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DESCRIPCION
Compuestos peptidicos y usos terapéuticos de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a compuestos novedosos con la capacidad de ligar una respuesta inmunitaria a un patégeno,
al uso de dichos compuestos en una enfermedad o trastorno mediado y/o causado por un agente infeccioso, a
composiciones que contienen dichos compuestos, a procesos para su preparacion y a intermedios novedosos usados
en dicho proceso.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Existe la necesidad de encontrar formas novedosas de reclutar el sistema inmunitario de un individuo para combatir
la enfermedad. El sistema inmunitario humano inspecciona continuamente el cuerpo en busca de sefales extrafas
para identificar patégenos potencialmente dafinos o células humanas mutadas (que podrian convertirse en una causa
de crecimiento canceroso) y orientarlos a su eliminacion. Existen anticuerpos naturales que se pueden reclutar para
dichos patégenos o células humanas mutadas para impulsar al sistema inmunitario a eliminar la amenaza. La
invencién detalla el uso de un conjunto novedoso de moléculas ligadoras que estan disefiadas para atraer estos
anticuerpos naturales de tal forma que puedan maximizar la eficacia del reclutamiento inmunitario al tiempo que se
minimizan los posibles efectos secundarios.

Existe una necesidad urgente de identificar formas novedosas de tratar infecciones bacterianas, virales y fungicas. La
resistencia a los medicamentos se esta convirtiendo en una importante amenaza para la salud mundial. Por ejemplo,
mas de 2 millones de personas en los Estados Unidos estaban infectadas con bacterias resistentes a al menos una
clase de antibidticos (Centers for Disease Control and Prevention, 2013). En general, la identificacion de nuevos
antibiéticos orientados a cepas resistentes de organismos gramnegativos ha sido particularmente dificil, en parte
debido a la estrategia compleja y en evolucién que estas bacterias usan para prevenir la accion antibiotica (por ejemplo,
produccién de enzimas inactivadoras de antibiéticos, capacidad de transferencia de resistencia entre cepas, bombas
de eflujo para prevenir la accion intracelular) junto con sus membranas celulares naturalmente impermeables que
hacen dificil identificar farmacos que penetren en la célula e inhiban dianas clave. Ademas, muchas cepas utilizan
multiples mecanismos de resistencia que dificultan su superacién por un solo antibiético.

Se divulgé un enfoque innovador para el tratamiento de enfermedades infecciosas en el documento WO 01/45734,
que describe un conjunto de ligadores de inmunidad novedosos. Los ejemplos de dichos restos ligadores incluyen
compuestos o0 agentes que son reconocidos por el sistema inmunitario de dicho individuo como extrafios y que, por lo
tanto, desencadenarian una respuesta inmunitaria. Uno de tales ejemplos es una molécula de carbohidrato capaz de
unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano (es decir, galactosil-alfa-1,3-galactosil-beta-1,4-N-
acetilglucosamina) que da como resultado el redireccionamiento del anticuerpo anti-alfa-galactosilo sérico humano
natural. El efecto resultante de dicha molécula ligadora de inmunidad es que la respuesta inmunitaria del individuo se
desvia de la respuesta inmunitaria preexistente de dicho individuo hacia la diana, es decir, el patdégeno.

Por lo tanto, existe la necesidad de moléculas ligadoras de inmunidad alternativas para el tratamiento de una
enfermedad o trastorno mediado y/o causado por un agente infeccioso.

RESUMEN DE LA INVENCION

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un compuesto de formula (I) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

Y4 X1
Y

[F-So-Yolrs

en la que:

L representa un resto de union seleccionado de un péptido antimicrobiano catiénico ligado a X1 por una amina;

S+ representa un enlace o un espaciador seleccionado de un grupo -(CHz2)a- 0 -(CH2)s-(CH2-CH2-O)c-(CH2)q, en el que
uno a cinco de dichos grupos -CH2- pueden estar opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)-;

a representa un numero entero seleccionado de 1 a 40;

b representa un nimero entero seleccionado de 0 a 25;

¢ representa un numero entero seleccionado de 1 a 20;
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d representa un nimero entero seleccionado de 1 a 15;

Sz representa un espaciador seleccionado de un grupo -(CHz)e- 0 -(CH2)-(CH2-CH2-O)9-(CH2)n-, en el que uno a tres
de dichos grupos -CHa- pueden estar opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o - NHC(O)-;

e representa un numero entero seleccionado de 1 a 20;

f representa un nimero entero seleccionado de 1 a 10;

g representa un numero entero seleccionado de 1 a 15;

h representa un numero entero seleccionado de 1 a 5;

X1 representa un enlace o -C(O)-;

Y1 e Yz representan independientemente un enlace, grupo -O-, -S-, -NH-, -C(O)-, -NHC(O)- o -C(O)NH-;

F representa una molécula de carbohidrato capaz de unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano;

m representa un niumero entero seleccionado de 1 a 5; y

Cy representa fenilo, bifenilo o trifenilo, de tal modo que cuando Cy representa bifenilo o trifenilo, dicho grupo -Y1-S1-
X1-L puede estar presente en cualquiera de dichos anillos fenilo y dicho grupo o grupos [F-S2-Y2]m pueden estar
presentes en cualquiera de dichos anillos fenilo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Desplazamiento de DPMB unida a LPS de E. coli para 'PMB_std', 'PMB_nona' y Ejemplo 1. El porcentaje
de intensidad de fluorescencia se trazd en funcién de la concentracion del compuesto de prueba. La intensidad de
fluorescencia del 100 % se definié por el control positivo de DPMB + LPS. La intensidad de fluorescencia del 0 % se
definié mediante un control negativo de DPMB + agua. Las muestras se procesaron por triplicado para 'PMB_std'. Las
muestras se procesaron por duplicado para 'PMB_nona'y el Ejemplo 1. Las barras de error representan DE.

Figura 2: Desplazamiento de DPMB unido a LPS de E. coli o LPS de P. aeruginosa. El porcentaje de intensidad de
fluorescencia se traz6 en funcion de la concentracion del compuesto de prueba. La intensidad de fluorescencia del
100 % se definio por el control positivo de DPMB + LPS. La intensidad de fluorescencia del 0 % se definié mediante
un control negativo de DPMB + agua. Las muestras se procesaron por triplicado para 'PMB_std' y 'PMB_int'. Las
muestras se procesaron por duplicado para 'PMB_nona'y el Ejemplo 1. Las barras de error representan DE.

Figura 3: Resultados de citometria de flujo para el reclutamiento de C3b del suero humano a la superficie de E. coli
para los Ejemplos 4, 5,6, 7y 9.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Segun un aspecto particular de la invencion que puede mencionarse, se proporciona un compuesto de férmula (I) o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

Ys X4
YT

[F-So-Y2lrs

en la que:

L representa un resto de union seleccionado de un péptido antimicrobiano catiénico ligado a X1 por una amina;

S+ representa un enlace o un espaciador seleccionado de un grupo -(CHz2)a- 0 -(CH2)s-(CH2-CH2-O)c-(CH2)q, en el que
uno o dos de dichos grupos -CHz- pueden estar opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)-;

a representa un numero entero seleccionado de 1 a 15;

b representa un niumero entero seleccionado de 0 a 5;

¢ representa un numero entero seleccionado de 1 a 20;

d representa un numero entero seleccionado de 1 a 5;

Sz representa un espaciador seleccionado de un grupo -(CHz)e- 0 -(CH2)~(CH2-CH2-O)o-(CH2)n-, en el que uno o dos
de dichos grupos -CH2- pueden estar opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o - NHC(O)-;

e representa un numero entero seleccionado de 1 a 15;

f representa un numero entero seleccionado de 1 a 10;

g representa un numero entero seleccionado de 1 a 15;

h representa un nimero entero seleccionado de 1 a 5;

X1 representa un enlace o -C(O)-;

Y1 e Y2 representan independientemente un enlace, grupo -O-, -S-, -NH-, -C(O)-, -NHC(O)- o -C(O)NH-;

F representa una molécula de carbohidrato capaz de unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano;

m representa un nimero entero seleccionado de 1 a 5;y

Cy representa fenilo, bifenilo o trifenilo, de tal modo que cuando Cy representa bifenilo o trifenilo, dicho grupo -Y1-S1-
X1-L puede estar presente en cualquiera de dichos anillos fenilo y dicho grupo o grupos [F-S2-Y2]m pueden estar
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presentes en cualquiera de dichos anillos fenilo.

La invencién comprende un conjugado de un péptido catidénico (que se une especificamente a bacterias) y la una o
mas unidades de la molécula de carbohidrato capaces de unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano (es
decir, trisacarido alfa-gal) conectados a través de un ligador. Un ejemplo de un péptido catiénico es la polimixina B (o
nonapéptido de polimixina, colistina o un derivado de la misma). Esta familia de péptidos catidnicos se une al lipido A
en la superficie celular bacteriana y, cuando se conjuga con ligadores alfa-gal, presentara alfa-gal, lo que da como
resultado el reclutamiento de anticuerpos anti-Gal y la destruccion celular. Es probable que las tasas de resistencia
sean bajas, ya que el lipido A es importante para la supervivencia de las bacterias gramnegativas. De hecho, incluso
las cepas resistentes a la polimixina retienen los sitios de unién para los péptidos catiénicos y, como tal, el conjugado
péptido-alfa-Gal. Por tanto, la presente invencién puede retener su eficacia incluso contra estas cepas.

Claramente, las nuevas terapias innovadoras que funcionan a través de mecanismos novedosos, y no se ven
afectadas por mecanismos de resistencia a antibiéticos, son particularmente atractivas. La solucién proporcionada por
la invencidn, es decir, la combinacion de la capacidad de unién bacteriana de amplio espectro de un péptido catidnico
con la capacidad unica de reclutar especificamente anticuerpos anti-Gal de origen natural a la superficie bacteriana, y
redireccionar estos anticuerpos para promover la activacion de complemento, fagocitosis y destruccion es muy
atractiva. La invencion tiene el potencial de proporcionar una terapia novedosa para infecciones bacterianas con
actividad de amplio espectro. La eficacia que es independiente de los mecanismos de resistencia a los antibiéticos
tiene el potencial de ser eficaz contra cepas multifarmacorresistentes. La invencién puede funcionar como un agente
unico, asi como con un tratamiento estandar de cuidado para reducir la dosis y la duracién de la terapia.

En una realizacién, S+ representa: un enlace o un espaciador seleccionado de:

-(CH2)a-, en el que uno a cinco de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -
NHC(O)- (tal como -(CH2)s-CONH-(CH2)s, -(CH2)5-CONH-(CH2)s-CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)s-CONH-(CH2)s-CONH-
(CH2)5-, -(CHz2)2-, -CH2-CONH-(CHz)2-, -CH2-NHCO-(CHz2)s-CONH-(CHz)2- 0 -(CH2)6-); 0
-(CH2)b-(CH2-CH2-O)c-(CHz2)d-, en el que uno a cinco de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un
grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal como -(CH2CH20)s-(CHz)2-, - (CH2CH20)s-(CH2)2-CONH-(CHz)s-CONH-(CHz)s- or -
(CH2)5-CONH-(CHz2)5-CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)5-CONH- (CH2CH20)s-(CHz)2-).

En una realizacion adicional, S1 representa un enlace o un espaciador seleccionado de -(CH2)a-, en el que uno o dos
de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal como -(CH2)s-CONH-
(CH2)s, -(CHz)2-, -CH2-CONH-(CHz)2-, -CH2-NHCO-(CHz)4-CONH-(CHz2)2- or -(CHz)e-) or -(CH2)b-(CH2-CH2-O).-(CH2)a-
, en el que uno o dos de dichos grupos -CH: estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal
como -(CH2CH20)s-(CH2)2-).

En una realizacion adicional, S1 representa un enlace o un espaciador seleccionado de -(CHz).-, en el que uno o dos
de dichos grupos -CH:- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o0 -NHC(O)- (tal como -(CHz2)s-CONH-
(CH2)s5) 0 - (CH2)b-(CH2-CH2-O)c-(CHz2)d-, en el que uno o dos de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos
por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal como - (CH2CH20)s-(CHz)2-).

En una realizacion adicional mas, S+ representa: un enlace o un espaciador seleccionado de:

-(CHz)a-, en el que uno o cinco de dichos grupos -CHz- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- (tal
como -(CH2)5-CONH-(CHz)s 0 -(CHz2)s-CONH-(CH2)s-CONH-(CHz2)s-CONH-(CH2)s-CONH-(CHz2)s5 -conh- (cH 2) 5-CONH-
(CH2)s-); o

-(CH2)b-(CH2-CH2-O)c-(CH2)d-, en el que dos de dichos grupos -CHz- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -
C(O)NH- (tal como -(CH2CH20)s-(CHz2)2-, -(CH2CH20)s-(CH2)2-CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)s- 0 -(CH2)s-CONH-(CH2)s-
CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)s-CONH-(CH2CH20)s-(CH2)2-).

En una realizacion, S1 representa un enlace. En una realizacion alternativa, S1 representa -(CHz)=-, en el que uno o
cinco de dichos grupos -CHa- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH (tal como -(CH2)s-CONH-(CHz)s
0 -(CHz2)5-CONH-(CH2)5-CONH-(CHz)s- CONH-(CH2)s-CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)s-). En una realizacion alternativa,
S1 representa -(CH2)b-(CH2-CH2-O)c-(CH2)d-, en el que dos de dichos grupos -CHz- estén opcionalmente sustituidos
por un grupo - C(O)NH- (tal como -(CH2CH20)s-(CHz)2-, -(CH2CH20)s-(CHz2)2-CONH-(CH2)5-CONH-(CHz)s- 0 -(CH2)s-
CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)5-CONH-(CH2)s-CONH- (CH2CH20)s-(CH2)2-).

En una realizacion adicional, S1 representa un espaciador seleccionado de: -(CH2)a-, en el que uno de dichos grupos
-CH2- estéa sustituido por un grupo -C(O)NH- (tal como -(CH2)s-CONH-(CH2)s); 0 -(CH2)b-(CH2-CH2-O)c-(CHz2)q- (tal
como -(CH2CH20)s-(CH2)2-).

En una realizacion adicional, S1 representa un espaciador seleccionado de: -(CH2)a-, en el que uno de dichos grupos
-CHz2- esta sustituido por un grupo -C(O)NH- (tal como -(CH2)s-CONH-(CH2)s).

Se apreciara que a, b, ¢, d, e, f, g y h se seleccionan para mantener una longitud de ligador adecuada entre los grupos
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Fy L. Los ejemplos de longitudes de ligador adecuadas entre F y L varian de aproximadamente 5A a aproximadamente
50A o mas de longitud, de aproximadamente 6A a aproximadamente 45A, de aproximadamente 7A a
aproximadamente 40A, de aproximadamente 8A a aproximadamente 35A, de aproximadamente 9A a
aproximadamente 30A, de aproximadamente 10A a aproximadamente 25A, de aproximadamente 11A a
aproximadamente 20A, de aproximadamente 12A a aproximadamente 15A. Por tanto, en una realizacion, a, b, c, d, e,
f, g9 y h representan un numero entero total de no mas de 30, tal como entre 5y 30, tal como entre 7 y 29.

En una realizacion adicional, a representa un nimero entero seleccionado de 1 a 35. En una realizacién adicional, a
representa un numero entero seleccionado de 1 a 10. En una realizacion adicional, a representa un nimero entero
seleccionado de 2 a 13. En una realizacién adicional mas, a representa un numero entero seleccionado de 2, 4, 6, 9
u 11. En una realizacién adicional mas, a representa un numero entero seleccionado de 10 a 35. En una realizacion
adicional mas, a representa un numero entero seleccionado de 11 o 35. En aun una realizaciéon adicional mas, a
representa un numero entero seleccionado de 11.

En una realizacion, b representa un nimero entero seleccionado de 0 a 24. En una realizacion adicional, b representa
un nuamero entero seleccionado de 0 a 3. En una realizacién adicional, b representa un nimero entero seleccionado
de 0, 2 o 3. En una realizacion adicional mas, b representa un nuimero entero seleccionado de 0 o 24. En una
realizacion adicional mas, b representa un nimero entero seleccionado de 0.

En una realizacion, c representa un numero entero seleccionado de 1 a 15. En una realizacién adicional, ¢ representa
un numero entero seleccionado de 1 a 12. En una realizacidon adicional mas, ¢ representa un numero entero
seleccionado de 1 a 10. En una realizacion adicional mas, ¢ representa un nimero entero seleccionado de 8.

En una realizacion, d representa un nimero entero seleccionado de 1 a 3. En una realizacion adicional, d representa
un numero entero seleccionado de 1 o 2. En una realizacién adicional mas, d representa un numero entero
seleccionado de 2.

En una realizacion, Y1 representa -C(O)NH- o -C(O)-. En una realizacién adicional, Y1 representa -C(O)NH-.
En una realizacion, Sz representa un separador seleccionado de:

-(CHz)e-, en el que uno a tres de dichos grupos -CHaz- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -
NHC(O)- (tal como -(CHz2)3-NHCO-CHz-, -(CH2)3-NHCO-(CH2)s-NHCO-(CH2)s-NHCO-CHa-, -(CH2)3-NHCO-, -(CH2)s3-,
-(CH2)3-NHCO-(CH2)s-CONH-CH2- 0 -(CH2)3-NH-CH2-); o

-(CH2)-(CH2-CH2-O)e-(CH2)n-, en el que uno a tres de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un
grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal como -(CHz)3-NHCO-(CH2CH20)4-(CH2)2-NHCO-CHa-, -(CH2)3-NHCO-(CHz)2-
(CH2CH20)4-NHCO-CH2- 0 -(CH2)4-NHCO-(CHz)2-(CH2CH20)4-NHCO-CHa-).

En una realizacién adicional, Sz representa un separador seleccionado de:

-(CH2)e-, en el que uno o dos de dichos grupos -CHz- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -
NHC(O)- (tal como -(CHz2)3-NHCO-CHa-, -(CH2)3-NHCO-, -(CH2)3-, - (CH2)3-NHCO-(CH2)s-CONH-CH2- 0 -(CHz2)3-NH-
CH2-); o

-(CH2)-(CH2-CH2-O)e-(CH2)n-, en el que uno o dos de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un
grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal como -(CH2)3-NHCO-(CHz)2-(CH2CH20)s-NHCO-CH2- or -(CHz2)4-NHCO-(CH2)2-
(CH2CH20)4-NHCO-CHz-).

En una realizacion adicional, Sz representa un espaciador seleccionado de -(CHz)e-, en el que uno o dos de dichos
grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)- (tal como -(CH2)3-NHCO-CHz-).

En una realizacion adicional, Sz representa un separador seleccionado de:

-(CHz)e-, en el que uno o tres de dichos grupos -CHz- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -NHC(O)- (tal
como -(CH2)3-NHCO-CHz- 0 -(CHz)3-NHCO-(CH2)s-NHCO-(CH2)s-NHCO-CHz2-); o

-(CH2)+(CH2-CH2-O)o-(CH2)n-, en el que dos de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -
NHC(O)- (tal como -(CHz2)3-NHCO-(CH2CH20)4-(CH2)2-NHCO-CH2-).

En una realizacion, Sz representa un espaciador seleccionado de -(CH2)e-, en el que uno o tres de dichos grupos -
CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -NHC(O)- (tal como -(CH2)3-NHCO-CH2- o -(CH2)3-NHCO-(CH2)s-
NHCO-(CHz2)s-NHCO-CHz2-). En una realizacion alternativa, Sz representa un espaciador seleccionado de -(CHz)-(CHz-
CH2-O)9-(CH2)n-, en el que dos de dichos grupos -CHz estan opcionalmente sustituidos por un grupo -NHC(O)- (tal
como -(CH2)3-NHCO-(CH2CH20)4-(CH2)2-NHCO-CHz-).

En una realizacion, Sz representa un espaciador seleccionado de -(CHz)e-, en el que tres de dichos grupos -CHz- estan
opcionalmente sustituidos por un grupo -NHC(O)- (tal como -(CH2)3-NHCO-(CHz2)5s-NHCO-(CH2)s-NHCO-CH>-).
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En una realizacion, e representa un nimero entero seleccionado de 1 a 17. En una realizaciéon adicional, e representa
un numero entero seleccionado de 1 a 10. En una realizacion adicional, e representa un numero entero seleccionado
de 4 a 10. En una realizacion adicional mas, e representa un numero entero seleccionado de 4, 5 0 10. En aun una
realizacién adicional mas, e representa un niumero entero seleccionado de 5 o0 17. En adn una realizacion adicional
mas, e representa un numero entero seleccionado de 5. En auin una realizacion adicional mas, e representa un numero
entero seleccionado de 17.

En una realizacion, f representa un nimero entero seleccionado de 1 a 8. En una realizacion adicional, f representa
un numero entero seleccionado de 2 a 6. En una realizaciéon adicional mas, f representa un ndmero entero
seleccionado de 6. En una realizacién adicional mas, f representa un nimero entero seleccionado de 4.

En una realizacion, g representa un numero entero seleccionado de 1 a 5. En una realizacion adicional, g representa
un numero entero seleccionado de 1 a 4. En una realizacién adicional mas, g representa un numero entero
seleccionado de 4.

En una realizacion, h representa un nimero entero seleccionado de 1 a 4. En una realizacion adicional, h representa
un numero entero seleccionado de 1 a 3. En una realizacién adicional, h representa un nimero entero seleccionado
de 1 o 2. En una realizacion adicional mas, h representa un nimero entero seleccionado de 2. En una realizacion
adicional mas, h representa un nimero entero seleccionado de 4.

En una realizacion, X1 representa -C(O)-.
En una realizacion, Y2 representa -O-.

En una realizacién, m representa un nimero entero seleccionado de 1 a 4. En una realizacién adicional, m representa
un numero entero seleccionado de 1 a 3. En una realizacién adicional mas, m representa un numero entero
seleccionado de 1, 2 0 3. En una realizacion adicional mas, m representa un numero entero seleccionado de 1 0 3. En
una realizacion adicional mas, m representa un numero entero seleccionado de 1 o 2. En una realizacion adicional
mas, m representa un numero entero seleccionado de 1.

En una realizacion, Cy representa fenilo o bifenilo. En una realizacién adicional, Cy representa bifenilo.

Las referencias en el presente documento al término "molécula de carbohidrato capaz de unirse a un anticuerpo anti-
alfa-galactosilo humano" incluyen restos de azucar (es decir, carbohidratos) capaces de unirse a un componente de
respuesta inmunitaria (es decir, un anticuerpo anti-alfa-galactosilo) de dicho ser humano y, en consecuencia, provocar
una respuesta inmunitaria en un ser humano. Los ejemplos de tales moléculas de carbohidratos incluyen compuestos
de alfa-galactosilo y derivados modificados de los mismos. Otros ejemplos de moléculas de carbohidratos adecuadas
incluyen los epitopos de alfa-gal enumerados en el documento US 2012/0003251 como adecuados para su uso en la
orientacion selectiva y la destruccion de células tumorales. En una realizacion, F se selecciona de galactosil-alfa-1,3-
galactosil-beta-1,4-N-acetilglucosamina, alfa-1,3-galactobiosa, alfa-1,3-beta-1,4-galactotriosa o galilipentasacarido.

En una realizacién particular, F tiene una estructura como se muestra en una de las siguientes férmulas:

HQ_OH
g—:ro
HO 0 Og OH
OB o0 o
s
OH NHAG 2.
(0]
HO_oH
HOXCo OH-OH

" OH
°ro O&&/o\
oH HO on 52

en las que S: se refiere al punto de unién al grupo Sa.

En una realizacién particular, F tiene una estructura como se muestra en la siguiente féormula:
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HO_oH
%OH OH OH
%Hoé& s,
NHAc

en la que S: se refiere al punto de unién al grupo Sa.

5 Las referencias en el presente documento al término "resto de union" se refieren a cualquier resto adecuado que es
capaz de unirse a un componente adicional. La invencion requiere que el resto de unién sea un péptido antimicrobiano
cationico ligado a X1 por una amina.

En una realizacion, L representa un lipopéptido. En una realizacién adicional, el lipopéptido comprende polimixina o

10 un derivado de la misma. Se describen ejemplos de polimixina y derivados de la misma adecuados en Velkov et al
(2016) Future Med Chem 8(10), 1017-1025. En una realizacion, la polimixina o un derivado de la misma se selecciona
de polimixina B, polimixina B2, nonapéptido de polimixina, colistina A, colistina B, CB-182.204 (Cubist
Pharmaceuticals), 5a (Pfizer), 5x (Pfizer), CA 14 (Cantab Antilinfectives), CA824 (Cantab Antiinfectives), NAB739
(Northern Antibiotics), NAB741 (Northern Antibiotics), NAB7061 (Northern Antibiotics), 38 (Universidad de

15 Queensland), FADDI-002 (Universidad Monash), FADDI-100 (Universidad Monash) o derivados de los mismos. En
una realizacién adicional, la polimixina es polimixina B o derivado que tiene la siguiente estructura:

NH,

gi

?

20 En una realizacién adicional, el derivado de polimixina B comprende las siguientes estructuras (donde se muestra el
punto de unioén con X1):

H2oN-[L-octilGly]-Dab-Thr-Dab-Dab*-Dab-f D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*

25

30
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H2N-Dab-Thr-Dab-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*

s Hmj;
it

5 H2N-Thr-Dab-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*

10

N N 0 ° 07 NH
“OH o©
o= HN NH
H
N NH,
HO o)

15
HoN-Thr-[D-Ser]-Dab*-Dab-[D-Phel-Leu-Dab-Dab-Thr*

20
Se apreciara que los péptidos antimicrobianos catidnicos de la presente invencién se configuraran para unirse a un
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patégeno o agente infeccioso especifico.

En una realizacion, la invencién proporciona un compuesto de férmula () que comprende un compuesto de los
Ejemplos 1-25 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona un compuesto de féormula (1) que comprende un compuesto de
los Ejemplos 1-14 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizacion adicional mas, la invencion
proporciona un compuesto de férmula (I) que comprende un compuesto de los Ejemplos 1-10 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En ain una realizaciéon adicional mas, la invencién proporciona un
compuesto de formula (1) que comprende un compuesto de los Ejemplos 4, 6, 9, 17 0 22 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En aun una realizacién adicional mas, la invencién proporciona un compuesto de férmula (1) que
comprende un compuesto del Ejemplo 17 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacion, la invencion proporciona un compuesto de féormula (1) que comprende un compuesto de los
Ejemplos 1-25 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona un compuesto de férmula (I) que es la base libre o la sal de
trifluoroacetato de un compuesto de los Ejemplos 1-14. En una realizacién adicional mas, la invencién proporciona un
compuesto de formula (1) que es la base libre o la sal de trifluoroacetato de un compuesto de los Ejemplos 1-10. En
aun una realizacion adicional mas, la invencién proporciona un compuesto de férmula (I) que es la base libre o la sal
de trifluoroacetato de un compuesto de los Ejemplos 4, 6, 9, 17 0 22. En aun una realizacion adicional mas, la invencion
proporciona un compuesto de formula (1) que es la base libre o la sal de trifluoroacetato de un compuesto del Ejemplo
17.

Una referencia a un compuesto de formula (1) y subgrupos del mismo también incluye formas iénicas, sales, solvatos,
isdmeros (incluyendo isémeros geométricos y estereoquimicos), tautomeros, N-6xidos, ésteres, isétopos y formas
protegidas del mismo, por ejemplo, como se discute mas adelante; preferiblemente, las sales o tautémeros o isémeros
o N-6xidos o solvatos del mismo; y mas preferiblemente, las sales o tautémeros o N-6xidos o solvatos del mismo,
incluso mas preferiblemente las sales o tautémeros o solvatos del mismo. En lo sucesivo, los compuestos y sus formas
i6nicas, sales, solvatos, isémeros (incluyendo los isémeros geométricos y estereoquimicos), tautdmeros, N-6xidos,
ésteres, is6topos y formas protegidas de los mismos, tal como se definen en cualquier aspecto de la invencion (excepto
los compuestos intermedios en procesos quimicos) se denominan "compuestos de la invencion”.

Los compuestos de férmula (1) pueden existir en forma de sales, por ejemplo, sales de adicidon de acido o, en ciertos
casos, sales de bases organicas e inorganicas tales como sales carboxilato, sulfonato y fosfato. Todas estas sales
estan dentro del alcance de esta invencion, y las referencias a compuestos de férmula (l) incluyen las formas de sal
de los compuestos.

Las sales de la presente invencion se pueden sintetizar a partir del compuesto original que contiene un resto basico
mediante procedimientos quimicos convencionales tales como los procedimientos descritos en Pharmaceutical Salts:
Properties, Selection, and Use, P. Heinrich Stahl (Editor), Camille G. Wermuth (Editor), ISBN: 3-90639-026-8, Tapa
dura, 388 paginas, agosto de 2002. Generalmente, tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de
acido o base libre de estos compuestos con la base o acido apropiados en agua o en un disolvente organico, o en una
mezcla de los dos; generalmente, se usan medios no acuosos, tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o
acetonitrilo.

Las sales de adicién de acidos (monosales o disales) pueden formarse con una amplia diversidad de acidos, tanto
inorganicos como organicos. Ejemplos de sales de adicion de acido incluyen mono- o di-sales formadas con un acido
seleccionado de entre el grupo que consiste en acético, 2,2-dicloroacético, adipico, alginico, ascorbico (por ejemplo,
L-ascérbico), L-aspartico, bencenosulfénico, benzoico, 4-acetamidobenzoico, butanoico, (+)alcanférico,
alcanforsulfénico, (+)-(1S)-camfor-10-sulfénico, caprico, caproico, caprilico, cinamico, citrico, ciclamico,
dodecilsulfurico, etano-1,2-disulfénico, etanosulfénico, 2-hidroxietanosulfénico, férmico, fumarico, galacarico,
gentisico, glucohepténico, D-glucénico, glucurénico (por ejemplo, D-glucurdnico), glutamico (por ejemplo, L-
glutamico), a-oxoglutarico, glicolico, hipurico, acidos hidrohalicos (por ejemplo, bromhidrico, clorhidrico, hidriédico),
isetidnico, lactico (por ejemplo, (+)-L-lactico, (+)-DL-lactico), lactobidnico, maleico, malico, (-)-L-malico, malénico, (+)-
DL-mandélico, metanosulfonico, naftaleno-2-sulfénico, naftaleno-1,5-disulfonico, 1-hidroxi-2-naftoico, nicotinico,
nitrico, oleico, orético, oxalico, palmitico, pamoico, fosférico, propionico, piravico, L-piroglutamico, salicilico, 4-amino-
salicilico, sebacico, estearico, succinico, sulfurico, tanico, (+)-L-tartarico, tiocianico, p-toluenosulfénico, undecilénico y
acidos valéricos, asi como aminoacidos acilados y resinas de intercambio catiénico.

Un grupo particular de sales consiste en sales formadas a partir de acidos acético, clorhidrico, yodhidrico, fosférico,
nitrico, sulfurico, citrico, lactico, succinico, maleico, malico, isetidnico, fumarico, bencenosulfénico, toluenosulfénico,
metanosulfénico (mesilato), etanosulfénico, naftalenosulfénico, valérico, acético, propanoico, butanoico, malénico,
glucurodnico y lactobionico. Una sal particular es la sal clorhidrato. Otra sal particular es la sal hidrogenosulfato, también
conocida como sal hemisulfato.
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Cuando los compuestos de la féormula (I) contienen una funcién amina, estos pueden formar sales de amonio
cuaternario, por ejemplo, mediante reaccidon con un agente alquilante segun procedimientos bien conocidos por el
experto. Tales compuestos de amonio cuaternario se encuentran dentro del alcance de la férmula (1).

Los compuestos de la invencion pueden existir como monosales o disales dependiendo del pKa del acido a partir del
cual se forma la sal.

Las formas salinas de los compuestos de la invencién son tipicamente sales farmacéuticamente aceptables, y se
discuten ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables en Berge et al., 1977, "Pharmaceutically Acceptable Salts,"
J. Pharm. Sci., vol. 66, pags. 1 a 19. Sin embargo, las sales que no son farmacéuticamente aceptables también pueden
prepararse como formas intermedias que después pueden convertirse en sales farmacéuticamente aceptables. Dichas
formas de sales no farmacéuticamente aceptables, que pueden ser utiles, por ejemplo, en la purificacion o separacion
de los compuestos de la invencién, también forman parte de la invencion.

Los expertos en la materia de la quimica organica apreciaran que muchos compuestos organicos pueden formar
complejos con disolventes en los que se hacen reaccionar o a partir de los cuales precipitan o cristalizan. Estos
complejos son conocidos como "solvatos". Por ejemplo, un complejo con agua se conoce como "hidrato". Los solvatos
farmacéuticamente aceptables del compuesto de la invencion estan dentro del alcance de la invencion.

Los compuestos de férmula (I) que contienen una funcion amina también pueden formar N-6xidos. Una referencia en
el presente documento a un compuesto de la férmula (1) que contiene una funcién amina también incluye el N-6xido.

Cuando un compuesto contiene varias funciones amina, uno o mas de un atomo de nitrégeno pueden oxidarse para
formar un N-6xido. Son ejemplos particulares de N-6xidos los N-6xidos de una amina terciaria o un atomo de nitrégeno
de un heterociclo que contiene nitrégeno.

Los N-6xidos se pueden formar mediante el tratamiento de la amina correspondiente con un agente oxidante tal como
peréxido de hidrogeno o un peracido (por ejemplo, un acido peroxicarboxilico), véase, por ejemplo, Advanced Organic
Chemistry, por Jerry March, 42 edicién, Wiley Interscience, paginas. Mas particularmente, los N-6xidos se pueden
elaborar mediante el procedimiento de L. W. Deady (Syn. Comm. 1977, 7, 509-514) en el que el compuesto de amina
se hace reaccionar con acido m-cloroperoxibenzoico (mMCPBA), por ejemplo, en un solvente inerte tal como
diclorometano.

Se apreciara por los expertos en la materia que ciertos derivados protegidos de compuestos de formula (1), que pueden
elaborarse antes de un paso de desproteccion final, pueden no poseer actividad farmacolégica como tales, pero, en
ciertos casos, pueden administrarse por via oral o parenteral y después de ello metabolizarse en el cuerpo para formar
compuestos de la invencion que son farmacoldgicamente activos. Por lo tanto, tales derivados pueden describirse
como "profarmacos". Todos tales solvatos farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencion estan
incluidos dentro del alcance de la invencion. Se describen ejemplos de funcionalidad profarmaco adecuada para los
compuestos de la presente invencion en Drugs of Today, Volumen 19, Numero 9, 1983, pag. 499-538 y en Topics in
Chemistry, Capitulo 31, pag. 306-316 y en "Design of Prodrugs" por H. Bundgaard, Elsevier, 1985, Capitulo 1. Ademas,
los expertos en la materia apreciaran que ciertos restos, conocidos por los expertos en la materia como "prorrestos”,
por ejemplo, como describe H. Bundgaard en "Design of Prodrugs"”, pueden colocarse en funcionalidades apropiadas
cuando tales funcionalidades estan presentes dentro de los compuestos de la invencion.

También se incluyen dentro del alcance del compuesto y diversos sales de la invencién los polimorfos del mismo.

Los compuestos de férmula (1) pueden existir en una serie de formas isoméricas geométricas diferentes, y las formas
tautomeéricas y las referencias a los compuestos de formula (I) incluyen todas tales formas. Para evitar dudas, cuando
un compuesto puede existir en una de varias formas isoméricas geométricas o tautoméricas y solo una se describe o
muestra especificamente, todas las demas se abarcan sin embargo por la formula (1).

La presente invencion incluye todos los compuestos de la invenciéon marcados isotépicamente farmacéuticamente
aceptables, es decir, compuestos de formula (1), en los que uno o mas atomos se reemplazan por dtomos que tienen
el mismo numero atémico, pero una masa atémica o un numero masico diferente de la masa atémica o el numero
masico que generalmente se encuentran en la naturaleza.

Los ejemplos de isétopos adecuados para su inclusion en los compuestos de la invencidon comprenden is6topos de
hidrogeno, tales como 2H (D) y ®H (T), carbono, tales como "'C, 3C y '“C, fltor, tales como '8F, nitrogeno, tales como
8N y 5N, oxigeno, tales como 10, 70O y 80.

Determinados compuestos marcados isotopicamente de féormula (1), por ejemplo, aquellos que incorporan un isétopo
radiactivo, son utiles en estudios de distribucion en tejido de sustrato y/o f&rmaco. Los compuestos de férmula (1)
también pueden tener propiedades de diagnostico valiosas, ya que se pueden usar para detectar o identificar la
formacion de un complejo entre un compuesto marcado y otras moléculas, péptidos, proteinas, enzimas o receptores.
Los procedimientos de deteccién o identificacion pueden usar compuestos marcados con agentes de marcaje tales

10
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como radiois6topos, enzimas, sustancias fluorescentes, sustancias luminosas (por ejemplo, luminol, derivados de
luminol, luciferina, aequorina y luciferasa), etc. Los isétopos radiactivos tritio, es decir,*H (T), y carbono-14, es decir,
4C, son particularmente Utiles para este proposito en vista de su facilidad de incorporacion y faciles medios de
deteccion.
5

La sustitucion con isotopos mas pesados tales como deuterio, es decir, 2H (D), puede procurar ciertas ventajas
terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, mayor semivida in vivo o menores
requisitos de dosificacion, y por tanto puede preferirse en algunas circunstancias.

10 La sustitucion con isétopos emisores de positrones, tales como ''C, 8F, 50 y '8N, puede ser util en estudios de
tomografia de emision de positrones (TEP) para examinar la ocupacioén diana.

Los compuestos marcados isotdpicamente de formula () generalmente se pueden preparar mediante técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la materia o mediante procesos analogos a los descritos en los Ejemplos

15 y Preparaciones adjuntos usando reactivos marcados isotopicamente apropiados en lugar del reactivo no marcado
empleado anteriormente.

Procedimientos para la preparacion de compuestos de formula (l)

20 En esta seccién, como en todas las demas secciones de la presente solicitud, a menos que el contexto indique lo
contrario, las referencias a la férmula (1) también incluyen todos los demas subgrupos y ejemplos de los mismos tal
como se definen en el presente documento.

Los compuestos pertenecientes a la invencion descrita en el presente documento se pueden preparar en una
25 secuencia sintética escalonada como se ilustra en los Esquemas a continuacién. Las sintesis implican la preparacion
de diversos constructos centrales (Cy) que permiten la eleccion de la valencia para F y la eleccion del péptido para L
dentro de la molécula. Los compuestos de formula (1) se pueden preparar de acuerdo con procedimientos sintéticos
bien conocidos por el experto. Por ejemplo, un experto en la materia apreciara que las etapas quimicas y la eleccion
de grupos protectores se pueden gestionar en cualquier orden para permitir el éxito sintético.
30
Segun un aspecto adicional de la invencidn, se proporciona un proceso para preparar un compuesto de la férmula (1)
como se define anteriormente en el presente documento que comprende:

(a) preparar un compuesto de la férmula (1), en la que virepresenta -CONH- (es decir, un compuesto de férmula (I1A))

35 haciendo reaccionar un compuesto de féormula (Il) con un compuesto de férmula (lll) seguido de una etapa de
desproteccion adecuada:

HZN/S1‘x1’lL | PG

(I

\

[ F—SZ-YZI OH l F—S,-Y,

m (), (ii) m

(1 (I1A)

40 enla que Sz, Y2, m, Cy, S1, X1, L y F son como se define anteriormente en el presente documento y PG es un grupo
protector de péptido adecuado tal como Dde; o

(b) preparar un compuesto de férmula (1) en la que Y 1trepresenta -CONH- y X1 representa -C(O)- (es decir, un

compuesto de férmula (IB)) haciendo reaccionar un compuesto de férmula (IV) con un compuesto de formula (V)
45 seguido de una etapa de desprotecciéon adecuada:

e 0

(e}
_Sy__OH av) l 8 _L
F—Sy-Y N » | F—S,-Y. N
l i Z]J@J\H Tcl/ ON() o ;@H To(
)

(1B)

en la que Sz, Y2, m, Cy, S1, L y F son como se define anteriormente en el presente documento y PG es un grupo
50 protector de péptido adecuado tal como Dde; o

(c) preparar un compuesto de féormula (1) haciendo reaccionar un compuesto de férmula (VI) con un compuesto de

11
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férmula (VII) seguido de una etapa de desproteccion adecuada:

| e,

HO m . (i

(Vi )

5 enla que Sz, Y2, m, Cy, S4, X1, L y F son como se define anteriormente en el presente documento, PG es un grupo
protector de péptido adecuado tal como Dde; o

(d) preparar un compuesto de féormula (l) haciendo reaccionar un compuesto de féormula (XIl) con un compuesto de
férmula (XIIl) seguido de una etapa de desproteccién adecuada, en la que Y1 representa un grupo CONH:

10
fe) HaN=815—X1-[LIpc

ol
smcoH X0 [F-S,-Yo)] Yi-SXqL
ERAR N 0. G m

XIny ()

en la que Sz, Y2, m, Cy, X1, Ly F son como se define anteriormente en el presente documento, S1a y S1s forman juntos
un grupo S1y PG es un grupo protector de péptido adecuado tal como Dde; o

15
(e) interconversion de un compuesto de formula (1) o derivado protegido del mismo a un compuesto adicional de
férmula (1) o derivado protegido del mismo.

La etapa (i) en los procesos (a) a (d) tipicamente comprende una reaccion de formacion de enlace amida, que

20 tipicamente comprende la activacion del acido carboxilico con reactivos que contienen fosfato, reactivos a base de
triazina o reactivos que contienen carbodiimida en presencia de una base organica en un disolvente organico. Las
condiciones preferidas comprenden HATU (hexafluorofosfato de 3-6xido de (1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]piridinio) con diispropiletilamina en DMF.

25 La etapa (ii) en los procesos (a) a (d) tipicamente comprende cualquier reaccidon de desproteccion adecuada, cuyas
condiciones dependeran de la naturaleza del grupo protector. Cuando el grupo protector comprende Dde, tal
desproteccion tipicamente comprendera el uso de hidrazina en DMF. Cuando el grupo protector comprende Cbz o
bencilo, tal desproteccion tipicamente comprendera hidrogenacion sobre un catalizador adecuado, tal como paladio
sobre carbono. Cuando el grupo protector comprende terc-butoxicarbonilo o terc-butilo, tal desproteccion estara

30 mediada por acido y tipicamente comprendera TFA en DCM.

El proceso (e) comprende tipicamente procedimientos de interconversién conocidos por un experto en la materia. Por
ejemplo, en compuestos de férmula (1), un primer sustituyente puede convertirse mediante procedimientos conocidos
por un experto en la materia en un segundo sustituyente alternativo. Son conocidas por un experto en la materia un
35 amplio intervalo de interconversiones de grupos funcionales bien conocidas para convertir un compuesto precursor en
un compuesto de formula (l) y se describen en Advanced Organic Chemistry por Jerry March, 42 edicion, John Wiley
& Sons, 1992. Por ejemplo, las posibles funcionalizaciones catalizadas por metal tales como el uso de reactivos de
organoestafo (la reaccion de Stille), reactivos de Grignard y reacciones con nucledfilos de nitrégeno se describen en
'Palladium Reagents and Catalysts' [Jiro Tsuji, Wiley, ISBN 0-470-85032-9] y Handbook of OrganoPalladium Chemistry
40 for Organic Synthesis [Volumen 1, editado por Ei-ichi Negishi, Wiley, ISBN 0-471-31506-0].

Si es apropiado, las reacciones descritas anteriormente en los procesos (a), (b), (c), (d) y (e) son seguidas o precedidas
por una o mas reacciones conocidas por el experto en la materia y se realizan en un orden apropiado para lograr las
sustituciones requeridas en Sz, Y2, m, Cy, S1, X1, Y1, Ly F definidas anteriormente para procurar otros compuestos de

45 la formula (l). Los ejemplos no limitantes de tales reacciones cuyas condiciones pueden encontrarse en la bibliografia
incluyen:

proteccién de funciones reactivas,
desproteccion de funciones reactivas,
50 halogenacion,
deshalogenacion,
desalquilacion,
alquilacion y arilacion de amina, anilina, alcohol y fenol,
reaccion de Mitsunobu en grupos hidroxilo,
55 reacciones de cicloadicion en los grupos apropiados,

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 854 991 T3

reduccion de nitro, ésteres, ciano, aldehidos,

reacciones de acoplamiento catalizadas por metales de transicion,
acilacion,

sulfonilacién/introduccion de grupos sulfonilo,
saponificacion/hidroélisis de grupos éster,

amidificacion o transesterificacion de grupos éster,
esterificacion o amidificacion de grupos carboxilicos,
intercambio de halégenos,

sustitucion nucleofilica con amina, tiol o alcohol,
aminacion reductora,

formacion de oxima en grupos carbonilo e hidroxilamina,
S-oxidacion,

N-oxidacion,

salificacion.

Los compuestos de formula (II) se pueden preparar segun los procedimientos descritos en el Esquema 1 a partir de
compuestos de formula (VIII) y (VI) segun las etapas de proceso (i) y (ii) como se describe anteriormente en el presente
documento.

o F/\/\NH2 5
o v
Mo o l F_Sz‘Y2} OH
HO @, (i) m
m
(Vi n
Esquema 1

en el que m, Cy, Y2, Sz y F son como se define anteriormente en el presente documento y PG1 es un grupo protector
que comprende bencilo.

Adicionalmente, los compuestos de férmula (V) se pueden preparar a partir de compuestos de formula (1) segun las
etapas de proceso (i) y (ii) como se describe anteriormente con el empleo de un ligador elegido adecuadamente (S1)
que comprende un grupo protector adecuado, tal como bencilo, que esta disponible comercialmente o se prepara
como se describe en la bibliografia por un experto en la materia. Los compuestos de formula (VIl) se pueden preparar
segun los procedimientos descritos en el Esquema 2 a partir de compuestos de formula (lll) y (IX) segun las etapas
de proceso (i) y (i) como se describe anteriormente en el presente documento

s,
L e
0 - v 1~ 1\IL|
S5-Y> s
pegoLoWOH G, Gi) Ho>\_ © 1 RS
m

(1X) (viny

Esquema 2

en el que m, Cy, Y2, S1, S2, X1y F son como se define anteriormente en el presente documento, Y1 es -CONH-, PGz
es un grupo protector que comprende terc-butilo y PG es un grupo protector de péptido adecuado tal como Dde,

Los compuestos de formula (VIIl) se pueden preparar segun los procedimientos descritos en el Esquema 3 a partir de

compuestos de férmula (X) y (XI) segun las etapas de proceso (iii) y (ii), una reaccién de alquilacién seguida de una
reaccion de desproteccion como se describe anteriormente en el presente documento, respectivamente

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 854 991 T3

0
PGZ\O)J\/ Hal

0
i e i PG
PGq )’I\/O O/ 1
P
Ho n Q i), il HO
m
00 (Vi
Esquema 3

en las que m y Cy son como se define anteriormente en el presente documento, PGz es un grupo protector que
comprende terc-butilo, PG1 es un grupo protector que comprende bencilo y Hal es un haluro tal como Cl, Bro I.

La etapa (iii) comprende tipicamente condiciones de alquilacién con compuestos de férmula (XI) en una base
inorganica en un disolvente organico polar a temperatura ambiente. Las condiciones preferidas comprenden carbonato
de potasio en DMF.

De manera similar, los compuestos de formula (IX) también se pueden preparar segun el Esquema 3, en el que se
pueden emplear condiciones de desproteccion alternativas. Después de la etapa de alquilacion, en la que PG+ es
bencilo, PG1 puede desprotegerse preferentemente en condiciones de hidrogenaciéon como se describe anteriormente
en el presente documento.

Cuando Cy es bifenilo, los compuestos de féormula (X) se pueden preparar mediante el empleo de una reaccion de
Suzuki para construir la unidad bifenilo. Las condiciones preferidas comprenden tetraquistrifenilfosfina-paladio (0) con
carbonato de sodio en dioxano y agua a 100 °C. Cuando se emplean los grupos protectores requeridos adecuados,
tales como TBS, tales grupos protectores pueden desprotegerse usando una desproteccion mediada por fluoruro. Las
condiciones preferidas comprenden TBAF en THF a temperatura ambiente.

Los compuestos de formula (XII) y (XIll) en la que S1 contiene S1a 0 S1s se pueden preparar segun el Esquema 1,
segun los procedimientos descritos en el presente documento o se pueden preparar segun la bibliografia.

Los compuestos de formula (lll), (IV), (VI) y (XI) estan comercialmente disponibles, se preparan segun los
procedimientos descritos en el presente documento o se preparan segun la bibliografia.

Composiciones farmacéuticas

Si bien es posible administrar el compuesto de férmula (I) solo, es preferible presentarlo como una composicion
farmacéutica (por ejemplo, formulacion).

Por tanto, seguin un aspecto adicional, la invencién proporciona una composicién farmacéutica y procedimientos para
elaborar una composicion farmacéutica que comprende (por ejemplo, mezclar) al menos un compuesto de la invencion
donde L representa un péptido antimicrobiano catidnico, junto con uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables y opcionalmente otros agentes terapéuticos o profilacticos, como se describe en el presente documento.

El excipiente o excipientes farmacéuticamente aceptables se pueden seleccionar, por ejemplo, de portadores (por
ejemplo, un portador sélido, liquido o semisoélido), adyuvantes, diluyentes, rellenos o agentes voluminizadores, agentes
granulantes, agentes de recubrimiento, agentes controladores de la liberacion, agentes aglutinantes, disgregantes,
agentes lubricantes, conservantes, antioxidantes, agentes tamponadores, agentes de suspension, agentes
espesantes, agentes aromatizantes, edulcorantes, agentes enmascarantes del sabor, estabilizantes o cualquier otro
excipiente usado convencionalmente en composiciones farmacéuticas. A continuaciéon se exponen con mas detalle
ejemplos de excipientes para diversos tipos de composiciones farmacéuticas.

La frase “farmacéuticamente aceptable” como se usa en el presente documento se refiere a los compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son, dentro del alcance de un criterio médico sensato,
adecuados para su uso en contacto con los tejidos de un sujeto (por ejemplo humano) sin una toxicidad excesiva (es
decir, generalmente reconocidos como seguros (GRCS)), irritacion, respuesta alérgica u otros problemas o
complicaciones, proporcional a una relaciéon beneficio/riesgo correspondiente razonable. Cada portador, excipiente,
etc. también debe ser "aceptable” en el sentido de ser compatible con los demas ingredientes de la formulacion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen compuestos de la invencion se pueden formular de acuerdo con
técnicas conocidas, véase, por ejemplo, Remington 's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
PA, EE. UU.

Las composiciones farmacéuticas pueden estar en cualquier forma adecuada para administracion parenteral,
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intranasal, intrabronquial, sublingual, oftalmica, ética, rectal, intravaginal o transdérmica. Cuando las composiciones
estan destinadas a la administracion parenteral, se pueden formular para la administracién intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, subcutanea o para la administracion directa en un érgano o tejido diana mediante inyeccion, infusion
u otros medios de administracion. El suministro puede realizarse mediante inyeccién en bolo, infusién a corto plazo o
infusién a largo plazo y puede realizarse mediante suministro pasivo o mediante la utilizacion de una bomba de infusion
o un controlador de jeringa adecuados.

Las formulaciones farmacéuticas adaptadas para administraciéon parenteral incluyen soluciones de inyeccion estériles
acuosas y no acuosas que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostatos, codisolventes, agentes
tensioactivos, mezclas de disolventes organicos, agentes de complejacion de ciclodextrina, agentes emulsionantes
(para formar y estabilizar formulaciones de emulsién), componentes liposémicos para formar liposomas, polimeros
gelificables para formar geles poliméricos, protectores de liofilizacion y combinaciones de agentes para, entre otras
cosas, estabilizar el ingrediente activo en una forma soluble y volver la formulacion isoténica con la sangre del receptor
previsto. Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral también pueden tomar la forma de
suspensiones estériles acuosas y no acuosas que pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes (R. G.
Strickly, Solubilizing Excipients in oral and injectable formulations, Pharmaceutical Research, Vol 21(2) 2004, pag. 201-
230).

Las formulaciones se pueden presentar en recipientes de dosis unitarias o multidosis, por ejemplo, ampollas selladas,
viales y jeringas precargadas, y se pueden almacenar en un estado deshidratado por congelacién (liofilizado) que solo
requiere la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, agua para inyeccion, inmediatamente antes del uso.

La formulacién farmacéutica se puede preparar liofilizando un compuesto de la invencion. Liofilizacion se refiere al
procedimiento de deshidratacion de una composicién mediante congelacion. Por lo tanto, deshidratacion por
congelacion y liofilizacion se usan en el presente documento como sinénimos.

Las soluciones y suspensiones de inyeccion extempordnea se pueden preparar a partir de polvos, granulos y
comprimidos estériles.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para inyeccion parenteral también pueden comprender
soluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles farmacéuticamente aceptables,
asi como polvos estériles para reconstitucion en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso.

Los ejemplos de portadores, diluyentes, disolventes o vehiculos acuosos y no acuosos adecuados incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y similares), carboximetilcelulosa y mezclas
adecuadas de los mismos, aceites vegetales (tales como aceite de girasol, aceite de cartamo, aceite de maiz o aceite
de oliva) y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. La fluidez adecuada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el uso de materiales espesantes o de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento
del tamafio de particula requerido en el caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Las composiciones de la presente invencion también pueden contener adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la accion de los microorganismos se
puede asegurar mediante la inclusiéon de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. También puede ser deseable incluir agentes para ajustar la tonicidad
tales como azucares, cloruro de sodio y similares. La absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
provocarse mediante la inclusiéon de agentes que retardan la absorcién, tales como monostearato de aluminio y
gelatina.

En una realizacién preferida de la invencién, la composicidon farmacéutica esta en una forma adecuada para la
administracion i.v., por ejemplo, mediante inyeccion o infusién. Para la administracién intravenosa o subcutanea, la
solucion se puede dosificar tal como estd, o se puede inyectar en una bolsa de infusién (que contiene un excipiente
farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina al 0,9 % o dextrosa al 5 %), antes de la administracion.

En otra realizacion preferida, la composicion farmacéutica esta en una forma adecuada para la administracion
subcutanea (s.c.).

El compuesto de la invencion puede formularse con un portador y administrarse en forma de nanoparticulas, ayudando
el area de superficie aumentada de las nanoparticulas a su absorciéon. Ademas, las nanoparticulas ofrecen la
posibilidad de penetracidn directa en la célula. Los sistemas de administracion de farmacos de nanoparticulas se
describen en “Nanoparticle Technology for Drug Delivery”, editado por Ram B Gupta y Uday B. Kompella, Informa
Healthcare, ISBN 9781574448573, publicado el 13 de marzo de 2006. Las nanoparticulas para el suministro de
farmacos también se describen en J. Control. Release, 2003, 91 (1-2), 167-172, y en Sinha et al. Mol. Cancer Ther. 1
de agosto, (2006) 5, 1909.

Las composiciones farmacéuticas comprenden tipicamente de aproximadamente 1 % (p/p) a aproximadamente 95 %
(p/p) de ingrediente activo y de 99 % (p/p) a 5 % (p/p) de un excipiente farmacéuticamente aceptable o combinacion
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de excipientes. Preferiblemente, las composiciones comprenden de aproximadamente 20 % (p/p) a aproximadamente
90 % (p/p) de ingrediente activo y de 80 % (p/p) a 10 % de un excipiente o combinacion de excipientes
farmacéuticamente aceptables. Las composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 1% a
aproximadamente 95 %, preferiblemente de aproximadamente 20 % a aproximadamente 90 % de ingrediente activo.
Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden estar, por ejemplo, en forma de dosis unitaria, tal como
en forma de ampollas, viales, supositorios, jeringas precargadas, grageas, comprimidos o capsulas.

El excipiente o excipientes farmacéuticamente aceptables se pueden seleccionar segun la forma fisica deseada de la
formulacion y, por ejemplo, se seleccionan de diluyentes (por ejemplo, diluyentes sélidos tales como rellenos o agentes
voluminizantes; y diluyentes liquidos tales como disolventes y codisolventes), disgregantes, agentes tamponadores,
lubricantes, auxiliares de flujo, agentes controladores de la liberacién (por ejemplo, polimeros o ceras retrasantes o
retardantes de la liberacion), aglutinantes, agentes granulantes, pigmentos, plastificantes, antioxidantes,
conservantes, agentes aromatizantes, agentes enmascarantes del sabor, agentes de ajuste de la tonicidad y agentes
de recubrimiento.

El experto tendra la experiencia para seleccionar las cantidades apropiadas de ingredientes para su uso en las
formulaciones. Por ejemplo, los comprimidos y capsulas tipicamente contienen 0-20 % de disgregantes, 0-5 % de
lubricantes, 0-5 % de auxiliares de flujo y/o 0-99 % (p/p) de rellenos y/o agentes voluminizantes (dependiendo de la
dosis del farmaco). También pueden contener 0-10 % (p/p) de aglutinantes poliméricos, 0-5 % (p/p) de antioxidantes,
0-5 % (p/p) de pigmentos. Los comprimidos de liberacién lenta contendran ademas 0-99 % (p/p) de polimeros para el
control (p. €j., el retardo) de la liberacién (en funcion de la dosis). Los recubrimientos de pelicula del comprimido o
capsula tipicamente contienen 0-10 % (p/p) de polimeros, 0-3 % (p/p) de pigmentos y/o 0-2 % (p/p) de plastificantes.

Las formulaciones parenterales o subcutaneas tipicamente contienen 0-20 % (p/p) de tampones, 0-50 % (p/p) de
codisolventes y/o 0-99 % (p/p) de agua para inyeccion (APl) (dependiendo de la dosis y si se deshidrata por
congelacion). Las formulaciones para depositos intramusculares también pueden contener 0-99 % (p/p) de aceites.

Los compuestos de la invencién también se pueden formular como dispersiones sélidas. Las dispersiones soélidas son
fases dispersas homogéneas extremadamente finas de dos o0 mas de sdlidos. Las soluciones sdlidas (sistemas de
dispersidon molecular), un tipo de dispersion sélida, son bien conocidas para su uso en tecnologia farmacéutica (véase
(Chiou y Riegelman, J. Pharm. Sci., 60, 1281-1300 (1971)) y son utiles para aumentar las tasas de disolucion y
aumentar la biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua.

Las formulaciones farmacéuticas se pueden presentar a un paciente en "paquetes para pacientes" que contienen todo
un plan de tratamiento en un solo envase, habitualmente un paquete blister. Las cajas tienen una ventaja sobre las
prescripciones tradicionales, en las un farmacéutico divide el suministro de un paciente de un producto farmacéutico
a partir de un suministro a granel, porque el paciente siempre tiene acceso al prospecto contenido en la caja,
habitualmente ausente en las prescripciones de los pacientes. Se ha demostrado que la inclusién de un prospecto
mejora el cumplimiento del paciente con las instrucciones del médico. Un ejemplo de un paquete para pacientes incluye
una jeringa precargada. Tales jeringas precargadas ya contienen la sustancia farmacoldgica. La porcion frontal de una
jeringa precargada a la que se va a fijar una aguja esta sellada con un tapén de boquilla. Antes de la inyeccion, la tapa
de la boquilla se retira de la porcion frontal y se fija una aguja a la misma. Luego se desliza una junta empujando una
varilla de émbolo hacia la porcién frontal de modo que se expulse el farmaco.

Las composiciones para administracion nasal incluyen unguentos, cremas, pulverizaciones, parches, geles, gotas e
insertos liquidos (por ejemplo, insertos intraoculares). Tales composiciones se pueden formular de acuerdo con
procedimientos conocidos.

Los ejemplos de formulaciones para administracion rectal o intravaginal incluyen pesarios y supositorios que pueden
estar, por ejemplo, formados a partir de un material conformable moldeable o ceroso que contiene el compuesto activo.
También se pueden usar soluciones del compuesto activo para administracion rectal.

Las composiciones para administracién por inhalaciéon pueden adoptar la forma de composiciones en polvo inhalables
o pulverizaciones liquidas o en polvo, y pueden administrarse en forma estandar usando dispositivos inhaladores de
polvo o dispositivos dispensadores de aerosol. Tales dispositivos son ampliamente conocidos. Para la administracion
por inhalacién, las formulaciones en polvo tipicamente comprenden el compuesto activo junto con un diluyente sélido
inerte en polvo tal como lactosa.

El compuesto de la invencion generalmente se presentara en forma de dosificacion unitaria y, como tal, tipicamente
contendra suficiente compuesto para proporcionar el nivel deseado de actividad bioldgica. Por ejemplo, una
formulacion puede contener de 1 nanogramo a 2 gramos de principio activo, p. €j., de 1 nanogramo a 2 miligramos de
principio activo. Dentro de estos intervalos, los subintervalos particulares del compuesto son 0,1 miligramos a 2 gramos
de ingrediente activo (mas habitualmente de 10 miligramos a 1 gramo, por ejemplo, 50 miligramos a 500 miligramos),
o 1 microgramo a 20 miligramos (por ejemplo, 1 microgramo a 10 miligramos, por ejemplo, 0,1 miligramos a 2
miligramos de ingrediente activo).

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 854 991 T3

El compuesto activo se administrara a un paciente que lo necesite (por ejemplo, un paciente humano o animal) en una
cantidad suficiente para lograr el efecto terapéutico deseado.

Usos Terapéuticos:

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un compuesto de formula (I) como se define en el presente
documento para su uso en terapia.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un compuesto de férmula (I) como se define en el presente
documento para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado y/o causado por un agente
infeccioso.

Segun un aspecto adicional de la invencién, se proporciona el uso de un compuesto de férmula (1) como se define en
el presente documento en la fabricacién de un medicamento para su uso en el tratamiento de una enfermedad o
trastorno mediado y/o causado por un agente infeccioso.

Segun un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un procedimiento para tratar una enfermedad o trastorno
mediado y/o causado por un agente infeccioso que comprende administrar a un individuo que lo necesita un compuesto
de férmula (1) como se define en el presente documento.

Los ejemplos de agentes infecciosos incluyen cualquier patégeno tal como una bacteria, hongo, parasito o virus. Por
tanto, en una realizacién, la enfermedad o trastorno mediado y/o causado por un agente infeccioso es una infeccién
bacteriana.

Los ejemplos de infeccidn bacteriana incluyen infeccién por las siguientes bacterias: Staphylococcus sp. tal como
Staphylococcus aureus (incluyendo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)), Clostridia sp. (por
ejemplo, Clostridium difficile, Clostridium tetani y Clostridium botulinum), especies de Enterobacter, Mycobacterium
tuberculosis, Shigella sp. tal como Shigella dysenteriae, Campylobacter sp. tal como Campylobacter jejuni,
Enterococcus sp. tal como Enterococcus faecalis, Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Bordetella pertussis, especies
estreptocdcicas, Salmonella thyphimurim, Salmonella enterica, especies de Chlamydia, Treponema pallidum,
Neisseria gonorrhoeae, Borrelia burgdorferi, Vibrio cholerae, Corynebacterium diphtheriae, Helicobacter pylori,
patdégenos gramnegativos, tales como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella neumoniae y
Escherichia coli (incluyendo cepas que son resistentes a una o mas clases de antibidticos, especialmente cepas
multifarmacorresistentes (MFR).

El compuesto de la invencién generalmente se administra a un sujeto que necesita tal administracién, por ejemplo, un
paciente humano o animal, preferiblemente un ser humano.

El compuesto de la invencion se administrara tipicamente en cantidades que son terapéutica o profilacticamente utiles
y que generalmente no son téxicas. Sin embargo, en ciertas situaciones (por ejemplo, en el caso de enfermedades
potencialmente mortales), los beneficios de administrar un compuesto de la invencién pueden compensar las
desventajas de cualquier efecto toxico o efectos secundarios, en cuyo caso puede considerarse deseable administrar
un compuesto de la invencion en cantidades que estén asociadas con un grado de toxicidad.

El compuesto de la invencién puede administrarse durante un periodo prolongado (es decir, administracién crénica)
para mantener efectos terapéuticos beneficiosos o puede administrarse solo durante un periodo corto (es decir,
administracion aguda). Como alternativa, se pueden administrar de manera continua o de una manera que proporcione
dosificacion intermitente (por ejemplo, de manera pulsatil).

Una dosis diaria tipica del compuesto de la invencion puede estar en el intervalo de 100 picogramos a 100 miligramos
por kilogramo de peso corporal, mas tipicamente 5 nanogramos a 25 miligramos por kilogramo de peso corporal, y
mas habitualmente 10 nanogramos a 15 miligramos por kilogramo (por ejemplo, 10 nanogramos a 10 miligramos, y
mas tipicamente 1 microgramo por kilogramo a 20 miligramos por kilogramo, por ejemplo, 1 microgramo a 10
miligramos por kilogramo) por kilogramo de peso corporal, aunque se pueden administrar dosis mas altas o mas bajas
cuando sea necesario. El compuesto de la invencion puede administrarse diariamente o de forma repetida cada 2, o
3,04,05,06,07,0100 14, 0 21, 0 28 dias, por ejemplo. Como alternativa, el compuesto de la invencién se puede
administrar mediante infusion, multiples veces al dia.

El compuesto de la invencion se puede administrar en un intervalo de dosis, por ejemplo, 1 a 1500 mg, 2 a 800 mg o
5 a 500 mg, por ejemplo, 2 a 200 mg o 10 a 1000 mg, incluyendo ejemplos particulares de dosis 10, 20, 50 y 80 mg.
El compuesto de la presente invencién se puede administrar una o mas veces al dia. El compuesto de la invencion se
puede administrar continuamente (es decir, tomarse todos los dias sin interrupcién durante la duracion del régimen de
tratamiento). Como alternativa, el compuesto de la invencion se puede administrar de forma intermitente (es decir,
tomarse de forma continua durante un periodo dado, tal como una semana, luego suspenderse durante un periodo,
tal como una semana, y luego tomarse de forma continua durante otro periodo, tal como una semana y asi
sucesivamente, durante toda la duracion del régimen de tratamiento). Los ejemplos de regimenes de tratamiento que
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implican administracion intermitente incluyen regimenes en los que la administracion se realiza en ciclos de una
semana si, una semana libre; o dos semanas si, una semana libre; o tres semanas si, una semana libre; o dos
semanas si, dos semanas libres; o cuatro semanas si, dos semanas libres; o una semana si, tres semanas libres -
durante uno o mas ciclos, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 o mas ciclos.

En un programa de dosificacion particular, a un paciente se le dara una infusion de un compuesto de la invencion
durante periodos de una hora diaria durante hasta diez dias, en particular hasta cinco dias durante una semana, y el
tratamiento se repetira en un intervalo deseado tal como dos a cuatro semanas, en particular cada tres semanas.

Mas particularmente, a un paciente se le puede dar una infusién de un compuesto de la invencién durante periodos
de una hora diaria durante 5 dias y el tratamiento se repite cada tres semanas.

En otro programa de dosificacion particular, a un paciente se le da una infusién durante 30 minutos a 1 hora seguida
de infusiones de mantenimiento de duracién variable, por ejemplo, 1 a 5 horas, por ejemplo, 3 horas.

En un programa de dosificacién particular adicional, a un paciente se le da una infusion continua durante un periodo
de 12 horas a 5 dias, y en particular una infusioén continua de 24 horas a 72 horas.

En dltima instancia, sin embargo, la cantidad de compuesto de la invencién administrada y el tipo de composicion
usada seran proporcionales a la naturaleza de la enfermedad o afeccion fisioldgica que se esta tratando y estaran a
discrecion del médico.

Se apreciara que el compuesto de la invencion puede usarse como un Unico agente o en combinacion con otros
agentes terapéuticos. Se pueden realizar experimentos de combinacion, por ejemplo, como se describe en Chou TC,
Talalay P. Quantitative analysis of dose-effect relationships: the combined effects of multiple drugs or enzyme
inhibitors. Adv Enzyme Regulat 1984; 22: 27-55.

Cuando el compuesto de la invencién se administra en terapia de combinacién con uno, dos, tres, cuatro o mas otros
agentes terapéuticos (preferiblemente uno o dos, mas preferiblemente uno), los agentes se pueden administrar
simultdnea o secuencialmente. En este ultimo caso, los dos 0 mas agentes se administraran dentro de un periodo y
en una cantidad y manera que sea suficiente para asegurar que se logra un efecto ventajoso o sinérgico. Cuando se
administran secuencialmente, se pueden administrar a intervalos estrechamente espaciados (por ejemplo, durante un
periodo de 5-10 minutos) o a intervalos mas largos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o mas horas de diferencia, o incluso periodos
mas largos de separacién cuando sea necesario), siendo el régimen de dosificaciéon preciso proporcional a las
propiedades del agente o agentes terapéuticos. Estas dosificaciones se pueden administrar, por ejemplo, una vez,
dos veces 0 mas por plan de tratamiento, que se pueden repetir, por ejemplo, cada 7, 14, 21 o 28 dias.

Se apreciara que el procedimiento preferido y el orden de administracion y las cantidades y regimenes de dosificacion
respectivos para cada componente de la combinaciéon dependeran del otro agente medicinal y compuesto particular
de la invencion que se administra, su via de administracion, el tumor particular que se esta tratando y el hospedador
particular que se esta tratando. Los expertos en la materia pueden determinar facilmente el procedimiento, el orden
de administracion y las cantidades y el régimen de dosificacion éptimos usando procedimientos convencionales y en
vista de la informacién expuesta en el presente documento.

La relacion en peso del compuesto de la invencion y el uno o mas otros agentes terapéuticos cuando se dan como
una combinacién puede ser determinada por el experto en la materia. Dicha relacion y la dosificacion y frecuencia de
administracion exactas dependen del compuesto particular de la invencion y del otro o los otros agentes terapéuticos
usados, la afeccion particular que se esta tratando, la gravedad de la afeccion que se esta tratando, la edad, el peso,
el género, la dieta, el tiempo de administracion y la condicion fisica general del paciente en particular, el modo de
administracion, asi como otros medicamentos que el individuo puede estar tomando, como es bien conocido por los
expertos en la materia. Ademas, es evidente que la cantidad diaria efectiva puede reducirse o aumentarse
dependiendo de la respuesta del sujeto tratado y/o dependiendo de la evaluacién del médico que prescribe el
compuesto de la presente invencion. Una relacién en peso particular para el compuesto de la invencién y otro agente
terapéutico puede variar de 1/10 a 10/1, mas en particular de 1/5 a 5/1, incluso mas en particular de 1/3 a 3/1.

EJEMPLOS

La invencion se ilustrara ahora, pero sin limitacion, mediante referencia a las realizaciones especificas descritas en
los siguientes ejemplos. Los compuestos se nombran usando un paquete de nomenclatura automatizado (ChemDraw)
0 son como los nombra el proveedor de productos quimicos.

Se proporcionan los siguientes procedimientos sintéticos para ilustrar los procedimientos usados; para una

preparacion o etapa dada, el precursor usado puede no derivar necesariamente del lote individual sintetizado segun
la etapa en la descripcion dada.
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Procedimientos analiticos

Cuando los ejemplos y preparaciones citan datos analiticos, se usaron los siguientes procedimientos analiticos a
menos que se especifique lo contrario:

5 LCMS

Sistema: LCMS Agilent 1100 (bomba cuaternaria); espectrémetro de masas: Waters Micromass ZQ Columna: XBridge
C18 4,6 x 50 mm, 5 ym.

10 Disolvente: A = agua; B = acetonitrilo, C = formiato de amonio 10 mm en agua; D = acido férmico al 0,05 % en
acetonitrilo Temperatura de columna: 25 °C, volumen de inyeccion: 5 pl

Procedimiento LCMS A: procesamiento acido de 4,5 minutos

Tiempo (min) A (%) B (%) C (%) D (%) Flujo (ml/min)
0 95 0 0 5 2,0
3,5 0 95 0 5 2,0
45 0 95 0 5 2,0
4,6 95 0 0 5 2,0

15

Procedimiento LCMS B: procesamiento tamponado de 4,5 minutos

Tiempo (min) A (%) B (%) C (%) D (%) Flujo (ml/min)
0 0 5 95 0 2,0
3.5 0 95 0 2,0
4,5 0 95 5 0 2,0
4,6 0 5 95 0 2,0

20 RMN
Los detalles de RMN se registraron en un Oxford Instruments AS400.

MS

25
Cuando se resefian los datos de MS, para compuestos de peso molecular grande se observa tipicamente la relacion
masal/carga (m/z).

Abreviaturas
30
Cuando se han usado las siguientes abreviaturas, se aplican los siguientes significados:

Ahx es aminohexilo;
Alloc es aliloxicarbonilo;
35 ac. es acuoso;
Boc es terc-butiloxicarbonilo;
s a es un singlete ancho;
CDCI 3es deuterocloroformo;
resina CTC es resina de cloruro de clorotritilo;
40 d es doblete;
Dab es acido 2,4-diaminobutirico;
DCM es diclorometano;
Dde es (1,(4,4-dimetil-2,6-dioxiciclohex-1-iliden)-3-etilo);
DIPEA es diisopropiletilamina;
45 DMF es dimetilformamida;
DMSO es dimetilsulfoxido;
DMSO-ds es DMSO deuterado;
ES es una técnica de ionizacidn por electropulverizacion;
EtOAc es acetato de etilo;
50 Fmoc es 9-fluorenilmetoxicarbonilo;
g es gramo;
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Gly es glicina;

HATU es hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio;
HBTU es hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio;
HCI es acido clorhidrico;

HOBLt es hidroxibenzotriazol;

HPLC es cromatografia liquida de alta resolucion

KHCOs es hidrogenocarbonato de potasio;

| es litro;

LCMS es cromatografia liquida-espectrometria de masas;
Leu es leucina;

m es multiplete;

mg es miligramo;

M es molar;

MeCN es acetonitrilo;

MeOH es metanol;

MgSO4 es sulfato de magnesio;

MHz es megahercio,

ml es mililitro;

mmol es milimol;

MS es espectometria de masas;

NaHCOses hidrogenocarbonato de sodio;

NaOH es hidréxido de sodio;

NH3 es amoniaco;

RMN es resonancia magnética nuclear;

Pd/C es paladio sobre carbono;

Pd(PPhs)4 es tetraquis(trifenilfosfina)paladio (0);
Pd(PPhs)zci 2 es dicloruro de bis(trifenilfosfina)paladio (I1);
Phe es fenilalanina;

PhSiH3 es fenilsilano;

psi es libras por pulgada cuadrada;

Tr es tiempo de retencioén;

s es singlete;

t es triplete;

TBTU es tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio;
TEA es trietilamina;

Thr es treonina;

TIS es triisopropilsilano;

TFA es acido trifluoroacético;

pl es microlitro y

v es volumen.

Cuando se hace referencia a alfa-Gal, se aplica el siguiente intermedio: 3-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-
(((2S,3R,48,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-  (hidroximetil)-4-((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil )tetrahidro-2H-
piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-6-(hidroximetil Jtetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amina

HO_oH

0
Hogﬁ QR-oH OH
go
OHg O’é&/
OH HO O~ NH2

NHAc

Este intermedio se puede preparar segun los procedimientos descritos por Bovin et al (Mendeleev Communications
(2002), (4), 143-145).

Sintesis de intermedios peptidicos

Los armazones PM B se construyeron segun la sintesis de péptidos en fase sdlida (SPFS) estandar usando
aminoacidos apropiadamente protegidos y resina CTC. Se eligieron cualquiera de resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC, resina
Fmoc-Thr(OtBu)-CTC o resina Fmoc-Leu-CTC como puntos de partida adecuados, y los armazones se ciclaron en un
lugar apropiado en la sintesis. Todos los aminoacidos protegidos y los materiales de partida del ligador estan
comercialmente disponibles o se preparan segun las referencias citadas en el presente documento.

Usando SPFS, se emplearon tres estrategias alternativas de armazén de polimixina:

Procedimiento 1: en el que el armazén de polimixina se sintetiza sin ligador

20



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 854 991 T3

Procedimiento 2:en el que el armazdn de polimixina se sintetiza con la adicién de un ligador en fase de solucion
después de la escision de la resina

Procedimiento 3: en el que el armazdén de polimixina se sintetiza con la adicion de un ligador como una etapa adicional
en resina

Los aminoacidos protegidos se eligieron de: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-[D-Phe]-OH, Fmoc-Dab(Dde)-OH, Fmoc-
Dab(Alloc)-OH, Fmoc-Thr-(OtBu)-OH, Fmoc-[D-Ser(OtBu)]-OH y Boc-Dab(Dde)-OH.

Los materiales de partida del ligador se eligieron de Boc-PEGs-OH, Boc-Ahx-Ahx-OH (documento W02008123844),
Boc-[L-octilGly]-OH, Fmoc-[L-octilGly]-OH o combinaciones de los mismos. Adicionalmente, algunos armazones
peptidicos se terminaron con acido nonanoico.

Los armazones peptidicos se analizaron usando HPLC: Agilent 1260 LCMS: Agilent 1200+6410 MS.
Preparacion 1

H2N-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

NHDde
NHDde NHDde i‘/H
N

.

ho© y HN ;\
N, N o
HoN : H vgo 07 NH
o g o

} *E)l

NHDde
Procedimiento 1

La cadena peptidica se alargé en resina CTC comenzando con Fmoc-Leu-OH [se afiadié DIPEA (4,0 eq) a la resina
CTC (1 mmol, 1 g, 1,0 mmol/g) y Fmoc-Leu-OH (0,353 g, 1,0 mmol, 1,0 eq.) en DCM (10,0 ml) y la reaccién se mezcld
durante 2 horas. Se afadié MeOH (1,0 ml) y la reaccién se tapd y se mezcl6 durante 30 minutos]. Se usé piperidina
al 20 % en DMF para el desbloqueo, y se construy6 la secuencia de aminoacidos deseada usando HBTU y DIPEA en
DMF para todos los residuos excepto para Fmoc-Dab(Alloc)-OH, que se acopl6 usando HATU y DIPEA en DMF para
procurar Boc-Dab(Dde)-Thr(OtBu)-Dab(Dde)-Dab(Alloc)-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-O-CTC-resina. En este punto, la
resina se traté con Pd(PPhs)2Cl2 (0,1 eq) y PhSiH3 (10 eq) en DCM seguido de lavado de resina con DMF y MeOH
para efectuar la desproteccion de Alloc. Luego, el péptido se alargd adicionalmente como anteriormente con los
aminoacidos restantes necesarios. El péptido se escindié de la resina con TFA al 1 % en DCM durante 2 minutos y se
ajustd a pH=7 con DIPEA en DCM. Luego se afadieron TBTU (2 eq) y HOBt (2 eq) y la reaccion se agité durante 1
hora para efectuar la ciclacion. La reaccién se lavd con HCI acuoso al 5 % y se concentr6 a vacio procurando Boc-
Dab(Dde)-Thr(OtBu)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OtBu)*. El péptido bruto se
tratdé con TFA/agua (95 % de TFA, 5 % de agua, 20 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. La reaccion
se tratd con éter isopropilico frio y se centrifugd tres veces. El residuo se secd a vacio y se purificé usando
cromatografia en columna de fase inversa (HPLC: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en Hz2o, B: TFA al 0,1 % en MeCN;
Flujo: 1,0 ml/min T= 50 °C; Columna: YMC-Pack ODS-A 150*4,6mm, 5 ym; Instrumento: HPLC Agilent 1200 (5-521)
seguido de liofilizacion procurando el compuesto del titulo (80 mg).El intermedio se llevé directamente a la siguiente
etapa.

Preparacion 2

H2N-Dab-Thr(OH)-Dab-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr(OH)*

el
- }m{i
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Después de la desproteccion global de los grupos protectores Dde de la Preparacion 1 (hidrazina al 3 %/MeOH), se
obtuvieron los siguientes datos:

5 Tr= 14,23 minutos, ES* MS m/z 1063,4 [M+1] y 532,2 [M+2]/2; masa tedrica: 1062,6.
Preparacion 3

H2N-L-octilGly-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

10
NHDde
NHDde NHDde i‘/H
N
HQWL JfU)L Jer ] olNH

PR

NHDde
El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 1 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC o resina
Fmoc-Leu-CTC como puntos de partida junto con Boc-[L-octilGly]-OH. El intermedio se llevé directamente a la

15 siguiente etapa.

Preparacion 4
Nonanamida-Dab(NH 2)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

20
NHDde
NHDde H
N

)
o

}“ *Lﬁ

NHDde
El compuesto del titulo se prepard segun el procedimiento 1 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC o resina Fmoc-Leu-
CTC como puntos de partida junto con acido nonanoico.

2 El intermedio se llevd directamente a la siguiente etapa.

Preparacion 5

30 Nonanamida-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(PEGsNHz)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

vw\ -

NHDde

\/\/\/\)J\ N/<(H\_/J§O o OI‘NH

} *&Yi

NHDde

Procedimiento 2
35
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La cadena peptidica se alargé en resina CTC comenzando con Fmoc-Thr(OtBu)-OH [se afiadié DIPEA (4,0 eq) a la
resina CTC (0,5 mmol, 0,5 g, 1.0 mmol/g) y Fmoc-Thr(OtBu)-OH (200 mg, 0,5 mmol, 1,0 eq.) en DCM (5,0 ml) y la
reaccion se mezcld durante 2 horas. Se afiadio MeOH (0,5 mL) y la reaccion se tapd y se mezcld durante 30 minutos].
Se utilizé piperidina al 20 % en DMF para el desbloqueo y se construyd la secuencia de aminoacidos deseada usando
HATU (2,85 eq) y DIPEA (6,0 eq) en DMF (2,0 mL) procurando nonanamida-Dab(Dde)-Thr(OtBu)-Dab(Boc)-
Dab(Alloc)-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-O-CTC-resina. En este punto, la resina se traté con Pd(PPhs)2Cl2 (0,1
eq) y PhSiHs (10 eq) en DCM seguido de lavado de resina con DMF y MeOH para efectuar la desproteccion de Alloc
y se secd bajo nitrégeno durante la noche. El péptido se alargd adicionalmente como anteriormente con los
aminoacidos restantes requeridos. El péptido se escindid de la resina con TFA al 1%/DCM (2 x 5 ml) durante 2 minutos
y se ajustd a pH=7 con DIPEA en DCM. Se afiadieron TBTU (2 eq) y HOBt (2 eq) seguido de DIPEA (2 eq), y la mezcla
se agitd durante 1 hora para efectuar la ciclacion. La reaccion se lavo con HCI acuoso al 5 % y se concentrd a vacio
procurando nonanamida-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(Boc)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*.
El péptido bruto se trat6 con 95 % de TFA/1,5 % de H20/2,5 % de TIS (5 ml) a temperatura ambiente y se agitd durante
30 minutos. La reaccion se precipitd con éter isopropilico frio (50 ml) y se centrifugd (3 min a 3000 rpm). El péptido
bruto se lavo con éter isopropilico (2 x 50 ml), se centrifugd y se purificé usando HPLC preparativa (fase moévil A: TFA
al 0,1 % en H20, B: H20) seguido de liofilizacion procurando el armazoén sin el ligador.

A una solucién del péptido en DCM, se afadié Boc-PEGs-OH (1,,2 eq.) y HBTU (1,2 eq.) seguido de DIPEA (2 eq.) y
la reaccion se agité durante 30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se lavé con HCI al 5 % (ac.) dos veces
y se concentro a vacio. El residuo se traté con TFA al 20 %/DCM durante 20 minutos y se concentro a vacio. El residuo
se purificé usando HPLC preparativa (fase mévil A: TFA al 0,1 % en Hz20, B: H20) y se liofilizé procurando el compuesto
del titulo.

ES* MS m/z 1142,6 [M+2]/2 y 762,1 [M+3]/3; masa tedrica: 2283,8
Preparacion 6

H2N-PEGs-[L-octilGly]-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

AP AR

TR

NHDde
Procedimiento 3

La cadena peptidica se alargd en resina CTC comenzando con Fmoc-Dab(Dde)-OH [se afiadio DIPEA (4,0 eq) a la
resina CTC (2 mmol, 2 g, 1,0 mmol/g) y Fmoc-Dab(Dde)-OH (1,08 g, 2 mmol, 1,0 eq.) en DCM (30 ml) y la reaccion
se mezcl6 durante 2 horas. Se afiadié MeOH (2 ml) y la reaccion se tapd y se mezclé durante 30 minutos]. Se usé
piperidina al 20 % en DMF para el desbloqueo y se construyé la secuencia de aminoacidos deseada usando HATU
(2,85 eq) y DIPEA (6,0 eq) en DMF (10 ml) procurando Boc(PEGs)-[L-octilGly]-Dab(Dde)-Thr(OtBu)-Dab(Dde)-
Dab(Alloc)-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-O-CTC-resina. En este punto, la resina se traté con Pd(PPhs)2Cl2 (0,1
eq) y PhSiHs (10 eq) en DCM seguido de lavado de resina con DMF y MeOH para efectuar la desproteccion de Alloc
y se secd bajo nitrégeno durante la noche. El péptido se alargd adicionalmente como anteriormente con los
aminoacidos restantes requeridos. El péptido se traté con TFA al 1 %/DCM (2 x 20 ml) durante 2 minutos, se ajusto a
pH= 7 con DIPEA y se diluyé con DCM. Se afiadieron TBTU (2 eq) y HOBt (2 eq) seguido de DIPEA (2 eq), y la mezcla
se agité durante 1 hora para efectuar la ciclacién. La reaccién se lavo con HCI acuoso al 5 % y se concentré a vacio
procurando Boc(PEGs)-[L-octilGly]-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-
Thr(OH)*.

El péptido bruto se traté con 95 % de TFA/1,5 % de H20/2,5 % de TIS (5 ml) a temperatura ambiente y se agitoé durante
30 minutos. La reaccioén se precipitd con éter isopropilico frio (300 ml) y se centrifugd (3 min a 3000 rpm). El péptido
bruto se lavo con éter isopropilico (2 x 100 ml), se centrifugd y se purificé usando HPLC preparativa (fase movil A: TFA
al 0,1 % en H20, B: H20) seguido de liofilizacién procurando el compuesto del titulo.

Tr=10,6-11,9 minutos, ES* MS m/z 1239,2 [M+2]/2 y 826,4 [M+3]/3; masa tedrica: 2477,0

Preparacion 7

Nonanamida-Dab(Ahx-Ahx-NH 2)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*
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NHDde
H2N NHDde 5\(

PP Ji( ))L Ji(wvgo ol
R

NHDde

El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 2 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC como punto
de partida junto con acido nonanoico y Boc-Ahx-Ahx-OH.

Tr= 8,2-9,3 minutos, ES* MS m/z 1043,7 [M+2]/2 y 696,3 [M+3]/3; masa tedrica: 2086,6

Preparacion 8

HzN-Ahx-Ahx-[L-octilGly]-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-
Thr(OH)*
NHDde
NHDde NHDde 9y
N R
\/\/\)L /\/\/\H/N\)L ))J\ N\/& J\
} 71)\ NHDde
NHDde

El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 3 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC como punto
de partida junto con Boc-Ahx-Ahx-OH y Fmoc-[L-octilGly]-OH.

Tr=11,9-12,9 minutos, ES* MS m/z 1140,2 [M+2]/2 y 760,7 [M+3]/3; masa tedrica: 2279,9
Preparacion 9

Fmoc-[L-octilGly]-Dab(Dde)-Thr(OH)-Dab(PEGsNHz)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

NHDde

oA J; )A fﬁwg l
}ﬁ e

NHDde

El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 2 usando resina Fmoc-Thr(OtBu)-CTC como punto
de partida junto con Boc-PEGs-OH y Fmoc-[L-octilGly]-OH.

El intermedio se llevé directamente a la siguiente etapa.
Preparacion 10

H2N-PEGs-Ahx-Ahx-Thr(OH)-[D-Ser(OH)]-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*
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Q. H HN
N NHDde
HO fe)

NHDde

El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 2 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC como punto
de partida junto con Boc-PEGs-OH y Boc-Ahx-Ahx-OH.

El intermedio se llevé directamente a la siguiente etapa.
Preparacion 11

10 H:N-PEGs-Ahx-Ahx-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

oA fwjo%l
e

NHDde

NH
} NHDde

El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 2 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC como punto
15 de partida junto con Boc-PEGs-OH y Boc-Ahx-Ahx-OH.

El intermedio se llevé directamente a la siguiente etapa.
Preparacion 12
20
H2N-Ahx-Ahx-Thr(OH)-[D-Ser(OH)]-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

NHDde =

~~ =

s Ty rt L“ o
o HNJ\E/j\
} NHDde

"NHDde

25 El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 3 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC como punto
de partida junto con Boc-Ahx-Ahx-OH.

El intermedio se llevé directamente a la siguiente etapa.
30 Preparacion 13
H2N-Ahx-Ahx-Thr(OH)-Dab(Dde)-Dab*-Dab(Dde)-[D-Phe]-Leu-Dab(Dde)-Dab(Dde)-Thr(OH)*

NHDde ‘ =
DdeHN

o
HZN\/\/\/)L /W\W /HJ \/\\OW ;\

NHDde
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El compuesto del titulo se puede preparar segun el procedimiento 3 usando resina Fmoc-Dab(Dde)-CTC como punto
de partida junto con Boc-Ahx-Ahx-OH.

El intermedio se llevé directamente a la siguiente etapa.

Sintesis de intermedios de alfa-Gal

Preparacion 14

Acido  6-(6-(4'-(2-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,48,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-  (hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-
ilcarboxamido)hexanamido)hexanoico

HO_oH (e}
H
HO&&‘OH OH OH O N\/\/\)J\N/\/\/\H/OH
(@] H
O"b&oé&/ ‘ 0 H o
HO O\/\/N o)
OH
O

NHAc

A una solucién de la Preparacion 15 (30 mg, 0,035 mmol) y 6-(6-aminohexanamido)hexanoato de bencilo (JACS 136
(52) 18034-18043 (2014) 14,1 mg, 0,042 mmol) en DMF (600 pl) se le afiadio trietilamina (17 pl, 0,123 mmol) seguido
de HATU (16 mg, 0,042 mmol). La reaccion se agitd6 a temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se
concentré a vacio, se disolvio en DMSO y se purificé usando cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con
MeCN al 7-60 %/agua con amoniaco al 0,1 % procurando el intermedio bencilico protegido deseado (19,8 mg, 48 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 2,45 minutos; ES* MS m/z 1173,9 [M+H]*

El intermedio aislado se disolviéo en MeOH/agua (1:1 v/v, 10 ml) y se afiadié Pd/C (10 %, 10 mg). La reaccion se coloco
en una atmosfera de hidrogeno (50 psi, 345 kPa) y se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. El catalizador se
retird6 mediante filtracion a través de un filtro de jeringa y el disolvente se retird a presion reducida procurando el
compuesto del titulo como un sdlido incoloro (20,4 mg, >99 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 1,70 minutos; ES- MS m/z 1081,8 [M-H]
Preparacion 15

Acido 4'-(2-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilico

HQ_OH
HO&&‘O OH OH O OH
g:o H
Ohp o’é&/o N O o
~
o HO N o
)

NHAc

Al acido 2-((3'-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-4-il)oxi)acético (Preparacién 16, 55 mg, 152 umol) en DMF (7,5 mL) se
le ahadié TEA (63,4 pl, 455 pmol) seguido de una solucion de alfa-Gal (119 mg , 197 pmol) en DMSO (500 pl). Se
afnadio HATU (86,6 mg, 228 pmol) como una soluciéon en DMF (500 pl) y la reaccion se dejé agitar durante 16 horas
bajo nitrégeno a temperatura ambiente. El disolvente se retird a vacio y el residuo se purific6 usando cromatografia
en columna de fase inversa eluyendo con MeCN al 7-60%/agua con NHs al 0,1 % procurando el intermedio bencilico
protegido deseado como un sélido incoloro (93,5 mg, 65 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 2,54 minutos, ES* MS m/z 947,6 [M+H]*

El intermedio aislado se disolvi6 en MeOH/agua (1:1 v/v, 5 ml), y a la solucion se afiadio Pd/C (10 %, 10 mg). La
reaccion se colocé en una atmosfera de hidrogeno (50 psi, 345 kPa) y se agit6 durante 3 horas a temperatura ambiente.
El catalizador se retir6 mediante filtracion a través de un filtro de jeringa y el disolvente se retiré a vacio. El residuo se
purificd usando cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con MeCN al 5-40 %/agua con 0,1% de NH3
procurando el compuesto del titulo como un sdlido incoloro (71,6 mg, 84 %).

LCMS (procedimiento A) Tr= 1,83 minutos, ES* MS m/z 857,6 [M+H]*

Preparacion 16
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Acido 2-((3'-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-4-il)oxi)acético

O OBn

Hoj(\o O 0
o)

Se agité una solucion de 4'-(2-(terc-butoxi)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de bencilo (Preparacién 17, 7,80 g,
18,6 mmol) en DCM/TFA/agua (10:10:1 v/v/v, 80 ml) durante 2 horas a temperatura ambiente. La reaccién se concentrd
a vacio, se mezcld azeotropicamente con dioxano/tolueno (1:1, v/v, 80 ml), se trituré con tolueno, se filtré y se seco
en un horno de vacio procurando el compuesto del titulo como un sélido incoloro (6,11 g. 90 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 2,43 minutos, ES* MS m/z 363,2 [M+H]*

RMN-"H (400 MHz, DMSO-ds): & ppm 13,00 (1H, s), 8,15 (1H, t), 7,95-7,90 (2H, m), 7,65-7,55 (3H, m), 7,50-7,45 (2H,
m), 7,45-7,30 (3H, m) 7,05-7,00 (2H, m), 5,40 (2H, s), 4,70 (2H, s).

Preparacion 17

4'-(2-(Terc-butoxi)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de bencilo

O OBn

tBuovo O o]
o]

Al 4'-hidroxi-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de bencilo (Preparacién 18, 15 g, 49,3 mmol) disuelto en DMF (150 ml) se le
afadieron bromoacetato de terc-butilo (10,9 ml, 73,9 mmol) y carbonato de potasio (20,4 g, 148 mmol). La suspension
resultante se agité durante 16 horas a temperatura ambiente bajo nitrégeno. La reaccién se concentr6 a vacio y el
residuo se disolvio en agua (150 ml) y se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera (150 ml), NaOH (acuoso 2 M, 150 ml), se secaron en MgSO4 y se concentraron a vacio. El residuo se
purific6 usando cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con EtOAc al 5-40 %/heptano procurando el
compuesto del titulo como un aceite incoloro (17,8 g, 86 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 4,14 minutos, no se observaron iones de masa.

RMN-"H (400 MHz, CDCls): & ppm 8,25 (1H, s), 8,00 (1H, d), 7,70 (1H, d), 7,55 (2H, d), 7,50-7,25 (6H, m), 7,00 (2H,
d), 5,40 (2H, s), 4,55 (2H, s), 1,50 (9H, s).

Preparacion 18

4'-Hidroxi-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de bencilo

l O OBn
HO ©

Se desoxigend una mezcla de 3-bromobenzoato de bencilo (Preparacion 19, 15 g, 51,5 mmol), carbonato de sodio
(19,1 g, 180 mmol) y acido (4-hidroxifenil)borénico (8,53 g, 61,8 mmol) disuelto en dioxano/agua (5:1 v/v, 450 ml)
durante 30 minutos bajo nitrégeno. Se afiadié Pd(PPhs)s (5,95 g, 5,15 mmol) y la reaccién se calenté hasta 100 °C
durante 90 minutos bajo nitrégeno. Después de enfriarse a temperatura ambiente, se afiadieron EtOAc (450 ml) y
agua (450 ml) y se separaron las capas. La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 450 ml) y las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera (450 ml). La capa organica se seco sobre MgSQa y el disolvente se retiré a vacio
procurando un residuo negro. El residuo se filtr6 a través de una almohadilla de lavado de silice con EtOAc/heptano
(1:1 viv, 21) y se concentré a vacio. El residuo se trituré con tolueno (75 ml) y se filtré. El sélido resultante se lavé con
tolueno adicional (25 ml) y se secé a presion reducida procurando el compuesto del titulo como un soélido tostado (12,7
g, 81 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 3,39 minutos, ES- MS m/z 303,3 [M-H]
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RMN-"H (400 MHz, CDCls): & ppm 8,25 (1H, s), 8,00 (1H, d), 7,70 (1H, d), 7,50-7,30 (8H, m), 6,90 (2H, d), 5,40 (2H,
s), 5,00 (1H, s a).

Preparacion 19

3-Bromobenzoato de bencilo

OB
Br n

@)

A una solucién de acido 3-bromobenzoico (20 g, 99,5 mmol) disuelto en DMF (100 ml) se le afiadié KHCOs (9,96 g,
99,5 mmol). Se afiadié bromuro de bencilo (11,8 ml, 99,5 mmol) gota a gota y la reacciéon se agité a temperatura
ambiente bajo nitrégeno durante la noche. La reaccion se concentrd a vacio. El residuo se dividio entre EtOAc (200
ml) y agua (200 ml). Las capas se separaron y la capa organica se lavé con acido citrico (1 M, 200 ml), NaHCO3
(saturado, acuoso, 200 ml) y salmuera (200 ml). La capa organica se seco sobre MgSQOs y el disolvente se retird a
presion reducida procurando el compuesto del titulo como un aceite amarillo palido (28,3 g, 97 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 3,80 minutos, no se observo ionizacion.
RMN-"H (400 MHz, CDClI3): & ppm 8,20 (1H, s), 8,00 (1H, s), 7,65 (1H, s), 7,50-7,25 (6H, m), 5,35 (2H, s).
Preparacion 20

Acido 6-(6-(3',5,5"-tris(2-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-(((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-
4-((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-

hidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-
carboxamido)hexanamido)hexanoico
HQ_OH
HO&%OH OH
%g&
HO_oH OH HO
HO&E\OH OH OH
OHDkéié&,O’S§£§&/
Ho on' O e
Hogo: OH og oH o
o & \ e} HL
o on %S&A/O\/\/N o)

NHAc

El compuesto del titulo se preparé usando la Preparacion 21 y 6-(6-aminohexanamido)hexanoato de bencilo (JACS
136 (52) 18034-18043 (2014)) segun la Preparacion 14.

LCMS (procedimiento B) Tr= 1,47 minutos, ES* MS m/z 1201,3 [M+2H]*/2; masa tedrica: 2400,0
Preparacion 21
Acido 3',5,5'-tris(2-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-

((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilico
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El compuesto del titulo se preparé usando alfa-Gal y acido 2,2',2"-((5-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-3,3',5-
tril)tris(oxi))triacético (documento W02017060729) segun la Preparacién 14. LCMS (procedimiento B) Tr= 1,27
minutos, ES* MS m/z 1088,4 [M+2H]*/2, masa tedrica: 2174,0.

Preparacion 22

Acido 4'-(2-((6-((6-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilico

HQ.OH
HO&%O OH
OHO Q O o/\/\N
HO
OH NHAC

Se disolvio 4'-(2-((6-((6-((3-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-  (hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)Jamino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-
3-carboxilato de bencilo (Preparacion 23, 215 mg) en una soluciéon de TEA y agua (1:1 v/v, 10 ml) y se agité durante
la noche. La reaccion se concentré a vacio y el residuo se purificé usando cromatografia en columna de fase inversa
eluyendo con MeCN al 1-30 %/agua con 0,1 % de NHs. El residuo resultante que contenia el material de partida se
traté adicionalmente con una solucién de TEA y agua (1:1 v/v, 10 ml) y se agitdé durante 5 dias. La reaccion se
concentré a vacio y el residuo se purificd usando cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con MeCN al 1-
30 %/agua con 0,1% de NHs seguido de MeCN al 1-20 %/agua con 0,1% de NHs procurando el compuesto del titulo
como un sdlido incoloro (total= 172 mg, 87 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 1,65 minutos, ES* MS m/z 1083,9 [M+H]*

Preparacion 23

4 '~(2-((6-((6-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-Acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)amino)-2-

oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de bencilo

H
on ] O om
OI_b Q o o) o/\/\N o
HO H
OH NHAC o
2

A una solucion de acido 6-(6-(2-((3'-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-4-il)oxi)acetamido)hexanamido)hexanoico
(Preparacion 24, 110 mg, 187 umol) disuelto en DMF (2,2 ml) se le afiadieron HATU (106 mg, 280 umol) y TEA (80 pl,
560 pmol). Se afiadio una solucion de alfa-Gal (146 mg, 243 pmol) en DMSO (1 ml) y la reaccion se agité durante 1
hora. La reaccion se purificé directamente usando cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con MeCN al
10-70% en agua con 0,1 % de NHs procurando el compuesto del titulo como un sélido incoloro (215 mg, 98 %).
LCMS (procedimiento B) Tr= 2,62 minutos, ES* MS m/z 1173,7 [M+H]*

Preparacion 24

Acido 6-(6-(2-((3'-((benciloxi)carbonil)-[1,1"-bifenil]-4-il)oxi)acetamido)hexanamido)hexanoico

o y O OBn
O (0]
N (0]

Se disolvié 4'-(2-((6-((6-(terc-butoxi)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)Jamino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de
bencilo (Preparacion 25, 320 mg, 496 pmol) en una solucion de DCM, TFA y agua (10:10:1 v/v/v, 10 ml) y se agito
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durante 3 horas. La reaccién se concentrd a vacio y el residuo se mezclé azeotropicamente con dioxano/tolueno (1:1
v/v, 3 x 24 ml). El material bruto se purificd usando cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con MeCN al
10-80 %/agua con 0,1 % de acido férmico procurando el compuesto del titulo como un soélido incoloro (168 mg, 66 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 2,81 minutos, ES- MS m/z 589,2 [M]

RMN-"H (400 MHz, CDCl3): & ppm 8,25 (1H, s), 8,02 (1H, d), 7,72 (1H, d), 7,59 (2H, d), 7,52-7,45 (3H, m), 7,42-7,35
(3H, m), 7,00 (2H, d), 6,74 (1H, s a), 5,71 (1H, s a), 5,40 (2H, s), 4,56 (2H, s), 3,44-3,39 (2H, m), 3,32-3,28 (2H, m),
2,37 (2H, 1), 2,15 (2H, t), 1,68-1,51 (6H, m), 1,41-1,33 (6H, m) ppm.

Preparacion 25

4'-(2-((6-((6-((Terc-butoxi)-6-oxohexil)Jamino)-6-oxohexil)Jamino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilato de

A una solucion de acido 2-((3'-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-4-il)oxi)acético (Preparacién 16, 150 mg, 414 pmol, 1
eq.) disuelto en DMF (3 ml) se le afadieron TEA (173 pul, 1,2 mmol) y una solucion de 6-(6-
aminohexanamido)hexanoato de terc-butilo (Preparacién 31, 162 mg, 538 pmol) en DMF (2 ml). Luego se afiadio
HATU (236 mg, 621 ymol) y la reaccidon se agité6 durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccion se purificd
directamente usando cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con EtOAc al 0-100 % en heptanos
procurando el compuesto del titulo como un aceite incoloro (320 mg, >100 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 3,70 minutos, ES- MS m/z 645,3 [M]

RMN-"H (400 MHz, CDCls): & ppm 8,25 (1H, s), 8,05-8,00 (1H, m), 7,75-7,70 (1H, m), 7,60 (2H, d), 7,50-7,45 (3H, m),
7,40-7,35 (3H, m), 7,00 (2H, d), 6,70 (1H, s a), 5,60 (1H, s a), 5,40 (2H, s), 4,55 (2H, ), 2,25-2,10 (4H, m), 1,70-1,55
(9H, m), 1,55-1,45 (3H, m), 1,45 (9H, s), 1,40-1,30 (4H, m) ppm.

Preparacion 26

Acido  1-(4'-(2-((6-((6-((3-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-il)-1,8,15,22-tetraoxo-2,9,16,23-tetraazanonacosan-29-oico

HO_oH

o o OH-oH /J H i H i
o OH o / N Ny e N~y /\/\//WOH
OHNEL 00 H \J g H T R
»” HoéS/OV\/N PPN PPN NSNS N o o o
NHAC 7& N 7&

A una solucion de 1-(4-(2-((6-((6-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-(((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-
(hidroximetil)-4-((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-
il)oxi)-4-hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-il)-1,8,15,22-tetraoxo-2,9,16,23-tetraazanonacosan-29-oato de bencilo (Preparacion 27, 50
mg, 30 ymol) en MeOH (5 ml) y agua (5 ml) se le afadié Pd al 5 %/C (5 mg). La reaccion se desgasificd y se agitd
bajo una atmésfera de hidrégeno (balon) durante la noche. La reaccion se filtré a través de un filtro de jeringa y la
solucion se concentro al vacio procurando el compuesto del titulo como un sélido gris palido (26 mg, 60 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 1,88 minutos, ES- MS m/z 1537,4 [M]

Preparacion 27
1-(4'-(2-((6-((6-((3~(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-Acetamido-5-(((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-

hidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-il)-1,8,15,22-tetraoxo-2,9,16,23-tetraazanonacosan-29-oato de bencilo
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HQ_oH

e
Ho = O om

o e}
| H H
OH N N N N OB
= N ‘ \/\/\)J H/\/\¢\g \/\/\/Lt N /\/\/\g n

o =2 o,ég, e H
\OH HO NHACO\/\JNW/\/\/\N/J\/\/\V,NTK\O xv‘ [o}
o o

A una soluciéon de 4acido 4'-(2-((6-((6-((3-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-
(hidroximetil)-4-((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-
il)oxi)-4-hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilico (Preparacion 22, 50 mg, 46 pmol) en DMF (2 ml) se le afadié HATU (26 mg, 69
pumol) 'y TEA (19 pul, 138 pupmol). Se afiadi6 wuna solucién de clorhidrato de 6-(6-(6-(6-
aminohexanamido)hexanamido)hexanoato de bencilo (documento WO2017060729, 36 mg, 60 umol) en DMF (2 ml) y
TEA (13 pl, 92 pymol) procurando una soluciéon amarilla y la reaccién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente.
La reaccion se purificd directamente usando cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con MeCN al 2-70 %
en agua con 0,1 % de NHs procurando el compuesto del titulo como un sélido incoloro (50 mg, 66 %).

LCMS (procedimiento B) Tr= 2,41 minutos, ES* MS m/z 1627,5 [M+H]*
Preparacion 28

Acido 1-(4',5-bis(2-((6-((6-((3-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-
4-((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-
hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)Jamino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-il)-1,8,15,22-tetraoxo-2,9,16,23-tetraazanonacosan-29-oico

HQ_oH

g OH_ OH
OH
<

0
'oH HMOV\V W\/\ )K/\/w N?(\O

7 N\/\/\/LN/\/\, /\/\)‘ OH
=0 O\/\\/ Y\/\/\NJ\/\\/\/NY\ /[ I 1 /Y \/\/\g

El compuesto del titulo se prepard segun los procedimientos descritos para la Preparacion 27 y 26 usando acido 4',5-
bis(2-((6-((6-((3-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil }-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)Jamino)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexil)Jamino)-2-oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-
3-carboxilico (Preparacion 29) y 6-(6-(6-(6-aminohexanamido)hexanamido)hexanamido)hexanoato de bencilo
(documento WO2017060729). LCMS (procedimiento B) Tr= 1,72 minutos, ES* MS m/z 1211,7 [M+2H]*/2; masa
tedrica: 2420,7

Preparacion 29
Acido 4',5-bis(2-((6-((6-((3-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-

hidroxi-6- (hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)propil)amino)-6-oxohexil)Jamino)-6-oxohexil)amino)-2-
oxoetoxi)-[1,1'-bifenil]-3-carboxilico

HQ_oH
gﬁo o OH OH
g&/o\/\/n\n/\/\/\ Jl\/\/\, \I(\O

(G e
g\\éﬁ/Hgév‘/o\/\/ﬂm/\/\/\ )J\/\/\/ Y\O O e}

El compuesto del titulo se prepard segun los procedimientos descritos para la Preparacion 22 y 23 usando acido 6,6'-
((6,6'-((2,2™-((5-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-3,4'-
diil)bis(oxi))bis(acetil))bis(azanediil))bis(hexanoil))bis(azanodiil))dihexanoico (Preparacion 30) y alfa-Gal.

LCMS (procedimiento B) Tr= 1,55 minutos, ES- MS m/z 1967,3 [M-H]

Preparacion 30

Acido 6,6'-((6,6'-((2,2'-((5-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-3,4'-
diil)bis(oxi))bis(acetil))bis(azanodiil))bis(hexanoil))bis(azanodiil))dihexanoico
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El compuesto del titulo se prepardé segun los procedimientos descritos para la Preparacion 25 y 24 usando 6-(6-
aminohexanamido)hexanoato de terc-butilo (Preparacion 31) y acido 2,2'-((5-((benciloxi)carbonil)-[1,1'-bifenil]-3,4-
diil)bis(oxi))diacético (documento W0O2017060729).

LCMS (procedimiento B) Tr= 2,67 minutos, ES- MS m/z 889,5 [M-H]

Preparacion 31

6-(6-Aminohexanamido)hexanoato de terc-butilo

(o]

O\W/\/\ MNHZ
N
\‘/ I '

El compuesto del titulo se preparé segun los procedimientos descritos para la Preparaciéon 27 y 26 usando 6-
aminohexanoato de terc-butilo y acido 6-{[(benzyloxy)carbonylJamino}hexanoico. RMN-'H (400 MHz, CDClz): & ppm
5,71 (1H, s a), 3,30-3,20 (2H, m), 2,80-2,70 (2H,

m), 2,28-2,07 (4H, m), 1,72-1,29 (21H, m).

Ejemplos de sintesis

Ejemplo 1

\
NH, NH, ﬁ " &
HO_OH N
3 @ Co L r
Ho\\ﬁo’iOH OH /\WN \WN;H\N N5 © o7 \h
0 :
oo 07 e

o] O
i) 0. J\/N\T(\O o] ¢} on © NN
NHAc NH NH
O=x" H HN ~
Nﬁ NH,
HO! \ le)

A una solucion de la Preparacion 14 (1,2 mg, 0,0011 mmol) en DMF (0,5 ml) se afiadieron DIPEA (4,0 eq) y una
solucion de la Preparacion 1 (2,5 mg, 0,0024 mmol) en DMF (200 ml). Luego se afiadié HATU (1,2 eq) y se agité la
reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora. La reaccion se purific6 mediante cromatografia en columna de fase
inversa (C-18, 4 g, MeCN al 0-70 %/agua) y se sec6 a vacio. El residuo se disolvié en hidrazina al 3 %/MeOH (0,5 ml)
y la reaccidn se agité durante 30 minutos. El material se purificd usando cromatografia en columna HPLC preparativa
(columna: Gemini-NX 5u C18 110A 150*4,6mm; Flujo: 1,0 ml/min T= 30 °C; Fase mévil A: TFA al 0,1 en H20 B: TFA
al 0,1 % en MeCN; Instrumento: Agilent 1260 HPLC-(5-521) y se liofilizd procurando el compuesto del titulo como la
sal trifluoroacetato (0,1 mg).

HPLC (procedimiento 1) Tr= 15,11-15,76 minutos;
MS m/z 1064,0 [M+2H]*/2 y 710 [M+3H]*/3, masa tedrica: 2127,0.

Los siguientes ejemplos 2-25 se prepararon usando las Preparaciones adecuadas del presente documento y segun el
Ejemplo 1 (formacién de enlace amida seguida de hidrazindlisis). Los ejemplos se aislaron como sales TFA y se
analizaron mediante HPLC como se describe a continuacion:

Procedimiento 1: Gemini-NX 5um, C18, 110A, 150x4,6mm; Flujo: 1,0 ml/min. Fase mévil A: TFA al 0,1 % en H20 B:
TFA al 0,1 % en MeCN; Instrumento: HPLC-BE Agilent 1200 (1-614). Gradiente: 0 minutos (85 % de A), 20 minutos
(55 % de A), 20,1 minutos (10 % de A), 23 minutos (10 % de A).

Procedimiento 2: XBridge C18, 3,5 um, 2,1x30 mm. Flujo: 1,0 ml/min. Fase mévil A: TFA al 0,1 % en agua; Fase
movil B: MeCN. Gradiente: 0 minutos (5 % de B), 6 minutos (95 % de B), 7 minutos (95 % de B), 8 minutos (5 % de
B). Temperatura: 40 °C.
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Ejemplo 2

OH
HO T (OCH) _OH " NH2
HQ "o %&OWOWN NH NH
OH OH NHAG o 2 2 H
o oz, Ot on ° o ~ o o} HN N

S i L1 g 8L

oty g Oéowo/\ﬁh‘ o N TN N N AL TrN 09 o7

HO H H H H :
OH o ) ot O o oﬁ

HO_0oH NHAc (
oH on OH o= M HN/H;NH
= I P, < U,
NHAC Ho— O NH
2

5 El compuesto del Ejemplo 2 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 20 y la Preparacion 1.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 6,31-7,31 minutos
10 MS m/z 1149,0 [M+3H]*/3, masa tedrica: 3445,6

Ejemplo 3

OH o Q o N
HO_OH o HO o NH, NH, -
NHAc H
0 oy o) N
HO OH oH 0 " oo " ;\
o)
oHY %ﬁowuk/o ~ ‘ \)LN . J}N rN : 50 0P ni
HO ol NHAc P on (/‘ o
HO OH_oH OH e} o= NH HN NH
oA o o n L y NH
) N o 2
OH NHAC HO o

15
El compuesto del Ejemplo 3 se preparé6 de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 21 y la Preparacion 3.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 9,66-10,84 minutos
20
MS m/z 1130 [M+3H]*/3, masa tedrica: 3388,6

Ejemplo 4
50
HO.oH
Ho%o%og . (og Y /O/[>ﬁ‘/"‘\/\/\/‘L N/\WN\)L Ji())L %T \ooo
o HMOV\/NYNO
NHAc o )) \/NH HN NH ~
Hm _NH,
25 ) Ho O Sah,

El compuesto del Ejemplo 4 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 14 y la Preparacion 3.

30 HPLC (procedimiento 1) Tr=9,82-10,24 minutos
MS m/z 1149,0 [M+2H]*/2, masa tedrica: 2297,7

Ejemplo 5
35
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El compuesto del Ejemplo 5 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 20 y la Preparacion 3.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 10,23-10,81 minutos

MS m/z 904,0 [M+4H]*/4, masa tedrica: 3614,9

Ejemplo 6
NH,
NH; NH,
HQ-OH O N
o H H H H ;\
OH N
Ho%b og " {/\OM \)Lu N/ﬁLu N\i/go OO NH
0 N o) 8 0 . ; o
on Ho \n/\o OH Q
NHAc o NH NH
o HN
H
}Nh NH,
HO
©° NH,

El compuesto del Ejemplo 6 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 15 y la Preparacion 6.

HPLC (procedimiento 1) Tr=9,71-10,55 minutos
HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,953 minutos
MS m/z 832 [M+3H]*/3, masa tedrica: 2493,0

Ejemplo 7

NHAc

HQ-OH
Q0 o OH o 0
’é&/O/V\NJ\/O y y
H-o | e} (
Q.0 OH ) NH NH
HL o™ HN
O 0\/\/"‘ Nm)\ NH,

NHAc HO

H OH
A OH-OH
g’ /éoév N [
0 o] N
on HO NN \n/\O NH2 NH2 i(H
N
o H N

NH>

El compuesto del Ejemplo 7 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 21 y la Preparacion 6.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 10,06-10,98 minutos
HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,640 minutos
MS m/z 1271 [M+3H]*/3, masa tedrica: 3809,0

Ejemplo 8
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HQ-OH

Hogﬁo OSOH OH
OHy H
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HQOH Hgév\/ 0
o OH NHAc \[(\

OH OH

NHA

HQ-oH
H_L
N

o
NHAC

El compuesto del Ejemplo 8 se preparé de manera analoga
Preparacion 20 y la Preparacion 4.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 14,43-15,24 minutos
MS m/z 897 [M+4H]*/4, masa tedrica: 3585,8

Ejemplo 9

.
o} o] HN ;J:
H H
VW\)LNJ;N.,_ NgNYgO I L.
o o J 0.

al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la

HQ og H [} o) NHz
OHL-OH O N\/\/\)L /W)L
HO § /éév O N NH NH, "
O\/\/N\"/\ NG
O o] o HN i

NHAc

El compuesto del Ejemplo 9 se prepar6 de manera analoga
Preparacion 14 y la Preparacion 4.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 17,57-17,84 minutos

MS m/z 1134 [M+2H]*/2, masa tedrica: 2268,6

al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la

Ejemplo 10
HQ-OH
Hogg\o OH OH
S
El compuesto del Ejemplo 10 se preparé de manera analoga

Preparacion 21 y la Preparacion 4.
HPLC (procedimiento 1) Tr= 13,70-14,50 minutos
MS m/z 1120 [M+3H]*/3, masa tedrica: 3359,5

Ejemplo 11

35

al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
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Hoés\‘@l o W ) J VOMNWWU*N

Ho
OH NHAC

El compuesto del Ejemplo 11 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacién 15 y la Preparacion 11.

HPLC (procedimiento 1) Tr=9,75-10,79 minutos
MS m/z 817,9 [M+3H]*/3, masa tedrica: 2450,3

10 Ejemplo 12

NH,

LS89
%O%OH o T LTOT f MNVUI} ﬁmﬁv& i)l
HO}N{/N{KEHNHZ

El compuesto del Ejemplo 12 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
15 Preparacion 15y la Preparacion 10.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 10,77-11,23 minutos
HPLC (procedimiento 2) Tr= 3,065 minutos

20
MS m/z 1219,8 [M+2H]*/2, masa tedrica: 2437,3

Ejemplo 13

¢
@5\@& TN /‘/‘ﬁr}wﬁr]jfw”“:?(

O NH
NHAc NH
H HN

}N 7‘);\l\‘/\/vxn-lz
25 HO O N

El compuesto del Ejemplo 13 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 15 y la Preparacion 13.

30 HPLC (procedimiento 1) Tr= 8,77-11,14 minutos
MS m/z 1014,0 [M+2H]*/2, masa tedrica: 2026,0

Ejemplo 14
35
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NH, ©
HO_oH O / \/&K/‘\gh o
Ho N2, O oH H /./‘\‘_{ PN } N
%%Q&OZWS\/\/NKO O /Hk[}( o on\
| A
NH,,

NH,

HO

El compuesto del Ejemplo 14 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 15 y la Preparacion 12.

HPLC (procedimiento 1) Tr= 10,71-11,64 minutos
MS m/z 1007,8 [M+2H]*/2, masa tedrica: 2013,6

10 Ejemplo 15

HOQ.oH = ‘ "

Hog&VO&OH N N\(/\o
ML g N0 o K yrel, w0
NHAc o NH, NH JHTH T
N_ o
b LI 0 X LT T
2 N /HLN 0~ 07 "NH

°© ""OH

El compuesto del Ejemplo 15 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
15 Preparacion 15y la Preparacion 9.

HPLC (procedimiento 2) Tr= 8,390 minutos

MS m/z 1248,3 [M+2H]*/2, 832,3 [M+3H]*/3 masa teodrica: 2493,3
20
Ejemplo 16

NH, NH, " @
N K
HQ_oH H e H @ H 9 y M T
e o /O/QYMMMJKW))LKW\A 8ok
OHO&, /\/\N)Lfﬂ J[V \(\o O “on © r Ooﬁ\
NH

‘oH HO NH

NHAC /H)/ o j}n ;ﬂ;f(v -,

HO'\ fe) NH,

25 El compuesto del Ejemplo 16 se prepard de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando acido
4'-((22-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6- (hidroximetil)-4-((2R,3R,4S,5R,6R)-
3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-2,18-dioxo-6,9,12,15-tetraoxa-3,19-diazadocosil )oxi)-[1,1'-bifenil]-3-
carboxilico (documento WO2017060729) y Preparacion 8.

30
HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,944 minutos

MS m/z 1273,0 [M+2H]*/2, 849,1 [M+3H]*/3; masa tedrica: 2543,4

35 Ejemplo 17

37
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El compuesto del Ejemplo 17 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 22 y la Preparacion 8.

5 HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,964 minutos
MS m/z 1262,5 [M+2H]*/2, 841,9 [M+3H]*/3; masa tedrica: 2522,41

Ejemplo 18
10

Ho-ox o Jk 2 N_kg0 ;\NH
Ho%bgw LEHACA/\ )Lf/\ J(V WFO/O/O\( b ? J/\W)):H Jig/LH HN)Kl/iNgj\
e

Ho
- © Sm,

El compuesto del Ejemplo 18 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando 4cido
4'-((22-((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6- (hidroximetil)-4-((2R,3R,4S,5R,6R)-
15 3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-2,18-dioxo-6,9,12,15-tetraoxa-3,19-diazadocosil )oxi)-[1, 1'-bifenil]-3-
carboxilico (documento WO2017060729) y Preparacion 6.
HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,963 minutos
20
MS m/z 914,9 [M+3H]*/3, 686,3 [M+4H]*/4; masa tedrica: 2740,5

Ejemplo 19

HO o /j\ H e 9 o9 H i
° x N-J_~ QL )L N, N\/& 0 7
Ho s, Ok on on " @ g o N N "0 ¥ 07 “NH
" - N o) ; o ., o - o
o =2 9 0 o "N I o s 8 OH g o Yj\
OH NHAC ©
2
25 NH,

El compuesto del Ejemplo 19 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 22 y la Preparacion 6.

30 HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,998 minutos
MS m/z 1361,6 [M+2H]*/2, 907,9 [M+3H]*/3; masa tedrica: 2719,49
Ejemplo 20

35

NH,

)NH; IJ\IHZ " @
HQ N
Og OH OH o HW@H{/\/OMN\)&N%H“}N%H P! o O;\NH
% é/o {,L/WH O | 4 8 > H L h : o
N o J/ OH ( o Yj\
: )/ [} N: HNJ%'
N NH,
et
El compuesto del Ejemplo 20 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 26 y la Preparacion 6.
40
HPLC (procedimiento 2) Tr= 3,033 minutos
MS m/z 1058,7 [M+3H]*/3, 794,1 [M+4H]*/4; masa tedrica: 3173,82

45 Ejemplo 21

38
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El compuesto del Ejemplo 21 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando acido
5 4'5-bis((22-(((2R,3R,4R,5S,6R)-3-acetamido-5-((2S,3R,4S,5S,6R)-3,5-dihidroxi-6-(hidroximetil )-4-
((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-4-hidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi)-2,18-dioxo-6,9,12,15-tetraoxa-3,19-diazadocosil )oxi)-[1,1'-bifenil]-3-
carboxilico (documento WO2017060729) y Preparacion 8.
10 HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,761 minutos

MS m/z 1151,3 [M+3H]*/3, 863,6 [M+4H]*/4; masa tedrica: 3448,8

HO_OH
g‘{ oH OH o " NH, B
N
% O/\/\H o NH, NHa KJ\“/H >
o N
HO_oH 3 O o 0 HN )
i SIS LS
oHO =2 /éowo/\/\ N o <
Ho o
2

Ejemplo 22
15

s
£

El compuesto del Ejemplo 22 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 29 y la Preparacion 8.
20
HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,791 minutos
MS m/z 1137,1 [M+3H]*/3, 853,2 [M+4H]*/4; masa tedrica: 3406,8

25 Ejemplo 23

HO OH O N o
'QVOH oH N {\/\O
o /&/o\/\/N o 8 iHz
H

El compuesto del Ejemplo 23 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
30 Preparacion 15y la Preparacion 5.

HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,983 minutos
MS m/z 1233,7 [M+2H]*/2, 822,7 [M+3H]*/3; masa tedrica: 2464,30
35
Ejemplo 24
%DH on EAM J\MN Q/(b\g/ \/\/\)‘\ «/\/\g \/\/\)L W\g \/\/\)LN/\/\//:I;\)( %))L %u
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El compuesto del Ejemplo 24 se prepar6 de manera andloga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 28 y la Preparacion 8.

HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,852 minutos
MS m/z 1287,6 [M+3H]*/3, 966,3 [M+4H]*/4; masa tedrica: 3861,5

Ejemplo 25

Nz ~
L @
HQoH

o o
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i

S0, 0 on “0 W " o woQ W 0 s l
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0, < 0 ] hg ] Ny (s N N =]

o0 N o~ _f A S E i i s i bom s .

" Tt e J o °F
I g

o
! .
Nﬁ s
-
O S,

El compuesto del Ejemplo 25 se preparé de manera analoga al procedimiento descrito en el Ejemplo 1 usando la
Preparacion 26 y la Preparacion 8.

~

HPLC (procedimiento 2) Tr= 2,990 minutos
MS m/z 993,0 [M+3H]*/3, 745,1 [M+4H]*/4; masa tedrica: 2976,6
Ensayos biolégicos

Union de compuestos a LPS purificado

La union de compuestos a LPS de bacterias gramnegativas se evalua midiendo el desplazamiento de LPS de un
derivado dansilado de polimixina B en un ensayo establecido (J. Pharm. Sci. (2016), 105(2), 1006-10; Antimicrob
Agents Chemother. (1986), 29(3), 495-550; Anal. Biochem (2011), 409 (2), 273-283). La polimixina B dansilada se
titulé en una solucién de LPS y se midi6 la intensidad fluorescente (exc 485 nm, em 535 nm). La titulacion de la
concentracion creciente de conjugados principales o polimixina B en solucién que contiene LPS y polimixina B
dansilada correspondiente al 95 % de ocupacién de sonda dio como resultado una disminucién de la emision de
fluorescencia por desplazamiento de polimixina B dansilada por el candidato.

Las actividades de union a lipopolisacarido (LPS) de los péptidos derivados de polimixina sintética y los Ejemplos en
el presente documento se evaldan midiendo el desplazamiento de dansil-polimixina B (DPMB) unida a LPS de E. coli
y LPS de P. aeruginosa.

Materiales

Se compré el LPS de Escherichia coli en Sigma Aldrich, n° cat L3024. Se comproé el LPS de Pseudomonas aeruginosa
en Sigma Aldrich, n® cat L9143. Se compro el sulfato de polimixina B (PMB_std) en Alfa Aesar, n° cat J63074. Se
compré el clorhidrato de nonapéptido de polimixina B (PMB_nona) en Sigma Aldrich, n® cat P2076. Se compro6 agua
libre de nucleasa en Qiagen, n° cat 129114.

Protocolo de ensayo

Se prepard LPS bacteriano a 20 uyg/ml en agua libre de nucleasa. La DPMB se elaboré a 4 uM en agua libre de
nucleasa. Se equilibré LPS bacteriano a 20 ug/ml (40 ul) o un control negativo de agua (40 pl) con DPMB 4 uM (20 pl)
mediante retencion durante 5 minutos a temperatura ambiente con agitacién (450 rpm), en una placa negra soélida de
96 pocillos. Se anadieron titulaciones de compuestos de prueba a una concentracién de ensayo final 4x (20 pl) a LPS
y DPMB, la placa de ensayo se mantuvo durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion (450 rpm). La
intensidad de fluorescencia se capturd en un lector de placas multimarcaje Envision 2102 (Em340, Ex485). El
compuesto del Ejemplo 1 se probé en el ensayo de unidon mencionado anteriormente y los resultados se muestran en
las Figuras 1y 2.

Ensayo de reclutamiento de anticuerpos mediante citometria de flujo usando_anticuerpo IgM anti-alfa-
galactosilo

Se uso citometria de flujo para demostrar la union de L (como un péptido antimicrobiano catiénico) a E. coliy F (como
la molécula de carbohidrato capaz de unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano). Se usé un anticuerpo
secundario IgM anti-humano marcado con FITC para detectar la unién de anti-alfa-galactosilo al compuesto.

Procedimiento 1
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Los ensayos se llevaron a cabo en placas de fondo en U de 96 pocillos de poliestireno (Costar). Las placas de 96
pocillos se bloquearon previamente con tampén de bloqueo de caseina (Thermo Fisher 37528) y luego se lavaron tres
veces con (HBSS+/+) (Life Technologies 14025-050) antes del ensayo.Se cultivaron K12 de E. coli (Public Health
England, NCTC 10538) en caldo LB (Fisher BP1426-500) hasta la fase exponencial tardia. Posteriormente, las
bacterias se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en HBSS+/+ a una densidad bacteriana
de 2*10° UFC/ml. Se afiadio tinte bacteriana rojo Baclight (ThermoFisher B35001) a las bacterias a una concentracion
final de 1 yM y se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Las bacterias se centrifugaron (10.000 rpm, 5
minutos) y se resuspendieron en HBSS+/+ a una concentracion de 2*10° UFC/ml. Luego se incubaron 1 x 108 UFC
con 20 uM de los Ejemplos 2-14 (véase la Tabla 1) o tampdn solo, a temperatura ambiente, agitando a 450 rpm durante
1 hora. Las bacterias se lavaron con 3 x 200 pl de HBSS+/+ (centrifugado a 4000 rpm, 5 minutos), antes de afiadir 50
ul de anticuerpo IgM M86 humano anti-alfa galactosilo (anticuerpo absoluto Ab00532) a 25 ug/ml en HBSS+/+. La
placa se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora agitando a 450 rpm. Las bacterias se lavaron con 3 x 200 pl
de HBSS+/+ (centrifugado durante 4000 rpm, 5 minutos), antes de afadir 100 pl de anticuerpo IgM-FITC anti-humano
(Biolegend 314506) a dilucion 1:10 en HBSS+/+ y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora agitando a
450 rpm. Después de un lavado final de 3 x 200 pyl de HBSS+/+, las bacterias se resuspendieron en 200 ul de HBSS+/+
y se evaluaron en un FC500 (Beckman Coulter). Las bacterias se regularon en vivo en el canal FL-4 y se registro la
mediana de desplazamiento fluorescente en el canal FL-1. Los datos de todas las muestras se analizaron en el paquete
de software Kaluza (Beckman Coulter). El experimento se repitié dos veces.

La Tabla 1 demuestra la captura de anticuerpos IgM anti-alfa-galactosilo en la superficie de las bacterias usando el
ensayo de citometria de flujo descrito anteriormente. El desplazamiento en veces frente al fondo se calculé dividiendo
la Intensidad Fluorescente Mediana obtenida en presencia de Ejemplos 20 pM entre la Intensidad Fluorescente
Mediana obtenida en ausencia de Ejemplos. El desplazamiento en la intensidad de fluorescencia (FITC) ocurre debido
al evento de union en cada extremo de la molécula.

Tabla 1

N° de |[Reclutamiento de IgM anti-alfa-galactosilo a 20 pM [Numero de pruebas (n)
Ejemplo (mediana del desplazamiento en veces frente al vehiculo)

1 3 n=2
2 5 n=1
3 7 n=2
4 14 n=2
5 17 n=2
6 24 n=2
7 28 n=2
8 10 n=2
9 21 n=4
10 2 n=2
14 1 n=2
13 2 n=2
11 1 n=2
12 1 n=2

Procedimiento 2

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de fondo en U de 96 pocillos de poliestireno (Costar). Se cultivaron K12 de
E. coli (Public Health England, NCTC 10538) en caldo LB (Fisher BP1426-500) hasta la fase exponencial tardia.
Posteriormente, las bacterias se lavaron una vez con HBSS+/+ por centrifugando a 10.000 rpm durante 5 minutos y
se resuspendieron en HBSS+/+. Las bacterias se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron
en HBSS+/+ a una densidad bacteriana de 2*10° UFC/mL. Luego se incubaron 1 x 108 UFC con 20 uM de los Ejemplos
15-25 (véase la Tabla 2) o tampdn solo, a temperatura ambiente, agitando a 450 rpm durante 1 hora. Las bacterias se
lavaron con 3 x 200 pl de HBSS+/+ (centrifugado a 4000 rpm, 5 minutos), antes de afadir 50 ul de anticuerpo IgM
M86 humano anti-alfa galactosilo (anticuerpo absoluto Ab00532) a 25 pg/ml en HBSS+/+. La placa se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora agitando a 450 rpm. Las bacterias se lavaron con 3 x 200 pl de HBSS+/+
(centrifugado durante 4000 rpm, 5 minutos), antes de afiadir 100 pl de anticuerpo IgM-FITC anti-humano (Biolegend
314506) a dilucién 1:10 en HBSS+/+ y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora agitando a 450 rpm.
Después de un lavado final de 3 x 200 yl de HBSS+/+, las bacterias se resuspendieron en 200 yl de HBSS+/+ y se
evaluaron en un Cytoflex (Beckman Coulter). Se recogieron 50.000 recuentos de bacterias. Se registré la mediana del
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desplazamiento fluorescente en el canal FITC-A. Los datos de todas las muestras se analizaron en el paquete de
software Kaluza (Beckman Coulter). El experimento se repitié dos veces.

La Tabla 2 demuestra la captura de anticuerpos IgM anti-alfa-galactosilo en la superficie de las bacterias usando el
ensayo de citometria de flujo descrito anteriormente. El desplazamiento en veces frente al fondo se calculé dividiendo
la Intensidad Fluorescente Mediana obtenida en presencia de Ejemplos 20 uM entre la Intensidad Fluorescente
Mediana obtenida en ausencia de Ejemplos. El desplazamiento de la intensidad de fluorescencia (FITC) ocurre debido
al evento de unidn en cada extremo de la molécula.

Tabla 2

N° de [Reclutamiento de IgM anti-alfa-galactosilo a 20 pM |[NUmero de pruebas (n)
Ejemplo (mediana del desplazamiento en veces frente al vehiculo)

15 248 n=4
16 70 n=2
17 213 n=2
18 65 n=2
19 109 n=2
20 145 n=2
21 158 n=2
22 149 n=2
23 28 n=2
24 269 n=4
25 104 n=4

Ensayo de reclutamiento de anticuerpos mediante citometria de flujo usando anticuerpo IgG anti-alfa-
galactosilo

Se uso citometria de flujo para demostrar la unién de L (como un péptido antimicrobiano catiénico) a E. coliy F (como
la molécula de carbohidrato capaz de unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano). Se usé un anticuerpo
secundario IgG anti-humano marcado con FITC para detectar la unién de alfa-galactosilo al compuesto.

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de fondo en U de 96 pocillos de poliestireno (Costar). Las placas de 96
pocillos se bloquearon previamente con tampén de bloqueo de caseina (Thermo Fisher 37528) y luego se lavaron tres
veces con (HBSS+/+) (Life Technologies 14025-050) antes del ensayo. Se cultivaron K12 de E. coli (Public Health
England, NCTC 10538) en caldo LB (Fisher BP1426-500) hasta la fase exponencial tardia. Posteriormente, las
bacterias se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en HBSS+/+ a una densidad bacteriana
de 2*10° UFC/ml. Se afiadio tinte bacteriana rojo Baclight (ThermoFisher B35001) a las bacterias a una concentracion
final de 1 yM y se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Las bacterias se centrifugaron (10.000 rpm, 5
minutos) y se resuspendieron en HBSS+/+ a una concentracion de 2*10° UFC/ml. Luego se incubaron 1 x 108 UFC
con 20 uM de los Ejemplos 1-10 (véase la Tabla 3) o tampdn solo, a temperatura ambiente, agitando a 450 rpm durante
1 hora. Las bacterias se lavaron con 3 x 200 pl de HBSS+/+ (centrifugado a 4000 rpm, 5 minutos), antes de afiadir 50
ul de anticuerpo IgG anti-alfa galactosilo. (El anticuerpo anti-alfa-galactosilo se purificé a partir de IVIG humana
(Gammagard) mediante purificacion por afinidad usando una columna de sefarosa con alfa-galactosil-ASH (albumina
sérica humana) de Rockland Immunochemicals Inc.) a 42 ug/ml en HBSS+/+. La placa se incub6 a temperatura
ambiente durante 1 hora agitando a 450 rpm. Las bacterias se lavaron con 3 x 200 pyl de HBSS+/+ (centrifugado
durante 4000 rpm, 5 minutos), antes de afiadir 100 pIL de anticuerpo anti-lgG-FITC humano (Biolegend 409310) a
dilucién 1:20 en HBSS+/+ y se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora agitando a 450 rpm. Después de un
lavado final de 3 x 200 yl de HBSS+/+, las bacterias se resuspendieron en 200 yl de HBSS+/+ y se evaluaron en un
FC500 (Beckman Coulter). Las bacterias se regularon en vivo en el canal FL-4 y se registré la mediana de
desplazamiento fluorescente en el canal FL-1. Los datos de todas las muestras se analizaron en el paquete de software
Kaluza (Beckman Coulter). El experimento se repitié dos veces.

La Tabla 3 demuestra la captura de anticuerpos IgG anti-alfa-galactosilo en la superficie de las bacterias usando el
ensayo de citometria de flujo descrito anteriormente. El desplazamiento en veces frente al fondo se calculé dividiendo
la Intensidad Fluorescente Mediana obtenida en presencia de Ejemplos 20 uM entre la Intensidad Fluorescente
Mediana obtenida en ausencia de Ejemplos. El desplazamiento de la intensidad de fluorescencia (FITC) ocurre debido
al evento de unidn en cada extremo de la molécula.

Tabla 3
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N° de |Reclutamiento de IgG anti-alfa-galactosilo a 20 pM Numero de pruebas (n)
Ejemplo (mediana del desplazamiento en veces frente al vehiculo)

1 1 n=1
2 2 n=1
3 3 n=2
4 8 n=2
5 6 n=2
6 7 n=2
7 6 n=2
8 3 n=2
9 5 n=2
10 1 n=2

Ensayo de deposicion del complemento Citometria de flujo

Los ensayos se llevaron a cabo en placas de fondo en U de 96 pocillos de poliestireno (Costar).Se cultivaron
K1:018ac:H7 de E. coli (ATCC 700973) en caldo LB (Fisher BP1426-500) hasta la fase exponencial tardia.
Posteriormente, las bacterias se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en PBS (Sigma
D8537-500 ml). Las bacterias se centrifugaron (10.000 rpm, 5 minutos) y se resuspendieron en PBS con BSA al 1 %
(Sigma A2153-50G) a una concentracion de 2*10° UFC/ml. Luego se incubaron 1 x 108 UFC con 20 uM y/o 10 uM de
los Ejemplos 4-7, 9 y 15-25 (véase la Tabla 4 y la Figura 3) o tampdn solo, a 4 °C durante 45 min. Las bacterias se
lavaron con 1 x 200 pl de HBSS+/+ (centrifugado a 4000 rpm, 5 minutos), antes de afiadir 100 pl de suero humano
agrupado (Innovate Research IPLA-CSER) en PBS + 1 % de BSA a una concentracion sérica final del 25 %. Las
bacterias se incubaron a 37 °C durante 20 min. Se afiadieron 100 y de PBS enfriado con hielo a cada pocillo. La placa
se centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y se descartd el sobrenadante. Las bacterias se lavaron otras 2
veces con 200 ul de HBSS+/+ (centrifugado durante 4000 rpm, 5 minutos), antes de afadir 100 ul de anticuerpo anti-
C3b/C3bi-PE humano (Biolegend 846104) a dilucién 1:50 en PBS + 1 % de BSA y se incubaron a 4 °C durante 45 min.
Después de un lavado final de 3 x 200 pyl de HBSS+/+, las bacterias se resuspendieron en 200 ul de HBSS+/+ y se
evaluaron en un Cytoflex (Beckman Coulter). La mediana de intensidad fluorescente se registré en el canal de PE.
Los datos de todas las muestras se analizaron en el paquete de software Kaluza (Beckman Coulter).

La Tabla 4 demuestra la deposicion de C3b del suero humano en la superficie de las bacterias usando el ensayo de
citometria de flujo descrito anteriormente. El desplazamiento en veces frente al fondo se calculé dividiendo la
Intensidad Fluorescente Mediana obtenida en presencia de Ejemplos 20 uM entre la Intensidad Fluorescente Mediana
obtenida en ausencia de Ejemplos. El desplazamiento en la intensidad de fluorescencia (PE) ocurre debido al
reclutamiento de C3b en la superficie de la bacteria.

Tabla 4

Ejemplo [Reclutamiento de C3b a 10 uM (mediana del desplazamiento [Numero de pruebas (n)
en veces frente al vehiculo)

4 95 =
5 17 =
6 170 =
7 4 =
9 44 =
15 6 =
16 47 =
17 93 =
18 49 n=4
19 59 n=4
20 14 n=4
21 17 n=4
22 16 n=4
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Ejemplo Reclutamiento de C3b a 10 yM (mediana del desplazamiento [NUmero de pruebas (n)
en veces frente al vehiculo)

23 5 n=2
24 105 n=2
25 113 n=2

La Figura 3 demuestra el reclutamiento de C3b del suero humano en la superficie de E. coli en presencia del Ejemplo

4 (Figura 3A), Ejemplo 5 (Figura 3B), Ejemplo 6 (Figura 3C) Ejemplo 7 (Figura 3D) y Ejemplo 9 (Figura 3E) a 20 pM.

El desplazamiento en la intensidad de fluorescencia (PE) se produce debido al reclutamiento de C3b del suero en la
5 superficie bacteriana.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 854 991 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (l) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

Yy X4
Ns” L
[F-So-Yoli

en el que:

L representa un resto de union seleccionado de un péptido antimicrobiano cationico ligado a X1 por una amina;

S+ representa un enlace o un espaciador seleccionado de un grupo -(CHz2)a- 0 -(CH2)s-(CH2-CH2-O)c-(CH2)q, en el que
uno a cinco de dichos grupos -CHz- pueden estar opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o -NHC(O)-;

a representa un numero entero seleccionado de 1 a 40;

b representa un niumero entero seleccionado de 0 a 25;

¢ representa un numero entero seleccionado de 1 a 20;

d representa un numero entero seleccionado de 1 a 15;

Sz representa un espaciador seleccionado de un grupo -(CH2)e- 0 -(CH2)+-(CH2-CH2-O)s-(CH2)n-, en el que uno a tres
de dichos grupos -CH2- pueden estar opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- o - NHC(O)-;

e representa un numero entero seleccionado de 1 a 20;

f representa un numero entero seleccionado de 1 a 10;

g representa un numero entero seleccionado de 1 a 15;

h representa un nimero entero seleccionado de 1 a 5;

X1 representa un enlace o -C(O)-;

Y1 e Y2 representan independientemente un enlace, grupo -O-, -S-, -NH-, -C(O)-, -NHC(O)- o -C(O)NH-;

F representa una molécula de carbohidrato capaz de unirse a un anticuerpo anti-alfa-galactosilo humano;

m representa un nimero entero seleccionado de 1 a 5;y

Cy representa fenilo, bifenilo o trifenilo, de tal modo que cuando Cy representa bifenilo o trifenilo, dicho grupo -Y1-S1-
X1-L puede estar presente en cualquiera de dichos anillos fenilo y dicho grupo o grupos [F-S2-Y2]m pueden estar
presentes en cualquiera de dichos anillos fenilo.

2. El compuesto como se define en la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que
S+ representa un enlace o un espaciador seleccionado de:

-(CH2)a-, en el que uno o cinco de dichos grupos -CHz- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -C(O)NH- (tal
como -(CH2)5-CONH-(CHz)s o -(CH2)s-CONH-(CH2)s-CONH-(CHz2)5s-CONH-(CH2)s-CONH-(CHz2)s5 -conh- (cH 2) 5-CONH-
(CH2)s-); o

-(CH2)b-(CH2-CH2-O)c-(CH2)d-, en el que dos de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -
C(O)NH- (tal como -(CH2CH20)s-(CHz2)2-, -(CH2CH20)s-(CHz2)2-CONH-(CH2)5-CONH-(CHz2)s- 0 -(CH2)5-CONH-(CH2)s-
CONH-(CH2)s-CONH-(CHz2)5-CONH-(CH2CH20)s-(CH2)2-);

0 S+ representa un espaciador seleccionado de:

-(CH2)a-, en el que uno de dichos grupos -CH:- esta sustituido por un grupo -C(O)NH- (tal como -(CH2)s-CONH-(CHz2)s);
o

-(CH2)b-(CH2-CH2-0)c-(CH2)4- (tal como -(CH2CH20)s-(CH2)2-);

o S1 representa un espaciador seleccionado de: -(CH2)a-, en el que uno de dichos grupos -CH:- esta sustituido por un
grupo -C(O)NH- (tal como -(CHz2)s-CONH-(CH2)s).

3. El compuesto como se define en la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que:

a representa un nimero entero seleccionado de: 1 a 35;010a35;0 110 35; 0 11; y/o
b representa un nimero entero seleccionado de 0 a 24; 0 0 0 24; 0 0; y/o

c representa un numero entero seleccionado de 1 a 15; 0 1 a 10; u 8; y/o

d representa un numero entero seleccionado de 1a 3; 01 0 2; 0 2; y/o

Y1 representa -C(O)NH- o -C(O)-; 0 -C(O)NH-.

4. El compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que Sz representa un separador seleccionado de:

-(CH2)e-, en el que uno o tres de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -NHC(O)- (tal
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como -(CH2)3-NHCO-CHz- 0 -(CHz2)3-NHCO-(CHz2)s-NHCO-(CH2)s-NHCO-CHz-); o

-(CH2)-(CH2-CH2-O)e-(CH2)h-, en el que dos de dichos grupos -CH2- estan opcionalmente sustituidos por un grupo -
NHC(O)- (tal como -(CH2)3-NHCO-(CH2CH20)4-(CH2)2-NHCO-CHg;

0 Sz representa un espaciador seleccionado de -(CHz)e-, en el que tres de dichos grupos -CHa- estan opcionalmente
sustituidos por un grupo -NHC(O)- (tal como -(CH2)3-NHCO-(CHz)s-NHCO-(CH2)s-NHCO-CHa-).

5.  El compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que:

e representa un numero entero seleccionadode 1a17;05a17;05017;017; y/o
f representa un nimero entero seleccionadode 1a 8; 02 a6; 04; ylo

g representa un numero entero seleccionado de 1a5;01a4;04;ylo

h representa un niumero entero seleccionado de 1 a 4; 0 4; y/o

X1 representa -C(O)-; y/o

Y2representa -O-; y/o

m representa un nimero entero seleccionadode 1a4;01,203;0102;01.

6. El compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que Cy representa fenilo o bifenilo.

7. Elcompuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que F se selecciona de galactosil-alfa-1,3-galactosil-beta-1,4-N-acetilglucosamina, alfa-1,3-
galactobiosa, alfa-1,3-beta-1,4-galactotriosa o galilipentasacarido.

8. El compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que F tiene una estructura como se muestra en la siguiente formula:

HO_oH
g-:vo
HO QR-OH OH
Do

Ho 0/&/0\

en la que S: se refiere al punto de union al grupo Sa.

9.  El compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que L representa un lipopéptido, tal como una polimixina seleccionada de polimixina B, polimixina Bz,
nonapéptido de polimixina, colistina A, colistina B, CB-182,204 (Cubist Pharmaceuticals), 5a (Pfizer), 5x (Pfizer), CA
14 (Cantab Anti-Infectives) CA824 (Cantab Anti-Infectives), NAB739 (Northern Antibiotics), NAB741 (Northern
Antibiotics), NAB7061 (Northern Antibiotics), 38 (University of Queensland), FADDI-002 (Monash University), FADDI-
100 (Monash University).

10. El compuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en el que L representa un lipopéptido; o un derivado de polimixina B; o un derivado de polimixina B
seleccionado de una de las siguientes estructuras:

H2oN-[L-octilGly]-Dab-Thr-Dab-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*

nonanamida-Dab(NH2)-Thr-Dab-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*
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10

15 nonanamida-Dab-Thr-Dab(NH2)-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*

\/\/\/\)J\ /q())k /q/l\'\/é.j(o

}HN

HoN-Thr-[D-Ser]-Dab*-Dab-[D-Phe]-Leu-Dab-Dab-Thr*
20
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e
AR

HO
Hy

en el que X se refiere al punto de unién al grupo Xi.

5 11. El compuesto como se define en la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que se
selecciona de uno cualquiera de los Ejemplos 1-25:

Ejemplo 1
"t‘z
NH, NH, J\ N
HO-OH N
%0 PP I SR I
Ho | OH oH - N N/\/\AFN - N 770 07 'NH
o N2 0 ¥ | H Hol Rl :
~—0 O~ N X o o “
oy HO o OH o
NHAC o NH NH_
O}H HN
N NH,
HO! \HO/H\
10 NH,
Ejemplo 2
HO_OH
0
Hogﬁo'tfg OH " NH,
ol 0
HO.oH o ﬂ&/ow'\‘\(\o NH NH
o OH NHAc S 2 2 N
OH_OH -
* ! So S MR i 2 a8 L
OHY o o O/\/\N o N N N N A NG 0 o7
oH HO H H H :
HO on NHAG o} o} O Ay © ( 00
0
HO%OH OH LO OTN';'_‘ hn
%OWN —(Nﬁ NH,
NHAC Ho
© NH,
15
Ejemplo 3
HQ_OoH
g:ro
OH.OH
HO- op.b P O(I-){ u NH, ‘ RS
o}
HO oH on HO O AN o NH, NH, " 7
O oH o NHAG o .
HO H @H o) O u © b ©° g KN ;\
o (BIO Q /O/\/\N)J\/O O N\)LN NJ/lN WN\/&O 07 NH
ol :OH H :
HO of NHA 0 o on  © 0O
0
o) o NH
Ho N Ot o oH o=y
OHy éowo 8 { N NH
v N 2
NHAC HO o
NH,
20 Ejemplo 4
NH, B
NH, NH, u Y
HQ or O H o e J) b © g HN Nj :
Ho N, OH OH oH N\/\/\)LN/WWN\AN W/N“ N N\/&o O P wH
0 ¥ O 5 H 5 : H H :
OWNrO ~ O ~pop © o Oyj\
NHAC
© Ojﬁ’:i HNK@"
Nﬁ NH,
HO o)
NH,
Ejemplo 5
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HO_oH
g:OH OH
HO OHO‘ o /og " NH,
. O/SX/OWN ~
H%og on HOM 70( o NH, NH, ‘
. OH_OH - -
HO o o) O " o) y o /[ HN
0 H H
Oy T\;&/OMNLO N\/\nvMHwN\/mN RO AR oooj\NH
HO(E)SH NHA o o S Moo g ° 0°
HO& O ot oH o 0 o NH NH_
0 H H
OHO%S/OH/&/O\/»\/NLO N NH,
OH NHAC HO o L,
2
Ejemplo 6
5
NH,
NH, NH,
% oW ' ' y T
0
o
Ho OH oH ) N{AOMN\)J\N N., N N\:/&Ooo NH
O, o O_o o 8 > o~ o,
on HO N o “OH ( o
NHAc I} NH NH
O}H HN
Nﬁ NH,
HO
° NH,
Ejemplo 7
HQ-OH
0
0 OH
o) N
HQ-oH o ~N NHz NH;
o NHAc R
? OH OH O e b HN ;\
oo /&%/O’V\Nk/o e A PN © P
H H H
Hoon NHAc ) O Auyy O ( O
HO 2\ oo OH © o~ HN)K(N/H
0, HL H
o6 $¥SS§EQ3»/O\V/”\V'N (o) N NHz
OH NHAG HO )
10 NHz
Ejemplo 8
HQOH
0 OH
5 ﬁ H
HQ.OH O O\/A\/N\W/\O
o NHAC
Ol OH OH O
”é&/O’V‘ 1o O
oo
Eg; !OH OH O
0 H_L
Ho&/ /&A/ O~N0
NHAC
15
Ejemplo 9
HQ-OH i]n
0
HO QR-OH OH
° é»v A= L
o N o
HO NN

NHAc

20 Ejemplo 10
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HQ-OH

Hog\\ OH OH
é: o
O\/\/N
HQ_OH /&/
o NHAc
HO OH-0OH OH NH,
O R ’&/ON\NJK/O i H
H
o

HO nu N__ .
U
o A
gﬁ o §°H OH 07 NH
Q
Hgéﬁ/o\/\/'\‘
NHAc

Ejemplo 11

NHAC

: }

Ejemplo 12
NI

HOoH

87
g =W J Q%%MM@HW“ET%
HO}N HN)KLWNHZ

G2
2

10
Ejemplo 13

H
OH H
e OH /\/\/ﬂ N
° o\/\,N
NHAC }

NH, B
L Z

HO Ogo o1 O /\/\/\jﬁ )L B H )% ;\
%\% 3%6 o ” 1? )k(jl
0= NH HN N
Ho "

.,

15 Ejemplo 14

Ejemplo 15
20
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éﬁ& ggwowww“wvw\ R

NHAC K/'\'r 7
HzN\)L Ji’( /'f'( OJ\NH
T,
NH
NH N
Nﬁ NH,
HO )
NH,

Ejemplo 16

NH, @
e

W
M
ety

OH HO

Ejemplo 17

NH,
NH, NH, 5\'('_{ @
Ho-oH O e % B W9 o Nj“
Hogﬁo OH 7 I N ”MN\ANQWNQN\/&OOOANH
é /\/\N NL~o ° e/ © Aon © “
H o
2

oo\l

NH

o=y

N NH,
Saoh
10
Ejemplo 18

15 Ejemplo 19

NH,
NH, NH, ‘j\WH
N_
o o o HN :
oy 0 2 LR
HO%% o OH i y N#\ONﬂAHﬁ(wﬂﬁ(N\/&ooo il
/&A//\/\ N o] 8 g o -, o -~ OYJJ\
o N 0
H
NHAc e
2

Ejemplo 20
20

wgﬁ M%“wﬂ”ﬁu%ﬁ%f ii

Ejemplo 21
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St 5.5
NHAG

% oH on . /@/@\WN\/\/J /\/\AWN\)L Ji’ J:( \A ;\NH

gﬁg /&/ /\/\NJ*//\OtVNTO(\O - | )/L Yj\

NH

Sl

Ejemplo 22
HO Og0 OH
OHo o o
oo B Fo Lm & “Jﬁ q ;"W
°o OH o —~ \/\/\W /(L 0 O/NH
O"b o O/\/\N
5 H0—<
Ejemplo 23
HQ_OH
golo oH
" O'—bég&/ o ) N /©/( {\A NHz -
o HM e W(\O K/'\’( |
Jff )A %Nwo :
j"‘ HN J]\
__NH,
10
Ejemplo 24

e,
NH, NH, R
- g
©, oH_on [ 9 u a H a w 0 -] o N ;\
HO%@ o o o ; S N\/\/\)‘\NN\/\gN\/\/\AN/\/\AEN\/\/\)LN/\/\//\g/N\)LN N A A © o
%S/o N i i : :
o o_~_H NP PPN N o H °
e i ‘/{ w OF e
NH )Kd«
o. Hy
i
N N,
N
- NH,

15 Ejemplo 25

HO.OH

HO%OH o:H HMD\/\/NWNL\/\JY\O’/‘TNM /\/\/\g M /\/\/\g \/\/\)L /VV\g/N‘)L“JfW))L fr HNE‘\K
0 " o } )1\(/

12. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto como se define en cualquiera de las

20 reivindicaciones 1 a 11 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

13. Elcompuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o una sal farmacéuticamente aceptable

del mismo, para su uso en terapia.

25 14. Elcompuesto como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para su uso en el tratamiento de una enfermedad o trastorno mediado y/o causado por un agente

infeccioso.

15. Un proceso para preparar un compuesto de la férmula (I) como se define en la reivindicaciéon 1, que comprende:

30

(a) preparar un compuesto de la férmula (1), en la que Y1 representa -CONH- (es decir, un compuesto de formula (IA))
haciendo reaccionar un compuesto de féormula (Il) con un compuesto de férmula (lll) seguido de una etapa de
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desproteccion adecuada:

HZN/S“x{lL | PG

\

{0
[ F—Sz-Yzl OH l F—S,-Y,

m (i), (if)

m

(I (IA)

en la que Sz, Y2, m, Cy, S+, X1, L y F son como se define en la reivindicacion 1y PG es un grupo protector de péptido
adecuado tal como Dde; o

(b) preparar un compuesto de féormula (I) en la que Y1 representa -CONH- y X1 representa -C(O)- (es decir, un
compuesto de formula (IB)) haciendo reaccionar un compuesto de féormula (IV) con un compuesto de férmula (V)
seguido de una etapa de desproteccion adecuada:

) (1B)

en la que Sz, Y2, m, Cy, S1, L y F son como se define en la reivindicacion 1 y PG es un grupo protector de péptido
adecuado tal como Dde; o

(c) preparar un compuesto de férmula (1) haciendo reaccionar un compuesto de férmula (V1) con un compuesto de
férmula (VII) seguido de una etapa de desproteccion adecuada:

(@]
Y, X
[ ysz—\(2 @ g w\{L]PG (V) [F—SQ-YQ «@/Y“s;)“\L
m
Ho (), G m

(Vi) 0)

en la que Sz, Y2, m, Cy, S1, X1, L y F son como se define en la reivindicacion 1, PG es un grupo protector de péptido
adecuado tal como Dde; o

(d) preparar un compuesto de férmula (l) haciendo reaccionar un compuesto de férmula (XII) con un compuesto de
férmula (XIIl) seguido de una etapa de desproteccion adecuada, en la que Y1 representa un grupo CONH:

fo) HaN=S1g— X1~ [LIre

o (X1
FSv /@)LH/S‘IA CO,H ——(i) " [F-SQ-Yg]m@Y1_S1-X1_L
27 12lm !

(X1 )

enla que Sz, Y2, m, Cy, X1, L y F son como se define anteriormente en el presente documento, S1a y S1s forman juntos
un grupo S1y PG es un grupo protector de péptido adecuado tal como Dde; o

(e) interconversion de un compuesto de formula (1) o derivado protegido del mismo a un compuesto adicional de
férmula (1) o derivado protegido del mismo.
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Desplazamiento de DPMB unida a LPS de E. coli

S Ejemplo 1
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Ejemplo 4
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Intensidad de fluorescencia (PE)

Ejemplo 5

Intensidad de flucrescencia (PE)

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE + 20 uM de
Ejemplo 4

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE + 20 pM de
Ejemplo 5

FIGURA 3
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Ejemplo 6
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Intensidad de fluorescencia (PE)

Ejemplo 7

Intensidad de fluorescencia (PE)

FIGURA 3 (continuacion)
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i Bacterias + suero humano al 25 %
% + anti-C3b-PE

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE + 20 uM de
Ejemplo 6

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE + 20 uM de
Ejemplo 7
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Ejemplo 9

Intensidad de fluorescencia (PE)

FIGURA 3 (continuacion)
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L

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE

Bacterias + suero humano al 25 %
+ anti-C3b-PE + 20 uM de
Ejemplo 9
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