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DESCRIPCION

Ligandos dirigidos a integrinas y usos de los mismos

Campo de la invencién

En la presente memoria se describen compuestos que tienen afinidad por las integrinas, métodos de sintesis de dichos
compuestos y el uso de dichos compuestos como ligandos para administrar moléculas de carga in vivo.

Antecedentes

Las integrinas son glicoproteinas transmembrana que median las interacciones célula-célula y célula-matriz. Las
integrinas alfa-v beta-3 (avp3) y alfa-v beta-5 (av5) son miembros de la superfamilia de moléculas de adhesidn de
las integrinas y son conocidas por ser receptoras de la proteina vitronectina de la matriz extracelular (MEC). (Horton,
MA, 29(5) Int. J. Biochem. Cell Biol. 721-725 (1997)). Se cree que la expresién alterada de determinadas integrinas,
incluidas la integrina av3 y la integrina avp5, contribuye al avance, la invasividad y las metastasis de los tumores.

De hecho, se ha descrito la sobreexpresién de integrinas, incluidas las integrinas avp3 y avp5, en muchas células
tumorales. (Desgrosellier, JS et al., Nat Rev Cancer, 10(1):9-22 (2010)). Se ha considerado el uso de antagonistas de
la avB3 (y, en menor medida, de la avp5) en una variedad de enfermedades asociadas con la alteracién de la funcién
de las integrinas. Por ejemplo, se ha intentado desarrollar inhibidores de la avp3 como posibles tratamientos contra el
cancer, ya que se ha demostrado que la inhibicién del receptor de la av3 inhibe la angiogénesis, impidiendo asi la
formacidén de nuevos vasos sanguineos que se cree son necesarios para el crecimiento de los tumores. (Véase, por
ejemplo, Brooks et al., 79 Cell 1157-1164 (1994); Mas-Moruno et al., Anticancer Agents Med Chem, 10(10):753-768).
Sin embargo, un ejemplo destacado de un inhibidor de la av3, el antagonista cilengitida, demostré ser ineficaz en los
ensayos clinicos destinados a limitar la angiogénesis y la progresién de tumores en pacientes con glioblastoma.
(Véase, por ejemplo, Ley et al., Integrin-based Therapeutics: Biological Basis, Clinical Use and New Drugs, 15(3) Nat.
Rev. Drug Discov. 173-183 (2016)).

En general, el suministro de moléculas de carga in vivo, incluidos compuestos farmacéuticos terapéuticamente
eficaces o ingredientes farmacéuticos activos, a las células y/o tejidos deseados, sigue siendo un desafio general en
el desarrollo de productos farmacéuticos terapéuticamente viables. Sigue existiendo la necesidad de compuestos
dirigidos a diana estables y eficaces que tengan afinidad y/o puedan unirse selectivamente a células y tejidos
especificos, que puedan utilizarse o emplearse como ligandos para facilitar el suministro de moléculas de carga
terapéutica a esas células o tejidos especificos. Ademas, existe una necesidad especifica de compuestos que sean
capaces de dirigirse selectivamente a la integrina alfa-v beta-3 y que sean adecuados para conjugarse con moléculas
de carga y administrar las moléculas de carga a células que expresan dichas integrinas, tales como células tumorales,
in vivo. Para los oligonucleétidos y los productos terapéuticos basados en oligonucleétidos en particular (por ejemplo,
un compuesto basado en oligonucleétidos tal como un oligonucleétido antisentido o un agente de ARNI), sigue
existiendo la necesidad de ligandos que puedan dirigirse a la integrina alfa-v beta-3 y/o a la integrina alfa-v beta-5 y
facilitar el suministro de estos compuestos basados en oligonucleétidos a las células que expresan dichas integrinas.

El documento WO 2016/172710 describe métodos y kits para pronosticar, tratar y gestionar el tratamiento del cancer
en un sujeto. Los métodos implican seleccionar un sujeto que tiene cancer y obtener, del sujeto seleccionado, una
muestra que contiene exosomas o una muestra que contiene la molécula S100. Los exosomas o la muestra que
contiene la molécula S100, respectivamente, se ponen en contacto luego con uno 0 mas reactivos adecuados para
detectar niveles mas altos 0 mas bajos o la presencia o ausencia de una o mas integrinas en dichos exosomas o
niveles mas altos o mas bajos o la presencia o ausencia de una o mas moléculas S100 en la muestra que contiene la
molécula S100. A continuacidn se pronostica el cancer, se administra el tratamiento o se controla el tratamiento.

En el documento WO 2016/134223 se describen compuestos fluorados y métodos para sintetizar estos compuestos.
También se describen composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos fluorados y métodos para tratar la
fibrosis, la degeneracién macular, la retinopatia diabética (DR), el edema macular, el edema macular diabético (DME)
y el edema macular posterior a la oclusién de la vena retiniana (RVO), mediante la administracién de estos compuestos
y composiciones farmacéuticas a sujetos que los necesitan.

En el documento WO 2016/176532 se describen derivados del 4cido tetrahidronaftiridinilpropiénico y su uso para tratar
o prevenir una fibrosis.

Hutchinson et al. JOURNAL OF MEDICINAL CHEMISTRY, AMERICAN CHEMICAL SOCIETY, vol. 46, n°. 22, 2003,
paginas 4790-4798 describen un antagonista de av3 neopeptidico.

En el documento US2004/224986 A1 se describen compuestos dirigidos a piperidinilo que se unen selectivamente a
integrinas.
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Resumen

En la presente memoria se describen compuestos que tienen afinidad por determinadas integrinas, incluidas la avp3
y la avp5, que pueden emplearse como ligandos (denominados en la presente memoria «ligandos dirigidos a
integrinas», «ligandos dirigidos a integrina avp3», «lligandos de integrina avp3», o simplemente «ligandos de
integrina») para dirigir selectivamente los compuestos u otras moléculas a las que estan unidos a las células o tejidos
que expresan integrina av3 y/o avp5. Los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria son
estables en el suero y tienen afinidad por, y pueden unirse con especificidad a, estas integrinas. Los ligandos dirigidos
a integrinas descritos en la presente memoria se pueden conjugar con moléculas de carga para facilitar el suministro
de las moléculas de carga a las células o tejidos que expresan la integrina avp3 y/o avps.

En la presente memoria se describen métodos para administrar una molécula de carga a un tejido y/o célula que
expresa la integrina av3 y/o la integrina avp5 in vivo, en donde los métodos incluyen administrar a un sujeto uno o
més ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria que se han conjugado con una o méas moléculas
de carga. En la presente memoria se describen ademas métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una
enfermedad, sintoma o trastorno para el que la administracién de una molécula de carga terapéutica (por ejemplo, un
ingrediente farmacéutico activo) a una célula que expresa la integrina avp3 y/o la integrina avp5 es capaz de tratar al
sujeto, en donde los métodos incluyen administrar a un sujeto uno o mas ligandos dirigidos a integrinas descritos en
la presente memoria que se han conjugado con una 0 méas moléculas de carga terapéuticas.

En la presente memoria se describen ademas métodos para inhibir la expresién de un gen diana en una célula in vitro
o in vivo, en donde los métodos incluyen administrar a la célula una cantidad eficaz de un conjugado que incluye uno
0 mas ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria que se han conjugado con uno o0 mas productos
terapéuticos basados en oligonucleétidos, tales como un agente de ARNi, que son capaces de inhibir la expresion de
un gen diana en una célula. En algunas realizaciones en la presente memoria se describen métodos para inhibir la
expresion de un gen diana en una célula de un sujeto, en donde al sujeto se le administra una cantidad eficaz de uno
0 mas productos terapéuticos basados en oligonucleétidos (tales como un agente de ARNi) que se han conjugado con
uno o més ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria.

En otro aspecto mas, se describen en la presente memoria composiciones que incluyen los ligandos dirigidos a
integrinas descritos en la presente memoria. Las composiciones descritas en la presente memoria pueden ser
composiciones farmacéuticas o0 medicamentos que incluyen uno o méas ligandos dirigidos a integrinas descritos en la
presente memoria conjugados con una o0 mas moléculas de carga terapéuticas, tales como un agente de ARNi u otra
molécula de carga o sustancia terapéutica.

En la presente memoria se describen métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno
mediado, al menos en parte, por la expresién de un gen diana en una célula que expresa la integrina avp3, en donde
los métodos incluyen administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica,
en donde la composicién farmacéutica incluye uno o mas productos terapéuticos basados en oligonucleétidos capaces
de inhibir la expresién de un gen diana, tal como un agente de ARNi, que estd conjugado con uno o mas ligandos
dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria. En algunas realizaciones, en la presente memoria se describen
métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno mediado, al menos en parte, por la
expresion de un gen diana en una célula tumoral, en donde los métodos incluyen administrar a un sujeto que lo
necesita una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica, en donde la composicién farmacéutica incluye uno o
més productos terapéuticos basados en oligonucleétidos capaces de inhibir la expresién de un gen diana, tal como un
agente de ARNi, conjugados con uno o mas ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria. En la
presente memoria se describen métodos de tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno mediado,
al menos en parte, por la expresién de un gen diana en una célula tumoral de rifién, tal como una célula tumoral de
carcinoma renal de células claras, en donde los métodos incluyen administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
eficaz de una composicién farmacéutica, en donde la composicién farmacéutica incluye uno o mas productos
terapéuticos basados en oligonucledtidos capaces de inhibir la expresiéon de un gen diana, tal como un agente de
ARNi, conjugados con uno o mas ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria.

En un primer aspecto, esta descripcién proporciona ligandos sintéticos dirigidos a integrinas.
Un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria incluye la estructura de la siguiente Férmula:
R' 0
| XX ZR*
R? (Férmula 1),
0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde,

X es -C(R%):-, -NR?-,
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Y es alquileno Ci-Cs opcionalmente sustituido;
ZesO,NR30S;
n es un nimero entero de 1a 8;

R' es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R? comprende una molécula de carga;

cada caso de R? se selecciona independientemente del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o
R3 comprende una molécula de carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y
en donde al menos uno de Y, R, R?, cada caso de R3y R* comprende una molécula de carga.

Cualquiera de los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria puede unirse a una molécula de
carga, un grupo reactivo y/o un grupo reactivo protegido. La unién a un grupo reactivo, por ejemplo, puede usarse
para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a integrina con una molécula de carga. Los ligandos dirigidos a
integrinas descritos en la presente memoria pueden aumentar la capacidad de una molécula de carga de ir dirigida a
una célula que expresa una integrina, incluida la integrina av3 y/o la integrina av5. Una molécula de carga puede
ser, pero no se limita a, un ingrediente o compuesto farmacéuticamente activo, un profarmaco u otra sustancia con un
beneficio terapéutico conocido. En algunas realizaciones, una molécula de carga puede ser, pero no se limita a, una
molécula pequefia, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una inmunoglobulina, un anticuerpo monoclonal, una
etiqueta o marcador, un lipido, un oligonucleétido natural o modificado, un compuesto basado en oligonucleétidos
modificado (por ejemplo, un oligonucleétido antisentido o un agente de ARNi), un &cido nucleico natural o0 modificado,
un péptido, un aptamero, un polimero, poliamina, una proteina, una toxina, una vitamina, un polietilenglicol, un
hapteno, una digoxigenina, una biotina, un atomo o molécula radiactiva o un fluordéforo. En algunas realizaciones, una
molécula de carga incluye un ingrediente farmacéuticamente activo o un profarmaco. En algunas realizaciones, una
molécula de carga es o incluye un producto terapéutico basado en oligonucleétidos, tal como un compuesto antisentido
o un agente de ARNi. En algunas realizaciones, una molécula de carga es o incluye un compuesto a base de
oligonucleétidos que es un ingrediente farmacéuticamente activo. En algunas realizaciones, una molécula de carga es
o incluye un agente de ARNi que es un ingrediente farmacéuticamente activo.

En la presente memoria se describe el uso de los ligandos dirigidos a integrinas avp3/5 descritos para atacar y
administrar una molécula de carga a una célula que expresa integrinas. La molécula de carga se puede administrar a
una célula in vitro, in situ, ex vivo o in vivo.

En otro aspecto, esta descripcién proporciona composiciones que incluyen uno o mas de los ligandos dirigidos a
integrinas descritos en la presente memoria. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones que
comprenden uno o mas ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria incluyen uno o mas
compuestos basados en oligonucleétidos, tales como uno o més agentes de ARNi, que se administran a una célula in
vivo. En algunas realizaciones, en la presente memoria se describen composiciones para administrar un agente de
ARNi a una célula in vivo, en donde el agente de ARNi esta unido a uno o més ligandos dirigidos a integrinas.

Se describen composiciones que incluyen uno o més ligandos dirigidos a integrinas. En algunas realizaciones, una
composicién comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, una composicién que
incluye uno o més ligandos dirigidos a integrinas comprende una o mas sustancias farmacéuticas o ingredientes o
compuestos farmacéuticamente activos. En algunas realizaciones, en la presente memoria se describen
medicamentos que incluyen uno o mas ligandos dirigidos a integrinas.

Las composiciones que incluyen uno o mas ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria pueden
administrarse in vivo o in vitro a diversas células cancerosas, incluidas, p. ej., células tumorales de carcinoma renal
de células claras (p. €j., A498), otras células de cancer de rifidn (p. ej., ACHN, CAKI-2, 769-P, 786-0), células de
melanoma (p. €., A375), células de glioblastoma (por ejemplo, US7MG), células de cancer de péncreas (p. ej., PANC-
1), células de cancerde pulmédn (p. ej., H460, H661, H1573, H2126), células de cancer de colon (p. ej., HT29, HCT1186),
células de cancer de higado (p. ej., Hep2G, Hep3B), células de cancer de mama (p. ej., MCF7, SK-BR3), células de
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cancer de préstata (p. ej., DU145, PC3, LNCaP, MDA-PCa-2b)), células de cancer oral (por ejemplo, KB), células de
cancer de lengua (p. ej.,, CAL27, SCC9), células de cancer de faringe (p. ej., Detroit562) y/o células de cancer de
ovario (p. ej.,, OVCARS3, SKOV3, A2780) y/u otros xenoinjertos derivados de pacientes.

En otro aspecto, la presente descripcién proporciona métodos que incluyen el uso de uno o mas ligandos y/o
composiciones dirigidos a integrinas tal como se describe en la presente memoria y, si se desea, llevar los ligandos
y/o composiciones dirigidos a integrinas descritos a una forma adecuada para la administracién como un producto
farmacéutico. En otras realizaciones, la descripcién proporciona métodos para la fabricacién de los ligandos y
composiciones, por ejemplo, medicamentos, descritos en la presente memoria.

Las composiciones que incluyen uno o més ligandos dirigidos a integrinas pueden administrarse a sujetos /in vivo
usando vias de administraciéon conocidas en la técnica por ser adecuadas para dicha administracion en vista de la
molécula de carga que se busca administrar, incluida, por ejemplo, la administracién subcutanea, intravenosa,
intratumoral, inhalada (formulaciones en aerosol o polvo seco), intranasal, intraperitoneal, intradérmica, transdérmica,
oral, sublingual o tépica. En algunas realizaciones, las composiciones que incluyen uno o mas ligandos dirigidos a
integrinas se pueden administrar para la administracion sistémica, por ejemplo, mediante administracién intravenosa
o subcuténea.

En la presente memoria se describen métodos para administrar una o més moléculas de carga deseadas a una célula
tumoral de carcinoma renal de células claras in vivo, en donde los métodos incluyen administrar al sujeto uno o mas
ligandos dirigidos a integrinas conjugados con una o mas moléculas de carga.

En la presente memoria se describen métodos para administrar un compuesto basado en oligonucleétidos a una célula
tumoral in vivo, en donde los métodos incluyen administrar al sujeto uno o mas ligandos dirigidos a integrinas
conjugados con el uno o méas compuestos basados en oligonucleétidos. En algunas realizaciones, en la presente
memoria se describen métodos para administrar un agente de ARNi a una célula tumoral in vivo, en donde los métodos
incluyen administrar al sujeto uno o mas ligandos dirigidos a integrinas conjugados con el uno o mas agentes de ARNi.
En algunas realizaciones, en la presente memoria se describen métodos para inhibir la expresién de un gen diana en
una célula tumoral de carcinoma renal de células claras in vivo, en donde los métodos incluyen administrar al sujeto
un agente de ARNi conjugado con uno o mas ligandos que tienen afinidad por la integrina av3 y/o la integrina avp5.

Otros objetos, caracteristicas, aspectos y ventajas de la invencién resultaran evidentes a partir de la siguiente
descripcién detallada y las reivindicaciones.

Descripcion detallada
Ligandos dirigidos a integrinas

En la presente memoria se describen compuestos que tienen afinidad por las integrinas, muestran estabilidad sérica
in vivo y pueden usarse como ligandos para facilitar el suministro de moléculas de carga a células y/o tejidos que
expresan integrinas, tales como la integrina avp3 y/o la integrina av5. Los ligandos dirigidos a integrinas se pueden
usar para atacar células que expresan integrinas in vitro, in situ, ex vivo y/o in vivo.

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria pueden conjugarse con
una o mas moléculas de carga para dirigir preferentemente y atacar las moléculas de carga a células o tejidos que
expresan integrinas, incluidas la integrina av3 y/o la integrina avp5. En algunas realizaciones, las moléculas de carga
incluyen o consisten en compuestos farmacéuticamente activos. En algunas realizaciones, las moléculas de carga
incluyen o consisten en compuestos basados en oligonucleétidos, tales como agentes de ARNi. En algunas
realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria se conjugan con moléculas de carga
para dirigir las moléculas de carga a células tumorales in vivo. En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a
integrinas descritos en la presente memoria se conjugan con moléculas de carga para dirigir las moléculas de carga a
células tumorales de carcinoma renal de células claras in vivo.

Férmula |

Se describen ligandos de integrina de la estructura:

R? (Férmula 1),

en donde,

X es -C(R%):-, -NR?-,
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Y es alquileno opcionalmente sustituido;
ZesO,NR30S;
n es un nimero entero de 1a 8;

R' es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R? comprende una molécula de carga;

cada caso de R? se selecciona independientemente del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o
R3 comprende una molécula de carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y
en donde al menos uno de Y, R, R?, cada caso de R3y R* comprende una molécula de carga.
En algunas realizaciones de la Férmula |, R" se selecciona del grupo que consiste en:

E CM CM CM

alts e

IR

»

en donde 3 indica el punto de unién y CM comprende una molécula de carga.
En algunas realizaciones de la Férmula |, Y es alquileno C1 a Ce.
Férmula Il

Se describen ligandos dirigidos a integrinas que incluyen la estructura de la siguiente férmula:

R? (Formula IT),

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde,
n es un nimero entero de 1a 8;

R' es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R? comprende una molécula de carga;
R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y

en donde al menos uno de R' o R2 comprende una molécula de carga.

Férmula 1l

En la presente memoria se describe un ligando dirigido a integrina que incluye la estructura de la siguiente férmula:
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H 0
N _N OR*
Bk
¥ R2R3 R'" O

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde,

(Formula IIT),

n es un nimero entero de 1a 8;

R' es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R? comprende una molécula de carga;

R3 se selecciona del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o R® comprende una molécula de
carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y
en donde al menos uno de R', R? y R® comprende una molécula de carga.
Férmula IV

En la presente memoria se describe un ligando dirigido a integrina que incluye la estructura de la siguiente férmula:

R3
H |
N. _N N OR*
~
(AT
/R2O R' O

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde

(Férmula IV),

n es un nimero entero de 1a 8;

R' es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R? comprende una molécula de carga;

R3 se selecciona del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o R® comprende una molécula de
carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y

en donde al menos uno de R', Ry R3 comprende una molécula de carga.

Férmula V

En la presente memoria se describe un ligando dirigido a integrina que incluye la estructura de la siguiente férmula:

1
§ RO
Ao RE
R? (Formula V),

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
n es un nimero entero de 1a 8;

R es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R?2 comprende una molécula de carga;
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cada caso de R? se selecciona independientemente del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o
R3 comprende una molécula de carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y

en donde al menos uno de R', Ry R3 comprende una molécula de carga.

Férmula VI

En la presente memoria se describe un ligando dirigido a integrina que incluye la estructura de la siguiente férmula:
H R'" O
N | Na nl}ls)\/”\oR“

= R
R? (Férmula V),

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
n es un nimero entero de 1a 8;

R es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R?2 comprende una molécula de carga;

cada caso de R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o
R3 comprende una molécula de carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y

en donde al menos uno de R', Ry R3 comprende una molécula de carga.

Férmula VII

En la presente memoria se describe un ligando dirigido a integrina que incluye la estructura de la siguiente férmula:

5 1
H R R'" O
N | Na OR*
& (Férmula VII),
0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde

R es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R?2 comprende una molécula de carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y

en donde al menos uno de R', R* y R® comprende una molécula de carga.

R1

En realizaciones de la Féormula |, R' es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido,

heterociclilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga.
En algunas realizaciones, R' se selecciona del grupo que consiste en:

o
R OW\\./-Q E o
@N-> P \/'& Ny y \-F?\CM:
=/ HN ) 0 /
i 72N RV
s ~—CM M,
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D
0 : ,,j(‘ o
F ”\MC\J % o Fé—‘\mo‘-i;%cm
4,

3

4

i O—\@N?f“x Fzgﬂ\*@ﬂ%—w =
G

4 CM
e,
R O‘(l\,o)z’\ R Of\/(}yz’\ K Ox o)(}
N AN
/» 14 CM C) 23 CM /M\ 3;\05\41
RS ,
O/\V'OV/\OA‘*/O\/\CM o
o \ /j
CM
5.

o‘f ~o R ZAY
Fx ; Fu ; F
ki b y
en donde 3 indica el punto de unién y CM comprende una molécula de carga.
Precursores de ligandos dirigidos a integrinas
En algunas realizaciones, los precursores de ligandos dirigidos a integrinas que se pueden usar para unir un ligando

dirigido a integrina a un resto comprenden una molécula de carga. En la presente memoria se proporcionan
precursores de ligandos dirigidos a integrinas de la formula:

R? (Férmula Ip),
en donde,

X es -C(R%):-, -NR?-,

R? 0 ﬁNJ?

&ﬂ/'{l\r‘f ;\'T‘/u\:“‘ R3 "

Q RS ,0 R3

»
*
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Y es alquileno opcionalmente sustituido;
Zes O, NR%0S;
n es un nimero entero de 1a 8;

R es arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido,
cicloalquilo opcionalmente sustituido o R' comprende una molécula de carga;

R2 es H, alquilo opcionalmente sustituido, o R?2 comprende una molécula de carga;

cada caso de R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en H y alquilo opcionalmente sustituido, o
R3 comprende una molécula de carga;

R* es H o alquilo opcionalmente sustituido; y

en donde al menos uno de Y, R, R?, cada caso de R®y R* comprende un grupo reactivo.

En algunas realizaciones de compuestos de Férmula Ip, el grupo reactivo comprende una azida.
Compuestos de Férmula |

Los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria tienen estructuras que incluyen, consisten en o
consisten esencialmente en cualquiera de las estructuras representadas por lo siguiente:

o
H
Py a !
— HN
& J( F 'k\
N s O
N e}
OH (Estructura 1a);
F: OE "\,O\/\
NN J(() 3 "No
X N : O
N
DRSS aY; X
OH (Estructura 2a);
0]
H
o
P
OH (Estructura 2.1a);
0O
-
N N F
J T g
/ A
CH (Estructura 2.2a);

10
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y 0]
N N F
l x N™ Ng— O
~ /AL
] OH (Estructura 2.3a);
F O’\@—/NH
e
H O it
7 ‘\/ ——\‘”(
OH (Estructura 2.4a);
O
5
N._N S
| X N Sy— O
7 L ’\"(
OH (Estructura 2.5a);
10

(Estructura 2.6a);
y O HN’\(——O\%—\
S |

F o=

R OKOL
Seagetv]

(Estructura 2.7a);

. (Estructura 2.8a);

1
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e
mu’\-«

(Estructura 2.9a),

ale”
Sopae Savg

(Estructura 2.10a);

(Estructura 28a);

(Estructura 29a);

byt

(Estructura 30a);

12
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H @] T (0]
N | N\ N/\)]\OH
P I

(Estructura 32a);

~o

0
y o Y o
WNMOH
~ %/OW
(Estructura 33a);
~0
he
H : 9
N |N\ Aoy
P L(\,o\%\ S

(Estructura 34a);

ZT
=

(Estructura 36a);

13
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RO

5 (Estructura 37a);

H
o N\/\O/\/O\/\;

(Estructura 38a);

N \n/\/o\/\o/\/o\/\;e‘

(Estructura 39a);
10
>Qo
3
L
H \ O~ "NH O
s OH
Z
(Estructura 40a); y
>Lo
5, O
H 0% NH V o)
N | N\ OH
Z
(Estructura 41a).
15

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria puede conjugarse con una o
méas (por ejemplo, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10,0de1a10,2a10,1a9,1a8,1a7,1a6,1a5 1a4,1a3,1a2, 2a

14
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10,3a10,4a10,5a10,2a5,2a403a5)moléculas de carga (por ejemplo, cualquiera de las moléculas de carga
descritas en la presente memoria o conocidas en la técnica).

En algunas realizaciones, mas de un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria (por ejemplo, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,28,29030; 0de 1a 30,1a25,1a
20,1a15,1a10,1a5,5a30,5a25,5a20,5a15,5a10,10a30,10a25,610a20,10a 15, 15a 30, 15a 25, 15
a 20, 20 a 30, 20 a 25 0 25 a 30 ligandos dirigidos a integrinas) se pueden conjugar con una molécula de carga (por
ejemplo, cualquiera de las moléculas de carga descritas en la presente memoria o conocidas en la técnica).

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria se conjugan
opcionalmente con una o mas moléculas de carga a través de un grupo de unién, tal como, por ejemplo, un grupo
polietilenglicol (PEG).

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria se conjugan
opcionalmente con una o mas moléculas de carga a través de una estructura base o esqueleto que incluye al menos
un punto de unién para cada ligando y al menos un punto de unién para cada molécula de carga. En algunas
realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas comprenden, consisten en, o consisten esencialmente en, un ligando
dirigido a integrina conjugado con una molécula de carga. En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas
comprenden, consisten en, o consisten esencialmente en, un ligando dirigido a integrina conjugado con mas de una
molécula de carga.

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina comprende, consiste en, o consiste esencialmente en,
cualquiera de la estructura 1a, estructura 2a, estructura 2.1a, estructura 2.2a, estructura 2.3a, estructura 2.4a,
estructura 2.5a, estructura 2.6a, estructura 2.8a, estructura 2.9a, estructura 2.10a, estructura 2.11a, estructura 28a,
estructura 29a, estructura 30a, estructura 31a, estructura 32a, estructura 33a, estructura 34a, estructura 36a,
estructura 37a, estructura 38a, estructura 39a, estructura 40a y estructura 41a, cada una como se describe en la
presente memoria.

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
0
NS o GN} P
SORAWRSES SN
O [t
(Estructura 1a).

ZT

"I/

OH

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 1a esta unido a una o mas moléculas de carga
(por ejemplo, agentes de ARNi).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

X

H
SORUEY,
# N/(N o5
L/
OH (Estructura 1b),

donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente de
ARNi).

En algunas realizaciones, un precursor de ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo
azida, y comprende la siguiente estructura:

15



10

15

20

25

30

ES 2983950 T3

A,
~ PR

N
N
P N/( S
Oj'\——
4 N;
OH (Estructura 1c).

ZT

Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a
integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

'\—-o

W D e

(Estructura 2a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2a esta unido a una o mas moléculas de carga
(por ejemplo, agentes de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

F X
H i @
N VA o

OH (Estructura 2b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente de
ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

'\—-O

Wu L I

(Estructura 2c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

16
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2

H O
s A T o
P L/ N\
CH (Estructura 2.1a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.1a estad unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y

comprende la siguiente estructura:
F 0'(7{1
N3
H O
N N /l( F
| = N N = @)
- -
OH

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
o O
O
0 5 é
—-—\_’<

OH (Estructura 2.2a).

(Estructura 2.1¢).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.2a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

U\JM\\/'U

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 2.2¢).
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@ e

I,,/

o’fﬁ/

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.3a esta unido a una 0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.3a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y

comprende la siguiente estructura:
" <}
S )’1‘7\

"’l/

SORaaY

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 2.3c).

ﬁ o
é
S

wu

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.4a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.4a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

l,’/

Wu

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 2.4c).

18
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Wu

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.5a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.5a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

OH (Estructura 2.5c¢).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
”H,H/\/éo\/\to

R OCH;,
o) NH G
\ AL
N
I/\N N
(Ii/\/'\' \L(O
o X
H
o)

OH  (Estructura 2.6a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.6a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

N X
(L

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente de
ARNi).

R OCH5

oY

CH (Estructura 2.6b),

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas se pueden sintetizar para incluir un grupo reactivo azida,
y comprenden la siguiente estructura:
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j\ R OCH,

\ S

(II/\/ I/Y\ \
o}

Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a
integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

OH (Estructura 2.6¢).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
HN
H 0 '_Y,o
NS /( \7L\
LN o
=
F 0—

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.7a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.7a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

(Estructura 2.7b),

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas se pueden sintetizar para incluir un grupo reactivo azida,
y comprenden la siguiente estructura:

X JZ 7 Xo
seap i

20

ZT

(Estructura 2.7c).
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Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a
integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
2
F o >L\
H O 11 by
N._N P/
P L/ A
CH

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.8a estad unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.8a).

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrina se pueden sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprenden la siguiente estructura:

O 11 N
H 3
N._N A3
| X N N— 0O
= L ’\"‘(
OH (Estructura 2.8c).

Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a
integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
o\
! Fx
0] 23
H
N._N M3
| ~ N N . O
OH

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.9a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.9a).

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas se pueden sintetizar para incluir un grupo reactivo azida,
y comprenden la siguiente estructura:

O 23 N
H 3
N N J( s
= L -—\"/<
OH (Estructura 2.9c¢).

21
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Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a
integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
o
" OLNHJ
O 35
H
N lN\ NJ(N R
L L ’\‘4

OH

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.10a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.10a).

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas se pueden sintetizar para incluir un grupo reactivo azida,
y comprenden la siguiente estructura:

ZT
P
/
=z
7]

OH (Estructura 2.10c).

Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a
integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

F

O'\——O
H jjz \—‘-\O’\’O
N N
oA X

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 2.11a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

(Estructura 2.11a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

OH (Estructura 2.11b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (p. ej., un agente de ARNi).

22
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En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

OH (Estructura
2.11c).
Se puede utilizar un grupo reactivo (o grupo reactivo protegido) para facilitar la conjugacién del ligando dirigido a

integrina a una molécula de interés, por ejemplo, a una molécula de carga (ya sea directamente o a través de uno o
més esqueletos y/o enlazadores).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 28a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 28a esta unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

(Estructura 28b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

R Y N e e

(Estructura 28c).
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En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 29a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 29a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

(Estructura 29b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

O/\/O\/\O/\/o\/\x

(Estructura 29c¢).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente

estructura:
(0]
d\,/\/o\/\o/\/o\/}fj
| Z

o]

(s)

(Estructura 30a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 30a estad unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).
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En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

(Estructura 30b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

(0]
b‘/\/O\/\O/\/O\/\Ns
2 .

(Estructura 30c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 31a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 31a estad unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

(Estructura 31b),

25



ES 2983950 T3

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

(Estructura 31¢).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

ZT
=z
/
1
o
T

(Estructura 32a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 32a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

(Estructura 32b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:
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NG
H e T O
NN Aoy
» |
(Estructura 32c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

~o
H 0 E (o]
ENDN\/\/\)‘\N/\)I\OH
= O
%/ \N (Estructura 33a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 33a estad unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

~o
H O S 0
LNlmj/\,/\)Ll}l/\)LOH
Z X (Estructura 33b).

donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente de
ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

~o

3,

o]
OH
s Ns (Estructura 33c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:
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F© O

H :
LN/\,erl;\l/\/v\N/\)LOH
Z o]
%/ \%;\J"f (Estructura 34a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 34a estad unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

F X (Estructura 34b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

O
%\NC* (Estructura 34c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

ZT
/
o]
T

(Estructura 36a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 36a estad unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:
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ZT
/

| OH
(Estructura 31b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

O/\(\/O\Ag\ N3
F

s OH
(Estructura 31c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

Rt g

O

F
T 0
AN,

ZT
=z

.

N
H
(Estructura 37a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 37a estad unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

ZT
Z
/
Iz
Q
o
I

(Estructura 37b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:
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o
H o o
N |N\ ﬁ/\)kOH
=
(Estructura 37c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

o H\/\O/\/O\/\Hfr

(Estructura 38a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 38a estad unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

ZT

o)

Z
/
z

-OC

OH

ZT
\

(Estructura 38b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

H
Oz NSO~
o) Na

(Estructura 38c).
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En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

H ‘n/\/o\/\o/\/o\/\f‘

O

N™SN

o

OH

2T
\

(Estructura 39a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 39a esta unido a una o0 mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

N
EL\H’
0
N N
L

X

]

OH

ZT
N\ /~

(Estructura 39b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

H
N\n/\/o\/\ O
0 N3
0

N™ N

o

OH

prm
\ 7

(Estructura 39c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:
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[ OH

(Estructura 40a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 40a esta unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

(Estructura 40b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

o}
3
Lj\ N‘ i
-
H \ O” 'NH O
(s OH
=
(Estructura 40c).

En algunas realizaciones, un ligando dirigido a integrina descrito en la presente memoria comprende la siguiente
estructura:

(Estructura 41a).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina de la estructura 41a estad unido a una o mas moléculas de
carga (por ejemplo, agente(s) de ARNi).
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En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo, un grupo
reactivo protegido o una molécula de carga, y comprende la siguiente estructura:

N™SN

(Estructura 41b),

en donde X incluye un grupo reactivo, un grupo reactivo protegido o una molécula de carga (por ejemplo, un agente
de ARNi).

En algunas realizaciones, el ligando dirigido a integrina se puede sintetizar para incluir un grupo reactivo azida, y
comprende la siguiente estructura:

Ng

(Estructura 41c).

El grupo reactivo azida como se describe en cualquiera de la estructura 1c, estructura 2c¢, estructura 2.1c, estructura
2.2¢, estructura 2.3c, estructura 2.4c, estructura 2.5¢, estructura 2.6c, estructura 2.7c, estructura 2.8c, estructura 2.9c,
estructura 2.10c, estructura 2.11c, estructura 28c, estructura 29c, estructura 30c, estructura 31c, estructura 32c,
estructura 33c, estructura 34c, estructura 36c¢, estructura 37c, estructura 38c, estructura 39c, estructura 40c y
estructura 41c se puede utilizar para unir el ligando dirigido a integrina a una molécula de interés, es decir, a una
molécula de carga tal como un agente de ARNi. La molécula de carga puede ser cualquier molécula que se desee
dirigir a una célula que exprese integrina.

Como se usa en la presente memoria, el término “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo alifatico saturado, de
cadena lineal o ramificada, que tiene de 1 a 10 atomos de carbono a menos que se especifique lo contrario. Por
ejemplo, “alquilo C+-Cs” incluye grupos alquilo que tienen 1, 2, 3, 4, 5 0 6 carbonos en una disposicién lineal o
ramificada. Los ejemplos no limitativos de grupos alquilo incluyen metilo, etilo, iso-propilo, terc-butilo, n-hexilo. Como
se usa en la presente memoria, el término “aminoalquilo™ se refiere a un grupo alquilo tal como se ha definido
anteriormente, sustituido en cualquier posicién con uno 0 mas grupos amino segun lo permita la valencia normal. Los
grupos amino pueden estar no sustituidos, monosustituidos o disustituidos. Los ejemplos no limitativos de grupos
aminoalquilo incluyen aminometilo, dimetilaminometilo y 2-aminoprop-1-ilo.

Como se usa en la presente memoria, el término “cicloalquilo™ significa un grupo de anillo hidrocarburo no aromético
saturado o insaturado que tiene de 3 a 14 4tomos de carbono, salvo que se indique lo contrario. Los ejemplos no
limitativos de grupos cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, metilciclopropilo, 2,2-dimetil-ciclobutilo, 2-
etil-ciclopentilo y ciclohexilo. Los cicloalquilos pueden incluir multiples anillos espiro o fusionados. Los grupos
cicloalquilo estan opcionalmente mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustituidos en cualquier posicién segln lo permita la
valencia normal.

Como se usa en la presente memoria, el término “alquenilo” se refiere a un radical hidrocarburo no aromético, lineal o
ramificado, que contiene al menos un doble enlace carbono-carbono y que tiene de 2 a 10 4tomos de carbono, salvo que
se indique lo contrario. En dichos grupos pueden estar presentes hasta cinco dobles enlaces carbono-carbono. Por
ejemplo, alquenilo “C2-Cs” se define como un radical alquenilo que tiene de 2 a 6 dtomos de carbono. Los ejemplos de
grupos alquenilo incluyen, pero no se limitan a, etenilo, propenilo, butenilo y ciclohexenilo. La parte lineal, ramificada o
ciclica del grupo alquenilo puede contener enlaces dobles y esta opcionalmente mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustituida
en cualquier posicién segln lo permita la valencia normal. El término “cicloalquenilo™ significa un grupo hidrocarburo
monociclico que tiene el nimero especificado de atomos de carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono.
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Como se usa en la presente memoria, el término “alquinilo” se refiere a un radical hidrocarburo, lineal o ramificado,
que contiene de 2 a 10 atomos de carbono, salvo que se indique lo contrario, y que contiene al menos un triple enlace
carbono-carbono. Pueden estar presentes hasta 5 triples enlaces carbono-carbono. Por lo tanto, “alquinilo C2-Cs”
significa un radical alquinilo que tiene de 2 a 6 atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquinilo incluyen, pero no
se limitan a, etinilo, 2-propinilo y 2-butinilo. La parte lineal o ramificada del grupo alquinilo puede estar opcionalmente
mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustituida en cualquier posicién segun lo permita la valencia normal.

Como se usa en la presente memoria, “alcoxilo” o “alcoxi” se refiere a un radical -O-alquilo que tiene el nimero
indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, se pretende que alcoxi C1.s incluya grupos alcoxi C1,C 2, C3 C4,Csy
Cs. Por ejemplo, se pretende que alcoxi Ci-s, incluya grupos alcoxi C1, Cz, Cs, Ca, Cs, Cs, C7 y Cs. Los ejemplos de
alcoxi incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, n-propoxi, i-propoxi, n-butoxi, s-butoxi, t-butoxi, n-pentoxi, s-pentoxi,
n-heptoxi y n-octoxi.

Como se usa en la presente memoria, “ceto” se refiere a cualquier grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
cicloalquenilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo como se usa en la presente memoria unido a través de un puente
carbonilo. Los ejemplos de grupos ceto incluyen, pero no se limitan a, alcanoilo (por ejemplo, acetilo, propionilo,
butanoilo, pentanoilo o hexanoilo), alquenoilo (por ejemplo, acriloilo) alquinoilo (por ejemplo, etinoilo, propinoilo,
butinoilo, pentinoilo o hexinoilo), ariloilo (por ejemplo, benzoilo), heteroariloilo (por ejemplo, pirroloilo, imidazoloilo,
quinolinoilo o piridinoilo).

Como se usa en la presente memoria, “alcoxicarbonilo™ se refiere a cualquier grupo alcoxi tal como se ha definido
anteriormente unido a través de un puente carbonilico (es decir, -C(O)O-alquilo). Los ejemplos de grupos
alcoxicarbonilo incluyen, pero no se limitan a, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, iso-propoxicarbonilo, n-
propoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo o n-pentoxicarbonilo.

Como se usa en la presente memoria, “ariloxicarbonilo™ se refiere a cualquier grupo arilo segin se define en la
presente memoria unido a través de un puente oxicarbonilo (es decir, -C(O)O-arilo). Los ejemplos de grupos
ariloxicarbonilo incluyen, pero no se limitan a, fenoxicarbonilo y naftiloxicarbonilo.

Como se usa en la presente memoria, “heteroariloxicarbonilo” se refiere a cualquier grupo heteroarilo segin se define
en la presente memoria unido a través de un puente oxicarbonilo (es decir, -C(O)O-heteroarilo). Los ejemplos de
grupos heteroariloxicarbonilo incluyen, pero no se limitan a, 2-piridiloxicarbonilo, 2-oxazoliloxicarbonilo, 4-
tiazoliloxicarbonilo o pirimidiniloxicarbonilo.

Como se usa en la presente memoria, “arilo” o “aromatico™ significa cualquier anillo de carbono monociclico o
policiclico estable de hasta 6 4tomos en cada anillo, en donde al menos un anillo es aromético. Los ejemplos de grupos
arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, antracenilo, tetrahidronaftilo, indanilo y bifenilo. En los casos donde
el sustituyente arilo es biciclico y un anillo no es aromético, se entiende que la unién es a través del anillo aromatico.
Los grupos arilo estan opcionalmente mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustituidos en cualquier posicién segln lo permita
la valencia normal.

Como se usa en la presente memoria, el término “heteroarilo” representa un anillo monociclico o policiclico estable
de hasta 7 4tomos en cada anillo, en donde al menos un anillo es aromético y contiene de 1 a 4 heteroatomos
seleccionados del grupo que consiste en O, Ny S. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan a,
acridinilo, carbazolilo, cinolinilo, quinoxalinilo, pirazolilo, indolilo, benzotriazolilo, furanilo, tienilo, benzotienilo,
benzofuranilo, bencimidazolonilo, benzoxazolonilo, quinolinilo, isoquinolinilo, dihidroisoindolonilo, imidazopiridinilo,
isoindolonilo, indazolilo, oxazolilo, oxadiazolilo, isoxazolilo, indolilo, pirazinilo, piridazinilo, piridinilo, pirimidinilo, pirrolilo
y tetrahidroquinolina. “Heteroarilo” también se entiende que incluye el derivado de N-éxido de cualquier heteroarilo
que contenga nitrégeno. En los casos donde el sustituyente heteroarilo es biciclico y un anillo no es aromético o no
contiene heteroatomos, se entiende que la unién es a través del anillo aromético o a través del anillo que contiene
heteroatomos. Los grupos heteroarilo estan opcionalmente mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustituidos en cualquier
posicién segun lo permita la valencia normal.

Como se usa en la presente memoria, el término “heterociclo”, “heterociclico” o “heterociclilo” significa un heterociclo
aromatico o no aromético de 3 a 14 miembros que contiene de 1 a 4 heterodtomos seleccionados del grupo que
consiste en O, Ny S, incluyendo grupos policiclicos. Como se usa en la presente memoria, el término “heterociclico”
también se considera sinénimo de los términos “heterociclo” y “heterociclilo” y se entiende que también tiene las
mismas definiciones establecidas en la presente memoria. “Heterociclilo” incluye los heteroarilos mencionados
anteriormente, asi como sus anélogos dihidro y tetrahidro. Los ejemplos de grupos heterociclilos incluyen, pero no se
limitan a, azetidinilo, benzoimidazolilo, benzofuranilo, benzofurazanilo, benzopirazolilo, benzotriazolilo, benzotiofenilo,
benzoxazolilo, carbazolilo, carbolinilo, cinolinilo, furanilo, imidazolilo, indolinilo, indolilo, indolazinilo, indazolilo,
isobenzofuranilo, isoindolilo, isoquinolilo, isotiazolilo, isoxazolilo, naftopiridinilo, oxadiazolilo, oxooxazolidinilo,
oxazolilo, oxazolina, oxopiperazinilo, oxopirrolidinilo, oxomorfolinilo, isoxazolina, oxetanilo, piranilo, pirazinilo,
pirazolilo, piridazinilo, piridopiridinilo, piridazinilo, piridilo, piridinonilo, pirimidilo, pirimidinonilo, pirrolilo, quinazolinilo,
quinolilo, quinoxalinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotiopiranilo, tetrahidroisoquinolinilo, tetrazolilo,
tetrazolopiridilo, tiadiazolilo, tiazolilo, tienilo, triazolilo, 1,4-dioxanilo, hexahidroazepinilo, piperazinilo, piperidinilo,
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piridin-2-onilo, pirrolidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, dihidrobenzoimidazolilo, dihidrobenzofuranilo,
dihidrobenzotiofenilo, dihidrobenzoxazolilo, dihidrofuranilo, dihidroimidazolilo, dihidroindolilo, dihidroisooxazolilo,
dihidroisotiazolilo, dihidrooxadiazolilo, dihidrooxazolilo, dihidropirazinilo, dihidropirazolilo, dihidropiridinilo,
dihidropirimidinilo, dihidropirrolilo, dihidroquinolinilo, dihidrotetrazolilo, dihidrotiadiazolilo, dihidrotiazolilo, dihidrotienilo,
dihidrotriazolilo, dihidroazetidinilo, dioxidotiomorfolinilo, metilendioxibenzoilo, tetrahidrofuranilo y tetrahidrotienilo, y sus
N-6xidos. La unién de un sustituyente heterociclilo puede tener lugar a través de un atomo de carbono o a través de
un heterodtomo. Los grupos heterociclilo estan opcionalmente mono-, di-, tri-, tetra- o penta-sustituidos en cualquier
posicién segun lo permita la valencia normal.

Como se usa en la presente memoria, los términos “tratar”, “tratamiento” y similares, significan los métodos o pasos
tomados para proporcionar una disminucién o alivio de la cantidad, gravedad y/o frecuencia de uno o més sintomas
de una enfermedad en un sujeto. Como se usa en la presente memoria, “tratar” y “tratamiento” pueden incluir la
prevencién, el manejo, el tratamiento profilactico y/o la inhibicién de la cantidad, la gravedad y/o la frecuencia de uno
0 més sintomas de una enfermedad en un sujeto.

Como se usa en la presente memoria, la expresién “administrar a una célula” y similares, cuando se refiere a una
molécula de carga, significa administrar funcionalmente la molécula de carga a la célula. La expresién “administrar
funcionalmente” significa administrar la molécula de carga a la célula de una manera que permita que la molécula de
carga tenga la actividad biolégica esperada. Cuando se hace referencia especificamente a una molécula de carga que
es un agente de ARNi, la actividad bioldgica esperada es, por ejemplo, la inhibicién de la expresién génica especifica
de la secuencia.

/’qu;,
Salvo que se indique lo contrario, el uso del simbolo ™ como se usa en la presente memoria significa que cualquier
grupo o grupos pueden estar unidos al mismo segun el alcance de las invenciones descritas en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, el término “isémeros” se refiere a compuestos que tienen férmulas moleculares
idénticas, pero que difieren en la naturaleza o la secuencia de enlace de sus atomos o en la disposicién de sus atomos
en el espacio. Los isbmeros que difieren en la disposicion de sus atomos en el espacio se denominan
“estereoisémeros™. Los estereoisbmeros que no son imagenes especulares entre si se denominan
“diastereoisémeros” y los esterecisémeros que son imégenes especulares no superponibles se denominan
“enantiémeros™ o, a veces, isbmeros 6épticos. Un atomo de carbono unido a cuatro sustituyentes no idénticos se
denomina “centro quiral”.

Como se usa en la presente memoria, un grupo de unién es uno o mas 4tomos que conectan una molécula o porcién
de una molécula con otra a la segunda molécula o segunda porcién de una molécula. En la técnica, los términos grupo
de unién y espaciadores a veces se usan indistintamente. De manera similar, como se usa en la técnica, el término
esqueleto a veces se usa indistintamente con un grupo de unién. En algunas realizaciones. En algunas realizaciones,
un grupo de unién puede incluir o consistir en un grupo PEG o un resto PEG.

Como se usa en la presente memoria, el término “unido” o “conjugado” cuando se refiere a la conexién entre dos
moléculas significa que dos moléculas estan unidas por un enlace covalente o que dos moléculas estan asociadas a
través de enlaces no covalentes (por ejemplo, enlaces de hidrégeno o enlaces iénicos). En algunos ejemplos, donde
el término “unido” se refiere a la asociacién entre dos moléculas a través de enlaces no covalentes, la asociacién
entre las dos moléculas diferentes tiene una Ko de menos de 1 x 10 M (por ejemplo, menos de 1 x 10> M, menos de
1x 10° M o menos de 1 x 107 M) en tampon fisioldgicamente aceptable (por ejemplo, solucion salina tamponada con
fosfato). Salvo que se indique, el término enlazado como se usa en la presente memoria puede referirse a la conexién
entre un primer compuesto y un segundo compuesto, ya sea con o sin atomos o grupos de d&tomos intermedios.

La persona con experiencia en la técnica entendera y apreciara facilmente que los compuestos y composiciones
descritos en la presente memoria pueden tener determinados atomos (por ejemplo, atomos de N, O 0 S) en un estado
protonado o desprotonado, dependiendo del entorno en el que se coloque el compuesto o composicién. Por
consiguiente, como se usa en la presente memoria, las estructuras descritas en la presente memoria prevén que
determinados grupos funcionales, tales como, por ejemplo, OH, SH o NH, pueden protonarse o desprotonarse. La
presente memoria pretende cubrir los compuestos y composiciones descritos independientemente de su estado de
protonacidén basado en el pH del entorno, como entenderia facilmente la persona con experiencia en la técnica.

Como se usa en una reivindicacidn de la presente memoria, la expresién “que consiste en” excluye cualquier elemento,
etapa o ingrediente no especificado en la reivindicaciéon. Cuando se usa en una reivindicacién de la presente memoria,
la expresion “que consiste esencialmente en” limita el alcance de una reivindicacién a los materiales o pasos
especificados y aquellos que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la invencién
reivindicada.

Salvo que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria

tienen el mismo significado que cominmente entiende el experto en la técnica a la que pertenece esta invencién. Si
bien se puede utilizar métodos o materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria para la
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implementacién o evaluacién de la presente invencién, a continuacién se describen los métodos y materiales
adecuados.

Ligandos de integrina avp3 multidentados y esqueletos

Como se describe en la presente memoria, en algunas realizaciones, uno o mas ligandos de integrina avp3/5 pueden
estar unidos a una o méas moléculas de carga. En algunas realizaciones, solo un ligando de integrina se conjuga con
una molécula de carga (denominado en la presente memoria ligando “monodentado™ o “monovalente™). En algunas
realizaciones, dos ligandos de integrina se conjugan con una molécula de carga (denominado en la presente memoria
grupo que se puede dirigir a diana “bidentado” o “divalente™). En algunas realizaciones, tres ligandos de integrina se
conjugan con una molécula de carga (denominado en la presente memoria grupo que se puede dirigir a diana
“tridentado™ o “trivalente™). En algunas realizaciones, cuatro ligandos de integrina se conjugan con una molécula de
carga (denominado en la presente memoria grupo que se puede dirigir a diana “tetradentado” o “tetravalente™). En
algunas realizaciones, mas de cuatro ligandos de integrina se conjugan con una molécula de carga.

En algunas realizaciones, cuando solo un ligando de integrina se conjuga con una molécula de carga (denominado en
la presente memoria ligando “monodentado™), el ligando de integrina puede conjugarse directamente con la molécula
de carga. En algunas realizaciones, un ligando de integrina descrito en la presente memoria puede conjugarse con
una molécula de carga a través de un esqueleto u otra estructura de union.

En algunas realizaciones, los ligandos de integrina descritos en la presente memoria incluyen uno o mas esqueletos.
Los esqueletos, también denominados a veces en la técnica como grupos de unién o enlazadores, se pueden utilizar
para facilitar la unién de una o mas moléculas de carga a uno o més ligandos de integrina descritos en la presente
memoria. Los esqueletos utiles compatibles con los ligandos descritos en la presente memoria son generalmente
conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitativos de esqueletos que se pueden usar con los ligandos de integrina
avP3 descritos en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, polimeros y poliaminoacidos (por ejemplo, acido
bis-glutdmico, poli-L-lisina, etc.). En algunas realizaciones, los esqueletos pueden incluir enlazadores o grupos
cisteina, DBCO-PEG1-24-NHS, Propargil-PEG1.24-NHS y/o restos de DBCO y/o propargilo multidentados.

En algunas realizaciones, el esqueleto utilizado para unir uno o mas ligandos de integrina descritos en la presente
memoria a una o mas moléculas de carga tiene la siguiente estructura:

>F

ON o) NH
o]
O
b
WA,
(e 0
0 NH

N (Esqueleto 1)

El uso del esqueleto 1, por ejemplo, facilita la conjugacion eficiente tanto con los monémeros de ligando de integrina
como con la una o mas moléculas de carga. El esqueleto 1 incluye un éster de p-nitrofenol (también llamado 4-
nitrofenol) reactivo con amina, un enlace amida y tres brazos unitarios de PEGg, asi como alquinos terminales. El éster
de 4-nitrofenol se puede conjugar con la amina primaria en una molécula de carga, tal como la amina primaria en un
disparador de ARN formulado con un grupo amina terminal (por ejemplo, NH2-(CH2)s), a través de la formacién de
amida. El alquino terminal se puede conjugar con ligandos modificados con azido (tanto péptidos como moléculas
pequefias) a través de quimica clic catalizada por cobre.

En algunas realizaciones, la molécula de carga es un agente de ARNi. En algunas realizaciones, el esqueleto 1 puede
unirse al extremo terminal de un agente de ARNI, tal como al extremo terminal 5’ de la cadena de sentido de un agente
de ARNI. Por ejemplo, el extremo 5' terminal de la cadena de sentido de un agente de ARNi puede modificarse de
modo que incluya una amina Cs(-(CH2)s-NH2) unida al extremo 5' del nucleétido 5' terminal del agente de ARNi. Un
agente de ARNi que tenga una modificaciéon de amina Cs de este tipo (u otra modificacién que dé como resultado una
amina terminal) puede conjugarse facilmente con el esqueleto 1, como se muestra mediante la representacién en la
siguiente estructura:
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5
O NH -
O/\/ \/\
/ Q
%/\O
/N
0 H
JO
(Estructura 380), en donde indica un agente de ARNi.
Los grupos alquino de la estructura 380 anterior pueden luego conjugarse con los ligandos de integrina descritos en
la presente memoria para formar grupos dirigidos a integrinas tridentados.
10
En algunas realizaciones, un esqueleto se puede sintetizar usando DBCO (dibenzociclooctino), que se puede
representar por la siguiente estructura:
RS
WL”’\/'LN
]
oy 9
O
(0]
4»—NH N
o} o o] O //
NH
Q (Estructura 381),
15
en donde g indica la unién a un grupo reactivo o un resto que comprende una molécula de carga.
En algunas realizaciones, se forman grupos triazol entre el agente de ARNi y los ligandos de integrina descritos en la
presente memoria, como se muestra en la siguiente estructura general:
20

Ligando avb; —

/
Ligando avb, /N
I
N—N

Ligando avb,
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(Estructura 390), en donde AN, indica cualquier esqueleto o enlazador adecuado que se puede usar para
unir un ligando a un agente de ARNi, y

indica un agente de ARNIi.

En algunas realizaciones, un esqueleto puede sintetizarse como un compuesto de fosforamidita, un ejemplo del cual
se muestra en la siguiente estructura:

| | (Estructura 400).

El compuesto de trialquino de la estructura 400 permite que un ligando tridentado se acople facilmente al extremo &'
terminal de la cadena de sentido de un agente de ARNi a través de una reaccién de clic de un alquino con un ligando
que se puede dirigir a diana que comprende una azida.

En algunas realizaciones, un grupo dirigido a integrinas descrito en la presente memoria comprende la estructura 1a,
la estructura 2a, la estructura 2.1a, la estructura 2.2a, la estructura 2.3a, la estructura 2.4a, la estructura 2.5a, la
estructura 2.6a, la estructura 2.7a, la estructura 2.8a, la estructura 2.9a, la estructura 2.10a, la estructura 2.11a, la
estructura 28a, la estructura 29a, la estructura 30a, la estructura 31a, la estructura 32a, la estructura 33a, la estructura
34a, la estructura 3643, la estructura 37a, la estructura 38a, la estructura 39a, la estructura 40a y la estructura 41a, en
donde el grupo dirigido a integrina av3 es un grupo que se puede dirigir a diana tridentado y comprende tres ligandos.

En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado avp3 descrito en la presente memoria
comprende tres ligandos de la estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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(Estructura 700)

En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado descrito en la presente memoria comprende
tres ligandos de la estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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ZT

Aacinc oA

{Estructura 701)

En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado descrito en la presente memoria comprende
tres ligandos de la estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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aw,
Y
IO IR
p
o \
t\q Ny

(Estructura 701a)

En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que comprende un enlazador glutarico
comprende tres ligandos de la estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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(Estructura 701b)

En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado descrito en la presente memoria comprende
tres ligandos de la estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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(Estructura 701c),

en donde,

indica un agente de ARNiy X=00 S.

En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado descrito en la presente memoria comprende
tres ligandos de la estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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NH
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NH
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& //N

N 0 NN
0
L s
e
0
HC
5 (Estructura 701d),

en donde - indica cualquier esqueleto o enlazador adecuado que se puede usar para unirse a un ligando y una
molécula de carga.

10 En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana tridentado av3 conjugado con un agente de ARNi
comprende tres ligandos de estructura 2a, y puede representarse por la siguiente estructura:
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HO N\\/
= 0
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NH
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I/N
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[N%O F 0\/\0/\/
0
HO
(Estructura 701e),

en donde “wwwweava indica cualquier esqueleto o enlazador adecuado que se puede usar para unirse a un ligando y
un agente de ARNj, e

indica un agente de ARNIi.
Grupos reactivos y grupos reactivos protegidos.

Los grupos reactivos son bien conocidos en la técnica y proporcionan la formacidén de enlaces covalentes entre dos
moléculas o reactivos. Los grupos reactivos adecuados para su uso en el alcance de las invenciones de la presente
memoria incluyen, pero no se limitan a: grupos amino, grupos amida, grupos &cido carboxilico, azidas, alquinos, grupos
propargilo, BCN(biciclo [6.1.0]nonino, DBCO(dibenzociclooctino)tioles, grupos maleimida, grupos aminooxi, N-
hidroxisuccinimida (NHS) u otro éster activado (por ejemplo, PNP, TFP, PFP), grupos bromo, aldehidos, carbonatos,
tosilatos, tetrazinas, trans-cicloocteno (TCO), hidrazidas, grupos hidroxilo, disulfuros y grupos disulfuro de ortopiridilo.

La incorporacién de grupos reactivos puede facilitar la conjugacién de un ligando de integrina descrito en la presente
memoria con una molécula de carga. Las reacciones de conjugacién son bien conocidas en la técnica y proporcionan
la formacién de enlaces covalentes entre dos moléculas o reactivos. Las reacciones de conjugacién adecuadas para
su uso en el alcance de las invenciones de la presente incluyen, pero no se limitan a, reaccién de acoplamiento de
amida, reaccion de adicién de Michael, reaccién de formacién de hidrazona y reaccién de cicloadicién de quimica clic.

En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria se sintetizan como un

éster de tetrafluorofenilo (TFP), que puede ser desplazado por un grupo amino reactivo para unir una molécula de
carga. En algunas realizaciones, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria se sintetizan

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

ES 2983950 T3

como una azida, que se puede conjugar con un grupo propargilo o DBCO, por ejemplo, mediante una reaccién de
cicloadicién quimica clic, para unir una molécula de carga.

Los grupos reactivos protegidos también se usan cominmente en la técnica. Un grupo protector proporciona una
transformacién quimica temporal de un grupo reactivo en un grupo que no reacciona en condiciones en las que el
grupo no protegido reacciona, por ejemplo, para proporcionar quimioselectividad en una reaccién quimica posterior.
Los grupos reactivos protegidos adecuados para su uso en el alcance de las invenciones de la presente memoria
incluyen, pero no se limitan a, grupos BOC (t-butoxicarbonilo), Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo), grupos
carboxibencilo (CBZ), ésteres bencilicos y PBF (2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonilo).

Moléculas de carga (incluidos agentes de ARNI)

Una molécula de carga es cualquier molécula que, cuando se separa de los ligandos de integrina descritos en la
presente memoria, tendria un efecto deseable en una célula que comprende un receptor de integrina. Una molécula
de carga puede ser, pero no se limita a, un ingrediente farmacéutico, un producto farmacéutico, un profarmaco, una
sustancia con un beneficio terapéutico conocido, una molécula pequefia, un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo,
una inmunoglobulina, un anticuerpo monoclonal, una etiqueta o marcador, un lipido, un acido nucleico o polinucleétido
natural o modificado, un péptido, un polimero, una poliamina, una proteina, un aptdmero, una toxina, una vitamina, un
PEG, un hapteno, una digoxigenina, una biotina, un atomo o molécula radiactiva o un fluoréforo. En algunas
realizaciones, una 0 mas moléculas de carga (por ejemplo, las mismas o diferentes moléculas de carga) se unen a
uno o mas ligandos de integrina para dirigir las moléculas de carga a una célula que expresa la integrina avp3 y/o la
integrina av35.

En algunas realizaciones, la una o mas moléculas de carga es un ingrediente farmacéutico o composicién
farmacéutica. En algunas realizaciones, la una o mas moléculas de carga es un compuesto basado en
oligonucleétidos. Como se usa en la presente memoria, un “compuesto basado en oligonucleétidos™ es una secuencia
de nucleétidos que contiene aproximadamente 10-50 (p. €j.,10 a 48, 10a 46, 10a44,10a 42, 10a40,10a 38,10 a
36,10a34,10a32,10a30,10a28,10a26,10a24,10a22 10a20,10a18,10a 16,10 a 14, 10 a 12, 12 a 50,
12a48,12a46,12a44,12a42,12a40,12a38,12a36,12a34,12a32,12a30,12a28, 12226, 12a 24, 12
a22,12a20,12a18,12a16,12a14,14a 50,14 a 48, 14 a 46, 14a 44,14 a42,14a40,14a38,14a 36, 14 a
34,14a32,14a30,14a28,14a26,14a24, 14 a22, 14a20,14a18,14a 16, 16 a 50, 16 a 48, 16 a 46, 16 a 44,
16a42,16a40,16a38,16a36,16a34,16a32 16a 30, 16 a28, 16 a 26, 16 a 24, 16 a22, 16 2 20, 16 a 18, 18
ab0, 18a48, 18a46,18a44,18a42 18a40,18a38, 18a36,18a34,18a32,18a30,18a28, 18a 26, 18a
24,18 @22, 18 a 20,20 a 50, 20 a 48, 20 a 46, 20 a 44, 20 a 42, 20 a 40, 20 a 38, 20 a 36, 20 a 34, 20 a 32, 20 a 30,
20a28,20a26,20a24,20a22,22a50,22a48,22a46,22a44,22a42,22a 40,22 a38,22a36,22a34,22
a32,22a30,22a28,22a26,22a24,24a50,24a48,24a46,24a44,24a42,24a40,24a38,24a36,24a
34,24 a 32,24 a30,24 228,24 a 26,26 a 50,26 a 48, 26 a 46, 26 a 44, 26 a 42, 26 a 40, 26 a 38, 26 a 36, 26 a 34,
26 a 32,26 a 30,26 a 28,28 a50 28a48, 28 a46,28a44,28a42, 28 a40,28a38,28a36,28a34,28a32, a
28 a30,30a50,630a48,30a46, 30 a44,30a42,30a40,30a38,30a36, 30a34,30a32 32a50, 32a48, 32
a46,32a44,32a42,32a40,32a38,32a36,32a34,34a50,34a48,34a46,34a44,34a42,34a40,34a
38, 34 a 36, 36 a 50, 36 a 48, 36 a 46, 36 a 44, 36 a 42, 36 a 40, 36 a 38, 38 a 50, 38 a 48, 38 a 46, 38 a 44, 38 a 42,
38a40,40a50, 40a48,40a46,40a44,40a42,42a50,42a 48,42 a 46, 42 a 44, 44 a 50, 44 a 48, 44 a 46, 46
a 50, 46 a 48, 0 48 a 50) nucleétidos o pares de bases de nucleétidos. En algunas realizaciones, un compuesto basado
en oligonucleétidos tiene una secuencia de nucleobases que es al menos parcialmente complementaria a una
secuencia codificante en un 4cido nucleico diana o gen diana expresado (por ejemplo, la transcripcién génica 0o ARNm
de un gen diana) dentro de una célula. En algunas realizaciones, los compuestos basados en oligonucleétidos, tras la
administraciéon a una célula que expresa un gen, son capaces de inhibir la expresién del gen subyacente, y se
denominan en la presente memoria “compuestos basados en oligonucledtidos que inhiben la expresién™. La expresién
génica se puede inhibir in vitro o in vivo.

Los “compuestos basados en oligonucleétidos™ incluyen, pero no se limitan a: oligonucleétidos monocatenarios,
oligonucleétidos antisentido monocatenarios, ARN cortos o pequefios de interferencia (ARNpi), ARN bicatenarios
(ARNbc), microARN (mi-ARN), ARN de horquilla corta (ARNhc), ribozimas, moléculas de ARN de interferencia y
sustratos de Dicer. En algunas realizaciones, un compuesto basado en oligonucleétidos es un oligonucleétido
monocatenario, tal como un oligonucleétido antisentido. En algunas realizaciones, un compuesto basado en
oligonucleétidos es un oligonucleétido bicatenario. En algunas realizaciones, un compuesto basado en
oligonucleétidos es un oligonucleétido bicatenario que es un agente de ARN..

En algunas realizaciones, la una o mas moléculas de carga es/son un “agente de ARNi”, que como se define en la
presente memoria es una composicion quimica que incluye una molécula de oligonucledétido de tipo ARN o ARN (por
ejemplo, ARN modificado quimicamente) que es capaz de degradar o inhibir la traduccién de transcritos de ARN
mensajero (ARNm) de un ARNm diana de una manera especifica de secuencia. Como se usa en la presente memoria,
los agentes ARNi pueden operar a través del mecanismo de interferencia de ARN (es decir, inducir interferencia de
ARN a través de la interaccidén con la maquinaria de la ruta de interferencia de ARN (complejo silenciador inducido por
ARN o RISC) de células de mamifero), o mediante mecanismo(s) alternativo(s) o ruta(s) alternativa(s) cualesquiera.
Si bien se cree que los agentes de ARNi, como se usa ese término en la presente memoria, actian principalmente a

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

ES 2983950 T3

través del mecanismo de interferencia de ARN, los agentes de ARNi descritos no se unen ni se limitan a ninguna via
0 mecanismo de accién particular. Los agentes de ARNi descritos en la presente memoria estdn compuestos por una
cadena con sentido y una cadena antisentido, e incluyen, pero no se limitan a: ARN cortos o pequefios de interferencia
(ARNpi), ARN bicatenarios (ARNbc), microARN (mi-ARN), ARN de horquilla corta (ARNhc) y sustratos de Dicer. La
cadena antisentido de los agentes de ARNi descritos en la presente memoria es al menos parcialmente
complementaria al ARNm diana. Los agentes de ARNi pueden incluir uno o mas nucleétidos modificados y/o uno o
mas enlaces no fosfodiéster.

De forma tipica, los agentes de ARNi pueden estar compuestos por al menos una cadena con sentido (también
denominada cadena pasajera) que incluye una primera secuencia, y una cadena antisentido (también denominada
cadena guia) que incluye una segunda secuencia. La longitud de las cadenas de sentido y antisentido de un agente
de ARNi puede ser cada una de 16 a 49 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, las cadenas de sentido y
antisentido de un agente de ARNi tienen independientemente una longitud de 17 a 26 nucledtidos. En algunas
realizaciones, las cadenas de sentido y antisentido tienen independientemente una longitud de 19 a 26 nucledtidos.
En algunas realizaciones, las cadenas de sentido y antisentido tienen independientemente una longitud de 21 a 26
nucleétidos. En algunas realizaciones, las cadenas de sentido y antisentido tienen independientemente una longitud
de 21 a 24 nucleétidos. En algunas realizaciones, las cadenas de sentido y antisentido tienen cada una una longitud
de 21 nucleétidos. Las cadenas de sentido y antisentido pueden tener la misma longitud o longitudes diferentes. Los
agentes de ARNi incluyen una secuencia de cadena antisentido que es al menos parcialmente complementaria a una
secuencia en el gen diana, y tras la administracién a una célula que expresa la diana, un agente de ARNi puede inhibir
la expresién de uno o méas genes diana in vivo o in vitro.

Los compuestos basados en oligonucleétidos en general, y los agentes de ARNi especificamente, pueden estar
compuestos por nucleétidos modificados y/o uno o més enlaces no fosfodiéster. Como se usa en la presente memoria,
un “nucleétido modificado” es un nucleétido distinto de un ribonucleétido (nucleétido 2'-hidroxilo). En algunas
realizaciones, al menos el 50 % (por ejemplo, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el
90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos el 98 %, al menos el 99 % o el 100 %) de los nucleétidos son
nucleétidos modificados. Como se usa en la presente memoria, los nucleétidos modificados incluyen, pero no se
limitan a, desoxirribonucledtidos, miméticos de nucleétidos, nucleétidos abasicos, nucleétidos modificados en posicién
2, nucleétidos de enlaces 3' a 3 (invertidos), nucledtidos que comprenden bases no naturales, nucleétidos
puenteados, acidos nucleicos peptidicos, miméticos de 2'3'-seconucleétidos (analogos de nucleobases
desbloqueados, nucleétidos bloqueados, nucleétidos 3'-O-metoxi (con uniones internucleosidicas en posicién 2'),
nucleétidos 2'-F-Arabino, nucleétidos 5'-Me, 2'-fluoro, nucleétidos morfolino, desoxirribonucleétidos de fosfonato de
vinilo, nucleétidos que contienen fosfonato de vinilo y nucledtidos que contienen fosfonato de ciclopropilo. Los
nucleétidos modificados en posicidén 2’ (es decir, un nucleétido con un grupo distinto de un grupo hidroxilo en la posicién
2' del anillo de azlcar de cinco miembros) incluyen, pero no se limitan a, 2'-O-metilnucleétidos, 2'-desoxi-2'-
fluoronucleédtidos, 2'-desoxinucleétidos, 2'-metoxietil(2'-O-2-metoxiletil)nucleétidos, 2'-aminonucledtidos y 2'-
alquilnucleétidos.

Ademas, uno o més nucleétidos de un compuesto basado en oligonucleétidos, tal como un agente de ARNi, pueden
estar unidos por enlaces o estructuras principales no estandar (es decir, enlaces internucleésidos modificados o
estructuras principales modificadas). Un enlace internucleésido modificado puede ser un enlace internucledsido
covalente que no contiene fosfato. Los enlaces o estructuras principales de internucledsidos modificados incluyen,
pero no se limitan a, grupos 5'-fosforotioato, fosforotioatos quirales, tiofosfatos, fosforoditioatos, fosfotriésteres,
aminoalquilfosfotriésteres, fosfonatos de alquilo (por ejemplo, fosfonatos de metilo o fosfonatos de 3'-alquileno),
fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos (por ejemplo, 3'-aminofosforamidato, aminoalquilfosforamidatos o
tionofosforamidatos), tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, enlaces morfolino, boranofosfatos que tienen
enlaces 3'-5 normales, analogos de boranofosfatos unidos 2'-5', o boranofosfatos que tienen polaridad invertida donde
los pares adyacentes de unidades de nucleésidos estan unidos en 3'-5'a 5'-3' 0 2'-5' a 5'-2".

No es necesario que todas las posiciones en un compuesto determinado estén modificadas uniformemente. Por el
contrario, se puede incorporar mas de una modificacién en un Unico compuesto basado en oligonucleétidos o incluso
en un unico nucleétido del mismo.

En algunas realizaciones, la molécula de carga es un agente de ARNi para inhibir la expresién génica de HIF-2 alfa
(EPAST). La molécula de carga puede ser un agente de ARNi descrito en la publicaciéon de solicitud de patente
internacional n.° WO 2016/196239 y WO 2014/134255.

Las cadenas de sentido y las cadenas antisentido del agente de ARNi pueden sintetizarse y/o modificarse mediante
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la descripcién de agentes de ARNi dirigidos a la inhibicién de la
expresion del gen HIF-2 alfa se puede encontrar, por ejemplo, en la publicacién de solicitud de patente internacional
n.° WO 2016/196239.

En algunas realizaciones, la una 0 méas moléculas de carga pueden incluir o consistir en un resto PEG que puede

actuar como un potenciador o modulador farmacocinético (FC). En algunas realizaciones, la una o mas moléculas de
carga pueden incluir un resto PEG que tiene aproximadamente 20-900 unidades de 6xido de etileno (CH2-CH2-O) (por
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ejemplo, unidades (CH2-CH2-O) (por ejemplo, 20 a 850, 20 a 800, 20 a 750, 20 a 700, 20 a 650, 20 a 600, 20 a 550,
20 a 500, 20 a 450, 20 a 400, 20 a 350, 20 a 300, 20 a 250, 20 a 200, 20 a 150, 20 a 100, 20 a 75, 20 a 50, 100 a 850,
100 a 800, 100 a 750, 100 a 700, 100 a 650, 100 a 600, 100 a 550, 100 a 500, 100 a 450, 100 a 400, 100 a 350, 100
a 300, 100 a 250, 100 a 200, 100 a 150, 200 a 850, 200 a 800, 200 a 750, 200 a 700, 200 a 650, 200 a 600, 200 a
550, 200 a 500, 200 a 450, 200 a 400, 200 a 350, 200 a 300, 200 a 250, 250 a 900, 250 a 850, 250 a 800, 250 a 750,
250 a 700, 250 a 650, 250 a 600, 250 a 550, 250 a 500, 250 a 450, 250 a 400, 250 a 350, 250 a 300, 300 a 900, 300
a 850, 300 a 800, 300 a 750, 300 a 700, 300 a 650, 300 a 600, 300 a 550, 300 a 500, 300 a 450, 300 a 400, 300 a
350, 350 a 900, 350 a 850, 350 a 800, 350 a 750, 350 a 700, 350 a 650, 350 a 600, 350 a 550, 350 a 500, 350 a 450,
350 a 400, 400 a 900, 400 a 850, 400 a 800, 400 a 750, 400 a 700, 400 a 650, 400 a 600, 400 a 550, 400 a 500, 400
a 450, 450 a 900, 450 a 850, 450 a 800, 450 a 750, 450 a 700, 450 a 650, 450 a 600, 450 a 550, 450 a 500, 500 a
900, 500 a 850, 500 a 800, 500 a 750, 500 a 700, 500 a 650, 500 a 600, 500 a 550, 550 a 900, 550 a 850, 550 a 800,
550 a 750, 550 a 700, 550 a 650, 550 a 600, 600 a 900, 600 a 850, 600 a 800, 600 a 750, 600 a 700, 600 a 650, 650
a 900, 650 a 850, 650 a 800, 650 a 750, 650 a 700, 700 a 900, 700 a 850, 700 a 800, 700 a 750, 750 a 900, 750 a
850, 750 a 800, 800 a 900, 850 a 900, o 850 a 900 unidades 6xido de etileno). En algunas realizaciones, la una o mas
moléculas de carga consisten en un resto PEG que tiene aproximadamente 455 unidades de 6xido de etileno (un peso
molecular de aproximadamente 20 kilodalton (kDa)). En algunas realizaciones, un resto PEG tiene un peso molecular
de aproximadamente 2 kilodaltons. En algunas realizaciones, un resto PEG tiene un peso molecular de
aproximadamente 20 kilodaltons. En algunas realizaciones, un resto PEG tiene un peso molecular de
aproximadamente 40 kilodaltons. Los restos PEG descritos en la presente memoria pueden ser lineales o ramificados.
Los restos PEG pueden ser discretos (monodispersos) o no discretos (polidispersos). Los restos PEG para su uso
como molécula de carga potenciadora de la FC se pueden comprar comercialmente. En algunas realizaciones, la una
0 méas moléculas de carga incluyen un resto PEG que puede actuar como un modulador o potenciador de la FC, asi
como una molécula de carga diferente, tal como un ingrediente o compuesto farmacéuticamente activo.

Los ligandos de integrina descritos incluyen sales o solvatos de los mismos. Solvatos de un ligando de integrina se
usa con el significado de aducciones de moléculas de disolvente inerte en el ligando de integrina que se forman debido
a su fuerza de atraccién mutua. Los solvatos son, por ejemplo, mono o dihidratos o compuestos de adicién con
alcoholes, tales como, por ejemplo, con metanol o etanol.

Se pueden proporcionar grupos amino libres o grupos hidroxilo libres como sustituyentes de ligandos de integrina con
grupos protectores correspondientes.

Los ligandos de integrina avB3 también incluyen, por ejemplo, derivados, es decir, ligandos de integrina modificados
con, por ejemplo, grupos alquilo o acilo, azlcares u oligopéptidos, que se escinden in vitro 0 en un organismo.

En algunas realizaciones, un ligando de integrina descrito en la presente memoria facilita la administraciéon de una
molécula de carga en el citosol de una célula que presenta la integrina av3 y/o la integrina avp5 en su superficie, ya
sea a través de endocitosis mediada por ligando, pinocitosis o por otros medios. En algunas realizaciones, un ligando
de integrina descrito en la presente memoria facilita la administracién de una molécula de carga a la membrana
plasmética de una célula que presenta la integrina av3 y/o la integrina av35.

Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la presente descripcidén proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen, consisten
en, o consisten esencialmente en, uno o mas de los ligandos de integrina descritos en la presente memoria.

Como se usa en la presente memoria, una “composicién farmacéutica” comprende una cantidad farmacoldgicamente
eficaz de un ingrediente farmacéutico activo (API) y, opcionalmente, uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables. Los excipientes farmacéuticamente aceptables (excipientes) son sustancias distintas del ingrediente
farmacéutico activo (API, producto terapéutico) que se incluyen intencionalmente en el sistema de administracién de
farmacos. Los excipientes no ejercen o no estan destinados a ejercer un efecto terapéutico a la dosis prevista. Los
excipientes pueden actuar para a) ayudar en el procesamiento del sistema de administracién de farmacos durante la
fabricacién, b) proteger, apoyar o mejorar la estabilidad, biodisponibilidad o aceptabilidad del paciente del API, ¢)
ayudar en la identificacién del producto y/o d) mejorar cualquier otro atributo de la seguridad general, efectividad, de
la administracion del API durante el almacenamiento o uso. Un excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser o
no una sustancia inerte.

Los excipientes incluyen, pero no se limitan a: potenciadores de la absorcién, antiadherentes, agentes antiespumantes,
antioxidantes, aglutinantes, agentes tamponadores, portadores, agentes de recubrimiento, colores, potenciadores de
la administracién, polimeros de administracién, dextrano, dextrosa, diluyentes, desintegrantes, emulsionantes,
extensores, rellenos, sabores, deslizantes, humectantes, lubricantes, aceites, polimeros, conservantes, solucién
salina, sales, disolventes, azlcares, agentes de suspensién, matrices de liberacién sostenida, edulcorantes, agentes
espesantes, agentes de tonicidad, vehiculos, agentes hidréfugos y agentes humectantes.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden contener otros componentes adicionales
que se encuentran comunmente en las composiciones farmacéuticas. En algunas realizaciones, el componente
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adicional es un material farmacéuticamente activo. Los materiales farmacéuticamente activos incluyen, pero no se
limitan a: antipruriticos, astringentes, anestésicos locales o agentes antiinflamatorios (por ejemplo, antihistaminico,
difenhidramina, etc.), farmaco de molécula pequefia, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, aptdmeros y/o vacuna.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener agentes conservantes, agentes solubilizantes, agentes
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, edulcorantes, colorantes, odorantes, sales para la variaciéon de
la presién osmética, tampones, agentes de recubrimiento o antioxidantes. También pueden contener otro agente con
un beneficio terapéutico conocido.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar de varias maneras dependiendo de si se desea un
tratamiento local o sistémico y del area a tratar. La administracién se puede realizar de cualquier manera cominmente
conocida en la técnica, tal como, pero sin limitarse a, tépica (por ejemplo, mediante un parche transdérmico), pulmonar
(por ejemplo, mediante inhalacién o insuflacién de polvos o aerosoles, incluyendo mediante nebulizador, intratraqueal,
intranasal), epidérmica, transdérmica, oral o parenteral. La administraciéon parenteral incluye, pero no se limita a, la
inyeccién o infusién intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal o intramuscular; administracién subdérmica
(por ejemplo, mediante un dispositivo implantado), intracraneal, intraparenquimatosa, intratecal e intraventricular. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria se administran mediante
inyeccién o infusién intravenosa o inyeccién subcutédnea. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse por
via oral, por ejemplo, en forma de comprimidos, comprimidos recubiertos, grageas, capsulas de gelatina dura o blanda,
soluciones, emulsiones o suspensiones. La administraciéon también se puede llevar a cabo por via rectal, por ejemplo,
usando supositorios; local o percutdneamente, por ejemplo, usando unguentos, cremas, geles o soluciones; o
parenteralmente, por ejemplo, usando soluciones inyectables.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles (cuando sean solubles en agua) y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Para la administracién intravenosa, los portadores adecuados incluyen solucién
salina fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor ELTM (BASF, Parsippany, NJ) o solucién salina tamponada con
fosfato. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento y debe conservarse contra la accién
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un disolvente o medio de
dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido)
y mezclas adecuadas de los mismos. Puede mantenerse la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de un
recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la
dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, seréa preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
azUlcares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol y cloruro de sodio en la composicién. La absorcidén prolongada de
las composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composicién un agente que retrase la absorcidn, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida
en un disolvente apropiado con uno o una combinacién de los ingredientes enumerados anteriormente, segln sea
necesario, seguido de esterilizacién por filtro. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de entre
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacidén de soluciones inyectables estériles,
los métodos de preparacién incluyen el secado al vacio y la liofilizacidn, lo que produce un polvo del ingrediente activo
méas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién previamente filtrada de forma estéril del mismo.

Las formulaciones adecuadas para la administracidn intraarticular pueden estar en forma de una preparaciéon acuosa
estéril de cualquiera de los ligandos descritos en la presente memoria que puede estar en forma microcristalina, por
ejemplo, en forma de una suspensién microcristalina acuosa. Las formulaciones liposomales o los sistemas
poliméricos biodegradables también se pueden utilizar para presentar cualquiera de los ligandos descritos en la
presente memoria para la administracién intraarticular y oftdlmica.

Los compuestos activos se pueden preparar con portadores que protegeran el compuesto contra la eliminacion rapida
del cuerpo, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluidos implantes y sistemas de administracién
microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo,
polianhidridos, &cido poliglicélico, coladgeno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos para la preparacién de
dichas formulaciones seran evidentes para los expertos en la técnica. Las suspensiones liposomales también se
pueden utilizar como portadores farmacéuticamente aceptables. Estas se pueden preparar segin métodos conocidos
por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en la patente US-4.522.811.

Una composicién farmacéutica puede contener otros componentes adicionales que se encuentran cominmente en
las composiciones farmacéuticas. Dichos componentes adicionales incluyen, pero no se limitan a: agentes
antipruriginosos, astringentes, anestésicos locales o antiinflamatorios (por ejemplo, antihistaminicos, difenhidramina,
etc.). Como se usa en la presente memoria, “cantidad farmacolégicamente eficaz”, “cantidad terapéuticamente eficaz”
o simplemente “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad de un agente farmacéuticamente activo para producir un

resultado farmacoldgico, terapéutico o preventivo.
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Los medicamentos que contienen un ligando de integrina avB3 también son un objeto de la presente invencioén, al
igual que los procesos para la fabricacién de dichos medicamentos, procesos que comprenden llevar uno o mas
compuestos que contienen un ligando de integrina avp3 y, si se desea, una o mas sustancias con un beneficio
terapéutico conocido, a una forma farmacéuticamente aceptable.

Los ligandos de integrina descritos y las composiciones farmacéuticas que comprenden los ligandos de integrina
descritos en la presente memoria pueden envasarse o incluirse en un Kit, recipiente, paquete o dispensador. Los
ligandos de integrina y las composiciones farmacéuticas que comprenden los ligandos de integrina pueden envasarse
en jeringas o viales precargados.

Grupos de enlace, potenciadores farmacocinéticos (FC), moduladores farmacodindmicos (FD), vehiculos de
administracién y grupos que se pueden dirigir a diana

En algunas realizaciones, un ligando de av33 se conjuga con uno 0 méas grupos nho nucleotidicos que incluyen, pero
no se limitan a, un grupo de unién, un potenciador farmacocinético (FC) (también denominado modulador FC), un
modulador farmacodinamico (FD), un polimero de administracién o un vehiculo de administracién. El grupo no
nucleotidico puede mejorar la capacidad de dirigirse a grupos, el suministro o la unién de la molécula de carga. En la
presente memoria se describen ejemplos de esqueletos para dirigirse a grupos y grupos de unién. El grupo no
nucleotidico puede estar unido covalentemente al extremo 3' y/o &' de la cadena de sentido y/o la cadena antisentido.
En realizaciones donde la molécula de carga es un agente de ARNi, el agente de ARNi contiene un grupo no
nucleotidico unido al extremo 3' y/o 5' de la cadena de sentido. En algunas realizaciones, un grupo no nucleotidico
esta unido al extremo 5’ de una cadena de sentido del agente de ARNi. Un ligando de integrina descrito en la presente
memoria puede unirse directa o indirectamente a la molécula de carga a través de un enlazador/grupo de unién. En
algunas realizaciones, un ligando de integrina est4 unido a la molécula de carga a través de una unién o enlazador
labil, escindible o reversible.

En algunas realizaciones, un grupo no nucleotidico mejora las propiedades farmacocinéticas o de biodistribucidén de
un agente de ARNi o conjugado al que esta unido para mejorar la distribucién especifica de célula o tejido y la captacion
especifica de célula del agente de ARNi o conjugado. En algunas realizaciones, un grupo no nucleotidico mejora la
endocitosis del agente de ARNi. En algunas realizaciones, un grupo no nucleotidico mejora o modula las propiedades
farmacodinamicas de un agente de ARNi o conjugado al que esta unido para mejorar la distribucién especifica de
células o tejidos y la captacién especifica de células del agente de ARNi o conjugado.

Los grupos o restos que se pueden dirigir a diana mejoran las propiedades farmacocinéticas o de biodistribucidén de
una molécula de carga a la que estan unidos para mejorar la distribucién especifica de la célula (incluida, en algunos
casos, especifica del 6rgano) y la captacién especifica de la célula (o especifica del 6rgano) de la molécula de carga.
En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana puede comprender un ligando de avf3 como se
describe en la presente memoria. En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana comprende un
enlazador. En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana comprende un potenciador de la FC. En
algunas realizaciones, un ligando de integrina av3 se une a una molécula de carga usando un ligando, tal como un
enlazador de PEG o uno, dos o tres residuos abésicos y/o de ribitol (ribosa abasica), que en algunos casos pueden
servir como enlazadores. Los grupos que se pueden dirigir a diana pueden comprender uno o mas ligandos que se
pueden dirigir a diana. En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir a diana puede comprender de uno a
cuatro ligandos de integrina descritos en la presente memoria. En algunas realizaciones, un grupo que se puede dirigir
a diana es un grupo que se puede dirigir a diana tridentado y comprende tres ligandos de integrina descritos en la
presente memoria.

Las moléculas de carga se pueden sintetizar con un grupo reactivo, tal como un grupo amino (también denominado
amina en la presente memoria). En realizaciones donde la molécula de carga es un agente de ARNi, el grupo reactivo
puede estar unido en el extremo 5’ y/o el extremo 3'. El grupo reactivo se puede usar posteriormente para unir un
ligando de integrina avB3 usando métodos tipicos en la técnica.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, se sintetiza un agente de ARNi que tiene un grupo NH2-Ce en el extremo 5’ de
la cadena de sentido del agente de ARNi. Posteriormente, el grupo amino terminal se puede hacer reaccionar para
formar un conjugado con, por ejemplo, un grupo que incluye un ligando dirigido a integrina. En algunas realizaciones,
se sintetiza un agente de ARNi que tiene uno o més grupos alquino en el extremo 5 de la cadena de sentido del
agente de ARNi. El(los) grupo(s) alquino terminal(es) se puede(n) hacer reaccionar posteriormente para formar un
conjugado con, por ejemplo, un grupo que incluye un ligando dirigido a integrina av33.

En algunas realizaciones, un grupo de unién se conjuga con el ligando de avB3. El grupo de unién facilita el enlace
covalente del ligando de avp3 a una molécula de carga, potenciador de la FC, polimero de suministro o vehiculo de
suministro. Los ejemplos de grupos de unién incluyen, pero no se limitan a: AIk-SMPT-C8, Alk-SS-C6, DBCO-TEG,
Me-Alk-SS-C6 y C6-SS-Alk-Me, grupos reactivos tales como aminas primarias y alquinos, grupos alquilo,
residuos/nucleétidos abéasicos, aminoécidos, grupos funcionalizados con tri-alquino, ribitol y/o grupos PEG.
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Un enlazador o grupo de unién es una conexidn entre dos dtomos que une un grupo quimico (tal como un agente de
ARNiI) o segmento de interés a otro grupo quimico (tal como un ligando de integrina avp3, potenciador de la FC,
modulador de la FD o polimero de suministro) o segmento de interés a través de uno o més enlaces covalentes. Un
enlace labil contiene una unién labil. Un enlace puede incluir opcionalmente un espaciador que aumente la distancia
entre los dos atomos unidos. Un espaciador puede afiadir ademas flexibilidad y/o longitud al enlace. Los espaciadores
incluyen, pero no se limitan a, grupos alquilo, grupos alquenilo, grupos alquinilo, grupos arilo, grupos aralquilo, grupos
aralquenilo y grupos aralquinilo; cada uno de los cuales puede contener uno 0 mas heteroatomos, heterociclos,
aminoécidos, nucleébtidos y sacaridos. Los grupos espaciadores son bien conocidos en la técnica y la lista anterior no
pretende limitar el alcance de la descripcién.

En algunas realizaciones, los ligandos avp3 estan unidos a moléculas de carga sin el uso de un enlazador adicional.
En algunas realizaciones, el ligando de avp3 se disefia con un enlazador facilmente presente para facilitar el enlace a
una molécula de carga. En algunas realizaciones, cuando se incluyen dos o0 méas agentes de ARNi en una composicion,
los dos 0 mas agentes de ARNi pueden unirse a sus respectivos grupos que se pueden dirigir a diana usando los
mismos enlazadores. En algunas realizaciones, cuando se incluyen dos o més agentes de ARNi en una composicién,
los dos 0 mas agentes de ARNi se unen a sus respectivos grupos que se pueden dirigir a diana usando diferentes
enlazadores.

En la Tabla A se proporcionan ejemplos de determinados grupos de unién y esqueletos.

Tabla A. Estructuras que representan diversos grupos de unién y esqueletos

1 3 ?
SN N/\/\\/O~ﬁ—o
¥ o
(PAZL)

Cuando se coloca en el extremo 3' terminal del oligonucleétido: |

WS/SVW\OH

Cuando se coloca internamente en el oligonucleétido:

(C6-SS-C6)

Enlace hacia el
extremo 5' del
oligonucleétido

Enlace hacia
el extremo 3'
del
oligonucleétido

PN N NI T SNk

(C6-SS-C6)

Cuando se coloca en el extremo 3' terminal del oligonucleétido:

;i/\o/\/\sfs\/\/o\/”\o,{

Cuando se coloca internamente en el oligonucleétido:

Enlace hacia el
extremo 5' del
oligonucleétido

Enlace hacia
el extremo 3'
del
oligonucleétido

N S e e N

(6-SS-6)
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(CB-SS-Alk) o (Alk-SS-CB)

&= : :
OMQV\S/SNQW\/O—T—O-

(C6-SS-Alk-Me)

i
T“O\/’\O/\/\S/SWO\//\OH
4
(PEG-C3-SS)

Ao

HN N NN P>44

(NH2-C6)

(TriAlk1)
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en donde g indica el punto de unién a una molécula de carga.

Alternativamente, se pueden usar otros grupos de unién conocidos en la técnica. Se proporcionan ejemplos de grupos
de unidén adecuados en la solicitud PCT n.° PCT/US19/18232.

Las realizaciones y elementos proporcionados anteriormente se ilustran ahora con los siguientes ejemplos no
limitativos.

Ligandos que se pueden dirigir a diana enlazados internamente

En algunas realizaciones, cuando los ligandos dirigidos a integrina descritos en la presente memoria se unen o enlazan
a una molécula de ARNj, el ligando dirigido a integrina puede unirse a nucleétidos internos de la cadena de sentido o
la cadena antisentido. En algunas realizaciones, se pueden conjugar hasta 15 ligandos que se pueden dirigir a diana
a nucledtidos internos en la cadena de sentido de un agente de ARNi. En algunas realizaciones, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 ligandos que se pueden dirigir a diana pueden conjugarse con nucleétidos internos en la
cadena de sentido de un agente de ARNi alfa de HIF-2. En algunas realizaciones, de 1 a 5 (por ejemplo, 1,2, 3,40
5) ligandos que se pueden dirigir a diana se conjugan con nucleétidos internos en la cadena de sentido de un agente
de ARNiI. En algunas realizaciones, de 3 a 4 ligandos que se pueden dirigir a diana se conjugan con nucleétidos
internos en la cadena de sentido de un agente de ARNi.

En algunas realizaciones, la colocacién de ligandos que se pueden dirigir a diana internos puede afectar la eficacia o
potencia de un agente de ARNi. En algunas realizaciones de ligandos dirigidos a integrinas avf3 unidos a agentes de
ARNi, un grupo que se puede dirigir a diana se conjuga con el extremo 5’ de la cadena de sentido, y al menos 10
nucleétidos se colocan entre el grupo que se puede dirigir a diana tridentado ubicado en el extremo 5' de la cadena
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de sentido y el siguiente ligando que se puede dirigir a diana mas cercano ubicado en la cadena de sentido. En algunas
realizaciones, al menos 5 nucleétidos se colocan entre el grupo que se puede dirigir a diana tridentado ubicado en el
extremo &' de la cadena de sentido y el siguiente ligando que se puede dirigir a diana més cercano ubicado en la
cadena de sentido.

En algunas realizaciones donde dos 0 més ligandos que se pueden dirigir a diana se conjugan con nucleétidos internos
ubicados en la cadena de sentido de un agente de ARNi, hay un espacio de al menos un nucleétido que no se conjuga
con un ligando que se puede dirigir a diana ubicado entre los dos nucleétidos internos que se conjugan con ligandos
que se pueden dirigir a diana. En algunas realizaciones donde dos o mas ligandos que se pueden dirigir a diana se
conjugan con la cadena de sentido de un agente de ARNi, al menos dos nucleétidos que no se conjugan con un
ligando que se puede dirigir a diana se colocan entre dos nucleétidos internos que se conjugan con ligandos que se
pueden dirigir a diana.

En algunas realizaciones, los ligandos que se pueden dirigir a diana se conjugan con los nucleétidos 2°, 4° y 6° de la
cadena de sentido numerados desde 3' a 5', comenzando desde el nucleétido 3° mas alejado que forma un par de
bases con un nucledtido en la cadena antisentido. En algunas realizaciones, los ligandos que se pueden dirigir a diana
se conjugan con los nucledtidos 2°, 4°, 6° y 8° (3'>5') del nucledtido terminal 3’ en la cadena de sentido que forma un
par de bases con la cadena antisentido.

Se muestran ejemplos de nucleétidos modificados para unir ligandos que se pueden dirigir a diana internos a
continuacidn en la Tabla B:

Tabla B. Estructuras que representan nucleétidos modificados para unir ligandos que se pueden dirigir a diana.

NH, NH;
N NN N NN
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o} N N o N N
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\ O O\/// \///
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uAlk aAlks

Ejemplos

Los siguientes ejemplos no son limitativos y pretenden ilustrar determinadas realizaciones descritas en la presente
memoria.

Ejemplo 1. Sintesis de ligandos dirigidos a integrinas.

Algunas de las abreviaturas utilizadas en los siguientes detalles experimentales de la sintesis de los ejemplos se
definen de la siguiente manera: h o hr = hora(s); min = minuto(s); mol = mol(es); mmol = milimol(es); M = molar, pM =
micromolar; g = gramo(s); Mg = microgramo(s); ta o TA = temperatura ambiente; L= litro(s); ml = mililitro(s); wt = peso;
EtZO = éter dietilico; THF = tetrahidrofurano; DMSO = sulféxido de dimetilo; EtOAc = acetato de etilo; EtsN o TEA =
trietilamina; /-Pr.NEt o DIPEA o DIEA = diisopropiletilamina; CH2Cl. 0 DCM = cloruro de metileno; CHCls = cloroformo;
CDClIs = cloroformo deuterado; CCls = tetracloruro de carbono;, MeOH = metanol, EtOH = etanol; DMF =
dimetilformamida; BOC = t-butoxicarbonilo; CBZ = benciloxicarbonilo; TBS = t-butildimetilsililo; TBSCI o TBDMSCI =
cloruro de t-butildimetilsililo; TFA = acido trifluoroacético;, DMAP = 4-dimetilaminopiridina; NaNs = azida de sodio;
Na2SO4 = sulfato de sodio; NaHCOs3 = bicarbonato de sodio; NaOH = hidrdxido de sodio; MgSO4 = sulfato de magnesio;
K2COs = carbonato de potasio; KOH = hidréxido de potasio; NH4OH = hidréxido de amonio; NHaCl = cloruro de amonio;
SiO2 = silice; Pd-C = paladio sobre carbono; HCI = cloruro de hidrégeno o 4cido clorhidrico; NMM = N-metilmorfolina;
Hz2 = gas hidrégeno; KF = fluoruro de potasio; EDC-HCI = clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida;
MTBE = metil-ferc-butil éter; MeOH = metanol; Ar = argén; N2 = nitrégeno; SiO2 = silice; Rt = tiempo de retencién;
PTSA = &cido para-toluenosulfénico; PPTS = para-toluenosulfonato de piridinio. 1 psi = 6894,76 Pa, 1 atm = 101325
Pa.

Sintesis de la estructura 1c (4cido (S)-3-(6-((1-azido-15-0x0-3,6,9,12-tetraoxa-16-azanonadecan-19-il)oxi)piridin-3-il)-
3-(2-ox0-3+(3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).

0
1 2 3 6
PTSA
N7 H > />
| S Vol S o
P Benceno |

F
N

Una mezcla que contenia el compuesto 1 (1,03 g, 8,23 mmol), el compuesto 2 (0,92 g 14,8 mol) y el hidrato de PTSA
(156 mg, 0,82 mmol) en benceno (25 ml) se someti6 a reflujo en un aparato Dean Stark durante la noche. A la mafiana
siguiente, la mezcla de reaccién se vertié en bicarbonato de sodio saturado y posteriormente se afiadié acetato de
etilo. La fase organica se separé, se filtré sobre sulfato de sodio y se concentrd para proporcionar el compuesto 3 con
un rendimiento del 95 %, que se us6 posteriormente sin purificacién adicional.

3 Q"’> o
4 5 N
i) NaH, DMF N H
F i) TFA H,0 N o

A una solucién que contenia el compuesto 4 (5,39 g, 53,3 mmol) y tamices moleculares de 3 A en DMF (100 ml) se
afiadié hidruro de sodio (60 % en peso, 2,13 g, 53,3 mmol) y la reaccioén se agité durante 1 hora. Posteriormente se
afiadié una solucién del compuesto 3 (7,52 g, 7,52 g) en DMF (20 ml) y la suspensién se calent6 a 80 °C durante la
noche. Una vez completada, la suspension se filtré sobre un tapén de algoddn y se concentré a presién reducida. El
residuo se repartio entre éter dietilico y agua, y la fase organica se separd, se filtré sobre sulfato de sodio y se concentrd
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a presion reducida. El residuo se traté con 20 ml de H20 al 10 % en TFA y se agité durante 30 minutos. Al finalizar, la
solucién se enfrio a 0 °C y el pH se ajusté a 11 con NaOH 6 M, tras lo cual el producto precipité como un aceite. El
compuesto 5 se extrajo tres veces de la suspensién oleosa con éter dietilico. Las fases orgénicas se combinaron, se
filtraron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El compuesto 5 se aislé después con un rendimiento del 26 %
mediante separacién sobre silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos.

a 8 H o
o Il
5 /I\G)LH I DCM 7 N \N/S'v/|<
+ \NHZ —_— I
NN N + PPTS N "o N
MgSO4
CuSO,

Se calent6 una mezcla que contenia el compuesto 5 (2,29 g, 9,94 mmol), el compuesto 6 (4,82 g, 39,8 mmol), PPTS
(125 mg, 0,50 mmol), sulfato de magnesio (3 g, 24,9 mmol), sulfato de cobre (3,97 g, 24,9 mmol) y tamices
moleculares de 3 angstrom en DCM (22 ml) a reflujo durante la noche. Al finalizar, la mezcla se filtré y se concentr6 a
presién reducida. El compuesto 7 se aislé después con un rendimiento del 76 % mediante separacidén sobre silice
eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos.

N

]

8 g LDA :
N7 Ny N/‘:q}< /u\ — 8 N Sy Sy
! TN i

C CITGPIO), '
NsA"/\Q & TEHF 1 e NN #

Un matraz secado a la llama se carg6 con THF (40 ml) y diisopropilamina (2,29 g, 22,6 mmol). Se enfrié a -20 °C y se
afiadié n-BuLi (2,5 M, 8,64 ml, 21,6 mmol) mediante una cénula. La solucién se agité durante 10 minutos a-20 °Cy a
continuacion se enfrié a -78 °C. Se afiadid el compuesto 8 (2,02 ml, 20,6 mmol) gota a gota con agitacién vigorosa.
Después de la adicién, la solucidén se agité durante 30 min a -78 °C. A continuacién, se afiadié CITi(iPrO)s (11,26 g,
43,2 mmol) como una solucién en THF (10 ml) a través de un embudo de adicién durante aproximadamente 10 minutos
con agitacion vigorosa. La reaccién se agité durante 30 minutos a -78 °C. Finalmente, el compuesto 7 (2,29 g,
6,86 mmol) se afiadié gota a gota como una suspensién en THF y se agité a -78 °C durante 1,25 horas hasta que se
completé la reaccidn. A la reaccion a -78 °C se afiadié cloruro de amonio acuoso saturado. A continuacién, la reaccién
se retiré del enfriamiento y la fase acuosa se dej6 descongelar gradualmente y se inactivé (desaparece el color amarillo
anaranjado). La mezcla se repartié entre EtOAc y cloruro de amonio acuoso saturado. La fase orgénica se separé y
la fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc. Las fases organicas se combinaron y se secaron sobre salmuera,
luego sobre sulfato de sodio, y luego se filtraron y concentraron. El residuo se purificé sobre silice eluyendo con un
gradiente de acetato de etilo en hexanos. El compuesto 9 se obtuvo con un rendimiento del 75 % como diastereé6mero
individual después de la purificacion.

o /\\/\M s /\/\O
9 1€
l Xy, I Sy
o & o HCH # o

/L"_
Z
i s
o]
T
5
=z
z B
(o]
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El compuesto 9 (1,28 g, 3,21 mmol) en MeOH (3,2 ml) se traté con HCl en dioxano (4 M, 3,2 ml, 12,9 mmol) y se agité
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez completada, la mezcla de reaccién se diluyé con agua y se lavd
con éter dietilico. Posteriormente, el pH se ajust6é a 11 usando NaOH acuoso 2 N y el producto se extrajo con acetato
de etilo. La fase organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentrd, proporcionando el compuesto 10 con
un rendimiento del 92 %, que posteriormente se utilizé sin purificacién adicional.
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STAB-H
Xy 10 A ~_-OCH; Y
| ., O - . 12 |
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H,N o Y\H o)
OCHj

A la mezcla del compuesto 10 (0,78 g, 2,67 mmol) y el compuesto 11 (0,60 g, 3,46 mmol) en THF (6 ml)a 15 °C se le
afiadié STAB-H (1,29 g, 6,12 mmol) en partes como un sélido. Después de la adicion, se retir6 el enfriamiento y la
mezcla se agité durante aproximadamente 2,5 horas hasta completarse. La reaccidn se inactivé mediante la adicién
de bicarbonato de sodio acuoso saturado y el pH se llevé a 9. El producto se extrajo tres veces con EtOAc, las fases
organicas se combinaron, se secaron con salmuera, luego se filtraron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El
compuesto 12 se aislé con un rendimiento del 85 % mediante separacién en silice eluyendo con un gradiente de
acetato de etilo en hexanos.

LDA
Boc (MeO),POMe o o M

13 ):> EE—— ,P\)k/\/NHBoc
5 THE  MeO"(

A DIPEA (7,53 ml, 53,75 mmol) en THF (35 ml) se afiadié6 n-BuLi (2,5 M, 19,9 ml, 49,8 mmol) mediante una jeringa
hermética al gas secada en horno durante 2 minutos a-10 °C. La mezcla se agité durante 10 minutos a-10 °C, después
se enfrié a -60 °C y se afiadi6 gota a gota una solucién de metilfosfonato de dimetilo (6,42 g, 51,8 mmol) en THF (8 ml)
durante 5-10 minutos. Tras envejecer a -60 °C durante aproximadamente 1 hora, se afiadid gota a gota el compuesto
13 (7,37 g, 39,82 mmol) en forma de solucién en THF (15 ml) durante 5 minutos a -60 °C. La mezcla de reaccién se
agitd a -60 °C durante 1 hora y después a -41 °C durante aproximadamente 1,5 horas. La reaccién se inactivé
mediante la adicién de 2,6 equivalentes de H2804 (2,0 M) y se extrajo tres veces con acetato de etilo (~50 ml). Las
fases organicas se combinaron y se secaron con salmuera, se filtraron sobre sulfato de sodio y se concentraron
brevemente para determinar el peso bruto y tomar una muestra para RMN. Tras la determinacién del peso seco, el
compuesto 14 se disolvié en MeOH para su uso en la siguiente reaccidn sin purificacién adicional. Se calcula que tiene
un rendimiento del 75,83 %. % p/p bruto 76,3 % mediante RMN. '"H RMN: 400 MHz CDCls & 4,75 (s, 1 H), 3,81 (s, 3
H), 3,78 (s, 3H), 3,10 - 3,14 (m, 2 H), 3,04 - 3,09 (m, 2 H), 2,68 (t, 2 H), 1,82-1,75 (m, 2 H), 1,44 (s, 9 H).

14 -NHBoC 45 16
CHO  NaOH
Q * (\I - | b e
P I~ ~ P
MeO~ | o) N NH 50°C
Y OMe 2 N" N

Al compuesto 14 (9,33 g en peso a partir de la RMN de ~12 g bruto, 30,16 mmol) en MeOH (40 ml), se le afiadié una
solucién de NaOH (1,45 g, 36,2 mmol) en agua (1,5 ml). La mezcla se calenté a 50 °C y se afiadi6é el compuesto 15
(2,76 g, 22,62 mmol). Después de agitar durante 30 minutos, se afiadié una segunda porcién del compuesto 15
(736 mg, 6,03 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante la noche a 50 °C. Luego, la mezcla de reaccidén se
concentr6é hasta obtener un aceite y se repartié entre 2 volimenes de EtOAc y 1 volumen de H2O. La fase organica
se separé y se lavd con 1 volumen de agua. Los lavados acuosos se combinaron y se volvieron a extraer (2 veces, 1
volumen) con EtOAc. La fase organica combinada se secé sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré. La sustancia
bruta se secé sobre aproximadamente 20 g de silice. El compuesto 16 se aislé con un rendimiento del 69 % mediante
separacidn sobre silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos que contenian trietilamina al 1 %.
'H RMN: 400 MHz CDCls 8 9,09 (dd, 1 H), 8,17 (dd, 1 H), 8,12 (d, 1 H), 7,46 (dd, 1 H), 7,41 (d, 1 H), 4,78 (s, 1 H), 3,24
(9, 2 H), 3,10 (t, 2 H), 2,12 (quin, 2 H), 1,43 (s, 9 H).

16 17
| SPEN NHBoc Pd/C 10 % | SN NHBoc
P o o
N N EtOH H N

A una solucién del compuesto 16 (5,98 g, 20,8 mmol) en EtOH (50 ml) se cargd con paladio (10 % sobre carbono,
2,22 g, 2,08 mmol) e hidrégeno a 1 atmoésfera. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante la
noche. Al finalizar, la mezcla de reaccién se filtré sobre Celite® y se concentré. El compuesto 17 se aislé con un
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rendimiento del 79 % mediante separacién en silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos que
contenfa trietilamina al 1 %. "H RMN: 400 MHz CDCl3 8 7,05 (d, 1 H), 6,34 (d, 1 H), 5,48 (s, 1 H), 4,81 (s, 1 H), 3,36 -
3,43 (m, 2 H), 3,16 (q, 2 H), 2,68 (t, 2 H), 2,59 (1, 2 H), 1,90 (dt, 2 H), 1,83 (quin, 2 H), 1,44 (s, 9 H).

17 18
| N NHBoc¢ 6M HCl | X NH,
o P
N~ N N~ °N
H H

El compuesto 17 (4,81 g, 16,53 mmol) se disolvié en HCl acuoso 6 M (16,4 ml) y se calent6é a 42 °C durante 2 horas.
Después se afladié una porcién adicional de HClI 6 M (2,8 ml) y la mezcla de reaccién se agité durante 2 horas
adicionales. A la reaccién se afiadié cloruro de sodio seguido de NaOH acuoso 2 N hasta que el producto precipité en
forma de un aceite (el pH fue superior a 12). La mezcla se extrajo tres veces con 2-butanol. La fase organica combinada
se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentrd. El compuesto 18 se obtuvo con un rendimiento del 85 % y
posteriormente se uso6 sin purificacién adicional. "H RMN: 400 MHz CDClIz 8 7,06 (d, 1 H), 6,35 (d, 1 H), 4,83 (s, 1 H),
3,35-3,46 (m, 2 H), 2,75-267 (m, 4 H), 2,58 (t, 2 H), 1,88 - 1,95 (m, 2 H), 1,84-1,76 (m, 4 H).

18 12 19
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X NH; =N Trifosgeno Nonie O 2N~ O OFt
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H3CO” ~OCH;

A una solucién de trifosgeno (85 mg, 0,28 mmol) en THF (0,9 ml) en un matraz secado a la llama a -10 °C se afiadié
gota a gota una solucidén del compuesto 18 (236 mg, 0,62 mmol) y TEA (0,134 ml, 0,96 mmol) en THF (0,5 ml). La
mezcla de reaccién se calenté a temperatura ambiente. Después de que la TLC indicara que la reaccién se habia
completado, se afiadié TEA adicional (0,134 ml) seguido de la adiciéon del compuesto 12 (166 mg, 0,87 mmol) en forma
de un sdlido. La mezcla heterogénea se calenté a 50 °C durante 2 horas con agitacién vigorosa. Al finalizar, la mezcla
de reaccion se inactivd con 1 volumen de agua y se extrajo tres veces con EtOAc. La fase organica combinada se
sec6 con salmuera, se filtré sobre sulfato de sodio y se concentrd. El compuesto 19 se obtuvo asumiendo un
rendimiento del 100 % y posteriormente se usd sin purificacién adicional.
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N3 \/\/O /N 0 OEt
| /' \
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19 HyCO” ™OCH, OFEt

Al compuesto en bruto 19 (400 mg, 0,62 mmol asumidos) disuelto en THF (37 ml) se le afladié H2SO4(2M, 0,6 ml)y la
mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. A la mafiana siguiente, se afiadié una porcién adicional de
H2804 (0,65 equivalentes). Cuatro horas mas tarde, la reaccidn se completé. La mezcla de reacciéon se diluyé con
acetato de etilo. La fase organica se separé y la fase acuosa se volvié a extraer una vez con acetato de etilo. La fase
organica combinada se filtré sobre sulfato de sodio y se concentrd. El compuesto 20 se aislé con un rendimiento del
75 % mediante separacién sobre silice eluyendo con un gradiente de MeOH en DCM.

N3
'\,\O ei

20 21 0

H H ‘\"‘\9

N Ny 7NN NN 7 N NH; 07 “CFy
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C 6]

A una suspension del compuesto 20 (251 mg, 0,47 mmol)y Pd/C (10 % en peso, 100 mg, 0,094 mmol) en etanol (9 ml)
se carg6 Hz a 1 atmésfera y se agité a 35 °C durante la noche. Al finalizar, el paladio se retiré mediante filtracién sobre
Celite®. El compuesto 21 se aislé con un rendimiento del 20 % como sal de TFA mediante HPLC de fase inversa
usando una columna Cis 5u 19x250 mm BEH (Waters Corp.) eluyendo con un gradiente de acetonitrilo en H20 que
contenia TFA al 1 %.
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A una solucién del compuesto 21 (61 mg, 0,097 mmol) en DCM (250 pL) se le afiadid TEA (8 uL, 0,24 mmol) seguido
de la adiciéon de NHS-PEG4-Ns (41,4 mg, 0,11 mmol) como una solucién en DCM (275 pL). La mezcla de reaccién se
agitd durante 15 minutos y se comprobéd la LC-MS, que mostré que la reaccién se habia completado. Se eliminaron
todas las sustancias volétiles y el residuo se disolvié en EtOH (0,4 ml) y agua (0,4 ml). Se afiadié LiOH (11,2 mg,
0,47 mmol) y la mezcla de reaccidn se calent6 a 40 °C durante 2 horas. Al finalizar, la mezcla de reaccién se concentrd
a presioén reducida. El compuesto 22 (estructura 1c¢) se aislé con un rendimiento del 42 % mediante HPLC de fase
inversa usando una columna Cis 5u 19x250 mm BEH (Waters Corp.) eluyendo con un gradiente de acetonitrilo en H20O
que contenia TFA al 1 %.

Sintesis de la estructura 2c) (acido (S)-3-(4-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etoxi)-3-fluorofenil)-3-(2-oxo-3-(3-
(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).

Q
F. Q 1
23 H i © Tolueno F N
+ S\NH - w
2
o PPTS o 24
AcOH

A una solucién del compuesto 23 (10 g, 43,4 mmol) en tolueno (80 ml) se afiadié el compuesto 6 (21,1 g, 0,17 mol),
PPTS (0,55 g, 2,2 mmol) y después é&cido acético (1,24 ml, 21,7 mmol). El recipiente de reaccidén se equipd con una
trampa Dean Stark y después se sometié a reflujo durante la noche. Una vez completada, la mezcla de reaccién se
concentré y se secd sobre 60 gramos de silice y se purificd sobre SiOz2 con un gradiente de acetato de etilo en hexanos,
proporcionando el compuesto 24 con un rendimiento del 66 %. "H RMN: 400 MHz CDCl3 5 8,47 (s, 1 H), 7,68 (d, 1 H),
7,31-7,56 (m, 6 H),698-7,16 (m, 1 H), 523 (s, 2 H), 1,26 (s, 9 H).
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Se cargd un matraz secado a la llama con THF (190 ml) y DIPEA (9,07 g, 89,7 mmol), se enfri6 a -20 °C y luego se cargd
con n-BuLi (2,5 M, 34,2 ml, 85,6 mmol) a través de una canula. La solucién se agité durante 10 minutos a -20°C y a
continuacién se enfrié a -78 °C. El compuesto 8 (8 ml, 81,5 mmol) se afladié gota a gota con agitacidn vigorosa. Tras la
adicién, se agitd durante 30 minutos a -78 °C. A continuacién, se afiadié CITi(iPrO)s (44,6 g, 0,171 mol) como solucién en
THF (40 ml) a través de un embudo de adicién durante 10 minutos. La reaccién se agité durante 30 minutos a -78 °C.
Finalmente, el compuesto 24 (9,06 g, 27,2 mmol) se afiadid gota a gota como una suspensién en THF (20 ml) y se agitd a -
78 °C durante 1,25 horas hasta que la reacciéon se completd. A la reaccién a -78 °C se afiadi6 cloruro de amonio acuoso
saturado. A continuacién, la reaccidn se retird del enfriamiento y la fase acuosa se dejé descongelar gradualmente y se
inactivé (desaparece el color amarillo anaranjado). La mezcla se repartié entre EtOAc y cloruro de amonio acuoso saturado.
La fase organica se separ6 y la acuosa se lavd dos veces con EtOAc. Las fases organicas se combinaron y se secaron
sobre salmuera, después sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. El compuesto 25 se obtuvo con un
rendimiento del 70 % como un diasteredmero Unico mediante separacion en silice eluyendo con un gradiente de acetato de
etilo en hexanos. '"H RMN:400 MHz CDCls & 7,31 - 7,48 (m, 5 H), 7,09 (dd, 1 H), 6,89 - 7,04 (m, 2 H), 5,13 (s, 2 H), 4,59 -
4,76 (m, 2 H), 4,13 (q, 2 H), 2,81 (dd, 2 H), 1,21-1,25 (m, 12 H).
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Al compuesto 25 (8,07 g, 19,1 mmol) se le afiadié HCIl acuoso (6M, 20,7 ml, 0,124 mol) seguido de MeOH (60 ml). Se
afiadi® THF hasta que se obtuvo una solucién homogénea y la mezcla de reaccién se agité durante 6 horas a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se basificé a pH 10 con NaOH acuoso 2 N y luego se extrajo tres veces
con EtOAc. Las fases orgéanicas combinadas se secaron con salmuera, se filtraron sobre sulfato de sodio y se
concentraron. El compuesto 26 se obtuvo con un rendimiento del 95 % y posteriormente se utilizé sin purificacién
adicional. '"H RMN: 400 MHz CDCls 5 7,28 - 7,46 (m, 6 H), 7,18 (d, 1 H), 6,99 (t, 1 H), 5,11 (s, 2 H), 4,57 (t, 1 H), 4,09
(9, 2H),297-3,09 (m, 1H),2,81-293(m, 1H), 1,18 (t, 3 H).

(0] (o]
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:
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A una mezcla del compuesto 26 (5,76 g, 18,2 mmol) y el compuesto 27 (4,09 g, 23,6 mmol) en THF (40 ml) a 0 °C se
le afiadi6 STAB-H (8,859, 41,8 mmol) en porciones como un sdélido. Después de la adicién final, se retir6 el
enfriamiento y la mezcla se agitd durante aproximadamente 2,5 horas hasta completarse. La mezcla de reaccién se
inactivé mediante la adicién de bicarbonato de sodio acuoso saturado. La mezcla se extrajo tres veces con EtOAc.
Las fases organicas combinadas se secaron con salmuera, se filtraron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El
compuesto 28 se aislé con un rendimiento del 73 % mediante separacién en silice eluyendo con un gradiente de
acetato de etilo en hexanos. 'TH RMN: 400 MHz CDCls 6 7,30 - 7,49 (m, 5 H), 7,11 (dd, 1 H), 6,88 - 7,02 (m, 2 H), 5,13
(s, 2H), 4,40 (t, 1 H), 4,10 (9, 2 H), 4,00 (dd, 1 H), 3,35 (s, 3 H), 3,31 (s, 3H), 2,47 -2,75 (m, 4 H), 1,20 (t, 3H).
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A una solucién de trifosgeno (1,2 g, 4,04 mmol) en THF (24 ml) en un matraz secado a la llama a -10 °C se afiadié
gota a gota una solucién del compuesto 19 (3,64 g, 8,99 mmol) y TEA (1,94 mmol, 13,9 mmol) en THF (6 ml). La
mezcla de reaccién se calentd a temperatura ambiente. Después de que la TLC indicé una reaccién completa, se
afiadié TEA adicional (3,3 ml, 23,6 mmol) seguido de la adicién del compuesto 28 (2,61 g, 13,7 mmol) como un sdélido.
La mezcla heterogénea se calenté a 50 °C durante 2 horas con agitacidn vigorosa. Al finalizar, la mezcla de reaccién
se inactivd con 1 volumen de agua y se extrajo tres veces con EtOAc. La fase organica combinada se secd con
salmuera, se filtr6 sobre sulfato de sodio y se concentr6. El compuesto 29 se obtuvo asumiendo un rendimiento del
100 % y la sustancia bruta se usé posteriormente sin purificacién adicional.
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Al compuesto 29 (5,59 g, 8,97 mmol) disuelto en THF (37 ml) se le afiadié agua (0,8 ml) y H2SO4 (2M, 8,07 ml,
16,2 mmol) y la mezcla de reaccidn se agitd a 28 °C durante la noche. A la mafiana siguiente, el pH de la mezcla se
ajusté a 9 usando bicarbonato de sodio y se extrajo tres veces con DCM. Las fases organicas combinadas se secaron

con salmuera, se filtraron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El compuesto 30 se aislé con un rendimiento del
82 % mediante separacién en silice eluyendo con un gradiente de MeOH en DCM que contenia TEA al 1 %.
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Al compuesto 30 (4,13 g, 7,39 mmol) disuelto en EtOH (30 ml) se cargd Degussa® paladio (10 % en peso, 3,15 g,
2,96 mmol) e hidrégeno a 50 psi. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante la noche. Al dia siguiente, la
reaccion se completd en un 64 %. La mezcla de reaccion se filtré sobre Celite® y se concentré. El residuo se disolvid
en EtOH y se cargé con paladio (10 % en peso, 1,57 g, 1,48 mmol)) e hidrégeno a 50 psi. Tras agitar durante 48 horas,
la mezcla de reaccién se calent6é a 30 °C y se agité durante 24 horas mas. Una vez completada, la suspension se filtré
sobre Celite® y todas las sustancias volétiles se retiraron al vacio. El residuo se purific sobre silice eluyendo con un
gradiente de MeOH en DCM, proporcionando el compuesto 31 con un rendimiento del 72 %. 'H RMN: 400 MHz
DMSO-ds 6 9,88 (s, 1 H), 7,02-7,14 (m, 2 H), 6,86 - 6,93 (m, 2 H), 6,50 - 6,76 (m, 1 H), 6,31 (d, 1 H), 5,17 (1, 1 H),
4,00(q,2H),323-328(m,4H),2,79-3,18 (m, 7H), 261 (t, 2H),2,41(t, 2H),1,65-1,78(m, 4 H), 1,09 (t, 3 H).
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A una solucién de PPhs (699 mg, 2,66 mmol) en THF (0,47 ml) a -10 °C se afiadi6 gota a gota una solucién de DEAD.
La mezcla se calenté a temperatura ambiente y se afiadié a una mezcla pura del compuesto 31 (600 mg, 1,33 mmol)
y HO-PEG4-Ns, (466 mg, 3,06 mmol) y se agité durante la noche. Después, la mezcla de reaccion se concentré a
presién reducida y el residuo se purificd sobre silice eluyendo con un gradiente de MeOH en DCM, proporcionando el
compuesto 32 con un rendimiento del 50 %. 'H RMN: 400 MHz DMSO-de 8 7,10 - 7,19 (m, 2 H), 6,97 - 7,06 (m, 2 H),
6,18 -6,31 (m, 2 H), 5,20 (t, 1 H), 4,13 -4,16 (m, 1 H), 3,98 - 4,04 (m, 2 H), 3,71 - 3,80 (m, 2 H), 3,52 - 3,61 (m, 8 H),
3,38-3,37 (m, 5H), 3,10 -3,25 (m, 5H), 2,79-3,08 (m, 5H), 2,59 (t, 2 H), 2,31 -2,42 (m, 2 H), 1,65-1,75(m, 4 H),

1,10 (, 3 H).
‘F\_ R o
AN G N3 LIOH 33 7(\_33(_\
H \\( \\% EtOH, H,0 (S M
30°C N7 N N\( 1{0
o bH

Al compuesto 32 (826 mg, 1,23 mmol) se le afiadié EtOH (3 ml) y H20 (3 ml), seguido de LiOH (97 mg, 4,05 mmol).
La mezcla se agitdé a 30 °C durante la noche. Al finalizar, la mezcla se neutralizdé a pH = 5 usando HCl acuoso 6 M y
se concentrd. El residuo se purific6 mediante HPLC de fase inversa con una columna Phenomenex Gemini C18, 50 x
250 mm, 10 uym eluyendo con un gradiente de acetonitrilo en agua que contenia 0,1 %, proporcionando el compuesto
33 (estructura 2c) con 81 % de rendimiento. "TH RMN: 400 MHz D>O & 7,30 (d, 1 H), 7,01 -7,19 (m, 3 H), 6,45 (d, 1 H),
524 (t, 1H), 4,14 -4,32 (m, 2 H), 3,84 -3,92 (m, 2 H), 3,59 - 3,77 (m, 10 H), 3,14 - 3,45 (m, 8 H), ,02 - 3,12 (m, 1 H),
2,97 (d, 2 H),2,85(q, 1 H),2,50-2,72 (m, 4 H), 1,68 - 1,94 (m, 4 H).

Sintesis de la estructura 2.1¢ (acido (S)-3-(4-((11-azidoundecil)oxi)-3-fluorofenil)-3-(2-oxo0-3-(3-(5,6,7,8-tetrahidro-1, 8-
naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).
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A una solucién de PPhs en THF se afiadié gota a gota una solucién de DEAD a temperatura ambiente. La mezcla se
transfirid a un vial que contenia la mezcla del compuesto 31 y OH-(CH2)11-N3, y la mezcla de reaccioén se agité a
temperatura ambiente durante la noche. Las sustancias volétiles se retiraron de la mezcla de reaccién y la sustancia
bruta se disolvié en EtOH. Se afiadié LIOH como una solucién en H20, y se afiadié agua/EtOH adicional hasta que la
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mezcla de reaccion se volvié homogénea. Después de agitar a temperatura ambiente durante 1,5 horas, la mezcla se
acidificé a un pH de 3 con H2SO4, se concentrd y se purificd mediante HPLC de fase inversa (Phenomenex Gemini
C18, 50 x 250 mm, 10 um, TFA al 0,1 % en acetonitrilo/agua, elucién en gradiente).

Sintesis de la estructura 2.2¢ (4cido (S)-3-(4-(2-(1-(6-azidohexanoil)piperidin-4-il)etoxi)-3-fluorofenil)-3-(2-oxo-3-(3-
(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).

36
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El compuesto 35 disuelto en DCM a 0 °C se traté con EDAC y se afiadié acetonitrilo para ayudar en la solubilidad.
Después de 5 minutos, se afladieron TEA y el compuesto 36, se retird el enfriamiento y se continué agitando durante
2 horas. Al finalizar, se afiadié cloruro de amonio saturado y la fase orgéanica se separo, se filtr6 sobre sulfato de sodio
y se concentrd. La sustancia bruta obtenida se utilizé posteriormente sin purificacién adicional.

R o

H o}

31 N‘-‘\/\\/\)L{\Q/\
N N/ N\{ {3
H 5

OE
i o)
0
g e intrs
DEAD
SN .
PPh, | LS 7N
- N N/ N\\< \L{O
THF H o

OH

A una solucién de PPhs en THF se afiadié gota a gota una solucién de DEAD a temperatura ambiente con agitacién
vigorosa. La mezcla se transfirié a un vial que contenia una mezcla del compuesto 31 y el compuesto 37, y la mezcla
de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Las sustancias volétiles se retiraron de la mezcla de
reaccién y la sustancia bruta se disolvié en EtOH. Se afiadié LiOH como una solucién en H20, y se afiadié agua
adicional hasta que la mezcla de reaccién se volvié homogénea. Después de agitar a temperatura ambiente durante
1,5 horas, la mezcla se acidificé a un pH de 3 con H2SO4, se concentré y se purificé mediante HPLC de fase inversa
(Phenomenex Gemini C18, 50 x 250 mm, 10 um, TFA al 0,1 % en acetonitrilo/agua, elucién en gradiente),
proporcionando el compuesto 38 (estructura 2.2¢).

Sintesis de la estructura 2.3c (&cido (S)-3-(4-(2-((1r,4S)-4-(5-azidopentanamido)ciclohexil)etoxi)-3-fluorofenil)-3-(2-
ox0-3-(3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).
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A la suspensién del compuesto 35 en DCM a 0 °C se le afiadi6 EDAC como una solucién en DCM. Después de 5
minutos, se retir6 el enfriamiento y se afiadié el compuesto 39, seguido de la adicién de TEA. La mezcla heterogénea
se agitd durante la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, la reaccién se diluyd con DCM vy el precipitado se
disolvié. La mezcla se lavd dos veces con KHSO4 al 5 % y una vez con salmuera. La fase organica se filtré sobre
sulfato de sodio y se concentré. El residuo bruto que contenia el compuesto 40 se usé sin purificacién adicional.
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A una solucién de PPhs en THF se afiadié gota a gota una solucién de DEAD a temperatura ambiente con agitacién
vigorosa. La mezcla se transfirié a un vial que contenia una mezcla del compuesto 31 y el compuesto 40, y la mezcla
de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Las sustancias volétiles se retiraron de la mezcla de
reaccién y la sustancia bruta se disolvié en EtOH. Se afiadié LiOH como una solucién en H20, y se afiadié agua
adicional hasta que la mezcla de reaccién se volvié homogénea. Después de agitar a temperatura ambiente durante
1,5 horas, la mezcla se acidificé a un pH de 3 con H2SO4, se concentré y se purificé mediante HPLC de fase inversa
(Phenomenex Gemini C18, 50 x 250 mm, 10 um, TFA al 0,1 % en acetonitrilo/agua, elucién en gradiente),
proporcionando el compuesto 41 (estructura 2.3c).

Sintesis de la estructura 2.4c (acido (S)-3-(4-(4-(5-azidopentanamido)fenetoxi)-3-fluorofenil)-3-(2-oxo-3-(3-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).

/\/\)l\ \O\/\ EEDQ W\([)rH\O\/\OH

A una mezcla del compuesto 35 y el compuesto 42 en DCM se le afiadié EEDQ y la solucién se agit6é a temperatura
ambiente durante la noche. A continuacién, la mezcla de reaccién se diluyé con DCM, se lavé tres veces con HClI 1 M
y se lavé una vez con salmuera. La fase organica se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentr6. El compuesto
43 se usb después sin purificacién adicional.

R OH
31

43
H
Ny b
l {««“\ ot é\ * \/\/\lr \Q/\
o
N N NW' "\‘{ OR

Ny
DEAD )—@
PPh,

e

EII/\ ‘}\

A una solucién de PPhs en THF se afiadié gota a gota una solucién de DEAD a temperatura ambiente con agitacién
vigorosa. La mezcla se transfirié a un vial que contenia una mezcla del compuesto 31 y el compuesto 43, y la mezcla
de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Las sustancias volétiles se retiraron de la mezcla de
reaccién y la sustancia bruta se disolvié en EtOH. Se afiadié LiOH como una solucién en H20, y se afiadié agua
adicional hasta que la mezcla de reaccién se volvié homogénea. Después de agitar a temperatura ambiente durante
1,5 horas, la mezcla se acidificé a un pH de 3 con H2SO4, se concentré y se purificé mediante HPLC de fase inversa
(Phenomenex Gemini C18, 50 x 250 mm, 10 um, TFA al 0,1 % en acetonitrilo/agua, elucién en gradiente),
proporcionando el compuesto 44 (estructura 2.4c).

OH
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Sintesis de la estructura 2.5¢ acido ((S)-3-(4-(4-((5-azidopentil)oxi)fenetoxi)-3-fluorofenil)-3-(2-oxo-3-(3-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).

HO 46 O LB
r
45 . K,CO; 47 ™
BrM Br = ° 5
OH 5 HO
MeZCO
A una solucién del compuesto 45 y el compuesto 46 en acetona se afiadié carbonato potéasico. La mezcla se calenté

a 65 °C en un vial sellado como una suspensién con agitacién vigorosa durante la noche bajo protecciéon de Nao. A
continuacic’)n la reaccion se filtr6, se concentré y se purificé sobre silice eIuyendo con un gradiente de acetato de etilo

hexanos, proporcionando compuesto 47.
N
B 3
47 M r DMF /\/O/ H
NaN3

A una solucién del compuesto 47 en DMF se le afiadi6 azida de sodio y la mezcla se agit6 a 80 °C en un vial sellado
bajo proteccién de nitrégeno durante la noche. Al finalizar, se afiadié 1 volumen de agua y el producto se extrajo con
acetato de etilo. La fase organica separada se filtr6 sobre sulfato de sodio y se concentr6. La sustancia bruta del

compuesto 48 se usé sin purificacion adicional.
R OH
31 7 \\\) OMNK
B O e

> N ¢
ﬁ N \\{ uﬂ HO
2 OEL

[ O- o
DEAD 48 N\\...,@_-OB&'N‘g
PFPha SN %
g > r""\‘ =
. m NN 0
THF NN N \{ _‘\\e

i o OH

A una solucién de PPhs en THF se afiadié gota a gota una solucién de DEAD a temperatura ambiente con agitacién
vigorosa. La mezcla se transfirié a un vial que contenia una mezcla del compuesto 31 y el compuesto 48, y la mezcla
de reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Las sustancias volétiles se retiraron de la mezcla de
reaccién y la sustancia bruta se disolvié en EtOH. Se afiadié LiOH como una solucién en H20, y se afiadié agua
adicional hasta que la mezcla de reaccién se volvié homogénea. Después de agitar a temperatura ambiente durante
1,5 horas, la mezcla se acidificé a un pH de 3 con H2SO4, se concentré y se purificé mediante HPLC de fase inversa
(Phenomenex Gemini C18, 50 x 250 mm, 10 um, TFA al 0,1 % en acetonitrilo/agua, elucién en gradiente),
proporcionando el compuesto 49 (estructura 2.5c¢).

Sintesis de la estructura 2.6¢ (4cido (S)-3-(3-(3-(3-(17-azido-3-0x0-6,9,12,15-tetraoxa-2-azaheptadecil)-5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)-2-oxoimidazolidin-1-il)-3-(3-fluoro-4-metoxifenil)propanoico).

E

el a3
(Ij\/\/ (:(:N“‘ MeOH (I\L\/ “\( ‘\__<

THF
OFt

i

A una solucién de PPhs en THF se afiadié gota a gota una solucién de DEAD a 0 °C. Después de completar la adicion,
la mezcla se transfirié a un vial que contenia una mezcla pura del compuesto 31 y MeOH. El vial se tap6 con N2y se
agitd a temperatura ambiente durante la noche. Al completarse, todas las sustancias volétiles se retiraron y la sustancia
bruta obtenida se purificé sobre silice eluyendo con un gradiente de MeOH en DCM, proporcionando el compuesto 50.
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A una solucién del compuesto 50 en AcOH se le afiadié bromo y la mezcla se agité durante 0,5 horas. Al finalizar, la
reaccién se diluy6 con 5 volimenes de acetato de etilo y 2,5 volimenes de agua. La capa acuosa se neutralizé a pH
7 con bicarbonato de sodio acuoso saturado y la fase orgénica se separ6. La capa acuosa se extrajo dos veces mas
con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron.
La sustancia bruta obtenida del compuesto 51 se utilizé posteriormente sin purificacién adicional.

E i

COMg QCH;
51 52
. @ PP " @
‘ Xy = e faN

AN &

N AT o ZA(EN;} E ‘

NN \g{ ‘ﬂ\‘{ DMAG N \\{ \L(
&

3 i

Una solucién del compuesto 51, Pd(PPhs)s y Zn(CN)2 en DMAC se desgasificd con nitrégeno durante 30 minutos. La
mezcla se calenté a 128 °C en un vial sellado durante la noche. Al finalizar, la mezcla se diluyd con 5 volimenes de
EtOAc. La fase organica se separé, luego se lavo dos veces con agua, se lavé dos veces con salmuera y luego la fase
organica se filtré6 sobre sulfato de sodio y se concentré. El residuo se purificé sobre silice eluyendo con EtOAc al
100 %, proporcionando el compuesto 52.

Ng/\/(o\/\to

F OCH; 5
52
cN G i) NHz. MeOH R OCH;
| = M —_— 0% “NH @
P N \ e} i) Niquel Raney, H,
S N\
N“ON j(() ‘\‘{ ii) NHS-PEG,-N; (ji\/ji/\/l/\” £
OFt DMF, DIEA N7 NP N ‘\%O
iii) LIOH H o)

A una solucién del compuesto 52 en MeOH se le afiadié amoniaco, luego una suspensiéon de niquel Raney que se
enjuagd previamente tres veces con metanol. Se cargd un matraz Parr® a 60 psi con hidrégeno y se agité a
temperatura ambiente durante 16 horas. Al finalizar, la suspensién se filtr6 y se concentré. El residuo bruto obtenido
se redisolvié en DMF. Se afiadieron DIEA y NHS-PEG4-Ns y la mezcla se agité durante una hora. Tras la finalizacion,
se retiraron todas las sustancias volatiles y el residuo bruto se redisolvié en una mezcla de MeOH y THF. Se afiadi
LiOH en H2O y la mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 17 horas. Al finalizar la reaccién, el pH se ajusté a
3 con TFA y la mezcla se inyecté directamente en HPLC de fase inversa semipreparativa (Phenomenex Gemini C18,
250 x 21,2 mm, 5 ym, TFA al 0,1 % en agua/ACN, elucién en gradiente), proporcionando el compuesto 53 (estructura
2.6¢).

Sintesis de la estructura 2.7¢ ((S)-N-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-3-(3-fluoro-4-metoxifenil )-3-(2-oxo-3-(3-
(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanamida), estructura 2.8c, estructura 2.9¢ y estructura

2.10c.
K oM
\< iy DEAD
PPhy, MeOH
B ; M
N\< \\% iy LIOH N N\\( ‘\.\‘(
o

#
OFt

Al compuesto 31 se le afiadié secuencialmente THF, PPhs y una solucién de DEAD gota a gota a 0 °C. La mezcla se
agitd durante 16 horas a temperatura ambiente. Después, la mezcla se enfrié a -20 °C durante 1 hora y se filtrd para
eliminar el éxido de trifenilfosfina. El filtrado se concentrd y el intermedio de O-alquilacién se aislé mediante purificacién
en silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos que contenian TEA al 1 %. El intermedio aislado
se suspendid luego en una mezcla de THF y H20, se tratd con LiOH en H2O y se agité a 35 °C durante 16 horas. Al
finalizar, el pH se ajusté a 7 con HCI 2 M y se retiraron todas las sustancias volétiles. La sustancia bruta se suspendié
en H20; se afiadié cloruro de sodio y el compuesto 54 se extrajo con acetato de etilo cinco veces. Las fases organicas
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se combinaron, se filtraron sobre sulfato de sodio y se concentraron. El compuesto 54 se usé posteriormente sin
purificacién adicional.

F

§4 h HBTUY 35
— DIEA \ce
/i\ D ;\{w\N“{j{) q{j\/\ l\)}/\/\{\Ni{O /'\Y‘/N'j
= DMF SN -
Y f

W n Ly NePEGZNR H K

/\\(m
Q\?

Una solucién del compuesto 54 en DMF se traté con HBTU y se agitd durante 5 minutos. Posteriormente se afiadieron
DIEA y Ns-PEGs-NHz, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. Una vez completado, el pH se
ajusté a 3 con TFA y el compuesto 55 se aislé mediante inyeccion directa en HPLC de fase inversa semipreparativa
(Phenomenex Gemini C18, 250 x 21,2 mm, 5 ym, TFA al 0,1 % en agua/ACN, elucidén en gradiente), proporcionando
el compuesto 55.

Se utilizaron procedimientos similares para sintetizar los compuestos 2.8¢, 2.9c y 2.10c, utilizando N3-PEG11-NH2, Ns-
PEG23-NH2 y N3-PEGss-NHo, respectivamente.

Sintesis de la estructura 2.11¢c (&cido (R)-3-(4-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etoxi)-3-fluorofenil)-3-(2-oxo-3-(3-
(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil)imidazolidin-1-il)propanoico).

174

: o
- 1]

T\:> DIPEA MBI g )\~ f-OMe
- (MeO),POMe, THF .

60 °C, 1h O OMe

En un matraz de fondo redondo de 4 cuellos de 3 L purgado y mantenido con una atmdsfera inerte de nitrégeno, se
colocaron THF (1,50 L), DIPEA (150,00 ml, 716,000 mmol, 0,88 equiv,), n-BuLi (430,00 ml, 680,000 mmol, 0,84 equiv.)
Esto fue seguido por la adicién de fosfito de trimetilo (195,00 ml) a -60 °C y se agité durante 1 ha -60 °C. Aesto se le
afiadié 2-oxopirrolidin-1-carboxilato de terc-butilo (150,00 g, 809,835 mmol, 1,00 equiv.) a -60 °C. La solucién
resultante se agité durante 1 h a -60 °C en un bafio de nitrégeno liquido. A continuacién, la reaccién se inactivé
mediante la adicién de 350 ml de H2SO4 (2N) y se diluyé con 1,5 L de H20. La solucién resultante se extrajo con 2x1
L de acetato de etilo. La mezcla resultante se lavd con 1x1 L de H20, se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se
concentré al vacio. Esto dio como resultado 200 g (sustancia bruta) de N-[5-(dimetoxifosforil)-4-oxopentillcarbamato
de terc-butilo como un aceite amairillo.

175
174 /Nl NH;
N._N
9 OMe &J: ~ = NHBoc
BocHN p-OMe —— CHO 1" |
oC | NaGCH, MeOH =

QO OMe 50°C,16 h
Sustancia bruta

En un matraz de fondo redondo de 3 L, se coloc6 N-[5-(dimetoxifosforil)-4-oxopentiljcarbamato de terc-butilo (200,00 g,
1500,00 mmol, 1,50 equiv.), MeOH (1,50 L), 2-aminopiridin-3-carbaldehido (53,00 g, 1000,00 mmol, 1,00 equiv.),
NaOH (50,00 g, 1500,00 mmol, 1,50 equiv.). La solucidn resultante se agité durante 16 h a 50 °C en un bafio de aceite.
El valor de pH de la solucién se ajustd a 8 con NaHCOs (ac.). La mezcla resultante se concentrd. A continuacién, la
reaccién se inactivd mediante la adiciéon de 1,5 L de agua y se extrajo con 2x1,5 L de acetato de etilo. Las capas
organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. Esto dio como resultado
160 g (sustancia bruta) de N-[3-(1,8-naftiridin-2-il)propilJcarbamato de terc-butilo como un aceite amarillo.

175 176
H
N__N N _N
s NHBoc RHW/C, H, le/\j/\/\NHBoc
MeOH
NNF 25°C, 16 h Z
65.33 %

En un matraz de fondo redondo de 5 L, se colocé N-[3-(1,8-naftiridin-2-il)propillcarbamato de terc-butilo (160,00 g,
556,787 mmol, 1,00 equiv.), MeOH (2,00 L), Rh/C (140,00 g, 1,360 mmol), Hz2 (40 Psi). La solucién resultante se agit6é
durante 16 h a 25 °C. Los sélidos se separaron por filtracién. La mezcla resultante se concentr6. Esto dio como
resultado 106 g (65,33 %) de N-[3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propiljcarbamato de terc-butilo como un sélido
amarillo.
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176 177
§ Y
N._-N
| 2 NHBoc _HCEh EtOAc ()I/\j/\/\NHZ
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En un matraz de fondo redondo de 1 L, se colocd N-[3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propilJcarbamato de terc-
butilo (106,00 g, 363,767 mmol, 1,00 equiv.), EtOAc (500,00 ml), HCIl en EtOAc (4M, 400,00 ml). La solucién resultante
se agité durante 3 h a 25 °C. La solucién resultante se diluyé con 1 L de H2O. Se empleé NaOH (ac.) para ajustar el
pH a 11. La solucién resultante se extrajo con 2x1 L de acetato de etilo. Las capas organicas combinadas se secaron
sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. Esto dio como resultado 56 g (80,48 %) de 3-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propan-1-amina como un sélido amarillo.

178
OH OBn
F BnBr, K,CO5 F
ACN
25°C,16h
P 99,98 %
o) 0%

En un matraz de fondo redondo de 2 L, se colocé 3-fluoro-4-hidroxibenzaldehido (140,00 g, 999,194 mmol, 1,00
equiv.), ACN (1000 ml), (bromometil)benceno (205,08 g, 1199,039 mmol, 1,20 equiv.), KoCOs (414,28 g,
2997,581 mmol, 3,00 equiv.). La solucién resultante se agitd durante 16 h a 25 °C. Los sélidos se separaron por
filtraciébn. La mezcla resultante se concentrd. Esto dio como resultado 230g (99,98 %) de 4-(benciloxi)-3-
fluorobenzaldehido en forma de un sélido blanco.

178 179
OBn (S@ OBn
F "NH; F
CSzCO3, DCM
50 °C, 6h (,S?
78,06 % vy,
0% ’ ® N

En un matraz de fondo redondo de 3 L, se colocé 4-(benciloxi)-3-fluorobenzaldehido (230,00 g, 998,966 mmol, 1,00
equiv.), DCM (1600 ml), (S)-2-metilpropano-2-sulfinamida (145,29 g, 1198,762 mmol, 1,20 equiv.), Cs2COs (650,97 g,
1997,933 mmol, 2.00 equiv.). La solucidn resultante se agitd durante 6 h a 50 °C en un bafio de aceite. Los sélidos se
separaron por filtracién. La mezcla resultante se concentré. Esto dio como resultado 260 g (78,06 %) de (S)-N-{[4-
(benciloxi)-3-fluorofenil]metiliden]-2-metilpropano-2-sulfinamida como un sélido blanco.

179 180
OBn OBn
E F
Zn, BrEtOAg
CuCl, THF .
50 °C, 2h 8 CO,E

0
S., 2 45,63 % X “INTR)
>r(s} N H

En un matraz de fondo redondo de 3 L, purgado y mantenido con una atmésfera inerte de nitrégeno, se colocaron THF
(2,0L), Zn (1,02 kg, 15595,945 mmol, 20,00 equiv.), CuCI (115,80 g, 1169,696 mmol, 1,50 equiv.), 2-bromoacetato de
etilo (325,57 g, 1949,498 mmol, 2,50 equiv.), (S)-N-[[4-(benciloxi)-3-fluorofenilmetiliden]-2-metilpropano-2-sulfinamida
(260,00 g, 779,797 mmol, 1,00 equiv.). La solucién resultante se agité durante 30 minutos a 0 °C en un bafio de
agua/hielo. La solucion resultante se dejé reaccionar, con agitacidén, durante 2 h adicionales mientras la temperatura
se mantenia a 50 °C en un bafio de aceite. Los sélidos se separaron por filtraciéon. La mezcla resultante se concentré.
A continuacién, la reaccién se inactivdo mediante la adiciéon de 2 L de agua y se extrajo con 2x2 L de acetato de etilo.
Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. Esto dio como
resultado 150 g (45,63 %) de (3R)-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[[(S)-2-metilpropano-2-sulfiniljamino]propanoato de
etilo como un aceite amarillo.
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En un matraz de fondo redondo de 1 L, se colocd (3R)-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[[(S)-2-metilpropano-2-
sulfinilJamino]propanoato de etilo (150,00 g, 355,847 mmol, 1,00 equiv.), HCI en 1,4-dioxano (400,00 ml, 4M). La
solucién resultante se agité durante 2 h a 25 °C. La mezcla resultante se concentré. A continuacién, la reaccién se
inactivé mediante la adicién de 1 L de agua. Se empleé NaHCOs (ac.) para ajustar el pH a 8. La solucién resultante
se extrajo con 2 x 1 L de acetato de etilo, se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré. Esto dio como
resultado 100 g (88,55 %) de (3R)-3-amino-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]propanoato de etilo como un aceite amarillo.
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181
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En un matraz de fondo redondo de 2 L, se colocd (3R)-3-amino-3{4-(benciloxi)-3-fluorofenil]propanoato de etilo
(100,00 g, 315,100 mmol, 1,00 equiv.), THF (1,00 L), 2,2-dimetoxiacetaldehido (49,21 g, 472,696 mmol, 1,50 equiv.),
NaBH(OAc)s (133,57 g, 630,199 mmol, 2,00 equiv.). La solucién resultante se agitdé durante 2h a 25°C. A
continuacion, la reaccién se inactivd mediante la adicién de 1 L de agua. La solucién resultante se extrajo con 2x1 L
de acetato de etilo, se secd sobre Na2SOa4 y se concentré al vacio. Esto dio como resultado 80 g (62,62 %) de (3R)-3-
[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[(2,2-dimetoxietil)Jamino]propanoato de etilo como un aceite amarillo.

182
183
OBn OBn
F y o F
177 NNy A
HNTR) CO,Et Trifosg_;rek?'?, TEA Ol/\)/v\l_' N® CO,
o] 50 °C, 1h o
g 78,13 % g
\ A\

En un matraz de fondo redondo de 3 bocas de 2 L, se colocé trifosgeno (22,25 g, 74,975 mmol, 0,38 equiv.), THF
(500 ml), (3R)-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[(2,2-dimetoxietil)amino]propanoato de etilo (80,00 g, 197,304 mmol,
1,00 equiv.), TEA (29,95¢g, 295,956 mmol, 1,50 equiv.), 3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propan-1-amina
(Compuesto 177, 33,97 g, 177,573 mmol, 0,90 equiv.). La solucién resultante se agité durante 1 h a 50 °C en un bafio
de aceite. A continuacién, la reaccion se inactivd mediante la adicién de 1 L de agua. Se emple6 NaHCOs (ac.) para
ajustar el pH a 8. La solucién resultante se extrajo con 2 x 1 L de acetato de etilo, se sec6 sobre sulfato de sodio
anhidro y se concentr6. Esto dio como resultado 96 g (78,13 %) de (3R)-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[(2,2-
dimetoxietil)([[3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propiljcarbamoil])Jamino]propanoato de etilo como un aceite bruto
amarillo.

74



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2983950 T3

184 OBn
. F
o 0
H H
NNy NJ(N HS04, THE N Ny N/[(N
| H NBN_co,et 25°C. 16h L \=/" ®\—co,Et
84,76 %
d \
\

En un matraz de fondo redondo de 1000 ml, se colocé (3R)-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[(2,2-dimetoxietil)([[3-
(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propilJcarbamoil])Jamino]propanoato de etilo (96,00 g, 154,158 mmol, 1,00 equiv.),
THF (500,00 ml), HzSO4 (180,00 ml, 2M). La solucién resultante se agitd durante 16 h a 25 °C. Se empled NaOH (5
M) para ajustar el pH a 8. La solucic’)n resultante se extrajo con 2 x 1 L de diclorometano, se secé sobre sulfato de
sodio anhidro y se concentrd. El residuo se aplicé a una columna de gel de silice con diclorometano/metanol (50/1).
Las fracciones recogidas se combinaron y se concentraron. Esto dio como resultado 73 g (84,76 %) de (3R)-3-[4-
(benciloxi)-3-fluorofenil]-3-[2-ox0-3-[3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)propil]-2, 3-dihidro-1H-imidazol-1-

illpropanoato de etilo como un aceite amarillo.
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184 OBn OH
F
H 1% F
H N A _PA(OH),/C _
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66,75 %

En un matraz de fondo redondo de 3 L, se colocé (3R)-3-[4-(benciloxi)-3-fluorofenil]-3{2-ox0-3-[3-(5,6,7,8-tetrahidro-
1,8-naftiridin-2-il)propil]-2,3-dihidro-1H-imidazol-1-ilJpropanoato de etilo (73,00 g, 130,671 mmol, 1,00 equiv.), EtOH
(1,50 L), Pd(OH)/C (60,00 g, 427,259 mmol, 3,27 equiv.), Hz (50 atm). La solucidn resultante se agitc’) durante 72 h a
25°C. Los sdlidos se separaron por filtracion. El residuo se aplicd a una columna de gel de silice con
diclorometano/metanol (9/1). Las fracciones recogidas se combinaron y se concentraron. Esto dio como resultado
41,0415 g (66,75 %) de (3R)-3-(3-fluoro-4-hidroxifenil)-3-[2-ox0-3-[3-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)propillimidazolidin-1-iljpropanoato de etilo como un aceite amarillo.

LCMS-PH-ARP-052-0: [MS+1]+=471
Rotacion optica [a]p®®° = +37,5° (C=1 g/100 ml en MeOH)

H-RMN: (300 MHz, DMSO-ds, ppm) & 9,84 (s, 1H), 7,07 - 7,00 (m, 2H), 6,95 - 6,850 (m, 2H), 6,24 (d, 2H), 5,18 (t, 1H),
4,06 - 3,96 (m, 2H), 3,32 - 2,75 (m, 10H), 2,60 (t, 2H), 2,37 (t, 2H), 1,77 - 1,67 (m, 4H), 1,10 (t, 3

F
185 )‘ DA
Pphg
N/\N P N \{ HO-PEE LR, /\\/N
H ) THF O

OFt

A una solucién de PPhs en THF a -10 °C se afiadié gota a gota una solucién de DEAD. La mezcla se calenté a
temperatura ambiente y se afiadié a una mezcla pura del compuesto 185 y HO-PEGs-Ns, y se agit6é durante la noche.
Después, la mezcla de reaccién se concentré a presidon reducida y el residuo se purificé sobre silice eluyendo con un
gradiente de MeOH en DCM, proporcionando el compuesto 186.

R o
186 @ %\_9(_\ 187 boﬂ—o
= ¢ LiOH )3<_\

& N,
| N— 3 N R N
= N o] | N’ 3
P N 0]
NN X 1« EtOH, H,0 NN ~
OFt 30°C H o OH

Al compuesto 186 se le afiadié EtOH y HzO, seguido de LiOH. La mezcla se agitd a 30 °C durante la noche. Al finalizar,
la mezcla se neutralizé a pH = 5 usando HCl acuoso 6 M y se concentrd. El residuo se purificé mediante HPLC de
fase inversa con una columna Phenomenex Gemini C18, 50 x 250 mm, 10 um eluyendo con un gradiente de
acetonitrilo en agua que contenia 0,1 %, proporcionando el compuesto 187 (estructura 2.11c).
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Sintesis de la estructura 28c (Compuesto 118a) estructura 29¢ (Compuesto 118b), estructura 31c (Compuesto 119a)
y estructura 30c (Compuesto 119b).

N N LHMDS N N

7 S Br . 7 N ~
| + \/\/\ - | 108

. S 104 N Va
103

A una solucién de LHMDS (1,0 M en THF, 95 ml, 95 mmol) y THF (60 ml) se le afiadié una solucién del compuesto
103 (2-metil-[1,8]naftiridina (12.5 g, 86,7 mmol)) en THF (180 ml) gota a gota a -78 °C. Después de agitar durante 30
minutos, se afiadié gota a gota una soluciéon del compuesto 104 (5-bromo-1-penteno (19,4 g, 130 mmol)) en THF
(120 ml) a la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccidén se calenté a 0 °C y se agité durante 4 horas. La mezcla de
reaccion se inactivé con solucién acuosa saturada de NH4Cl (100 ml) y agua desionizada (100 ml), luego se extrajo
con acetato de etilo (2 x 400 ml). La fase organica combinada se secd sobre NaxSOq, se filtr6, se concentré y el
compuesto 105 se aislé mediante CombiFlash® eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 50-100 % en hexanos.
Rendimiento del compuesto 105: 7,93 g (43 %).

x

PhI(OAG), N, N
7

N N \ OSO4
—_—
THF

105

A una solucién del compuesto 105 (2,50 g, 11,8 mmol) en acetona (67,5 ml), agua (7,5 ml) y 2,6 lutidina (2,74 ml,
23,6 mmol) se le afladié N-éxido de 4-metilmorfolina (2,07 g, 17,7 mmol) y tetroxido de osmio (2,5 % en peso en t-
butanol, 240 g, 0,24 mmol) a temperatura ambiente. Después de agitar durante 75 minutos, se afadid
(diacetoxiyodo)benceno (5,69 g, 17,7 mmol) a la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccién se agitd durante 2 horas,
luego se inactivé con solucién acuosa saturada de tiosulfato de sodio (100 ml) y se extrajo con acetato de etilo (2 x
100 ml). La fase orgénica combinada se secd sobre Na2SOs4, se filtrd, se concentrd y el compuesto 106 se aisld
mediante CombiFlash® eluyendo con un gradiente de metanol al 0-5 % en acetato de etilo. Rendimiento del compuesto
106: 1,12 g (44 %).

107
0
0
/\OIZ N/o\
N N
& | A \o \|
x Z 106 THF, NaH

A una suspensién de hidruro de sodio (dispersidén al 60 % en aceite mineral, 0,185 g, 4,64 mmol) en THF (9 ml) se le
afiadié una solucién del compuesto 107 ((N-metoxi-N-metilcarbamoilmetil)fosfonato de dietilo) (1,06 g, 4,43 mmol) en
THF (5 ml) a 0 °C. Después de agitar durante 30 minutos, se afiadié gota a gota una solucién del compuesto 106
(0,903 g, 4,21 mmol) en THF (9 ml). La mezcla de reaccién se agité durante 10 minutos a 0 °C, luego se inactivé con
solucién acuosa saturada de NH4Cl (30 ml) y se extrajo con acetato de etilo (3 x 30 ml). La fase organica combinada
se lavd dos veces con solucién acuosa semisaturada de NaHCOs. La fase organica se seco sobre Na2SOsq, se filtré y
se concentré. Rendimiento del compuesto 108: 1,40 g (se asumié un rendimiento del 100 % y se usd en la etapa
posterior sin purificacién adicional).

ZT

A 109 A0

A una solucién del compuesto 108 (1,31 g, 4,38 mmol) en acetato de etilo (20 ml) se le afiadié Pd/C (10 % de carga,
0,466 g, 0,44 mmol). El recipiente de reaccién se presurizé con Hz a 50 PSI. Después de agitar durante 3,5 horas, la
mezcla de reaccion se filtré sobre Celite® y se aclaré con metanol. El filtrado se concentro y el compuesto 109 se aislé
mediante CombiFlash® eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 50-100 % en hexanos que contenian
trietilamina al 1 %. Rendimiento del compuesto 109: 0,833 g (62 %).
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W Boczo DIEA W

A una solucién del compuesto 109 (0,833 g, 2,73 mmol) en THF (10 ml) se le afladié DIEA (0,590 ml, 3,41 mmol) y
dicarbonato de di-terc-butilo (0,744 g, 3,41 mmol). La mezcla de reaccidén se calent6 a 50 °C durante 5 horas. La
reaccién fue incompleta basada en LC/MS y se afiadieron porciones adicionales de DIEA (0,590 ml, 3,41 mmol) y
dicarbonato de di-terc-butilo (0,744 g, 3,41 mmol). La mezcla de reacciéon se calenté a 50 °C durante 16 horas
adicionales. La mezcla de reaccién se concentrd y el compuesto 110 se aislé mediante CombiFlash® eluyendo con un
gradiente de acetato de etilo al 50-100 % en hexanos. Rendimiento del compuesto 110: 0,934 g (84 %).

+ <\:© ¥ ae

0.0
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N.__N
X

. Br nBuLi
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Z 110 /0 2. Boc,0, DIEA

A una solucién de n-butil litio (2,5 M en hexanos, 0,70 ml, 1,8 mmol) y THF (1,5 ml) se afiadi6 el compuesto 111 (5-
bromo-2-(fenilmetoxi)-piridina) (0,465 g, 1,8 mmol) como una solucién en THF (0,8 ml) gota a gota durante 3 minutos
a-78 °C. A continuacién se afiadié el compuesto 110 (0,535 g, 1,3 mmol) como una solucién en THF (1 ml). Después
de agitar durante 30 minutos, la reaccion se calenté a 0 °C, se inactivé con solucidén acuosa saturada de NH4CI (10 ml)
y se acidificé adicionalmente con HCl acuoso 6 M a un pH de 7. La mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 10 ml).
La fase organica combinada se sec6 sobre Na2SOg4, se filtrdé y se concentrd. A una solucidn de la sustancia bruta en
THF (8 ml) se le afiadié DIEA (0,94 ml, 5,4 mmol) y dicarbonato de di-terc-butilo (1,18 g, 5,4 mmol). La mezcla se agité
a 40 °C durante la noche. La mezcla de reaccién se concentré y el compuesto 112 se aislé mediante CombiFlash®
eluyendo con un gradiente de acetato de etilo al 0-40 % en hexanos. Rendimiento del compuesto 112: 471 mg (50 %).

113

DME, NaH

A una suspensién de hidruro de sodio (dispersién al 60 % en aceite mineral, 0,106 g, 2,65 mmol) en dimetoxietano
(2 ml) se le afiadié6 el compuesto 113 (fosfonoacetato de ftrietilo) (0,593 g, 2,65 mmol) como una solucién en
dimetoxietano (1 ml) a 0 °C. Después de agitar durante 20 minutos, la mezcla de reaccién se calentd a temperatura
ambiente y se afiadidé una solucién del compuesto 112 (0,467 g, 0,88 mmol) en dimetoxietano (2 ml). La mezcla de
reaccién se calentd a 70 °C durante 4 horas. La reaccién se inactivd con solucién acuosa saturada de NH4CI (10 ml)
y el producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 15 ml). La fase orgéanica se secé sobre NaxSOyq, se filtr, se concentré
y el compuesto 114 se aislé como una mezcla 1:1 de isémeros cis:trans mediante CombiFlash® eluyendo con un
gradiente de acetato de etilo al 0-30 % en hexanos. Rendimiento del compuesto 114: 392 mg (74 %.).
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A una solucién del compuesto 114 (390 mg, 0,65 mmol) en etanol (6 ml) se le afiadié Pd/C (10 % de carga, 69 mg,
0,07 mmol). El recipiente de reaccion se presurizé con Hz a 50 PSI. Después de agitar durante 4 horas, la mezcla de
reaccion se filtré sobre Celite® y se aclard con metanol. El filtrado se concentr6 y el compuesto 115 se aislé como una
10 mezcla racémica mediante CombiFlash® eluyendo con un gradiente de metanol al 0-10 % en DCM. Rendimiento del
compuesto 115: 95 mg (29 %). Se utilizé HPLC semipreparativa quiral (columna Chiralpak® AD de 250 x 21 mm, 5 um,
90/10 hexanos/EtOH, 40 ml/min) para aislar 42 mg del primer isémero R de elucién (Rt = 12-14 m, >99 % ee,
compuesto 115a) y 40 mg del segundo isémero S de elucidén (Rt = 15-18 m, >98 % ee, compuesto 115b). La identidad
de los isémeros Ry S se asigné en funcidén del orden de elucién de un compuesto estructuralmente similar informado
15 por Coleman et al. 47 J. Med. Chem. 4834 (2004).

Estructuras 28c¢ (4cido (R)-3-(6-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etoxi)piridin-3-il)-9-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
illnonanoico) y 31c (&cido (R)-3-(1-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-9-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)nonanoico)
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A una solucién del compuesto 115a (41 mg, 0,08 mmol) y N3-PEGs-OTs (61 mg, 0,16 mmol) en DMF (0,5 ml) se le
afiadié carbonato de cesio (53 mg, 0,16 mmol). La mezcla de reaccién se agité a 40 °C durante 1 hora. La mezcla de

25 reaccion se inactivé con solucion acuosa de NaHCOs (1 ml) y luego se extrajo con acetato de etilo (3 x 3 ml). La fase
organica se concentr6 a presion reducida. La mezcla bruta de regioisémeros N-y O-alquilados se usé posteriormente
sin purificacién adicional.
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A una solucién de los compuestos 116a y 117a (58 mg, 0,08 mmol, mezcla 4:6 de 9a:10a) en THF (1,0 ml) y agua
desionizada (1,0 ml) se le afiadi6 hidréxido de litio (6 mg, 0,25 mmol). La mezcla de reaccidon se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora y después a 35 °C durante 2 horas. Se afiadié una porcién adicional de hidréxido de litio
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(4 mg, 0,16 mmol) y la temperatura de reaccién se aumentd a 40 °C. Tras agitar durante 3 horas, se afiadié una
porcién final de hidréxido de litio (4 mg, 0,25 mmol, 16 mg en total, 0,66 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 50 °C
durante 3 horas. La mezcla de reaccion se acidificé a un pH de 7 con HCI acuoso 6 N y se concentré a presion
reducida. Los regioisdbmeros, compuestos 118a y 119a, se separaron mediante CombiFlash® eluyendo con un
gradiente de metanol al 0-5% en DCM que contenia acido acético al 0,5%. El compuesto 118a se purificd
adicionalmente mediante HPLC de fase inversa (Thermo Scientific™ Aquasil™ C18, 250 x 21,2 mm, 5 um, 20 mi/min,
TFA al 0,1 % en agua/ACN, elucién en gradiente), proporcionando 13 mg del compuesto 118a (estructura 28¢). El
compuesto 119a se purificé en las mismas condiciones, proporcionando 16 mg del compuesto 119a (estructura 31c).

Estructuras 29c¢ (acido (S)-3-(6-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etoxi)piridin-3-il)-9-(5,8,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)nonanoico) y 30c (&cido (S)-3-(1-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etil)-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-il)-9-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)nonanoico)
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A una solucién del compuesto 115b (40 mg, 0,08 mmol) y N3-PEGs-OTs (58 mg, 0,16 mmol) en DMF (0,5 ml) se le
afiadié carbonato de cesio (51 mg, 0,16 mmol). La mezcla de reaccion se agitd a 40 °C durante 30 minutos. La mezcla
de reaccion se inactivd con solucién acuosa de NaHCOs (1 ml) y luego se extrajo con acetato de etilo (3 x 3 ml). La
fase organica se concentré a presién reducida. La mezcla bruta de regioisémeros N- y O-alquilados se usé
posteriormente sin purificacién adicional.
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A una solucién de los compuestos 116b y 117b (56 mg, 0,08 mmol, mezcla 4:6 de 9a:10a) en THF (0,75 ml) y agua
desionizada (0,75 ml) se le afiadié hidréxido de litio (6 mg, 0,25 mmol). La mezcla de reaccién se agit6é a 45 °C durante
2,5 horas. Se afiadié una porcién adicional de hidréxido de litio (6 mg, 0,25 mmol) y la mezcla de reaccién se agité
durante 2,5 horas. La temperatura de reaccién se redujo a 35 °C y la mezcla se agit6é durante la noche. La mezcla de
reaccién se acidificé a pH =7 con HCl acuoso 6 N y se concentrd a presidn reducida. Los regioisémeros, compuestos
118by 119b, se separaron mediante CombiFlash eluyendo con un gradiente de metanol al 0-5 % en DCM que contenia
acido acético al 0,5 %. El compuesto 118b se purificé adicionalmente mediante HPLC de fase inversa (Thermo
Scientific™ Aquasil™ C18, 250 x 21,2 mm, 5 um, 20 ml/min, TFA al 0,1 % en agua/ACN, elucién en gradiente),
proporcionando 14 mg del compuesto 118b (estructura 29c). El compuesto 119b se purific6 en las mismas
condiciones, produciendo 18 mg del compuesto 119b (estructura 30c).

Sintesis de la estructura 32c (acido (R)-3-(4-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)-3-fluorofenil)-3-(N-metil-5-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)pentanamido)propanoico)
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Al compuesto 120 (2,75 g, 11,94 mmol) en tolueno (80 ml) sobre tamices 3 A se le afiadié el compuesto 121 (5,79 g,
47,78 mmol), seguido de PPT (300 mg, 1,19 mmol) y luego AcOH (683 uL, 11,94 mmol). La reaccién se llevé a reflujo
durante la noche. Una vez completada, la reaccidn se inactivé mediante la adicién de bicarbonato de sodio saturado.
La capa organica se diluy6 con 2 volimenes de acetato de etilo, se separé y se filtrd sobre sulfato de sodio. El producto
se aisl6 sobre silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo (0-30 %) en hexano para proporcionar 2,054 g

(54 %).
122 123 l\

g )\L :
H
Acetato de etilo
THF

A DIA (2,85 ml, 20,33 mmol) en THF (15 ml) a -78 °C se le afiadid gota a gota una solucién 2,5M de n-BuLi (7,76 ml,
19,41 mmol). La agitacién se continué durante 5 minutos a -78 C y se afladi6 acetato de etilo (1,81 ml, 18,48 mmol)
gota a gota. La agitacién se continu6 durante 10 minutos adicionales a -78 °C y se afiadid gota a gota una soluciéon de
triisopropéxido de cloro titanio (9,27 ml, 38,381 mmol) en THF (10 ml). La agitacién continu6é durante 15 minutos
adicionales a -78 °C y se afiadi6 gota a gota una solucién del compuesto 122 (2,054 g, 6,16 mmol) en THF (10 ml). La
agitacién continud durante 1,5 horas a -78 °C. Al finalizar, la reaccién se inactivé mediante la adicién de bicarbonato
de amonio saturado. La suspensién se diluyé con 6 volimenes de acetato de etilo y la capa orgénica se separd, se
sec6 sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd. El producto se aislé sobre silice eluyendo con un gradiente de
acetato de etilo en hexanos para proporcionar 1,043 g (53 %).
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Al compuesto 123 (1,043 g, 2,47 mmol) agitando en MeOH (3 ml) se le afiadié una solucién de HCI 4M en dioxano
(3,09 ml, 12,37 mmol). Una vez completada la desproteccion, la solucién se diluyé con agua (8 ml) y se lavé dos veces
con éter dietilico (6 ml). La capa acuosa se ajustd posteriormente a un pH de 11 con hidréxido de sodio. El precipitado
se extrajo con acetato de etilo y los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y
se concentraron, obteniéndose 0,616 g (78,5 %) del producto 124 que se usé sin purificacién adicional.

125 126

Al compuesto 125 (92,1 mg, 0,275 mmol) en THF (1,5 ml) a 0 °C se le afiadié DCC (68,1 mg, 0,331 mmol). Después
de 5 minutos, se anadlo PNP (106 1 mg, O 331 mmol), se retlro el bafio de hielo y se contlnuo agltando durante 1 hora.
Al finalizar, Ia suspension se enfrié a -20 °C durante 1 hora y el precipitado se retiré por filtracién. El sobrenadante se
concentré para proporcionar 129 mg (103 %) de sustancia bruta 126 que posteriormente se utilizé sin purificacién
adicional.
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124 127

Una mezcla que contenia el compuesto 124 (148,6 mg, 0,468 mmol) y carbonato de potasio (129 mg, 0,937 mmol) en
DMF (2 ml) se traté con yoduro de metilo (66,5 mg, 0,468 mmol) y se agitd a 50 °C durante 3 horas. Una vez
completada la alquilacién, todas las sustancias volatiles se retiraron y el producto se aislé sobre silice eluyendo con
un gradiente de acetato de etilo en hexanos, cada uno tamponado con TEA al 1 %, para proporcionar 94,6 mg (61 %).

127 128 OH
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Al compuesto 127 (94,5 mg, 0,285 mmol) en DMF (2 ml) se le afiadié DIEA (149 uL, 0,856 mmol) seguido del
compuesto 126 (129,9 mg, 0,285 mmol) y la mezcla se agitd durante 1 hora a 80 °C. Al finalizar, todas las sustancias
volatiles se retiraron y la sustancia bruta se disolvié en MeOH, se traté con paladio sobre carbono al 10 % (20 mg) y

el matraz se cargd con 60 PSI de hidrégeno. Al finalizar, la suspensién se filtré. El sobrenadante se concentré y el
producto bruto obtenido se utilizé posteriormente sin purificacién adicional.
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Una mezcla que contenia el compuesto 128 (159 mg, 0,285 mmol), Bromo-PEGz-Azida (74,7 mg, 0,314 mmol) y
carbonato de cesio (204 mg, 0,627 mmol) en DMF (2 ml) se calenté a 60 °C durante 2 horas. Al finalizar, todas las
sustancias volatiles se retiraron y la sustancia bruta se traté con HCI 4 M en dioxano (0,5 ml, 2 mmol) y se calentd a
40 °C durante 3 horas. Al finalizar, se retiraron todas las sustancias volatiles. La sustancia bruta se suspendié en una
mezcla de THF (1 ml), MeOH (1,5 ml) y H20 (1,5 ml), se traté con hidréxido de litio (83,5 mg, 3,48 mmol) y se calenté
a 40 °C durante 16 horas. Al finalizar, el pH se ajustd a 3 con TFAy el producto se aisl6 por separacién en una columna
Phenomenex® Gemini® C18 (21,2x250 mm, 5 micrometros) eluyendo con un gradiente de acetonitrilo en agua que
contenia TFA al 0,1 % para proporcionar 33,1 mg (20 %).

Sintesis de la estructura 33c (acido (R)-1-azido-13-(3-fluoro-4-metoxifenil)-12-(5-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)pentanoil)-3,6,9-trioxa-12-azapentadecan-15-0ico)

130 131
H H 9
FD/KO t-butilsulfinamida Fj@)\\N/S-:,K
™~ ACoH ~
© Tolueno S

Una mezcla que contenia el compuesto 130 (1,5 g, 9,73 mmol), (R) t-butil sulfinamida (2,36 g, 19,46 mmol) y AcOH
(0,14 ml) en tolueno (45 ml) se sometié a reflujo en un matraz equipado con una trampa Dean-Stark durante 16 horas.
Una vez completada, la reaccién se inactivd mediante la adicién de bicarbonato de sodio saturado. La capa orgénica
se separd, se secd sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentrd. El producto se aislé mediante separacién sobre
silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos para proporcionar 1,714 g (68,4 %).
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Acetato de etilo
THF

A DIA (3,056 ml, 21,80 mmol) en THF (18 ml) a -78 °C se le afiadi6 gota a gota una solucién 2,5M de n-BuLi (8,324 ml,

20,81 mmol). La agitacién se continué durante 5 minutos a -78 °C y se afiadi6é gota a gota acetato de etilo (1,94 ml,
10 19,82 mmol). La agitacién se continué durante 10 minutos adicionales a -78 °C y se afiadié gota a gota una solucidn

de triisopropéxido de cloro titanio (9,94 ml, 41,62 mmol) en THF (10 ml). La agitacién continué durante 15 minutos
adicionales a -78 °C y se afiadié gota a gota una solucién del compuesto 131 (1,70 g, 6,61 mmol) en THF (12 ml). La
agitacién continud durante 1,5 horas a -78 °C. Al finalizar, la reaccién se inactivé mediante la adicién de bicarbonato
de amonio saturado. La suspensién se diluyé con 7 volimenes de acetato de etilo y la capa orgénica se separd, se
sec6 sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd. El producto se aislé sobre silice eluyendo con un gradiente de
acetato de etilo en hexanos para proporcionar 0,984 g (43 %).

15

LO 132 O/ 133

Fjéi e

P — =

Dioxano, EtOH /-\)j\ AN
HoN 0

20 Al compuesto 132 (0,975 g, 2,82 mmol) en EtOH (6 ml) a 0 °C se le afiadié HCI 4 M (2,12 ml, 8,47 mmol) en dioxano
y se agitd durante 30 minutos. Una vez completada, la reaccién se diluyd con agua (15 ml) y se lavd con éter dietilico.
La capa organica se separd y el pH de la capa acuosa se ajusté a 12 con hidréxido de sodio. La capa acuosa se lavd
con 5 volumenes de acetato de etilo y la capa organica se separd, se filtré sobre sulfato de sodio y se concentré. El

producto se aisl6 mediante separacién sobre silice eluyendo con un gradiente de acetato de etilo en hexanos que
25 contenian TEA al 1 % para proporcionar 0,434 g (64 %).

133 134 fo\/ﬁNa

HN
‘ BN STAB-H ~ l X
O e} 0 CHO-PEGS-N- \O 7 o )

K THF

A una mezcla del compuesto 133 (0,120 g, 0,497 mmol) y PEG (0,151 g, 0,696 mmol) en THF (2 ml) sobre tamices

~o

30 moleculares de 3 A se le afladié STAB-H (0,253 g, 1,19 mmol) y la suspensién se agité durante 16 horas a temperatura
ambiente. Una vez completada, la reaccién se inactivd mediante la adicién de bicarbonato de sodio saturado y la
sustancia bruta se extrajo con tres porciones de acetato de etilo. Los extractos organicos separados se combinaron,
se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron. La sustancia bruta obtenida se utilizé posteriormente
sin purificacién adicional.

35

~o

125 134 O\/\}NB 135
_hHATU H 7 779
1 -
N N\ N/\)kOH
|)DMF DIEA |
iiy TFA &

0.
iii) LiOH L$/ \A;\N3

El compuesto 134 (0,200 g, 0,597 mmol) en DMF (2 ml) se traté con HATU (0,227 g, 0,597 mmol) y se agité durante
5 minutos. Al éster activado se le afiadi6 DIEA (0,259 ml, 1,49 mmol) seguido del compuesto 125 (0,220 g,
40 0,497 mmol) en DMF (1 ml) y la mezcla resultante se agité durante 1 hora. Todas las sustancias volatiles se retiraron
y la sustancia bruta resultante se traté con TFA puro (3,8 ml) y se agité durante 3 horas a 40 °C. Una vez completada
la eliminacién de BOC, todas las sustancias volétiles se retiraron y la sustancia bruta se suspendié en una mezcla de
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THF (4 ml), agua (8 ml) y MeOH (8 ml). La mezcla resultante se traté con LiOH (71,6 mg, 2,98 mmol) y se calent6 a
40 °C durante 16 horas. Al finalizar, el pH se ajusté a 3 con TFA y el producto se aislé por separacidén en una columna
Phenomenex® Gemini® ¢18 (21,2x250 mm, 5 micrémetros) eluyendo con un gradiente de acetonitrilo en agua que
contenia TFA al 0,1 % para proporcionar 56,2 mg (18 %, 3 etapas).

Sintesis de la estructura 34c (4cido (S)-1-azido-13-(3-fluoro-4-metoxifenil)-12-(5-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-
il)pentil)-3,6,9-trioxa-12-azapentadecan-15-0ico)

136 137

Gy O O O
O UBH_;

N | N\ O/ V/\"/\Oh
P

El compuesto 136 (0,500 g, 1,45 mmol) en una mezcla de THF (9,0 ml) y MeOH (0,5 ml) a 0 °C se tratd con borohidruro
de litio (94,5 mg, 4,34 mmol). Se retiré el enfriamiento y se continué agitando hasta que ces6 el desprendimiento de
gas. La mezcla de reaccic’)n se diluy6 con 5 volimenes de EtOAc. La capa organica se lavé con bicarbonato de amonio,
se secé sobre sulfato de sodio, se filtr6 y se concentrd. El producto se aislé6 mediante elucién sobre silice usando un
gradiente de acetato de etilo en hexanos para proporcionar 309 mg (67 %).

137 138

Qe O OO
Y we Y
N N N
N | N NNGH DCM ! = 0

= P
A una solucién que contenia el compuesto 137 (0,305 g, 0,952 mmol) en DCM (9 ml) a 0 °C se le afiadi6 reactivo de
Martin en varias porciones. Se afiadieron varias gotas de agua, se retiré el enfriamiento y la reaccién se agité durante
3 horas. Al finalizar, la mezcla se lavé con bicarbonato de sodio saturado y luego con tiosulfato de sodio saturado. La

fase organica separada se secd sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré. El producto 138 se separ6 sobre silice
eluyendo con un gradiente de MeOH en DCM para proporcionar 140 mg (46 %).

139 ]

OO
Fm - Y I
N N NG
X N O
\O 0 0 138 | H

A una mezcla que contenia el compuesto 1 (85,2 mg, 0,353 mmol) y 138 (134,9 mg, 0,424 mmol) en THF (2,5 ml)
sobre tamices moleculares de 3 A se le afiadié STAB-H (0,150 g, 0,706 mmol) y la suspensién resultante se calenté a
40 °C durante 16 horas. Al finalizar, la reaccién se diluyd con 5 volimenes de acetato de etilo y se traté con bicarbonato
de sodio saturado. La capa organica se separd, se seco sobre sulfato de sodio, se filtrd y se concentrd. El producto se
aislé mediante separacién sobre silice eluyendo con un gradiente de MeOH en DCM que contenia TEA al 1 % para
proporcionar 64 mg (33 %).

= i) NaBH,CN H z
N._N Py — N. N /\)J\
N N O . = N OH
WH i) Ald-PEG3-N; | %/o
% ii) HCI F
iy LIOH \%\N3
A una mezcla que contenia el compuesto 140 (60 mg, 0,110 mmol), Ald-PEG 3-Ns (71,9 mg, 0,331 mmol) y AcOH

(3 WL, 0,0276 mmol) en MeOH (1 ml) sobre tamices moleculares de 3 A se le afiadié cianoborohidruro de sodio
(28,9 mg, 0,276 mmol) y la reaccién se agitd a 40 °C durante 3 horas. Una vez completada, la mezcla se enfri6a 0 °C,
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se afiadié agua (0,15 ml) y la solucidn se acidificé a un pH de 7 usando HCI (4M) en dioxano. Todo el metanol se retird
posteriormente, se afladié HCI 4 M (0,138 ml, 0,552 mmol) en dioxano y la mezcla se agité a 40 °C durante 2 horas.
Una vez completada la eliminacién de BOC, todas las sustancias volatiles se retiraron y la sustancia bruta se suspendid
en una mezcla de THF (1 ml), agua (2 ml) y MeOH (2 ml) y se trat6é con hidréxido de litio (26,5 mg, 1,104 mmol). Una
vez completada la eliminacién del éster, el pH se ajustd a 3 mediante la adicién de TFA y el producto se aislé mediante
separacion en una columna C18 Phenomenex® (21,2x250 mm) eluyendo con un gradiente de acetonitrilo en agua que
contenia TFA al 0,1 % para proporcionar 16,4 mg (24 %, 3 etapas).

Sintesis de la estructura 36¢ (acido (S)-3-(4-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etoxi)-3-fluorofenil)-9-(5,6,7,8-tetrahidro-
1,8-naftiridin-2-il)nonanoico)

0 H,SO, o]

MOH MO\
DCM: MeOH [1:2.5]

o) o)
141

A una solucién de acido 6-oxoheptanoico (9,74 g, 68 mmol) en DCM (30 ml) y MeOH (75 ml) se le afiadié H2SO4 conc.
(0,18 ml, 3,4 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reacciéon se sometié a reflujo durante la noche. A
continuacion, la mezcla de reaccién se concentr6é hasta obtener un aceite, se redisolvié en DCM (150 ml) y se lavd
con NaHCOs sat. ac. (2 x 40 ml) y salmuera (40 ml). La capa organica se secé sobre NaxSOq, se filtrd y se concentré.
El producto se utilizé en la siguiente etapa sin purificacién adicional. Rendimiento del compuesto 141: 10,2 g (95 %).
"H RMN(400 MHz, DMSO-d6): & 3,58 (s, 3H), 2,43 (t, 2H), 2,29 (t, 2H), 1,46 (m, 4H).

0]
N NH M’I/\WO\ 0
= CHO L-prolina, EtOH . P 142

A una solucién del compuesto 141 (10,2 g, 65 mmol) y 2-amino-3-formilpiridina (7,89 g, 65 mmol) en EtOH (80 ml) se
le afiadid L-prolina (3,72 g, 32 mmol). La mezcla de reaccién se sometid a reflujo durante la noche. Después, la mezcla
de reaccién se concentrd, se disolvié en EtOAc (50 ml) y se lavd con agua (3 x 30 ml). La fase organica se sec6 sobre
Naz2804, se filtrd y se concentrd. El residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de silice como fase
estacionaria y se eluy6 con un gradiente de EtOAc en DCM (10-100 %). Rendimiento del compuesto 142: 6,08 g
(39 %). Masa calculada para C14H1sN202 [M+H]*: 245,13, hallado: 245,21.

0 0
N. _N P Pd/C, H, H
’d | N - | N O
N
142 & 143

A una solucién del compuesto 142 (6,08 g, 24,9 mmol) en MeOH (50 ml) se le afiadié Pd/C (10 % de carga, tipo
Degussa, 1,99 g, 1,87 mmol). El matraz de reaccion se cargd con nitrégeno, se evacud y se rellend con nitrégeno tres
veces. Este proceso se repitié con hidrégeno, y el recipiente de reaccién se cargé finalmente con hidrégeno (1 atm) y
se agitdé durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se filtré sobre Celite®, la almohadilla se
enjuagé con MeOH y el filtrado se concentrd. El producto, compuesto 143, se usé en la siguiente etapa sin purificacién
adicional asumiendo un rendimiento del 100 %. Masa calculada para C14H20N202 [M+H]*: 249,16, hallado: 249,08.

MeO™ | ~OM H 2 9
) A 1
N N\ O/ nBulLi | OMe
| Z 144
= 143 THF

A una solucién de metilfosfonato de dimetilo (12,3 g, 100 mmol) en THF anhidro (120 ml) se le afiadi6é una solucién de
n-BuLi (2,5 M en hexanos, 40 ml, 100 mmol) mediante una bomba de jeringa durante 1 h a -78 °C. Se afiadié una
solucién del compuesto 143 (6,175 g, 24,9 mmol) en THF (40 ml) a la mezcla de reaccién durante 45 m a -78 °C.
Después de agitar durante 20 m a -78 °C, la mezcla de reaccion se inactivé con solucién de NH4Cl sat. ac. (200 ml),
se calent6 a ta y se extrajo con EtOAc (400 ml). La capa organica se lavd con agua (200 ml) y salmuera (200 ml). La
fase orgénica se separo, se seco sobre Na2SOs, se filtréd y se concentrd. El producto se utilizdé en la siguiente etapa
sin purificacién adicional. Rendimiento del compuesto 144: 7,86 g (93 %). Masa calculada para C1sH2sN204P [M+H]*:
341,17, hallado: 341,17.
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Una suspension de 3-fluoro-4-(fenilmetoxi)-benzaldehido (0,38 g, 1,65 mmol), compuesto 144 (0,67 g, 1,98 mmol) y
carbonato de potasio anhidro (0,547 g, 3,96 mmol) en THF (13,5 ml) se sometié a reflujo durante la noche. Se
afiadieron 3-fluoro-4-(fenilmetoxi)-benzaldehido (0,19 g, 0,83 mmol) y carbonato de potasio (0,23 g, 1,65 mmol)
adicionales y la mezcla de reaccién se sometié a reflujo durante 4 h adicionales. La mezcla se diluyé con EtOAc
(100 ml) y se lavd con agua (30 ml) y salmuera (30 ml). La fase organica se separd, se seco sobre NaxSOq, se filtré y
se concentrd. El residuo se purific6 mediante CombiFlash usando gel de silice como fase estacionaria y se eluy6 con
un gradiente de MeOH en DCM (0-10 %). Rendimiento del compuesto 145: 446 mg (61 %). Masa calculada para
Ca2sH20FN202 [M+H]™: 445,23, hallado: 445,41.

H @ NN OH/ F
N | N P . R-BINAL M >
1 THF, -78C F 146 OBn

OBn

Preparacién de R-BINAL: A una suspension de LAH (0,396 g, 10,4 mmol, 0,98 eq) THF seco (34 ml) se le afiadié
EtOH (0,492 g, 10,65 mmol, 1,00 eq) como una solucién en THF (3,2 ml) durante 10 m mientras se mantenia una
temperatura interna < 35 °C. Después de envejecer durante 30 m, se afiadié R-BINOL (3,05 g, 10,65 mmol, 1,00 eq)
como una solucién en THF (10 ml), manteniendo una temperatura interna < 35 °C (aprox. 10 minutos). Después de
agitar durante 2 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se enfrié en un bafio de hielo seco/acetona a -78 °C.

El compuesto 145 (1,18 g, 2,65 mmol) se secé azeotrdpicamente con tolueno anhidro (50 ml) y se disolvidé en THF anhidro
(12 ml). La solucién del compuesto 145 se afiadi6 gota a gota a la solucién de R-BINAL mediante una bomba de jeringa
durante 45 ma -78 °C. Después de 1,5 h, el recipiente de reaccién se transfirié a un depésito muy grande, se llené con
hielo seco/acetona y se cubrié con papel de aluminio. La mezcla de reaccidn se agitd ON a -78 °C. La mayor parte de la
reduccidén se produjo dentro de las primeras 1,5 h con solo una pequefia cantidad de conversién adicional durante la
noche. La reaccién se inactivd mediante la adicién de soluciéon de NH4Cl sat. ac. (150 ml) y se calent6 a temperatura
ambiente. La mezcla se acidificé adicionalmente a pH =7 usando HCI 6 N y luego se extrajo con EtOAc (2 x 250 ml). La
fase organica combinada se lav6 con agua (125 ml) y salmuera (125 ml). La fase orgénica se secd sobre NaxSOq, se
filtré y se concentrd. El residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de silice como fase estacionaria y se eluyé
con un gradiente de MeOH en DCM (0-5 %). Rendimiento del compuesto 146: 634 mg (53 %). La pureza quiral se
determind mediante HPLC quiral analitica, columna Chiralpak AD-H de 4,6 x 250 mm, 5 micrémetros, EtOH, 0, 1 % de,
dietilamina isocratica, 1,75 ml/min. El primer isémero R eluyente tenia una pureza del 86 % en area, lo que corresponde
al 72 % ee. El compuesto 6 se purificé adicionalmente mediante HPLC semipreparativa quiral (CHIRALPAK AD-H 21,2
x 250 mm, 5 micrémetros, EtOH, 0,1 % de dietilamina, 20 ml/min). Rendimiento final del compuesto 146: 445 mg (98 %
ee). Masa calculada para CasHz1FN202 [M+H]*: 447,25, hallado: 447,30.

o O 0O O
y OH HOMOMe H OJ\/U\QMe
NN AN F bcc, bmap N |N\ o F
| F 146 OB & 147 0Bn

A una solucién del compuesto 146 (0,325 g, 0,73 mmol) y éster monometilico del acido malénico (0,103 g, 0,87 mmol)
en DCM (3 ml) se afiadi6é una solucién de DMAP (9 mg, 0,073 mmol) en DCM. La mezcla se enfrié a 0 °C y se afiadié
DCC (0,180 g, 0,87 mmol). El bafio de refrigeracion se retird y la reaccidén se agité a TA. La mezcla de reaccién se
diluyé después con DCM (10 ml) y se filtrd. El filtrado se concentrd y se purific6 mediante CombiFlash usando gel de
silice como fase estacionaria, eluyendo con un gradiente de MeOH (0-5 %) en DCM. Rendimiento del compuesto 147:
142 mg (37 %). Masa calculada para Cs2HssFN2Os [M+H]": 547,26, hallado: 547,58.
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A una solucién del compuesto 147 (0,232 g, 0,42 mmol) en NMP (0,5 ml) se le afladié N, O-bis(trimetilsilillacetamida (0,229 g,
1,12 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se calenté a 60 °C durante 30 m. Se afiadié salmuera (58 pL) en dos
porciones durante 5 m. A continuacion, la mezcla de reaccién se calenté a 90 °C durante 3 h y, a continuacién, a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc (12 ml) y se lavd con agua (3 ml). La capa acuosa
se extrajo de nuevo con EtOAc (12 ml). La capa organica combinada se concentré. El residuo se purificé mediante
CombiFlash usando gel de silice como fase estacionaria y se eluy6 con un gradiente de MeOH en DCM. Rendimiento del
compuesto 148: 140 mg (66 %). Masa calculada para Ca1HasFN20s [M+H]": 503,27, hallado: 503,29.

H H
N N
| N ™ OMe Pd/C, H, N | N\ OMe

& 148 EtOH = 149

A una solucién del compuesto 148 (0,169 g, 0,34 mmol) en EtOH (3 ml) se afiadié una suspensioén de Pd/C (10 % de
carga, 36 mg, 0,034 mmol) en EtOH (1 ml). El recipiente de reaccién se presurizé y se purgé con hidrégeno tres veces.
El recipiente de reaccién se represurizé a 55 psi durante 3 h. La mezcla de reaccién se diluyd con MeOH (5 ml) y se
filtré. El filtrado se concentré y el producto, el compuesto 149, se usé en la siguiente etapa sin purificacién adicional,
suponiendo un rendimiento del 100 %. Masa calculada para C24Hs1FN20Os [M+H]": 415,24, hallado: 415,07.

OH O/\/O\/\O/\/O\/\N3

F\©o

H H H z
F Cs,CO N._N
N Ny OMe 273 | > OMe
|/ 149 DMF = 150
N3-PEG4-TOS

A una solucién del compuesto 149 (139 mg, 0,34 mmol) y tosilato de azido-PEG4 (0,188 mg, 0,50 mmol) en DMF
(2,5 ml) se le afladié carbonato de cesio (164 mg, 0,50 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a 40 °C durante 1 h
y a continuacién se inactivé con solucién de NaHCOs sat. ac. (3 ml). La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 10 ml). La
fase organica combinada se lavé con agua (2 x 5 ml). La fase orgéanica se sec6 sobre NaxSOq, se filtrd, se concentré
y se usd en la siguiente etapa sin purificacién adicional. Masa calculada para Cs2HasFNsOs [M+H]": 616,35, hallado:
616,90.

O. Q
O/\/O\/\O/\/o\/\NZ O/\/ \/\0/\/ \/\N3
F\© F t

= 0 H T 0

H H LiOH N N

N N,

= OMe > | = OH
' P 150 THF/agua P> 151

A una solucién del compuesto 150 (0,207 mg, 0,34 mmol) en THF (1,5 ml) y agua (1,5 ml) se afiadi6 hidréxido de litio
(0,040 g, 1,68 mmol). La mezcla de reaccién se calent6é a 40 °C durante la noche. A la mafiana siguiente, la mezcla
de reaccién se acidific6 con HCI6 N a pH =7 y se concentré a presién reducida. El residuo se disolvié en ACN al 35 %
en HzO, TFA al 0,1 %y se purificd mediante RP-HPLC (Thermo Aquasil C18, 250 x 21 mm, 5 ym, 20 ml/min, gradiente
de ACN en H20 que contenia TFA al 0,1 %). Rendimiento del compuesto 151 (SM 36): 125 mg (52 % en 3 etapas).
Masa calculada para Cs1HaFNsOs [M+H]™: 602,34, hallado: 602,85.
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Sintesis de la estructura 37c (acido (S)-3-(4-(2-(2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etoxi)etoxi)-3-fluorofenil)-3-(5-(5,6,7,8-
tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)pentanamido)propanoico)

171
169 170

= DMF, DIEA B
| P 9 W”/\)J\O/\
NN /

El compuesto 169 (90 mg, 0,268 mmol) en DMF (1,5 ml) se traté con HATU (112 mg, 0,295 mmol) y se agité durante
5 minutos. Posteriormente se afiadié una mezcla que contenia el compuesto 170 (94 mg, 0,295 mmol) y DIEA
(0,154 ml, 0,884 mmol) en DMF (0,5) y se continu6 agitando durante 1 hora. Al completarse, se retiraron todas las
sustancias volatiles y el compuesto 171 se aisl6 mediante separacién sobre silice eluyendo con un gradiente de MeOH
en DCM, proporcionando 123 mg (72 %).

0O o \‘/ F
Y % E HATU 0w 0
NN on s Y 0 7 s

171 172
(0] OH
\I/ ©/F \|/ ©/F
Pd/C 10 %
0.0 0.0
Y o ¥ o MaOH Y 0o ¥ o
NNy, N/\)'I\O/\ N N N/\)I\O/\
| H | H

Se cargd una suspension que contenia paladio sobre carbono al 10 % (21 mg, 0,0194 mmol) y el compuesto 171
(123 mg, 0,194 mmol) en MeOH (2 ml) con hidrégeno a 60 PSI y se agité durante 1 hora. Una vez completada, la
suspension se filtré sobre Celite® y se concentré para proporcionar 88 mg (83 %) de sustancia bruta que se usé
posteriormente sin purificacién adicional.

172 173

on 0/‘\./C'\,/\Qf"\/"*'\/\N3
F
F S
“ = BrPEGyN; - |
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H s
o »

Una suspensién que contenia el compuesto 172 (87 mg, 0,160 mmol), Br-PEGs-Ns (50 mg, 0,176 mmol) y carbonato
de cesio (115 mg, 0,352 mmol) en DMF (1 ml) se calenté a 60 °C y se agitd durante 2 horas. Al completarse, se
retiraron todas las sustancias volatiles y el compuesto 173 se aislé mediante separacién sobre silice eluyendo con un
gradiente de MeOH en DCM, proporcionando 91 mg (76 %).

173 174

O/\/O\/\O/\/O\/\Ns O/\/O\/\O/\/O\/\N3

F F

o Nog
w\/\/u\ /\)I\ " LIOH w\/\/‘L /\/U\
El compuesto 173 (50 mg, 0,067 mmol) en dioxano (0,5 ml) se tratd con una solucién de HCI 4M (0,671 mmol,
0,168 ml) en dloxano y se aglto a 40 °C durante 3 horas. Al flnallzar se retiraron todas las sustancias volétiles. La
sustancia bruta se disolvié en una mezcla de H20 (0,4 ml), THF (0,2 ml) y MeOH (0,4 ml), se traté con LiOH (8 mg,
0,356 mmol) y se agité a 40 °C durante 16 horas. Al finalizar, el pH se ajustd a 3 con TFA y el producto se aislé por

separacién en una columna Phenomenx Gemini C18 (21,2x250 mm, 5 micrémetros) eluyendo con un gradiente de
acetonitrilo en agua que contenia TFA al 0,1 % para proporcionar 25 mg (60 %, 2 etapas).
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Sintesis de la estructura 38c (acido (S)-3-(2-(3-((2-(2-(2-azidoetoxi)etoxi)etil)amino)-3-oxopropil)pirimidin-5-il)-9-
(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)nonanoico) y la estructura 39c¢ (acido (S)-3-(2-(1-azido-12-oxo0-3,6,9-trioxa-13-
azahexadecan-16-il)pirimidin-5-il)-9-(5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-il)nonanoico)

)L |

NTON iPrMgBr NN
\/ H/
CuCN-2LiCl
Br Br
/\/Br

152

A una solucién de 5-bromo-2-yodo-pirimidina (8,00 g, 28,1 mmol) en THF anhidro (95 ml) se le afiadié una solucidn
de i-PrMgBr en THF (0,75 M, 56 ml, 42,0 mmol) a -78 °C mientras se mantenia una temperatura interna < -70 °C
(aprox. 15 m). La solucién resultante se agité a continuacién durante 15 minutos antes de afadir solucién de
CUuCN-e<2LiCl en THF (1 M, 31 ml, 31,0 mmol) y a continuacién bromuro de alilo (5,10 g, 42 mmol) como una solucién
en THF (10 ml). La mezcla de reaccién se calenté a temperatura ambiente y se agité durante 1 h. La mezcla de
reaccién se inactivd con MeOH (40 ml) y se concentré. El residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de
silice como fase estacionaria y se eluy6 con un gradiente de EtOAc en hexanos (0-20 %). Rendimiento del compuesto
152: 4,13 g (74 %). Masa calculada para C7H7BrN2 [M+H]*: 198,99, hallado: 199,05.

OH

NN 9-BBN X

| NN
=

H) NaBO; K%
Br Br
152 153

A una solucién del compuesto 152 (7,70 g, 38,7 mmol) en THF (115 ml) se le afiadié una solucién de 9-BBN en THF
(0,5M, 131 ml, 65,8 mmol) a 0 °C durante 30 m. La mezcla de reaccién se calenté a temperatura ambiente y se agitd
durante la noche. A la mezcla de reaccién se le afiadié una suspensiéon de NaHCOs (48,7 g, 580 mmol) en agua
(100 ml) seguido de una suspensién de NaBOs monohidrato (46,3 g, 464 mmol) en agua (100 ml) a O °C. El bafio de
enfriamiento se retir6 y la mezcla se agité vigorosamente durante 1 h. La mezcla de reaccién se transfirié a un embudo
de decantacién y las capas se separaron. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (200 ml). Las fases orgéanicas se
combinaron y se lavaron con salmuera (100 ml). La capa de salmuera se extrajo de nuevo con EtOAc (100 ml). La
fase orgénica combinada se sec6 sobre Na2SOs, se filtrd y se concentrd para proporcionar ~15 g de aceite amarillo
bruto. La sustancia bruta se purific6 mediante CombiFlash usando gel de silice como fase estacionaria y se eluyé con
un gradiente de EtOAc en hexanos (50-100 %). Rendimiento del compuesto 153: 3,44 g (41 %). Masa calculada para
C7HoBrN20 [M+H]": 217,00, hallado: 216,97.

OH OTBDPS
TBDPS-CI H
NN NTSN
V Imidazol, DCM H\%
Br Br
153 154

A una solucién del compuesto 153 (3,44 g, 15,8 mmol) en DCM (40 ml) se afiadié imidazol (1,73 g, 25,4 mmol) y una
solucién de TBDPSCI (5,23 g, 19,0 mmol) en DCM (12 ml) a 0 °C. La reaccidn se calent6 a temperatura ambiente y
se agité durante la noche. La mezcla de reaccién se diluyé con DCM (75 ml) y se lavé con agua (50 ml) y salmuera
(50 ml). La capa orgéanica se sec6 sobre Na2SOsq, se filtrd y se concentré. El residuo se purificé mediante CombiFlash
usando gel de silice como fase estacionaria y se eluyd con un gradiente de EtOAc (0-8 %) en hexanos. Rendimiento
del compuesto 154: 5,56 g (77 %). Masa calculada para C23H27BrN20Si [M+H]": 455,12, hallado: 455,44.
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A una solucién del compuesto 154 (6,07 g, 13,3 mmol) en THF (150 ml) a ~75 °C se le afiadié una solucién de nBuLi
en THF (2,5 M, 5,6 ml, 14,0 mmol) gota a gota, manteniendo una temperatura interna < ~70 °C (aprox. 10 m). Después
de 3 m, se afiadié gota a gota una solucién de formiato de etilo (1,04 g, 1,13 ml, 14,0 mmol) en THF (5 ml),
manteniendo una temperatura interna < -70 °C. La mezcla se agité a -78 °C durante 20 my luego se inactivé con HCI
en dioxano (4 M, 3,67 ml, 14,7 mmol) que se diluyé adicionalmente con THF (5 ml), manteniendo una temperatura
interna < -65 °C. El bafio de enfriamiento se retird, y la reaccién se calenté a temperatura ambiente y se concentré. El
residuo se purific6 mediante CombiFlash usando gel de silice como fase estacionaria y se eluyd con un gradiente de
EtOAc en hexanos (0-20 %). Rendimiento del compuesto 155: 1,79 g (33 %). "H RMN(400 MHz, CDCls): & 10,09 (s,
1H), 9,06 (s, 2H), 7,64 (m, 4H), 7,38 (m, 6H), 3,77 (t, 2H), 3,20 (t, 2H), 2,17 (q, 2H), 1,03 (s, 9H).

QTBDPS

J\J i i
o o DMF N._N Pz
RGN R~ocH s NN —_— | B
| OCHy f K005 > N/)\/\,OTBDPS
=
144 W 156

155

A una solucién del compuesto 144 (1,68 g, 4,15 mmol) y el compuesto 155 (1,70 g, 4,98 mmol) en THF (25 ml) se le
afiadié KoCOzs (0,861 g, 6,23 mmol). La mezcla de reaccidn se calentd a 40 °C durante 2,5 h y luego a 50 °C durante 12
h. La mezcla de reaccién se diluydé con EtOAc (100 ml) y se lavé con agua (50 ml) y salmuera (50 ml). La fase organica
se secd sobre NaxSOy, se filtrd y se concentrd. El residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de silice como
fase estacionaria y se eluy6é con un gradiente de EtOAc (0-100 %) en hexanos que contenian trietilamina al 1 %.
Rendimiento del compuesto 156: 2,04 g (79 %). Masa calculada para CzsH4sN4+O2Si [M+H]": 619,35, hallado: 619,69.

OH
H 2 NN z
NN oy R-BINAL s S
S P
| \N/ THF N
OTBDPS
156 OTBDPS 157

Preparacién de R-BINAL: LAH (1,169 g, 30,8 mmol) se suspendidé en THF seco (90 ml). A la suspensién se le afiadié
EtOH como una solucién en THF (6 M, 5,2 ml, 31,4 mmol) manteniendo Tint <40 °C. La mezcla se envejecid a 35 °C
durante 40 m y después se enfrié a 30 °C. Se afiadié una solucién de R-(BINOL) (9,00 g, 31,4 mmol) en THF (45 ml),
manteniendo Tint < 40 °C. La mezcla se envejecié a 50 °C durante 1 h, se enfrié a temperatura ambiente, luego se
calent6 a 50 °C y se afladid TMEDA (14,1 ml, 11,0 g, 94,3 mmol). La mezcla se envejecié a 50 °C durante 1 h, se
enfrié a temperatura ambiente y luego se us6 con el compuesto 156.

A una solucién de R-BINAL (~ 0,2 M, 110 ml, 22,0 mmol) en THF se le afiadi6é una solucién del compuesto 16 (1,16 g,
1,88 mmol) en THF (12 ml) a -78 °C durante 5 m. Después de 30 m, la mezcla de reaccién se inactivé con solucién de
NH4ClI sat. ac., se calentd a ta, y el producto se extrajo con EtOAc (3 x 125 ml). La capa organica se sec6 sobre
Naz2804, se filtrd y se concentrd. El residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de silice como fase
estacionaria y se eluyé con un gradiente de MeOH (0-5 %) en EtOAc que contenia trietilamina al 1 %. Rendimiento
del compuesto 157: 0,96 g (82 %). La pureza quiral se determiné mediante HPLC quiral analitica, columna Chiralpak
AD-H 4,6 x 250 mm, 5 micrémetros, 25 % de EtOH, 75 % de hexanos, 0,1 % de dietilamina isocrética, 2 ml/min). El
segundo isémero R que eluyé fue ~95 % de area puro, correspondiente a -90 % de ee. Masa calculada para
CssH4sN4O2Si [M+H]": 621,36, hallado: 621,71.
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A una solucién del compuesto 157 (0,925 g, 1,49 mmol) en trietilortoacetato (9,25 ml) se le afiadié una solucién de acido
propidnico en trimetilortoacetato (0,15 M, 0,55 ml, 0,08 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a 140 °C en un vial sellado
durante 1,5 h. La mezcla de reaccion se concentré y el residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de silice como
fase estacionaria, eluyendo con un gradiente de EtOAc (0-50 %) en hexanos que contenian trietilamina al 1 %. Rendimiento
del compuesto 158: 0,898 g (87 %). Masa calculada para C42Hs4N4OsSi [M+H]": 691,41, hallado: 691,93.

OTBDPS OTBDPS

)

NN N”=N
A L
H R H : i
NNy A OFt Pd/C, H, N | Ny OFt
| P 158 EtOH vz 159
A una solucién del compuesto 158 (0,893 g, 1,30 mmol) en EtOH (10 ml) se afiadié una suspensién de Pd/C (grado
de carga: 10 % en peso, 0,138 g, 0,13 mmol) en EtOH (4 ml). La mezcla de reaccién se cargd a 50 psi Hz y se agitd

durante 4,5 h. La mezcla de reaccién se filtrd, se concentré y se usé en la siguiente etapa sin purificacién adicional.
Rendimiento del compuesto 159: 0,885 g (99 %). Masa calculada para C42HssN4O3Si [M+H]*: 693,42, hallado: 693,82.

OTBDPS OTBDPS
NN NI =N
'K_/ 0 OYO K_) 0

H < N N <
N N\ OEt Boc,O, DMAP | RN OEt
| = 159 THF > 160

Se afiadié una solucién de anhidrido de Boc (0,836 g, 3,83 mmol) en THF (2,5 ml) al compuesto 159 (0,885 g,
1,28 mmol) seguido de una solucién de DMAP (20 mg/ml en THF, 155 uL, 0,0031 g, 0,026 mmol). La mezcla se calentd
a 60 °C durante 6 h. La mezcla de reaccién se concentré y el residuo se purificd mediante CombiFlash usando gel de
silice como fase estacionaria, eluyendo con un gradiente de EtOAc (0-50 %) en hexanos. Rendimiento del compuesto
160: 0,721 g (71 %). Masa calculada para C47HsaN4OsSi [M+H]": 793,47, hallado: 794,28.
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A una solucién del compuesto 160 (0,621 g, 0,783 mmol) en THF (6 ml) se afiadié una solucién de TBAF en THF (1 M,
1,2 ml, 1,2 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccidn se calent6 a temperatura ambiente y se agité durante 2 h. La mezcla de
reaccion se diluy6 con EtOAc (30 ml) y se lavd con solucidn de NH4Cl sat. ac. (2 x 10 ml). La capa organica se concentrd.
El residuo se purificé mediante CombiFlash usando gel de silice como fase estacionaria y se eluy6 con un gradiente de
EtOAc (50-100 %) en hexanos. Rendimiento del compuesto 21: 0,362 g (83 %). La pureza quiral se determind mediante
HPLC quiral analitica, columna Chiralpak AD-H 4,6 x 250 mm, 5 micrémetros, 20 % de EtOH, 80 % de hexanos, 0,1 %
de dietilamina, isocratica, 1,5 ml/min. El segundo isémero R que eluy6 fue 93 % puro, correspondiente a 86 % ee. El
Compuesto 161 se purificd adicionalmente mediante HPLC semipreparativa quiral (Chiralpak AD-H 21,2 x 250 mm, 5
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5 micrometros, 20 % de EtOH, 80 % de hexanos,0,1 % de dietilamina 60 ml/min). Rendimiento final del compuesto 161:
308 mg (99 % ee). Masa calculada para Cs1H4sN4Os [M+H]*: 555,36, hallado: 555,72.

Q. OH
OH

~} tJ

NN 0s O
OQT,O U\?,J o Y Z o
N

N : TEMPO, BAIB N MNs : OEt
D oEt ———————— |
| P ACN/Agua
161 162

10 A una solucién del compuesto 161 (0,030 g, 0,054 mmol) en ACN (0,30 ml) se le afiadié BAIB (0,042 g, 0,130 mmol)
y TEMPO (2,5 mg, 0,016 mmol) seguido de agua (0,30 ml) a temperatura ambiente. Después de 2 h, la mezcla de
reaccién se concentrd. El residuo se purificé por RP-HPLC (Phenomenex Gemini C18 21,2 x 250 mm, 5 micrometros,
agua TFA al 0,1 %/ACN, gradiente de ACN 30-80 %). Rendimiento del compuesto 162: 0,030 g (97 %). Masa
calculada para Cs1H44N4Os [M+H]": 569,34, hallado: 569,68.
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0
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N._N —z . |
WOB & 163
# 162
A una solucién del compuesto 162 (33 mg, 0,058 mmol) y amino-PEGz-azida (15 mg, 0,087 mmol) en DMF (0,5 ml) se le
afiadié TBTU (32 mg, 0,099 mmol) y a continuacién DIEA (35 L, 26 mg, 0,203 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se
20

calenté a temperatura ambiente y se agité durante 30 m. La mezcla de reaccién se concentré y el producto, el compuesto
163, se us6 en la siguiente etapa sin purificacion. Masa calculada para Cs7HssNsO7 [M+H]": 725,44, hallado: 725,77.

N3 N3

: H z
N N ~ A
WQB i LIOH LN)l/\l‘lj/\/\/\/\)J\OH
# 163 #

ii. TFA 164

25 A una solucidén del compuesto 163 (42 mg, 0,058 mmol) en THF (0,30 ml) se le afiadié una solucién 1 M de LiOH

(0,174 ml, 0,174 mmol). La mezcla de reaccion se calentd a 40 °C durante 1 h. Se afiadié una porcién adicional de
LiOH (0,174 ml, 0,174 mmol). Después de 3 h, la reaccién se detuvo y se afiadié una porcién adicional de LiOH
(0,174 ml, 0,174 mmol). La reaccién se agité durante 2 h adicionales (9 eq. de LiOH, 5 h en total). La mezcla de
reaccién se neutralizé a pH = 5 usando HCI 3 N y se concentré. El residuo se disolvié en TFA:agua [95:5] y se agitd

30 durante 2 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentrd y el residuo se purific6 mediante RP-
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5 HPLC (Phenomenex Gemini C18 21,2 x 250 mm, 5 micrémetros, agua/ACN que contenia TFA al 0,1 %, gradiente de

ACN al 20-50 %). Rendimiento del compuesto 164 (estructura 38c). 23 mg (66 %). Masa calculada para C3oH44NsOs
[M+H]*": 597,35, hallado: 597,85.

rlors
Oﬁj/ U o DPPA Oﬁ’j)/ N'K;N o

» # 161 : o

165
10

A una solucién del compuesto 161 (30 mg, 0,054 mmol) en THF (150 L) se le afiadié difenilfosforilazida (35 L, 45 mg,
0,162 mmol) seguido de DBU (12 pL, 12 mg, 0,081 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién se calenté a ta y se agitd
durante la noche. A la mafiana siguiente, la mezcla de reaccién se calentb a 60 °C durante 7 h. La mezcla de reaccién
se concentré y se purificé por RP-HPLC (Phenomenex Gemini C18 21,2 x 250 mm, 5 micrémetros, agua TFA al

15 0,1 %/ACN, gradiente de ACN 32-60 %). Rendimiento del compuesto 165 14 mg (44 %). Masa calculada para
Ca1HasN7O4 [M+H]*: 580,36, hallado: 580,66.

¢ L8

I O5° A o)
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T S L o
NN OEt EtOH |
l_ 165 g 166

20 A una solucién del compuesto 165 (18 mg, 0,031 mmol) en EtOH (100 pL) se le afiadié una suspensién de Pd/C (10 %
de carga, 3,3 mg, 0,003 mmol) en EtOH (170 pL). El recipiente de reaccidén se cargd con Hz, luego se evacud tres
veces y luego se cargd con Hz (1 atm). Después de 30 min, la mezcla de reaccion se filtrd, se concentré y se usé en

la siguiente etapa sin purificacién adicional. Rendimiento del compuesto 166: 17 mg (99 %). Masa calculada para
Ca1Ha7NsO4 [M+H]*: 554,37, hallado: 554,73.

25
H
Hit, b WO\'/\O/\VO\’/\N-:

( [ &

\{/ NSy "\%/ N’]'*N
! |

OYD L\/! a DMF O§T,O E\//j a
N {\‘WWV’KOH Ny PEG,-NHS, DIEA i H o '\/\/'J\OEt
5 166 #

A una solucién del compuesto 166 (17 mg, 0,031 mmol) y éster azido-PEG 3-NHS (14 mg, 0,040 mmol) en DMF
(170 pL) se le afiadié DIEA (16 pL, 12 mg, 0,092 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidén se agitd

30 durante 1 h atemperatura ambiente, se concentrd y luego se usé en la siguiente etapa sin purificacién. Masa calculada
para C4oHs2NsOs [M+HT": 783,48, hallado: 783,84.
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35 A una solucidén del compuesto 167 (24 mg, 0,031 mmol) en THF (180 pL) se le afiadié una solucién 1 M de LiOH
(153 pL, 0,153 mmol). La mezcla de reaccién se calenté a 40 °C. Después de 1 h, se afiadi6é una porcién adicional de
LiOH (153 uL, 0,153 mmol, 5 eq). La mezcla de reaccién se agité durante 3 h a 40 °C y después a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla de reaccién se neutralizdé a pH = 5 usando HCI 3 N y se concentré. El residuo
se disolvié en TFA:agua [95:5] y se agitd durante 3 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se concentrd
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y el residuo se purificé mediante RP-HPLC (Phenomenex Gemini C18 21,2 x 250 mm, 5 micrédmetros, agua/ACN que
contenia TFA al 0,1 %, gradiente de ACN al 15-45 %). Rendimiento del compuesto 168 (estructura 39¢): 9,8 mg
(49 %). Masa calculada para CasHsoNsOs [M+H]*: 655,40, hallado: 656,01.

Ejemplo 2. Sintesis de ligandos dirigidos a integrinas tridentados, agentes de ARNi y conjugacién de ligandos dirigidos
a integrinas con moléculas de carga (agentes de ARNi).

Los ligandos dirigidos a integrinas se pueden conjugar con uno o mas agentes de ARNi Utiles para inhibir la expresion
de uno o mas genes dirigidos en células que expresan integrinas. Los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la
presente memoria facilitan la administracién de los agentes de ARNi a las células y/o tejidos diana. En el Ejemplo 1
anterior se ha descrito la sintesis de determinados ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria. A
continuaciéon se describen los procedimientos generales para la sintesis de determinados conjugados de ligando y
agentes de ARNi dirigidos a integrinas que se ilustran en los Ejemplos no limitativos expuestos en la presente memoria.

A. Sintesis de agentes de ARNi. Los agentes de ARNi se pueden sintetizar usando métodos generalmente conocidos
en la técnica. Para la sintesis de los agentes de ARNi ilustrados en los Ejemplos expuestos en la presente memoria,
las cadenas de sentido y antisentido de los agentes de ARNi se sintetizaron segun la tecnologia de fosforamidita en
fase solida utilizada en la sintesis de oligonuclettidos. Dependiendo de la escala, se utilizé un MerMade96E®
(Bioautomatizacién), un MerMade12® (Bioautomatizacién) o un OP Pilot 100 (GE Healthcare). Las sintesis se
realizaron en un soporte sélido hecho de vidrio de poro controlado (CPG, 500 A 0 600 A, obtenido de Prime Synthesis,
Aston, PA, EE. UU.). Todas las fosforamiditas de ARN y ARN modificadas en posicién 2' se adquirieron de Thermo
Fisher Scientific (Milwaukee, WI, EE. UU.). Especificamente, se usaron las siguientes 2'-O-metilfosforamiditas: (5'-O-
dimetoxitritil-N8-(benzoil)-2'-O-metil-adenosin-3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilamino)fosforamidita, 5'-O-dimetoxitritil-
N*-(acetil)-2'-O-metil-citidin-3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropil-amino)fosforamidita, (5'-O-dimetoxitritil-N>-(isobutiril)-2'-
O-metil-guanosin-3'-O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilamino)fosforamidita, y 5'-O-dimetoxitritil-2'-O-metil-uridin-3'-O-(2-
cianoetil-N,N-diisopropilamino)fosforamidita. Las 2'-desoxi-2-fluorofosforamiditas portaban los mismos grupos
protectores que las 2-O-metii RNA amiditas. Las 5'-dimetoxitritil-2'-O-metil-inosin-3'-O-(2-cianoetil-N,N-
diisopropilamino)fosforamiditas se adquirieron de Glen Research (Virginia). Las (3'-O-dimetoxitritil-2'-desoxirribosa-5'-
O-(2-cianoetil-N,N-diisopropilamino)fosforamiditas abésicas invertidas se adquirieron de ChemGenes (Wilmington,
MA, EE. UU.). Se usaron las siguientes fosforamiditas UNA: 5'-(4,4'-Dimetoxitritil}-N6-(benzoil)-2', 3'-seco-adenosina,
2'-benzoil-3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita, 5'-(4,4'-Dimetoxitritil)-N-acetil-2',3'-seco-citosina, 2'-benzoil-
3'-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita, 5'-(4,4'-Dimetoxitritil)-N-isobutiril-2',3'-seco-guanosina, 2'-benzoil-3'-
[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)}-fosforamidita, y 5'-(4,4'-Dimetoxitritil)-2',3'-seco-uridina, 2'-benzoil-3'{(2-cianoetil)-(N,N-
diiso-propil)}-fosforamidita. Las fosforamiditas de enlace amino de TFA también se adquirieron comercialmente
(ThermoFisher).

En algunos ejemplos, los ligandos dirigidos a integrinas descritos en la presente memoria se conjugan con los agentes
de ARNi mediante la unién de los componentes a un esqueleto que incluye un grupo tri-alquino, o a un nucleétido
modificado que comprende un grupo propargilo como se muestra en la Tabla B, anterior. En algunos ejemplos, el
grupo tri-alquino se afiade usando una fosforamidita que contiene tri-alquino, que se puede afiadir en el extremo &'
terminal de la cadena de sentido de un agente de ARNi. Cuando se usaron en relacién con los agentes de ARNi
presentados en determinados Ejemplos de la presente memoria, las fosforamiditas que contenian tri-alquino se
disolvieron en diclorometano anhidro o acetonitrilo anhidro (50 mM), mientras que todas las demas amiditas se
disolvieron en acetonitrilo anhidro (50 mM) y se afiadieron tamices moleculares (3 A). Se utilizé 5-benciltio-1H-tetrazol
(BTT, 250 mM en acetonitrilo) o 5-etiltio-1H-tetrazol (ETT, 250 mM en acetonitrilo) como solucién activadora. Los
tiempos de acoplamiento fueron de 10 min (ARN), 90 s (2' O-Me) y 60 s (2' F). Para introducir enlaces fosforotioato,
se empleé una solucién 100 mM de 3-fenil-1,2,4-ditiazolin-5-ona (POS, obtenida de PolyOrg, Inc., Leominster, MA,
EE.UU.) en acetonitrilo anhidro.

Alternativamente, cuando los ligandos dirigidos a integrinas se conjugan con los agentes de ARNi mediante un
esqueleto trialquino, en lugar de utilizar un enfoque de fosforamidita, los compuestos que contienen trialquinos se
pueden introducir de forma postsintética (véase, por ejemplo, la seccién E, més adelante). Cuando se usa en relacién
con los agentes de ARNi presentados en determinados Ejemplos expuestos en la presente memoria, cuando se une
un grupo tri-alquino post-sintéticamente al extremo 5’ de la cadena de sentido, el nucledtido del extremo 5' de la cadena
de sentido se funcionalizé con un nucleétido que incluia una amina primaria en el extremo 5’ para facilitar la unién al
esqueleto que contiene tri-alquino. La fosforamidita de enlace amino de TFA se disolvid en acetonitrilo anhidro (50 mM)
y se afiadieron tamices moleculares (3 A). Se utilizé 5-benciltio-1H-tetrazol (BTT, 250 mM en acetonitrilo) o 5-etiltio-
1H-tetrazol (ETT, 250 mM en acetonitrilo) como solucién activadora. Los tiempos de acoplamiento fueron de 10 min
(ARN), 90 s (2' O-Me) y 60 s (2' F). Para introducir enlaces fosforotioato, se emple6 una solucién 100 mM de 3-fenil-
1,2,4-ditiazolin-5-ona (POS, obtenida de PolyOrg, Inc., Leominster, MA, EE.UU.) en acetonitrilo anhidro.

En los ejemplos expuestos en la presente memoria, a continuacién se muestra la secuencia de nucleétidos modificada
para las dobles cadenas sintetizadas:

Duplex AD04545:
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Secuencia de cadena antisentido modificada (5' — 3): usUfsusCfaUfgAfaAfuCfgUfuAfcGfulfsg (id. de sec. n.° 1)
Secuencia de cadena de sentido modificada (5'—3): (NH2 C6)scsaacguaaCfGfAfuuucaugaasa(invAb) (id. de sec. n.° 2)
Duplex AD04546:

Secuencia de cadena antisentido modificada (5' — 3): usUfsusCfaUfgAfaAfuCfgUfuAfcGfulfsg (id. de sec. n.° 3)
Secuencia de cadena de sentido modificada (5'—3):

(NH2-C8)scsaacguaaCfGfAfuuucaugaasa(invAb)(C6-S-Mal-X) (id. de sec. n.° 4)

Duplex AD05971:

Secuencia de cadena antisentido modificada (5' — 3): usUfsusCfaUfgAfaAfuCfgUfuAfcGfulfsg (id. de sec. n.° 5)
Secuencia de cadena de sentido modificada (5'—3):
NH2-C6)scsaacguaaCfGfAfuuuAlkcaAlkugAlkaaAlksa(invAb)(resto diacido C6-S-Mal-C18) (id. de sec. n.° 6)

Para las secuencias de nucleétidos modificadas indicadas anteriormente, a, ¢, g y u representan 2'-O-metiladenosina,
citidina, guanosina o uridina, respectivamente; Af, Cf, Gf y Uf representan 2'-fluoroadenosina, citidina, guanosina o
uridina, respectivamente; aAlk, cAlk, gAlk y uAlk representan 2'-O-propargiladenosina, citidina, guanosina o uridina,
respectivamente; (invAb) representa un residuo abasico invertido (desoxirribonucleétido abéasico invertido), s
representa un enlace fosforotioato; (NH2-C6)s representa:

% s

2 O/}JJ

y (C6-S-Mal-L) representa:

O

J{/\/\/\s’(\( N-L

Q

en donde L es una cadena de PEG, o etilo, como se indica més adelante en los ejemplos. Para las realizaciones de
la presente memoria, al observar la cadena 5' — 3' respectiva, las entidades abésicas invertidas se insertan de manera
que la posicién 3' de la desoxirribosa esté enlazada en el extremo 3' del monémero anterior en la cadena respectiva.

B. Escisién y desproteccién del oligémero unido al soporte. Después de finalizar la sintesis en fase sélida, el soporte
sélido seco se tratdé con una solucién en volumen 1:1 de metilamina al 40 % en peso en agua y solucién de hidrdxido
de amonio del 28 % al 31 % (Aldrich) durante 1,5 horas a 30 °C. La solucidén se evapord y el residuo sélido se
reconstituyé en agua (véase més adelante).

C. Purificacién. Los oligbmeros brutos se purificaron mediante HPLC de intercambio aniénico usando una columna
TSKgel SuperQ-5PW de 13 uym y un sistema Shimadzu LC-8. El tampén A era Tris 20 mM, EDTA 5 mM, pH 9,0 y
contenia acetonitrilo al 20 % y el tampén B era el mismo que el tampén A con la adicién de cloruro de sodio 1,5 M. Se
registraron trazas de UV a 260 nm. Las fracciones apropiadas se agruparon y a continuacién se sometieron a HPLC
de exclusién por tamafio usando una columna GE Healthcare XK 16/40 rellena con Sephadex G-25 fine con un tampén
de migracién de bicarbonato de amonio 100 mM, pH 6,7 y acetonitrilo al 20 % o agua filtrada.

D. Hibridacién (o «annealing»). Las cadenas complementarias se mezclaron combinando soluciones de ARN
equimolar (de sentido y antisentido) en 1 x PBS (solucién salina tamponada con fosfato, 1 x, Corning, Cellgro) para
formar los agentes de ARNi. Algunos agentes de ARNi se liofilizaron y se almacenaron entre -15 y -25°C. La
concentracién de doble cadena se determiné midiendo la absorbancia de la solucién en un espectrometro UV-Vis en
1x PBS. A continuacién, la absorbancia de la solucién a 260 nm se multiplicé por un factor de conversién y el factor
de dilucién para determinar la concentracién de doble cadena. El factor de conversién utilizado fue de
0,037 mg/(ml-cm) o, alternativamente para algunos experimentos, se calculé un factor de conversién a partir de un
coeficiente de extinciéon determinado experimentalmente.
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E. Conjugacién del esqueleto de trialquino. Ya sea antes o después de la hibridacién, la cadena de sentido
funcionalizada con amina en 5' o0 3' de un agente de ARNi se puede conjugar con un esqueleto de trialquino. Los
ejemplos de estructuras de esqueleto de trialquino que se pueden usar para formar los constructos descritas en la
presente memoria incluyen las siguientes:

TG
N,

2~

A continuacién se describe la conjugacién del esqueleto de trialquino con la doble cadena hibridada: La doble cadena
funcionalizada con amina se disolvi6 en DMSO al 90 % /HzO al 10 %, a -50-70 mg/ml. Se afiadieron 40 eq de
trietilamina, seguidos de 3 eq de trialquino-PNP. Una vez completado, el conjugado se precipité dos veces en un
sistema disolvente de 1x solucién salina tamponada con fosfato/acetonitrilo (relacién 1:14) y se secé.

F. Conjugacién de ligandos dirigidos a integrinas. Ya sea antes o después de la hibridacién, la cadena de sentido
funcionalizada con alquino tridentado en 5' 0 3' se conjuga con los ligandos dirigidos a integrinas. El siguiente ejemplo
describe la conjugacién de ligandos dirigidos a integrinas avpf3/5 con la doble cadena hibridada: Se prepararon
soluciones madre de Tris(3-hidroxipropiltriazolilmetil)amina (THPTA) 0,5 M, 0,5 M de sulfato de Cu (Il) pentahidrato
(Cu(l1)SO4 - 5 H20) y solucién 2 M de ascorbato de sodio en agua desionizada. Se preparé una solucién de 75 mg/ml
en DMSO del ligando dirigido a integrina. En un tubo de centrifuga de 1,5 ml que contiene doble cadena funcionalizada
con tri-alquino (3 mg, 75 pL, 40 mg/ml en agua desionizada, ~15.000 g/mol), se afiaden 25 pL de tampdn Hepes 1M
pH 8,5. Después de agitar con vortex, se afiadieron 35 UL de DMSO vy la solucién se agita con vértex. Se afiadid
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ligando dirigido a integrina a la reaccién (6 eg/doble cadena, 2 eg/alquino, ~15 pL) y la solucién se agita con vértex.
Usando papel de pH, se comprobd el pH y se confirmé que era un pH ~ 8. En un tubo de centrifuga de 1,5 ml separado,
se mezclaron 50 yL de THPTA 0,5 M con 10 pyL de Cu(Il)SO4 - 5 HzO 0,5 M, se agitaron en vértex y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min. Después de 5 min, se afiadié solucién de THPTA/Cu (7,2 uL, 6 eq 5:1 THPTA:Cu)
al vial de reaccidn y se agité en vortex. Inmediatamente después, se afiadié ascorbato 2 M (5 uL, 50 eq por doble
cadena, 16,7 por alquino) al vial de reaccién y se agité con vértex. Una vez completada la reaccién (de forma tipica se
completa en 0,5-1 h), la reaccidén se purificé inmediatamente mediante cromatografia de intercambio aniénico no
desnaturalizante.

G. Funcionalizacién del grupo tiol en el enlazador de cisteina. En algunas realizaciones, se puede utilizar un enlazador
de cisteina para facilitar la conjugacion de los ligandos dirigidos a integrinas con el agente de ARNi. Ya sea antes o
después de la hibridacién, la cadena de sentido funcionalizada con alquino-Cys(Stbu)-PEG: tridentado en 5’ 0 3' se
funcionaliza con un resto que contiene maleimida, o se puede reducir y dejar como el tiol libre, como se muestra en la
siguiente estructura:

Ligando avb3
N—N

X
i R=H o i

H

; N
Ligando avb3 \N\/\(\CO/\j/
2

N=N

HN (o]

Ney 2
; N
/N\/\\>g
Ligando avb3

El siguiente ejemplo describe la modificacién de la doble cadena tri-alquino-Cys(Stbu)-PEG: con N-etilmaleimida: Se
disolvié la doble cadena tri-alquino-Cys(Stbu)-PEG2 (35 mg) en 500 uL de HzO desionizada. Se afiadié tampon
HEPES (1 M, pH 8,5, 82 pL) a la reaccién y la solucidén se agitd en vortex. Se afiadidé una solucién de ditiotreitol 1 M
(DTT, 100 eq, 236 L) y la solucién se colocd en un agitador vértex durante 3 h. Después de la confirmacién de la
reduccién del disulfuro mediante RP-HPLC desnaturalizante, el conjugado se precipité tres veces en un sistema
disolvente de 1x solucién salina tamponada con fosfato/acetonitrilo (relacién 1:14). El sedimento precipitado se
reconstituyé en 0,5 ml de HEPES 0,1 M, pH 6,5, y se afiadié N-etil maleimida (3 mg, 10 eq.) a la solucién, y se colocé
en un mezclador vértex durante ~15 min. Después de completar la reaccién, el conjugado se precipitd tres veces en
un sistema disolvente de 1x solucién salina tamponada con fosfato/acetonitrilo (relacién 1:14), se desald y se secd.

Ejemplo 3. Actividad de unién de ligandos dirigidos a integrinas.

Como se informa en la siguiente Tabla 1, se obtuvieron datos de unién de IC50 para los ligandos dirigidos a integrinas
de las estructuras 1c, 2¢c y 3¢, asi como un péptido mimético de RGD:

Tabla 1. Actividad de unién IC50.

IC50 (nM)
Grupo
avB3 avBs avB6
Estructura 1c 0,3 0,6 5,3
Estructura 2c 0,3 56 8,9
Estructura 3c 0,8 1,8 81
Péptido mimético RGD 1,6 2,5 81

Como se muestra en la Tabla 1 anterior, las estructuras 1, 2 y 3 mostraron una unidén potente a la integrina av3 y a
la integrina avp5, y las estructuras 2 y 3, por ejemplo, mostraron una particular preferencia por la unién a la integrina
avp3 (IC50 = 0,3 nM y 0,8 nM, respectivamente). Ademés, cada una de las estructuras 1, 2 y 3 mostré una actividad
de unién ligeramente aumentada a la integrina av3 en comparaciéon con un péptido mimético de RGD (véase, por
ejemplo, las estructuras de ligando mimético de RGD descritas en la patente US-9.487.556). Ademés, aunque se ha
demostrado que el ligando mimético del RGD tiene actividad de unién, los ligandos dirigidos a integrinas de la presente
descripcién tienen una mayor estabilidad, tanto con respecto a la estabilidad sérica in vivo como a la estabilidad
quimica ex vivo, en comparacién con dichos ligandos miméticos del RGD basados en péptidos.
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Ejemplo 4. Modelo de ratén portador de un tumor renal (xenoinjerto ortotépico).
Creacién de células A498 de carcinoma de células renales claras (ccRCC) que expresan SEAP.

Se prepard un vector de expresién pCR3.1 que expresaba la fosfatasa alcalina secretada (SEAP) de gen reportero
bajo el promotor CMV mediante clonacién direccional de la secuencia codificante de SEAP amplificada por PCR a
partir del vector basico pSEAP2 de Clontech. Se afiadieron sitios de restriccién convenientes a los cebadores utilizados
para amplificar la secuencia codificante de SEAP para la clonacién en el vector pCR3.1 (Invitrogen). El constructo
pCR3-SEAP resultante se us6 para crear una linea celular A498 ccRCC que expresa SEAP. En resumen, el plasmido
pCR3-SEAP se transfecté en células A498 ccRCC mediante electroporaciéon siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los transfectantes estables se seleccionaron por resistencia a G418. Los clones A498-SEAP seleccionados
se evaluaron para determinar la expresién de SEAP y la estabilidad de la integracién.

Implantacién de células A498 de carcinoma de células renales claras (ccRCC) que expresan SEAP.

Se anestesiaron ratones nude atimicos hembra con isoflourano ~3 % y se colocaron en la posicién de decubito lateral
derecho. Se hizo una pequefia incisién longitudinalmente abdominal de 0,5-1 cm en el flanco izquierdo. Usando un
bastoncillo de algoddn hiumedo, el rifién izquierdo se levanté del peritoneo y se estabilizé suavemente. Justo antes de
la inyeccién, se llen6 una jeringa de 1,0 ml con la mezcla de células/Matrigel y se conecté un catéter con aguja de
calibre 27 a la punta de la jeringa. La jeringa llena se conect6 entonces a una bomba de jeringa (Harvard Apparatus,
modelo PHD2000) y se prepard para retirar el aire. La punta de un catéter de aguja de calibre 27 conectado a una
jeringa se insert6 justo debajo de la capsula renal cerca del polo caudal y la punta de la aguja se hizo avanzar
cuidadosamente cranealmente a lo largo de la capsula de 3-4 mm. Se inyecté6 lentamente una alicuota de 10 pl de
mezcla 2:1 (vol:vol) de células/Matrigel® que contenia aproximadamente 300.000 células en el parénquima renal
usando una bomba de jeringa. La aguja se dejé en el rifidn durante 15-20 segundos para garantizar que la inyeccion
se hubiera completado. A continuacién, se retird la aguja del rifidén y se colocé un bastoncillo de algodén sobre el sitio
de la inyeccién durante 30 segundos para evitar la fuga de células o la hemorragia. A continuacién, se volvié a colocar
suavemente el riién en el abdomen y se cerré la pared abdominal. El suero se recogié cada 7-14 dias después de la
implantacién para monitorizar el crecimiento del tumor utilizando un kit de ensayo SEAP comercial. Para la mayoria
de los estudios, los ratones con tumores se utilizaron 5-6 semanas después de la implantacién, cuando las medidas
del tumor fueron normalmente de alrededor de 4-8 mm.

Determinacién de la expresién de ARNm de HIF2.

Para los estudios descritos en los Ejemplos de la presente memoria, los ratones se sacrificaron el dia identificado
después de la inyeccién y se aisl6 el ARN total del tumor renal usando el reactivo Trizol siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Los niveles relativos de ARNm del HIF2a se determinaron mediante RT-gPCR como se describe a
continuacién y se compararon con los ratones tratados Unicamente con tampén de administracién (glucosa isoténica).

En preparacién para la PCR cuantitativa, se aisl6 el ARN total de muestras de tejido homogeneizadas en TriReagent
(Molecular Research Center, Cincinnati, OH) siguiendo el protocolo del fabricante. Se transcribieron de forma inversa
aproximadamente 500 ng de ARN utilizando el kit de transcripcién inversa de ADNc de alta capacidad (Life
Technologies). Para la expresion de Hif2a (EPAS1) humana (tumoral), se usaron ensayos de expresién génica
TagMan prefabricados para Hif2a humana (n.° de catalogo 4331182) y CycA (PPIA) n.° de catélogo: 4326316E) en
reacciones biplex por triplicado usando TagMan Gene Expression Master Mix (Life Technologies) o VeriQuest Probe
Master Mix (Affymetrix). La PCR cuantitativa se realizé mediante el uso de un sistema de PCR en tiempo real 7500
Fast o StepOnePlus (Life Technologies). Se utilizé el método AACT para calcular la expresiéon génica relativa.

Ejemplo 5. Administracién in vivo de ligandos dirigidos a integrina conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-2
alfa (EPAS1) en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi incluyeron una cadena antisentido que tenia una secuencia de nucleobases al menos parcialmente
complementaria al gen HIF-2 alfa (Hif2a 0 EPAST). EPAS1 es un miembro de la familia de genes HIF (factor inducible
por hipoxia) y codifica la mitad de un factor de transcripcién involucrado en la induccién de genes regulados por
oxigeno, y que se induce a medida que disminuyen los niveles de oxigeno (una afeccién conocida como hipoxia), y se
sabe que se sobreexpresa con frecuencia en células de carcinoma renal de células claras. Los agentes de ARNi de
Hif2a se disefiaron para ser capaces de degradar o inhibir la traduccidn de transcripciones de ARN mensajero (ARNm)
de Hif2a de una manera especifica de secuencia, inhibiendo asi la expresion de un gen EPAST. Los agentes de ARNi
del Hif2a estaban compuestos por nucleétidos modificados y méas de un enlace no fosfodiéster.

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:
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Tabla 2. Grupos de dosificacién de ratones portadores de tumor renal en el Ejemplo 5.

de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 20 kDa enlazado al constructo,
formulado en glucosa isoténica.

Grupo|Agente de ARNi y dosis Régimen de

dosificacion

1 Glucosa isotdnica (dextrosa al 5 % en agua (d5w)) (sin agente de ARNi) Inyeccién

Unica el dia 1

2 7,5 mg/kg de agente de ARNi de Hif2a (AD04546) conjugado con un resto PEG de 40 Inyeccién
kilodalton (kDa) (sin ligando dirigido a integrina unido), formulado en glucosa isoténica. Unica el dia 1

3 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando basado en un Inyeccién
péptido mimético del RGD y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al Unica el dia 1
constructo, formulado en glucosa isoténica.

4 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a integrina |Inyeccién
de estructura 1a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al constructo, Unica el dia 1
formulado en glucosa isoténica.

5 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a integrina |Inyeccién
de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al constructo, Unica el dia 1
formulado en glucosa isoténica.

6 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con cuatro ligandos de estructura |Inyeccién
2a dirigidos a la integrina (es decir, un grupo que se puede dirigir a diana tetradentado) y Unica el dia 1
que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al constructo, formulado en glucosa
isoténica.

7 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04545) conjugado con un grupo que contenia cuatro |Inyeccién
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2a (es decir, un grupo que se puede dirigir a Unica el dia 1
diana tetradentado) (sin un resto PEG), formulado en glucosa isoténica.

8 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a integrina |Inyeccién

Unica el dia 1

Los agentes de ARNi en el Ejemplo 5 se sintetizaron con secuencias de nucleétidos dirigidas al gen Hif2a humano e
incluyeron un grupo reactivo de amina funcionalizado (NH2-Cs) en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido para
facilitar la conjugacién con los ligandos dirigidos a integrina (o, para el grupo 3, con el ligando basado en péptido
mimético de RGD). Las secuencias modificadas de los agentes de ARNi se han mostrado anteriormente en el Ejemplo
2. Para los grupos 4 y 5, se conjugd un Unico ligando dirigido a integrina (denominado en la presente memoria ligando
“monodentado™) con el agente de ARNi mediante un enlazador de éster DBCO-PEGS-NHS (BroadPharm), que se
conjugd con la amina primaria terminal en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido. Los respectivos ligandos
dirigidos a integrina se sintetizaron con un grupo reactivo azida (véase, por ejemplo, el Ejemplo 1), que se conjugé a

continuacién con el componente DBCO del enlazador.

Los agentes de ARNi se sintetizaron con un modulador de la FC denominado “resto PEG de 20 kDa” o “resto PEG

de 40 kDa™ que tiene la estructura:

O
N,PEG

O

en donde % indica el punto de unién al agente de ARNi en el grupo C6-S como se indica en AD04546 (véase el

Ejemplo 2), y PEG indica una cadena de PEG de 20 kDa o 40 kDa. El modulador de la FC se conjugé con el extremo
3’ de la cadena de sentido reduciendo el grupo C6-SS-C6, como se muestra en la Tabla A, que se sometié a

continuacion a adicién de Michael con el siguiente compuesto:

O

g\N,PEG
o

O

en donde PEG indica una cadena de PEG de 20 kDa o 40 kDa.
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Para los grupos 6y 7, se conjugaron cuatro ligandos dirigidos a integrinas a través de un esqueleto tetradentado que
incluia un ndcleo de cistamina PAMAM-G1 funcionalizado con DBCO que tenia una estructura general representada
por lo siguiente:

Como se indica en la Tabla 2 anterior, en algunos grupos, se uni6 un resto PEG de 40 kDa o 20 kDa para que sirviera
como un potenciador de la FC para aumentar el tiempo de circulacién del conjugado de producto farmaco. El resto
PEG de 40 kDa o 20 kDa se unié usando un reactivo de la férmula:

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 3. Expresion media relativa del ARNm de huHif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 5.

Id. del grupo Expresién relativa promedio  [Bajo Alto
del ARNm de huHIF2a (error) |(error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,069 0,074

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi) (sin ligando, PEG de |0,563 0,016 0,017

40 kDa)

Grupo 3 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando basado en |0,400 0,087 0,112

péptido mimético RGD, PEG de 40 kDa)

Grupo 4 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a {0,390 0,027 0,029

integrina de la estructura 1a, PEG de 40 kDa)

Grupo 5 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a  |0,308 0,061 0,077

integrina de la estructura 2a, PEG de 40 kDa)

Grupo 6 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y grupo que se

puede dirigir a diana tetradentado de ligando dirigido a

integrina de la estructura 2a, PEG de 40 kDa) 0,289 0,069 0,091
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Id. del grupo Expresién relativa promedio  [Bajo Alto
del ARNm de huHIF2a (error) |(error)

Grupo 7 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y grupo que se

puede dirigir a diana tetradentado de ligando dirigido a

integrina de la estructura 2a) 0,589 0,050 0,054

Grupo 8 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a  |0,647 0,098 0,115

integrina de la estructura 2a, PEG de 20 kDa)

Como se muestra en la Tabla 3 anterior, cada uno de los agentes de ARNi de Hif2a mostrd una reduccioén en la
expresion del ARNm en ratones en comparaciéon con el control. La inclusién de un resto PEG de 40 kDa como
potenciador de la FC generalmente mejoré la inhibicién de la expresiéon del gen diana. Ademas, una comparacion de
los grupos 3, 4 y 5 mostré que el ligando dirigido a integrina de la estructura 1a descrito en la presente memoria era
comparable a un ligando basado en un péptido mimético de RGD que tiene afinidad conocida por el avB3, y el ligando
de la estructura 2a mostré una mejora de casi un 10 % en el bloqueo con respecto al ligando mimético del RGD. Por
ejemplo, el grupo 3 (mimético de RGD) tuvo un bloqueo de aproximadamente el 60 % (0,400); El grupo 4 (estructura
1a) tuvo un bloqueo de aproximadamente el 61 % (0,390); y el grupo 5 (estructura 2a) tuvo un bloqueo de
aproximadamente el 69 % (0,308).

Es importante destacar que los datos también mostraron dependencia del ligando, ya que la inclusién de un ligando
dirigido a integrina descrito en la presente memoria mostré una mejora en comparacién con el mismo constructo sin
ligando. Por ejemplo, el grupo 6 (estructura 2a del ligando dirigido a integrina tridentado) presentd aproximadamente
72 % de bloqueo (0,289), en comparacién con el grupo 2 (sin ligando dirigido a integrina), que presenté solo
aproximadamente 44 % de bloqueo (0,563).

Ademas, el grupo 6 mostré una pequefia mejora sobre el grupo 5, lo que indica una ligera preferencia por un ligando
multidentado sobre un ligando monodentado; sin embargo, ambas formas fueron activas y administraron el agente de
ARNi al rifién (como se muestra por la inhibicién de la expresidn génica por el agente de ARNi).

Ejemplo 6. Administracién in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 4. Grupos de dosificacién de ratones portadores de tumor renal en el Ejemplo 6.

Grupo|Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion

1 |[Glucosa isoténica (d5w) (sin agente de ARNI) Inyeccién

Unica el dia 1

2 |30 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando basado en un Inyeccién
péptido mimético del RGD y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al Unica el dia 1
constructo, formulado en glucosa isoténica.

3 |15 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando basado en un Inyeccién
péptido mimético del RGD y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al Unica el dia 1
constructo, formulado en glucosa isoténica.

4 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando basado en un Inyeccién
péptido mimético del RGD y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al Unica el dia 1
constructo, formulado en glucosa isoténica.

5 |30 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a integrina  |Inyeccién
de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al constructo, Unica el dia 1
formulado en glucosa isoténica.

6 |15 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a integrina  |Inyeccién
de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al constructo, Unica el dia 1
formulado en glucosa isoténica.
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Los agentes de ARNi se sintetizaron con secuencias de nucleétidos dirigidas al gen Hif2a humano e incluyeron un
grupo reactivo de amina funcionalizado (NH2-Ce) en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido para facilitar la
conjugacion con los ligandos dirigidos a integrinas (o, para los grupos 2, 3 y 4, con el péptido mimético de RGD). Para
los grupos 5 y 6, se conjugd un Unico ligando dirigido a integrina (ligando “monodentado™) con el agente de ARNi
mediante el siguiente éster de DBCO-PEGs-NHS:

Conjugacion con un agente de ARNi
mediante acoplamlento de amida

Conjugacion con el ligando dirigido a integrina avb3

N QJ\A SO | \Q

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 5. Expresion media relativa del ARNm de Hif2a humano en el momento del sacrificio en el Ejemplo 6.

Id. del grupo Expresion relativa promedio del |Bajo Alto
ARNmM de huHIF2a (error) (error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,072 0,078

Grupo 2 (30 mg/kg de agente de ARNi y ligando basado (0,300 0,041 0,047

en péptido RGD, PEG de 40 kDa)

Grupo 3 (15 mg/kg de agente de ARNi y ligando basado (0,330 0,080 0,106

en péptido RGD, PEG de 40 kDa)

Grupo 4 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando basado (0,446 0,068 0,080

en péptido RGD, PEG de 40 kDa)

Grupo 5 (30 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido (0,198 0,007 0,007

a integrina de la estructura 2a, PEG de 40 kDa)

Grupo 6 (15 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,271 0,012 0,012

dirigido a integrina de la estructura 2a, PEG de 40 kDa)

Como se muestra en la Tabla 5 anterior, cada uno de los agentes de ARNi del Hif2a mostré una reduccién en la
expresion del ARNm en comparacidn con el control. Ademas, los grupos 5 y 6, que contenian el ligando dirigido a la
integrina de la estructura 2a descrita en la presente memoria, mostraron una mejora en el bloqueo del ARNm de Hif2a
en comparacién con los ligandos basados en péptidos miméticos de RGD de los grupos 2 y 3. (por ejemplo, comparar
el grupo 6 (aproximadamente 73 % de bloqueo a 15mg/kg de agente de ARNi (0,271)) con el grupo 3
(aproximadamente 67 % de bloqueo a 15 mg/kg de agente de ARNi (0,330)).

Ejemplo 7. Administracién in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 6. Grupos de dosificacién de ratones portadores de tumor renal en el Ejemplo 7.
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Grupo|Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion
1 |Glucosa isoténica (d5w (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNI) Inyeccidn Unica el
dia 1
2 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién unica el
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.
3 |30 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién unica el
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa dia 1

enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

4 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién unica el
integrina tridentado de estructura 2.8a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

5 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién unica el
integrina tridentado de estructura 2.9a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

6 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién unica el
integrina tridentado de estructura 2.10a y que incluye ademés un resto PEG de 40 kDa |dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

7 |7,5 mg/kg de agente de ARNi del Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a  |Inyeccién Unica el
integrina tridentado de estructura 2.10a y que incluye ademés una N-etilmaleimida unida |dia 1
a un tiol en 3' de la cadena de sentido, formulado en glucosa isoténica.

8 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién unica el
integrina monodentado de estructura 2a y que incluye ademés un resto PEG de 40 kDa |dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

Los agentes de ARNi se sintetizaron con secuencias de nucleétidos dirigidas a dirigirse al gen Hif2a humano e
incluyeron un grupo reactivo de amina funcionalizado (NH2-Cs) en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido para
facilitar la conjugacién con los ligandos dirigidos a integrinas. Para los grupos 2 a 7, se usé el siguiente compuesto
para funcionalizar el conjugado con esqueletos tridentados:

2
HN
0
PN
NO\//I{N N
H i
-
o

Para el grupo 8, se utilizé un éster de alquino-PEG4-NHS para unir el ligando dirigido a integrina monodentado a la
amina 5’ en la cadena de sentido. Como se expone en la presente memoria, los grupos 4 a 7 usaron ligandos dirigidos
a integrinas con longitudes de PEG variadas.

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 7. Expresion media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 7.
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Id. del grupo Expresion relativa promedio del |Bajo Alto
ARNmM de huHIF2a (error) (error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,078 0,085

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a

integrina tridentado de la estructura 2a, PEG de 40 kDa) 0,361 0,025 0,026

Grupo 3 (30 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a

integrina tridentado de la estructura 2a, PEG de 40 kDa) 0,259 0,024 0,026

Grupo 4 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a

integrina tridentado de la estructura 2.8a, PEG de 40 kDa) 0,428 0,062 0,073

Grupo 5 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a

integrina tridentado de la estructura 2.9a, PEG de 40 kDa) 0,481 0,014 0,014

Grupo 6 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a

integrina tridentado de la estructura 2.10a, PEG de 40 kDa) 0,419 0,040 0,044

Grupo 7 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a

integrina tridentado de la estructura 2.10a, N-etil-

maleimida) 0,627 0,054 0,060

Grupo 8 (7,5 mg/kg de agente de ARNi, ligando dirigido a

integrina monodentado de la estructura 2a, PEG de 40 kDa) 0,537 0,041 0,045

Como se muestra en la Tabla 7 anterior, cada uno de los agentes de ARNi del Hif2a mostré una reduccién en la
expresion del ARNm en ratones en comparacién con el control. Por ejemplo, el grupo 2, que incluia una dosis de
7,5 mg/kg de agente de ARNi conjugado con el ligando dirigido a integrina tridentado de la estructura 2a (que incluye
un grupo PEGa4) mostré aproximadamente un 64 % de bloqueo de Hif2a (0,361). Ademas, si bien los constructos que
aumentaron la longitud del grupo de PEG hasta PEGss (por ejemplo, los grupos 6 y 7) mostraron todos bloqueo, no se
observé ningun beneficio en comparacioén con el grupo de PEG4 que esté presente en la estructura 2a.

Ejemplo 8. Estudio de respuesta a la dosis de la administracion in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados
con agentes de ARNi dirigidos a HIF-2 alfa en ratones portadores de tumores renales.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 8. Grupos de dosificacién de ratones portadores de tumor renal en el Ejemplo 8.

Grupo|Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion
1 |Glucosa isoténica (d5w (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNI) Inyeccién Unica el dia
1

2 |7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a |Inyeccién Unica el dia
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa |1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

3 |10 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica el dia
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa |1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

4 |20 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica el dia
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa |1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.
5 |30 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica el dia
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa |1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

Los agentes de ARNi se sintetizaron con secuencias de nucleétidos dirigidas a dirigirse al gen Hif2a humano e
incluyeron un grupo reactivo de amina funcionalizado (NH2-Cs) en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido para
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facilitar la conjugacién con los ligandos dirigidos a integrinas. Cada uno de los grupos tenia ligandos de integrina
tridentados de estructura 2a, como se representa mediante la siguiente estructura:
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Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 9. Expresion media relativa del ARNm de Hif2a humano en el momento del sacrificio en el Ejemplo 8.

Id. del grupo Expresion relativa promedio del Bajo (error) |Alto (error)
ARNmM de huHIF2a

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,131 0,150

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi) 0,313 0,027 0,030

Grupo 3 (10 mg/kg de agente de ARNi) 0,349 0,033 0,036

Grupo 4 (20 mg/kg de agente de ARNI) 0,216 0,040 0,050

Grupo 5 (30 mg/kg de agente de ARNI) 0,203 0,035 0,042

Como se muestra en la Tabla 9 anterior, los agentes de ARNi del Hif2a conjugados con el ligando dirigido a integrina
de estructura 2a descritos en la presente memoria mostraron una reduccién en la expresion de ARNm en ratones en
comparacién con el control en todos los niveles de dosificacién.

Ejemplo 9. Duracién del bloqueo de agentes de ARNi dirigidos a HIF-2 alfa conjugados con ligandos dirigidos a
integrina en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
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habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 10. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 9.

Grupo |Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion

1 Glucosa isoténica (dSw (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNi) ratones Inyeccién Unica
sacrificados el dia 5 el dia 1

1A Glucosa isoténica (dSw (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNi) ratones Inyeccién Unica
sacrificados el dia 22 el dia 1

2 20 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa el dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isotdnica; ratones sacrificados el dia 5

3 20 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa el dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isotdnica; ratones sacrificados el dia 8.

4 20 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa el dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isotdnica; ratones sacrificados el dia 15.

5 20 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a Inyeccién Unica
integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 kDa el dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isotdnica; ratones sacrificados el dia 22.

Los ratones de los grupos 1 y 2 se sacrificaron el dia 5 después de la inyeccidn; los ratones del grupo 3 fueron
sacrificados el dia 8 después de la inyeccién; los ratones del grupo 4 fueron sacrificados el dia 15 después de la
inyeccién; y los ratones de los grupos 1Ay 5 fueron sacrificados el dia 22 después de la inyeccién.

Para los grupos de control del vehiculo, se administraron dosis a dos ratones en el grupo 1 y a tres ratones en el
grupo1A. Para los grupos que contenian el agente de ARNi y el ligando dirigido a la integrina (es decir, los grupos 2,
3, 4 y 5) se administraron cuatro (4) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n = 4). El ARN total se aisl6 del
tumor renal segln los procedimientos expuestos en el Ejemplo 4. La expresion relativa de ARNm de HIF2a humano
se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la
expresion de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresé como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa
isotonica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del 95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 11. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a humano en el momento del sacrificio en el Ejemplo 9.

Id. del grupo Expresion relativa promedio del |Bajo Alto
ARNmM de huHIF2a (error) |(error)

Grupo 1 (glucosa isotdnica; dia 5 sacrificio) 0,741 0,028 0,029

Grupo 1A (glucosa isoténica; dia 22 sacrificio) 1,000 0,066 0,070

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido
a integrina tridentado de estructura 2a, PEG de 40 kDa;
dia 5 sacrificio) 0,262 0,028 0,031

Grupo 3 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido
a integrina tridentado de la estructura 2a, PEG de 40
kDa; dia 5 sacrificio) 0,202 0,021 0,023

Grupo 4 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido
a integrina tridentado de la estructura 2a, PEG de 40
kDa; dia 8 sacrificio) 0,233 0,034 0,039
Grupo 5 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido
a integrina tridentado de la estructura 2a, PEG de 40
kDa; dia 15 sacrificio) 0,299 0,017 0,018

105



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2983950 T3

Como se muestra en la Tabla 11 anterior, los agentes de ARNi del Hif2a continuaron mostrando una reduccién en la
expresion del ARNm en comparacidn con el control el dia 22 (aproximadamente un 70 % de bloqueo el dia 22 (0,299)).

Ejemplo 10. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 12. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 10.

Grupo |Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion
1 Glucosa isotdnica (d5w (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNi) Inyeccién Unica el
dia 1
2 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido |Inyeccidn Unica el

a integrina tridentado de estructura 2a y que incluye ademas un resto PEG de 40 [dia 1
kDa enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

3 7,5 mg/kg de agente de ARNi Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido |Inyeccidn Unica el
a integrina tridentado de estructura 2.6a y que incluye ademas un resto PEG de [dia 1
40 kDa enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

Los agentes de ARNi se sintetizaron con secuencias de nucleétidos dirigidas a dirigirse al gen Hif2a humano e
incluyeron un grupo reactivo de amina funcionalizado (NH2-Cs) en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido para
facilitar la conjugacién con los ligandos dirigidos a integrinas.

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 13. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 10.

Id. del grupo Expresion relativa promedio del Bajo Alto
ARNmM de huHIF2a (error) (error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,087 0,095

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,351 0,080 0,104

dirigido a integrina tridentado de la estructura 2a, PEG

de 40 kDa)

Grupo 3 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,441 0,040 0,043

dirigido a integrina tridentado de la estructura 2.6a,

PEG de 40 kDa)

Como se muestra en la Tabla 13 anterior, cada uno de los conjugados entre el agente de ARNi del Hif2a y el ligando
dirigido a integrina mostré una reduccién en la expresiéon del ARNm en los ratones en comparacién con el control. Por
ejemplo, el grupo 2, que incluia una dosis de 7,5 mg/kg de agente de ARNi conjugado con el ligando dirigido a integrina
tridentado de la estructura 2a, mostrd una reduccién de aproximadamente el 65 % del mRNA del Hif2a (0,351).

Ejemplo 11. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones con tumor renal avp3 KO A498.

Las células tumorales de carcinoma de células renales claras (ccRCC) A498 expresan integrinas av3 y avp5, con
una expresién de avp3 aproximadamente 4 veces mayor que avp5 segln un analisis de citometria de flujo. Para
evaluar la contribucién de av5 en este modelo, se sintetizaron células A498 knockout (KO) avp3 mediante tecnologia
de edicién de genes. El bloqueo de la integrina avpf3 se confirmé mediante secuenciacién gendmica y tincién
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inmunohistoquimica de avp3, lo que mostré que la tincién fue negativa en las células avp3 KO A498. Se prepararon
ratones portadores de tumores renales con células A498 WT (tanto con avB3 como con av5) y avR3 KO A498 como
se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 4.

En el dia 1 del estudio, se dosificé a los ratones portadores de tumores renales mediante inyeccién en la vena de la
cola. Se dosificé a tres (3) ratones portadores de tumores en cada grupo expuesto en la Tabla 13, a continuacién
(n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del estudio después de la inyeccién y se aislé el ARN total del tumor renal
como se indica en el Ejemplo 4. La expresion relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé mediante PCR
cuantitativa basada en sonda (RT-gPCR), se normaliz6 con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y
se expresé como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isotdnica) (media geométrica, +/- intervalo de
confianza del 95 %), como se establece en el Ejemplo 4.

Tabla 14. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 11.

Id. del grupo Tumor |Expresion relativa Bajo Alto
promedio del ARNm de (error) |(error)
huHIF2a

Grupo 1 (glucosa isoténica) A498 WT [1,000 0,084 0,092

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando A498 WT 10,295 0,040 0,046

dirigido a integrina tridentado de estructura 2a, y que
incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al

constructo)

Grupo 3 (glucosa isoténica) A498 1,000 0,232 0,302
avp3 KO

Grupo 4 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando A498 0,621 0,068 0,077

dirigido a integrina tridentado de estructura 2a, y que |avp3 KO
incluye ademas un resto PEG de 40 kDa enlazado al
constructo)

Como se muestra en la Tabla 14 anterior, los conjugados de agente de ARNi del Hif2a y ligando de integrina mostraron
una reduccién en la expresion del ARNm del Hif2a en los tumores A498 WT (de tipo salvaje) en comparacién con el
control (aproximadamente un 71 % (0,295) bloqueo). Por el contrario, como se esperaba, la reduccién en la expresion
de ARNm de Hif2a fue menos eficiente en tumores A498 av3 KO; sin embargo, la reduccién fue sustancial, con un
bloqueo del 38 % (0,621). Esto demuestra que tanto la integrina av3 como la integrina avp5 contribuyen a la
administracion del agente de ARNi.

Ejemplo 12. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 15. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 12.

Grupo|Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion
1 |Glucosa isoténica (d5w (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNI) Inyeccidn Unica el
dia 1
2 |7,5 mg/kg de agente de ARNi de Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a  |Inyeccién Unica el
integrina tridentado de estructura 2a, y que incluye ademas un resto diacido C18 dia 1

enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

6 |7,5 mg/kg de agente de ARNi de Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a  |Inyeccién Unica el
integrina tridentado de estructura 28a, y que incluye ademas un resto diacido Mal-C18  |dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.
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Grupo|Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion
7 |7,5 mg/kg de agente de ARNi de Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a  |Inyeccién Unica el

integrina tridentado de estructura 29a, y que incluye ademas un resto diacido Mal-C18  |dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

8 |7,5 mg/kg de agente de ARNi de Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a  |Inyeccién Unica el
integrina tridentado de estructura 30a, y que incluye ademas un resto diacido Mal-C18  |dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

9 |7,5 mg/kg de agente de ARNi de Hif2a (AD04546) conjugado con un ligando dirigido a  |Inyeccién Unica el
integrina tridentado de estructura 31a, y que incluye ademas un resto diacido Mal-C18  |dia 1
enlazado al constructo, formulado en glucosa isoténica.

Los agentes de ARNi se sintetizaron con secuencias de nucleétidos dirigidas a dirigirse al gen Hif2a humano e
incluyeron un grupo reactivo de amina funcionalizado (NH2-Cs) en el extremo 5' terminal de la cadena de sentido para
facilitar la conjugacién con los ligandos dirigidos a integrinas.

Los agentes de ARNi se sintetizaron con un modulador de la FD denominado “resto diacido Mal-C18” que tiene la
estructura:

OH
o Hi}i 0
N/\/WN NM\WM(OH
< 5 " °

e, 0O

en donde E indica el punto de unién al agente de ARNi en el grupo C6-S- como se indica en AD05971 (véase el
Ejemplo 2). El modulador de la FD se conjugd con el extremo 3’ de la cadena de sentido reduciendo el grupo C6-SS-
C6, como se muestra en la Tabla A, que se sometié a continuacién a adicién de Michael con el siguiente compuesto:

QH

O
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Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 16. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 12.

Id. del grupo Expresion relativa promedio del Bajo Alto
ARNmM de huHIF2a (error) (error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,077 0,083

Grupo 2 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,456 0,113 0,150

dirigido a integrina tridentado de la estructura 2a,
diacido Mal-C18)

Grupo 6 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,649 0,072 0,081
dirigido a integrina tridentado de la estructura 28a,
diacido Mal-C18)

Grupo 7 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,426 0,054 0,062
dirigido a integrina tridentado de la estructura 29a,
diacido Mal-C18)

Grupo 8 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,699 0,064 0,070
dirigido a integrina tridentado de la estructura 30a,
diacido Mal-C18)
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Id. del grupo Expresion relativa promedio del Bajo Alto
ARNmM de huHIF2a (error) (error)
Grupo 9 (7,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando 0,580 0,069 0,079

dirigido a integrina tridentado de la estructura 31a,

digcido Mal-C18)

Como se muestra en la Tabla 16 anterior, cada uno de los conjugados de agente de ARNi del Hif2a y ligando dirigido
a integrina mostré una reduccién en la expresién de ARNm en comparacién con el control.

Ejemplo 13. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 17. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 13.

Grupo |Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion
1 Glucosa isoténica (dSw (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNI) Inyeccién Unica el
dia 1

4 5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de  |Inyeccién Unica el
la cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres |dia 1

ligandos dirigidos a integrina de estructura 2a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2a enlazado internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos
2, 4,6y 8 (35" del primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y enlazado adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

5 5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de  |Inyeccién Unica el
la cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres |dia 1

ligandos dirigidos a integrina de estructura 32a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 32a enlazado internamente en la posicidén 2' de cada uno de los
nucledtidos 2, 4, 6 y 8 (3'—5') del primer nucleétido que forma un par de bases con la
cadena antisentido®, y enlazado adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de
sentido al modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

6 5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de  |Inyeccién Unica el
la cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres |dia 1

ligandos dirigidos a integrina de estructura 33a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 33a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2,
4,6y 8 (3'>5') del primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

7 5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de  |Inyeccién Unica el
la cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres |dia 1

ligandos dirigidos a integrina de estructura 34a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 34a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2,
4,6y 8 (3'>5') del primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

0 Los ligandos dirigidos a avb3 estan unidos a los nucleétidos 2'-O-propargilo (representados por aAlk, gAlk y uAlk
en la secuencia de cadena de sentido modificada), que cuando se ven 5' — 3' en la secuencia de cadena de sentido

estan en los nucleétidos 14, 16, 18 y 20 en la cadena de sentido.

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
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basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 18. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 13.

Id. del grupo Expresion relativa Bajo Alto
promedio del ARNm de |(error) (error)
huHIF2a

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,083 0,090

Grupo 4 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,245 0,048 0,059

integrina tridentado de la estructura 2a, tres ligandos internos de
la estructura 2a y modulador de la FD con didcido C-18)

Grupo 5 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,213 0,065 0,094
integrina tridentado de la estructura 32a, tres ligandos internos
de la estructura 32a y modulador de la FD con didcido C-18)

Grupo 6 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,603 0,117 0,146
integrina tridentado de la estructura 33a, tres ligandos internos
de la estructura 33a y diacido C-18)

Grupo 7 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,528 0,067 0,077
integrina tridentado de la estructura 34a, tres ligandos internos

de la estructura 34a y diacido C-18)

Como se muestra en la Tabla 18 anterior, cada uno de los conjugados de agente de ARNi del Hif2a y ligando dirigido
a integrina mostré una reduccién en la expresibn de ARNm en los ratones en comparacidén con el control, y los
constructos que incluian los ligandos dirigidos a integrinas de la estructura 2a y la estructura 32a mostraron la mayor
actividad inhibidora.

Ejemplo 14. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 19. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 14.

Grupo |Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion

1 Glucosa isotdnica (d5w (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNi) Inyeccién
Unica el dia 1

2 2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la Inyeccién
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres Unica el dia 1

ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al modulador
de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

5 2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la Inyeccién
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres Unica el dia 1
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 36a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 36a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2,4, 6y
8 (3'>9%') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al modulador
de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.
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Grupo |Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion

6 2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la Inyeccién
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene la Unica el dia 1

estructura del ligando dirigido a integrina SM37-avb3, que tiene un ligando que se puede
dirigir a diana de SM37-avb3 unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los
nucledétidos 2, 4, 6 y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la
cadena antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

0 Los ligandos dirigidos a avb3 estan unidos a los nucleétidos 2'-O-propargilo (representados por aAlk, gAlk y uAlk
en la secuencia de cadena de sentido modificada), que cuando se ven 5' — 3' en la secuencia de cadena de sentido

estan en los nucleétidos 14, 16, 18 y 20 en la cadena de sentido.

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 20. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 14.

Id. del grupo Expresion relativa promedio |Bajo Alto
del ARNm de huHIF2a (error) |(error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,090 0,099

Grupo 2 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,362 0,021 0,022

integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 5 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,617 0,028 0,029
integrina tridentado de la estructura 36a, tres ligandos
internos de la estructura 36a y diacido C-18)

Grupo 6 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,375 0,081 0,103
integrina tridentado de la estructura 37a, tres ligandos
internos de la estructura 37a y diacido C-18)

Como se muestra en la Tabla 20 anterior, cada uno de los conjugados de agente de ARNi del Hif2a y ligando dirigido
a integrina mostré una reduccién en la expresién de ARNm en comparacién con el control.

Ejemplo 15. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.

Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 21. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 15.

Grupo |Agente de ARNi y dosis Régimen de
dosificacion

1 Glucosa isoténica (dSw (dextrosa al 5 % en agua)) (sin agente de ARNI) Inyeccion
Unica el dia 1

2 2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la Inyeccién
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres Unica el dia 1
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,

6y 8 (3'>Y5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
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antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

4,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>Y5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 38a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 38 a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>Y5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

4,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 38a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 38a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 39a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 39a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

4,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 39a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 39a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

10

2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 40a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 40a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

11

4,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 40a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 40a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

12

2,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 41a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 41a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién
Unica el dia 1

13

4,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres

Inyeccién
Unica el dia 1
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ligandos dirigidos a integrinas de estructura 41a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 41a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4, 6
y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diadcido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

0 Los ligandos dirigidos a avb3 estan unidos a los nucledtidos 2'-O-propargilo (representados por aAlk, gAlk y uAlk
en la secuencia de cadena de sentido modificada), que cuando se ven 5' — 3' en la secuencia de cadena de sentido
estan en los nucleétidos 14, 16, 18 y 20 en la cadena de sentido.

Se dosificaron tres (3) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=3). Los ratones se sacrificaron el dia 8 del
estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aislé del tumor de rifidn segln el procedimiento expuesto en el
Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 22. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 15.

Id. del grupo Expresion relativa promedio |Bajo Alto
del ARNm de huHIF2a (error) |(error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,247 0,327

Grupo 2 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,286 0,037 0,043

integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 3 (4,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,263 0,035 0,040
integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 6 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,655 0,050 0,054
integrina tridentado de la estructura 38a, tres ligandos
internos de la estructura 38a y diacido C-18)

Grupo 7 (4,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,488 0,042 0,046
integrina tridentado de la estructura 38a, tres ligandos
internos de la estructura 38a y diacido C-18)

Grupo 8 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,609 0,065 0,073
integrina tridentado de la estructura 39a, tres ligandos
internos de la estructura 39a y diacido C-18)

Grupo 9 (4,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,518 0,050 0,055
integrina tridentado de la estructura 39a, tres ligandos
internos de la estructura 39a y diacido C-18)

Grupo 10 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigidoa |0,805 0,113 0,132
integrina tridentado de la estructura 40a, tres ligandos
internos de la estructura 40a y diacido C-18)

Grupo 11 (4,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigidoa |0,738 0,091 0,104
integrina tridentado de la estructura 40a, tres ligandos
internos de la estructura 40a y diacido C-18)

Grupo 12 (2,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigidoa |0,978 0,082 0,090
integrina tridentado de la estructura 41a, tres ligandos
internos de la estructura 41a y diacido C-18)

Grupo 13 (4,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigidoa |0,779 0,106 0,123
integrina tridentado de la estructura 41a, tres ligandos

internos de la estructura 41a y diacido C-18)

Como se muestra en la Tabla 22 anterior, cada uno de los conjugados de agente de ARNi del Hif2a y ligando dirigido
a integrina mostré una reduccién en la expresién del ARNm en los ratones en comparacién con el control.

Ejemplo 16. Administracidn in vivo de ligandos dirigidos a integrinas conjugados con agentes de ARNi dirigidos a HIF-
2 alfa en ratones portadores de tumor renal.
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Los agentes de ARNi que incluian una cadena de sentido y una cadena antisentido se sintetizaron segun la tecnologia
de la fosforamidita en fase soélida segun los procedimientos generales conocidos en la técnica y utilizados
habitualmente en la sintesis de oligonucleétidos, tal como se expone en el Ejemplo 2 de la presente memoria. Los
agentes de ARNi tenian las respectivas secuencias de nucleétidos modificadas expuestas en el Ejemplo 2 en la
presente memoria y se disefiaron para dirigirse a Hif2a (EPAST).

El dia 1 del estudio, a los ratones portadores de tumores renales (véase el Ejemplo 4) se les administré una dosis
mediante inyeccidn en la vena de la cola segln los siguientes grupos de dosificacién:

Tabla 23. Grupos de dosificacién de ratones en el Ejemplo 16.

Grupo

Agente de ARNi y dosis

Régimen de
dosificacion

1

Solucién salina (0,9 %) (sin agente de ARNI)

Inyeccién Unica
el dia 1

2,5 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

10,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

2,5 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

10,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2.11a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2.11a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,
6y 8 (3'>5') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

2,5 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,6 y
8 (3'>9%') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena

Inyeccién Unica
el dia 1
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antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

5,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrina de estructura 2a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,6 y
8 (3'—=5'") del primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena antisentido®, y
unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al modulador de la FD
diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

10

10,0 mg/kg del agente de ARNi alfa de HIF-2 AD05971, enlazado en el extremo 5’ de la
cadena de sentido a un grupo que se puede dirigir a diana tridentado que tiene tres
ligandos dirigidos a integrinas de estructura 2a, con un ligando dirigido a integrina de
estructura 2a unido internamente en la posicién 2' de cada uno de los nucleétidos 2, 4,6 y
8 (3'>9%') desde el primer nucleétido que forma un par de bases con la cadena
antisentido®, y unido adicionalmente en el extremo 3’ de la cadena de sentido al
modulador de la FD diacido Mal-C18, formulado en glucosa isoténica.

Inyeccién Unica
el dia 1

0 Los ligandos dirigidos a avb3 estan unidos a los nucleétidos 2'-O-propargilo (representados por aAlk, gAlk y uAlk
en la secuencia de cadena de sentido modificada), que cuando se ven 5' — 3' en la secuencia de cadena de sentido
estan en los nucleétidos 14, 16, 18 y 20 en la cadena de sentido.

Se dosificaron cuatro (4) ratones portadores de tumores en cada Grupo (n=4), excepto para el grupo 4 que solo tenia
tres (3) ratones, ya que se considerd que un ratén tenia una inyeccién defectuosa. Los ratones se sacrificaron el dia
8 del estudio después de la inyeccién, y el ARN total se aisl6 del tumor de rifién segun el procedimiento expuesto en
el Ejemplo 4. La expresién relativa de ARNm de HIF2a humano se cuantificé a continuacién mediante PCR cuantitativa
basada en sonda (RT-gPCR), se normalizé con respecto a la expresién de ciclofilina A humana (PPIA) y se expresd
como fraccién del grupo de control de vehiculo (glucosa isoténica) (media geométrica, +/- intervalo de confianza del
95 %), como se explica en el Ejemplo 4.

Tabla 24. Expresién media relativa del ARNm de Hif2a en el momento del sacrificio en el Ejemplo 16.

integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Id. del grupo Expresién relativa promedio |Bajo Alto
del ARNm de huHIF2a (error) [(error)

Grupo 1 (glucosa isoténica) 1,000 0,180 0,220

Grupo 2 (2,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,278 0,068 0,091

Grupo 3 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,229 0,062 0,086
integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 4 (10,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigidoa [0,202 0,014 0,015
integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 5 (2,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,324 0,035 0,040
integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 6 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,308 0,018 0,019
integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 7 (10,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigidoa [0,197 0,041 0,052
integrina tridentado de la estructura 2.11a, tres ligandos
internos de la estructura 2.11a y diacido C-18)

Grupo 8 (2,5 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,218 0,048 0,062
integrina tridentado de la estructura 2a, tres ligandos internos
de la estructura 2a y diacido C-18)

Grupo 9 (5,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a 0,160 0,065 0,109
integrina tridentado de la estructura 2a, tres ligandos internos
de la estructura 2a y diacido C-18)
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Id. del grupo Expresién relativa promedio |Bajo Alto

del ARNm de huHIF2a (error) [(error)
Grupo 10 (10,0 mg/kg de agente de ARNi y ligando dirigido a [0,276 0,053 0,066
integrina tridentado de la estructura 2a, tres ligandos internos

de la estructura 2a y diacido C-18)

Como se muestra en la Tabla 24 anterior, cada uno de los conjugados de agente de ARNi del Hif2a y ligando dirigido
a integrina mostré una reduccién en la expresién de ARNm en los ratones en comparacién con el control.
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5 REIVINDICACIONES
1. Un ligando dirigido a integrinas que comprende una férmula seleccionada de:
H 0,
N N
| \ C
= $
O
%!
OH (Estructura la);
10

5B e

(Estructura 2a);

(Estructura 2.1a);

0
= O\,@N’&%
. O :
H
e
Z
OH (Estructura
15 2.2a);
RPN\ QANH
e 4
e Rl s
i n Ay
| = N N— O
z L ’\"(
OH (Estructura 2.3a);
H O e
N N\ N N s o]
| / L /\"‘(
OH (Estructura 2.4a);

20
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OH (Estructura

(Estructura 2.6a);
HN
H O %O
N NS /( \7L\
| LN S
F
F 0—

Fale

6{*%
Oy L

cé’“%«f
SORA® g

15 (Estructura 2.10a);

(Estructura 2.7a);
10

(Estructura 2.9a);
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5
R 97\ Q\/\
Q N ,[(z O’\"O
DAY X
_ -
OH (Estructura 2.11a);
(Estructura 28a);
10 (Estructura 29a);
(Estructura 31a);
15
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H 79
N [N\ Ao
P |
(Estructura 32a);

~o

H O z (@]
N |N\ Ao
- Oy
(Estructura 33a);
H T 9
N N\ N/\)I\OH
F L&/O\%\fr‘:“

(Estructura 34a);

(Estructura 36a);

o
H o

(Estructura 37a);
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H
O, N \/\O/\/O\/\éf’

5 (Estructura 38a);

H\IO]/\/O\/\O/\/O\/\:JH

(Estructura 40a); y

10
e
|
. =
n y 0" NH : ?
| = OH
P

(Estructura 41a)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde % indica el punto de conexién a un compuesto

basado en oligonucledtidos.
15

2. El ligando dirigido a integrinas de la reivindicacién 1, en donde el ligando dirigido a integrinas se conjuga con

un agente de ARNi.

3. El ligando dirigido a integrinas de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el ligando dirigido a
20 integrinas comprende ademés un enlazador de polietilenglicol que tiene 2-20 unidades de éxido de etileno.

4. Una composicién que comprende el ligando de integrinas de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, y un

excipiente farmacéuticamente aceptable.
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La composicion de la reivindicacién 4, en donde el ligando dirigido a integrinas se conjuga con un compuesto
basado en oligonucleétidos que es al menos parcialmente complementario a una secuencia codificante de
un gen diana en una célula que expresa una integrina.

La composicién de la reivindicacién 4 o la reivindicacién 5, en donde el compuesto basado en oligonucleétidos
es un agente de ARNi.

La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en donde la integrina es avp3, avp5 o tanto
avB3 como avps.

Uso de (i) una composicidén que comprende un ligando dirigido a integrinas de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, o (ii) una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 4-7 para suministrar un
compuesto basado en oligonucleétidos a una célula que expresa integrina av3, avps, o tanto av3 como
avBs in vitro.

El uso de la reivindicacién 8, en donde el compuesto basado en oligonucleétidos es un agente de ARN.i.
Una composiciéon que comprende un ligando dirigido a integrinas de una cualquiera de las reivindicaciones
1-3, 0 una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 4-7 para su uso como medicamento para
suministrar un compuesto basado en oligonucleétidos a una célula o tejido de un sujeto in vivo.

Composicién para su uso de la reivindicacién 10, en donde la célula es una célula renal.

Composicién para su uso como medicamento de la reivindicacién 10 o la reivindicacién 11, en donde el
compuesto basado en oligonucleétidos es un agente de ARN.i.

Una composiciéon que incluye un agente de ARNi conjugado con un ligando dirigido a integrinas de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o (ii) una composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 4-7
para su uso en un tratamiento que comprende inhibir la expresién de un gen diana en una célula que expresa
integrina avB3, integrina avp5, o tanto integrina av3 como avps.

Composicién para su uso de la reivindicacién 13, en donde el gen diana es EPAS1 (HIF2 alfa).

Composicién para su uso de la reivindicacion 13 o la reivindicacién 14, en donde la célula es una célula
tumoral de carcinoma renal de células claras.
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