo (1,09 g, 6,79 mmol) y el compuesto 1 (1,72 g, 6,47 mmol) se disolvieron en DMF (65 ml)
y esta solucidon se desoxigend burbujeando N, a través de ella durante 10 min. Después, a esta solucion
desoxigenada se le afadié EtsN (1,3 ml, 9,39 mmol). Después, se burbujeé N, a su través durante 5 min mas,
seguido de la adicion de Pdx(dba)s (0,060 g, 0,065 mmol) y tri(4-metoxifenil)fosfina (0,091 g, 0,259 mmol). Después,
la solucién de color pardo oscuro se dejé en agitacion a 80 °C durante 18 h y después se enfri6 a temperatura
ambiente. La solucion se diluyd con EtOAc (100 ml), se lavé con agua desionizada (3 x 50 ml) y salmuera (1 x 50
ml), se sec6é (MgSQ.), se filtré y se concentré al vacio. El aceite en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida
(EtOACc al 0-50 %/CH2Cl,) para proporcionar el producto deseado 2 en forma de un solido de color amarillo (1,03 g,
60 %). LC-MS [M+H]" = 265,0 (Tedrico, C1sH13N202" = 265,1).

Sintesis de acido 4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzoico (3)

A una solucién del compuesto 2 (1,03 g, 3,90 mmol) en una mezcla de THF (13 ml), MeOH (13 ml) y agua (13 ml) se
le afadi6é LiOH monohidrato (0,491 g, 11,7 mmol) en una porcion. La solucion se dejé en agitacion a temperatura
ambiente durante 18 h. El pH de la solucién se ajusté con HCI acuoso (1,0 N) y NaHCO3 acuoso (sat.) a pH ~7,5.
Después, la solucidn resultante se extrajo con EtOAc (3 x 100 ml), se secod (MgSO0as), se filtré y se concentré al vacio
para proporcionar el producto deseado 3 (0,400 g, 41 %) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS [M+H]*
=251,0 (Tedrico, C15H11N202" = 251,1).

Sintesis de 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinillbenzamido)butanoato de
(2S,3R)-metilo (4)

El compuesto 3 (0,400 g, 1,60 mmol), 3-(Boc)-2-aminobutanoato de (2S,3R)-metilo HCI (0,473 g, 1,76 mmol), EDC
(0,613 g, 3,20 mmol) y HOBT (0,432 g, 3,20 mmol) se suspendieron en CH2Cl, anhidro (16 ml). A esta suspension
se le anadié N,N-diisopropiletilamina (1,04 ml, 6,40 mmol) en una porcion. Después, la solucidn se dejé en agitacion
a temperatura ambiente durante 18 h. Después, la solucién se concentré al vacio y el sélido en bruto se purificd por
cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 0-50 %/CH>Cl,) para proporcionar el producto deseado 4 (0,785 g, 81 %) en
forma de un sélido de color blanquecino. "H RMN (DMSO) 6 8,43 (d, J = 8,4, 1H), 8,22 (s, 1H), 7,91 (d, J = 7,9, 2H)
7,80 (s, 1H), 7,72 (d, J = 7,3, 2H) 7,00 (d, J = 9,7, 1H), 4,62 (dd, J = 4,2, 8,2, 1H) 4,22-4,27 (m, 1H) 3,86 (s, 3H), 3,61
(s, 3H), 1,36 (s, 9H), 1,11 (d, J = 7,0, 3H).

Sintesis de 3-amino-2-(4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzamido)butanoato de (2S,3R)-metilo (5)

A una solucién del compuesto 4 (0,286 g, 0,616 mmol) en CH,Cl, (10 ml) se le afiadié lentamente TFA (2 ml). La
solucion se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 1 h y después se concentré al vacio. Después, el
aceite espeso se destild azeotrépicamente con CHxCl, (3 x) para proporcionar la sal TFA del producto deseado 5
(0,284 g, 100 %) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS [M+H]" = 365,1 (Tedrico, C20H21N4O3" = 365,2).

Sintesis de N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-
diinil)benzamida (89-1)

La sal TFA de 5 (0,284 g, 0,616 mmol) se disolvid en alcohol isopropilico (6 ml), se afiadié en una porcion la solucion
de hidroxilamina (0,81 ml, 12,3 mmol) a temperatura ambiente y la solucion se dejo en agitaciéon durante 18 h a
temperatura ambiente. Los volatiles se retiraron al vacio y el material en bruto resultante se purificé por HPLC de
fase inversa (MeCN al 5-30 %/H20, con TFA al 0,1 %) y después se liofilizé6 a sequedad para proporcionar el
producto deseado (89-1) (0,090 g, 40 %) en forma de un sélido de color blanco; LC-MS [M+H]" = 366,1 (Tedrico,
C19H20Ns03" = 366,2).

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
89-2 NH, 4,71 380,3 A

~ H

D S—— NH

N= 0d on
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Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
89-3 oH 5,43 381,1 A
~ H
Ny = = NH
N od on
(Ejemplo de referencia)
89-4 N ) NH; 3,99 364,3 A
¢ }%ﬂ—« NH
N= 00 OH
(Ejemplo de referencia)
89-5 NH, 2,46 380,3 A
\I\E%:—:@J? NH
=N 00 oH
89-6 NH; 4,26 378,3 A
N H
¢ }%:_—@-{ NH
N= a0 DH
89-7 oH 4,96 379,1 A
N H
¢ \>—_<: — H NH
N= 00 DOH
(Ejemplo de referencia)
Ejemplo 90
Sintesis de (S)-4-((1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)-N-(3-amino-1-(hidroxiamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
illbenzamida (90-1)
| | TMS
o il N rg PACHPPRy s
P c=
HN.f DMF N Toul TEA THE NE
I TBAF
THF, 0°C
COOMe e
=
coowe NBS /Q/ + BomN_/ﬁ/
4 acetona Br // NF‘
4 3
COOH
PPh, LiOM, 5
PdCis{FPhs), o S NOHC
Cut, TEA, THF HL0O i . j:
> N 6 H.N""COOMe
Boc Boc
NH
o) e 2 K
DME N O N o
- . H 9 HGl  NH,OH H o
,// P4 i
z o P
N”j 7 N™ 90-1
N HN
Bod
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Sintesis de 4-yodo-1H-pirazol-1-carboxilato de terc-butilo (1)

Se afiadié NaH (247 mg, 6,18 mmol) a la solucién en DMF (50 ml) de 4-yodo-1H-pirazol (1,0 g, 5,15 mmol) a 0 °C.
La reaccion se agité a 0 °C durante 30 min. A la reaccion se le afiadié (Boc).O (1,68 g, 7,76 mmol) a 0 °C. La
reaccion se calentd a t.a. y se agité durante una noche. Se afnadié H.O (200 ml) para interrumpir la reaccion. La
mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 200 ml). Los extractos de EtOAc combinados se lavaron con H>O (2 x 200 ml) y
salmuera (200 ml) y se secaron con Na>SQO;, y el producto en bruto se purificé con una columna ISCO de fase normal
(EtOAC al 0-20 %/DCM). El compuesto 20 (1,3 g) se obtuvo con un rendimiento del 86 %.

Sintesis de 4-(trimetilsilil)etinil)-1H-pirazol-1-carboxilato de terc-butilo (2)

El THF se desgasificd pasandolo a través de gas N2 durante 30 min. Se anadié TEA (6,0 ml, 11,5 mmol) a la
solucion en THF (20 ml) del Compuesto 1 (1,69 g, 5,75 mmol), Trimetilsililetino (845 mg, 8,63m ml), PdClI, (PPhs);
(404 mg, 0575 mmol) y Cul (109 mg, 0,575 mmol). La reaccion se agité durante una noche. La reaccion se diluyd
con EtOAc y se filtré a través de celite. La solucién orgéanica se lavé con H2O y salmuera y se seco con NaxSOs. El
producto en bruto se purificd con una columna ISCO de fase normal. El producto en bruto se purificd con una
columna ISCO de fase normal (EtOAc al 0-2 %/DCM). Se obtuvo el Compuesto 21 (1,02 g, 67,2%)

Sintesis de 4-etinil-1H-pirazol-1-carboxilato de terc-butilo (3)

Se afiadié TBAF (5,2 ml, 1,0 M en THF) a la solucién en THF (10 ml) del Compuesto 2 (1,02 g, 3,46 mmol) a 0 °C.
La reaccioén se agitd a 0 °C durante 10 min. El THF se retir6 y el residuo se disolvié en EtOAc. La solucién de EtOAc
se lavé con H20 y salmuera y se secd con NaxSO.. El producto en bruto se purificd con una columna ISCO de fase
normal. El producto en bruto se purificd con una columna ISCO de fase normal (EtOAc al 0-30 %/hexano). Se obtuvo
el Compuesto 3 (362,3 mg, 54,5 %).

Sintesis de 4-(bromoetinil)benzoato de metilo (4)

Se afiadié NBS (13,4 g, 75 mmol) a la solucién en acetona (250 ml) de éster metilico 4-etinil-benzoico (8 g, 50 mmol)
y CF3COOAg (850 mg, 5 mmol). La reaccidn se agit6 a ta durante 2 h. La reaccion se vertié en hielo-agua (500 ml) y
se agité durante 30 min. Después de la separacion, la capa de H2O se extrajo con EtOAc (300 ml x 3). Las capas de
EtOAc combinadas se lavaron con H20 (2 x 200 ml) y salmuera (200 ml) y se secaron con Na>SOs. El producto en
bruto se purificd con una columna ISCO de fase normal (EtOAc al 0-50 %/hexano). Se obtuvo el Compuesto 27
(12,0 g, 100%).

Sintesis de 4-((1-metil-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (5)

El THF se desgasifico pasandolo a través de gas N2 durante 30 min. Se afiadié TEA a la solucién en THF (10 ml) del
compuesto 3 (362 mg, 1,89 mmol), el Compuesto 4 (666 mg, 2,27 mmol), PdCl> (PPhz)2 (133 mg, 0,189 mmol),
PPh3(25 mg, 0,095 mmol) y Cul (36 mg, 0,189 mmol). La reaccidon se agité a t.a. durante 30 min seguido de la
adicion de Cul. La reaccién se calentd a 45 °C durante una noche. La reaccion se diluyé con EtOAc y se filtré a
través de celite. La solucion organica se lavé con H2O y salmuera y se secé con Na;SOs. El producto en bruto se
purificé con una columna ISCO de fase normal. El producto en bruto se purificé con una columna ISCO de fase
normal (EtOAc al 0-50 %/hexano). Se obtuvo el Compuesto 28 (150 mg, 19,7%)

Sintesis de acido 4-((1-(terc-butoxicarbonil)-1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzoico (6)

El Compuesto 6 (120 mg, 94%) se prepar6 usando el Método General para hidrélisis basica y se usé en la siguiente
etapa sin purificacion adicional.

Sintesis de 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(4-(imidazo[1,2-a]piridin-6-ilbuta-1,3-diinil)benzamido)-3-
metilbutanoato de metilo (7)

El Compuesto 7 (100 mg, 48%) se acoplé a BocDAP-OMe usando el Método General para el acoplamiento de
HATU y se uso6 en la siguiente etapa sin purificacion.

Sintesis de 2-(4-((1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)benzamido)-3-amino-3-metilbutanoato de (S)-metilo (8)

El Compuesto 8 se prepard usando el Método General para la desproteccion de Boc y se us6 en la siguiente
etapa sin purificacion. Compuesto 8 (65 mg, 100 %)

Sintesis de (S)-4-((1H-pirazol-4-il)buta-1,3-diinil)-N-(3-amino-1-(hidroxiamino)-3-metil-1-oxobutan-2-
illbenzamida (90-1)

El producto diana (33 mg, 50 %, m+z = 366,66) se prepar6 siguiendo el Método General 3-A para hidroxamato
(Formacién de hidroxiamida, acuosa).

Los siguientes compuestos se sintetizaron usando el procedimiento anterior con el acido y la amina correspondiente.
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Compuesto Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
90-2 o NH; 393,7 A
H
H N\OH
4 0
N Z
A
H,NT N
90-3 NH; 416,6 A
H
u N‘OH
o o
&
oy
N/ 2

Ejemplo 91
N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-hexa-1,3-diinil-benzamida (91-1)

Bre, ll// < ) ~ohe
NaOH (ac), THF

. = — 7 80°C, 1 h
— = = .
Pda(dba)s, TMPP, TEA, DMF N\ e
80°C, 16 h 2
HATU, DIEA, DMF
0 TA, 20 min o H
= —— N %@—D\N e
oH
H
3 n—bo: 4 e
(="" o
1) HCI 4M/dioxano i

TA, 1h
2) NH2OH (ac.) al 50%/I1PA 1:1

[a)
O
TA, 16 h o Ny
- T T N
( ) i
MK
91-1 o] \OH

Sintesis de éster metilico del acido 4-hexa-1,3-diinil-benzoico (2)

En una solucion de éster metilico del acido 4-(2,2-dibromo-vinil)-benzoico (1) (1,5 g, 4,69 mmol), Pd2dbas (45 mg, 1
% en mol), TMPP (60 mg, 4 % en mol) y TEA (1,94 ml, 14,1 mmol) en DMF (15 ml), enfriada en un bafio de hielo
seco/acetonitrilo, se introdujo 1-butina (0,75 ml, 9,4 mmol) por condensacién en un condensador de dedo frio a -78
°C en una atmoésfera de nitrégeno. El recipiente de reaccion se cerré herméticamente y se calenté a 80 °C durante
16 h. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (200 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 80 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con agua (100 ml) y salmuera (80 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron
al vacio para dar un solido pegajoso de color pardo. El producto en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida
de fase normal sobre una unidad CombiFlash® Companion™ equipada con columna ultrarrapida Luknova (40 g de
gel de silice, tamafio de particulas promedio de 40-60 uym, tamafio del poro de 60 A); caudal: 40 ml/min; fase movil
A: hexano; fase mévil B: EtOAc; gradiente de elucion de 0 % de B a 30 % de B durante 70 min. Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (1,093 mg,
110 %) en forma de un sdlido ligeramente pegajoso de color pardo claro. LC-MS: TR (Método A) 6,67 min;
compuesto significativamente no ionizable. '"H RMN (250 MHz, CDCI3) 6 1,15 (3H, t), 2,35 (2H, c), 3,9 (3H, s), 7,6
(2H, d), 8,0 (2H, d).

Sintesis de acido 4-hexa-1,3-diinil-benzoico (3)

Al compuesto 2 (4,69 mmol) se le afiadieron THF (8 ml) y NaOH 3 M (ac.) (12 ml, 36 mmol). La mezcla de reaccion
se calenté a 80 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (150 ml), se enfri6 en un bafio de
hielo/agua, se acidificd a pH 3 con H3zPO4 al 10 % (ac.) y se filtrd. Los sélidos se lavaron con agua (3 x 50 ml) y se
secaron por liofilizacién para dar el compuesto diana 3 (766,9 mg, 83,4% a partir de 1) en forma de un sdlido de
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color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 5,38 min; compuesto significativamente no ionizable.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-(4-hexa-1,3-diinil-benzoilamino)-3-metil-
butirico (4)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 3 198,22 1,0 96,1 mg 0,485
dimetil DAP quiral 246,31 1,1 133 mg 0,540
HATU 380,2 1,2 224 mg 0,589
DIEA 129,25 3,0 0,256 ml 1,47
DMF 4 ml

El compuesto 4 (231,6 mg, 112%) en forma de un sélido pegajoso de color &mbar se prepard usando el Método
General para acoplamiento de HATU y se uso6 en la siguiente etapa sin purificacion. LC-MS: TR (Método A) 6,90
min; [M+H] 427,1 (C24H30N20s+H, requiere 427,53).

Sintesis de N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-hexa-1,3-diinil-benzamida (91-1)

Al compuesto 4 (~0,485 mmol) se le afiadié HCI 4 M/dioxano (4 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1 h. Los volatiles se retiraron al vacio para dar un sélido pegajoso de color &mbar. LC-MS: TR (Método A)
4,31 min; [M+H] 327,1 (C19H22N203+H, requiere 327,41). Al solido se le afiadié alcohol isopropilico (4 ml) y la mezcla
se enfrié en un bafio de hielo/agua durante 5 min. A la mezcla se le afiadi6 NH.OH (50 %, ac.) (4 ml), gota a gota
para los primeros 2 ml. La mezcla de reaccion se dejo en agitacién en un bafio de hielo durante 5 min y después se
dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 16 h. El volumen de disolvente se redujo aproximadamente a la
mitad en una corriente de nitrégeno y se afiadid6 agua (10 ml). La suspension se agité minuciosamente
(vibromezclador y sonicacién), se centrifugd y el sobrenadante se desechd. Al sélido se le afiadié agua (10 ml) y la
suspension se agitdé minuciosamente, se centrifugd y el sobrenadante se desechd. El sélido humedo se secé por
liofilizacion para dar producto en bruto (127 mg, 80,3% rendimiento en bruto a partir de 3) en forma de un sdlido de
color blanquecino. El producto en bruto se purifico por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna
Phenomenex Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase movil A; TFA al 0,1 %/agua, fase movil B:
TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de eluciéon de 15 % de B a 40 % de B durante 60 min, deteccion MS). Las fracciones
que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del
compuesto diana 91-1 (64,8 mg, 30,3% de rendimiento a partir de 3, 37,8% de recuperacion de producto en bruto)
en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 3,77 min; [M+H] 328,3 (C1sH21N3Os+H, requiere
328,40).

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)

911 0,485 64,8 30,3 98,5 328,3 | 3,77

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Acido intermedio IC-1

OH
AN — 1, Pdodbas 0
c N O—= TMPP _
1 2, ? #
{(iPri;NMgBr o 2, LiCH
O IC1

Br\(
Br
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Sintesis de ciclobutilacetileno (2)

La sintesis se realizd6 de acuerdo con la patente de EEUU n.° 6.303.057 titulada "Preparacion de compuestos de
cicloalquilacetileno".

En un matraz de fondo redondo de 0,5 litros equipado con un embudo de adicion y un condensador de reflujo se
pusieron diisopropilamina (10,1 g, 0,1 mol) y THF (250 ml). A esta mezcla se le afiadi6 gota a gota bromoetano (59,9
g, 0,55 mol) mediante el embudo de adicién a una velocidad tal como para mantener una solucién a reflujo. Se
desprendid etano durante la adicién. Se determind que la reaccién se habia completado cuando se consumié todo el
magnesio. Este proceso produjo una solucion que contenia EtMgBr y (iPr)2NMgBr. Se afadié gota a gota 6-
clorohexina (23,32 g, 0,2 mol) y la mezcla de reaccién resultante se agité a 65 °C durante 36 h. La mezcla de
reaccion enfriada se vertio en hielo picado. La capa organica superior se separo, se lavo 3 veces con agua (3 x 100
ml) y se seco sobre Na;SO4. El NaxSO4 se separd por filtracién para dar 21,7 g de un liquido de color amarillo, que
se uso en la siguiente etapa sin purificacion.

Sintesis de acido 4-(4-ciclobutil-buta-1,3-diinil)-benzoico (IC-1)

Reactivo PM Equiv. | mmol g, ml
4-(2,2-Dibromovinil)-benzoato de metilo 319,98 1,0 7,8 259
Ciclobutilacetileno (2) 80,13 1,4 10,93 0,88¢g
Tris(dibencilideno- 915,72 0,08 0,065 60 mg
acetona)dipaladio (0) 352,36 0,03 0,24 85 mg
Tris(4-metoxifenil)fosfina 101,19 3,2 25 3,47 ml
TEA DMF (anhidro) 10 ml

El éster metilico del acido 4-(4-ciclobutil-buta-1,3-diinil)-benzoico (4) se prepard y se separé usando el Método
General para el acoplamiento de Sonogashira*. Rendimiento: 11,3%. (Soélido de color amarillo). La comprobacion de
una muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal (Tiempo de ret. (Método A) 7,58 min, [MH+] =
239,2). Este producto se sometié a hidrdlisis basica para dar el acido deseado IC-1, usado para preparar los
compuestos 10-16y 10-17.

Para la sintesis de los siguientes alquil- y cicloalquil diacetilenos, se usaron acetilenos disponibles en el mercado.

Compuesto | Estructura Tiempo de | MH' (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
91-2 NH, 5,46 326,3 A
H
== NH
00 OH
(Ejemplo de referencia)
91-3 (Ejemplo de referencia) 6,79 354,3 A
NH
H
= = NH
0 OH
91-4
NH, 7,35 368,3 A
H
= = NH
00 oM
(Ejemplo de referencia)
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Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
91-5 OH 6,12 3271 A
HN
= MH
00 OH
(Ejemplo de referencia)
91-6 oH 6,50 3411 A
HN
D%:—@—‘@ NH
C 0 OH
(Ejemplo de referencia)
91-7 o 9 NH, 3,64 3141 A
\——<_ = HH )
N\
0 OH
(Ejemplo de referencia)
91-8 - C 5! «ii 4,04 328,3 A
(Ejemplo de referencia)
91-9 342,2 A

é

i 4,14

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd como se ha descrito anteriormente usando el aminoacido
protegido con Boc y desproteccion de HCI.

Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
91-10 4,01 340,3 A
NH5
H
— NH
DO OH
91-11 . O NHz 3,97 339,9 A
o HN—,
NH
oj/‘- OH
91-12 o NHy 3,95 340,3 A
- C HN
NH
O OH
91-13 (Ejemplo de referencia) 4,16 328,3 A
_ &
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Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
91-14 6,95 368,3 A
NH;
Hi
O%@—« NH
00 OH
91-15 6,08 342,6 A
NH
EN
>%@—< NH
00 OH
91-16 6,32 354,3 A
NH
H
= = NH
00 OhH
91-17 (Ejemplo de referencia) 3,18 340,2 A
—— NH
Acido intermedio IC-2
>L _Pd(PPhg)Clz Cul o
< > é lPerH THF TA _
—_— —— O/
2

NaOH 2 N

THF  GHa0H

OH

4-(7-Metilocta-1,3-diinil)benzoato de metilo (2)

A una solucién desgasificada del compuesto 1 (2,8 g, 11 mmol), Pd(PPhs).Cl2 (0,411 g, 0,58 mmol) y Cul (0,11 g,
0,58 mmol) en THF seco (50 ml) se le afadié 5-metilhex-1-ina (1,35 g, 1,86 ml, 14 mmol), seguido gota a gota de
diisopropilamina (3,56 g, 4,9 ml, 35,1 mmol). Después de la adicidon de diisopropilamina, la mezcla de reaccion se
agité durante una noche a temperatura ambiente. La suspension se filtr6 y se lavé la torta con CH.Cl,. El filtrado se
concentré al vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (EP: AE = 100:1) para dar
el compuesto 2 (2,25 g, 75 %) en forma de un sdlido de color pardo.

Acido 4-(7-metilocta-1,3-diinil)benzoico (3)

Reactivo PM Equiv. mmol g, ml

Compuesto 2 254,32 1 8,6 215¢
NaOH 2 N 40 23 20 10 ml
THF 30 ml
MeOH 10 mi

El compuesto 3 (1,5 g, 70 %) se obtuvo en forma de un sélido de color blanco y se separ6 usando el Método
General para hidrdlisis basica. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 0,89 (d, J=6,4, 6H), 1,39-1,45 (m, 2H), 1,61-1,70 (m,

1H), 2,44-2,51 (m, 2H), 7,65 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,93 (d, J=8,8 Hz, 2H), 13,24 (s, 1H).

Los acidos intermedios para preparar los siguientes analogos se sintetizaron usando el mismo método sintético que
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para el compuesto 10-18. Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd6 como se ha descrito anteriormente
usando el aminoacido protegido con Boc y desproteccion con HCI.

Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" Método de HPLC-
n.° retencion (min) | (m/z) MS
91-18 OH 8,55 3711 A
H
== NH
oG OH

(Ejemplo de referencia)

91-19 OH 7,84 357,1 A
H
== NH

c o OH

(Ejemplo de referencia)

91-20 OH 8,73 3831 A
N
o] CH

(Ejemplo de referencia)

91-21 NH, 7,50 370,3 A
H
= NH
0 Q OH
91-22 6,90 356,3 A
‘<%;©—< NH
00 OH
91-23 NH, 7,69 382,3 A
HN
== = NH
Q0 OH
91-24 " 6,67 342,3 A
: [ NQUH

(Ejemplo de referencia)

91-25 7,64 368,3 A

(Ejemplo de referencia)

91-26 & 6,43 354,3 A
ﬂ%@& ; N{OH
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Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" Método de HPLC-
n.° retencién (min) | (m/z) MS
91-27 6,22 340,3 A
(Ejemplo de referencia)
91-28 g: 7,31 356,3 A
- — L] o "iﬂk
(Ejemplo de referencia)
91-29 o 355,2
%%@—’{ NH,
N
N\
0O OH
91-30 (Ejemplo de referencia) 3441

0O
HO>%©—< NH,
N
N\
O OH

Ejemplo 92 (Ejemplo de referencia)

N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((R)-5-morfolinohexa-1,3-diinil)benzamida

y N-
((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((S)-5-morfolinohexa-1,3-diinil)lbenzamida (92-1 y 92-2)
o}

HG:

Br OMe ;= HO

e OMe:
PUCI(PPhal, T 74©_<0
P(tBu), HBF-

DMF, EtsN, 85°C 1

Br

1) anhidrido

metanosulfénica
EtaN, CHzClz

2) morfolina. 50°C

0‘5 o]
+Hel LiOH O
NHFmoc N OH  ThE MeOH, H:0 N WM
HyN >‘—<— = >—< = = p
OMe o ©
o 3

2
‘ EDC, HOBT, DIEA, CHzClz ‘

_5 [}
NHFmoc O NHz
rfal
&N HN "B N HN
—_ == OMe — ;:‘:—Q—& OMe
e e} [¢lN )
4 5

KOH
MNHz0H (ac)
alcohol isopropilico

O
NH, O NH,
N HN + N HN
= — NHOH \:‘@ NHOH
921

o0

00
92-2
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Sintesis de 4-(5-hidroxihexa-1,3-diinil)benzoato de (rac)-metilo (1)

El 4-(2,2-dibromovinil)benzoato de metilo (3,00 g, 9,38 mmol) se disolvi6 en DMF (50 ml) y esta solucién se
desoxigeno burbujeando N a través de ella durante 10 min. Después, a esta solucidon desoxigenada se le afiadieron
EtsN (1,3 ml, 9,39 mmol) y 2-metil-3-butin-2-ol (0,342 g, 4,07 mmol). Después, se burbujed N2 a su través durante 5
min mas seguido de la adicion de PdCIx(PPhs). (0,022 g, 0,031 mmol) y P(tBu);s HBF4 (0,036 g, 0,125 mmol).
Después, la solucion de color pardo oscuro se dejo en agitacion a 85 °C durante 3 h y después se enfrido a
temperatura ambiente. La solucién se diluyd con EtOAc (100 ml), se lavd con agua desionizada (3 x 50 ml) y
salmuera (1 x 50 ml), se sec6 (MgSQ4), se filtr6 y se concentré al vacio. El aceite en bruto se purificd por
cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 0-50 %/Hex) para proporcionar el producto deseado 1 en forma de un solido de
color pardo (1,10 g, 71 %). LC-MS [M+H]" = 229,1 (Tedrico, C1sH1302" = 229,1).

Sintesis de 4-(5-morfolinohexa-1,3-diinil)benzoato de (rac)-metilo (2)

El compuesto 1 (0,400 g, 1,75 mmol) se disolviéo en CH,Cl, anhidro (20 ml) en una atmoésfera de Nz y se enfrié a 0
°C. A esta solucion enfriada se le afiadié en una porcién anhidrido metanosulfénico (0,336 g, 1,93 mmol) seguido de
la lenta adicién de EtsN (0,37 ml, 2,63 mmol). La solucién se dejo en agitacion a 0 °C durante 30 min, después se
anadié morfolina (5 ml) y la solucién se calenté a 50 °C durante 30 min. Después, la solucién se retird del calor y se
dej6 en agitacion a temperatura ambiente durante 18 h. La solucion se concentré al vacio y el aceite en bruto se
purificé por cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 0-50 %/CH.Cl,) para proporcionar el producto deseado 2 (0,468 g,
90 %) en forma de un sélido. LC-MS [M+H]" = 298,1 (Tedrico, C1sH20NO3" = 298,1).

Sintesis de acido (rac)-4-(5-morfolinohexa-1,3-diinil)benzoico (3)

A una solucion del compuesto 2 (0,468 g, 1,57 mmol) en una mezcla de THF (5 ml), MeOH (5 ml) y agua (5 ml) se le
afiadié en una porcion LiOH monohidrato (0,198 g, 4,71 mmol). La solucion se dejo en agitacion a temperatura
ambiente durante 4 h. Después, los extractos organicos volatiles se retiraron cuidadosamente y el pH de la solucién
acuosa resultante se ajustdé con NaHSO4 (1,0 N) a ~2. La suspension resultante se filtr6 al vacio y el sélido se lavé
con agua desionizada (1 x 20 ml) para proporcionar el producto deseado 3 (0,445 g, 99%) en forma de un sélido de
color blanquecino. LC-MS [M+H]" = 284,1 (Teérico, C17H1sNO3 = 284,1).

Sintesis de 3-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)-2-(4-((R)-5-morfolinohexa-1,3-
diinil)benzamido)butanoato de (2S,3R)-metilo y 3-(((9H-fluoren-9-il)metoxi)carbonilamino)-2-(4-((S)-5-
morfolinohexa-1,3-diinil)benzamido) butanoato de (2S,3R)-metilo (4)

El compuesto 3 (0,445 g, 1,57 mmol), 3-(Fmoc)-2-aminobutanoato de (2S,3R)-metilo (0,676 g, 1,73 mmol), EDC
(0,602 g, 3,14 mmol) y HOBT (0,424 g, 3,14 mmol) se suspendieron en CH2Cl, anhidro (15 ml). A esta suspension
se le afadié en una porcion N,N-diisopropiletilamina (1,02 ml, 6,28 mmol). Después, la solucién se dejé en agitacion
a temperatura ambiente durante 18 h. Después, la solucion se diluyé con agua (20 ml) y CHxCl, (15 ml) y después
las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo con CH2Clz (3 x 10 ml) y los extractos organicos combinados se
secaron (MgSQ.), se filtraron y se concentraron al vacio. El sélido en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida
(MeOH al 0-10 %/CH.Cl,) para proporcionar la mezcla de diasteredmeros deseada 4 (0,785 g, 81 %) en forma de un
aceite. LC-MS [M+H]" = 620,3 (Tedrico, Cs7H3sN306" = 620,2).

Sintesis de 3-amino-2-(4-((R)-5-morfolinohexa-1,3-diinil) benzamido)butanoato de (2S,3R)-metilo y 3-amino-2-
(4-((S)-5-morfolinohexa-1,3-diinil)benzamido)butanoato de (2S,3R)-metilo (5)

La mezcla de diasteredmeros 4 (0,785 g, 1,27 mmol) se disolvié en DMF (13 ml), se afadié en una porciéon morfolina
(2,2 ml, 25,4 mmol) a temperatura ambiente y se dejo en agitacion durante 18 h. La suspension resultante se filtré al
vacio y el filtrado se concentré al vacio. El sélido en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida (MeOH al 0-10
%/CH.CIy) para proporcionar la mezcla de diastereémeros deseada 5 (0,307 g, 61 %) en forma de un aceite de color
amarillo palido. LC-MS [M+H]" = 398,2 (Tedrico, C2oH2sN304" = 398,2).

Sintesis de N-((2S3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((R)-5-morfolinohexa-1,3-diinil)benzamida
(92-1) y N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((S)-5-morfolinohexa-1,3-diinil)benzamida (92-
2)

La mezcla de diastereémeros 5 (0,307 g, 0,722 mmol) se disolvioé en alcohol isopropilico (8 ml) y se ahadidé en una
porcion la solucion de hidroxilamina (1,02 ml, 15,4 mmol) a temperatura ambiente. Después, a esto se le afiadi6 en
una porcién hidroxido potasico sélido (0,130 g, 2,31 mmol) y la solucién se dejo en agitacion durante 18 h a
temperatura ambiente. Los volatiles se retiraron al vacio y el material en bruto resultante se purificé por HPLC de
fase inversa (MeCN al 5-40 %/H20, con TFA al 0,1 %) y después se liofilizé a sequedad para proporcionar los dos
productos deseados 92-1 (0,0xx g, xx%) en forma de un sélido de color blanco; LC-MS [M+H]" = 399,1 (Tedrico,
Ca1H27N4O4" = 399,2). "TH RMN (DMSO0) & 11,31 (s, 1H), 9,42 (s a, 1H), 8,60 (d, J = 8,3, 1H), 8,36 (s a, 3H), 7,91 (d, J
= 8,2, 2H), 7,71 (d, J = 8,0, 2H), 4,33 (c, J = 6,6, 1H), 3,60-3,70 (m, 6H), 2,55-2,65 (m, 4H), 1,37 (d, J = 6,7, 3H), 1,15
(d, J = 8,3, 3H) y 92-2 (0,0xx g, xx%) en forma de un sélido de color blanco; LC-MS [M+H]" = 399,0 (Tedrico,
Ca1H27N4O4" = 399,2). "H RMN (DMSO) & 11,15 (s, 1H), 8,87 (d, J = 8,6, 1H), 8,05 (s a, 3H), 7,96 (d, J = 8,3, 2H)
7,72 (d, J = 8,0, 2H) 4,39-5,41 (m, 2H), 3,78 (s a, 4H), 3,56-3,59 (m, 1H) 2,97-3,09 (m, 4H), 1,49 (d, J = 5,9, 3H),
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1,20 (d, 6,4, 3H).
Ejemplo 93 (Ejemplo de referencia)

N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((4-(metilsulfonamido)fenil)buta-1,3-diinil)benzamida
(93-1)

3 gl
Ha OMe
Br OMe ————— H3N O —— O
Pdz(dba)z, TMPP Yo}

Br DMF, Et=N, 80°C 1
MsCl, EtN, l

CH:Clz

« HCI o LiOH a
NHBoc —g=0 OH  THF, MeOH, H:0 —é‘ﬂo OMe
Ha HN — HN
OMe G 0
o}
3 2
| EDC.HOBT.DIEA, CH:Clz |

a NHBoc o} MH;
TFA
—§=0 HN gy,  —50 HN
th oMe — HN OMe
o g o g
5

4
NHzOH {ac)
alcohol isopropilico

o NH,
—£=0 HN
HN NHOH
b d
a3-1

Sintesis de 4-((4-aminofenil)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (1)

El 4-(2,2-dibromovinil)benzoato de metilo (2,73 g, 8,54 mmol) y 4-etinilanilina (1,00 g, 8,54 mmol) se disolvieron en
DMF (40 ml) y esta solucion se desoxigend burbujeando Nz a través de ella durante 10 min. Después, a esta
solucion desoxigenada se le afiadié EtsN (3,6 ml, 25,6 mmol). Después, se burbujed N2 a su través durante 5 min
mas, seguido de la adicion de Pdy(dba); (0,078 g, 0,085 mmol) y tri(4-metoxifenil)fosfina (0,121 g, 0,342 mmol).
Después, la solucidon de color pardo oscuro se dejoé en agitacion a 80 °C durante 18 h y después se enfrid a
temperatura ambiente. La solucién se diluyd con EtOAc (100 ml), se lavd con agua desionizada (3 x 50 ml) y
salmuera (1 x 50 ml), se secé (MgSQ.), se filtré y se concentré al vacio. El aceite en bruto se purificd por
cromatografia ultrarrapida (EtOAc al 0-50 %/CH2Cl,) para proporcionar el producto deseado 1 en forma de un sdlido
de color amarillo (0,671 g, 29%). LC-MS [M+H]" = 276,0 (Tedrico, C1sH14NOy" = 276,1).

Sintesis de 4-((4-(metilsulfonamido)fenil)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (2)

A una solucién del compuesto 2 (0,370 g, 1,34 mmol) en CH.Clz (13 ml) se le afadié lentamente cloruro de
metanosulfonilo (0,11 ml, 1,47 mmol), seguido de la adicién gota a gota de EtsN (0,21 ml, 1,47 mmol). La solucion se
dej6é en agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. La solucién se diluyé con EtOAc (50 ml) y se lavé con HCI
acuoso (1,0 N, 1 x 25 ml), NaHCO3 acuoso (sat., 1 x 25 ml) y salmuera (1 x 25 ml). Después, los extractos organicos
se secaron (MgSOQ.), se filtraron y se concentraron al vacio para proporcionar el producto deseado 2 (0,345 g, 73%)
en forma de un sélido de color naranja. "H RMN (DMSO) 6 7,99 (d, J = 7,3, 2H), 7,72-7,80 (m, 4H), 7,62 (d, J = 7,5,
2H), 3,87 (s, 3H), 2,40 (s, 3H).

Sintesis de acido 4-((4-(metilsulfonamido)fenil)buta-1,3-diinil)benzoico (3)

A una solucién del compuesto 2 (0,345 g, 0,976 mmol) en una mezcla de THF (3 ml), MeOH (3 ml) y agua (3 ml) se
le afadié en una porciéon LiOH monohidrato (0,123 g, 2,93 mmol). La solucién se dejé en agitacion a temperatura
ambiente durante 90 min. El pH de la solucién se ajusté con HCI acuoso (1,0 N) a pH ~1. Después, la solucién
resultante se extrajo con EtOAc (3 x 20 ml), se sec6 (MgSO.), se filtréd y se concentrd al vacio el producto deseado 3
(0,176 g, 53%) en forma de un sélido de color amarillo. "H RMN (DMSO) & 10,24 (s, 1H), 7,96 (d, J = 7,9, 2H), 7,71
(d, J =8,0,2H), 7,60 (d, J = 8,4, 2H), 7,23 (d, J = 8,5, 2H), 3,09 (s, 3H).
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Sintesis de 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(4-((4-(metilsulfonamido)fenil)buta-1,3-diinil)benzamido)butanoato
de (2S,3R)-metilo (4)

Reactivo PM Equiv. | g/ml mmol
Compuesto 3 339,37 1,0 0,176 g 0,518
3-(Boc)-2-aminobutanoato de (2S,3R)-metilo 268,74 1,1 0,153 g 0,570
EDC 191,70 2,0 0,199 ¢ 1,04
HOBT 135,12 2,0 0,141 g 1,04
N,N-Diisopropiletilamina 129,24 4,0 0,34 ml 2,08
CH2Cl 5mi

El compuesto 4 (0,285 g, 99%) en forma de un sdlido de color amarillo se prepard usando el Acoplamiento General
de EDC. "H RMN (DMSO) & 10,23 (s, 1H), 8,44 (d, J = 8,2, 1H), 7,92 (d, J = 8,4, 2H) 7,74 (d, J = 8,4, 2H), 7,60 (d, J
= 8,6, 2H), 7,23 (d, J = 8,6, 2H) 7,00 (d, J = 9,7, 1H), 4,62 (dd, J = 4,1, 8,5, 1H) 4,22-4,25 (m, 1H) 3,61 (s, 3H), 3,09
(s, 3H), 1,19 (s, 9H), 1,11 (d, J = 6,8, 3H).

Sintesis de 3-amino-2-(4-((4-(metilsulfonamido)fenil)buta-1,3-diinil)lbenzamido)butanoato de (2S,3R)-metilo (5)

A una solucién del compuesto 4 (0,285 g, 0,515 mmol) en CHxCl, (10 ml) se le afadié lentamente TFA (2 ml). La
solucion se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 1 h y después se concentré al vacio. Después, el
aceite espeso se destild azeotrépicamente con CH,Cl, (3 x) para proporcionar la sal TFA del producto deseado 5
(0,284 g, 100 %) en forma de un solido de color blanquecino. LC-MS [M+H]" = 454,1 (Tedrico, CasH2sN30sS* =
454,1).

Sintesis de N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-((4-(metil  sulfonamido)fenil)buta-1,3-
diinil)benzamida 93-1

La sal TFA de 5 (0,284 g, 0,515 mmol) se disolvié en alcohol isopropilico (6 ml), se afiadié en una porcién la solucion
de hidroxilamina (0,68 ml, 10,3 mmol) a temperatura ambiente y la solucién se dej6é en agitacién durante 18 h a
temperatura ambiente. Los volatiles se retiraron al vacio y el material en bruto resultante se purificé por HPLC de
fase inversa (MeCN al 5-40%/H20, con TFA al 0,1 %) y después se liofiliz6 a sequedad para proporcionar el producto
deseado (93-1) (0,067 g, 29%) en forma de un solido de color blanco; LC-MS [M+H]" = 455,1 (Tedrico,
C22H23N40sS™ = 455,1).

Ejemplo 94 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-(ciclopropilbuta-1,3-diinil)-N-(2-(hidroxiamino)-1-(1-hidroxiciclopropil)-2-oxoetil)benzamida 94-1

EtMgBr
MeO O THOIPH, MH Acs0 ME)U\X
MeOMOMe E1;0 MeQ OH  pindina Me (Y QAc
1 2
C
oxona M 1) Cloruro de oxalilo o 1y NaN3 / DMF /LKI;
_ _— T Mel OH
THF/H,O  HO OAc  2) NBS MeOJI\XOAc 2)H2/ Pd-C NH
3 3) MeOH Br L 2
4
o OH
o N 0
OH
o 1) HATU / DIEA 4 o |
P HN ? 7 7
Z ©
5 o QO
N OH
2) NH2OH! IPA Ho Iy
—_— P
P
94-1
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Sintesis de 1-(2,2-dimetoxietil)ciclopropanol (1)

Una solucién de 3,3-dimetoxipropanoato de metilo (28,2 g, 190 mmol) en un matraz de tres bocas equipado con un
agitador de hélice se enfrié a 0 °C en una atmdsfera de N,. Después, se afiadié lentamente el Ti(OiPr)s (11,3 ml,
38,1 mmol) y la solucién se dej6 en agitacion durante 10 min a 0 °C. Después, a esta solucion enfriada con agitacion
vigorosa se le anadio la solucién de EtMgBr (1568 ml, 475 mmol) mediante una bomba de jeringa a ~3 ml/min.
Después de que se completara la adicién, se dej6 calentar lentamente la solucién a temperatura ambiente y se agitd
durante 18 h mas. Después, la solucién se enfrio a 0 °C y se afadié lentamente agua desionizada (45 ml) con
agitacion vigorosa. Después de agitar durante 20 min a 0 °C, la mezcla se filtr6 al vacio a través de una capa de
MgSO4 anhidro. La solucién transparente incolora se concentré al vacio y se purificd por cromatografia ultrarrapida
(EtOACc al 0-50 %/Hex) para proporcionar el producto deseado (1) en forma de un aceite incoloro transparente (8,60
g, 31 %). "H RMN (DMSO) & 5,04 (s, 1H), 4,62 (t, J = 5,3, 1H), 3,22 (s, 6H), 1,69 (d, J = 5,3, 2H) 0,50 (dd, J = 4,9,
6,9, 2H), 0,37 (dd, J = 4,2, 6,2, 2H).

Sintesis de acetato de 1-(2,2-dimetoxietil)ciclopropil (2)

A una solucion del compuesto 1 (8,60 g, 58,8 mmol) en CH.Cl; se le afadieron secuencialmente DMAP (0,718 g,
5,88 mmol) y piridina (7,13 ml, 88,2 mmol). Después, la solucion se enfrid a 0 °C y se afiadié gota a gota anhidrido
acético. Después de que se completara la adicidn, la solucién se agité a 0 °C durante 10 min y después se dejo
calentar a temperatura ambiente y se agité durante 18 h. Después, la solucién se lavé con NaHSO4 acuoso (1,0 N, 2
x 100 ml) y NaHCO3 acuoso (sat., 2 x 100 ml), se secé (MgSOQ.), se filtré6 y se concentré al vacio. Se aislo el
producto deseado (2) en forma de un aceite incoloro transparente (11,1 g, 99%). 'H RMN (DMSO) & 4,50 (t, J = 5,5,
1H), 3,21 (2, 6H), 1,95 (d, J = 5,3, 2H), 1,92 (s, 3H), 0,73-0,78 (m, 2H), 0,66-0,71 (m, 2H).

Sintesis de acido 2-(1-acetoxiciclopropil)acético (3)

El compuesto 2 (11,1 g, 58,8 mmol) se disolvié en THF (50 ml) y agua (100 ml) y se enfrid a 0 °C. A esta solucion
enfriada se le anadi6é en porciones Oxone®. Después de que se completara la adicion, la suspensiéon se dejé en
agitacion a 0 °C durante 10 min y después se calenté a temperatura ambiente. Después de 8 h a temperatura
ambiente, la suspension se diluyd con H20 desionizada (100 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 150 ml). Los extractos
organicos combinados se secaron (MgSOQs), se filtraron y se concentraron al vacio. El producto (3) se aislé en forma
de un aceite incoloro pegajoso (9,1 g, 98%). 'H RMN (DMSO) 6 2,66 (s, 2H), 1,92 (s, 3H), 0,77-0,85 (m, 4H).

Sintesis de 2-(1-acetoxiciclopropil)-2-bromoacetato de metilo (4)

El compuesto 3 (3,35 g, 21,2 mmol) se disolvié en DCE anhidro (60 ml) en una atmdsfera de Nz y se enfrio a 0 °C.
Después, se afiadio lentamente cloruro de tionilo (3,5 g, 30 mmol) y la solucién se calent6 a reflujo durante 30 min. A
temperatura ambiente, se afiadieron NBS (4,78 g, 26 mmol) y 4 gotas de HBr concentrado y la solucion se calento a
reflujo durante 4 h. Se afiadi6 MeOH (50 ml) a temperatura ambiente y la solucién se agit6 a ta durante 3 h. El
disolvente se retiraron a presion reducida, se afadié agua (100 ml) y el producto se extrajo con acetato de etilo, se
secd (Na2S04) y se concentrd para dar 3,8 g de 4.

Sintesis de 2-amino-2-(1-hidroxiclopropil)acetato de metilo (5)

El producto de bromuro 4 se redisolvié en DMF seca (20 ml), se afiadié NaN3 (2,05 g, 30 mmol) y se calenté a 85 °C
durante 4 h. La mezcla de reaccion se diluy6é con acetato de etilo (100 ml) y se afadieron 5 ml de agua. La capa
organica se separo, se seco y se concentré. El producto (2,6 g) se hidrogené con Pd-C (1,2 g) (275,79 kPa (40 psi))
durante 2 h. El catalizador se retir6 por filtracion y la solucién de etanol se concentré para dar 5 (2,42 g)

Sintesis de 2-(4-(ciclopropilbuta-1,3-diinil)lbenzamido)-2-(1-hidroxiciclopropil)acetato de metilo (7)

Reactivo PM Equiv. | g/ml mmol
acido 4-(ciclopropilbuta-1,3-diinil)benzoico 201 1 210 mg 1
2-amino-2-(1-hidroxiciclopropil)acetato de metilo 145 2 300 mg 2,06
HATU 380,23 1,0 395 mg 1,05
DIEA 129,24 4 1,2 ml exceso
CH3CN 10 mi

El compuesto (7) (172 mg) se preparé usando el Método General para el acoplamiento de HATU y se us6 en la
siguiente etapa sin purificacion. LC-Ms (M+1) 338.

Sintesis de 4-(ciclopropilbuta-1,3-diinil)-N-(2-(hidroxiamino)-1-(1-hidroxiciclopropil)-2-oxoetil)benzamida (94-
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1)

Se afiadio hidroxilamina ac. (2 ml, ac. al 50 %) a una solucién agitada del éster 7 (0,17 g, 0,51 mmol) en isopropanol
(15 ml) y se agité durante 18 h. El exceso de disolvente se retiré y el producto se purific6 en una HPLC de fase
inversa para dar el compuesto (94-1) (42 mg) LC-MS (M+1) 339: Formula Quimica: C19H18N204, PM: 338,36.

Ejemplo 95

N—

N
— oo
-—p-

HATU, DIEA, DMF, e
TA, 20 min
Q
1) HCI 4M/dioxano - NH:
TA, 1h R—
2) NH20H (ac.) al 50%/IPA 1:1 i
TA, 16 h N
Eans 3 Q OH

El Ejemplo 95 se preparé usando el Método General para el acoplamiento de HATU, Método General para
desproteccion con Boc y Método General para formacion de hidroxamato

Sintesis del Acido Intermedio IC-3
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4 5 N, 6

- 8] diisopropilamida O TA
p——" Y4 —— TBSO"'Q"": E—
() Cul/PdClz (PPhz)zClz
/ TA. 2h
OH
o Q==
]
1C-3

4-hidroxiciclohexanocarboxilato de (1s, 4s)-metilo 2

Se enfri6 metanol (104 ml) en un bafio de hielo-NaCl y se afadié gota a gota SOCI, (15,2 ml). A la solucién
resultante de HCI en metanol se le afiadié el compuesto 1 (15 g, 0,1042 mol, 1,0 equiv.) y la mezcla de reaccion se
calent6 a reflujo durante 1 h. Después de ese tiempo, el metanol se evapord y se anadieron otros 104 ml de una
solucion 2 M de HCI en MeOH, preparada de la misma forma que antes, y la mezcla de reaccion se calent6 a reflujo
durante otra hora. EI metanol se evapord de nuevo para dar el compuesto 2 (16,3 g, 99%) en forma de un liquido de
color amarillo claro. "H RMN (400 MHz, DMSO- dg): 1,47-1,83 (m, 9H), 2,36-2,51 (m, 1H), 3,63 (s, 3H), 4,26 (s, 1H)

4-(terc-Butildimetilsililoxi) ciclohexanocarboxilato de (1s, 4s)-metilo (3)

A una solucién del compuesto 2 (16,3 g, 0,1032 mol, 1,0 equiv.) e imidazol (14,03 g, 0,206 mol, 2,0 equiv.) en DMF
seca (100 ml) se le afiadié TBSC1 (17,1 g, 0,114 mol, 1,1 equiv.) en ocho porciones a 0 °C, y después la mezcla de
reaccion se calentd a 30 °C y se hizo reaccionar a esta temperatura durante 2 h. La DMF se evaporod, se afadio
DCM (150 ml), se lavé con agua (80 ml x 2) y salmuera (100 ml), se sec6 sobre sulfato sédico anhidro, se evaporo el
DCM y se purificé con una columna de gel de silice (AE:EP, 1:50) para dar el compuesto 3 (17 g, 61 %) en forma de
un liquido incoloro. "H RMN (400 MHz, CDCls): & 0,032 (s, 6H), 0,88 (s, 9H), 1,45-1,51 (m, 2H), 1,61-1,68 (m, 4H),
1,90-1,98 (m, 2H), 2,29-2,34 (m, 1H), 3,67 (s, 3H), 3,89 (s, 1H)

(1s, 4s)-4-(terc-butildimetilsililoxi) ciclohexil) metanol (4)
A una suspension agitada de LiA1H4 (1,9 g, 0,05 mol) en THF seco (50 ml), en una atmédsfera de N, enfriada a 0 °C,

se le afadié gota a gota una solucién del compuesto 3 (17 g, 0,0625 mol) en THF seco (20 ml). La mezcla de
reaccion se agité durante 1,5 h a 0 °C, después se inactivd mediante la adicion de Na>SO4-10H.0 (5 g), se filtrd, el
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disolvente se evapord, y se purific6 mediante una columna de gel de silice (AE: EP, 1:20) para dar el compuesto
4(10,5 g, 69%) en forma de un aceite espeso. 'H RMN (400 MHz, DMSO- ds): 8 0,02 (s, 6H), 0,86 (s, 9H), 1,14-1,41
(m, 7H), 1,51-1,55 (m, 2H), 3,17 (t, J=10,8 Hz, 2H), 3,94 (s, 1H), 4,36 (t, J=10,8 Hz, 1H)

(1s, 4s)-4-terc-butildimetilsililoxi) ciclohexanocarbaldehido (5)

Se disolvio completamente IBX (14,45 g, 0,052 mol) en DMSO (50 ml) y después se afadié en una porcion el
compuesto 4 (10,5 g. 0,043 mol) y se hizo reaccionar a 30 °C durante 3 h. Se afadi6 agua (60 ml) para interrumpir la
reaccion, se filtro, se afadid AE (100 ml), se lavd con agua (80 ml x 2) y salmuera (100 ml), se secé sobre sulfato
sédico anhidro, el AE se evaporod y el residuo se purificd mediante una columna de gel de silice (AE:EP, 1:50) para
dar el compuesto 5 (6,29 g, 50 %) en forma de un liquido incoloro. 'H RMN (400 MHz, DMSO- ds): 0,021 (s, 6H),
0,84 (s, 9H), 1,43-1,48 (m, 2H), 1,51-1,60 (M, 4H), 1,67-1,76 (m, 2H), 2,27-2,3 (m, 1H), 3,86 (s, 1H), 9,56 (s, 1H)

Terc-butil ((1s, 4s)-4-etinilciclohexiloxi) dimetilsilano (6)

A una solucion del compuesto 5 (6,29 g, 0,026 mol) y K-CO3 (7,18 g, 0,052 mol) en metanol (50 ml) se le afadi6 1-
diazo-2-oxopropilfosfonato de dimetilo (5,99 g, 0,031 mol) y se agité durante una noche. La mezcla de reaccion se
diluyé con Et20 (50 ml), se lavé con una solucién acuosa (5 %) de NaHCO3 (30 ml) y se secd sobre sulfato sédico
anhidro, después de la filtracion y la evaporamon del disolvente al vacio, para dar el compuesto 6 (3,09 g, 50 %) en
forma de un liquido de color amarillo claro. 'H RMN (400 MHz, DMSO- ds): 0,025 (s, 6H), 0,85 (s, 9H), 1,16-1,36 (m,
3H), 1,51 (d, J=4,8 Hz, 2H), 1,74-1,87 (m, 3H), 2,26-2,30 (m, 1H), 2,83-2,86 (m, 1H), 3,6-3,74 (m, 1H)

4-(((1s, 4s)-4-(terc-Butildimetilsililoxi) ciclohexil) buta-1, 3-diinil) benzoato de metilo (7)

Reactivo PM Equiv. mmol g, ml
Compuesto 6 238,44 1,3 13 3,099
4-(Bromoetinil)benzoato de metilo 239,07 1,0 10 2,58¢g
Pd(PPh3)2Cl2 701,9 0,05 0,5 0,38g
Cul 190,45 0,05 0,5 0,1g
Diisopropilamina 101,19 3 30 4,54 ml
THF 50 ml

El compuesto 7 (2,9 g, 58%) en forma de un sélido de color amarillo claro se prepar6 usando el mismo método que
el usado para preparar IC-2. 'H RMN (400 MHz, DMSO- dg): 0,032 (s, 6H), 0,85 (s, 9H), 1,23-1,95 (m, 8H), 2,57-2,73
(m, 1H), 3,59-3,77 (m, 1H), 3,86 (s, 3H), 7,67 (d, J=8 Hz, 2H), 7,95 (d, J=8,4 Hz, 2H).

Acido 4-(((1s, 4s)-4-(terc-butildimetilsililoxi) ciclohexil)buta-1,3-diinil)benzoico (8)

Reactivo PM Equiv. mmol g, ml
Compuesto 7 396,59 1,0 7,32 2,99
NaOH (solucién 2 N) 7 ml
THF 7 ml
Metanol 7 ml

El compuesto 8 (2,0g, 71%) se obtuvo en forma de un sdlido de color blanco y se separ6 usando el Método General
para hidrélisis basica. 'H RMN (400 MHz, DMSO- dg): 0,036 (s, 6H), 0,85 (s, 9H), 1,28-1,95 (m, 8H), 2,57-2,77 (m
1H), 3,65-3,78 (m, 1H), 7,64 (d, J=8 Hz, 2H), 7,93 (d, J=8,4 Hz, 2H), 13,23 (s, 1H)
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Sintesis del Acido Intermedio 1C-4
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Tetrahidropiran-4,4-dicarboxilato de dietilo (1)

En un bafio de hielo, a un matraz de tres bocas se le afadieron 600 ml de EtOH y después se afiadieron 23 g (1
mmol) de Na. Después de que se disolviera casi todo el Na, a la solucion se le afiadieron gota a gota,
secuencialmente, 160 ml de malonato de dietilo (1 mol) y 1-cloro-2-(2-cloroetoxi)etano (118 ml, 1,2 mol) a ta y se
agité durante media hora mas. Después, la mezcla se calenté a reflujo durante 1 h y se enfri6 a ta, después se vertid
en la mezcla otra parte de solucion de NaOEt (25 g de Na disuelto en 600 ml de EtOH) (1,2 mol) y se calenté a
reflujo durante una noche. Al dia siguiente, el disolvente se evaporé. El residuo se disolvié en agua y el producto se
extrajo tres veces con EtOAc. La capa orgéanica se lavé con salmuera, se sec6 sobre Na2804 y se evaporo para dar
el producto en bruto, que dio el producto puro (120 g, Rend. = 52%) por destilacion. 'H RMN (400 MHz, CDCl3): &
ppm 4,2 (c, 4H), 3,68 (m, 4H), 2,12 (m, 4H), 1,26 (t, 6H).

Acido tetrahidropiran-4,4-dicarboxilico (2)

A una solucion del compuesto 1 (40,0 g, 1,0 equiv.) en CH3OH/THF/H,O = 5/5/1 (600 ml) se le afiadio NaOH (27,8 g,
4,0 equiv.) y la mezcla reaccioné a 25 °C durante una noche. Después, los disolventes de reaccién se retiraron y se
neutralizaron con HCI 1 N a pH = 3-5. EI producto se extrajo con EtOAc y se concentrd a presion reducida para dar
el producto deseado 2 (27,3 g 91 %). 'H RMN (400 MHz, DMSO- ds): d ppm 12,84 (S, 2H), 3,53 (M, 4H), 1,89 (m
4H).

Acido tetrahidro-2H-piran-4-carboxilico (3)

Se puso 2 (27,3 g) en un frasco y se calent6 gradualmente a 170 °C durante un periodo de 1 h hasta que ceso el
desprendimiento de gas. El sdlido que quedd era el producto deseado 3(20,4 g, Rend. = 100 %). 'H RMN (400 MHz,
DMSO- de): & ppm 12,19 (s, 1H), 3,80 (m, 2H), 3,28 (m, 2H), 2,47 (m, 1H), 1,69 (m, 2H), 1,53 (m, 2H).

(Tetrahidro-2H-piran-4-il)metanol (4)

Se disolvié 3 (6,5 g, 50 mmol, 1 equiv.) en THF seco (150 ml) y se afiadié gota a gota BF3-Et20 (7,0 ml, 50 mmol,
1,0 equiv.). La mezcla se calent6 a reflujo. Mientras permanecia a esta temperatura, se afiadié gota a gota BH3;-THF
1M/L (55 ml, 55 mmol, 1,1 equiv.). Cuando termind la adicion, la mezcla se dejo calentar a reflujo durante una noche.
Al dia siguiente, se afiadi6 una solucién 3M/L de NaOH (970 ml, 4,0 equiv.) mientras la mezcla se enfriaba a t.a. y se
calent6 de nuevo a reflujo durante 1,5 h. Después, los disolventes se retiraron y el producto se extrajo tres veces con
EtOAc. La capa organica se lavé con salmuera, se secé y se evaporo para dar el producto en bruto que se purifico
por cromatografia en columna (EP/AE = 6:1-2:1) para obtener el producto puro deseado 4 (4,8 g, Rend. = 83%). 'H
RMN (400 MHz, DMSO-dg): & ppm 4,31 (m, 1H), 3,71 (m, 2H), 3,09 (m, 4H), 1,40 (m, 3H), 0,98 (m, 2H).

Tetrahidro-2H-piran-4-carbaldehido (5)

Se disolvio IBX (5,8 g, 1,2 equiv.) en 30 ml de DMSO a 40 °C y a la mezcla se le afiadio 4 (2,0 g, 1,0 equiv.) y se
dej6 en agitacion durante una noche. Al dia siguiente, el sélido se filtrd, el filtrado se diluyé con 80 ml de agua y el
producto se extrajo cuatro veces con éter. La capa de éter se lavd con salmuera, se seco y los dlsolventes se
evaporaron en un barfio de hielo para dar el producto en bruto 1,3 g (el producto se disperso en el aire). '"H RMN (400
MHz, DMSO- ds): 6 ppm 9,62 (s, 1H), 3,81 (m, 2H), 3,34 (m, 2H), 2,56 (m, 1H), 1,75 (m, 2H), 1,50 (m, 2H).
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4-(2,2-Dibromovinil)-tetrahidro-2H-pirano (6)

A una solucion a 0 °C del compuesto 18-5 (1,3 g, 11,4 mmol, 1,0 equiv.) y tetrabromuro de carbono (4,2 g, 12,5 mol,
1,1 equiv.) en CHxCl> seco (30 ml) se le afiadié trifenilfosfina (6,27 g, 24,0 mmol, 2,1 equiv.) en 4 porciones a
intervalos de 3 min. Después, la reaccion se agité durante 1 h a 25 °C. A la mezcla de reaccion se le anadié hexano
con buena agitacion, y la suspension resultante se filtré a través de gel de silice y se evaporé para dar el producto
en bruto, que se purificd por cromatografia en columna (EP/AE = 0-10 %) para obtener el producto puro 6 (2,0 g, 65
%). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 6,20 (d, J = 8,8 Hz), 3,87 (m, 2H), 3,37 (m, 2H), 2,47 (m, 1H), 1,57 (m,
2H), 1,42 (m, 2H).

4-((Tetrahidro-2H-piran-4-il)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (7)

Una solucién de 6 (2,0 g 7,4 mmol, 1 equiv.), 4-etinilbenzoato de metilo (1,80 g, 11,1 mmol, 1,5 equiv.), Pd.dbas (68
mg, 0,08 mmol, 0,01 equiv.), TMPP (106 mg, 0,32 mmol, 0,04 equiv.) y TEA (3 ml, 22,2 mmol, 3 equiv.) en DMF
anhidra (30 ml) se lavé abundantemente con N y se calent6 a 80 °C durante 10 horas. Después, la mayor parte de
la DMF se evapor6 a presion reducida, el residuo se disolvio en EtOAc (500 ml) y se lavd con una solucion
semisaturada de NaCl (300 ml x 4), se seco sobre Na;SO4 y se evapor6 para dar un producto en bruto, que se
purificé por cromatografia (AE/EP = 1/20-1/5) para dar el producto deseado 7 (360 mg, 30 %). MS:[M+1]" 269

Acido 4-((tetrahidro-2H-piran-4-il)buta-1,3-diinil)benzoico (IC-4)

Reactivo PM Equiv. mmol g, ml
Compuesto 7 268 1,0 1,3 360mg
NaOH 40 4,0 54 300m
CH3OH/THF/H20 = 5/5/1 50 ml

El compuesto IC-4 (310 mg, 98%) se prepard y se separ6 usando el Método General para hidrolisis basica. MS:
[M+1]" 255. "H RMN (400 MHz, DMSO- d): & ppm 13,21 (s, 1H), 7,94 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,66 (d, J = 8,4 Hz, 2H),
3,77 (m, 2H), 3,44 (m, 2HO, 2,93 (m, 1H), 1,83 (m, 2H), 1,62 (m, 2H).

Sintesis del Acido Intermedio I1C-5
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4-(2,2-Difluorociclopropil buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (5)

Se afiadi6 IBX (2,8 g, 10 mmol) a DMSO (20 ml) en una porcion. Después de que se disolviera totalmente el IBX, se
anadio el compuesto 1 en una porcidn y la mezcla se agité durante 3 h a 25 °C. Después, se afiadieron 80 ml de
agua y el precipitado de color blanco se retird por filtracion sin succion. El filtrado se extrajo con tolueno (3 x 15 ml).
Después, la capa organica se lavé con agua (5 x 10 ml) y se secd durante una noche con MgSO,4 anhidro. EI MgSO4
se retird por filtracion y el solido se lavé dos veces con tolueno. Un matraz de 3 bocas cargado con K,COs (2,61 g,
18 mmol) se lavé abundantemente 3 veces con nitrégeno. Después, se anadieron secuencialmente MeOH (30 ml),
la solucién en tolueno de la primera etapa y fosfonato de dimetil-1-diazo-2-oxopropilo (1,728 g, 9 mmol). La mezcla
de reaccion se agité a t.a. durante una noche y se lavé con agua destilada (3 x 10 ml). Después, la capa organica se
seco sobre MgSO,4 anhidro durante 4 horas. La filtracion con succion dio la solucién en tolueno del compuesto 3 para
la siguiente etapa. Otro matraz de 3 bocas con 4-etinil benzoato de metilo (480 mg, 3 mmol), Pd(PPhz)2Cl> (105 mg,
0,15 mmol) y Cul (567 mg, 0,3 mmol) se cargd con N». La solucién secada con tolueno que contenia el compuesto 3
se puso en el matraz mediante una jeringa. Se afiadié gota a gota diisopropilamina (909 mg, 9 mmol). La mezcla de
reaccion se agitd durante una noche y se filtré. El solido se lavé con EtOAc (3 x 20 ml). El filtrado se concentré al
vacio y se purificé por cromatografia ultrarrapida (EP:AE = 50:1) para dar el compuesto 5 (262 mg, rendimiento del
11 % en 3 etapas) en forma de un sélido de color amarillo. 'H RMN (500 MHz, CDCl3): & ppm, 7,98 (d, J =8,0 Hz,
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2H), 7,54 (d, J =8,0 Hz, 2H), 3,92 (s, 3H), 2,25-2,32 (m, 1H), 1,79-1,83 (m, 1H), 1,63-1,68 (m, 1H).
Acido 4-(2,2-difluorociclopropil buta-1,3-diinil)benzoico (IC-5)

A una solucién del compuesto 5 (260 mg, 1 mmol) en THF (5 ml) se le afiadieron MeOH (5 ml) y una solucién de
NaOH (160 mg, 4 mmol) en agua (2 ml) a 0 °C. Después, la mezcla se agité a t.a. durante 2 h mientras se
controlaba por TLC. El disolvente se evaporo y se afadieron 20 ml de agua. Después, el valor de pH de la mezcla se
ajusto a 2-3 y se extrajo con EtOAc (3 x 15 ml). La capa organica se seco sobre MgSOs, se filtrd y se concentrd para
dar el compuesto IC-5 (200 mg, 81 %) en forma de un sdlido de color rosa claro. 'H RMN (500 MHz, DMSO-ds): &
ppm, 7,94 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 7,69 (d, J = 6,5 Hz, 2H), 2,90-2,94 (m, 1H), 2,15-2,19 (m, 1H), 1,90-1,97 (m, 1H).

Sintesis del Acido Intermedio 1C-6

PA(PPhs)Ch  —4 1. K,CO, DMF
TME—= + —_ — s— Mg
Br Cul, Et;N TA,2h
1 SN 80°C, 5h, 2
etapa 1
O 2. Pd{PPhs%Cl
" Br%Q—{ (4.. N o o
OMe Cul, Et;N -
SM2 3 Ohte
etapa 2 (1+2)
NEOH,HQO O
W
THF, MeOH -
TA. in 87% OH
etapa 3 1C-6

Etapa 1: Trimetil(4-metilpent-3-en-1-inil)silano 2

En una atmésfera de nitrégeno, se afadié etiniltrimetilsilano 1 (3,5 g, 0,036 mol, 1,2 equiv.) a una solucién del
compuesto SM1 (4 g, 0,03 mol, 1,0 equiv.), PdCI>(PPhs) (1,05 g, 1,5 mmol, 0,05 equiv.) y Cul (0,6 g, 0,003 mmol,
0,1 equiv.) en TEA (50 ml) a 90 °C. Se dejo que la mezcla reaccionara durante una noche. Después, el precipitado
se aislo. La torta de filtro se lavé con Et20 (100 ml). El filtrado se concentré a presion reducida. El residuo se disolvid
en Et.O (100 ml) y se lavé con HCl ac. 1 M (200 ml), agua (200 ml x 2) y salmuera (200 ml). La capa organica se
separod, se secod (NaxSOQ4) y se filtrd. El filtrado se concentré a presidon reducida para dar el producto en bruto del
compuesto del titulo 2 en forma de un liquido (3 g, 65 % de rendimiento). La pureza fue de aproximadamente el 70
% por LCMS.

Etapa 2: 4-(6-Metilhepta-5-en-1,3-diinil)benzoato de metilo 3

Una solucién del compuesto 2 (2 g, 0,02 mol, 1,0 equiv.) en DMF (50 ml) se traté con K,CO3 (16 g, 0,12 mol, 4
equiv.) a t.a. Después, la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Después, a la mezcla de reaccién se
le afiadieron rapidamente el reactante 4-(bromoetinil)benzoato de metilo SM2 (5 g, 0,02 mol, 1,0 equiv.),
PdCIx(PPhs). (0,7 g, 0,001 mol, 0,05 equiv.), Cul (0,38 g, 0,002 mmol, 0,1 equiv.) y diisopropilamina HN(i-Pr)2 (4 g,
0,04 mol, 2,0 equiv.) con proteccién mediante una atmdsfera de Na. La mezcla se agité durante una noche. Después,
a la mezcla de reaccion se le afiadié EtOAc (200 ml) y se lavé con HCI acuoso diluido (150 x 2) y H2O (200 x 2). La
capa organica se lavd, se secod (NaxSOs), se filtro y se concentré a presion reducida. El residuo se purifico por
cromatografia sobre gel de silice para dar el producto deseado 3 (0,4 g, 10 %). LCMS (m/z): [M+H]" = 239,0. H
RMN (300 MHz, CDCls): 6 7,97-7,99 (m, 2H), 7,57-7,49 (m, 2H), 5,40 (s, 1H), 3,92 (s, 3H), 1,98(s, 3H), 1,87 (s, 3H).

Etapa 3: Acido 4-(6-metilhepta-5-en-1,3-diinil)benzoico 4

Una solucién del compuesto 3 (0,25 g, 1,7 mmol, 1,0 equiv.) en metanol (5 ml) se traté con KOH/H0 (0,3 g/3 ml) a
t.a. La mezcla de reaccién se neutralizé con acido acético y EtOAc (100 ml). La capa organica se lavo con NaxCOs
ac. al 5 % (50 ml x 2), se secd sobre Na;SOs, se filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se seco al vacio
durante una noche para proporcionar el compuesto del titulo IC-6 (0,2 g, 87%). LCMS (m/z): [M+H]" = 225,0. 'H
RMN (300 MHz, DMSO): & 7,93-7,95 (d, 2H), 7,66- 7,68 (d, 2H), 5,58 (m, 1H), 1,93(s, 3H), 1,87 (s, 3H).
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Sintesis del Acido Intermedio IC-7

O\\$,,O -
-
HC . 8] Ml TEA & 0 /NH- HCO  Nal
] P CHCLITHF O°C - 5 DIPEA DMF 65°C
2 /
/ /
—N O NaOH2N  —pN o)

0 THF CHOH oH

4-(5-(Metilsulfoniloxi)penta-1,3-diinil)benzoato de metilo (2)

A una solucion agitada del compuesto 1 (0,7 g, 3,27 mmol), TEA (0,55 ml, 3,92 mmol) en diclorometano (30 ml) y
THF (10 ml) se le afadi6é gota a gota cloruro de metanosulfonilo (0,56 g, 0,38 ml, 4,9 mmol) con refrigeracién con
hielo. Después de la adicion, el bafio de refrigeracion se retird y la agitacion continué durante 2 horas. La mezcla se
diluyé con diclorometano (100 ml) y se lavd sucesivamente con agua (30 ml), NH4CI saturado (20 ml) y salmuera (50
ml), se secd (NaxSO,) y se filtrd. El residuo se evaporé para dar el producto en bruto en forma de un sélido de color
pardo oscuro. MS (m/z): [M+H]" = 293

4-(5-(Dimetilamino)penta-1,3-diinil)benzoato de metilo (3)

A una solucién del compuesto 2 (0,533 g, 3,27 mmol) en DMF (20 ml), se le afiadié hidrocloruro de dimetilamina (3,2
g, 39 mmol), seguido de DIPEA (5,9 g, 7,9 ml, 45,8 mmol). Después de que se agitara a 65°C durante 2 horas, se
enfrié a temperatura ambiente, se diluyé con NaHCO3 acuoso saturado y se extrajo con diclorometano (3 x 100 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron (agua y salmuera), se secaron (Na;S0O,), se filtraron y se evaporaron a
sequedad. El producto en bruto se purificd por cromatografia en columna sobre gel de silice (EP/AE = 20:1) para dar
el producto deseado (0,2 g, 25 %). MS (m/z): [M+H]" = 242. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 2,22 (s, 6H), 3,50 (s, 2H),
3,59 (s, 3H), 7,72 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,96 (d, J=8,8 Hz, 2H).

Acido 4-(5-(dimetilamino)]penta-1,3-diinil)benzoico (IC-7)

A una solucién del compuesto 3 (0,2 g, 0,83 mmol ) en una soluciéon en mezcla de THF (20 ml) y CH3OH (10 ml) se
le afiadié gota a gota NaOH 2 N (5 ml) a temperatura ambiente. Se dej6 que la mezcla reaccionara a temperatura
ambiente durante 3 horas y el disolvente se destilé y se extrajo con éter. La capa acuosa se ajusté a pH 7 con HCI
acuoso 2 N y se filtr6 para dar el compuesto 4 (129 mg, 68%) en forma de un sélido de color amarillo. MS (m/z):
[M+H]" = 228. "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 2,23 (s, 6H), 3,51 (s, 2H), 3,59 (s, 3H), 7,69 (d, J=8 Hz, 2H), 7,94 (d,
J=7,6 Hz, 2H).

Sintesis del Acido Intermedio IC-8

P A
e (G e e e,
O g (\s; MeOH, reflujo N\\:O TEA Cul 90°C
1 2

\
[ —=—ms on [ >y= O PAPPoCH Cul_
S S S + Br—= .
= o i-PryNH THF, TA
"\yo MeOH THF Ny &
3 4
o)
D= = NaOH 2 N Ty = P
=7 8 o g OH
N 5 77 THF CHiOH /==
-0 N [o%]

5-(5-Bromotiofen-2-il)oxazol (2)

A una solucion desgasificada de isocianuro de tosilmetilo (0,56 g, 2,88 mmol) y K.CO3 (0,4 g, 2,88 mmol) en CH3;OH
seco (15 ml) se le afadié el compuesto 1 (0,5 g, 2,9 ml, 2,6 mmol). La mezcla de reaccién se calento a reflujo en una
atmoésfera de nitrogeno durante 2 horas. Los volatiles se retiraron al vacio y el residuo se purific6 mediante una
columna de gel de silice (EP:AE = 50:1) para dar el compuesto 2 (0,45 g, 75 %) en forma de un sdlido de color
amarillo claro. '"H RMN (400 MHz, CDCls): 7,04 (d, J=4 Hz, 1H), 7,07 (d, J=4 Hz, 1H), 7,19 (s, 1H), 7,86 (s, 1H).
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5-(5-((Trimetilsilil)etinil)tiofen-2-il)oxazol (3)

En una atmoésfera de nitrégeno, se afiadid etiniltrimetilsilano (85 mg, 0,13 ml, 0,87 mmol) a una solucién del
compuesto 2 (0,1 g, 0,43 mmol), Pd(PPh3)2Cl> (10 mg, 0,014 mmol) y Cul (8 mg, 0,04 mmol) en TEA (5 ml) a 60 °C.
La solucion se calentd a 90 °C durante 2 horas. La reaccién se traté con AE (100 ml), se lavé con agua (100 ml) y
salmuera (100 ml), se secd (NaxSO4) y se evapord al vacio. El producto residual se purific6 mediante una columna
de gel de silice (EP: AE = 50:1) para dar el producto deseado (73 mg, 68%) en forma de un sélido de color amarillo
claro.

5-(5-Etiniltiofen-2-il)oxazol (4)

Una soluciéon del compuesto 3 (4,3 g, 17,4 mmol) en una solucién en mezcla de metanol (40 ml) y THF (50 ml) se
tratd gota a gota con KOH/CH3OH (0,49 g / 10 ml) por debajo de 10 °C. Se dej6 que la mezcla de reaccion
reaccionara a temperatura ambiente durante 0,5 h. La solucién de reaccion se neutralizé con acido acético a pH =7
y se concentrd a presién reducida. El residuo se purific6 mediante una columna de gel de silice (EP: AE = 50:1) para
dar el producto deseado (2,0 g, 67%) en forma de un sdlido de color amarillo. 'H RMN (400 MHz, CDCl3): 3,44 (s,
1H), 7,23 (d, J=2, 1H), 7,26 (d, J=1,6, 1H), 7,18 (s, 1H), 7,87 (s, 1H),

4-((5-(Oxazol-5-il)tiofen-2-il)buta-1,3-diinil)benzoato de metilo (5)

A una solucién desgasificada del compuesto 4 (1,9 g, 10,8 mmol), 4-(bromoetinil)benzoato de metilo (2,7 g, 11,4
mmol), Pd(PPh3)2Cl, (0,38 g, 0,54 mmol) y Cul (0,10 g, 0,54 mmol) en THF (90 ml) se le anadi6 i-PraNH (3,29 g, 4,6
ml, 32,5 mmol) a temperatura ambiente. Se dejé que la mezcla reaccionara a esta temperatura durante 3 h. La
mezcla se traté con AE (300 ml), se lavé con agua (200 ml), NH4Cl saturado (100 ml) y salmuera (300 ml), se seco
(Na2S0s) y se concentrd al vacio. El residuo se purifico mediante una columna de gel de silice (EP/AE = 1:1) para
dar el producto deseado (1,45 g, 40 %) en forma de un sélido de color amarillo.

Acido 4-((5-(oxazol-5-il)tiofen-2-il)buta-1,3-diinil)benzoico (IC-8)

A una solucion del compuesto 5 (1,43 g, 4,3 mmol) en una solucién en mezcla de THF (300 ml) y CH3zOH (50 ml) se
le afiadid NaOH 2 N (10 ml) a temperatura ambiente. Se dejé que la solucién de reaccién reaccionara durante 3
horas. Después, el disolvente organico se evaporo y el pH se ajustdé a 6 con HCI 2 N. La filtracion dio el producto en
bruto, que se trituré en THF. El preC|p|tado se recogio por filtracion para dar el producto deseado (0,262 g, 20 %) en
forma de un sélido de color amarillo. '"H RMN (400MHz, DMSO-dg): 7,52 (d, J=4, 1H), 7,66 (d, J=3,6, 1H), 7,72-7,74
(m, 3H), 7,98 (d, J=8, 2H), 8,51 (s, 1H).

Sintesis del Acido Intermedio I1C-9

o C ;O_ AGNO: | o = C ;0— PdCl,(PhsP),
- - o) | NBS, acetona/TA __ — 0 CIJ|,D|PA
0

1 THF, TA. una noche

I> m NaOH - o
0 CH,OHITHF/IH,0 T

o]

IC-9

4-(Bromobuta-1,3-diinil)benzoato de metilo (1)

Se disolvieron 0 (368 mg, 2 mmol, 1,0 equiv.) y AQNO3 (40 mg, 0,1 equiv.) en 50 ml de acetona y se agité durante 2
h a ta. Después, a la mezcla se le afiadié NBS (4 mmol, 2,0 equiv.) y se agité durante 2 h. La reaccién se controlo
por TLC. Cuando la reaccidon se completd, el sdlido se filtré y el filtrado se evaporé y se disolvio en EtOAc. La capa
organica se lavo con NaHCOs; sat., H.O y salmuera se seco, se filtr6 y se evapord para dar el producto deseado 1
sin purificacion (526 mg, Rend. = 100 %). 'H RMN (400 MHz, CDCI3): 6 ppm 8,00 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,56 (d, J=8,4
Hz, 2H), 3,92 (s, 3H).

4-(Ciclopropilhexa-1,3,5-triinil)benzoato de metilo (2)

En una atmésfera de nitrdgeno, se afadieron diisopropiletilamina (DIPEA) (1 ml, 3,0 equiv.) y etinilciclopropano (4
mmol, 2,0 equiv.) a una solucién del compuesto 1 (526 mg, 2 mmol 1,0 equiv.), PdCl>(PPhs), (0,181 g, 0,05 mmol,
0,025 equiv.) y Cul (0,191 g, 0,1 mmol, 0,1 equiv.) en THF seco (50 ml) en un bafio de hielo. Se dejo que la mezcla
reaccionara a t.a. durante una noche. Después, los disolventes se evaporaron y el residuo se purificd por
cromatografia en columna para dar el producto puro deseado 2 (380 mg, 76,6%). MS: [M+1]" = 249

Acido 4-(ciclopropilhexa-1,3,5-triinil)benzoico (IC-9)
A una solucién del compuesto 2 (380 mg, 1,0 equiv.) en CHzOH/THF/H20 = 5/5/1 (50 ml) se le afiadi6 NaOH (300
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mg, 4,0 equiv.). Después, la mezcla se agité a 25°C durante una noche. Después, el disolvente se retird y se
neutralizé con HCI 1 N a pH = 3-5. El producto se extrajo con EtOAc y se concentré a presion reducida para dar el
producto deseado IC-9 (310 mg, 86,6%). LC-MS: [M-H] = 233. 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 13,32 (s, 1H),
7,95 (d, J=8,4 Hz, 2H), 7,73 (d, J=8,4 Hz, 2H), 1,61 (m, 1H), 0,95 (m, 2H), 0,85 (m, 2H).

Sintesis del Acido Intermedio 1C-10

P
ome  HoA HO OMe
o Cu(l)Cl, NH20OH, HCI -
Gr = EthH: (ac), MeOH, 0
THF, 0°C 1
DAST
CHaClo
o
LiOH
R PH  turmeonH0 R OMea
0 0
Ic-10 s

El producto diana se prepard siguiendo el Procedimiento general para el Método 1-C (Acoplamiento de Cadiot-
Chodkiewicz), el Método 6 (Fluoracién con DAST) y el Método 2-A (Hidrdlisis basica)

Los siguientes compuestos se sintetizaron como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de
n.° teor. retencién (min) | HPLC-MS
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N
o OO
00 OH
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N\
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O NH,
N N
\—r_%©—< N
O 0 OH

95-5 382

NH,

=2

95-6 o 398
Q_} - N%iNHZ
o S 00 NbH

95-7 356
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/
—N N
%@—« N,
od  on
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Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de
n.° teor. retencién (min) | HPLC-MS
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Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de
n.° teor. retencién (min) | HPLC-MS
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Ejemplo 96 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de acido (E)-4-[4-(4-morfolin-4-imetilfenil)-but-3-en-1-inil]benzoico (1)

O
Ot &w CCB :—@—/{O
OHC—4 HOEt . N ; : N\—@—\\_l‘?—O_‘
3

Q Q
Il ¥ S G A

5 4-Morfolin-4-ilmetilbenzaldehido (2)

S1

A una solucién que contenia morfolina (5,25 ml, 60 mmol) en diclorometano (50 ml) se le afiadié gota a gota HCI (5
ml, 20 mmol, 4 M en dioxano) seguido de 4-dietoximetilbenzaldehido (1, 2,08 g, 10 mmol), NaBH3CN (0,44 g, 7
mmol) y Aliquat 336 (2,93 g, 7 mmol). Después, se afadié 1 g de tamices moleculares de 4 A. La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante una noche, se filir6 y el disolvente se retiré al vacio. Después, al residuo se le
10 afiadieron 200 ml de agua y el pH se ajustd a 4 con &cido citrico 0,5 M. La mezcla se agité durante 1 hora y después
se extrajo con éter (2 x 100 ml). El pH de la capa acuosa se ajustd a 9 con hidroxido sédico 1,0 M. Se extrajo con
éter (3 x 100 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (150 ml) y salmuera (50 ml) se secaron
(MgSO0,), se filtraron y se concentraron a presion reducida para dar el compuesto del titulo 2 (1,0 g, 48%). MS (m/z):
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[M+H]" = 206. "H RMN (300 MHz, CDCls): en ppm, 2,48 (s a, 4 H), 3,59 (s, 2 H), 3,70 - 3,78 (m, 4 H), 7,54 (d, J=8,0
Hz, 2 H), 7,85 (d, J=8,3 Hz, 2 H), 10,0 (s, 1 H).

(E)-4-[4-(2-Yodovinil)benciljmorfolina (3)

Se afadio cloruro de cromo anhidro (19,1 g, 155 mmol, 8 equiv.) a THF (400 ml) en una atmdsfera de nitrégeno. Se
anadié gota a gota una solucién de triyodometano (30,7 g, 78 mmol, 4 equiv.) en THF (500 ml) a 0 °C en una
atmosfera de nitrégeno. Después, se afiadio gota a gota una solucién de 2 (4,0 g, 19,5 mmol, 1 equiv.) en THF (100
ml). La mezcla se agité a 0 °C durante 2 h y después a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se verti6 en
agua enfriada con hielo y se extrajo con EtOAc (2 x 800 ml). La fase organica combinada se lavé con NaS203 ac. al
20 % (300 ml) y salmuera (300 ml), se seco (MgSOs), se filtrd y se concentré a presion reducida. El residuo se
purificé por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc del 0 al 5 %/Hexanos) para dar el compuesto del titulo 3 (3,55
g, 55 %). MS (m/z): [M+H]" = 330. '"H RMN (300 MHz, CDCls): en ppm, 2,44 (t, J=4,6 Hz, 4 H), 3,47 (s, 2 H), 3,70 (t,
J=4,6 Hz, 4 H), 6,80 (d, J=15 Hz, 1 H), 7,22-7,27 (m, 4 H), 7,41 (d, J=15 Hz, 1 H).

éster metilico del acido (E)-4-[4-(4-morfolin-4-il-metil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzoico (5)

A una mezcla de 3 (290 mg, 0,88 mmol, 1,0 equiv.), 4 (141 mg, 0,88 mmol, 1,0 equiv.), diisopropilamina (0,125 ml,
0,88 mmol) y PdCIx(PPhs), (32 mg, 0,044 mmol, 0,05 equiv.) en EtsN (15 ml) se le afadié Cul (18 mg, 0,09 mmol,
0,1 equiv.) en una atmésfera de nitrdgeno a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 12 h, se diluyé con EtOAc (40 ml), se filtr6 y se concentrd. El residuo se disolvio en EtOAc (50 ml), se lavd
con agua (50 ml) y salmuera (50 ml) y se secé (MgSO,). Después de la filtracion y la concentracion, el residuo se
purificé por cromatografia sobre gel de silice (EtOAc del 0 al 30 %/Hexanos) para dar el compuesto del titulo 5 (209
mg, 66%). MS (m/z): [M+H]" = 362. 'HRMN (300 MHz, CDCls3): en ppm, 2,44 (t, J=4,6 Hz, 4 H), 3,48 (s, 2 H), 3,70 (¢,
J=4,6 Hz, 4 H), 3,90 (s, 3 H), 6,36 (d, J=16,2 Hz, 1 H), 7,06 (d, J=16,2 Hz, 1 H), 7,30 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 7,37 (d,
J=8,4 Hz, 2 H), 7,50 (d, J=8,9 Hz, 2 H), 7,99 (d, J=8,9 Hz, 2 H).

Acido (E)-4-[4-(4-morfolin-4-ilmetilfenil)-but-3-en-1-inil]benzoico (1)

A una solucion de 5 (4,3 g, 11,9 mmol, 1,0 equiv.) en THF/MeOH/H20 (80 ml, 1/1/1) se le afadié LiOH H>O (1,0 g,
23,8 mmol, 2,0 equiv.). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 24 h. El pH se ajusté a 7 con HCI 1 M.
La mezcla se agité durante 1 h. El sélido se filtrd y se lavo con agua (40 ml) y éter (40 ml) y se secé al vacio. A una
suspension del soélido anterior en éter (40 ml) se le afadié HCI (24 ml, 48 mmol, 2 M en éter). La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 1 h. El sélido se filtr6 y se lavé con éter (40 ml), y se sec6 al vacio a 45 °C durante
una noche para dar el producto diana 1-HCI (3,0 g, 71 %). MS (m/z): [M+H]" = 348. "H RMN (300 MHz, CDCls): en
ppm, 2,95-3,20 (m, 4 H), 3,75-4,00 (m, 4 H), 4,29 (s, 2 H), 6,78 (d, J=16,2 Hz, 1 H), 7,22 (d,J=16,2 Hz, 1 H), 7,61 (d,
J=8,4 Hz, 2 H), 7,67 (s a, 4 H), 7,96 (d, J=8,4 Hz, 2 H), 11,7 (s a, 1 H).

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzamida
(96-1)

o OH
- wlyos O
OH - SR Y OH
T O o) BOP, DIEA, DMF N Q

00
2
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Q—} OH
“ \H
oo 00 O©H

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-butirico (2)

NHzOH, NaOMe al 25%/MeOH
THF/MeOH, -5°C, TA

A la mezcla del compuesto 1 (70 mg, 0,20 mmol) e hidrocloruro de H-(S)-Thr-OMe (41 mg, 0,24 mmol) en DMF (1,5
ml) se le afadié BOP (115 mg, 0,26 mmol) seguido de DIEA (104 pl, 0,6 mmol). La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 20 min, se diluyé con EtOAc (50 ml) y se extrajo con agua (30 ml x 2) y salmuera (30
ml). La capa organica se sec6 sobre Na;SO4 anh., se evaporé al vacio y se secé al vacio durante una noche para
proporcionar el producto diana 2 (92 mg, 100 %) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 463,3
(C27H30N205+H, requiere 463,55). El compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzamida (96-1)

A una suspension agitada del compuesto 2 (92 mg, 0,2 mmol) e hidrocloruro de hidroxilamina (84 mg, 1,2 mmol) en
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MeOH (anh, 2 ml) y THF (anh, 2 ml) se le afiadié polvo de NaOtBu (154 mg, 1,6 mmol) en una porcién a -5 °C en
una atmosfera de nitrégeno. La mezcla de reaccién se agité a -5°C durante 5 min mas. La temperatura de la mezcla
de reaccion se aumentd hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-
MS. Después de que se completara (en 20 min), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI 1 N en MeOH a pH ~6 a
baja temperatura y se evaporé al vacio. El residuo se disolvio en DMSO (600 pl) y se sometié a purificacion por
HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase moévil A: agua al 100 %,
TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min,
deteccién 254 nm). Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para
proporcionar la sal trifluoroacetato del producto diana (15-1) (20,5 mg) en forma de un soélido de color blanco. LC-MS
[M+H] 464,3 (C26H29N305+H, requiere 464,54).

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)**
96-1 0,2 20,5 17,8 97,7 464,3 | 4,06

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) Tiempo de | Método de HPLC-MS
n.° retencién (min)
96-2 P ) 464,4 4,08 B
Q—D H f—o
§ 4N ”{
W - _ o O/ N\O
96-3 ° 462,4 5,01 B
CO |
N -
H — o0 0
96-4 P 463,3 3,57 B
<\——‘N? == H N
= VS
H = [<3e] e}

Ejemplo 97 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-1-Hidroxicarbamoil-2-metoxi-propil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzamida
(97-1)
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Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-metoxi-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-butirico (3)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Tr-Db-(Morfolina)-OH 347,41 1,0 80 mg 0,23
H-(S)-Thr(Me)-OTMS 133,15 1,2 37 mg 0,28
BSA 203,43 2,9 160 pl 0,67
BOP 442,28 1,26 127 mg 0,29
DIEA 129,24 4,0 160 pl 0,92
DMF 2ml

El compuesto 3 (100 mg, 95 %) en forma de un aceite de color amarillo claro se prepard usando el acoplamiento de
BOP descrito en el Ejemplo 96 para el compuesto 2. LC-MS [M+H] 463,2 (C27H30N205+H, requiere 463,5).

Sintesis de N,N-[(1S,2R)-2-metoxi-1-(tetrahidro-piran-2-iloxicarbamoil)-propil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-
fenil)-but-3-en-1-inil]-benzamida (4)

Una solucién del compuesto 3 (100 mg, 0,22 mmol), DIC (51 ul, 0,33 mmol) y HOAT (45 mg) en CHCIs (1,67 ml) y
DMF (0,33 ml) se agité a 0 °C durante 10 min seguido de la adicién de THP-O-NH; (52 mg, 0,44 mmol). La mezcla
de reaccion se agité a 0 °C durante 30 min mas. Después, la mezcla de reaccion se dejé calentar a temperatura
ambiente, se diluyé con agua (50 ml) y se extrajo con CHCI3 (50 ml x 2). La fase organica combinada se lavd con
salmuera (30 ml), se secd sobre Na;SO4 anh. y se concentré al vacio. La cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice del residuo dio el producto diana 4 (63 mg, 51 %) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 562,4
(C32H39N306+H, requiere 562,7).

Sintesis de N-((1S,2R)-1-hidroxicarbamoil-2-metoxi-propil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzamida (97-1)

Una solucion del compuesto 4 (63 mg, 0,11 mmol) en 0,5 ml de dioxano se enfriéd a 0 °C seguido de HCI 4 N/dioxano
(0,5 ml, 2 mmol). La mezcla de reaccién se dej6é calentar a temperatura ambiente y se agité6 durante 30 min. El
disolvente se evapord al vacio. El residuo se disolvi6 en DMSO (400 pl) y se sometié a purificacion por HLPC.
[Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase movil A: agua al 100 %, TFA al
0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccién
254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal
trifluoroacetato del producto diana 97-1 (12,8 mg) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 478,2
(C27H31N305+H, requiere 478,7).

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencion
n.c (mg) (%) (%) (min)**
97-1 0,23 12,8 9,4 95 478,2 | 4,8

** - Método B de HPLC-MS

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

El siguiente compuesto se sintetizd6 como se ha descrito anteriormente.

DI
O =

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
97-2 478,2 4,43 B

164



ES 2602615713

Ejemplo 98 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de N-((S)-2-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzamida (98-1)

N-[(S)-2-(2-dimetilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-
5 inil]-benzamida (98-2)

N-((S)-2-acetilamino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzamida (98-
3)
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98-2

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-
10 3-en-1-inil]-benzoilamino}-propiénico (2)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Tr-Db-(Morfolina)-OH 347,41 1,0 280 mg 0,80
N-Boc-(S)-DAP-OMe x HCI 254,71 1,2 245 mg 0,96
BOP 442,28 1,25 442,3 mg 1,0
DIEA 129,24 3,0 418 pl 2,4
DMF 5ml

El producto 2 (338 mg, 77%) en forma de un sélido de color amarillo se preparé usando el acoplamiento de BOP
descrito en el Ejemplo 96 para el compuesto 2. LC-MS [M+H] 548,4 (C31H37N306 +H, requiere 548,6). El
compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

15 Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-amino-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-propiénico (3)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 547,64 1,0 338 mg 0,62
HCI 4 N/dioxano 13 2ml 8
Dioxano/MeOH (1:1) 2 mi
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El producto 3 (321 mg, 100 %) en forma de un sélido de color blanco se prepard usando el Método General para
desproteccion con Boc. LC-MS [M+H] 448,4 (C26H29N304+H, requiere 448,5).

Sintesis de N-((S)-2-amino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzamida (98-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 x 2 HCI 518,5 1,0 104 mg 0,2
NH-OH x HCI 69,49 6,0 84 mg 1,2
NaOtBu 96,11 8,0 154 mg 1,6
MeOH 2ml

THF 2ml

El producto 4 (20,5 mg) en forma de un sélido de color blanco se preparé usando la Formacion de Hidroxiamida
descrita en el Ejemplo 96 para el compuesto 96-1. LC-MS [M+H] 449,2 (C25H28N404+H, requiere 449,5).

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

98-1 0,2 20,5 18,3 97,5 449,2 | 3,48

* - Basandose en la cantidad de compuesto 3.

** - Método B de HPLC-MS

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-dimetilamino-acetilamino)-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-
but-3-en-1-inil]-benzoilamino}-propiénico (5)

A la mezcla del di-hidrocloruro del compuesto 3 (104 mg, 0,20 mmol) e hidrocloruro de cloruro de dimetilaminoacetilo
(41 mg, 0,26 mmol) en DMF (0,5 ml) y CHClI3 (1,5 ml) se le afiadié DIEA (210 pl, 1,2 mmol). La mezcla de reaccion
se agitd a temperatura ambiente durante una noche. El disolvente se concentré al vacio. El residuo se disolvié en
EtOAc (50 ml) y se lavd con una solucién al 5 % de NaHCO3 (50 ml) y salmuera (30 ml). La fase organica se seco
sobre Na;S0O4 anh., se evaporé al vacio y se seco al vacio durante una noche para proporcionar el producto diana 5
(75 mg, 71 %) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 533,5 (C30H36N405+H, requiere 533,6). El
compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de N-[(S)-2-(2-dimetilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-
but-3-en-1-inil]-benzamida (98-2)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 5 532,6 1,0 75 mg 0,14
NH20OH x HCI 69,49 6,0 58 mg 0,84
NaOtBu 96,11 8,0 108 mg 1,12
MeOH 1,5 ml

THF 1,5 ml

El compuesto se prepard usando el mismo procedimiento que para la sintesis del compuesto (98-1). LC-MS [M+H]
534,4 (C29H35N505+H, requiere 534,6).
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Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*
98-2 0,2 25,8 20 % 100 5344 | 3,51

** - Método B

de HPLC-MS

* - Basandose en la cantidad de compuesto 3.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-acetilamino-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil-
benzoilamino}-propiénico (7)

5 A la mezcla del di-hidrocloruro del compuesto 3 (104 mg, 0,20 mmol) y anhidrido acético (36 pl, 0,38 mmol) en DMF
(0,5 ml) y CHCI3z (1,5 ml) se le afadio DIEA (210 pl, 1,2 mmol). La mezcla de reacciéon se agité a temperatura
ambiente durante una noche. El disolvente se concentré al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (50 ml) y se lavo
con una solucién al 5 % de NaHCO3 (30 ml) y salmuera (30 ml). La fase organica se seco sobre Na>,SO4 anh., se
evapor¢ al vacio y se seco al vacio durante una noche para proporcionar el producto diana 7 (70 mg, 71 %) en forma

10 de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 490,3 (C28H31N305+H, requiere 490,5). El compuesto se uso en la
siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.
Sintesis de N-((S)-2-acetilamino-1-hidroxicarbamoil-etil)-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzamida (98-3)
Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 7 489,6.6 1,0 70 mg 0,14
NH>OH x HCI 69,49 6,0 58 mg 0,84
NaOtBu 96,11 8,0 108 mg 1,12
MeOH 1,5ml
THF 1,5 ml
15 El compuesto se prepard usando el mismo procedimiento que para la sintesis del compuesto (98-1). LC-MS [M+H]
491,2 (C27H30N405+H, requiere 491,5).
Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%)* (%) (min)*
98-3 0,2 22,4 18,6 % 100 491,2 | 3,41
- Basandose en la cantidad de compuesto 3.
- Método B de HPLC-MS
Ejemplo 99 (Ejemplo de referencia)
4-[(E)-4-(4- {[Etil-(2-metoxi-etil)-amino]-metil}-fenil)-but-3-en-1-inil]-N-((S)-1-hidroxicarbamoil-2-metilamino-
20 etil)-benzamida (99-1)
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-hidroxi-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-propiénico (2)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Tr-Db-(Morfolina)-OH 347,41 1,0 139 mg 0,40
H-(S)-Ser-OMe x HCI 155,58 1,2 75 mg 0,48
BOP 442,28 1,25 223 mg 0,50
DIEA 129,24 3,0 210 pl 1,20
DMF 4 mi

El producto 2 (179 mg, 100 %) en forma de un sélido de color blanco se prepar6 usando el acoplamiento de BOP
5 descrito en el Ejemplo 96 para el compuesto 2. LC-MS [M+H] 449,4 (C26H28N205+H, requiere 449,51). El
compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-metilamino-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-propiénico (3)

Una solucién del compuesto 2 (179 mg, 0,4 mmol) y DIEA (140 ul, 0,8 mmol) en CHxCl, (5 ml) se enfrio a 0 °C

10 seguido de la adicién de MsCI (37 ul, 0,48 mmol). La mezcla de reaccidon se mantuvo a 0 °C durante 30 min seguido
de la adicion de una solucién 2 M de metilamina en THF (2 ml, 4 mmol). La temperatura de la mezcla de reaccién se
aumentod hasta la temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente. Después de
que se completara (en 30 min), el disolvente se retiré al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (50 ml), se lavé con
agua (30 ml x 2) y salmuera (50 ml) y se seco sobre Na SO, anh. El disolvente se evapord al vacio y se seco al

15 vacio durante una noche para proporcionar el compuesto 3 (120 mg, 65 %) en forma de un sélido de color amarillo
claro. LC-MS [M+H] 462,4 (C27H31N304+H, requiere 462,5).

Sintesis de 4-[(E)-4-(4-{[etil-(2-metoxi-etil)-amino]-metil}-fenil)-but-3-en-1-inil]-N-((S)-1-hidroxicarbamoil-2-
metilamino-etil)-benzamida (99-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 461,55 1,0 120 mg 0,26
NH20H x HCI 69,49 6,0 110 mg 1,56
NaOtBu 96,11 8,0 200 mg 2,1
MeOH 2ml

THF 2ml

20 El producto 99-1 (11,2 mg) en forma de un sdlido de color blanco se prepar6é usando el mismo procedimiento que
para la sintesis del compuesto (98-1). LC-MS [M+H] 463,3 (C26H30N40O4+H, requiere 463,5).

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)**
99-1 0,4 11,2 41 92,2 463,3 | 3,48

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS
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Ejemplo 100 (Ejemplo de referencia)

N-[(S)-2-(2-Ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-
1-inil]-benzamida (100-1)

2
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-
3-en-1-inil]-benzoilamino}-propiénico (2)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Tr-Db-(Morfolina)-OH 347,41 1,0 139 mg 0,40
N-Boc-(S)-DAP-OMe x HCI 254,71 1,2 122 mg 0,48
BOP 442,28 1,25 223 mg 0,50
DIEA 129,24 3,0 210 pl 1,2
DMF 4 ml

El producto 2 (207 mg, 94%) en forma de un sélido de color amarillo se preparé usando el acoplamiento de BOP
descrito en el Ejemplo 96 para la sintesis del compuesto 2. LC-MS [M+H] 548,4 (C31H37N306 +H, requiere 548,6).
El compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de éster metilico del &cido (S)-3-amino-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-propiénico (3)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 547,64 1,0 207 mg 0,38
HCI 4 N/dioxano 21 2ml 8
Dioxano/MeOH (1:1) 2 mi

El producto 3 (208 mg, 100 %) en forma de un sdlido de color blanco se preparé usando el Método General para
desproteccion con Boc. LC-MS [M+H] 448,4 (C26H29N304+H, requiere 448,5). El compuesto se usé en la
siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-bromo-acetilamino)-2-[4-((3E,5E,7E)-5,8-dimetil-9-morfolin-4-il-
nona-3,5,7-trien-1-inil)-benzoilaminol-propiénico (4)

A la mezcla del di-hidrocloruro del compuesto 3 (207 mg, 0,40 mmol) y DIEA (180 ul) en CH2CIz (4 ml) se le ahadio
bromuro de bromoacetilo (35 pl, 0,4 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y
se agitdé durante 30 min. El disolvente se evaporé al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (50 ml), se lavé con una
solucioén al 5% de NaHCO3 (50 ml) y salmuera (50 ml x 2). La fase organica se secd sobre Na,SO4 anh., se evapord
al vacio y se secé al vacio durante una noche para proporcionar el producto diana 4 (146 mg, 64%) en forma de un
sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 570,1 (C28H30BrN305+H, requiere 569,5). EI compuesto se usé en la
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siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-2-{4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-
fenil)-but-3-en-1-inil]-benzoilamino}-propiénico (5)

A una solucion del compuesto 4 (146 mg, 0,26 mmol) en CHxCl, (4 ml) se le ahadio ciclopropilamina (36 pl, 0,52
mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se mantuvo a 0 °C durante 10 min y después la mezcla se dejo calentar a
temperatura ambiente y se agité durante una noche. Después de que se completara, el disolvente se retiré al vacio.
El residuo se disolvié en EtOAc (60 ml), se lavé con agua (50 ml x 2) y salmuera (50 ml), se secé sobre NaSO4 anh.
y se concentrd al vacio. El residuo se disolvio en DMSO (800 ul) y se sometié a purificacién por HLPC. [Columna
YMC-Pack ODS-AC-18 (30 x 100 mm); caudal = 40 ml/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B:
ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de eluciéon de 10 % de B a 50 % de B en 50 min, deteccién 254 nm]. Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se evaporaron al vacio. El residuo se disolvié en i-
PrOH (10 ml), se evapord al vacio y se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar la sal di-trifluoroacetato
del producto diana 5 (70 mg, 36%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 545,0 (C31H36N405+H,
requiere 545,6).

Sintesis de N-[(S)-2-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-
fenil)-but-3-en-1-inil]-benzamida (100-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 5 x 2 TFA 738,6 1,0 70 mg 0,095
NH20OH x HCI 69,49 6,0 40 mg 0,57
NaOtBu 96,11 8,0 73 mg 0,76
MeOH 1 mi

THF 1 ml

El producto 100-1 (18,4 mg) en forma de un sélido de color blanco se preparé usando el mismo procedimiento que
para la sintesis del compuesto (98-1). LC-MS [M+H] 546,6 (C30H35N505+H, requiere 546,6).

Compuesto | Escala (mmol*) | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%)* (%) (min)**
100-1 0,4 18,4 6,0 % 95 546,6 | 3,68

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS

Ejemplo 101

Sintesis de éster metilico del acido (E)-4-[4-(4-hidroximetilfenil)but-3-en-1-inil]benzoico (I-2)

etapa 1 TBS-C TBS-O
_, HO etapa etapa 3
OHC cHO i Ycro - @mo \_Q_\l

1 2 3 4

%}%87 78S-0 ~
Setaipari Q \ = O 27 “:etapinOO
I-2 -

i1

Etapa 1: 4-Hidroximetilbenzaldehido (2)

Una suspension de tereftaldehido (200 g, 1,492 mol, 1,0 equiv.) en THF (1500 ml) se enfrid a 0 °C. Se afadié NaBH4
(16,94 g, 0,448 mol, 0,3 equiv.) en una porcion. La mezcla se agité a 10~20 °C durante una noche. Se afiadieron
800 ml de HCI 1 N y la mezcla se agité durante 20 min y se volvid transparente. La mayor parte del THF se retir6 al
vacio. Después, el residuo se extrajo con EtOAc (500 ml x 3). La capa organica combinada se lavo con agua (2 x
400 ml) y salmuera (400 ml), se secd (MgSOQa), se filtrd y se concentrd para dar el compuesto 2 (200 g, 98%) que se
uso directamente en la siguiente etapa sin purificacion.
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Etapa 2: 4-(terc-Butildimetilsilaniloximetil)benzaldehido (3)

Una solucién del compuesto 2 (200 g, 1,47 mol, 1,0 equiv.), TBSCI (220 g, 1,47 mol, 1,0 equiv.) e imidazol (200 g,
2,94 mol, 2,0 equiv.) en DMF (1000 ml) se calento a 45 °C durante 2 h. La mezcla se concentrd para retirar la mayor
parte de la DMF y se afiadié DCM (2000 ml). La mezcla se lavo con agua (500 ml x 2) y salmuera (500 ml), se seco
(MgSQg), se filtré y se concentrd a presion reducida. El residuo se purificé por cromatografia sobre gel de silice
(EtOAc del 0 al 5 %/EP) para dar el compuesto 3 (130 g, 35,4%). 'H RMN (300 MHz, CDCIs): en ppm, 0,10 (s, 6H),
0,94 (s, 9H), 4,80 (s, 2H), 7,47 (d, J=8,7 Hz, 2H), 7,84 (d, J=8,1 Hz, 2H), 9,98 (s, 1H).

Etapa 3: (E)-terc-Butil-4-(2-yodo-vinil)benciloxi]dimetilsilano (4)

Se afiadio cloruro de cromo anhidro (29,3 g, 240 mmol, 6 equiv.) a THF (500 ml) en una atmésfera de nitrégeno. Se
afiadioé gota a gota una solucién de triyodometano (31,4 g, 80 mmol, 2 equiv.) en THF (200 ml) a 0~10 °C en una
atmosfera de nitrégeno. Después, se afiadié gota a gota una solucion del compuesto 3 (10,0 g, 40 mmol, 1 equiv.)
en THF (100 ml). La mezcla se agité a 0~10 °C durante 2 h y después a 10~20 °C durante 2 horas mas. Se
afiadieron 400 ml de agua enfriada con hielo y la mezcla se agité durante 20 min y se extrajo con EtOAc (500 ml x
3). La fase organica combinada se lavé con NazS;03 ac. al 20 % (500 ml), agua (500 ml) y salmuera (500 ml), se
secod (MgSOy), se filtrd y se concentré a presion reducida. El residuo se PUI‘IfICO por cromatografia sobre gel de silice
(EtOAc del 0 al 2 %/EP) para dar el compuesto del titulo 4 (9 g, 60 %). H RMN (300 MHz, CDCIs): en ppm, 0,09 (s,
6H), 0,93 (s, 9H), 4,72 (s, 2H), .6,79 (d, J = 15 Hz, 1H), 7,26 (s, 4H), 741 (d, J=15Hz, 1H).

Etapa 4: Ester metilico del acido (E)-4-{4-[4-(terc-butildimetilsilaniloximetil)fenil]but-3-en-1-ilnil}benzoico (6)

A una mezcla del compuesto 4 (1,02 g, 2,7 mmol, 1,0 equiv.), 5 (0,43 g, 2,7 mmol, 1,0 equiv.), PdClz(PPhs)2 (190
mg, 0,27 mmol, 0,1 equiv.) y EtsN (5 ml) en THF (50 ml) se le afiadié Cul (51 mg, 0,27 mmol, 0,1 equiv.) en una
atmosfera de nitrogeno. La mezcla se agité a 10~20 °C durante 12 h. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (50
ml), se filtré y se concentrd. El residuo se disolvié en EtOAc (100 ml), se lavé con agua (100 ml) y salmuera (50 ml) y
se secd (MgSOs). Después de la filtracion y la concentracion, el residuo se purlflco por cromatografia sobre gel de
silice (EtOAc del 0 al 2%/EP) para dar el compuesto del titulo 6 (0,625 g, 57%). 'H RMN (300 MHz, CDCl3): en ppm,
0,10 (s, 6H), 0,94 (s, 9H), 3,92 (s, 3H), 4,76 (s, 2H), 6,36 (d, J=18 Hz, 1H), 7,08 (d, J=18 Hz, 1H), 7,31 (d, J=9,0 Hz,
2H), 7,40 (d, J=9,0 Hz, 2H), 7,52 (d, J=8,5 Hz, 2H), 7,99 (d, J=8,5 Hz, 2H).

Etapa 5: Ester metilico del acido (E)-4-[4-(4-hidroximetilfenil)but-3-en-1-inil]benzoico (I-2)

A una solucién del compuesto 6 (5,65 g, 13,9 mmol, 1 equiv.) en THF (50 ml) se le afiadié EtsN-3HF (6,72 g, 21,7
mmol, 3 equiv.) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 10~20 °C durante 10 h. La mezcla se concentrd para
retirar el disolvente y el EtOAc (100 ml) y se afiadié NaHCO3; (50 ml). La mezcla se filtr6 y el extracto organico del
filtrado se separd, se lavo con salmuera (2 x 100 ml), se secé con MgSOQ;, y se filtro. El filtrado se concentrd hasta
alcanzar un volumen de 10 ml y se filtr6. La torta de filtro se seco al vacio para dar el compuesto diana 1-2 (3,25 g,
80 %). 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): en ppm, 3,86 (s, 3H), 4,51 (d, J=5,76 Hz, 2H), 5,25 (t, J=5,76 Hz, 1H) 6,65 (d,
J=16,5 Hz, 1H), 7,17 (d, J = 16,2 Hz, 1H), 7,33 (d, J=8,0 Hz, 2H), 7,55 (d, J=8,2 Hz, 2H), 7,61 (d, J=8,25 Hz, 2H),
7,97 (d, J=8,52 Hz, 2H).

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzamida (101-
1)

HC 5\
Q N O NaOH 1N, THF/MeOH HO,
= O 35°C,2,5h N OH
, o — =)

o

OH
HzNj;rO\ J BCP, DIEA, OMF
HO OH NH:OH, NaOle al 26%Me0H HO OH
Q N THEMeOH,C.TA Q
= NH \ = Q
OH \

1014

Sintesis de acido 4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzoico (2)

Reactivo PM Equiv. | g/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Triple-Doble(OH)-OMe) 293,33 1,0 780 mg 2,63
NaOH 1 N 2,5 6,5 ml 6,57
THF 4 ml
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MeOH

4 ml

El compuesto 2 (710 mg, 90 %) en forma de un sdlido de color blanco se prepar6 y se separd usando el Método

General para hidrélisis basica.

Sintesis de éster

metilico del
benzoilamino}-butirico (3)

acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-{4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 x sal sodica 300,28 1,0 99 mg 0,33
H-(S)-Thr-OMe x HCI 169,6 1,2 66 mg 0,39
BOP 442,28 1,3 184 mg 0,42
DIEA 129,24 3,0 172 pl 0,99
DMF 2ml

El compuesto 3 (120 mg, 92%) en forma de un sélido de color blanquecino se prepar6 usando el acoplamiento de
BOP descrito en el Ejemplo 96 para la sintesis del compuesto 2. LC-MS [M+H] 394,3 (C23H23NO5+H, requiere
394,4). El compuesto se uso en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de 4 N-((1 S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-

benzamida (101-1)

Reactivo

PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 393,4 1,0 120 mg 0,30
NH-OH x HCI 69,49 6,5 135 mg 1,94
NaOMe al 25 %/MeOH 8,8 600 pl 2,64
MeOH 4 ml
THF 1,5 ml

El producto diana 101-1 (20,7 mg) en forma de un sélido de color blanco se prepard usando el Método General
para la formacion de hidroxamato. LC-MS [M+H] 395,2 (C22H22N205+H, requiere 395,4).

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) ] (min)**
101-1 0,33 20,7 16,0 90,0 3952 | 5,31

** - Método B de HPLC-MS

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

HO H NH,
I "
{NHOH
H 00

Compuesto n.° Estructura MH" | Tiempo de | Método de
(m/z) | retencidn HPLC-MS
(min)
101-2* (Ejemplo de referencia) 380,5 | 4,56 B

172



ES 2602615713

Compuesto n.° Estructura MH® | Tiempo de | Método de
(m/z) | retencidn HPLC-MS
(min)
101-3 "o O e, 394,2 | 4,65 B
N
(Ejemplo de NHOH
referencia) H oo
101-4 Ho O % om 395,3 | 5,36 B
N
(Ejemplo de {NHOH
referencia) H a0
101-5** 409,2 | 5,61 B
HO O H N%;OH
. \——.—(:
Ry O - NHOH
101-6* o O R %;NH’ 421,1 | 2,52 A
N
N =
. H’)——'—g P

* - El grupo protector de Boc del intermedio se retiré con HCI 4 M/dioxano.

** - El éster metilico de diMeSer se prepard de acuerdo con el procedimiento general.

Ejemplo 102

4-[(E)-4-(4-Ciclopropilaminometil-fenil)-but-3-en-1-inil]-N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-

benzamida (102-1) (Ejemplo de referencia)

HO 5\
MsCl, DIEA, DCM, 0 9C
— _—
D HoN—<]
12

H

=

I HCI 2M/dioxano
N

H OH
+ N . HNAg;
o 5 00 A

NHCH, NaOMa,
THFMeOH

——

5
Sintesis de éster metilico del acido 4-(E)-4-(4-ciclopropilaminometil-fenil)-but-3-en-1-inil]-benzoico (2)
Una solucién del compuesto 1 (750 mg, 2,56 mmol) y DIEA (1,1 ml, 6,40 mmol) en CH2Cl, (15 ml) se enfrio a 0 °C
seguido de la adicién gota a gota de MsCl (0,22 ml, 2,82 mmol) durante el periodo de 5 min. La mezcla de reaccién
se mantuvo a 0 °C durante 10 min seguido de la adiciéon de ciclopropilamina (0,89 ml, 12,8 mmol). Se dej6é que la
10 temperatura de la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente. La mezcla de reacciéon se mantuvo a

HN
O g
¢

p |

X
HCl
cob—N oH  HNTYO
Q \ HN - 0
— O O ECP, DIEA, DMF \
4 0o N

H

NaOH, THF, 1h
Bocz0O, TA, una noche

3

OH
0

o A &
N HN
o . 5 d oH

1021

temperatura ambiente durante una noche. Después de que se completara, el disolvente se retiré al vacio. El residuo
se disolvio en EtOAc (150 ml), se lavé con agua (150 ml x 2) y salmuera (150 ml) y se seco sobre Na,SO4 anh. El
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disolvente se evapor6 al vacio para proporcionar el compuesto 2 (848 mg, 100 %) en forma de un aceite de color
amarillo claro. LC-MS [M+H] 332,2 (C22H21NO2+H, requiere 332,41). El compuesto se us6 en la siguiente etapa
sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de acido 4-((E)-4-{4-[(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-metil]-fenil}-but-3-en-1-inil)-benzoico (3)

Reactivo PM Equiv. g/ml mmol
Compuesto 2 331,41 1,0 848 mg 2,56
NaOH ac. 1 N 3,1 8 ml 8,0
Dicarbonato de di-terc-butilo 218,2 1,1 615 mg 2,82
THF 8 ml

dioxano 5ml

El compuesto 3 (795 mg, 75 %) en forma de un sdlido de color blanco se prepar6 y se separd usando el Método
General para la protecciéon con Boc. LC-MS [M+H] 418,3 (C26H27NO4+H, requiere 418,5).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-((E)-4-{4-[(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-metil]-fenil}-
but-3-en-1-inil)-benzoilamino]-3-hidroxi-butirico (4)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 417,5 1,0 155 mg 0,37
H-(S)-Thr-OMe x HCI 169,6 1,2 75 mg 0,44
BOP 442,28 1,3 212 mg 0,48
DIEA 129,24 3,0 190 pl 1,10
DMF 2,5 ml

El producto 4 (140 mg, 71 %) en forma de un aceite de color amarillo claro se prepar6 usando el acoplamiento de
BOP descrito en el Ejemplo 96 como para la sintesis del compuesto 2. LC-MS [M+H] 533,4 (C31H36N206+H,
requiere 533,6). EI compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-{4-[(E)-4-(4-ciclopropilaminometil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-3-hidroxi-butirico (5)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 4 532,6 1,0 140 mg 0,26
HCI 4 N/dioxano 23,0 1,5 ml 6,0
dioxano 1,5 ml

El producto 5 (121 mg, 100 %) en forma de un sélido de color blanco se preparé usando el Método General para
desproteccion con Boc. LC-MS [M+H] 433,4 (C26H28N204+H, requiere 433,5). El compuesto se usé en la
siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de 4-[(E)-4-(4-ciclopropilaminometil-fenil)-but-3-en-1-inil]-N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-
propil)-benzamida (102-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 5 x HCI 468,97 | 1,0 121 mg | 0,26
NH20H x HCI 69,49 7.4 135mg | 1,94
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Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
NaOMe al 25 10,0 600 pl 2,64
%/MeOH

MeOH 4 ml

THF 1,5 ml

El producto 102-1 (57,6 mg) en forma de un sélido de color blanco se prepard usando el Método General para la
formacion de hidroxamato. LC-MS [M+H] 434,4 (C25H27N304+H, requiere 434,5).

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)**
102-1 0,37 57,6 28,5 90,1 4343 | 4,41
* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento
** - Método B de HPLC-MS
5 Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.
Compuesto n.° Estructura MH* Tiempo de | Método de
(m/z) retencion HPLC-MS
(min)
- i H
l?e()firinci(ali)JempIo de >4 O \H - O Ai:::;H 4332 3,86 B
W . ;o ¢
102-3 >R O H e 419,6 3,69 B
O:JgNHOH
(Ejemplo de referencia)
102-4 >R O % on 4343 4,44 B
]
0§~Hon
(Ejemplo de referencia)
102-5 * >4 “ oH 448,5 4,69 B
”%imﬂ
H [+20+]
(Ejemplo de referencia)
102-6 -4 O N %:NH‘ 4479 2,74 A
N
* - El éster metilico de di-Me-Ser se prepard de acuerdo con el procedimiento general.
** - El grupo protector de Boc antes de la formacién de hidroxamato se retiré con HCI 2 N/dioxano

175




ES 2602615713

Ejemplo 103 (Ejemplo de referencia)

N-[(S)-2-(2-Ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-
inil]-benzamida (103-1)

N
beo
Ho, N on HQNIWOO‘ HO, NH
N O Q N Q HN{ boc
— —_— — o
1 o BOP, DIEA, DMF ) od
Br—B: HCI 2 Mrdioxano
©  BrcHacoBr, DIEA,
NH
G
o N

HO, DCMIDMF. 0°C-TA  HO NH,
N O T Oy
-0 — U

a 0 3 oo °

Ciclopropilamina }
HQ NH  NaOMe al 25%/MeQH
Q A\ HN THEMeOR, 5, TA 19, O N NH
VO s S o
N \ = N_H
s 1031 [oNe] OH

5 Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-{4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-
inil]-benzoilamino}-propiénico (2)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 x sal sddica 300,28 1,0 120 mg 0,40
H-(S)-DAP(Boc)-OMe x HCI 254,7 1,2 122 mg 0,48
BOP 442,28 1,3 230 mg 0,52
DIEA 129,24 3,0 210 pl 1,2
DMF 3ml

El compuesto 2 (191 mg, 100 %) en forma de un sélido de color blanquecino se preparé usando el procedimiento del
acoplamiento de BOP descrito en el Ejemplo 96 como para la sintesis del compuesto 2. LC-MS [M+H] 479,3
10 (C27H30N206+H, requiere 479,5). El compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-amino-2-{4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-inil]-
benzoilamino}-propiénico (3)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 478,5 1,0 191 mg 0,4
HCI 4 N/dioxano 30 3 mi 12
Dioxano/MeOH (1:1) 3 ml

El producto 3 (165 mg, 100 %) en forma de un sdlido de color blanco se preparé usando el Método General para
15 desproteccion con Boc. LC-MS [M+H] 379,1 (C22H22N204+H, requiere 379,4).

Sintesis de éster metilico del acido ((S)-3-(2-bromo-acetilamino)-2- {4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-but-3-en-1-
inil]-benzoilamino}-propiénico (4)
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Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 x HCI 4149 1,0 165 mg 0,40
Bromuro de bromoacetilo 201,86 1,0 35l 0,40
DIEA 129,24 25 180 l 1,0
CH2Cl» 4 ml

DMF 1 ml

El producto diana 4 (199 mg, 100 %), en forma de un sdlido de color amarillo, se prepard usando el método descrito
en el compuesto 4 del Ejemplo 100. LC-MS [M+H] 501,3 (C24H23BrN205+H, requiere 500,4). El compuesto se uso
en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-ciclo-propilamino-acetilamino)-2-{4-[(E)-4-(4-hidroximetilfenil)-
but-3-en-1-inil]-benzoilamino}-propiénico (5)

Reactivo PM Equiv. g/mi mmol
Compuesto 4 499,35 1,0 199 mg 0,40
Ciclopropilamina 57,09 3,7 100 pl 1,48
CH2Cl 4 mi

El compuesto diana 5 (124 mg, 65 %) en forma de sdlido se prepard usando el método descrito en el compuesto 5
del Ejemplo 100. LC-MS [M+H] 476,3 (C27H29N305+H, requiere 476,6).

Sintesis de N-[(S)-2-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-[(E)-4-(4-hidroximetil-fenil)-
but-3-en-1-inil]-benzamida (103-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 5 475,6 1,0 124 mg 0,26
NH2OH x HCI 69,49 7.4 135 mg 1,94
NaOMe al 25 %/MeOH 10,0 600 pl 2,64
MeOH 4 ml

THF 1,5 ml

El producto 6 (12,2 mg) en forma de un sélido de color blanco se preparé usando

formacioén de hidroxamato. LC-MS [M+H] 477,3 (C26H28N405+H, requiere 477,5).

el Método General para la

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)**
103-1 0,4 12,2 52 98,9 477,3 | 4,8

** - Método B de HPLC-MS

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento
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Ejemplo 104
Sintesis de acido (E)-4-(4-fenilbut-3-en-1-inil)benzoico (I-3)

CHI/ GrCly
Wl \
2

1

+ :_@_< —_—
OMe
= e
OMe OH
3 -3
(Ejemplo de referencia)
(E)-(2-Yodovinil)benceno (2)

Se afadié cloruro de cromo anhidro (37,1 g, 302 mmol, 8 equiv.) a THF (400 ml) en una atmdsfera de nitrégeno a
temperatura ambiente. Se afiadié gota a gota una solucion de triyodometano (59,7 g, 151 mmol, 4 equiv.) en THF
(500 ml) a 0 °C en una atmosfera de nitrogeno. Después, se afiadioé gota a gota una solucion de benzaldehido 1 (4,0
g, 37,7 mmol, 1 equiv.) en THF (100 ml). La mezcla se agité a 0 °C durante 2 h y después a temperatura ambiente
durante 2 horas mas. La mezcla se vertié en agua enfriada con hielo y se extrajo con EtOAc (800 ml x 2). La fase
organica se lavo con NaxS;03 ac. al 20 % (300 ml), agua (800 ml) y salmuera (300 ml), se secéd (MgSOa), se filtro y
se concentro a presion reducida. El residuo se triturd con EtOAc y hexanos. Después de la filtracion, los filtrados se
concentraron para dar el compuesto del titulo 2 (7,2 g, 83%). 'H RMN (300 MHz, CDCI3): & ppm, 6,83 (d, J= 15,1 Hz,
1H), 7,29-7,32 (m, 5H), 7,43 (d, J=14,8 Hz, 1H).

Ester metilico del acido (E)-4-(4-fenilbut-3-en-1-inil)benzoico (3)

A una mezcla del compuesto 2 (3,77 g, 16,4 mmol, 1,0 equiv.), 4 (2,62 g, 16,4 mmol, 1,0 equiv.), PdClz(PPhs). (0,58
mg, 0,82 mmol, 0,05 equiv.) y EtsN (10 ml) en THF (100 ml) se le afadi6 Cul (0,32 g, 1,64 mmol, 0,1 equiv.) en una
atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 12 h. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (50 ml), se filtr y se concentré. El residuo se disolvio en EtOAc (300 ml), se
lavé con agua (300 ml) y salmuera (150 ml) y se secd (MgSQO4). Después de la filtracion y la concentracion, el
residuo se purificod por cromatografla sobre gel de silice (EtOAc del 0 al 15 %/Hexanos) para dar el compuesto del
titulo 3 (2,56 g, 60 %). 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): & ppm, 3,87 (s, 3H), 6,70 (d, J=16,2 Hz, 1H), 7,19 (d, J=16,2
Hz, 1H), 7,35-7,43 (m, 3H), 7,59-7,64 (m, 4H), 7,97 (d, J=8,22 Hz, 2H)

Acido (E)-4-(4-fenilbut-3-en-1-inil)benzoico (I-3)

El producto I- 3 (1,45 g, 61 %) se prepard y se separd usando el Método General para hidrélisis basica. MS (m/z)
[M-H]* =247, "H RMN (300 MHz, DMSO-ds). & ppm, 6,70 (d, J=16,2 Hz, 1H), 7,19 (d, J=16,2 Hz, 1H), 7,32-7,42(m
3H), 7,58-7,61 (m, 4H), 7,95 (d, J=8,5 Hz, 2H).

N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-benzamida (104-1)

OH
.ﬂ\ o Qa\_.gio
HATU, DIEA, DMF, TA - N

\ NHzOH, NaOMe al 25%/MeQH

THF/MeOH, -5°C, TA

O .
HN

NH

o0 OH

104-1

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-[4-(E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-benzoilamino]-butirico (2)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Tr-Db-OH) 248,28 1,0 85 mg 0,34
H-(S)-Thr-OMe x HCI 169,6 11 63 mg 0,37
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Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
HATU 380,2 1,2 155 mg 0,41
DIEA 129,24 3,0 178 1,0
DMF 2ml

El producto 2 (123 mg, 100 %) en forma de un sélido de color blanco se preparé usando el Método General para el
acoplamiento de HATU. LC-MS [M+H] 364,7 (C22H21NO4 +H, requiere 364,42). El compuesto se usé en la
siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-benzamida (23)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 363,4 1,0 123 mg 0,34
NH20OH x HCI 69,49 8,0 188 mg 2,7
NaOMe al 25 %/MeOH 10,0 777 pl 3,4
MeOH 4 ml

THF 1,5 ml

El producto 104-1 (58,7 mg, 48%) en forma de un sdlido de color blanco se preparé usando el Método General

para la formacién de hidroxamato. LC-MS [M+H] 365,4 (C21H20N204 +H, requiere 365,4).

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)*™*
104-1 0,34 58,7 48 98,0 3654 | 7,28

** - Método B

de HPLC-MS

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH® (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
104-2 (Ejemplo de referencia) 350,7 6,38 B
O H H NH,
N
O \3—.«: {N
H O 50 oM
104-3* (Ejemplo de referencia) 379,7 7,58 B
O~ -
N
A - y
H O [+] 0/ N\OH
104-4 (Ejemplo de referencia) 364,7 6,46 B
O W H_Z;NH,
N
. \g — . { 4
H O o0 N‘OH
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O~ __ =
N
i
H (el “oH

Compuesto | Estructura MH® (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
104-5** 378,5 4,55 A

* - El éster metilico de diMeSer se prepard de acuerdo con el procedimiento general.

** - El grupo protector de Boc antes de la formacion de hidroxamato se retiré con HCI 4 N/dioxano.

Ejemplo 105 (Ejemplo de referencia)

N-[(S)-2-(2-Ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-benzamida

(105-1)

N- {(S)-1-Hidroxicarbamoil-2-[2-((S)-1-fenil-etilamino)-acetilamino]-etil}-4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-

O

benzamida (105-2)

1

H
N'boc
3 \ma
HoN ~
O
& ™
HN boc
v
a pg D

l HCI 4 M/dioxano, TA

Q « HN{NHZ
_3. &00 O\

boc
U

O
HATLU, DIEA, DMF boc

THF/MeOH, -5°C, TA

Q - HN§NH
= (O P

105-1

NH20H,
NaOMe al 25%/MeOH

Sintesis de éster metilico del acido

benzoilamino]-propidnico (2)

Br/ﬁrBr
0

DIEA, CH,Cly, 0°C-TA

OPB
Q . HNA§NH
7, . o O A

HoN } CHACl, 0°C-TA

T

0 HN

—
Zo§°\

NH20H,
NaOMe al 25%/MeOH
THF/MeOH, -5°C, TA Q AN

Q . HN{NH
0. . b d " on

105-2

(S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 1 (Ach-Tr-Db-OH) 248,3 1,0 189 mg 0,76
H-(S)-DAP(Boc)-OMe x HCI 2547 1,2 232 mg 0,91
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HATU 380,2 1,2 346 mg 0,91
DIEA 129,2 3,0 397 ul 2,28
DMF 4 ml

El producto 2 (328 mg, 100 %) en forma de un sélido de color blanquecino se prepardé usando el Método General
para el acoplamiento de HATU. LC-MS [M+H] 433,8 (C26H28N204 +H, requiere 433,52). El compuesto se uso6 en
la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido ((S)-3-amino-2-[4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-benzoilamino]-propidnico (3)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 432,5 1,0 328 mg 0,76
HCI 4 N/dioxano 31,6 6 mi 24,0

El producto 3 (292 mg, 100 %) en forma de un sdlido de color blanco se prepard usando el Método General para
desproteccion con Boc. LC-MS [M+H] 349,7 (C21H20N203+H, requiere 349,41).

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-[2-(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-acetilamino]-2-[4-((E)-4-
fenil-but-3-en-1-inil)-benzoilamino]-propiénico (4)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 3 x HCI 384,9 1,0 146 mg 0,38
N-Boc-N-Ciclopropil-Gly-OH 215,25 1,1 90 mg 0,42
HATU 380,2 1,2 175 mg 0,46
DIEA 129,2 3,0 198 pl 1,14
DMF 3ml

El producto 4 (207 mg, 100 %) en forma de un aceite de color amarillo claro se prepard usando el Método General
para el acoplamiento de HATU. LC-MS [M+H] 546,4 (C31H35N306 +H, requiere 546,64). EI compuesto se uso6 en
la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-2-[4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-
benzoilamino}-propiénico (5)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 4 545,6 1,0 207 mg 0,38
HCI 4 N/dioxano 31,6 3 ml 12,0

El producto 5 (183 mg, 100 %) en forma de un sdlido de color blanco se preparé usando el Método General para
desproteccion con Boc. LC-MS [M+H] 446,3 (C26H27N304+H, requiere 446,52).

Sintesis de N-[(S)-2-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-
benzamida (105-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 5 x HCI 481,97 1,0 183 mg 0,38
NH20H x HCI 69,49 8,0 211 mg 3,0
NaOMe al 25 %/MeOH 10,0 868 ul 3.8
MeOH 4 ml
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THF 1,5 ml

El producto 105-1 (21,7 mg, 10 %) en forma de un sdlido de color blanco se prepar6 usando el Método General
para la formacién de hidroxamato. LC-MS [M+H] 447,3 (C25H26N404+H, requiere 447,52).

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%) (min)*

105-1 0,38 21,7 10 99,0 4473 | 6,49

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS

5 Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-bromo-acetilamino)-2-[4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-
benzoilamino]-propidnico (7)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 x HCI 384,9 1,0 146 mg 0,38
Bromuro de bromoacetilo 201,86 1,08 36 pl 0,41
DIEA 129,24 2,6 174 1,0
CH2Cl, 3 mi

El producto diana 7 (150 mg, 85 %), en forma de un solido de color amarillo, se prepar6 usando el método descrito
en el compuesto 4 del Ejemplo 19. LC-MS [M+H] 470,7 (C23H21BrN204+H, requiere 470,34).

10 Sintesis de éster metilico del acido (S)-2-[4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)benzoilamino]-3-[2-((S)-1-fenil-
etilamino)-acetilamino]-propiénico (8)

Reactivo PM Equiv. | g/ml mmol
Compuesto 7 469,3 1,0 150 mg 0,32
(S)-(-)-alfa-Metilbencilamina 121,18 3,0 124 ul 0,96
CH2Cl» 3ml

El compuesto diana 8 (155 mg, 95 %), en forma de un sdlido, se prepard usando el método descrito en el compuesto
5 del Ejemplo 19. LC-MS [M+H] 510,3 (C31H31N304+H, requiere 510,61).

15 N- {(S)-1-Hidroxicarbamoil-2-[2-((S)-1-fenil-etilamino)-acetilamino]-etil}-4-((E)-4-fenil-but-3-en-1-inil)-
benzamida (105-2)
Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 8 509,61 1,0 155 mg 0,30
NH2OH x HCI 69,49 8,0 167 mg 24
NaOMe al 25 %/MeOH 10,0 685 3,0
MeOH 3ml
THF 1,2 ml

El producto 105-2 (41,7 mg), en forma de un sélido de color blanco, se preparé usando el Método General para la
formacion de hidroxamato. LC-MS [M+H] 511,8 (C30H30N40O4+H, requiere 511,61).

182



10

15

20

ES 2602615713

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)*™*
105-2 0,38 417 17,5 97,3 511,8 | 7,38

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
105-3 o = 460,4 7,79 B
Oy %8
= N
o d o
105-4 o RS 511,8 7,37 B
Oy fﬁpb
o d bm
105-5 o}_/n ; 525,2 7,56 B
0 d oW

Ejemplo 106 (Ejemplo de referencia)
4-[(3E)-4-Clorobut-3-en-1-in-1-illbenzoato de metilo
o (PhsP)PdCly, Cul

Meozc@—:—H o
cl

4-[(3E)-4-Clorobut-3-en-1-in-1-illbenzoato de metilo

cl
> MeOzCW

Se disolvio 4-etinilbenzoato de metilo (2,0 g, 12,5 mmol, 1 equiv.) en 200 ml de THF anhidro en una atmésfera de
nitrégeno. Se afnadid n-butilamina (2,5 ml, 25,3 mmol, 2 equiv.) seguido de trans-1,2-dicloroetileno (1,95 ml, 25,3
mmol, 2 equiv.). Se afadi6 dicloruro de bis(trifenilfosfina)paladio (I) (0,44 g, 0,63 mmol, 0,05 equiv.) en forma de un
solido y la mezcla de reaccion se agité durante 20-30 minutos en una atmésfera de nitrogeno. Se afiadié yoduro de
cobre (0,26 g, 1,4 mmol, 0,11 equiv.) en forma de un sdlido a la solucion de color ambar transparente, que se volvié
muy oscura en diez minutos. La agitacion en una atmoésfera de nitrégeno a temperatura ambiente se continud
durante una noche. La mezcla de reaccioén se filtré a través de Celite y se pasdé THF a través de la torta de filtro
hasta que el filtrado fue incoloro. Los volatiles se retiraron por evaporacion rotatoria y el residuo de color rojo oscuro-
pardo se repartio entre acetato de etilo y agua. Las capas se separaron y la capa organica se lavé con salmuera, se
secd sobre Na;SO4 y se destilé para dar el producto en forma de un sdlido de color pardo oscuro. El material en
bruto se purificé por cromatografia sobre gel de silice usando acetato de etilo al 2,5 % en hexanos como eluyente.
Rendimiento: 1,55 g, 56%. Fr de TLC = 0,46 (1:9 de acetato de etilo:hexanos). APCI(-) m/z = 219 amu como senial
secundaria. "H RMN (CDCls3, 300 MHZz) & ppm: 7,99 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 6,67 (d, J = 13,8 Hz,
2H), 6,16 (d, J = 13,5 Hz, 2H), 3,92 (s, 3H).

PBUNH,, THF

4-[(3E)-4-Piridin-4-ilbut-3-en-1-in-1-iljbenzoato de metilo

cl . Pd{PPha)s, "BuNBr
Meoc— =7 * (HO)zs—CN - /
2 \_ 4 KPO.3M (ac) MeO,C —

tolueno, reflujo
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4-[(3E)-4-Piridin-4-ilbut-3-en-1-in-1-iljbenzoato de metilo

Se pusieron 4-[(3E)-4-clorobut-3-en-1-in-1-illbenzoato de metilo (47 mg, 0,21 mmol, 1 equiv.), acido 4-piridilborénico
(28 mg, 0,23 mmol, 1,1 equiv.) y bromuro de tetra-n-butilamonio (58 mg, 0,21 mmol, 1 equiv.) en un matraz y se
disolvieron en 5 ml de tolueno. Se anadié KzPO4 acuoso (3 M, 0,20 ml, 0,60 mmol, 2,8 equiv.), seguido de

5 tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0) (18 mg, 0,016 mmol, 0,08 equiv.). La mezcla de reaccidon se calenté a reflujo
durante tres horas y después se agité a temperatura ambiente durante una noche. El analisis por TLC en 1:9 de
acetato de etilo:hexanos confirmé la ausencia de material de partida. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de
etilo y se lavo secuencialmente con agua y salmuera y después los volatiles se retiraron por evaporacion rotatoria. El
residuo se puso sobre silice y se eluyé con acetato de etilo al 33%/hexanos para dar el producto en forma de un

10 solido de color amarillo. Rendimiento: 26 mg (46%). Fr de TLC = 0,20 (acetato de etilo al 40 %/hexanos). APCI(+)
miz = 246 amu. "H RMN (CDCls, 300 MHz) & ppm: 8,60 (d, J = 6,1 Hz, 2H), 8,02 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,54 (d, J = 8,5
Hz, 2H), 7,28 (d, J = 6,3 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 16,2 Hz, 2H), 6,59 (d, J = 16,2 Hz, 2H), 3,93 (s, 3H).
N-((1S,2R)-2-Hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-((E)-4-piridin-4-il-but-3-en-1-inil)-benzamida (106-1)

OH
N OH
N HzNiW N
N OH 0 N D : HN
— N — . Nl > = \ == ]
1 o] HATU, DIEA, DMF, TA, 20 min 2 oag N
. LINH;OH. NaOMe al 25%/MeOH
THF/MeOH, -5°C, TA
OH
7N
N HM
=/ \ = NH
1081 GO OH

15 Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-hidroxi-2-[4-((E)-4-piridin-4-il-but-3-en-1-inil)-benzoilaminol-
butirico (2)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 1 x sal sddica 271,25 1,0 109 mg 0,4
H-(S)-Thr-OMe x HCI 169,6 1,2 82 mg 0,48
HATU 380,2 1,2 183 mg 0,48
DIEA 129,24 3,0 209 pl 1,2
DMF 2,5ml

El compuesto 2 (146 mg, 100 %) en forma de un sdélido de color amarillo claro se preparé usando el Método
General para el acoplamiento de HATU. LC-MS [M+H] 365,7 (C21H20N204+H, requiere 365,4). El compuesto se

20 uso en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de

N-((1S,2R)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-((E)-4-piridin-4-il-but-3-en-1-inil)-benzamida

(106-1)
Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 364,4 1,0 146 mg 04
NH2OH x HCI 69,49 8,0 222 mg 3,2
NaOMe al 25 %/MeOH 10,0 914 yl 4,0
MeOH 5ml
THF 2ml

El producto 106-1 (52 mg) en forma de un sdlido de color blanquecino se preparé usando el Método General para

25 la formacion de hidroxamato. LC-MS [M+H] 366,8 (C20H19N304+H, requiere 366,4).
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Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (%) (min)**
106-1 0,4 52 mg 272 % 99,2 366,8 | 2,30

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método A de HPLC-MS

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) Tiempo de | Método de HPLC-MS
n.° retencién (min)
106-2* . H oH 380,6 3,22 B
N\ /H\ o : N
= NHOH
H o Q
106-3** — A NH, 365,8 1,97 B
NMN NHOH
H co
106-4 . H N, 365,9 1,98 A
MN %—NHOH
H [+ Je]
106-5 — n oM 380,8 3,22 B
MN NHOH
H 00
106-6 O H ~§:NH’ 382,8 4,46 A
F N
N
n J NHOH
106-7 O K &OH 397,7 5,14 A
F N
p—
0 g MHOH
* - El éster metilico de di-Me-Ser se prepard de acuerdo con el procedimiento general.
** - El grupo protector de Fmoc antes de la formacién de hidroxamato se retiré con piperidina al 20 %/EtOAc.

Ejemplo 107

4-((E)-4-Ciclopropil-but-3-en-1-inil)-N-((S)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-benzamida (107-1)
(Ejemplo de referencia)

4 equiv. de CrClz, 0,95 equiv. de

CHls o,
B THF, 0°C — TA, una nache Sz 2 :gi; Eg?'fé?pﬁgz
AN F— + —= LA L LD
, 0 L , % ; 4 Y THF, 80 9C, 20 min
NaQH 1 N,
[ N <i> :OM"' THFMEOH, TA. 11 >y : OH
3 0 4 6]

OH
o HATU, DIEA, DMF, TA
HoN ~
o}
OH NHzOH al 50% (ac)/iPrOH (1:1) HN OH
TA, una noche \ _
N HN buamocte — o
o 5 oo °
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Sintesis de ((E)-2-Yodo-vinil)-ciclopropano (2)

El cloruro de cromo (Il) (15,0 g, 122,1 mmol) se puso en un matraz en la caja de manipulacién con guantes con una
barra de agitacion y se tap6 con un tapén. Con buena agitacién, se afiadié rapidamente el THF (anh., 120 ml) a
temperatura ambiente. Después de agitar durante 15-30 min en una atmaésfera de nitrégeno, el matraz se sumergio
en un bafo de hielo durante 30 min. A la suspension fria se le afiadié gota a gota una solucién de yodoformo (11,42
g, 29,0 mmol) en THF (anh., 75 ml). Después de 5 min, a la suspension agitada vigorosamente se le afiadié gota a
gota la solucién en forma pura de ciclopropilaldehido 1 (2,43 ml, 30,5 mmol) en THF (anh., 60 ml). Después de agitar
a 0 °C durante 2 h, la reaccion se dejé calentar a temperatura ambiente durante una noche. La mezcla de reaccién
se vertié en agua enfriada con hielo y se extrajo con pentano (300 ml x 2). La fase organica se lavé con Na;S;03 ac.
al 20 % (150 ml), agua (300 ml) y salmuera (300 ml), después se secd sobre MgSO4 (anh.), se filtr6 y el pentano se
concentré al vacio a 220 mbar hasta alcanzar un volumen minimo (20 ml). El residuo se us6 en la siguiente etapa
sintética sin purificacion adicional (precaucion: el yoduro de ciclopropil vinilo es un material volatil).

Sintesis de éster metilico del acido 4-((E)-4-ciclopropil-but-3-en-1-inil)-benzoico (3)

Una solucion de éster metilico del acido 4-etinil-benzoico (1,76 g, 11,0 mmol), diisopropilamina (4,7 ml, 33 mmol), los
catalizadores PdClx(dppf)2 (302 mg, 0,37 mmol) y el yoduro de cobre () (46 mg, 0,24 mmol) en THF (anh., 30 ml) se
purgé durante 10 min con nitrégeno seco. Después, esta mezcla se afadid a una solucién en pentano del
compuesto 1 (13,5 ml, C = ~ 200 mg/ml, ~ 2,7 g, 14 mmol). La mezcla de reaccion se calenté a 80 °C durante 20 min
y se enfrié a temperatura ambiente. Después, la mezcla de reaccion se disolvié en EtOAc (200 ml) y se lavd con
agua (150 ml), HCI 0,5 N (150 ml) y salmuera (150 ml x 2). La fase organica se secé sobre Na2SO4 anh. y se
evaporé al vacio. El residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion
equipada con columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-
60 micrémetros, 40 g, Teledyne Isco); caudal = 40 ml/min; fase moévil A: hexano; fase maévil B: EtOAc; gradiente de
0-30 % de B en 60 min. Las fracciones que contenian el material deseado se combinaron y se concentraron al vacio
para proporcionar el material diana 3 (1 g, 40 %) en forma de un aceite de color amarillo. LC-MS [M+H] 227,7
(C15H1402+H requiere 227,29).

Sintesis de acido 4-((E)-4-ciclopropil-but-3-en-1-inil)-benzoico (4)

Reactivo PM Equiv. g/ml mmol
Compuesto 3 226,28 1,0 1,09 4,41
NaOH 1 N 4,0 18 ml 18,0
THF/MeOH (1:1) 18 ml

El compuesto 4 (800 mg, 85 %) en forma de un sdlido de color blanco se preparé y se separd usando el Método
General para hidrélisis basica. LC-MS [M+H] 213,5 (C14H1202 +H, requiere 213,3). El compuesto se usé en la
siguiente etapa sintética sin purificacion adicional. La comprobacién de una muestra por LC-MS mostré un pico de
producto principal (Tr = 5,10 min, isémero E) con ~12% del isémero cis (Tr = 4,96 min) (Método A de HPLC-MS).

Sintesis de éster metilico del acido (S)-2-[4-((E)-4-ciclopropil-but-3-en-1-inil)-benzoilamino]-3-hidroxi-3-metil-
butirico (5)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 4 212,25 1,0 85 mg 0,4
H-(S)-diMe-Ser-OMe x HCI* 169,6 1,13 76 mg 0,45
HATU 380,2 1,2 183 mg 0,48
DIEA 129,24 3,0 209 pl 1,2
DMF 2ml

* - El éster metilico de di-Me-Ser se prepard de acuerdo con el procedimiento general.

El compuesto 5 (130 mg, 96%) en forma de un sdlido de color blanco se prepar6 usando el Método General para el
acoplamiento de HATU. LC-MS [M+H] 342,8 (C20H23NO4+H, requiere 342,4).
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Sintesis de 4-((E)-4-ciclopropil-but-3-en-1-inil)-N-((S)-2-hidroxi-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-benzamida
(107-1)

Se afadio alcohol isopropilico (2 ml) al éster triple-doble 5 (130 mg, 0,38 mmol) y la mezcla se enfrié en un bafo de
hielo durante 5 min. A la mezcla se le afadié NH,OH (ac. al 50 %, 2 ml, 32,8 mmol). Después de 5 min, el bafio de
hielo se retird y la mezcla de reaccion se agité hasta que la reacciéon se completdé (~ 16 h, segun se determind
mediante analisis por LC-MS). El volumen de disolvente se redujo a la mitad usando una corriente de nitrégeno y se
afiadio agua (8 ml). La suspension se agité minuciosamente (vibromezclador y sonicacion), se centrifugd y el
sobrenadante se desechd. Al sélido se le afiadié agua (8 ml) y la suspensioén se agité minuciosamente, se centrifugd
y el sobrenadante se desechd. El sdélido se disolvio en DMSO (600 ul) y se sometié a purificacion por HLPC.
[Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase movil A: agua al 100 %, TFA al
0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1 %; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccién
254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar el
producto diana (66,3 mg) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 343,7 (C19H22N204+H, requiere
343,4).

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencidn
(mg) (%) (%) (min)*™*
107-1 0,4 66,3 mg 48,4 % 97,5 343,7 | 6,41

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH™ (m/z) Tiempo de | Método de HPLC-MS
n.° retencion (min)
107-2 H NH, 328,7 3,86 A
N
D_\g%@ NHOM
H (O]
(Ejemplo de referencia)
107-3 "o oH 329,8 4,32 B
N
D_\$+©—\( NHOH
H o0
(Ejemplo de referencia)
107-4* H NH, 342,7 5,59 B
D_\S——:—Q—(\N NHOH
H Lo I+
107-5* H n, 330,7 6,01 A
]
% »— o
H 00
(Ejemplo de referencia)
107-6* u NH, 344,8 6,14 B
N
H%@—( NHOH
H [¢J]
* - El grupo protector de Boc antes de la formacion de hidroxamato se retiré con HCI 2 N/dioxano.
** - El armazon deseado para este producto se preparé partiendo de isobutiraldehido
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Ejemplo 108
Sintesis de acido (E)-4-(hex-3-en-1-inil)benzoico (IC-10)

(Ejemplo de referencia)

- Q
sy (DDIBALH A 3 N\
2)l, THF —
] @2 2 PAC;(PPhs),, Cul, TEA .
NaQH N C>_<O
MeOH, THF, HyO I YA
IC-10

5 (E)-1-yodobut-1-eno (2)

A but-1-ina (1,5 g, 27,78 mmol) en un tubo sellable a 0 °C se le afiadié DIBAL-H en hexano (1 M; 28 ml, 28 mmol). El
tubo se cerré herméticamente y se dejé en reposo durante 30 min a TA antes de que se calentara a 55-60 °C
durante 4 h. Después de la refrigeracion, la mezcla de reaccion se evaporé al vacio (usando un colector de
distribucién al vacio) y el residuo se disolvié en THF (15 ml) a 0 °C. La solucion resultante se enfrié a -78 °C y se

10 afiadio gota a gota I (8,47 g, 33,3 mmol) en THF (30 ml). La mezcla se dejé calentar a 0 °C. Y se transfirid6 mediante
una canula a una mezcla agitada de HCI 1 M (70 ml) y Et,O (40 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se
extrajo con tiosulfato sédico acuoso saturado (40 ml), NaOH 1 M (40 ml), agua destilada (40 ml) y salmuera (40 ml),
se seco sobre Na>SOQq, se filtrd y se sometié a evaporacion rotatoria a 0 °C para dar el compuesto 2 en forma de un
liquido de color pardo que se uso en la siguiente etapa sin purificacion.

15 4-(Hex-3-en-1-inil)benzoato de (E)-metilo (4)

Reactivo PM Equiv. mmol g, mi
Compuesto 2 182,00 1,0 16,2 2,949
4-Etinilbenzoato de metilo 160,17 1,0 16,2 2,589
PdClx(PPhs); 701,90 0,1 1,62 1,139
Cul 190,45 0,1 1,62 0,216g
TEA 101,19 13,0 220 30 ml
THF 150 ml

El compuesto 4 (1,8 g, 52%) en forma de un liquido de color amarillo claro se preparé usando el método descrito en
el compuesto 5 del Ejemplo 96. 'H RMN (500 MHz, CDCls): & ppm, 1,06 (t, J=15 Hz, 3H), 2,2 (m, 2H), 3,91 (s, 3H),
5,70 (d, J=15,5 Hz, 1H), 6,35 (m, 1H), 7,46 (d, J=8 Hz, 2H), 7,97 (d, J=8,5 Hz, 2H).

20 Acido (E)-4-(hex-3-en-1-inil)benzoico (IC-10)

Reactivo PM Equiv. mmol g, mi
Compuesto 4 214,26 1,0 8,41 1,89
NaOH (solucién 2 N) 9 mil
THF 9ml
Metanol 9ml

El compuesto IC-10 (1,5 g, 89%) en forma de un sélido de color blanco se prepard y se separ6 usando el Método
General para hidrolisis basica. "H RMN (500 MHz, DMSO- dg): & ppm, 1,0 (t, J=15 Hz, 3H), 2,18(m, 2H), 5,83 (d,
J=16 Hz, 1H), 6,37 (m, 1H), 7,53(d, J=8,5 Hz, 2H), 7,92 (d, J=8,5 Hz, 2H), 13,12(s, 1H)

25
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Sintesis de acido (E)-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)but-3-en-1-inil)benzoico (IC-11)

(Ejemplo de referencia)

:>_\ CrCly, CHI3, THF Nj/>_\_+ = <:> go_ 80°C, 13 h, Cul, THF
0°C - TA. 4 horas /N \ l D (i-pri2NH, PACH(PPhs)s

2 3
N= N
1 N=
Y _ O KOH, MeOH, THE ) H
N = TA. 1 hora, Hz0 N % N =
o
4 1C-11 o
(E)-4-(2-yodovinil)-1-metil-1H-pirazol (2)

Reactivo PM Equiv. mmol g, ml
Compuesto 1 110,11 1,0 8,2 900 mg
Cloruro de cromo 122,90 6,0 49,2 5,555¢
triyodometano 393,73 4,0 32,8 12,914 g
THF 185 ml

El compuesto diana 2 (635 mg, 33%) se prepard usando el método descrito en el compuesto 5 del Ejemplo 96.
[M+1]: 234,9. "H RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 3,87 (s, 3 H), 6,43 (d, J=14,8 Hz, 1 H), 7,21 (s, J=14,8 Hz, 1 H), 7,34
(s, 1H), 7,49 (s, 1 H).

4-(4-(1-Metil-1H-pirazol-4-il)but-3-en-1-inil)benzoato de (E)-metilo (4)

A una mezcla del compuesto (E)-4-(2-yodovinil)-1-metil-1H-pirazol (635 mg, 2,7 mmol, 1,0 equiv.), 4-etinilbenzoato
de metilo (434 g, 2,7 mmol, 1,0 equiv.), PdCI>(PPhz)2 (190 mg, 0,3 mmol, 0,1 equiv.) y (i-Pr)oNH (546 mg, 5,4 mmol,
2 equiv.) en THF (100 ml) se le afiadié Cul (51 mg, 0,3 mmol, 0,1 equiv.) en una atmésfera de nitrdgeno a
temperatura ambiente. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 12 horas. La mezcla de reaccion se
diluy6 con EtOAc (50 ml), se filtré y se concentrd. El residuo se disolvié en EtOAc (100 ml), se lavé con agua (100
ml) y salmuera (50 ml) y se secd (MgSQOs). Después de la filtracion y la concentracién, el residuo se purificd por
cromatografia sobre gel de silice (EtOAc del 0 al 5 %/Hexanos) para dar el compuesto del titulo 4 (632 mg, 74%).
[M+H]": 267,0

Acido (E)-4-(4-(1-metil-1H-pirazol-4-il)but-3-en-1-inil)benzoico (IC-11)

Reactivo PM Equiv. g/ml mmol
ACHL059-4 266,29 1,0 1,009 3,74
NaOH ac. 2 M 40,00 2,0 2,4 ml 4,8
THF 25 ml

MeOH 25 ml

EI producto (650 mg, 71 %) se prepard y se separ6 usando el Método General para hidrélisis basica. [M+1]": 369,0.
'H RMN: (400 MHz, DMSO-ds): & 3,83 (s, 3 H), 6,29 (d, J=16,0 Hz, 1 H), 7,00 (s, J=16,0 Hz, 1 H), 7,55 (d, J=8,4 Hz,
2 H), 7,75 (s, 1 H), 7,92~7,96 (m, 3 H).
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Sintesis de acido 4-(4-metilpent-3-en-1-inil)benzoico (IC-12)

: .l : 50, Pd(PPha)s, PPhs, Cul = O
+ — - - o -
o— piperidina, 60°C, 3 h o—

1 2

NaOH, Ho0 \__ o
THF, MeOH —
OH

1C-12

4-(4-metilpent-3-en-1-inil)benzoato de metilo (2)

A una solucién de 4-etinilbenzoato de metilo (3,84 g, 24 mmol), Pd(PPhs)s (2,22 g, 1,92 mmol), Cul (0,32 g, 1,68
mmol) y PPhs (1,13 g, 4,32 mmol) en piperidina desgasificada (160 ml) se le afiadié 1-bromo-2-metilprop-1-eno (6,38
g, 47,26 mmol) a temperatura ambiente. Después de calentar la mezcla a 60 °C durante 3 h, la reacciéon se
interrumpidé con una solucién sat. de NH4Cl y después se extrajo dos veces con acetato de etilo. La capa organica
combinada se lavo con salmuera y se seco sobre sulfato sédico anhidro. Después de la filtracion del agente secante,
el filtrado se evaporé y el residuo se purificé con una columna de gel de silice (acetato de etilo al 1 % en petrdleo)
para dar el compuesto 2 (1,9 g, el rendimiento fue del 37 %) en forma de un sdlido de color amarillo claro. 'H RMN
(400 MHz, CDCl3): & ppm, 1,88 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 3,91 (s, 3H), 5,49 (s, 1H), 7,46(d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,96(d, J =
8,4 Hz, 2H).

Acido 4-(4-metilpent-3-en-1-inil)benzoico (IC-12) (Ejemplo de referencia)

El compuesto (IC-12)(1,45 g, 82%) en forma de un sdlido de color blanco se preparo y se separdé usando el Método
General para hidrdlisis basica. "H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & ppm, 1,87 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 5,59 (s, 1H), 7,52 (d,
J=8,8 Hz, 2H), 7,91 (d, J=8 Hz, 2H), 13,01 (s, 1H)

Los siguientes compuestos se prepararon usando los acidos intermedios correspondientes sintetizados como se ha
descrito anteriormente.

Compuesto | Estructura MH" Tiempo de | Método de HPLC-
n.° (m/z) retenciéon (min) | MS
108-1 329

CHjy NH»

00 OH
108-2 343
HyC NH,
\ N
== N,
00 O

H

108-3 O 383
== NH,
i \H/ : N
$ N
(@) OH

108-4 O 381
~ =S NH;
N \>—’/ : N‘&
N= N
0 ©

H

108-5 327
NH2

N

A

[eJe] OH
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Compuesto | Estructura MH" Tiempo de | Método de HPLC-
n.° (m/z) retenciéon (min) | MS
108-6 329
NH2
\_— N
00 OH

Ejemplo 109 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de  4-(2-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-1-en-3-inil)-N-((2S,3R)-3-hidroxi-1-(hidroxiamino)-1-
oxobutan-2-il)benzamida (109-1)

o]

O)LH CFBrs, EfZn \ \/©/ PACl(PPhy);
e —— A F

NC PPh, NC Cul, TEA

CHN

E O O COOH
S,
L R

LIiOH, 5 equiv. 120°C

=
O\' O microondas O
3

OH HATU, DIPEA
10
HaN ~ DMF
s}

s o OH
F N O
H

R O

DA

W

Sintesis de 4-(2-bromo-2-fluorovinil)benzonitrilo (1)

La solucién en THF (10 ml) de p-cianobenzaldehido (1,31 g, 10,0 mmol), trifenilfosfina (3,14 g, 12 mmol) y
Tribromoflurometano (3,25 g, 12 mmol) se enfrié a 0 °C. La solucién en THF (1 ml) de dietil cinc (1,47 g, 12 mmol) se
afiadio gota a gota durante 20 min. La reaccion se calento a ta y se agité durante una noche. La mezcla de reaccién
se enfrié a 0 °C y se afadié NH4Cl acuoso (sat., 20 ml) para interrumpir la reaccidon. La mezcla se extrajo con
acetato de etilo (100 ml x 3). Las capas organicas combinadas se lavaron con HCI (1 N, 100 ml), H.O (100 ml, x 2) y
salmuera (100 ml). El producto en bruto se purificé con una columna de gel de silice ISCO de fase normal (EtOAc al
0-10 %/Hex) para dar 1,33 g del producto deseado 1 en forma de una mezcla trans/cis (1:1) con un rendimiento del
58,8 %.

Sintesis de 4-(2-fluoro-4-(4_(morfolinometil)fenil)-but-1-en-3-inil)benzonitrilo (3)

La solucién en THF (5 ml) del compuesto 1 (226 mg, 1,0 mmol) y 2 (201 mg, 1,0 mmol) se cargé con gas N2 durante
15 min. A la reaccion se le ahadieron secuencialmente PdCl, (PPhs). (21 mg, 0,03 mmol), Cul (19,0 mg, 0,1 mmol) y
TEA (0,5 ml) a ta. La reaccion se agitd a ta durante una noche. Se diluyé con EtOAc y la mezcla de reaccion se filtrd
a través de celite. El filtrado se lavé con salmuera (50 ml) y se concentré. El producto en bruto se purificd con una
columna de gel de silice ISCO de fase normal (EtOAc al 0-50 %/Hex) para dar 300 mg del compuesto 3 con un
rendimiento del 86,7 % en forma de una mezcla 1:1 de trans y cis frente al doble enlace F.

Sintesis de acido 4-(2-fluoro-4-(4 (morfolinometil)fenil)-but-1-en-3-inil)benzoico (4)

El compuesto 3 (300 mg, 0,87 mmol) se disolvié en 10 ml de Dioxina y 5 ml de H2O. A la solucion se le afiadié LiOH
(104 mg, 4,3 mmol). La reaccién se calenté a 120 °C en el microondas durante 2 h, y después de enfriar a ta, la
mezcla de reaccién se acidific6 con HCI 1 N a pH = 3~4. Se diluyé con H,O y la mezcla se extrajo con EtOAc para
dar 240 mg del compuesto 4 en forma de un producto en bruto con un rendimiento del 75,5 %.

Sintesis de  4-(2-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-1-en-3-inil)-N-((2S,3R)-3-hidroxi-1-(hidroxiamino)-1-
oxobutan-2-il)benzamida (6)

Se anadié DIPEA (0,67 ml, 3,85 mmol) a la soluciéon en DMF (5 ml) del compuesto 4 (240 mg, 0,77 mmol) y 5 (211
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mg, 1,15 mmol) y HATU (380 mg, 1,0 mmol) a ta y la reaccién se agit6 a ta durante una noche. Se afiadié H>O para
interrumpir la reaccion. La mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc (50 ml x 3). Las capas organicas combinadas se
lavaron con H20 (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y después se secaron con NaSOs. El producto en bruto se purificd
con una columna de gel de silice ISCO de fase normal (MeOH al 0-10 %/DCM) para dar el compuesto 6 (140 mg,
37,8%) en forma de una mezcla 1:1 de trans y cis frente al doble enlace F.

Sintesis de  4-(2-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-1-en-3-inil)-N-((2S,3R)-3-hidroxi-1-(hidroxiamino)-1-
oxobutan-2-il)benzamida (109-1)

Se afiadié NH20H acuoso (al 50 % en H20O, 0,5 ml) a la solucion en IPA (4 ml) del compuesto 6 (140 mg, 0,29 mmol)
a t.a. La reaccion se agitdé durante una noche a t.a. Después de retirar el disolvente de reaccion, el producto en bruto
se purificd por HPLC prep. para dar el compuesto (109-1), una mezcla de trans y cis frente al doble enlace, (13 mg,
7,4%, m+z = 482,2) en forma de la sal TFA.

Compuesto | Escala (mmol)* | Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%)* (%) (min)™
109-1 0,29 13 mg 74 % 94,4 492,2 | 1,508/1,634

Sintesis de 2-(4-((Z)-3-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-3-en-1-inil)benzamido)-3-hidroxibutanoato de
(2S,3R)-metilo 109-2

5
. [N]
mBr DIBAL m S B 0™ \/@A\f&
NG F DCM/ITol OHC F NaBH(OAC), l\/N F
-78C 3
y 2
o PACIAPPHa)s
/dOMe Cul, TEA
&
o
N OMe
o

oz LIOH
=
= THF
5 MeOH
F H20

g
/

a
®,
W,
iy

AN

HATU, DIPEA,
DMF

Sintesis de 4-(2-bromo-2-fluorovinil)benzaldehido (2)

El compuesto 1 (417 mg, 1,85 mmol) se disolvié en disolvente mixto de DCM/Tol (6 ml, 1:1). La solucién se enfri6 a -
78 °C. Se afiadio gota a gota DIBAL (2,2 ml, 2,21 mmol, 1,0 M en DCM). La reaccién se agité a -78 °C durante 2 h.
Se afiadié NH4CI (50 ml, ac. sat.) para interrumpir la reaccién y la mezcla se agité a t.a. durante 2 h. La mezcla de
reaccion se extrajo con EtOAc (50 ml x 3). Las capas organicas combinadas se lavaron con H>O (50 ml x 2) y
salmuera (50 ml). El producto en bruto se purificd con una columna de gel de silice ISCO de fase normal (EtOAc al
0-20 %/Hex) para dar 250 mg del compuesto 2 (250 mg, 59%) en forma de una mezcla 1:1 trans/cis frente al doble
enlace.
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Sintesis de (E)-4-(4-(2-bromo-2-fluorovinil)bencil)morfolina (3)

Se afadié NaBH(OAc); (693 mg, 3,27 mmol) a la solucién en THF (5 ml) del compuesto 2 (250 mg, 1,09 mmol) y
morfolina (190 mg, 2,18 mmol). La reaccion se agité a t.a. durante una noche. El THF se retir6 y el residuo se
disolvié en 50 ml de EtOAc y 50 ml de H>O. Después de la separacion, la capa de agua se extrajo con EtOAc (50 ml
X 2). Las capas organicas combinadas se lavaron con H20 (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y se secaron con Na;SO4,
el producto en bruto se purificé con una columna de gel de silice ISCO de fase normal (EtOAc al 0-50 %/DCM) para
dar el compuesto 3 (209 mg, 63,9%) en forma de una mezcla de trans/cis en la proporcion de 7:1 basada en RMN.

Sintesis de 4-(3-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-3-en-1-inil)benzoato de metilo (4 y 5)

El compuesto 3 (210 mg, 0,67 mmol) y 4-etinilbenzoato de metilo (119 mg, 0,75 mmol) se disolvieron en 5 ml de THF
desgasificado. Se afadieron secuencialmente PdCl, (PPhs). (14 mg, 0,02 mmol), Cul (13 mg, 0,07 mmol) y TEA (0,3
ml, 2,0 mmol) a la reaccion a t.a. La reaccién se agité a TA durante 4 h. La mezcla de reaccion se filtr6. El sélido
filtrado se lavé con EtOAc (100 ml). La solucion organica se lavé con H2O (50 ml x 2) y salmuera (50 ml) y se seco
con NazSO04. El producto en bruto se purificé con una columna de gel de silice ISCO de fase normal (EtOAc al 0-50
%/DCM) para dar el compuesto 4 (197 mg) y 5 (33 mg) con un rendimiento total del 81,4 %.

Sintesis de acido (Z)-4-(3-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-3-en-1-inil)benzoico (6)

El compuesto 4 (197 mg, 0,52 mmol) se disolvié en THF/MEOH (4 ml, 1:1). La solucién ac. (2 ml) de LiOH (25 mg,
1,04 mmol) se afadié a la reaccion. La reaccion se agitd a ta durante una noche. Se diluyé con H2O (10 ml), la
mezcla de reaccion se neutralizé con HOAc a pH = 7 y se extrajo con EtOAc (20 ml x 5) para dar 180 mg del
producto en bruto 6 con un rendimiento del 94,8 %.

Sintesis de 2-(4-((Z)-3-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-3-en-1-inil)benzamido)-3-hidroxibutanoato de
(2S,3R)-metilo 7

Reactivo PM Equiv. g/ml mmol
Compuesto 6 365,4 1 180 mg 0,493
Treonina 169,61 1,1 99,3 mg 0,54
HATU 380 1,2 225 mg 0,59
DIPEA 129 4,5 0,38 ml 2,2
DMF 5 ml

El compuesto 7 con un rendimiento del 86,6% se prepard

HATU.

Sintesis de
(2S,3R)-metilo 109-2

usando el Método General para el acoplamiento de

2-(4-((Z)-3-fluoro-4-(4-(morfolinometil)fenil)but-3-en-1-inil)lbenzamido)-3-hidroxibutanoato de

Reactivo PM Equiv. g/ml Mmol
Compuesto 7 480,53 1 221 mg 0,44
NH2OH (al 50 % en H.0) 1,1 mi

IPA 2ml

El compuesto 109-2 (70 mg, 30,7 %, m+z = 482,2) en forma de la sal HCI se prepar6 usando el Método General
para la formacion de hidroxamato.

El siguiente compuesto se sintetizd6 como se ha descrito anteriormente.
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Compuesto Estructura Cantidad obtenida Rendimiento | M+Z
n.°
109-3 0,7 mg de sal TFA 0,1 % 482,2

Ejemplo 110 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de acido (E)-4-(4-(4-(morfolinometil)fenil)but-1-en-3-inil)benzoico (1)

CHla, CrClz

Q O,
—0 THE  —

Qw H PT (0'3 OH
ey = \}—.—4 —_— ”
O - CI ° THF:MaOH:H,0=1:1:1 Q T i; ©

El procedimiento detallado se refiere al Ejemplo 30 para la sintesis del intermedio alternativo 009

o
18 2

LiCH

4

o

Ly =

3

(i-PreNH, PdCIz(PPha)

Et;N

Cada uno de los siguientes compuestos se preparoé por la misma ruta sintética que se ha descrito en el Ejemplo 96 y
como para el compuesto 110-12 que se ha descrito en el Ejemplo 97

Compuesto n.° Estructura MH"* Tiempo de | Método de HPLC-
(m/z) retencién (min) | MS
110-1 (igual que 30- o 464,5 3,62 A
12a) Y
N&O
N
H O 00 o
110-2 <,__> ng 462,4 5,19 B
H N H
No 0 N\on
110-3 <_> H{NH, 463,4 6,11 B
L N H
No d Son
o]
110-4 S 504,4 4,67 B
=]
&3 H i "
No & om
H
110-5 {’_} " H~§°H 464.4 3,61 A
H
No [ N\on
110-6 C> n{o/ 478,5 4,79 B
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Compuesto n.° Estructura MH"* Tiempo de | Método de HPLC-
(m/z) retencién (min) | MS
110-7 478,5 4,79 B
%:H
110-8 %0 552,5 4,50 B
o]
/_\ = / o Q \OH
110-9 °_> ., 460,3 4,84 B
W O
O ' oo 0OH
110-10 CW . W 501,1 4,23 B
ot
No & on
H
110-11 496,4 5,57 B
CW H, HN
Q = :: O Q0 N;‘H
110-12 488,4 5,41 B
Fa
C—> H HN—§
o,
H

Ejemplo 111 (Ejemplo de referencia)

N-[2-Amino-1-((S)-hidroxicarbamoil)-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-1-en-3-inil]-benzamida (111-1)

N-[2-(2-dimetilamino-acetilamino)-1-((S)-hidroxicarbamoil)-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-1-en-3-
inil]-benzamida (111-2)

N-[2-acetilamino-1-((S)-hidroxicarbamoil)-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-1-en-3-inil]- (111-3)

N-[1-((S)-Hidroxicarbamoil)-2-metilamino-etil]-4-[(E)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-fenil)-but-1-en-3-inil]-benzamida

(111-4)

Los siguientes compuestos se prepararon por la misma ruta sintética que se ha descrito en los Ejemplos 98 y 99.

Compuesto | Estructura MH™ (m/z) Tiempo de | Método de HPLC-MS
n.° retencién (min)
11141 {’_‘3 4494 3,46 B
O
= N
H Q 00 No
111-2 {2_-5 . 534,3 3,64 B
— NH
Q =4 HN
FOt S,
111-3 ) Q 491,4 4,17 B
Gt e
H Q [oXs] NSH
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Compuesto | Estructura MH™ (m/z) Tiempo de | Método de HPLC-MS
n.° retencion (min)
111-4 463,5 3,59 B

Ejemplo 112 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de 4-(4-(4-(hidroximetil)fenil)but-1-en-3-inil)benzoato de (E)-metilo (1)

< > NaBH: TBSC]

CH;0H |m\dazm

DMF

TBSO C
CH30H

hY < > WTMS

{i-PrighiH, PACI{PPha),
Cul, THF, TA.

O

_ e
{i-PrigNH , PdCk{PPhak

B EhN 3HF HO

El procedimiento detallado se refiere al Ejemplo 30 para la sintesis del intermedio alternativo 011

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé usando la ruta sintética que se ha descrito en el Ejemplo 101.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retenciéon (min) MS
112-1 394,5 4,59 B
"X = w/ W,
NHOH
112-2 H o 380,0 4,53 B
HO NH,
M —
H NHOH
8]
112-3 H o 395,2 5,29 B
=T
H H 7 NHOH
o
112-4 H O 2 409,4 5,99 B
HO OMe
=
H H 7 NHOH
O
112-5 409,4 5,57 B
NHOH
Ejemplo 113

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizdé usando la ruta sintética que se ha descrito en el Ejemplo 102 y
para el compuesto 113-11 como se ha descrito en el Ejemplo 103
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Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
11341 (Ejemplo de referencia) 419,4 3,86 B
H 0
ey R
H NHOH
o
113-2 (Ejemplo de referencia) 433,4 3,79 B
H H o]
= O
H H NHOH
(o]
113-3 (Ejemplo de referencia) 434,5 4,49 B
H H o}
D_NNiOH
H H NHOH
o]
113-4 (Ejemplo de referencia) 434.,4 4,56 B
D4 . _ H?/ . { roon
O o H N4§;NMC\H
s}
113-5 (Ejemplo de referencia) 449,0 4,98 A
D—“ H a o
—O=(
H NHOH
o]
113-6 H R 2 447 1 3,95 B
H L SV
0
113-7 (Ejemplo de referencia) 448,3 5,01 B
H o
D‘“N&m
H NHOH
8]
113-8 O%W(Ejemplo de referencia) 511,3 3,88 B
N _ NH,
L= oy L
00 OH
113-9 (Ejemplo de referencia) 408,3 6,22 B
- o .
Q w W) won
[v]
113-10 (Ejemplo de referencia) 4224 6,65 B
A H P
O%:NHZ
= HN
H NHOH
O
113-11 477.,5 4,74 B

(Ejemplo de referencia) O?—HN_Q

HO NH
—O=v s
gt
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Ejemplo 114
Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzamida

4,0 CClz

lnsqm de CHIs \ o 0,02 equiv. de 2 equiv. de NaDH 1
> = PACLdppf /
OME — OMe -

I-PraMNH, THF

fmoc
0 fmoc
OH HQN‘%: Eff;ﬁ. OMF N{NH
‘ Q

o
rT|:gm N{NH ;Pﬁmag O o /—Q—H«N{NHZ
1141 e NH

(Ejemplo de referencia)
Sintesis de éster metilico del acido 4-((E)-2-yodo-vinil)-benzoico (2)

El compuesto del titulo 2 (3,8 g) en forma de un sdélido de color ligeramente amarillo se preparé usando el
procedimiento del compuesto 4 del Ejemplo 96. La comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré el pico del
producto (Tiempo de ret. (Método C) 3,10 min, MH" = 289,2). Este material podria purificarse adicionalmente por
cromatografia sobre gel de silice usando hexanos o pentano con EtOAc al 0-30 % como eluyente.

Sintesis de éster metilico del acido 4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoico (4)

El éster metilico del acido 4-((E)-2-yodo-vinil)-benzoico (403 mg, 1,40 mmol, 1,0 equiv.), fenilacetileno* (157 mg,
1,54 mmol, 1,1 equiv.), yoduro de cobre () (10,7 mg, 0,056 mmol, 0,04 equiv.) y PdClx(dppf) (22,9 mg, 0,028 mmol,
0,02 equiv.) se disolvieron con THF (4,5 ml) y diisopropilamina (396 ul, 2,8 mmol, 2,0 equiv.) y se cerraron
herméticamente en una atmésfera de nitrogeno. Después, la mezcla de reaccion se agitd rapidamente durante 1 min
y se puso en el reactor de microondas a 80-120 °C durante 6-18 min hasta que se consumid el yoduro de vinilo
(HPLC-MS). Después, la mezcla de reaccidon se agitdé y se evapord en una corriente de nitrdgeno para dar una
suspension, que se diluy6 con EtOAc (25 ml) y agua (10 ml). Después de mezclar y ajustar a pH ~5 con HCI 3 M, la
fase acuosa se retird. La fase organica se lavé con HCI 0,3 M (15 ml, 2 x) y NaCl ac. sat. (10 ml). La filtracién de la
solucion de color pardo a través de Na;SO4 y la evaporacion de los disolventes proporcionaron el compuesto del
titulo en forma de un producto en bruto (~450 mg). Este material podria purificarse adicionalmente por cromatografia
sobre gel de silice usando hexanos o pentano con EtOAc al 0-100 % como eluyente, y someterse a evaporacion del
compuesto del titulo en forma de un vidrio de color amarillo. La comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostré
un pico de producto principal (Tiempo de ret. (Método C) 3,53 min, MH* = 263,3).

- Para los alquinos alifaticos, se requiere el uso de 3 equiv. de alquino para obtener rendimientos similares.

Sintesis de acido 4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoico (5)

Reactivo PM Equiv. | mmol mg, ml

4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoico 262,31 1,0 ~1,4 ~367 mg

éster metilico del acido (4)

THF 3,6 ml
MeOH 1,2 ml
NaOHac. 1 M 2,0 2,8 2,8 ml

El éster metilico del acido 4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoico se hidrolizé y el acido precipité usando el "Método
General para hidrdlisis basica". La comprobacion de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal
(Tiempo de ret. (Método A) 5,79 min, [MH+DMSO]" = 327,1).
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Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-Fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-[4-((E)-4-fenil-but-1-en-
3-inil)-benzoilamino]-butirico (6)

Reactivo PM, d Equiv. | mmol mg, ml
4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoico 248,28 1,0 0,30 74,5 mg
acido (5)

DIEA 129,24, 0,742 3,0 0,90 157 ul
HATU 380,23 1,25 0,375 157 mg
DMF 1,2 ml
N-Fmoc-(S)-MeDAP-OMe x HCI 390,87 1,12 0,336 131 mg

El acido 4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoico se acoplé a Fmoc-Me-DAP usando el "Método General para el
acoplamiento de HATU". La comprobacion de una muestra por HPLC-MS mostré un pico de producto principal
(Tiempo de ret. (Método C) 3,57 min, MH'= 585,4).

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-amino-2-[4-((E)-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoilamino]-butirico (7)

El grupo FMOC de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonil amino)-2-[4-((E)-4-fenil-but-1-en-
3-inil)-benzoilamino]-butirico se desprotegioé disolviéndolo en piperidina al 50 % en THF (6 ml), agitando durante 1-8
h y evaporando los volatiles al vacio o en una corriente de nitrégeno para producir el residuo del producto deseado
que puede purificarse opcionalmente por cromatografia sobre gel de silice usando hexanos con EtOAc al 0-100 %
como eluyente. La comprobacién de una muestra por HPLC-MS mostr6 un pico de producto principal (Tiempo de ret.
(Método C) 2,51 min, MH"= 363,2).

Sintesis de N-((1S,2R)-2-amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzamida (114-1)

El éster metilico del acido (2S,3R)-3-amino-2-[4-((E)-4-fenil-but-1-en-3-inil)-benzoil amino] butirico se disolvié en
dioxano (0,6 ml), isopropanol (2,4 ml) e hidroxilamina ac. al 50 % (3 ml) y opcionalmente se afiadié una cantidad
catalitica de cianuro potasico (2 mg) a temperatura ambiente y se agité durante 8-24 h hasta que desaparecio el
éster metilico (HPLC-MS). La mezcla de reaccién se diluyé en diclorometano (8 ml), y la capa organica se separd, se
secO (NaxS0s), y se evapord en el evaporador rotatorio para producir una suspension que se disolvio en DMSO.
Después de someter la muestra a HPLC preparativa, se recogié un pico principal que mostré una HPLC-MS del
producto deseado (Tiempo de ret. (Método A) 4,10 min, MH"= 364,2). También podria recogerse un segundo pico
secundario a partir de la HPLC preparativa como isémero del acido hidroxamico.

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente usando el alquino apropiado.

Compuesto | Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) | MS
114-1 (Ejemplo de referencia) 363,4 6,2 B
A;NHz
Hiv
NH
=03,
Compuesto | Estructura MH+ Tiempo de | Método de HPLC-
n.° (m/z) retencién (min) | MS
114-2 (Ejemplo de referencia) 382,3 6,59 B
NH;
NH
F /_\ — / 00 DH
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Compuesto | Estructura MH+ Tiempo de | Método de HPLC-
n.° (m/z) retencién (min) | MS
114-3 (Ejemplo de referencia) 382,3 6,23 B
HN
<
114-4 (Ejemplo de referencia) 397,9 7,13 B
<
114-5 (Ejemplo de referencia) 397,9 6,73 B
{NHQ
HN
NH
0 e
c
114-6 (Ejemplo de referencia) 432,3 7,54 B
NH;,

F

114-7 (Ejemplo de referencia) 4479 7,71 B
{NHz
F HN
F NH
?(00 0 OH
114-8 (Ejemplo de referencia) 365,1 2,38 B
&NHg
HN
NH
NWO o OH
114-9 (Ejemplo de referencia) 365,1 2,67 B
NH,
HN
NH
G == % 00 OH
\=
114-10 (Ejemplo de referencia) 398,4 4,56 A

NH,

H
N
Cl Q = 0O OH

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetiz6 como se ha descrito anteriormente usando el alquino,
hidrocloruro de éster metilico de treonina o (S)-Me>-BOC-DAP-OMe apropiado y desproteccion con BOC.
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Compuesto Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
114-11 (Ejemplo de referencia) 383,1 7,21 B
&OH
HN
N
114-12 (Ejemplo de referencia) 383,1 7,01 B
N—Z;OH
F
114-13 (Ejemplo de referencia) 366,3 3,30 B
OH
HN
NH
N=
114-14 (Ejemplo de referencia) 365,3 7,01 B
HIN
&
114-15 (Ejemplo de referencia) 328,7 3,27 A
NH;
HN
NH
=7 00 OH
114-16 N%;NH 378,8 6,48 B
2
H
NH
AL VaY
114-17 NH, 370,3 6,99 B
HN
NH
O—:J—Q—\(O d OH
(Ejemplo de referencia)
114-18 342,3 5,54 B
" NH,
N H
N
D—:—//_Q_«o 3§ o
114-19 344,3 6,09 B

N NH,
N
N
\
= 4 oo oH
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Compuesto Estructura MH™ (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
114-20 370,3 6,88 B
NH,
H
N
= /7 0 o/ “on

Procedimiento General para los Siguientes Ejemplos
Método 6 Acoplamiento de Sonogashira

Un tubo para microondas se cargé con derivado de bromo- o yodo-fenilo (1,9 mmol), éster metilico del acido, o
acido, 4-etinil-benzoico (2,0 mmol), PdClx(dppf)-CH2Cl, (0,038 mmol, 2 % en mol), Cul (0,076 mmol, 4 % en mol),
DIPA (4 ml) y THF (12 ml). El tubo se recargd con nitrdgeno, se cerré herméticamente y se irradié en un reactor de
microondas (potencia max. 250W) a 100-125°C durante 10-20 min. El THF se retir6é al vacio y el residuo se recogio
en EtOAc (100 ml). La capa organica se lavé con agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se secd sobre NaSO4
anhidro y se concentré al vacio. El producto en bruto se purifico por cromatografia ultrarrapida de fase normal sobre
una unidad CombiFlash® Companion™ usando elucién con un gradiente de hexanos-EtOAc. Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron para dar el compuesto diana (los grupos
protectores de Fmoc se escinden durante la reaccion).

Ejemplo 115 (Ejemplo de referencia)

N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-((4-((4-fluoropiperidin-1-il)metil)fenil)etinil)benzamida
(115-1)

PACI,(PPhy),, G,
1 LProfH, THE 2

ss NaCNBH;,,
LiOH 2M F‘CN AcOH, MW, 120C  F
O=0
© 3

N—fmoc
() ———
Nj;( ™~ HATU, DIEA, BMF

e
o
N

o]
8 d N
NH,0OH x HCI

b NaOMe/MeOH
N 0
A =
N
N\
Q o]

115-1

f
I

Sintesis de acido 4-etinil-benzoico (1)

Una mezcla de 4-etinilbenzonitrilo (1,27 g, 10 mmol) y LiOH ac. 2 M (25 ml, 50 mmol) en dioxano (20 ml) se irradio
en un horno microondas (potencia max. 250W, 120 °C) durante 30 min y se enfri6 a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se diluyd con agua (300 ml) y se acidificé con HCl ac. 1 M a pH ~3. El precipitado formado se
filtré y se lavo con agua y éter y se secé al vacio durante una noche para producir la sal hidroclérica del material
diana (2,30 g, 63%) en forma de un sdlido de color amarillo.

Sintesis de acido 4-(4-formil-feniletinil)-benzoico (2)

Una solucion del compuesto 1 (1,46 g, 10 mmol), 4-yodobenzaldehido (2,32 g, 10 mmol) y diisopropilamina (3 ml) en
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THF (6 ml) se purgd durante 10 min con nitrégeno seco. Se afiadié una mezcla de PdClx(PPhs), (210 mg, 0,03
mmol) y Cul (114 mg, 0,06 mmol) y mezcla de reacciéon se agité a temperatura ambiente durante una noche. El
precipitado formado se filtr6. El filtrado se evaporé al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (100 ml) y se agitdé con
NaHCOs ac. al 5 % (30 ml). El precipitado formado se filtrd, se lavé con agua, EtOAc y éter y se seco al vacio para
proporcionar el producto diana (2,4 g, 96%) en forma de un sdlido de color blanquecino.

Sintesis de acido 4-[4-(4-fluoro-piperidin-1-ilmetil)-feniletinil]-benzoico (3)

Una mezcla del compuesto 2 (150 mg, 0,6 mmol), hidrocloruro de 4-fluoropiperidina (84 mg, 0,6 mmol), AcOH (30 ul)
y NaCNBHj; soportado con silice (120 mg, 0,12 mmol) en EtOH (1 ml) se irradié en un horno microondas (potencia
max. 250W, 120 °C) durante 25 min y se enfrié a temperatura ambiente. Los sdlidos se filtraron. El filtrado se
evaporo. El residuo se disolvié en EtOAc (100 ml), se lavo con NaHCO3 ac. al 5 % (30 ml) y salmuera (30 ml), se
seco sobre Na;SO4 anh. y se evaporé al vacio. El residuo se sec6 al vacio durante una noche para proporcionar el
material diana (68 mg, 34%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 338,4.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-azido-2-terc-butoxicarbonilamino-butirico (4)

Una solucién de dicarbonato de di-terc-butilo (810 mg, 3,7 mmol), hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-
amino-3-azido-butirico (660 mg, 3,38 mmol) y DIEA (645 pl, 3,7 mmol) en i-PrOH (10 ml) se mantuvo a temperatura
ambiente durante 10 h. La mezcla de reaccién se evapord al vacio. El residuo se disolvié en agua y se extrajo con
hexano/éter (1:1). Los extractos organicos combinados se secaron sobre MgSO,4 anhidro y se concentraron al vacio.
El residuo se sometié a cromatografia ultrarrdpida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con
columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-60 micrémetros,
40 g, Teledyne Isco); caudal = 35 ml/min; volumen de inyeccion 2 ml; fase moévil A: hexano; fase movil B: EtOAc;
gradiente 0-50 % de B en 1 h. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron
al vacio para proporcionar el compuesto diana (564 mg, 65 %) en forma de un aceite incoloro. LC-MS [M+H] 259,0.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-amino-2-terc-butoxicarbonilamino-butirico (5)

El compuesto 4 (786 mg, 3,05 mmol) se disolvié en metanol (20 ml) seguido de la adicion de Pd/C (5 % en peso, 200
mg). La mezcla de reaccion se sometié a hidrogenacién (aparato Parr, 551,58 kPa (80 psi)) a temperatura ambiente
durante 40 min. El catalizador se filtré y se lavé con metanol. El filtrado se evaporé al vacio para proporcionar 3 (682
mg, 96%) en forma de un aceite incoloro. LC-MS [M+H] 233,0.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-terc-butoxicarbonilamino-3-(9H-Fluoren-9-ilmetoxicarbonil-
amino)-butirico (6)

Una mezcla de 5 (682 mg, 2,94 mmol) y Fmoc-OSu (1,04 g, 3,08 mmol) en acetona (5 ml) se agitdé a temperatura
ambiente durante 2 h. El disolvente se evapor6 al vacio. El residuo se disolvi6 en EtOAc (50 ml) y se lavd con
NaHCOs al 5 % y salmuera. La capa organica se seco sobre Na;SO, y se evapord al vacio. El residuo se someti6 a
cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con columna ultrarrapida
RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-60 micrometros, 40 g, Teledyne
Isco); caudal = 35 ml/min; volumen de inyeccion 2 ml; fase mévil A: hexano; fase moévil B: EtOAc; gradiente 0-45 %
de B en 1 h. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para
proporcionar 6 (1,10 g, 82%) en forma de un aceite incoloro que solidificé durante el secado al vacio. LC-MS [M+H]
455,3.

Sintesis de hidrocloruro de éster metilico del acido (2S,3R)-2-amino-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-
butirico (7)

El compuesto 6 (1,10 g, 2,42 mmol) se disolvié en HCI 4 N/dioxano (8 ml) y la soluciéon se mantuvo a temperatura
ambiente durante 20 min. La suspension resultante se diluyd con éter y el precipitado se filtré y se lavo con éter. El
compuesto se seco al vacio para proporcionar el hidrocloruro de 7 (840 mg, 89%) en forma de un solido de color
blanco. LC-MS [M+H] 355,2.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-{4-[4-(4-fluoro-piperidin-
1-ilmetil)-feniletinil-benzoilamino}-butirico (8)

Una solucién de 3 (31 mg, 0,09 mmol), HATU (34 g, 0,09 mmol) y DIEA (50 pl, 0,27 mmol) en DMF (1 ml) se
mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido de la adicion del hidrocloruro del compuesto 7 (35 mg,
0,09 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de dilucién con
EtOAc (100 ml). La solucion se extrajo con agua (20 ml x 2) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
MgSO. y se evapord. El residuo se secd al vacio para proporcionar el compuesto diana (41 mg, 67%) en forma de
un solido de color pardo. LC-MS [M+H] 674,6.
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Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(4-fluoro-piperidin-1-ilmetil)-feniletinil]-
benzamida (115-1)

Una solucién de hidrocloruro de hidroxilamina (26 mg, 0,36 mmol) en MeOH (2 ml) se enfrié a -5°C seguido de la
adicion de NaOMe al 25 %/MeOH (125 pl, 0,55 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se
agitdé a -5°C durante 5 min mas, se enfrié a -20 °C y se afiadié gota a gota una solucién de 8 (41 mg, 0,061 mmol) en
THF/MeOH (1:1, 2 ml) durante el periodo de 5 min. La temperatura de la mezcla de reaccion se aumento hasta la
temperatura ambiente. Se controlé que la reaccién se habia completado por LC-MS. La mezcla de reaccion se
acidificé con HCl ac. 1 N a pH ~7 y se evaporé al vacio. El residuo se disolvio6 en DMSO (500 pl) y se sometié a
purificacién por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110

A
(30 x 100 mm); caudal = 20 mi/min; fase moévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al
0,1 %; gradiente de elucion de 8% de B a 28% de B en 60 min, deteccién 254 nm]. Las fracciones que contenian el

producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoracetato de 115-1 en forma de un
sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 452,9.

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion (min)
(mg) (%) *

115-1 0,061 15,6 37 99,1 4529 | 2,58

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1
%/agua; fase movil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min,
deteccién 254 nm]

Los siguientes compuestos se fabricaron como se ha descrito para el compuesto 115-1 anterior.

Compuesto n.° Estructura TR (min) [M+H]

115-2 . 2 " 511 407,1
O =04
N
o oH

115-3 _ Q " 5,61 4715
~O=0E

N
F‘Q ¢ oM

F

115-4 N 2,597 450,3
&_} NH,
N HN
A O=A )X
Q0 OH
2z
115-5 , &NHQ 2,67 4723
N HN
(\{ =)
—N
115-6 HO 3,017 4371

ﬁ NH2
N . . HN
Q O N‘H
0 C OH

115-7 0 3,31° 514,3
o

A
N
&_5 NH
N HN
0o oH
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115-8 / 3,547 465,1

Ro-ons

TUsando el Método Analitico D de LC-MS.
2Usando el Método Analitico B de LC-MS.

Ejemplo 116 (Ejemplo de referencia)

(S)-N-(3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxopropan-2-il)-4-((4-((2-aminoacetamido)metil)fenil)etinil)benzamida (116-
1)

H*F moc
HCl
HzNLn,OMe
Oy = oom
Boc—N 1 - Fmoc
H

1) HATU, DIEA, DMF COOMe
2) HCI 4 M/dioxano

H 9
BOC_N‘)I\OH
1) HATU, DIEA, DMF

L OO e
o]

2) HCI 4 M/dioxano

NH,0H-HG), NaOMe/MeOH, THE, MeOH OMe

e
HZN\)L §

116-1
o} GH

Sintesis de hidrocloruro de éster metilico del acido (S)-2-[4-(4-aminometil-feniletinil)-benzoilamino]-(9H-
fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-propiénico (2)

El compuesto 1 (500 mg, 1,42 mmol), DAP (Fmoc, OMe HCI (589 mg, 1,56 mmol), HATU (597 mg, 1,57 mmol), DIEA
(0,791 ml, 4,54 mmol) y DMF (2 ml) se combinaron y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (100 ml), se lavé con agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se secé sobre
MgSO4 anhidro y se concentrd al vacio. LC-MS: TR (Método A) 7,37 min; [M+H] 674,4. El residuo se disolvié en
dioxano (10 ml) y se afadié HCI 4 M/dioxano (25 ml, 100 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura
ambiente durante 1 h y los volatiles se retiraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (1,134 g, 131 %). LC-MS: TR
(Método A) 5,07 min; [M+H] 574,5.

Sintesis de hidrocloruro de éster metilico del acido (S)-2-(4-{4-[(2-terc-butoxicarbonilamino-acetilamino)-
metil]-feniletinil}-benzoilamino)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-propiénico (3)

El compuesto 2 (365 mg, 0,598 mmol), Boc-Gly-OH (126 mg, 0,719 mmol), HATU (274 mg, 0,721 mmol), DIEA
(0,365 ml, 2,09 mmol) y DMF (1 ml) se combinaron y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (100 ml), se lavé con agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se secé sobre
MgSO, anhidro y se concentré al vacio. LC-MS: TR (Método A) 6,36 min; [M+H] 731,5 (C42H42N4Osg+H, requiere
731,84). El residuo se disolvié en dioxano (5 ml) y se afadié HCI 4 M/dioxano (15 ml, 60 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 h y los volatiles se retiraron al vacio para dar el compuesto
diana 3 (489 mg, 122%). LC-MS: TR (Método A) 5,23 min; [M+H] 631,5.

(S)-N-(3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxopropan-2-il)-4-((4-((2-aminoacetamido)-metil)fenil)etinil)benzamida (116-
1)
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Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 3 667,17 1,0 147 mg 0,220
Hidrocloruro de hidroxilamina 69,49 6 92 mg 1,32
NaOMe al 25 %/MeOH 54,02 12 0,607 ml 2,66
THF 2ml

MeOH 2ml

El compuesto diana 116-1 (3,1 mg, 2,2% de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco se preparé siguiendo
el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 2,39 min; [M+H] 410,5.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)
116-1 0,220 3,1 2,2 99,1 410,4 | 2,39

" Basandose en la cantidad de compuesto usada en la ultima etapa de la reaccion.

2 Fusionando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 117 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-metilcarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (117-1) y Aacido
(2S,3R)-3-amino-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino]-butirico (117-2)

’H_EOH
QHC 1 Q

H
N-Fmoc
HATU, DIEA, DMF
HQI*RFOMB

-HCI O

=) g %:H-Fmoc
N 2 ﬁ
O(:) Y OMe

NaOH (ac), THF 2 M NH Me/THF

/
A O=0t L OO
0\) 1174 Ho N o\) J OH

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-
feniletinil)-benzoilamino]-butirico (2)

El compuesto 1 (137 mg, 0,383 mmol), MeDAP (Fmoc, OMe HCI (150 mg, 0,384 mmol), HATU (173 mg, 0,455
mmol), DIEA (0,298 ml, 1,71 mmol) y DMF (1 ml) se combinaron y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1 h. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml), se lavé con agua (2 x 30 ml) y salmuera (30 ml), se
seco sobre MgSO4 anhidro y se concentré al vacio para dar el compuesto diana 2 (314 mg, 125 %). LC-MS: TR
(Método A) 5,35 min; [M+H] 658,4.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-metilcarbamoil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (117-1)

Una solucion del compuesto 2 (~0,19 mmol) en NH2Me 2 M/THF (2 ml) se agité a 80 °C en un recipiente de reaccion
sellado durante 16 h. La mezcla de reaccién se concentré al vacio y el residuo se purificé por HPLC de fase inversa
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a escala preparativa (columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase mévil A: TFA
al 0,1 %/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucién de 5% de B a 40 % de B durante 90 min,
deteccion MS). Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar
la sal trifluoroacetato del compuesto diana 117-1 (10,8 mg, 8,58% de rendimiento) en forma de un sélido de color
blanco. LC-MS: TR (Método A) 2,80 min; [M+H] 435,4.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tlemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)
1171 0,19 10,8 8,58 98,5 4354 | 2,80

" Basandose en la cantidad de compuesto usada en la tltima etapa.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Sintesis de acido (2S,3R)-3-amino-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzoilaminol-butirico (117-2)

A una solucién del compuesto 2 (~0,19 mmol) en THF (1 ml) se le afiadi6 NaOH 2 M (ac.) (0,475 ml, 0,950 mmol) y
la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién se neutralizé con HCI 1 M (ac.) y se
concentré al vacio. El residuo se purifico por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Phenomenex
Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase moévil A: TFA al 0,1 %/agua, fase moévil B: TFA al 0,1
%/ACN, gradiente de elucion de 5% de B a 40 % de B durante 60 min, deteccion MS). Las fracciones que contenian
el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto diana
117-2 (26,7 mg, 21,6% de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 2,42 min;
[M+H] 422,1.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tlemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)
117-2 0,19 26,7 21,6 98,9 422,1 | 2,42

" Basandose en la cantidad de compuesto usada en la tltima etapa.

2 Fusionando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 118 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-azetidin-1-ilmetil-feniletinil)-benzamida (118-1)

H
N-Fmoc
OMe
ch ©

@

1) MsCl, DIEA, CH:Cl,
2) Azetidina, DIEA, CH:Clz

HATU, DIEA, DMF

NH,OH-HCI,
NaOMe/MaOH,

o] H
THF, MeOH Q — O N-Emoc
N . . N
) 3 R —ome
o]

1181

{NH

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-[4-(4-hidroximetil-
feniletinil)-benzoilaminol-butirico (2)

El compuesto 1 (615 mg, 2,44 mmol), MeDAP (Fmoc, OMe HCI (954 mg, 2,44 mmol), HATU (928 mg, 2,93 mmol),
DIEA (1,4 ml, 8,04 mmol) y DMF (5 ml) se combinaron y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h. La
mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (100 ml), se lavé con agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se secé sobre
NazSO4 anhidro y se concentrd al vacio para dar el compuesto diana 2 (1,429 g, 99,6%). LC-MS: TR (Método A)
6,19 min; [M+H] 589,3.
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Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-(4-azetidin-1-ilmetil-feniletinil)-benzoilamino]-3-(9H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonilamino)-butirico (3)

A una solucion agitada del compuesto 2 (1,429 g, 2,43 mmol) y DIEA (1,27 ml, 7,29 mmol) en DCM (10 ml), enfriada
en un bafo de hielo/sal, se le afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo (0,571 ml, 7,38 mmol). Se dej6é que la
mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agité durante 30 min. Una sexta parte de la mezcla de

reaccion (~1,8 ml,

~0,41 mmol) se afhadi6 gota a gota a una solucién de azetidina (0,111 ml, 1,64 mmol) y DIEA

(0,286 ml, 1,64 mmol) en DCM (1 ml). La mezcla de reaccidon se agité6 a temperatura ambiente durante 16 h,
después se diluyé con EtOAc (100 ml), se lavd con agua (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se secd sobre NaSO4

anhidro y se concentr6 al vacio para dar el compuesto diana 3 (247 mg,

[M+H] 628,4.

96%). LC-MS: TR (Método A) 2,90 min;

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-azetidin-1-ilmetil-feniletinil)-benzamida (118-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 3 627,75 1,0 247 mg 0,393
Hidrocloruro de hidroxilamina 69,49 6 164 mg 2,36
NaOMe al 25 %/MeOH 54,02 12 1,08 ml 4,72
THF 2ml

MeOH 2ml

El compuesto diana 118-1 (3,0 mg, 1,2% de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco se preparé siguiendo
el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 2,54 min; [M+H] 407,3.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tlemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)
118-1 0,393 3,0 1,2 97,1 407,3 | 2,54
" Basandose en la cantidad de compuesto usada en la tltima etapa de la reaccion.
2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.
Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente.
Compuesto n.° Estructura TR" (min) [M+H]
118-2 . . if ‘& 2,56 473,2
118-3 . . !O 2,76 4571
F N O = O N‘z;:Hz
>© AN
o oH
118-4 2,90 437,4
0=, &
118-5 . . : 4§: 2,61 451,5
118-6 . . ;! 4{ 2,82 435,3
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Compuesto n.° Estructura TR" (min) [M+H]

118-7 9 2,38 451,3
K‘Nﬁ‘ii:Hz
0\_) 0 NbH

118-8 _ 0 - 2,25 420,3
o=
N:—/_H H N
o D

H

— R

118-9 o 2,27 412,9
=04
N
o ©oH

118-10 Vi 5,18 490,3
03 F
- '
OO0
o0 ©
'Usando el Método Analitico A de LC-MS.
Ejemplo 119 (Ejemplo de referencia)
N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4- {4-[(2,2-difluoro-etilamino)-metil]-feniletinil}-benzamida

(119-1)

H
N-Fmoc
0 0 H‘"\'\J;room3 o 0 H
OOt 2o SO=04, Lo
H 1 o HATU, DIEA H ﬁ
oME 2 d OMe

NH; NaBH(OAC);,
F_F'/— AcOH, THF

NH20H-HCI,
NaOMe/MeOH,

THF, MeOH 0 “
o ———— —_ -
— Fmoc
M 3L S < O=—)L
N O - O N F—(_H 3 & OMe
F_(—H 119-1 H NH ¢ 4§
F OH

Sintesis de éster metilico del acido (3S,4R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-[4-(4-formil-feniletinil)-
benzoilamino]-butirico (2)

o

El compuesto 1 (448 mg, 1,79 mmol; véase el Ejemplo A), MeDAP (Fmoc, OMe HCI (700 mg, 1,79 mmol), HATU
(816 mg, 2,15 mmol), DIEA (1,09 ml, 6,26 mmol) y DMF (3 ml) se combinaron y la mezcla se agit6 a temperatura
ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (50 ml), se lavé con agua (2 x 30 ml) y salmuera
(30 ml), se seco sobre MgSO4 anhidro y se concentrd al vacio para dar el compuesto diana 2 (1,533 g, 146%). LC-
MS: TR (Método A) 7,06 min; [M+H] 587,2.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-(4-{4-[(2,2-difluoro-etilamino)-metil]-feniletinil}-benzoilamino)-3-
(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-butirico (3)

A una solucién agitada del compuesto 2 (147 mg, 0,251 mmol) y 2,2-difluoroetilamina (27 mg, 0,337 mmol) en THF
(2 ml) se le afiadié NaBH(OAc); (74 mg, 0,349 mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 72 h. El
andlisis por LC-MS de la mezcla de reaccidon mostré una conversion de solo el 10 % en el producto deseado. Se
afiadieron 2,2-difluoroetilamina (20 mg, 0,251 mmol), acido acético (0,1 ml, 1,75 mmol) y NaBH(OAc); (100 mg,
0,472 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h. El andlisis por LC-MS de la
mezcla de reaccidon mostrd la completa conversién en el producto deseado. La mezcla de reaccién se inactivé con
NaHCOs al 5 % (ac.) (50 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua (30 ml) y salmuera (30 ml), se secaron sobre MgSO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 3 (178 mg, 109%). LC-MS: TR (Método A) 5,60 min; [M+H] 652,3.
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Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-{4-[(2,2-difluoro-etilamino)-metil]-feniletinil}-
benzamida (119-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 3 627,75 1,0 - ~0,251
Hidrocloruro de hidroxilamina 69,49 6 105 mg 1,51
NaOMe al 25 %/MeOH 54,02 12 0,685 ml 3,00
THF 2ml

MeOH 2ml

El compuesto diana 119-1 (20,1 mg, 12,2 % de rendimiento) en forma de un sdlido de color blanco se prepard
siguiendo el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 2,38 min; [M+H] 431,1 (C22H24F2N4O3+H,
requiere 431,47).

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)

11941 0,251 20,1 12,2 99,2 431,1 | 2,38

" Basandose en la cantidad de compuesto usada en la aminacién reductora.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Los siguientes compuestos se fabricaron como se ha descrito anteriormente.

Compuesto n.° Estructura TR (min) [M+H]

119-2 . o 2,81 4212
O—#H&;‘H
[¢) OH

119-3 _ o h, 2,35 461,2
v OO
g ¢

[
N

119-4 . o . 7 &DH 3,51 432,3
N - ﬁ H
F{H 0 N‘on

N\

OH

Z
119-5 . _ . o oH 3,78 446,3
F o oM
119-6 _ o i 2,917 395,1
o=
o OH

TUsando el Método Analitico A de LC-MS.

2Usando el Método Analitico B de LC-MS.
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Ejemplo 120 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzamida (120-1)

— CHyCHol, NaH, THF <:> _
o' N

/—0

1

2
Q
\ PdCl{PPhg)a. Cul,
oM PPhs, DIPA, THF
n-quc

OMe

HzNj,w/ _ o
OO Y B OOk
e}

HATU, DIEA,
DMF
NH;OH-HCI,
NaOMe/MeOH,
THF, MeOH
o)
O=04,
o - N
120-1 H NH
o’ oH

Sintesis de 1-Etoximetil-4-etinil-benceno (2)

A una solucién de 4-etinilbencil alcohol (436 mg, 3,30 mmol) en THF (2 ml) se le afiadieron NaH (101 mg, 4,21
mmol) y yodoetano (0,486 ml, 6,08 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 16 h. La
mezcla de reaccion se diluyd con salmuera (50 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 50 ml). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (50 ml), se secaron sobre MgSO4 anhidro y se concentraron al vacio. El
residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal sobre una unidad CombiFlash® Companion™
equipada con columna ultrarrapida Luknova (80 g de gel de silice, tamafio de particulas promedio de 40-60 pm,
tamafo del poro de 60 A); caudal: 60 ml/min; fase movil A: hexano; fase mévil B: EtOAc; gradiente de elucion de 0 %
de B a 30 % de B durante 60 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (290 mg, 55 %). LC-MS: TR (Método A) 5,16 min; compuesto
significativamente no ionizable.

Sintesis de acido 4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzoico (3)

El compuesto 2 (271 mg, 1,69 mmol), acido 4-yodobenzoico (419 mg, 1,69 mmol), PdCIlx(PPhs), (36 mg, 0,051
mmol), Cul (19 mg, 0,100 mmol), DIPA (4 ml, 28,3 mmol) y THF (12 ml) se combinaron en un tubo para microondas.
El tubo se recarg6 con nitrogeno, se cerré herméticamente y se irradidé en un reactor de microondas (potencia max.
250W) a 120 °C durante 10 min. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (200 ml), se lavo con H2SO4 al 2% (75
ml) y agua (75 ml), se secd sobre MgSO, y se concentro al vacio para dar el compuesto diana 3 (470 mg, 99%). LC-
MS: TR (Método A) 5,79 min; compuesto significativamente no ionizable.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzoilamino]-3-(9H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonilamino)-butirico (4)

El compuesto 3 (115 mg, 0,410 mmol), MeDAP (Fmoc, OMe), HCI (161 mg, 0,412 mmol), HATU (187 mg, 0,492
mmol), DIEA (0,235 ml, 1,34 mmol) y DMF (0,8 ml) se combinaron y la mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 1 h. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml), se lavé con agua (2 x 30 ml) y salmuera (30 ml), se
seco sobre MgSO4 anhidro y se concentrd al vacio para dar el compuesto diana 4 (230 mg, 91 %). LC-MS: TR
(Método A) 7,45 min; [M+H] 617,2.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzamida (120-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/mi mmol
Compuesto 4 616,72 1,0 230 mg 0,372
Hidrocloruro de hidroxilamina 69,49 6 157 mg 2,26
NaOMe al 25 %/MeOH 54,02 12 1,023 ml 4,48
THF 2ml

MeOH 2ml
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El compuesto diana 120-1 (28,7 mg, 15,1% de rendimiento) en forma de un sodlido de color blanco se prepard
siguiendo el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 4,06 min; [M+H] 396,2 (C22H2s5N304+H,
requiere 396,47).

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)~ | [M+H] Tiemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)
120-1 0,372 28,7 15,1 99,7 396,2 | 4,06
" Basandose en la cantidad de compuesto usada en la tltima etapa.
% Usando el Método Analitico A de LC-MS.
5 Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con los procedimientos para el compuesto 5.
Compuesto n.° Estructura TR (min) [M+H]
120-2 o 0 2,95 430,1
O=043r
b S
o ‘od
120-3 4,22° 382,3

0
A=
HO N
oy
A
o o

H

"Usando el Método Analitico A de LC-MS.
2Usando el Método Analitico B de LC-MS.

Ejemplo 121

N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(4-ciclopropilaminometil-feniletinil)-benzamida (121-1)

10

NaOH (ac), EtOH
70°C, 30 min Chz”

CH

A) Cromatografia ultrarrapida en fase normal

212

0
B)HPLC en fase reversa

PFP, DCC, DCM
TA, 20 min

—_—

Ie) F, F
H
N
Chz” :Ii 'O—QF
HN. FF
[=1s3 3

LiBr, TEA, THF
TA 16 h

L

0 T
N /!
Chz N\fro
M. C
oC 4
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Esquemall
Hac
0=
- o
@ Hz, PG/ al 10% /@ 8
a T HCI1 N (ac.), MeQOH Hol & 2 Boc Boe
: : : o !
I Yat Sl N [ _ N
Chz H N}ro - H N\"fo - N 40
—]—= —— HATU, DIEA, DMF H N
Wi, © HAY o TA, 20 min g g o)
Boc "Boc
6 7
NH20H al 50% (ac)/dioxano
1:4
o HCI 4 M/dioxano Boc e
Ty = i PAO=0OA 2;"“
N — =
I H 4 H
M H
12141 & Mon 10 4 Mo
Esquemalll

Sintesis de acido 2-benciloxicarbonilamino-3-terc-butoxicarbonilamino-3-metil-butirico (2)

El compuesto 1 (1,467, 3,86 mmol) se disolvio en EtOH (10 ml), se afiadi6 NaOH 3 M (ac.) (10 ml, 30 mmol) y la
mezcla se calenté a 70 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se concentré al vacio y el residuo se disolvio en agua
(50 ml), se enfrié en un bafio de hielo/agua y se acidifico a pH 2 con H3PO4 al 10 % (ac.). La mezcla se extrajo con
EtOAc (30 ml, 2 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (30 ml) y salmuera (30 ml), se
secaron sobre Na SO, anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (0,977 g, 69,1 %) en forma
de un aceite viscoso transparente. LC-MS: TR (Método A) 4,96 min; [M+H] 367,3 (C1gH2sN2Os+H, requiere 367,43).
El producto en bruto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de pentafluorofenil éster del acido 2-benciloxicarbonilamino-3-terc-butoxicarbonilamino-3-metil-
butirico (3)

A una solucion del compuesto 2 (967 mg, 2,64 mmol) y PFP (680 mg, 3,69 mmol) en DCM (15 ml) se le afiadio DCC
(653 mg, 3,16 mmol). La mezcla de reaccién se dejoé en agitacion a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla de
reaccion se filtré y los sodlidos (DCU) se lavaron con DCM (3 x 5 ml). El filtrado y los lavados combinados se
concentraron al vacio y el residuo se purificdé por cromatografia ultrarrdpida de fase normal sobre una unidad
CombiFlash® Companion™ equipada con columna ultrarrapida Luknova (40 g de gel de silice, tamafio de particulas
promedio de 40-60 ym, tamafo del poro de 60 A); caudal: 40 ml/min; fase movil A: hexano; fase movil B: EtOAc;
gradiente de elucion de 0 % de B a 40 % de B durante 60 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se
combinaron y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 3 (1,025 g, 72,9%) en forma de un aceite
viscoso transparente. LC-MS: TR (Método A) 7,25 min; [M+H] 533,2.

Sintesis de éster terc-butilico del acido [3-((R)-4-bencil-2-oxo-oxazolidin-3-il)-2-benciloxicarbonilamino-1,1-
dimetil-3-oxo-propil]-carbamico (4)

El compuesto 3 (1,025 g, 1,92 mmol), (R)-(+)-4-bencil-2-oxazolidinona (0,5117 g, 2,89 mmol), LiBr (0,3344 g, 3,85
mmol), TEA (0,5366 ml, 3,85 mmol) y THF (10 ml) se combinaron y se dejaron en agitaciéon a temperatura ambiente
durante 14 h. La mezcla de reaccién se concentrd al vacio y el residuo se repartié entre agua (50 ml) y EtOAc (30
ml). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con agua (30 ml)
y salmuera (30 ml), se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 4
(1,153 g, 115 %) en forma de una espuma solida de color blanquecino. El andlisis por LC-MS (Método A) mostro
diasteredmeros, compuestos 5 y 6, con tiempos de retenciéon TRs = 6,60 min, TRs = 6,78 min. Ambos con [M+H]
526,3 (C2sH35N307+H, requiere 526,62).

Separacion de diastereémeros, éster bencilico del acido [(R)-1-((R)-4-Bencil-2-oxo-oxazolidina-3-carbonil)-2-
terc-butoxicarbonilamino-2-metil-propil]-carbamico (5) y éster bencilico del acido [(S)-1-((R)-4-Bencil-2-oxo-
oxazolidina-3-carbonil)-2-terc-butoxicarbonilamino-2-metil-propil]Jcarbamico (6)

Método 1:

El compuesto en bruto 4 (1,153 g) se purificéd y sus componentes diasteredmeros se separaron por cromatografia de
fase normal en columna ultrarrdpida sobre una unidad CombiFlash® Companion™ equipada con columna
ultrarrapida Luknova (80 g de gel de silice, tamafio de particulas promedio de 40-60 um, tamafio del poro de 60 A);
caudal: 50 ml/min; fase moévil A: hexano; fase movil B: EtOAc; gradiente de elucién de 0 % de B a 10 % de B durante
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5 min, después de 10 % de B a 25 % de B durante 90 min. Fracciones de 25 ml. Las fracciones que contenian el
compuesto diana con un exceso diastereomérico (e.d.) mayor del 95 % se combinaron y se concentraron al vacio
para dar los productos en forma de espumas sélidas de color blanco (789,9 mg de rendimiento total, 78,1 % a partir
de 3). F104-110: compuesto 6, 106,3 mg, 96% de e.d. F111-127: solapamiento, mezcla de 5 y 6, 580,9 mg. F128-
140: compuesto 5, 102,7 mg, ~96% de e.d.

Método 2:

El residuo de las fracciones combinadas 111-127 (580,9 mg), solapamiento de la purificacion por el Método A, se
sometid a HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Varian Microsorb 100-10 C-18 (50 x 300 mm),
caudal: 50 ml/min, fase mévil A: TFA al 0,1 %/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucion de 20 %
de B a 95 % de B durante 90 min, control UV 254 nm, fracciones de 50 ml). Las fracciones que contenian el
compuesto diana con un e.d. mayor del 95 % se combinaron, se neutralizaron con NaHCO3 (ac.), se concentraron al
vacio hasta aproximadamente la mitad del volumen original y se extrajeron con EtOAc (3 x 1:2 de vol. de EtOAc:vol.
de ac.). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (1:2 de vol. de H2O:vol. de extractos organicos) y
salmuera (1:2 de vol. de salmuera:vol. de extractos organicos), se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron
al vacio para dar los productos en forma de espumas sdlidas de color blanco (441 mg de rendimiento total,
recuperacion del 75,9 %). F56-58: compuesto 5, 1563 mg, 99,7% de e.d. F59+60: solapamiento, mezcla de 5 y 6, 181
mg. F61-63: compuesto 6, 107 mg, 97,7% de e.d.

Sintesis de hidrocloruro de éster terc-butilico del acido [(S)-2-amino-3-((R)-4-bencil-2-oxo-oxazolidin-3-il)-1,1-
dimetil-3-oxo-propil]-carbamico (7)

A una solucién del compuesto 6 (207 mg, 0,394 mmol) (porciones combinadas de los métodos de separacion 1y 2,
96,7% de e.d.) en MeOH (2,5 ml), se le anadieron HCI 1 N (0,394 ml) y Pd al 10 %/C (22,3 mg). El recipiente de
reaccion se evacuo y se recargo tres veces con Hz y la mezcla de reaccion se dejé en agitacion en una atmdsfera de
H, a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién se filtr6 y se concentr6 al vacio para dar el
compuesto diana 7 (174,6 mg, 103%) en forma de un aceite viscoso transparente que cristalizé6 después de un
periodo de reposo. LC-MS: TR (Método A) 4,11 min; [M+H] 392,4.

Sintesis de éster terc-butilico del [(S)-3-((R)-4-bencil-2-oxo-oxazolidin-3-il)-2-(4-{4-[(terc-butoxicarbonil-
ciclopropil-amino)-metil]-feniletinil}-benzoilamino)-1,1-dimetil-3-oxo-propil]-carbamico acido (9)

A una solucién del compuesto 8 (167,7 mg, 0,428 mmol) y DIEA (0,355 ml, 2,04 mmol) en DMF (5 ml) se le afiadié
HATU (162,9 mg, 0,428 mmol) y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadié el compuesto
7 (174,6 mg, 0,408 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se
afiadio a HCI 0,1 M (ac.) (80 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 25 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 9 (351 mg, 112%) en forma de una espuma solida pegajoso de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 8,60 min;
[M+H] 765,7.

Sintesis de éster terc-butilico del acido [(S)-2-(4-{4-[(terc-butoxicarbonil-ciclopropil-amino)-metil]-feniletinil}-
benzoilamino)-2-hidroxicarbamoil-1,1-dimetil-etil]-carbamico (10)

El compuesto 9 (0,408 mmol) se disolvié en dioxano (8 ml) con sonicacion y se afiadié NH,OH al 50 % (ac.) (2 ml).
La mezcla de reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente durante 64 h. La mezcla de reaccion se redujo
hasta aproximadamente 1/3 del volumen original por concentraciéon al vacio, se diluyé con agua (50 ml), se
neutralizé con HCI 1 M (ac.) y se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 10 en forma de una espuma solida de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 6,72 min; [M+H] 621,6.

Sintesis de N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(4-ciclopropilaminometil-feniletinil)-
benzamida (121-1)

Al compuesto 10 se le afiadié HCI 4 M/dioxano (5 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Los
volatiles se retiraron al vacio para dar un residuo sélido pegajoso de color ambar. El producto en bruto se purificéd por
HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20
ml/min, fase movil A: TFA al 0,1 %/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucién de 5% de B a 20%
de B durante 90 min, deteccion MS). Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto diana 121-1 (44,6 mg, 20,1 % de rendimiento a
partir de 7) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 2,61 min; [M+H] 421,3.
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Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencion
(mg) (%)’ (min)

121-1 0,408 44,6 20,1 99,7 421,3 | 2,61

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

El siguiente compuesto se sintetizd como se ha descrito anteriormente para 121-1.

Compuesto Estructura TR (min)’ [M+H]

121-2 >R =) 2 j‘“w 2,61 4212
ﬁo}_n'ou

"Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 122
N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-{4-[(2-metoxi-etilamino)-metil)-feniletinil}-benzamida (122-1)

(Ejemplo de referencia)

1) MsCl, DIEA, DCM

O o 0°C - TA, 10 min N 0
H N . . “OMe
Ho ) CMe iy R

2) CHa0CHzCHzMHz, DIEA, DMF
TA, 15 min

1) Bocz0, DIEA, CHCI:
TA, 20 min

2)NaOH (ac), EtOH
TA. 30 min

H
Lo
OMe
HaN o
= P P e A=
a — -
~ . ; N boc N R OH
§
oG 4 OMe

1
HATU. DIEA, DMF poc
TA, 20 min

1) HCI 4M/dioxano
TA 1h

2) NH20H (ac.) al 50%/1PA 1:1
TA, 16 h

o ~O=OL
NN — N

H NH

¢ oM

1224 H

Sintesis de éster metilico del acido 4-{4-[(2-metoxi-etilamino)-metil]-feniletinil}-benzoico (2)

A una suspension agitada del compuesto 1 (200 mg, 0,751 mmol) y DIEA (0,654 ml, 3,76 mmol) en DCM (3 ml),
enfriada en un bafio de hielo/agua, se le afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo (0,070 ml, 0,901 mmol).
Después de 5 min, el bafio de hielo/agua se retir6 y mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 5
min. LC-MS: TR (Método A) 6,03 min; compuesto significativamente no ionizable. La mezcla de reaccién se afadio
gota a gota a una solucién de 2-metoxietilamina (0,5 ml, 5,83 mmol) en DMF (5 ml) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 15 min. La mezcla de reaccion se concentrd al vacio y el residuo se repartié entre
agua (100 ml) y EtOAc (50 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 30 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se
concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (257 mg, 106%) en forma de un aceite viscoso de color ambar.
LC-MS: TR (Método A) 4,19 min; [M+H] 324,3. El producto en bruto se usé en la siguiente etapa sintética sin
purificacién adicional.

Sintesis de acido 4-(4-{[terc-butoxicarbonil-(2-metoxi-etil)-amino]-metil}-feniletinil)-benzoico (3)

Al compuesto 2 (0,751 mmol) disuelto en CHCI3z (15 ml) se le anadieron DIEA (0,262 ml, 1,50 mmol) y Boc,O (197
mg, 0,903 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min.* El analisis por LC-MS de la mezcla
de reaccion mostré que la reaccion se habia completado. LC-MS: TR (Método A) 7,48 min; [M+H] 424,4. La mezcla
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de reaccion se concentrd al vacio y el residuo se disolvié en EtOH (5 ml). Se afiadié NaOH (3 M, ac.) (2 ml, 6 mmol)
y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccioén se diluyé con agua (75 ml), se
enfrié en un bafio de hielo/agua, se acidificé a pH 2 con H3PO4 al 10 % (ac.) y se extrajo con EtOAc (40 ml, 2 x 20
ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron sobre Na;SO4
anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 3 (326 mg, 106% a partir de 1) en forma de un
soélido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,20 min; [M+H] 410,2. El producto en bruto se uso en la
siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

*La proteccion de Boc se omitié para las aminas secundarias.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-4-{[terc-butoxicarbonil-2-metoxi-
etil)-amino]-metil}-feniletinil)-benzoilamino]-butirico (4)

A una solucién del compuesto 3 (100 mg, 0,244 mmol) y DIEA (0,128 ml, 0,735 mmol) en DMF (2 ml) se le afiadié
HATU (111,4 mg, 0,293 mmol) y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadié Metil DAP -
HCI (72,2 mg, 0,269 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se
afiadio a HCI 0,1 M (ac.) (80 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 25 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 4 (207,8 mg, 136%) en forma de un soélido pegajoso de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 7,00 min; [M+H]
624,4 (C34H4sN30s+H, requiere 624,76). El producto en bruto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacion
adicional.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-{4-[(2-metoxi-etilamino)-metil]-feniletinil}-
benzamida (122-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 4 623,75 1,0 - 0,244
HCI, solucién 4,0 M en 1,4-dioxano 36,46 82 5mil 20
Alcohol isopropilico (IPA) 2 mi

Hidroxilamina, solucién al 50 % en peso en agua 33,03 133 2 mi 32,6

El compuesto diana 122-1 (11,0 mg, 8,37% de rendimiento a partir de 3) en forma de un sdélido de color blanco se
preparo siguiendo el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 2,35 min; [M+H] 425,2.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] Tiem[z)o de retencion
(mg) (%)’ (min)

1221 0,244 11,0 8,37 96,7 4252 | 2,35

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Fusionando el Método Analitico A de LC-MS.

Los siguientes compuestos se sintetizaron como se ha descrito para 122-1.

Compuesto Estructura TR (min) [M+H]

122-2 . . o 2,96' 451,5
A = 2;
Q ‘OH

122-3 . B . o {NH? 2,41 4451
N o N u
F_(_H " o) N\OH

F

122-4 Q B O o KNH’ 2,58’ 499,2
N . - . N "
Q Q N\OH

0=8
1
o]
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Compuesto Estructura TR (min) [M+H]

122-5 . o -, 3,21° 465,6
rrO—=05;
Q OH

122-6 o 2,947 4276
S P
" H " N
d oW

122-7 (igual que 121-1) . o " 3,20° 4211
o~ O—C 3
o  OH

122-8 (Ejemplo de referencia) Q — Q 3 o 3,777 466,3
& oH

"Usando el Método Analitico A de LC-MS.
2Usando el Método Analitico B de LC-MS.

Ejemplo 123 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-ciclopropoximetil-feniletinil)-benzamida (123-1)

/ W
/—.—.—‘L W - ~=) 4,
OMe BVE, PA{TFA);. DIEA —
. Iscoaen V4 e 2

Zn(Et), CHilz, DCE
0°C-TA. 20 h

NaOH (ac), DCM, EtOH

~O—=4,, 2 H
[>—o A [>—o
N“hw
HATU, DIEA, DMF
TA, 20 min

ch o

1) HCI 4 Widioxano
H O U e O=0
Ny
=} CH

12341
2) NH2OH (ac.) al 50%/APA 1:1

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-viniloximetil-feniletinil)-benzoico (1)

Se disolvieron Pd(TFA). (3,1 mg, 0,5 % en mol) y batofenantrolina (3,1 mg, 0,5 % en mol) en BVE (5 ml, 38,8 mmol)
en un vial, y la mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadieron el compuesto 1 (500 mg, 1,88
mmol) y DIEA (0,0164 ml, 0,094 mmol) y el vial se recargé con nitrdgeno, se tapo y se calentd a 75°C durante 20 h.
La mezcla de reaccion se concentré al vacio y el residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase normal
sobre una unidad CombiFlash® Companion™ equipada con columna ultrarrapida Luknova (40 g de gel de silice,
tamafio de particulas promedio de 40-60 um, tamafio del poro de 60 A); caudal: 40 ml/min; fase mévil A: hexano;
fase mévil B: EtOAc; gradiente de elucion de 0 % de B a 40 % de B durante 60 min. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (0,394 g, 71,8%) en
forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 7,28 min; compuesto significativamente no
ionizable.

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-ciclopropoximetil-feniletinil)-benzoico (3)

A una solucioén agitada del compuesto 2 (150 mg, 0,513 mmol) y CH2l, (0,100 ml, 1,24 mmol) en DCE anhidro (3 ml),
en una atmaosfera de nitrdgeno, enfriada en un bafio de hielo/agua, se le afiadié cuidadosamente dietilcinc (1,0 M en
hexanos; 1,13 ml, 1,13 mmol). Después de 5 min, el bafio de hielo/agua se retiré y la mezcla de reaccién se dej6 en
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agitacion a temperatura ambiente durante 20 h. La mezcla de reaccion se afnadié cuidadosamente a NH4Cl saturado
(ac.) (50 ml) y se extrajo con DCM (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con HCI 1 N (30 ml),
agua (30 ml), NaHCO3 saturado (ac.) (30 ml) y salmuera (20 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se
concentraron al vacio para dar el compuesto diana 3 (180 mg, 115 %) en forma de un sélido de color blanquecino.
LC-MS: TR (Método A) 7,30 min; compuesto significativamente no ionizable. 'H RMN (250 MHz, CDCl3) & 0,5-0,65
(4H, m), 3,3 (1H, m), 3,9 (3H, s), 4,55 (2H, s), 7,3 (2H, d), 7,5-7,6 (4H, m), 8,0 (2H, d).

Sintesis de acido 4-(4-ciclopropoximetil-feniletinil)-benzoico (4)

Al compuesto 3 (~0,513 mmol) se le afiadieron EtOH (5 ml), DCM (2 ml) y NaOH 3 M (ac.) (2 ml, 6 mmol) y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccién se diluyé con agua (150 ml), se
enfrié en un bafio de hielo/agua, se acidificé a pH 3 con H3PO4 al 10 % (ac.) y se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con agua (30 ml) y salmuera (30 ml), se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se
concentraron al vacio para dar para dar el compuesto diana 4 (113,9 mg, 76% a partir de 2) en forma de un sélido de
color ligeramente blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,06 min; compuesto significativamente no ionizable.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-(4-(4-ciclopropoximetil-feniletinil)-
benzoilamino]-butirico (5)

A una solucion del compuesto 4 (111 mg, 0,382 mmol) y DIEA (0,200 ml, 1,15 mmol) en DMF (5 ml) se le afiadié
HATU (174 mg, 0,458 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadié Metil DAP - HCI
(113 mg, 0,420 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. A la mezcla de reaccion se le
afiadio a agua (100 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua
(50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 5 (239,2 mg, 123%) en forma de una espuma sdlida pegajosa de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 6,87
min; [M+H] 507,0 (C29H34N2Og+H, requiere 507,61). El producto en bruto se usé en la siguiente etapa sintética sin
purificacién adicional.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-ciclopropoximetil-feniletinil)-benzamida (123-
1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 5 506,60 1,0 - ~0,382
HCI, solucién 4,0 M en 1,4-dioxano 36,46 31,4 3ml 12
Alcohol isopropilico (IPA) 4 ml

Hidroxilamina, solucién al 50 % en peso en agua 33,03 171 4 ml 65,3

El compuesto diana 123-1 (67,5 mg, 33,9% de rendimiento a partir de 4) en forma de un sdélido de color blanco se
preparo siguiendo el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 4,19 min; [M+H] 408,3.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] Tiem;z)o de retencioén
(mg) (%)’ (min)

1231 0,382 67,5 33,9 97,7 408,3 | 4,19

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.
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Ejemplo 124 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(2,2,2-trifluoro-etoximetil)-feniletinil]-benzamida (124-1)

MsCl, DIEA, DCM

0 o
Q __ O 0°C—TA, 20 min 9 O — O
oy = OMe —  —§ . — . Loma
1 8 2

1) Na, CF:CH:0H
reflujo, 10 min
2) NaOH (ac), CF:CH:0H

T0°C, 1h
H

N=8Bor
o B “":('\rmn Q
D=8 T A=
— Boc o} H
o — ran
e Y 4 H 3

Ohte Fals
[+ HATU, DIEA, DMF
TA, 20 min

1) HCI 4M/dioxano
TA 1h

2) NH20H (ac_) al 50%/IPA 1:1
TA 16 h

o]
=
O N
F,c/_ NH
o oM

1241 H

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-metanosulfoniloximetil-feniletinil)-benzoico (2)

A una suspensién del compuesto 1 (200 mg, 0,751 mmol) y DIEA (0,262 ml, 1,5 mmol) en DCM (5 ml), enfriada en
un bafio de hielo/agua, se le afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo (0,070 ml, 0,901 mmol) y la mezcla se
agité en un bafio de hielo/agua durante 5 min. Se dej6 que la mezcla de reaccién alcanzara la temperatura ambiente
y se agité durante 10 min. La mezcla de reaccion se diluyé con DCM (40 ml), y se lavd con agua (2 x 30 ml). Las
capas acuosas combinadas se extrajeron de nuevo con DCM (2 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre Na;SO,4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (254,5 mg, 98,4%) en
forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,05 min; compuesto significativamente no
ionizable.

Sintesis de acido 4-[4-(2,2,2-trifluoro-etoximetil)-feniletinil]-benzoico (3)

Se disolvi6 completamente sodio (25 mg, 1,09 mmol) en 2,2,2-trifluoroetanol (8 ml, 111 mmol). Se afadié el
compuesto 2 (254,5 mg, 0,739 mmol) y la mezcla se calenté a reflujo durante 5 min. Se afiadi6 NaOH (3 M, ac.) (6
ml, 18 mmol) y la mezcla se calenté a 70 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (150 ml), se
enfrid en un bafio de hielo/agua, se acidificé a pH 3 con H3PO4 al 10 % (ac.) y se filtrd. Los sdélidos se lavaron con
agua (3 x 50 ml) y se secaron por liofilizacion para dar el compuesto diana 3 (238,9 mg, 96,7%) en forma de un
sélido de color ligeramente blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,01 min; compuesto significativamente no
ionizable.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-{4-[4-(2,2,2-trifluoro-etoximetil)-
feniletinil]-benzoilamino}-butirico (4)

A una solucién del compuesto 3 (100 mg, 0,299 mmol) y DIEA (0,156 ml, 0,897 mmol) en DMF (2 ml) se le afiadié
HATU (136 mg, 0,359 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadié Metil DAP - HCI
(88,4 mg, 0,329 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se
afiadio a HCI 0,1 M (ac.) (80 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 25 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con
agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron sobre NaSO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 4 (192 mg, 117%) en forma de un sélido pegajoso de color &mbar claro. LC-MS: TR (Método A) 6,81 min;
[M+H] 549,5. El producto en bruto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(2,2,2-trifluoro-etoximetil)-feniletinil]-
benzamida (124-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 4 548,56 1,0 - 0,299
HCI, solucién 4,0 M en 1,4-dioxano 36,46 53,5 4 ml 16
Alcohol isopropilico (IPA) 2 ml

Hidroxilamina, solucién al 50 % en peso en agua 33,03 109 2mi 32,6
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El compuesto diana 124-1 (38,1 mg, 22,6% de rendimiento a partir de 3) en forma de un soélido de color blanco se
preparo siguiendo el Método General para hidroxamato. LC-MS: TR (Método A) 4,35 min; [M+H] 449,9.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tiemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)

1241 0,299 38,1 22,6 95,8 4499 | 4,35

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Los siguientes compuestos se sintetizaron de acuerdo con los procedimientos anteriores para 124-1.

Compuesto Estructura TR (min)’ [M+H]

124-2 _ b NH 4,25 410,1
OO
& oW
124-3 _ 9 N 3,98 432,3
A O=0OE
: a  oH

"Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 125 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-ciclopropoxi-feniletinil)-benzamida (125-1)

HO Br
KLO;, DMF ¢ KO'Bu, THF
60°C, 16 h

0°C-TA, 4h
cl * — O—QBr - O@Br
\j o)
1
S 1

o ‘ Zn(Et), CHlz, DCE

0°C-TA, 640
0
O - OMe
SUSUIICN S s
A OMe PAGIy{dppf), Cul

DIPA, DMF 3
MW 160°C, 5 min

MNaOH (ac), EtOH H
70°C, 30 min H-Boe

Ohde
Hahl

o] H
P e =
o — N
D—O Q — O H Boo
5 6 OMe
o]

O HATU, DIEA, DMF
TA, 20 min

TA1h TA16h

Do Y= )4 ﬁ{::

1) HCI 4M/dioxano \ 2)NH20H (ac.) al 50%/PA 1:1

125-1

Sintesis de 1-Bromo-4-(2-cloro-etoxi)-benceno (1)

10 A una mezcla de 4-bromofenol (2,0 g, 11,6 mmol) y K>COs (3,20 g, 23,2 mmol) en DMF (50 ml) se le afiadié p-
toluenosulfonato de 3-cloroetilo (2,52 ml, 13,9 mmol) y la mezcla se agité a 60 °C durante 16 h. La mezcla de
reaccion se concentré al vacio y el residuo se repartio entre agua (200 ml) y DCM (50 ml). La capa acuosa se extrajo
adicionalmente con DCM (3 x 20 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (30 ml) y salmuera (30
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ml), se secaron sobre Na,SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 1 (3,12 g, 115 %) en
forma de un aceite de color ambar claro. LC-MS: TR (Método A) 5,83 min; compuesto significativamente no
ionizable. "H RMN (250 MHz, CDCIs) 6 3,8 (2H, t), 4,2 (2H, t), 6,8 (2H, d), 7,4 (2H, d). El producto en bruto se usé6 en
la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de 1-Bromo-4-viniloxi-benceno (2)

A una solucion agitada del compuesto 1 (~11,6 mmol) en THF (30 ml), enfriada en un bafio de hielo/agua, se le
afiadio terc-butoxido potasico (1,95 g, 17,3 mmol) en tres porciones. Después de 10 min, el bafio de hielo/agua se
retiré y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccién se concentré al
vacio y se repartioé entre agua (150 ml) y DCM (50 ml). La capa acuosa se extrajo adicionalmente con DCM (3 x 30
ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (40 ml) y salmuera (40 ml), se secaron sobre Na;SO4
anhidro y se concentraron al vacio. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrapida de fase normal sobre una
unidad CombiFlash® Companion™ equipada con columna ultrarrapida Luknova (40 g de gel de silice, tamarfio de
particulas promedio de 40-60 um, tamafio del poro de 60 A); caudal: 40 ml/min; fase movil: hexano. Las fracciones
que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 2 (1,702
g, 74% a partir de 4-bromofenol) en forma de un aceite transparente. LC-MS: TR (Método A) 5,95 min; compuesto
significativamente no ionizable. "H RMN (250 MHz, CDCl3) & 4,45 (1H, dd), 4,75 (1H, dd), 6,6 (1H, dd), 6,85 (2H, d),
7,4 (2H, d).

Sintesis de 1-Bromo-4-ciclopropoxi-benceno (3)

A una solucién agitada del compuesto 2 (1,702 g, 8,55 mmol) y CHal2 (5,52 ml, 68,4 mmol) en DCE anhidro (75 ml),
en una atmaosfera de nitrégeno, enfriada en un bafio de hielo/agua, se le afiadié cuidadosamente dietilcinc (1,0 M en
hexanos; 68,4 ml, 68,4 mmol). Después de 30 min el bafio de hielo/agua se retiré y la mezcla de reaccion se dejé en
agitacion a temperatura ambiente durante 64 h. La mezcla de reaccion se afadié cuidadosamente a NH4Cl saturado
(ac.) (200 ml), la mezcla se agitd, las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con DCM (3 x 30 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con HCI 1 N (100 ml), agua (100 ml), NaHCO3 saturado (ac.) (100 ml) y
salmuera (80 ml), se secaron sobre NaSO, anhidro y se concentraron al vacio para dar un aceite de color &mbar
claro. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida de fase normal sobre una unidad CombiFlash®
Companion™ equipada con columna ultrarrapida Luknova (40 g de gel de silice, tamafio de particulas promedio de
40-60 um, tamafo del poro de 60 A); caudal: 40 ml/min; fase movil: hexano. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 3 (1,310 mg, 71,9%) en
forma de un aceite transparente. LC-MS: TR (Método A) 5,87 min; compuesto significativamente no ionizable. H
RMN (250 MHz, CDClz) 6 0,75 (4H, m), 3,7 (1H, m), 6,9 (2H, d), 7,4 (2H, d).

Sintesis de éster metilico del acido 4-(4-ciclopropoxi-feniletinil)-benzoico (4)

Un tubo para microondas se cargd con el compuesto 3 (400 mg, 1,88 mmol), éster metilico del acido 4-etinil-
benzoico (330 mg, 2,06 mmol), PdClx(dppf)-CH2Cl, (30,7 mg, 2 % en mol), Cul (14,3 mg, 4 % en mol), DIPA (0,40
ml, 2,83 mmol) y DMF (6 ml). El tubo se recargd con nitrégeno, se cerré herméticamente y se irradié en un reactor
de microondas (potencia max. 250W) a 160 °C durante 5 min. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (100 ml) y
se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (50 ml) y salmuera (50 ml),
se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar un soélido pegajoso de color pardo. El producto
en bruto se purificd por cromatografia ultrarrdpida de fase normal sobre una unidad CombiFlash® Companion™
equipada con columna ultrarrapida Luknova (40 g de gel de silice, tamafio de particulas promedio de 40-60 pm,
tamafo del poro de 60 A); caudal: 40 ml/min; fase movil A: hexano; fase movil B: EtOAc; gradiente de elucion de 0 %
de B a 40 % de B durante 60 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron al vacio para dar el compuesto diana 4 (47,7 mg, 8,7%) en forma de un solido de color pardo claro. LC-
MS: TR (Método A) 7,32 min; compuesto significativamente no ionizable. "H RMN (250 MHz, CDCls) 6 0,75 (4H, m),
3,7 (1H, m), 3,85 (3H, s), 7,0 (2H, d), 7,5 (2H, d), 7,6 (2H, d), 8,0 (2H, d).

Sintesis de acido 4-(4-ciclopropoxi-feniletinil)-benzoico (5)

Al compuesto 4 (47,7 mg, 0,163 mmol) se le afiadieron EtOH (5 ml) y NaOH 3 M (ac.) (2 ml, 6 mmol). La mezcla de
reaccion se calentd a 70 °C durante 30 min. La mezcla de reaccion se diluyé con agua (150 ml), se enfrié en un
bafio de hielo/agua, se acidific6 a pH 3 con H3PO4 al 10 % (ac.) y se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (30 ml) y salmuera (30 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se
concentraron al vacio para dar para dar el compuesto diana 5 (44,7 mg, 98,8%) en forma de un sdlido de color
ligeramente blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,11 min; compuesto significativamente no ionizable.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-(4-ciclopropoxi-feniletinil)-
benzoilamino]-butirico (6)

A una solucion del compuesto 5 (44,7 mg, 0,161 mmol) y DIEA (0,084 ml, 0,482 mmol) en DMF (2 ml) se le afadio
HATU (73,5 mg, 0,193 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 5 min. Se afiadié Metil DAP - HCI
(47,6 mg, 0,177 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se
afiadio a agua (100 ml) y se extrajo con DCM (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (30
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ml), se secaron sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 6 (159,7 mg, 201 %)
en forma de un aceite viscoso de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 6,89 min; [M+H] 493,2. El producto en bruto
se uso en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-ciclopropoxi-feniletinil)-benzamida (125-1)

Al compuesto 6 (~0,161 mmol) se le afiadid HCI 4 M/dioxano (3 ml), y la mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 1 h. Los volatiles se retiraron al vacio y el residuo se lavd con éter dietilico (2 x 10 ml), centrifugando y
eliminando el sobrenadante después de cada lavado, para dar un sélido en polvo de color ambar claro. LC-MS: TR
(Método A) 4,91 min; [M+H] 393,2 (C23H24N204+H, requiere 393,47). Al sélido se le afiadié alcohol isopropilico (4 ml)
y la mezcla se enfrid en un bafio de hielo/agua durante 5 min. A la mezcla se le afiadid6 NH2OH (50 %, ac.) (4 ml),
gota a gota para los primeros 2 ml. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion en un bafio de hielo durante 5 min y
después se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 16 h. El volumen de disolvente se redujo
aproximadamente a la mitad en una corriente de nitrégeno y se afiadid agua (10 ml). La suspensiéon se agitd
minuciosamente (vibromezclador y sonicacion), se centrifugd y el sobrenadante se desechd6. Al sélido se le afiadio
agua (10 ml) y la suspension se agité minuciosamente, se centrifugdé y el sobrenadante se desechd. El sdlido
himedo se secd por liofilizacion para dar producto en bruto (41,7 mg, 69,3% rendimiento en bruto a partir de 5) en
forma de un sélido de color blanquecino. El producto en bruto se purificé por HPLC de fase inversa a escala
preparativa (columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase maévil A: TFA al 0,1
%/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucion de 15 % de B a 40 % de B durante 60 min, deteccion
MS). Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal
trifluoroacetato del compuesto diana 125-1 (30,2 mg, 37,0% de rendimiento a partir de 5, 56,1% de recuperacion de
producto en bruto) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 4,39 min; [M+H] 394,3.

Compuesto Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tlemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)

125-1 0,161 30,2 37,0 100 394,3 | 4,39

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 126
N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzamida (126-1)
B o CHyCH,l _ 9
e . o . ~OMe e = . N . on

DMSO
TA, 1h

HATU

H- e
ﬁ*\’ DIEA
oue | DMF
Ha TA, 20 min
1) HCI 4Midioxana

H = & OH = %;

2)NH20H (ac.) al 50%/PA 1:1
TA16h

Sintesis de acido 4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzoico (2)

A una solucién del compuesto 1 (1,5 g, 5,63 mmol) en DMSO seco (30 ml) se le afiadié hidruro sédico (2,25 g, 56,3
mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 min. Se afiadié yodoetano (0,591 ml, 7,32 mmol) y la
mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién se diluyd con agua (150 ml), se enfrio
en un bafio de hielo/agua, se acidificé a pH 3 con HCI 1 M (ac.), y se extrajo con EtOAc (80 ml, 2 x 50 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (80 ml) y salmuera (80 ml), se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se
concentraron al vacio para dar un sélido de color amarillo. El producto en bruto se purificé por cromatografia
ultrarrapida de fase normal sobre una unidad CombiFlash® Companion™ equipada con columna ultrarrapida
Luknova (80 g de gel de silice, tamafio de particulas promedio de 40-60 ym, tamafo del poro de 60 A); caudal: 50
ml/min; fase moévil A: CH2Cly; fase movil B: MeOH; gradiente de eluciéon de 0 % de B a 8 % de B durante 60 min. Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para dar el compuesto
diana 2 (995 mg, 63%) en forma de un sdlido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 5,89 min; compuesto
significativamente no ionizable. 'H RMN (250 MHz, DMSO-d6) 6 1,1 (3H, t), 3,6 (2H, c), 4,5 (2H, s), 7,4-8,0 (8H, m).
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-(4-etoximetil-feniletinil)-
benzoilamino]-3-metil-butirico (3)

A una solucion del compuesto 2 (150 mg, 0,535 mmol) y DIEA (0,280 ml, 1,61 mmol) en DMF (5 ml) se le afiadié
HATU (244 mg, 0,642 mmol) y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 5 min. Se afadié dimetil DAP
quiral (145 mg, 0,589 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. La mezcla de reaccion se
anadié a HCI 0,1 M (ac.) (100 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron
con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre Na,SO, anhidro y se concentraron al vacio para dar el
compuesto diana 3 (386 mg, 142%) en forma de un aceite viscoso de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 7,20 min;
[M+H] 509,3. El producto en bruto se usé en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(4-etoximetil-feniletinil)-benzamida (126-1)

Al compuesto 3 se le afiadié 4 B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucion de 20 % de B a 55 % de B durante 90 min,
deteccion MS HCI M/dioxano (4 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. Los volatiles se
retiraron al vacio para dar un sélido pegajoso de color ambar. LC-MS: TR (Método A) 4,70 min; [M+H] 408,9
(C24H28N204+H, requiere 409,51). Al sdlido se le afiadié alcohol isopropilico (4 ml) y la mezcla se enfrid en un bafio
de hielo/agua durante 5 min. A la mezcla se le afiadié NH20H (50 %, ac.) (4 ml), gota a gota para los primeros 2 ml.
La mezcla de reacciéon se dejé en agitacion en un bafio de hielo durante 5 min y después se dejé en agitacion a
temperatura ambiente durante 16 h. El volumen de disolvente se redujo aproximadamente a la mitad en una
corriente de nitrégeno y se afadid agua (10 ml). La suspension se agitdé minuciosamente (vibromezclador y
sonicacion), se centrifugd y el sobrenadante se desechd. Al sélido se le afiadié agua (10 ml) y la suspension se agitd
minuciosamente, se centrifugd y el sobrenadante se desechd. El sélido humedo se secé por liofilizacion para dar
producto en bruto (160,7 mg, rendimiento en bruto del 73,3 % a partir de 2) en forma de un sdlido de color
blanquecino. El producto en bruto se purifico por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Phenomenex
Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase movil A; TFA al 0,1 Y%/agua, fase movil). Las fracciones
que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del
compuesto diana 126-1 (44,7 mg, 16% de rendimiento a partir de 2, 22% de recuperacion de producto en bruto) en
forma de un sélido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 4,07 min; [M+H] 410,5 (C23H27N304+H, requiere 410,50).

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] Tiemgo de retencién
(mg) (%)’ (min)

126-1 0,535 44,7 16 99,5 410,5 | 4,07

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizé como se ha descrito anteriormente para el compuesto 4.

Compuesto n.° Estructura TR (min)’ [M+H]

126-2 o 4,24 410,3
O T
a o
o om

"Usando el Método Analitico A de LC-MS.
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Ejemplo 127 (Ejemplo de referencia)

N-[2-(Formil-hidroxiamino)-etil]-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (127-1)
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Sintesis de N-(2-N,O-Di-Boc-hidroxiaminoetil)ftalimida (1)

A la mezcla de N-(2-bromoetil)-ftalimida (473 mg, 1,86 mmol) y N,O-di-Boc-hidroxilamina (500 mg, 2,14 mmol) en
DMF (5 ml) se le afadié K.COs3 (483 mg, 3,49 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 65°C durante una noche
seguido de diluciéon con EtOAc (50 ml). La solucidon se extrajo con agua (15 ml x 2) y salmuera (30 ml). La capa
organica se sec6 sobre Na>SO, y se evaporé al vacio. El residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre una
unidad CombiFlash ® Companion equipada con columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con
tamano promedio de particulas de 35-60 micrometros, 12 g, Teledyne Isco); caudal = 30 ml/min; volumen de
inyeccion 2 ml; fase movil A: hexano; fase mévil B: EtOAc; gradiente de 0-50 % de B en 25 min. Las fracciones que
contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al vacio para proporcionar el compuesto diana 450
mg (59,2%) en forma de un aceite incoloro. LC-MS [M+H] 407,0.

Sintesis de 2-N,0-DiBoc-Hidroxiaminoetilamina (2)

Una solucién del compuesto 2 (450 mg, 1,11 mmol) y NoH4 x H2O (250 mg, 5,00 mmol) en EtOH (5 ml) se calent6 a
80 °C durante 1 h. La mezcla de reaccién se enfrié a t.a. y el precipitado de color blanco formado se filtrd y se lavd
con EtOH (5 ml). El filirado se concentré al vacio y se secé al vacio durante 4 h. El compuesto 2 se uso tal cual para
la siguiente transformacién quimica sin purificacion adicional. LC-MS [M+H] 277 ,4.

Sintesis de N-(2- N,O-di-Boc-hidroxiamino-etil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (4)

Una mezcla del compuesto 2 (0,55 mmol), el compuesto 3 (160 mg, 0, 5 mmol), DIEA (330 pl, 2,0 mmol) y HATU
(230 mg, 0,6 mmol) se agité a temperatura ambiente durante una noche seguido de dilucién con EtOAc (50 ml) y
extraccién con agua (15 ml x 2) y salmuera (30 ml). La capa organica se sec6 sobre Na SO, y se evaporé al vacio.
El residuo se sometid a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con
columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-60 micrémetros,
49, Teledyne Isco); caudal = 18 ml/min; volumen de inyeccion 2 ml; fase mévil A: hexano; fase moévil B: EtOAc;
gradiente de 0-30 % de B en 30 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron al vacio para proporcionar el compuesto diana 250 mg (86,2%) en forma de un sdélido de color blanco.
LC-MS [M+H] 480,2 (-Boc).

Sintesis de N-(2-hidroxiamino-etil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (5)

Una solucién del compuesto 4 (250 mg, 0,43 mmol) en HCI 4 M/dioxano (5 ml) se agité a TA durante 1 h. Los
disolventes se evaporaron al vacio. El residuo se secé al vacio para proporcionar el dihidrocloruro del compuesto 5
(184 mg, 95 %) en forma de un sélido de color amarillo. LC-MS [M+H] 380,1.

N-[2-(Formil-hidroxiamino)-etil]-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (127-1)

Una mezcla del compuesto 5 (184 mg, 0,43 mmol), formiato de 2,2,2-triflouroetilo (74 mg, 0,58 mmol) y DIEA (165 ul,
1,0 mmol) en THF (5 ml) se agité a 65°C durante 2 h. La mezcla de reaccién se concentré al vacio, el residuo se
disolvié en DMSO (600 pl) y se sometid a purificacién por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x
100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%;
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gradiente de elucion de 10 % de B a 40 % de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el
producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del compuesto diana (40,3
mg, 17,9%) en forma de un sdlido de color blanco. LC-MS [M+H] 408,4.

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (min)*

1271 0,43 40,3 17,9 95,7 408,4 | 3,15

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1 %/agua;
fase movil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de elucion de 5 % de B a 100 % de B durante 9,5 min, deteccion 254
nm]

Ejemplo 128 (Ejemplo de referencia)

N-[2-(Formil-hidroxi-amino)-1-hidroximetil-etil]-4-(4-morfolin-4-il-metil-feniletinil)-benzamida (128-1)
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1284
Sintesis de éster bencilico del acido (2-terc-butoxi-1-yodometil-etil)-carbamico (1)

CF4CH,0CHO

Una mezcla de N-Cbz-O-terc-Bu-serinol (420 mg, 1,5 mmol), PhsP (487 mg, 1,86 mmol) e imidazol (150 mg, 2,2
mmol) se disolvié en THF (10 ml) seguido de la adicion de |, (483 mg, 3,49 mmol) en porciones durante 3 min. La
mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante una noche seguido de dilucién con EtOAc (100 ml) y
extraccién con agua (50 ml x 3) y salmuera (30 ml). La capa organica se seco sobre NaxSO4 y se evapor6 al vacio.
El residuo se us6 tal cual para la siguiente transformacion quimica sin purificacion adicional. LC-MS [M+H"] 392,0.

Sintesis de éster bencilico del acido (2-terc-butoxi-1-(N,O0-di-Boc-hidroxiaminometil-etil)-carbamico (2)

Una mezcla del compuesto 1 (1,5 mmol), N,O-di-Boc-hidroxilamina (350 mg, 1,5 mmol) y K>COs3 (483 mg, 3,49
mmol) en DMF (5 ml) se agit6é a 65 °C durante 2 h. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 ml), y se extrajo
con agua (15 ml x 2) y salmuera (30 ml). La capa organica se seco sobre Na>SO.y el disolvente se retird al vacio. El
residuo se sometié a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con columna
ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-60 micrémetros, 12g,
Teledyne Isco); caudal = 30 ml/min; volumen de inyeccién 2 ml; fase mévil A: hexano; fase movil B: EtOAc; gradiente
de 0-95 % de B en 60 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se concentraron al
vacio para proporcionar el compuesto diana (518 mg, 73,3% global en 2 etapas) en forma de un aceite incoloro. LC-
MS [M+H"] 497,2.

Sintesis de (2-terc-Butoxi-1-(N,O-di-Boc-hidroxiaminometil)-etilamina (3)

Una mezcla de una solucion del compuesto 2 (518 mg, 1,04 mmol) en 15 ml de MeOH y Pd al 5 %/C (200 mg) se
sometid a hidrogenacion en un agitador Parr a 448,16 kPa (65 psi) durante una noche. El Pd/C se retird por filtracion
y el filtrado se concentré al vacio para producir un aceite incoloro, que se uso en la siguiente etapa sin purificacion
adicional. LC-MS [M+H"] 363 4.
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Sintesis de N-(2-terc-Butoxi-1-(N,O-di-Boc-hidroxiaminometil)-etil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-
benzamida (5)

Una mezcla del compuesto 3 (1,04 mmol), el compuesto 4 (250 mg, 0, 71 mmol), DIEA (496 pl, 3,0 mmol) y HATU
(380 mg, 1,0 mmol) se agité a temperatura ambiente durante 45 min seguido de dilucion con EtOAc (50 ml) y
extraccién con agua (15 ml x 2) y salmuera (30 ml). La capa organica se seco sobre Na,SO4 y se evaporo al vacio.
El residuo se sometid6 a cromatografia ultrarrapida sobre una unidad CombiFlash ® Companion equipada con
columna ultrarrapida RediSep® (fase normal, gel de silice con tamafio promedio de particulas de 35-60 micrémetros,
49, Teledyne Isco); caudal = 18 ml/min; volumen de inyeccion 2 ml; fase mévil A: hexano; fase moévil B: EtOAc;
gradiente de 0-60 % de B en 60 min. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se
concentraron al vacio para proporcionar el compuesto diana 5 250 mg (48,2%) en forma de un solido de color
blanco. LC-MS [M+H] 666,1.

Sintesis de N-(2-Hidroxiamino-1-hidroximetil-etil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (6)

La mezcla del compuesto 5 (0,37 mmol, 250 mg) y HCI 4 N/dioxano (6 ml, 24 mmol) se agité a t.a. durante 1,5 h. Los
disolventes se retiraron al vacio y la sal HCI se disolvié en una mezcla de THF/DIEA (10 ml / 220 pl). Una mitad de la
solucion resultante se usé en la siguiente etapa. LC-MS [M+H] 410,0.

N-[2-(Formil-hidroxiamino)-etil]-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (128-1)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 6 (en forma de una solucién, véase la etapa anterior) | 276,34 1,0 - 0,18
Formiato de trifluoroetilo 128,05 1,1 195 mg 2,00
DIEA (en forma de una solucién, véase la etapa anterior) 129,24 3,6 110 pl 0,65
THF (en forma de una solucién, véase la etapa anterior) 5mil

Se afiadié formiato de trifluoroetilo (20 mg, 2 mmol) a la solucion (~5 ml) de la etapa anterior y la mezcla de reaccién
se agité a 55°C durante 1 h. La mezcla de reaccién se concentré al vacio. El residuo se disolvio en DMSO (600 ul) y
se sometié a purificacién por HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min;
fase movil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion de 10 %
de B a 40 % de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y
se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacética del compuesto diana (10,6 mg, 10,7 %) en forma de un sdlido
de color blanco.

Compuesto | Escala (mmol) Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencién
(mg) (%) (min)*

128-1 0,18 10,6 10,7 97,7 438,1 2,94

* - [columna Chromolith SpeedRod RP-18e C18 (4,6 x 50 mm); caudal 1,5 ml/min; fase mévil A: TFA al 0,1 %/agua;
fase movil B TFA al 0,1 %/ACN; gradiente de eluciéon de 5 % de B a 100 % de B durante 9,5 min, deteccién 254
nm]
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Ejemplo 129

3-Amino-N-hidroxi-3-metil-2-[3-(4-morfolin-4ilmetil-fenil)-propinoilamino]-butiramida (129-1)
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Sintesis de éster metilico del acido 3-amino-2-[4-(4-hidroximetil-feniletinil)-benzoilamino]-3-metil-butirico (2)

A una solucion fria del compuesto 1 (700 mg, 1,7 mmol) en 6 ml de NMP y 10 ml de AcOH a 0 °C se le ahadio polvo
de Zn (1,2 g, 18 mmol). La mezcla de reaccion se agit6é vigorosamente durante 2 h a 25 °C y se controlé por LC-MS
hasta que no quedd material de partida. La mezcla de reaccion se filtr a través una capa de celite, el sélido se lavo
con DCM (3 x 10 ml) y MeOH (2 x 10 ml), el filtrado y el liquido de lavado se combinaron y después se concentraron
para dar 420 mg (65 %) del compuesto puro 2 en forma de un aceite incoloro. LC-MS: TR (Método A) 3,36 min;
[M+H] 638,7.

Sintesis de éster metilico del acido 3-terc-butoxicarbonilamino-2-[4-(4-hidroximetil-feniletinil)-benzoilamino]-
3-metil-butirico (3)

A una solucion fria del compuesto 2 (320 mg, 0,84 mmol) en THF (4 ml) a 0 °C se le afiadio dicarbonato de di-terc-
butilo (200 mg, 0,92 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h, hasta que el
andlisis por TLC (EtOAc al 30 % en hexanos) indicé la desaparicion del material de partida. La mezcla de reaccién
se diluyé con DCM (20 ml), se lavé con NaHCO; saturado y salmuera, se secéd sobre NaSOs y después se
concentrd para dar el compuesto en bruto 3 370 mg (92%).

Sintesis de éster metilico del acido 3-terc-butoxicarbonilamino-3-metil-2-[4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-
benzoilamino]-butirico (5)

A una solucién fria del compuesto 3 (370 mg, 0,77 mmol) y DIEA (0,30 ml, 1,6 mmol) se le afiadié MsCl (0,12 ml,
1,54 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30 min hasta que el analisis por
TLC (EtOAc al 30 % en Hexanos) indico la desaparicion del material de partida. La mezcla de reaccion se diluyé con
DCM (20 ml), se lavo con salmuera (2 x 20 ml), se seco sobre Na,SO4 y se concentré para dar el producto en bruto
4 (400 mg, 90 %). El metanosulfonato 4 se redisolvid en DCM (10 ml). A la solucién a 0 °C se le afiadié gota a gota
morfolina (0,35 ml, 4,0 mmol). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla de reaccion se
concentrd al vacio y el residuo se repartié entre agua (30 ml) y EtOAc (30 ml). Las capas se separaron y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (10 ml) y salmuera
(10 ml), se secaron sobre NaxSQO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto 5 (439 mg, 100 %) en
forma de un sélido de color blanquecino.

Sintesis de N-(2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(4-morfolin-4-ilmetil-feniletinil)-benzamida (6)

A una mezcla del compuesto 5 (148 mg) en dioxano (4 ml), se le afiadié HCI (4 M en dioxano, 4 ml) a 0 °C. La
mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 1 h, hasta que el analisis por LC-MS indicé la
desaparicion del material de partida. El HCI y el disolvente se retiraron al vacio; el residuo se disolvié en DCM, se
lavé con NaHCOs; sat. y salmuera y se concentrd para dar el compuesto en bruto 6.
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Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-feniletinil]-
benzamida (129-1)

El compuesto 7 se prepar6 usando el Método General para la formacién de hidroxamato. El producto en bruto se
purificé por HPLC de fase inversa a escala preparativa (columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm,

5 caudal: 20 ml/min, fase movil A: TFA al 0,1 %/agua, fase movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucion de 15 %
de B a 40 % de B durante 60 min, deteccién MS). Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron
y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto diana 129-1 (11,4 mg, 6,2 % de rendimiento)
en forma de un solido de color blanco. LC-MS: TR (Método A) 2,79 min; [M+H] 451,1.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%)° | [M+H] Tlemgo de retencioén
(mg) (%)’ (min)

12941 1 11,4 6,2 99,5 4511 | 2,79

" Basandose en el compuesto 5.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

10 Ejemplo 130 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-feniletinil]-benzamida

(130-1)
_ o
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13041

Sintesis de éster terc-butilico del acido (4-yodo-bencil)-carbamico (1)

15 A una solucién de 4-yodoanilina (1,95 g, 5,0 mmol) en iPrOH (10 ml) se le afiadié BoC,0 (1,199 g, 5,5 mmol) y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 h. El iPrOH se retird al vacio y el residuo se cristalizé en una
mezcla de Et,O/hexano para dar el compuesto diana 1 (1,219 g, 76%) en forma de un sdlido de color blanquecino.
LC-MS: TR (Método A) 6,14 min; [2M+H] 638,7.
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Sintesis de acido 4-(4-terc-butoxicarbonilamino-feniletinil)-benzoico (2)

Reactivo PM Equiv. mg, ml mmol
Acido 4-etinil benzoico 146,15 1,0 146 mg 1,0
Compuesto 1 319,14 1,0 319 mg 1,0
PdCl>(PPhs). 703,91 0,03 21 mg 0,03
Cul 190,45 0,06 12mg 0,06
(iPr)2NH 101,19 0,6 ml 0,3
THF 1,2 ml

El compuesto 2 se preparé usando el Método General para el acoplamiento de Sonogashira, pero sin PPhs.
Rendimiento: 355 mg. El producto en bruto se usoé en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional. LC-MS:
TR (Método A) 6,05 min, [M+H] 338,6.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-(4-terc-butoxicarbonilamino-feniletinil)-benzoilamino]-3-(9H-
fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-butirico (3)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 337,38 1,0 355 mg 1,0
Fmoc-Metil DAP - HCI 390,87 1,0 390 mg 1,0
HATU 380,2 1,2 456 mg 1,2
DIEA 129,25 3,5 0,609 ml 3,5
DMF 1 ml

El compuesto 3 se prepar6 usando el Método General para el acoplamiento de HATU. LC-MS: TR (Método A) 7,49
min, [M+H] 674,2. El producto en bruto se uso en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-(4-amino-feniletinil)-benzoilaminol-3-(9H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonilamino)-butirico (4)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 3 673,77 1,0 - 1,0
HCI, solucién 4,0 M en 1,4-dioxano 4 ml

Dioxano 2ml

El compuesto 4 se prepard usando el Método General para la desproteccion de Boc. El producto en bruto se usé en
la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-{4-[4-(2-bromo-acetilamino)-feniletinil]-benzoilamino}-3-(9H-
fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-butirico (5)

A una suspension del compuesto 5 (137 mg, 0,22 mmol) y DIEA (96 ul, 0,55 mmol) en CHCI3z (1 ml), enfriada en un
bafio de hielo/agua, se le anadi6é gota a gota cloruro de bromoacetilo (24 pl, 0,29 mmol) y la mezcla se agité en un
bafio de hielo/agua durante 5 min. Se dejé que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agitd
durante 1,5 h. La mezcla de reaccion se usé en la siguiente etapa. LC-MS: TR (Método A) 6,91 min, MH" = 695,5.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2- {4-[4-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-feniletinil]-
benzoilamino)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-butirico (6)

Se afadié ciclopropil amina (24 pl, 0,35 mmol) a la mezcla de reaccién del compuesto 6 y la mezcla resultante se
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agitdé durante 1 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (80 ml) y la capa organica se
lavé con agua (2 x 40 ml) y salmuera (40 ml), se seco sobre Na;SO4 anhidro y se concentré al vacio para dar el
compuesto diana 6 (133 mg, 90 %) en forma de un sélido de color pardo. LC-MS: TR (Método A) 6,82 min, MH" =
671,3.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-feniletinil]-
benzamida (130-1)

Reactivo PM, d Equiv. mg, ml mmol
Compuesto 6 670,77 1,0 133 mg 0,2
NH-OH x HCI 69,49 6,0 92 mg 0,78
MeONa al 25 % en MeOH 12 0,6 ml 1,56
THF 2ml

MeOH 2ml

El compuesto 130-1 se prepard usando el Método General para la formacion de hidroxamato. LC-MS: TR
(Método A) 2,48 min, MH" = 450,2. El producto en bruto se purificd por HPLC de fase inversa a escala preparativa
(columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A, 30 x 100 mm, caudal: 20 ml/min, fase mévil A: TFA al 0,1 %/agua, fase
movil B: TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de elucion de 15 % de B a 40 % de B durante 60 min, deteccién MS). Las
fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato
del compuesto diana 130-1 (3,7mg, 0,54 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS: TR
(Método A) 3,08 min; [M+H] 449,9.

Compuesto | Escala (mmol)’ Rendimiento Ren1dimiento Pureza (%)° | [M+H] Tigmgo de retencioén
(mg) (%) (min)

130-1 1 3,7 0,54 95,0 4499 | 3,08

" Basado en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccion de acoplamiento.

2 Usando el Método Analitico A de LC-MS.

Ejemplo 131 (Ejemplo de referencia)

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-aminometil-feniletinil)-benzamida (131-1), N-((1S,2R)-2-

Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-metanosulfonilamino-metil)-feniletinil]-benzamida (131-2) y N-((1S,2R)-
2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-guanidinometil-feniletinil)-benzamida (131-3)
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Sintesis de éster terc-butilico del acido (4-yodo-bencil)-carbamico (1)

A una solucién de 4-yodobencilamina (1,35 g, 5,0 mmol) y DIEA (0,96 ml, 5,5 mmol) en DMF (5 ml) se le afiadié
Boc,0 (1,09 g, 5,0 mmol) y la mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante 1 h. La mezcla de reaccién se diluyod
con EtOAc (125 ml) y la capa organica se lavd con agua (2 x 40 ml) y salmuera (40 ml), se secé sobre NaSO4
anhidro y se concentré al vacio para dar el compuesto diana 1 (1,635 g, 98%) en forma de un sdlido de color
blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,02 min; [2M+H] 667,0. El producto en bruto se us6 en la siguiente etapa
sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido 4-[4-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-feniletinil]-benzoico (2)

Reactivo PM Equiv. mg, ml mmol
4-Etinil benzoato de metilo 160,17 1,0 1635 mg 4.9
Compuesto 1 333,17 1,1 864 mg 54
PdCl>(PPhs). 703,91 0,03 104 mg 0,15
PPhs 262,29 0,1 129 mg 0,49
Cul 190,45 0,06 56 mg 0,3
(iPr)2NH 101,19 3ml

THF 6 ml
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El compuesto 2 se preparé usando el Método General para el acoplamiento de Sonogashira. El producto en bruto
se uso en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional. LC-MS: TR (Método A) 5,92 min, [M+H] 366,2).

Sintesis de acido 4-[4-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-feniletinil]-benzoico (3)

Reactivo PM Equiv. mg, ml mmol
Compuesto 2 365,43 1,0 1,799 4,91
NaOH ac. 2 N 160,17 6,0 15 ml 30
MeOH 100 ml

THF 50 ml

5 Todos los componentes se agitaron durante 16 h a temperatura ambiente. La mayor parte del disolvente se retiré al
vacio. Al residuo se le afiadié agua (100 ml). La soluciéon acuosa se acidificé con H.SO4 ac. al 2% a pH = 2-3 y se
extrajo con EtOAc (2 x 50 ml). La capa organica combinada se lavé con agua (2 x 40 ml) y salmuera (50 ml) y se
secoO sobre NaSO4. ElI EtOAC se retiré al vacio para dar el compuesto deseado 3 (1,650 g, 96% basandose en el
compuesto 1) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 5,76 min; baja ionizacion.

10 Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-{4-[4-(terc-butoxicarbonilamino-metil)-feniletinil]-benzoilamino}-
3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-butirico (4)
Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 351,41 1,0 235 mg 0,67
Fmoc-Metil DAP - HCI 390,87 1,0 200 mg 0,67
HATU 380,2 1,2 306 mg 0,8
DIEA 129,25 3,5 0,408 ml 2,35
DMF 1ml
El compuesto 4 se prepar6 usando el Método General para el acoplamiento de HATU. LC-MS: TR (Método A) 7,54
min, [M+H] 688,2). El producto en bruto se usoé en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.
15 Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-2-[4-(4-aminometil-feniletinil)-benzoilamino]-3-(9H-fluoren-9-

ilmetoxicarbonilamino)-butirico (5)

Reactivo PM Equiv. | mg/ml mmol
Compuesto 4 687,8 1,0 - 0,67
HCI, solucién 4,0 M en 1,4-dioxano 15 ml

Dioxano 5ml

El compuesto 5 se preparé usando el Método General para la desproteccién de Boc. LC-MS: TR (Método A) 5,47
min, [M+H] 588,3. El producto en bruto se us6 en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

20 Sintesis de N-((1 S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(4-aminometil-feniletinil)-benzamida (131-1)

Reactivo PM, d Equiv. mg, mi mmol
Compuesto 5 HCI 624,14 1,0 137 mg 0,22
NH20OH x HCI 69,49 6,0 92 mg 1,32
MeONa al 25 % en MeOH 12 0,63 ml 2,64
THF 2ml
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Reactivo PM, d Equiv. mg, mi mmol

MeOH 2mi

El compuesto 131-1 se prepar6 usando el Método General para la formacion de hidroxamato. LC-MS: TR
(Método A) 2,17 min, MH" = 367,0.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-14-[4-
(metanosulfonilamino-metil)-feniletinil]-benzoilamino}-butirico (7)

A una suspension del compuesto 5 (137 mg, 0,22 mmol) y DIEA (77 ul, 0,44 mmol) en CHCI3 (0,5 ml), enfriada en un
bafio de hielo/agua, se le anadio gota a gota cloruro de metanosulfonilo (22 pl, 0,29 mmol) y la mezcla se agité en un
bafio de hielo/agua durante 5 min. Se dejé que la mezcla de reaccion alcanzara la temperatura ambiente y se agito
durante 30 min. La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (100 ml) y se lavé con agua (2 x 30 ml) y salmuera (25
ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el
compuesto diana 7 (141 mg, 97%) en forma de un sélido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 6,37 min,
M+H" = 666,4.

N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-[4-metanosulfonil-amino-metil)-feniletinil]-benzamida (131-2)

Reactivo PM, d Equiv. mg, ml mmol
Compuesto 7 665,77 1,0 141 mg 0,21
NH20H x HCI 69,49 6,0 92 mg 1,32
MeONa al 25 % en MeOH 12 0,63 ml 2,64
THF 2mi

MeOH 2ml

El compuesto 131-2 se prepard usando el Método General para la formacion de hidroxamato. LC-MS: TR
(Método A) 3,13 min, MH" = 445 3.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3R)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-[4-(4-guanidino-metil-
feniletinil)-benzoilamino-1-butirico (9)

A una suspension del compuesto 5 (137 mg, 0,22 mmol) y DIEA (191 pl, 1,1 mmol) en DMF (0,5 ml) se le afiadié 1H-
pirazol-1-carboxamidina HCI (71 mg, 0,48 mmol) y la mezcla se agité a 60 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se
diluyé con EtOAc (80 ml) y se lavé con agua (2 x 30 ml) y salmuera (25 ml). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre Na>SO4 anhidro y se concentraron al vacio para dar el compuesto diana 9 (82 mg, 65%) en forma de
un solido de color blanquecino. LC-MS: TR (Método A) 5,48 min, MH" = 630,3.

Sintesis de N-((1S,2R)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-(guanidinometil-feniletinil)-benzamida (131-3)

Reactivo PM, d Equiv. mg, ml mmol
Compuesto 9 629,72 1,0 82 mg 0,13
NH2OH x HCI 69,49 6,0 55 mg 0,78
MeONa al 25 % en MeOH 12 0,35 ml 1,56
THF 2ml

MeOH 2ml

El compuesto 131-3 se preparé usando el Método General para la formacion de hidroxamato. LC-MS: TR

(Método A) 2,72 min, MH" = 409,2.

Los siguientes compuestos se fabricaron como se ha descrito anteriormente.
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Compuesto | Estructura Tiempo de | MH" (m/z) | Método de HPLC-
n.° retencion (min) MS
131-1 H,N o) " 2,58 367,1 A
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Ejemplo 132 (Ejemplo de referencia)

N-[(S)-2-(2-Ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-feniletinil-benzamida (132-1)
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-2-(4-feniletinil-benzoilamino)-propiénico

()

A la mezcla del compuesto 1 (210 mg, 0,94 mmol) e hidrocloruro de H-(S)-DAP(N'-Boc)-OMe (275 mg, 1,08 mmol)
en DMF (5 ml) se le afiadié HATU (429 mg, 1,13 mmol) seguido de DIEA (491 pl, 2,82 mmol). La mezcla de reaccién
se agité a temperatura ambiente durante 20 min, se diluy6é con HCl ac. 0,1 M (50 ml) y se extrajo con EtOAc (60 ml x
2). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (60 ml) y salmuera (60 ml), se secaron sobre Na,SO4 anh.
y se evaporaron al vacio para dar el compuesto diana 2 (397 mg, 100 %) en forma de un aceite de color amarillo.
LC-MS [M+H] 424,0. El compuesto se uso en la siguiente etapa sintética sin purificacion adicional.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-amino-2-(4-feniletinil-benzoilamino)-propiénico (3)

A la solucién del compuesto 2 (397 mg, 0,94 mmol) en dioxano (2 ml) y MeOH (2 ml) se le aiadié una solucion de
HCI 4 N en dioxano (4 ml, 16 mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente. Se controlé que la
reaccion se habia completado por LC-MS. Después de que se completara (en 2 h), el disolvente se evaporo al vacio.
El residuo se disolvié en i-PrOH (10 ml) y se evaporé al vacio. El procedimiento mencionado anteriormente se repitio
dos veces para proporcionar la sal hidrocloruro del producto diana 3 (337 mg, 100 %) en forma de un sélido de color
amarillo claro. LC-MS [M+H] 323,7.
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-bromo-acetilamino)-2-(4-feniletinil-benzoilamino)-propiénico (4)

A la mezcla del hidrocloruro del compuesto 3 (337 mg, 0,94 mmol) y DIEA (410 ul, 2,35 mmol) en CH2Cl» (8 ml) se le
afiadié bromuro de bromoacetilo (82 pl, 0,94 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se dejé calentar a temperatura
ambiente y se agité durante 30 min. El CH.Cl, se evaporé al vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (100 ml) y se
lavé con agua (50 ml) y salmuera (50 ml x 2). La fase organica se seco sobre Na;SO4 anh. y se evaporé al vacio. El
producto en bruto se purificd por cromatografia en columna ultrarrapida sobre gel de silice utilizando MeOH al 5
%/CH,Cl, como gradiente para dar el producto diana 4 (270 mg, 65 %) en forma de un solido de color blanco. LC-
MS [M+H] 445,9.

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-2-(4-feniletinil-benzoilamino)-
propiodnico (5)

A una solucién del compuesto 4 (67 mg, 0,15 mmol) en CHxCl> (2 ml) se le afiadié ciclopropilamina (36 pl, 0,53
mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se mantuvo a 0 °C durante 10 min y después la mezcla se dejo calentar a
temperatura ambiente y se agité durante una noche. Después de que se completara, el disolvente se retiré al vacio.
El residuo se diluyé con agua (40 ml), se acidific6 con HCI 1 N a pH 4 y se extrajo con EtOAc (40 ml x 2). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (50 ml) y salmuera (50 ml), se secaron sobre Na;SO4 anh. y se
evaporaron al vacio para proporcionar el producto diana 5 (63 mg, 100 %) en forma de un aceite de color amarillo
claro. LC-MS [M+H] 420,9.

Sintesis de N-[(S)-2-(2-ciclopropilamino-acetilamino)-1-hidroxicarbamoil-etil]-4-feniletinil-benzamida (132-1)

A una suspension agitada del compuesto 5 (63 mg, 0,15 mmol) e hidrocloruro de hidroxilamina (83 mg, 1,2 mmol) en
MeOH (anh, 2 ml) y THF (anh, 0,8 ml) se le afiadi6 gota a gota NaOMe al 25 %/MeOH (343 pl, 1,5 mmol) a -5 °C en
una atmadsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se agité a -5°C durante 5 min mas. La temperatura de la mezcla
de reaccion se aumentd hasta la temperatura ambiente. Se controlé que la reaccion se habia completado por LC-
MS. Después de que se completara (en 20 min), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI 1 N en MeOH a pH~5 a
baja temperatura y se evaporé al vacio. El residuo se disolvio en DMSO (400 pl) y se sometié a purificacion por
HLPC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase mévil A: agua al 100 %,
TFA al 0,1 %; fase moévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion de 8 % de B a 60 % de B en 60 min,
deteccién 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y se liofilizaron para
proporcionar la sal trifluoroacetato del producto diana 132-1 (32,4 mg) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS
[M+H] 421,1.

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza [M+H] | Tiempo de retencidn
(mg) (%)* (%) (min)*
1321 0,15 32,4 40,5 97,9 421,1 | 5,63

* - Basandose en la cantidad de compuesto 4

** - Método B de HPLC-MS

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetiz6 como se ha descrito anteriormente usando (S)-DAP(N'-Boc)-
OMe x HCI o (S)-Me-DAP(N'-Boc)-OMe x HCl y la amina apropiada.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
132-2 o R 4351 4,04 A
y_/
N
N H
O—=0 &
00 OH
132-3 o F 485,1 6,55 B
s
N H
O—= 0
[o 3+ ] OH
132-4 o M 485,1 4,49 A
N>_/
H
N
O—=C
00 OH
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Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
132-5 _g 4991 4,60 A
132-6 o B 4991 4,61 A
.—H)C‘
O==r€
o a OH

Ejemplo 133
N-((1S,28)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-feniletinil-benzamida (133-1)

(Ejemplo de referencia)

PdCl(dppf)z al 3%

0 Gul al 6% OH
@Br+ — . ._._\< = Q
0 iPrgNH, THF, 0
130°C 1

H
7. .N~Fmoec
Lro HATU, DIEA,
HoN - DMF, TA
o]
MNHzOH

NaOMe al 25%/
MeQH

% NH N Fmoc
. HN~§;
N\ T iemeon, . . 4
Q0

5°C. TA
13341

Sintesis de acido 4-feniletinil-benzoico (1)

El acido 4-etinil-benzoico (146 mg, 1,0 mmol), bromobenceno (116 pl, 1,1 mmol), PdClx(dppf)2 (24,5 mg, 0,03 mmol),
yoduro de cobre (I) (11 mg, 0,06 mmol) y diisopropilamina (7,0 ml, 2,3 mmol) se disolvieron en THF (2 ml) y se
cerraron herméticamente en una atmosfera de nitrogeno. Después, la mezcla de reaccion se agitdé rapidamente
durante 1 min y se puso en el reactor de microondas a 130 °C durante 15 min. Después, la mezcla se diluyé con
EtOAc (50 ml) y agua (40 ml). Después de mezclar y ajustar a pH ~5 con HCI 3 M, la fase acuosa se retird. La fase
organica se lavé con HCI 0,3 M (20 ml x 2) y salmuera (30 ml). La filtracién de la solucién de color pardo a través de
anh NaxSO, y la evaporacion de los disolventes proporcionaron el producto diana en bruto, que se purificé mediante
purificacién por HPLC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20 ml/min; fase movil A:
agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mévil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion de 30 % de B a 70 %
de B en 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se combinaron y el ACN se
concentré al vacio. El producto se extrajo con EtOAc (50 ml), se lavé con salmuera (50 ml x 2), se secd sobre
Na,SO4 anh. y el disolvente se evaporoé al vacio. El residuo se secé al vacio durante una noche para proporcionar el
compuesto diana 2 (160 mg, 72%) en forma de un sélido de color blanco. LC-MS [M+H] 223,3.

Sintesis de éster metilico del acido (2S,3S)-3-(9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilamino)-2-(4-feniletinil-
benzoilamino)-butirico (2)

Reactivo PM Equiv. | g/ml mmol
Compuesto 1 222,25 1,0 53 mg 0,24
H-(Alo)-Me-DAP-(N'-Fmoc)-OMe x 390,86 1,2 113 mg 0,29
HCI* 380,23 1,2 110 mg 0,29
HATU 129,24 3 125 pl 0,72
DIEA 1,5 ml
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Reactivo PM Equiv. | g/ml mmol

DMF

* - el aminoacido se sintetiz6 de acuerdo con el Esquema 2

El compuesto 2 se preparé por reaccién con H-(Alo)-Me-DAP-(N'-Fmoc)-OMe x HCI de acuerdo con el Método
General para el acoplamiento de HATU con rendimiento cuantitativo. LC-MS [M+H] 559,5 (C3sH30N2Os+H, requiere
559,64). EI compuesto se uso en la siguiente etapa sintética sin purificaciéon adicional.

Sintesis de N-((1S,2S)-2-amino-1-hidroxicarbamoil-propil)-4-feniletinil-benzamida (133-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 558,64 1,0 134 mg 0,24
NH20OH x HCI 69,49 10 167 mg 2,40
NaOMe al 25 %/MeOH 12 658 pl 2,88
MeOH 3 mi

THF 1,2 ml

El compuesto 133-1 se prepard siguiendo el Método General para la formacién de hidroxamato, anhidro. El
compuesto en bruto se purificd por HPLC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal = 20
ml/min; fase movil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase mdvil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion
de 15 % de B a 40 % de B durante 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se
combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto diana 133-1 (21,1 mg) en forma
de un sdlido de color blanco. LC-MS: [M+H] 338,3.

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%)* (min)*
133-1 0,24 21,1 mg 23,4 98,6 338,3 | 5,62

* - Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

** - Método B de HPLC-MS

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetizd como se ha descrito anteriormente partiendo del acido
carboxilico apropiado.

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retenciéon (min) MS
133-2 (Ejemplo de referencia) 4371 2,88 B
o
& iy
N N H
o=
o0 OH
133-3 (Ejemplo de referencia) 407 1 3,24 B
j—
o O
= N,
O—=—0< L,
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NH

H
OO
o & on

2

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retencién (min) MS
133-4 (Ejemplo de referencia) 368,3 3,41 B

El siguiente compuesto se sintetiz6 como se ha descrito para la sintesis del compuesto 132-1 en el Ejemplo 132

usando H-(Alo)-Me-DAP-(N'-Fmoc)-OMe x HCI y desproteccion de Fmoc (piperidina al 20 % en EtOAc).

Compuesto Estructura MH" (m/z) Tiempo de | HPLC-MS
n.° retencién (min)
133-5 (Ejemplo de referencia) 4531 5,89 B

Cada uno de los siguientes compuestos se sintetiz6 como se ha descrito anteriormente partiendo del acido
carboxilico apropiado.

Compuesto n.° Estructura MH" Tiempo de | Método de
(m/z) retencion HPLC-MS
(min)
133-6 352,3 5,68 B
M NH,
N H
O—0—
C 0 OH
133-7 339
NH,
N HN
¢ }‘}@—§ NHOH
N= 00
(Ejemplo de referencia)
133-8 NH 338
HN
N/__\>~—<: H NHOH
oo
(Ejemplo de referencia)
133-9 338
/ ) NHOH
N
(Ejemplo de referencia)
133-10 (Ejemplo de referencia) 408,1
OH
HN
N= o 0
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(Ejemplo de referencia)

Compuesto n.° Estructura MH" Tiempo de | Método de
(m/z) retencion HPLC-MS
(min)
133-11  (Ejemplo de F4GO {OH 4231
referencia) _ HN
Dy O o
133-12 (Ejemplo de A;OH 355,1
referencia) HN
=41
133-13 (Ejemplo de referencia) 340,1
OH
HN
NM NHOH
= 00
131-14 (Ejemplo de referencia)
(Ejemplo de referencia) 353,1
OH
HN
o0
131-15 3541
OH
7
NS NHOH

Ejemplo 134

N-((S)-2-Amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(2-fenil-ciclopropiletinil)-benzamida (134-1)

WOH Zn-Cu, (;H2|2 IBx EA
Et0, 40°C, 20h

31

i gzD\ K2GOg, MeOH
+ ~0— —_— =
ta -
N, 84

PdCI |=>1=>h1)2 Q vl b NaOH
TR = O MeOH.H,0
90°C

HzN
°“
[e]
1

HATU, DIEA
DMF TA

NH=CH (ac) al 50%/

(o]
Br—< :)—4
o—

©/<l/\

I HCI 2 Nfdioxano, TA

iPrOH (1:1)
O HN TA, una nnche
= ”
o0

134-1
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(2-fenilciclopropil)metanol (S2)

Se afadieron gota a gota 3,5 g de Me3SiCl (32 mmol) a la mezcla de 53 g de polvo de Zn/Cu y 50 ml de Et,O con
agitacion en una atmosfera de Na. La mezcla se agitdé durante 10 min y se afiadié la solucion de 1,6 ml de CHalo y 10
mol de Et,O. La mezcla se calentd a reflujo y se afiadié gota a gota la solucién de 26,7 ml de CHal> (320 mmol), 21,5
g de ACHL025-1 (160 mmol) y 160 ml de Et,O a la temperatura de reflujo. Después de la adicion, se afhadio la
solucién de 13,6 ml de CHalz (160 mmol) y 30 ml de Et,O. La mezcla de reaccion se agitd durante 15 h. Después de
que se produjera la reaccion, se afadieron 300 ml de NH4Cl sat. y la mezcla se filtré. La capa organica se lavo con
NH4Cl sat. y salmuera, se secé con MgSO, y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia en columna para
dar 9,7 g de ACHL025-2( 41 % de rendimiento). 1H RMN (400 MHz, CDCl3): & ppm: 0,91-0,99 (m, 2H),1,43 (m, 1H),
1,81 (m, 1H), 3,52-3,62 (m, 2H), 4,78 (s, 1H), 7,07-7,28 (m, 5H).

2-fenilciclopropanocarbaldehido (S3)

Se afadieron 18,7 g de IBX (66,9 mmol, 3,0 equiv.) a la solucién de 3,3 g de ACHL025-2 (22,3 mmol) en 60 ml de
AE. La mezcla se calent6 a 80 °C durante una noche. El analisis por TLC mostré que el material se habia consumido
completamente. La mezcla de reaccion se filtrd y el filtrado se concentrd para dar 3,5 g de ACHL025-3 en bruto. H
RMN (400 MHz, DMSO): & ppm, 1,53-1,56 (m, 1H), 1,66-1,71 (m, 1H), 2,08-2,10 (m, 1H), 2,63-2,68 (m, 1H), 7,16-
7,29 (m, 5H), 9,07(s, 1H).

(2-etinilciclopropil)benceno (S4)

A una solucién de diazofosfonato (9,56 g, 50 mmol) y ACHL015-3 (8 g, 54,8 mmol, 1,1 equiv.) en MeOH (200 ml) se
le afadié KoCO3 (13,8 g, 100 mmol). La mezcla se agité durante una noche a ta. La mezcla se filtré y el filtrado se
concentré para dar el producto en bruto. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna sobre gel de
silice (EP/AE = 50/0-50/1) para dar 4,1 g de ACHL025-4 (57% de rendimiento). 1H RMN (400 MHz, DMSQ): & ppm,
1,23 (m, 2H), 1,59 (m, 1H), 2,21 (m, 1H), 2,79 (s, 1H), 7,10-7,26 (m, 5H)

4-((2-Fenilciclopropil)etinil)benzoato de metilo (S5)

A una solucion de 4,1 g de ACHL025-4 (28,9 mmol) y 6,2 g de 4-bromobenzoato de metilo (28,9 mmol) en 100 ml de
TEA se le afiadieron 2 g de PdCal(PPhs) (2,89 mmol) y 0,55 g de Cul (2,89 mmol) en una atmdsfera de N». La
mezcla se calenté a 90°C y se agitd durante una noche. La mezcla de reaccion se filtré y se concentrd para dar el
producto en bruto. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna (EP/AE = 100/0-100-1) para dar 3,4
g de (S5) (42% de rendimiento). "H RMN (400 MHz, CDCls): 5. ppm, 1,40-1,47 (m, 2H),1,72-1,74 (m, 1H), 2,39-2,42
(m, 1H), 3,92 (s, 3H), 7,13-7,32 (m, 5H), 7,45-7,47 (d, J=8 Hz, 2H), 7,96-7,98 (d, J=8 Hz, 2H).

4-((2-Fenilciclopropil)etinil)benzoato de metilo (1)

A una solucion de 4,1 g de ACHL025-5 (14,8 mmol) en 30 ml de MeOH y 20 ml de agua se le afiadieron 6 g de
NaOH. La mezcla se agit6 a ta durante 4 h. Se afiadieron 200 ml de agua y la mezcla se ajusté a pH = 4 con HCI 1
N. La mezcla se extrajo con AE y la capa organica se lavé con salmuera, se secdé con MgSO4 y se concentrd para
dar 3,3 g de ACHL025 (85 % de rendimiento). 'H RMN (400 MHz, DMSO): &, ppm, 1,43 (m, 2H), 1,89 (m, 1H), 2,43
(m, 1H), 7,17-7,31 (m, 5H), 7,50-7,52 (d, J=8 Hz, 2H), 7,90-7,92 (d, J=8 Hz, 2H), 13,10 (s, 1H)

Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-terc-butoxicarbonilamino-3-metil-2-[4-(2-fenil-ciclopropiletinil)-
benzoilamino]-butirico (2)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 1 262,3 1,0 150 mg 0,57
H-(S)-diMe-DAP-(N'-Boc)-OMe 246,3 1,15 162 mg 0,66
HATU 380,23 1,2 259 mg 0,68
DIEA 129,24 3 298 pl 1,71
DMF 3ml

El compuesto 2 se preparé por acoplamiento con H-(S)-diMe-DAP-(N'-Boc)-OMe de acuerdo con el Método General
para el acoplamiento de HATU con rendimiento cuantitativo. LC-MS [M+H] 492,0 (C29H34N205+H, requiere
491,60). El compuesto se us6 en la siguiente etapa sintética sin purificacién adicional.
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Sintesis de éster metilico del acido (S)-3-amino-3-metil-2-[4-(2-fenil-ciclopropiletinil)-benzoilamino]-butirico

(3)
Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 2 490,6 1,0 280 mg 0,57
HCI 4 N/dioxano 14,0 2 mi 8,0
dioxano 2ml

El compuesto 3 se prepard usando el Método General para desprotecciéon con Boc con rendimiento cuantitativo.
LC-MS [M+H] 392,0 (C24H26N203+H, requiere 391,49). El compuesto se usé en la siguiente etapa sintética sin
purificacién adicional.

Sintesis de N-((S)-2-amino-1-hidroxicarbamoil-2-metil-propil)-4-(2-fenil-ciclopropiletinil)-benzamida (134-1)

Reactivo PM Equiv. mg/ml mmol
Compuesto 3 x HCI 426,94 1,0 243 mg 0,57
NH20H ac. al 50 % 33 57,5 2ml 32,8
i-PrOH 2mi

El compuesto 134-1 se prepar6 siguiendo el Método General para la formacion de hidroxamato, acuoso. El

compuesto en bruto se purificé por HPLC. [Columna Phenomenex Gemini C-18, 110 A (30 x 100 mm); caudal =

20

ml/min; fase movil A: agua al 100 %, TFA al 0,1 %; fase movil B: ACN al 100 %, TFA al 0,1%; gradiente de elucion
de 15 % de B a 60% de B durante 60 min, deteccion 254 nm]. Las fracciones que contenian el producto deseado se
combinaron y se liofilizaron para proporcionar la sal trifluoroacetato del compuesto diana 134-1 (63,2 mg) en forma
de un sdlido de color blanco. LC-MS: [M+H] 392,3.

Compuesto | Escala (mmol)* Rendimiento | Rendimiento | Pureza (%) | [M+H] | Tiempo de retencion
(mg) (%)* (min)*
134-1 0,57 63,2 22,0 98,8 392,3 | 6,45

- Basandose en la cantidad de acido carboxilico usada en la reaccién de acoplamiento

- Método B de HPLC-MS

El siguiente compuesto se sintetizé como se ha descrito anteriormente usando H-(S)-Me-DAP-(N'-Boc)-OMe.

Oee (3 350

Compuesto | Estructura MH" (m/z) | Tiempo de | Método de HPLC-
n.° retenciéon (min) MS
134-2 (Ejemplo de referencia) 378,3 6,24 B
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Ejemplo 135 (Ejemplo de referencia)

Sintesis de N-(1-(1-aminociclopropil)-2-(hidroxiamino)-2-oxoetil)-4-((4-(morfolinometil)fenil)etinil)benzamida
(135-1)

EIMaBr

Me O TifCaPri, M&M MaC Mol oy
Me-D'l""’nGm Et0 M DM TEA m’k—>{ouu
- a ’
2-clore-2-ticlopropiidenacetato de metilo
ATEI 1) Clonurs da axalilo B\;
ﬁlFﬂ-“'—aﬂ' Ol 2 NCS, cat,  MeD™
HECl a
4 3) MedH 5
4 TEA
P,
q LU 4
& 2] Maty B PhIFY H20¥ THF 4"'_\:,__”
1} HM=CPhy s H;NHYM
o F by )
D’éfm I"EDH D'M LB0TC 8
5 2 dcas 5 Reaccidn sequida oe NMR 8

NHZOH

MW = 44T 1351
LEMS (M+1)= 448005

Sintesis de 1-(2,2-dimetoxietil)ciclopropanol (2)

Una solucién de 3,3-dimetoxipropanoato de metilo (28,2 g, 190 mmol) en un matraz de tres bocas equipado con un
agitador de hélice se enfrié a 0 °C en una atmoésfera de N2. Después, se afiadié lentamente el Ti(OiPr)4 (11,3 ml,
38,1 mmol) y la solucion se dejé en agitacion durante 10 min a 0 °C. Después, a esta solucion enfriada con agitacion
vigorosa se le afadio la solucion de EtMgBr (158 ml, 475 mmol) mediante una bomba de jeringa a ~3 ml/min.
Después de que se completara la adicién, se dej6 calentar lentamente la solucién a temperatura ambiente y se agité
durante 18 h mas. Después, la solucién se enfri6 a 0 °C y se afadi6 lentamente agua desionizada (45 ml) con
agitacion vigorosa. Después de agitar durante 20 min a 0 °C, la mezcla se filtr6 al vacio a través de una capa de
MgSO4 anhidro. La solucién incolora transparente se concentré al vacio y se purificé por cromatografia ultrarrapida
(EtOAC al 0-50 %/Hex) para proporcionar el producto deseado (2) en forma de un aceite incoloro transparente (8,60
g, 31 %). "H RMN (DMSO) 5 5,04 (s, 1H), 4,62 (t, J = 5,3, 1H), 3,22 (s, 6H), 1,69 (d, J = 5,3, 2H) 0,50 (dd, J = 4,9,
6,9, 2H), 0,37 (dd, J =4,2, 6,2, 2H).

Sintesis de mesilato de 1-(2,2-dimetoxietil)ciclopropilo (3)

A una solucién del compuesto 2 (8,60 g, 58,9 mmol) en CHCl, se le secuencialmente afadié TEA (12,6 ml, 124
mmol). Después, la solucion se enfri6 a 0 °C y se afiadié gota a gota cloruro de metanosulfonilo (8,09 g, 70,65
mmol). Después de que se completara la adicién, la solucién se agité a 0 °C durante 10 min y después se dejo
calentar a temperatura ambiente y se agitdé durante 4 h. Después, la solucion se lavé con NaHSO4 acuoso (1,0 N, 2 x
100 ml), NaHCO3 acuoso (sat., 2 x 100 ml), se seco (MgSOs), se filtré y se concentrd al vacio. Se aislé el producto
deseado, (3) en forma de un aceite incoloro transparente (13,62 g).

Sintesis de acido 2-(1-(metilsulfoniloxi)ciclopropil)acético (4)

El compuesto 3 (13,62 g, 60,8 mmol) se disolvié en THF (150 ml) y agua (50 ml) y se enfriéd a 0 °C. A esta solucion
enfriada se le afadié Oxone® (54,07 g, 88 mmol) en porciones. Después de que se completara la adicion, la
suspension se dejé en agitacion a 0 °C durante 10 min y después se calenté a temperatura ambiente. Después de 8
h a temperatura ambiente, la suspension se diluyé con H20 desionizada (100 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 150
ml). Los extractos organicos combinados se secaron (MgSOs), se filtraron y se concentraron al vacio. El producto (4)
se aislo en forma de un aceite pegajoso incoloro (8,4 g).

Sintesis de 2-cloro-2-ciclopropilidenoacetato de metilo (5)

El compuesto 4 (4 g, 20,6 mmol) se disolvid en DCE anhidro (100 ml) en una atmdsfera de N2 y se enfrié a 0 °C.
Después, se afadio lentamente cloruro de tionilo (1,8 ml, 30 mmol) y la solucién se calentd a reflujo durante 30 min.
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A temperatura ambiente, se afiadieron NCS (3,32 g, 25 mmol) y 4 gotas de HCI concentrado y la solucion se calentd
a reflujo durante 8 h. Se anadid MeOH (50 ml) a temperatura ambiente y la solucidon se agité6 a ta durante 3 h,
seguido de TEA (10 ml. 100 mmol), y la agitacién se continué durante 1h mas. El disolvente se retiré a presion
reducida, se afiadio agua (100 ml) y el producto se extrajo con acetato de etilo, se secé (Na2S04) y se purificod por
cromatografia ultrarrapida (AE al 0-15 % en Hex) para dar 1,2 g de 2-cloro-2-ciclopropilidenoacetato de metilo 5.H1
RMN (DMSOd6) 1,5 (t, 2H),1,73 (t, 2H) 3,73 (s, 3H)

Sintesis de 2-cloro-2-(1-(difenilmetilenoamino)ciclopropil)acetato de metilo (6)

A difenil imina (2,05 g, 11,37 mmol) en metanol (35 ml) se le afiadié el producto de cloruro 5 (1,39 g, 9,48 mmol) en
metanol seco (14 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 24 h. La mezcla de reaccion se concentrd para dar
3,39 g de 6.: 1H RMN (CDC13) 0,70-0,9 (m, 3H), 1,20-1,24 (m, 1H) 3,62(s,3H), 4,29, (s, 1H), 7,23-7,58 (m, 10H).

Sintesis de 2-azido-2-(1-(difenilmetilenoamino)ciclopropil)acetato de metilo (7)

El producto de cloruro 6 (3,24 g, 99 mmol) se redisolvié en DMF seca (25 ml), se afiadié NaN3 (1,3 g, 200 mmol) y
se calent6 a 85 °C durante 18 h. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo (100 ml) y se afiadieron 5 ml
de agua. La capa organica se separd, se secO y se concentré para dar 2,8 g de 7. LCMS (M+1) 335, Férmula
Quimica: C19H18N402 MW: 334,37.

Sintesis de 2-amino-2-(1-(difenilmetilenoamino)ciclopropil)acetato de metilo (8)

El compuesto 7 (480 mg, 1,43 mmol) y PPh3 (278 mg, 1,06 mmol) en THF (5 ml) y agua (1 ml) se agitaron durante
18 h. La mezcla de reaccién se diluyé con acetato de etilo (100 ml) y se afiadieron 5 ml de agua. La capa organica
se separo, se seco y se concentré para dar 8 en bruto que se usoé para la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Sintesis de 2-(4-(ciclopropilbuta-1,3-diinil)benzamido)-2-(1-hidroxiciclopropil)acetato de metilo (9)

Una solucion del compuesto acido 4-((4-(morfolinometil)fenil) etinil)benzoico (100 mg, 0,31 mmol), HATU (120 mg,
0,31 mmol) y DIEA (0,5 ml, exceso) en CH3CN (15 ml) se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 min seguido
de la adicion del compuesto 8 (408 mg, 1,31 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante
20 min y se concentrd, seguido de dilucién con agua (10 ml). La solucién se extrajo con acetato de etilo (20 mI x 2) y
salmuera (20 ml). La capa organica se seco sobre MgSO, y se evaporé para dar producto en bruto 9, 160 mg de 2-
(1-aminociclopropil)-2-(4-((4-(morfolinometil Yfenil)etinil) benzamido)acetato de metilo. LC-Ms (M+1) 448; Férmula
Quimica: C26H29N304; PM: 447,53.

Sintesis de N-(1-(1-aminociclopropil)-2-(hidroxiamino)-2-oxoetil)-4((4-(morfolinometil)fenil)etinil)benzamida
(135-1)

Se afadio hidroxilamina ac. (2 ml, ac. al 50 %) a una solucion agitada del éster 9 (0,16g, 0,35 mmol) en isopropanol
(15 ml) y se agité durante 18 h. El exceso de disolvente se retiré y el producto se purific6 en una HPLC de fase
inversa para dar el compuesto (135-1) (6 mg). LC-MS (M+1) 449: Férmula Quimica: C25H28N404; PM: 448,51.

Ejemplo 136 (Ejemplo de referencia)

N-((2S,3R)-3-amino-1-(hidroxiamino)-1-oxobutan-2-il)-4-(4-(morfolinometil)fenetil)benzamida (137-1)

NH, NH;
2 H 1 H
M. N.
O # OH H2 (275,79 kPa) O u OH
. a o
AT O
@ O PA.C (10%) L
|

E1OH 13741

El compuesto 1 (200 mg, 0,45 mmol) se disolvié en metanol (20 ml) seguido de la adicion de Pd/C (10 % en peso, 46
mg). La mezcla de reaccion se sometié a hidrogenacién (aparato Parr, 317,16 kPa (46 psi)) a temperatura ambiente
durante 15 min. El catalizador se filtr6 y se lavé con metanol. El filtrado se evaporé al vacio para proporcionar el
compuesto diana 136 (184 mg) en forma de un aceite incoloro. LC-MS [M+H] 441,0 (C10H20N204 +H, requiere
440,24).

Ejemplo 137

Los siguientes compuestos se fabricaron de acuerdo con los procedimientos sintéticos anteriores.

243



ES 2602615713

Compuesto n.° Estructura MH™ (m/z)
137-1 (Ejemplo de referencia) 383,4
0, HN—<]
St
[>—nH HN&NH
“O=%
137-2 (Ejemplo de referencia) 534,6
O  HN
o —
Q—_P} HN{NH
—O—=0¢
137-3 (Ejemplo de referencia) 465,5
0, HN—]
‘g:y_j
NH
HO HN
=0 .
137-4 (Ejemplo de referencia) 381,4
NH,
HaN HN
=0 )
OO0 OH
137-5 382,4
NH,
HO, HN
A O=,
0C OH
137-6 N 421,5
[>nw HN !
’
00 OH
137-7 _<— 2; 445,5
F NH,
NH HN
“O=0X o
137-8 (Ejemplo de referencia) 4425
o OHH
/\ H o}
L
137-9 358,4

OH
g H
SRR
(2 "

(Ejemplo de referencia)
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Compuesto n.° Estructura MH™ (m/z)
137-10 O 370,4
HN
(’N &Ng—l
_) o OH
o}
(Ejemplo de referencia)
137-11 (Ejemplo de referencia) 4524
Ho{»
NH,
NH HN
=< e
137-12 (Ejemplo de referencia) 365,4
H
HO‘Z NH2
NH HN
O=40
00 OH
137-13 441,5
NH,
HO, HN
A=, o
e Je]
137-14 (Ejemplo de referencia) 383,4
OH
O
NH
0 s
F
137-15 (Ejemplo de referencia) 3414
N A
P N/ N NH
HN o OH
137-16 (Ejemplo de referencia) 4494
NHz2
HN
O—=—< I
NH 00 OH
g
F
137-17 oH 467,5
' (T '
~ SUN
N\E‘ N—OH
H
© «Symy
(Ejemplo de referencia)
137-18 HQ e 398,4
— H ‘_\\\L-N'OH
(Ejemplo de o O Nl”
referencia) O 0 & NHa

HO
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Compuesto n.° Estructura MH™ (m/z)
- o)
137-19 N/ - oH 364,4
B HN
NH
(o) OF
(Ejemplo de referencia)
137-20 0\\_ PH 368,4
(Ejemplo de referencia)
137-21 (Ejemplo de referencia) 302,3
s>—~< H _&NH
OO0
137-22 (Ejemplo de referencia) 369,4
NH,
HN
HN == NH
00 OH
137-23 NH 383,5
2
) HN
H === NH
[N e CH
137-24 @ 450,5
=L
o HN
NH
C OH
(Ejemplo de referencia)
137-25 HO NH, 344 .4
HN
== NH
00 DbH
(Ejemplo de referencia)
137-26 (Ejemplo de referencia) 364,4

HO, NH,
N
NH
74
NWO o

246




ES 2602615713

Compuesto n.° Estructura MH™ (m/z)
137-27 (Ejemplo de referencia) 364,4
HO NHz
N
NH
I\ _— 7 N e
=
Ejemplo 138

Los siguientes compuestos pueden prepararse de acuerdo con los procedimientos sintéticos anteriores.

Compuesto n.° Estructura MH" (m/z)
138-1 460,5
o}
HNCN NH,
HN
NH
oH
138-2 461,6
Vo . £
- O== )L Yo
NH
o oM
138-3 363,4
NH,
(O
=== NH
N7 % ou
138-4 300,3
O
N%©—< NH,
HN
NH
9] OH
138-5 NH 3243
2
HN
N%@ NH
o0 OH
138-6 P . P 473,6
NN O == O Nl e
NH
¢ oH
138-7 NH. 329,4
2
NS WS
NH
= / 00 OH
138-8 343,3

NH;

~ O
NH
= % 0O 0 OH
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Compuesto n.° Estructura MH™ (m/z)
138-9 [ C z 338,4
NH2»
NH
OH
(Ejemplo de referencia)
138-10 \ 344 .4
= NH,
HN
NH
o OH
138-11 (Ejemplo de referencia) 437,5

C_PP . . HN—>_NHz
O = Q o] O}—NSH

138-12 (Ejemplo de referencia) 437,5

<)—_> HN ks
iw

Métodos Analiticos de LC-MS

Todos los espectros de LC-MS se adquirieron usando HPLC (Columna: Phenomenex, Onyx Monolithic C18, 4,6 x 50
mm. Caudal: 1,5 ml/min. Fase mévil A: acido trifluoroacético al 0,1 % en agua. Fase mévil B: acido trifluoroacético al
0,1 % en acetonitrilo) con un detector de MS de nebulizacion idnica (PE SCIEX API 365 LC/MS/MS), y deteccién
UV/VIS (254 nm) (Shimadzu SPD-10A) con los siguientes gradientes:

Método A (método de 12 minutos): 5 % de B a 100 % de B durante 9,6 min.
Método B (Analitico 5-60): 5 % de B a 60% de B durante 9,1 min.

Método C (método de 6 minutos): 5 % de B a 100 % de B durante 4,6 min.
Método D (Analitico 5-35): 5 % de B a 35% de B durante 9,1 min.

Datos de RMN

Todos los espectros de RMN se recogieron en un Bruker 250 RMN (250 MHz) o Varian 400 (400 MHz), usando
DMSO-ds 0 CDCl3

Protocolos y Datos Biolégicos
Exploraciones y cultivos bacterianos

Los aislados bacterianos se cultivaron a partir de reservas congeladas a -70°C mediante pases durante una noche a
35°C en aire ambiental en agar de Mueller-Hinton (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). Los aislados clinicos
ensayados se obtuvieron de varios hospitales diseminados geograficamente en los Estados Unidos y otros paises
(Focus Diagnostics, Herndon, Va y JMI, North Liberty, IA). Las cepas de control de calidad fueron de la American
Type Culture Collection (ATCC, por sus siglas en inglés; Rockville, Md.). Las cepas del panel primario adicionales se
generaron usando técnicas de biologia molecular convencionales. La cepa AECO063 no expresa la principal bomba
de eflujo multifarmaco para E. coli y es elevadamente susceptible a muchos agentes antibacterianos. Las cepas de
reemplazo de enzima diana (AECO061 - E. coli, AECO062 - P. aeruginosa y AECOQ065 - A. baumannii) poseen una
copia gendémica no funcional del gen lpxC de E. coli complementada con una secuencia portada en un plasmido de
la especie indicada bajo el control del promotor nativo de [pxC de E. coli (cepa de E. coli de origen MG1655).

Pruebas de susceptibilidad

Se determinaron las concentraciones inhibidoras minimas (CIM) mediante el método de microdiluciéon en caldo de

248




10

15

20

25

30

ES 2602615713

acuerdo con las guias del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). En resumen, las suspensmnes de
organlsmos se ajustaron a un patrén de 0,5 McFarland para producir un inéculo final de entre 3 x 10° y
7x10°unidades formadoras de colonias (UFC)/ml. Las diluciones de farmaco y los inéculos se prepararon en caldo
Mueller-Hinton estéril con cationes ajustados (Beckton Dickinson). Se afadié un volumen de 100 pl de indculo a
pocillos que contenian 100 pl de caldo con diluciones de factor 2 de farmaco. Todas las bandejas de microdilucion
inoculadas se incubaron en aire ambiental a 35°C durante 18-24 horas. Después de la incubacion, se registré como
CIM la concentracion de farmaco minima que previno el crecimiento de manera visible (DO 600 nm < 0,05). El
rendimiento del ensayo se controlé mediante el uso de cepas de control de calidad de laboratorio y levofloxacino, un
compuesto con un espectro de CIM definido, de acuerdo con las guias de CLSI. Tipicamente, los compuestos de la
presente invencion tienen valores de CIM de 0,03 - 64 mic/ml. Para este fin, en la tabla 1 a continuacién se muestran
datos para determinados compuestos representativos.

Eficacia en un modelo de raton de infeccién sistémica por Pseudomonas aeruginosa y Eschericia coli

Se infectd por via intraperitoneal a ratones CD-1 macho que pesaban 22-26 g con 0,5 ml de una suspensién
bacteriana de la cepa de P. aeruginosa ATCC27853 o E. coli ATCC25922 en caldo de infusidon de sangre corazon
(BHI, DIFCO, EE.UU.) mas mucina al 5 % (Sigma, EE.UU.). El numero de células bacterlanas usadas fue
aproximadamente 2 veces la dosis que podria matar al 90 % de los animales (DLgo, 6,5 x 10* UFC para P.
aeruginosa, 4,5 x 10° UFC para E. coli). Una hora (1 h) después de la infeccion, se inyect6 el compuesto de ensayo
por via intravenosa en dosis en el intervalo de 0,3 mg/kg a 50 mg/kg, diez ratones por grupo de dosificacién. La
supervivencia de los ratones se observé a diario durante 7 dias, y se calculd la dosis de compuesto que dio como
resultado una supervivencia del 50 % de los ratones (DEsp). El ejemplo 3 / 12a demostré una DES0 < 20 mg/kg en el
modelo de septicemia por E. coli.

Eficacia en el modelo de muslo neutropénico

Se hicieron neutropénicos los ratones antes de la infeccién con 2 dosis de ciclofosfamida, y después se les infectd
por via intramuscular en el muslo con 10° - 10° UFC de bacterias. Véase Gudmundsson S., Erlensdottir H., "Murine
Thigh Infection Model" Handbook of Animal Models of Infection, M. A. Sande y O. Zak, Eds Londres: Academic
Press, 1999, pags. 137-144. Se administraron antibiéticos o solo vehiculo como control negativo dos vecesalas 2 h
y 14 h después de la infeccion. A las 24 h después de la infeccion, se recogieron los muslos, se homogeneizaron y
se emplacaron para medir el numero de UFC supervivientes por muslo. También se recogieron los muslos de un
subconjunto de animales 2 h después de la infeccién para registrar las UFC presentes justo antes del primer
tratamiento con antibidtico (pre-tratamiento). La dosis estatica, definida como la dosis necesaria para dar como
resultado una carga de UFC a las 24 h que es idéntica a la medida a las 0 horas después de la infeccion, se calculd
mediante métodos convencionales en Prizm a partir de una curva de respuesta a la dosis

Tabla 1

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE | APAE | APAE 006 + | AABA1060 | ASAU001
n.° 001 AGP 063 001 006 PMBN

62-6 C D B

62-7

62-10

62-8

62-11

62-9

62-4

62-5

48-5

47-5

46-4

41-5

O O O O O W W O W O W O
O O O U O O O O O O O O
> > P O O O W W > O >
O Ol O O O O O O O O 0O O O

O O O O O
O O W O O
O O O 0O O

43-7
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

A

B

B

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

42-7

60-5

115-2

115-3

66-5

67-9

67-7

67-8

65-6

64-7

59-8

67-5

68-6

66-6

30-12a

30-12b

30-11a

115-4

115-5

115-6

115-7

115-8

96-1

110-3

110-6

111-3

110-7

111-2

111-4

110-4

110-2

118-10

96-4

1324
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

C

D

D

Cc

A

A

A

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

113-2

113-1

113-3

113-4

110-5

112-1

112-2

112-3

110-8

110-9

110-10

110-11

110-12

1124

112-5

127-1

97-1

97-2

98-1

116-1

117-1

117-2

118-1

118-2

118-3

128-1

113-11

96-2

96-3

98-3

98-2

99-1

100-1

119-1
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

APAE
006

001

063

AGP

001

Cc

C

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Cc

C

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

119-2

119-3

131-1

131-2

131-3

82-2

82-3

86-2

82-4

101-2

102-3

101-3

101-1

101-4

102-2

102-1

102-4

133-7

133-8

133-9

86-3

82-5

82-6

113-9

113-10

103-1

137-1

137-2

137-3

120-3

113-8

104-2

104-1

104-3
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

A

A

D

A

B

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

104-4

113-7

113-5

101-5

137-4

82-7

82-8

82-9

82-10

82-11

88-3

88-4

91-2

82-12

102-5

88-2

133-2

109-1

137-5

129-1

137-6

137-7

120-1

82-13

133-4

136-1

137-8

137-9

118-4

118-5

118-6

118-7

85-2

85-1
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

N/A

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

B

A

A

A

A

A

C

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Cc

Cc

A

A

B

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

87-2

87-3

133-3

133-1

133-10

133-11

118-8

88-1

133-5

114-2

105-1

105-3

109-2

133-12

118-9

119-6

114-3

114-4

114-5

114-6

114-7

114-8

114-9

114-1

88-9

88-10

114-10

137-26

137-27

82-14

82-15

88-5

137-12

91-3
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

A

A

A

A

C

B

A

c

C

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

91-4

120-2

82-16

105-2

105-4

105-5

91-5

82-17

119-4

119-5

133-13

133-15

133-14

137-13

91-30

130-1

82-18

82-19

91-6

114-11

137-14

114-12

114-13

114-14

82-20

82-21

132-1

132-3

88-12

92-2

91-17

82-22

91-10

87-1
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AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

Cc

A

A

A

A

A

c

A

A

A

A

Cc

Cc

A

A

Cc

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

107-1

106-3

137-20

133-6

91-14

82-25

82-26

91-1

106-2

91-7

91-8

89-1

93-1

137-21

114-16

107-4

122-5

88-8

122-6

91-15

125-1

86-1

137-22

137-23

137-24

94-1

82-1

84-1

86-5

114-17

91-9

137-25

107-5

88-13

257



ES 2602615 T3

AABA1060 | ASAUOO1

APAE 006 +
PMBN

N/A

APAE
006

001

063

AGP

001

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

A

Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE

nO

88-15

83-2

91-16

83-1

88-11

88-14

107-6

134-1

134-2

122-8

126-1

82-27

89-2

114-18

122-2

122-3

122-4

102-6

89-3

91-21

91-22

91-23

138-10

87-4

88-16

89-4

89-5

82-28

113-6

91-18

91-19

91-20

89-6

89-7
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Compuesto | AECO | AECO 001 HSA | AECO | APAE | APAE | APAE 006 + | AABA1060 | ASAU001
n.° 001 AGP 063 001 006 PMBN

114-19 A B A A A A A B
114-20 A B A B A A A B
82-29 A A N/A A A N/A A B
86-6 A B A B A A B C
86-7 A B A B A A A C
91-24 A B A A A N/A B B
91-25 C C C C B B C C
91-26 A A A A A N/A A Cc
91-27 A B A A A N/A B Cc
91-28 A B A B A A B B
88-17 A C A A A A B C
115-1 A B A B A A B D
137-11 D D Cc Cc B B D D
137-10 D D D D Cc C D D

Clave de CIM

Las CIM de 2,0 yg/ml o menores = A

Las CIM de més de 2,0 ug/ml hasta 16,0 yg/ml =B

Las CIM de mas de 16,0 ug hasta 64,0 ug =C

Las CIM de mas de 64,0 uyg=D

*AECO001 es ATCC25922, AECO063 es ATCC25922 que porta una mutacion acrAB, APAEOO1 es ATCC27853,
APAEQO6 es una cepa de P. aeruginosa en la que estan inactivadas todas las bombas de eflujo, APAE0O06+PMBN
indica CIM con la cepa indicada en presencia de 8 microgramos por mililitro de nonapéptido de polimixina B,
AABA1060 es un aislado clinico de Acinetobacter baumannii, ASAU0O01 es una cepa de laboratorio de S. aureus

(ATCC29213).

Tal como se muestra en la tabla 2 a continuaciéon, se compararon las CIM en AECOO001 para catorce pares de
compuestos (n = 2 datos). Para cada par de compuestos, los compuestos fueron idénticos en su estructura a
excepcion del resto A. Mas especificamente, A es -C(CHs):NH2 en un compuesto y A es -CHCH3sNH en el otro
compuesto. Tal como se muestra, para cada par de compuestos, el compuesto en donde A es -C(CH3)2NH> fue mas

potente.
Tabla 2
Compuesto n.° (A =- | Compuesto n.° (A=- | Relacion de CIM en AECO001 [Comp (A = -CHCHsNH) /
CHCH3NHy) C(CH3)2NHz2) Comp (A =-C(CH3)2NH3)]
91-2 91-12 5,6
91-3 91-14 3,3
82-16 82-25 1,6
91-7 91-1 7,2
88-3 88-8 51

259




10

15

20

ES 2602615713

Compuesto n.° (A =- | Compuesto n.° (A=- | Relacion de CIM en AECO001 [Comp (A = -CHCH3NH,) /
CHCH3NHz) C(CH3)2NHz2) Comp (A =-C(CHs)2NH>)]
91-13 91-15 6.5

91-8 91-9 52

88-12 88-13 4,1

91-17 91-16 2,6

89-1 89-2 1,6

115-2 121-1 4,0

133-7 133-6 20,8

118-7 122-5 2,4

118-9 122-6 2,1

Tal como se muestra en la tabla 3 a continuacion, se ensayaron tres pares de compuestos en el modelo de eficacia
de muslo neutropénico. Para cada par de compuestos, los compuestos fueron idénticos en su estructura a excepcion
del resto A. Més especificamente, A es-C(CH3)NH2 en un compuesto y A es -C(CHz)2OH en el otro compuesto. Una
relacion >1 indica que el compuesto en donde A es -C(CHs)2NHz tuvo una menor dosis estatica y por lo tanto es un
compuesto mas potente in vivo. Para los tres pares de compuestos, el compuesto en donde A es -C(CHs)2NH; tuvo
una eficacia in vivo superior que la del compuesto en donde A es -C(CHs3).OH. Ademas, se calcularon las
proporciones de las CIM de cada par de compuestos en la cepa infectante (ATCC43816). Una relacién >1 indica que
el compuesto en donde A es -C(CHs)2NH> tuvo una CIM menor y por lo tanto fue mas potente en esta cepa. Cuando
se normalizd la relacion de potencias de muslos neutropénicos para reflejar las diferencias en las CIM, se observo
que los compuestos en donde A es -C(CHs).NH> siguen teniendo una actividad relativa superior respecto de los
compuestos en donde A es - C(CHs).0OH, lo que demuestra que el grupo funcional -C(CHz):NH> confiere
propiedades ventajosas para la actividad antibacteriana in vivo que no puede predecirse facilmente a partir de las
CIM.

Tabla 3
Compuesto | Compuesto Relacion de | Relacion de CIM en ATCC43816 [Comp | Relacion de dosis
n.° (A=- | n° (A=- | dosis (A = - CH(CH3),OH / Comp (A = - | estatca en muslo
C(CHs3)2NH) | C(CH3)20H) estéaticas C(CHa3)2NH>)] normalizada a la CIM
en muslo

88-13 88-11 >7x 1,6 >4,4x

91-12 91-6 >3x 1,0 >3x

122-5 122-8 >2x 0,5 >4x

Debe entenderse que los compuestos organicos de acuerdo con la invencién pueden mostrar el fendmeno de
tautomeria. Como las estructuras quimicas dentro de esta memoria descriptiva solo pueden representar una de las
posibles formas tautoméricas, debe entenderse que la invencién incluye cualquier forma tautomérica de la estructura
representada.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la siguiente férmula (1):

A
Pe
E D Y a
~ \G/ \X (CHyZ

I
0 un estereoisdémero, sal farmacéuticamente aceptable, éster o profarmaco del mismo,
en donde:
E se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1 H,
(2) alquilo C4-Cs sustituido o sin sustituir,
(3) alquenilo C»-Ce sustituido o sin sustituir,
(4) alquinilo C2-Cs sustituido o sin sustituir,
(5) cicloalquilo C3-C1g sustituido o sin sustituir,
(6) arilo sustituido o sin sustituir,
(7) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(8) heteroarilo sustituido o sin sustituir;
L esta ausente o se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) alquilo C4-Cs sustituido o sin sustituir,
(2) ~(NR*")o.1-(CH2)04-NR**-(CHz2)0.4-,
(3) _(NR3L)O_1_C(R1L’RZL)_NRSL-C(R1L’R2L)_,
(4) -C(R1L,RZL)-O-C(R1L,R2L)-,
(5) -(CH2)0-4-NR*-C(R'" R?")-CONH-(CH2)0.4-,
(6) -CO-C(R"" R?)-NHCO-,
(7) -CONR®-,
(8) -NR®*-CO-,
(9) -NR*-,
(10) -SONR?-,
(11) -NR*-C(=0)-NR*"-,
(12) cicloalquilo C3-C1g sustituido o sin sustituir,
(13) arilo sustituido o sin sustituir,
(14) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(15) heteroarilo sustituido o sin sustituir,
en donde:
cada R™, R* y R se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:
(@) H,

(b) alquilo C4-Cs sustituido o sin sustituir,
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(c) alquilo C4-Ce sustituido con arilo,
(d) alquilo C+-Cs sustituido con heterociclilo, y
(e) alquilo C4-Cs sustituido con heteroarilo,

oR™ y R*, junto con los atomos a los que estan unidos, pueden formar un anillo heterociclico sustituido o sin
5 sustituir, que tiene de 3 a 8 atomos de anillo, donde 1-2 atomos de anillo del anillo heterociclico se seleccionan entre
N,OyS;

D esta ausente o se selecciona entre el grupo que consiste en:
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(1) cicloalquilo C3-C1o sustituido o sin sustituir,
(2) arilo sustituido o sin sustituir,
(3) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y

(4) heteroarilo sustituido o sin sustituir;

G se selecciona entre el grupo que consiste en:

(1) -(CH2)o-4-O~(CHz)o.4-,

(2) -(CH2)0-4-S~(CHz)o.4-,

(3) -(CH2)04-NR"®-(CHaz)o.4-,

(4) -C(=O)-,

(5) -NR'®C(=0)-,

(6) -C(=O)NR'®-,

(7) -(CH2)04NHCH2C(=O)NR'G-,
(8) -C=C-,

(9) -C=C-C=C-,

(10) -CR**.CR?®-,

(11) -S(=0)-,

(12) -SO.-,

(13) -C(R*)2-S(=0)-,

(14) -8(=0)-C(R*)z-,

(15) -C(R%*®),-SO,-,

(16) -SO,-C(R*®),-

(17) -CR**=CR%*:-CR*®*=CR*-,
(18) -C(R*)z-,

(19) -CR**=CR*.c=C-,

(20) -C=C-CR*®=CR*.,

(21) -C(=0)-C=C-,

(22) -C=C-C(=0)-,

(23) cicloalquilo C3-C1o sustituido o sin sustituir,
(24) arilo sustituido o sin sustituir,

(25) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
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(26) heteroarilo sustituido o sin sustituir,
en donde:
R'® es alquilo C4-Ce sustituido o sin sustituir;

cada R*® y R*® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en H, un atomo de halégeno y alquilo
C1-Cs sustituido o sin sustituir;

Y esta ausente o se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) cicloalquilo C3-C1o sustituido o sin sustituir,
(2) arilo sustituido o sin sustituir,
(3) heterociclilo sustituido o sin sustituir, y
(4) heteroarilo sustituido o sin sustituir;
X se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1) -(C=O)NRs-,
(2) -alquil C1-Cs-(C=0O)NR4-,
(3) -alquenil C2-Cs-(C=0O)NR4-,
(4) -alquinil C2-Ce-(C=0)NRs-,
(5) -CH2NRs-,
(6) -SO2NRs-,
(7) -S(=O)NR4-,
(8) -NR4C(=0)-, ¥
(9) -NRs-,
o cuando Y es un heterociclilo o heteroarilo biciclico, sustituido o sin sustituir, entonces X esta ausente;
R3 es H o alquilo C1-Cg sustituido o sin sustituir;

R4 es (1) H o alquilo C4-Cs sustituido o sin sustituir, 0 (2) Rs e Y, junto con los atomos a los que estan unidos, forman
un heterociclilo o heteroarilo biciclico, sustituido o sin sustituir;

n es un numero entero de 0-6;
A se selecciona entre el grupo que consiste en:

(1) -C(R™R*N(R" R™),
en donde:

cada R"™ y R* se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en alquilo C1-Cs sustituido o sin
sustituir;

cada R, y R®® se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en:
(a) H,

(b) alquilo C1-Cs sustituido o sin sustituir, y

(c) heterociclilo sustituido o sin sustituir;

Q es -(C=0)NHOH,

donde "sustituido" se refiere a

(a) un grupo quimico que tiene al menos un atomo e hidrogeno reemplazado con un enlace a un atomo no hidrégeno
seleccionado entre haldgeno, hidroxilo, alcoxi, éster, tio, sulfuro de alquilo, sulfuro de arilo, sulfona, sulfonilo,
sulféxido, amina, amida, alquilamina, dialquilamina, arilamina, alquilarilamina, diarilamina, N-6xido, imida, enamina,
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trialquilsililo, dialquilarilsililo, alquildiarilsililo, triarilsililo;

(b) un grupo quimico en uno o0 mas enlaces esta reemplazado por un enlace de orden superior a un heteroatomo,
seleccionandose dicho sustituyente entre oxo, carbonilo, carboxilo, éster, imina, oxima, hidrazona y nitrilo;

(c) un grupo quimico en el que uno o mas enlaces estan reemplazados por un enlace a un grupo alquilo, alquenilo,
alquinilo, amino, arilo, ciano, cicloalquilo, haldgeno, heteroarilo, heterociclilo, hidroxilo, imino, nitro, oxo o tioxo.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1 donde A es -C(CH3)2NHa.

3. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2 donde G se selecciona entre el grupo que consiste
en:

(1) -C=C-,
(2) -C=C-C=C-,
(3) -CR**=CR*¢-Cc=C-, y
(4) -C=C-CR**=CR%°-.
4. Un compuesto de la reivindicacion 3 donde G se selecciona entre el grupo que consiste en:
(1)-C=C-,
(2) -C=C-C=C-,
(3) -CH=CH-C=C-, y
(4) -C=C-CH=CH-.
. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 donde X es -(C=0O)NR4-.
. Un compuesto de la reivindicaciéon 5 donde X es -(C=0)NH-.
. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 donde n es 0.

. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 donde R3 es H.

© o0 N o O

. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 donde Y es arilo sustituido o sin sustituir.
10. Un compuesto de la reivindicacién 9 donde Y es fenilo sustituido o sin sustituir.

11. Una composicidon farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y
un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o una composicion farmacéutica de la
reivindicacion 11 para uso en el tratamiento de un sujeto con una infeccién bacteriana Gram-negativa.

13. Uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o una composicién farmacéutica de la
reivindicacion 11 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de un sujeto con una infeccidn
bacteriana Gram-negativa.
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