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DESCRIPCION
Dinucleétidos ciclicos como agentes anticancerosos
Campo de la invencién

La invencién proporciona compuestos novedosos, composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos y
métodos para usarlos, por ejemplo, para el tratamiento o la profilaxis de determinados canceres y para su uso en
terapia.

Antecedentes de la invencion

La inmunoterapia es un area de tratamiento médico en rapida expansiéon en la que el sistema inmunitario de un
paciente se activa, se suprime o de otro modo se modula deliberadamente para un efecto terapéutico positivo. Los
agentes de inmunoterapia incluyen cosas tales como células, antigenos, anticuerpos, acidos nucleicos, proteinas,
péptidos, ligandos de origen natural y moléculas preparadas sintéticamente. Las citocinas son moléculas de
glucoproteinas pequefias conocidas por su papel en causar la respuesta inmunitaria a través de redes de sefializacién
complejas. Las citocinas se han estudiado como agentes de inmunoterapia pero su administracién directa esta
dificultada por muchos factores, que incluyen su corta semivida en la sangre, que puede compensarse solo con dosis
frecuentes y a menudo elevadas. Un enfoque altamente prometedor es la induccion de citocinas, en la que el paciente
se trata con un agente inmunomodulador que desencadena la produccién de una o mas citocinas terapéuticamente
beneficiosas en su cuerpo.

Un agente en la produccion de citocinas es la proteina adaptadora STING (estimuladora de genes de interferdn; forma
siglada de STimulator of /Merferon Genes; también conocido como MPYS, TMEM173, MITA y ERIS). STING es un
receptor intracelular situado en el reticulo endoplasmatico. La unién a STING por un agonista activa una ruta de
sefializaciéon que culmina en la induccién de IFN de tipo |, que se secretan y protegen la secrecion y las células
cercanas. STING puede activarse mediante dos rutas diferentes, implicando cada una un tipo diferente de un agonista
de dinucledtido ciclico ("CDN"). En la primera ruta, el agonista es un CDN exé6geno usado por patégenos bacterianos
como un segundo mensajero (Burdette ef al. 2013). En la segunda ruta, la GMP-AMP sintasa ciclica (cGAS) detecta
ADN citosdélico y, en respuesta, sintetiza un CDN que funciona como un agonista de STING endégeno (Ablasser et al.
2013; Gao et al. 2013; Sun et al. 2013).

La activacion de STING da como resultado la regulacidén positiva de las rutas de IRF3 y NF-kB que conducen a la
induccién de interferén-f y otras citocinas. STING es crucial para respuestas al ADN citosélico de origen patégeno o
del hospedador.

Dos CDN agonistas de STING bacterianos ex6genos son 3'3'-cGAMP y c-GMP. El CDN agonista de STING endégeno
hecho por cGAS es 2'3'-cGAMP. Los CDN bacterianos se caracterizan por dos puentes fosfodiéster 3'5', si bien el
CDN producido por cGAS se caracteriza por un puente fosfodiéster 2'5' y uno 3'5'. Como forma abreviada, los CDN
anteriores se denominan CDN de 3'3' y los Ultimos como CDN de 2'3'. Por razones histéricas, los CDN de 3'3' se
denominan también como la forma "candnica" y los CDN de 2'3' se denominan como la forma "no canénica".
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Ademas, para proteger un organismo contra una infeccién patégena, se ha notificado también la activacién de STING
como beneficiosa en el tratamiento de enfermedades inflamatorias y, en un érea de interés particular actual, el cancer.

5 Laadministracién de CDN sintético junto con la vacuna contra el cdncer STINGVAX demostré una eficacia antitumoral
potenciada en modelos terapéuticos multiples (Fu et al. 2015). Se ha notificado que la administracién de agonistas de
STING individualmente muestra eficacia inmunitaria antitumoral potente en un modelo de ratén (Corrales et al. 2015a).
Para revisiones sobre el papel de STING en la infeccién, inflamacion y/o cancer, véanse Ahn et al. 2015; Corrales et
al. 2015b y 2016; y Barber 2015.

10

Se divulgan moduladores de STING adicionales en los documentos WO 2017/123657 A1, WO 2017/161349 A1 y WO
2019/074887 A1.

La presente invencién, por lo tanto, proporciona dinucleétidos ciclicos novedosos que pueden ser Utiles para el
15 tratamiento del cancer.
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0 una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero de los mismos.

5 En otro aspecto, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de la invencién o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo y uno o mas portadores, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables.

En otro aspecto, se proporciona un activador de STING (de la Férmula anterior), para su uso en el tratamiento del
10  cancer en un sujeto que lo necesita

Descripcion detallada de la invencién

En un primer aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de férmula
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30 o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautdmero o un estereoisémero del mismo.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de formula
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o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de formula

o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un compuesto de formula

o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.

En otro aspecto, se proporciona un compuesto seleccionado de los ejemplos ilustrados dentro del alcance del primer
aspecto, 0 una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisémero del mismo.

Otras realizaciones de la invencion

En ofra realizacién, la invencién proporciona una composicién farmacéutica, que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno de los compuestos de la
invencién o un estereoisémero, un tautémero, una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato de los mismos.

En otra realizacién, la invencién proporciona un proceso para fabricar un compuesto de la invencién o un
estereoisémero, un tautémero, una sal farmacéuticamente aceptable o un solvato del mismo.

En otra realizacién, la invencién proporciona uno o méas compuestos de la invencidn, solo u, opcionalmente, junto con
otro compuesto de la invencién y/o al menos otro tipo de agente terapéutico para su uso en el tratamiento y/o profilaxis
de diversos tipos de cancer, en un paciente que necesite dicho tratamiento y/o profilaxis.

En ofra realizacién, la presente invencién incluye el tratamiento y/o profilaxis de diversos tipos de cancer, incluyendo
el cancer de pulmdn microcitico, cancer de pulmén no microcitico, cancer colorrectal, melanoma, carcinoma de células
renales, cancer de cabeza y cuello, linfoma de Hodgkin, cadncer de vejiga, carcinoma de eséfago, carcinoma gastrico,
carcinoma de ovario, carcinoma de cuello del Utero, carcinoma de pancreas, carcinoma de préostata, canceres de
mama, carcinoma urinario, tumores cerebrales, tales como glioblastoma, linfoma no Hodgkin, leucemia linfatica aguda
(ALL), leucemia linfatica crénica (CLL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide crénica (CML), carcinoma
hepatocelular, mieloma mdultiple, tumores estromales gastrointestinales, mesotelioma y otros tumores sélidos u otros
canceres hematolégicos

En otra realizacion, la presente invencién incluye el tratamiento y/o profilaxis de diversos tipos de cancer, incluyendo,
sin limitacién, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, cancer colorrectal, melanoma,
carcinoma de células renales, cancer de cabeza y cuello, linfoma de Hodgkin y cancer de vejiga.
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En otra realizacién, la invencién proporciona un compuesto de la presente invencién para su uso en terapia.

En otra realizacién, la invencién proporciona una preparacién combinada de un compuesto de la presente invencién y
uno o mas agentes terapéuticos adicionales para su uso simultaneo, por separado o secuencial en terapia.

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Los dinucleétidos ciclicos de la invencién inducen interferones de tipo | y/o citocinas proinflamatorias in vitro en células
humanas, células animales y sangre humana. La actividad inductora de citocinas de estos CDN requiere la presencia
de STING, segun lo confirmado por experimentos in vitro en células humanas o animales.

Los CDN de la invencién son agonistas del receptor STING.

El término "agonista" se refiere a cualquier sustancia que active un receptor biolégico in vitro o in vivo para provocar
una respuesta fisiol6gica.

"STING" es una abreviatura de "estimulador de genes de interferdn", que también se conoce como "estimulador de
interferdn del reticulo endoplasmico (ERIS, por sus siglas en inglés)", "mediador de la activacién de IRF3 (MITA, por
sus siglas en inglés)", "MPYS" o "proteina transmembrana 173 (TM173, por sus siglas en inglés)'. STING es una
proteina receptora transmembrana que en seres humanos esta codificada por el gen TMEM173. La activacién de
STING por dinucleétidos ciclicos (CDN) conduce a la activacién de las rutas de IRF3 y NF-kB y, en consecuencia, a

la induccién de interferones de tipo | y de citocinas proinflamatorias, respectivamente.

Otro objeto de la presente invencidn son los dinucledtidos ciclicos de la presente invencién, para su uso en un
tratamiento terapéutico en seres humanos o en animales. En particular, los compuestos de la presente invencion
pueden usarse para aplicaciones terapéuticas o de diagnéstico en la salud humana o animal.

La expresién "agente terapéutico" se refiere a una o méas sustancias que se administran a un ser humano o animal
para lograr algun tipo de efecto terapéutico en ese ser humano o animal, incluyendo prevenir, curar o mitigar los
efectos de, la infeccién o enfermedad, y/o para mejorar la salud de ese ser humano o animal.

El término "monoterapia” se refiere al uso de una sola sustancia y/o estrategia para tratar a un ser humano o a un
animal en cualquier contexto clinico o médico, a diferencia del uso de multiples sustancias y/o estrategias para tratar
a un ser humano o a un animal en el mismo contexto clinico o médico, independientemente de si las multiples
sustancias y/o estrategias se usan secuencialmente en cualquier orden o simultaneamente.

La expresion "agente quimioterapéutico” en el presente documento se refiere a una o més sustancias quimicas que
se administran a un ser humano o a un animal para destruir tumores o ralentizar o detener el crecimiento de tumores
y/o ralentizar o detener la division de células cancerosas y/o prevenir o ralentizar la metéstasis. Los agentes
quimioterapéuticos se administran con frecuencia para tratar el cancer, pero también estan indicados para otras
enfermedades.

El término "quimioterapia” se refiere al tratamiento médico de un ser humano o de un animal con uno o mas agentes
quimioterapéuticos (véase la definicién anterior).

El término "quimioinmunoterapia”" se refiere al uso combinado, ya sea secuencialmente en cualquier orden o
simultdneamente, de sustancias y/o estrategias de quimioterapia y sustancias y/o estrategias de inmunoterapia. La
quimioinmunoterapia se emplea con frecuencia para tratar el cancer, pero también puede emplearse para tratar otras
enfermedades.

La expresién "sistema inmunitario” se refiere al conjunto o a uno cualquiera 0 mas componentes, de las moléculas,
sustancias (por ejemplo, liquidos corporales), estructuras anatémicas (por ejemplo, células, tejidos y érganos) y
procesos fisioldégicos implicados en la prevencién de infecciones en el cuerpo, en la proteccién del cuerpo durante una
infeccién o enfermedad y/o en la asistencia al cuerpo para recuperarse después de una infeccién o enfermedad. Una
definicion completa de "sistema inmunitario" esta mas all4 del alcance de esta patente; sin embargo, esta expresién
debe ser entendida por cualquier profesional habitual en este campo.

La expresién "agente inmunitario” se refiere a cualquier sustancia endégena o exdégena que pueda interactuar con uno
0 mas componentes del sistema inmunitario. La expresion "agente inmunitario” incluye anticuerpos, antigenos,
vacunas y sus componentes constituyentes, acidos nucleicos, farmacos sintéticos, compuestos organicos naturales o
sintéticos, citocinas, células naturales o modificadas, analogos sintéticos de los mismos y/o fragmentos de los mismos.

El término "antagonista" se refiere a cualquier sustancia que inhibe, contrarresta, regula negativamente y/o
insensibiliza un receptor biolégico in vitro o in vivo para provocar una respuesta fisiol6gica.
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El término "inmunoterapia" se refiere a cualquier tratamiento médico en el que uno o mas componentes del sistema
inmunitario de un ser humano o de un animal se modulan deliberadamente para lograr directa o indirectamente algin
beneficio terapéutico, incluyendo efectos sistémicos y/o locales y efectos preventivos y/o curativos. La inmunoterapia
puede implicar la administracién de uno 0 mas agentes inmunitarios (véase la definicién anterior), ya sea solos o en
cualquier combinacién, a un sujeto humano o animal por cualquier via (por ejemplo, por via oral, intravenosa, dérmica,
por inyeccidn, por inhalacién, etc.), ya sea de manera sistémica, local o ambas.

La "inmunoterapia" puede implicar provocar, incrementar, disminuir, detener, prevenir, bloquear o modular de otro
modo la produccién de citocinas y/o activar o desactivar citocinas o células inmunitarias y/o modular los niveles de
células inmunitarias y/o suministrar una o mas sustancias terapéuticas o de diagnéstico a una localizacién particular
en el cuerpo o a un tipo particular de célula o tejido y/o destruir células o tejidos particulares. La inmunoterapia se
puede usar para lograr efectos locales, efectos sistémicos o una combinacién de ambos.

El término "inmunodeprimido" describe el estado de cualquier sujeto humano o animal cuyo sistema inmunitario esta
funcionalmente disminuido, desactivado o comprometido de otro modo o en el que uno o mas componentes
inmunitarios estan funcionalmente disminuidos, desactivados o comprometidos de otro modo.

La"inmunosupresién" puede ser la causa, la consecuencia o el subproducto de la enfermedad, infeccidn, agotamiento,
desnutricion, tratamiento médico o algln otro estado fisiolégico o clinico.

Las expresiones "sustancia que inmunomodula", "sustancia inmunomoduladora”, "agente inmunomodulador" e
"inmunomodulador”, usados aqui como sinénimos, se refieren a cualquier sustancia que, tras su administraciéon a un
ser humano o animal, influye directamente en el funcionamiento del sistema inmunitario de ese ser humano o animal.
Los ejemplos de inmunomoduladores habituales incluyen, pero sin limitacién, antigenos, anticuerpos y farmacos de
molécula pequefia.

El término "vacuna" se refiere a una preparacién biolégica administrada a un ser humano o a un animal con el fin de
provocar o mejorar una respuesta del sistema inmunitario especifica y/o una proteccidén contra uno o mas antigenos
en ese ser humano o en ese animal.

El término "vacunacién" se refiere al tratamiento de un ser humano o de un animal con una vacuna o al acto de
administrar una vacuna a un ser humano o a un animal.

El término "adyuvante" se refiere a una sustancia terapéutica secundaria que se administra junto con (ya sea
secuencialmente en cualquier orden o simultaneamente) una sustancia terapéutica primaria para lograr algun tipo de
efecto beneficioso complementario, sinérgico o de otro modo que no puede lograrse a través del uso de la sustancia
terapéutica primaria individualmente. Un adyuvante se puede usar junto con una vacuna, quimioterapia o alguna otra
sustancia terapéutica. Los adyuvantes pueden mejorar la eficacia de la sustancia terapéutica primaria, reducir la
toxicidad o los efectos secundarios de la sustancia terapéutica primaria o proporcionar algun tipo de proteccién al
sujeto que recibe la sustancia terapéutica primaria, tal como, pero sin limitacién, funcionamiento mejorado del sistema
inmunitario.

En una realizacion, el dinucleétido ciclico de la presente invencién se puede administrar como inmunoterapia a un ser
humano o un animal para inducir la produccién in vivo de una o més citocinas que son terapéuticamente beneficiosas
para ese ser humano o animal. Este tipo de inmunoterapia podria usarse sola o junto con otras estrategias de
tratamiento, ya sea secuencialmente en cualquier orden o simultdneamente. Podria usarse para prevenir, curar y/o
mitigar los efectos de la infeccién o enfermedad en ese ser humano o en ese animal y/o modular el sistema inmunitario
de ese ser humano o en ese animal para lograr algin otro beneficio terapéutico.

En una realizacién particular, los dinucleétidos ciclicos de la presente invencién se pueden usar para inmunoterapia
de induccién de citocinas de individuos inmunodeprimidos.

En este ejemplo, un dinucleétido ciclico de la presente invencién se administraria a un sujeto humano o animal
inmunodeprimido para inducir la produccion in vivo de una o mas citocinas que potencian directa o indirectamente el
sistema inmunitario de ese ser humano o de ese animal. Los sujetos que podrian beneficiarse de dicho tratamiento
incluyen los que padecen trastornos autoinmunitarios, deficiencias o defectos del sistema inmunitario, infecciones
microbianas o viricas, enfermedades infecciosas o cancer.

En otra realizacién, los dinucleétidos ciclicos de la presente invencidn se pueden usar para inmunoterapia de induccién
de citocinas junto con quimioterapia. En este ejemplo, un dinucleétido ciclico de la presente invencidén se administraria
junto con uno o mas agentes quimioterapéuticos, secuencialmente en cualquier orden o conjuntamente, a un paciente
con cancer para detener el crecimiento de, reducir y/o destruir tumores en ese paciente. La quimioinmunoterapia
resultante de la combinacién de la induccién de citocinas, proporcionada por el uno o méas compuestos de la presente
invencién y la citotoxicidad, proporcionada por el uno 0 méas agentes quimioterapéuticos, podrian ser menos tdxicas
para el paciente, provocar menos efectos secundarios en el paciente y/o presentar mayor eficacia antitumoral que el
uno o mas agentes quimioterapéuticos cuando se usan como monoterapia.
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Por lo tanto, la presente invencién divulga un agente quimioterapéutico; y
un dinucleétido ciclico de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para su uso en el
tratamiento del cancer, en un/a paciente que lo necesita.

Otro objeto de la presente invencién son los dinucleétidos ciclicos de la presente invencién para su uso en el
tratamiento de infeccién bacteriana, una infeccién virica o un cancer.

Como se usa en el presente documento, "cancer" se refiere a la condicion fisioldgica en sujetos que se caracteriza por
un crecimiento o muerte celulares sin regular o mal regulados. El término "cancer” incluye tumores sélidos y tumores
de difusién hematbgena, ya sean malignos o benignos.

En una realizacién preferida, el cdncer es del siguiente grupo: cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no
microcitico, cancer colorrectal, melanoma, carcinoma de células renales, cancer de cabeza y cuello, linfoma de
Hodgkin y cancer de vejiga.

Por lo tanto, la presente invencién divulga un dinucleétido ciclico de la presente invencién, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso en el tratamiento de una infeccién bacteriana, una infeccién virica o un cancer, en
un/a paciente que lo necesita.

Otro objeto de la presente invencién son los dinucleétidos ciclicos de la presente invencién para su uso en el
tratamiento de una patologia que puede aliviarse mediante la induccién de una respuesta inmunitaria a través de la
ruta de STING.

Aunque es posible que, para su uso en terapia, un compuesto de la presente invencién, asi como sales
farmacéuticamente aceptables del mismo, pueda administrarse como el propio compuesto, se presenta mas
habitualmente como una composicién farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en formas de dosis unitarias que contienen una cantidad
predeterminada de principio activo por dosis unitaria. Son composiciones de dosificaciones unitarias preferidas las que
contienen una dosis o subdosis diaria o una fraccién adecuada de la misma, de un principio activo. Por lo tanto, tales
dosis unitarias pueden administrarse més de una vez al dia. Las composiciones de dosificacion unitarias preferidas
son las que contienen una dosis o subdosis diaria (para la administracion més de una vez al dia), como se ha citado
anteriormente en el presente documento, o una fraccién apropiada de la misma, de un principio activo.

Los tipos de canceres que pueden tratarse con los compuestos de la presente invencién incluyen, pero sin limitacién,
canceres de cerebro, canceres de piel, canceres de vejiga, canceres de ovario, canceres de mama, canceres
gastricos, canceres de pancreas, canceres de préstata, cdnceres colorrectales, canceres de sangre, canceres de
pulmén y canceres de huesos. Los ejemplos de tales tipos de cancer incluyen neuroblastoma, carcinoma intestinal, tal
como carcinoma de recto, carcinomas de colon, carcinoma de poliposis adenomatosa familiar y cdncer colorrectal
hereditario sin poliposis, carcinoma de esdfago, carcinoma labial, carcinoma de laringe, canceres nasofaringeos,
canceres de la cavidad oral, carcinoma de las glandulas salivales, canceres peritoneales, sarcoma de tejidos blandos,
canceres uroteliales, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma gastrico, adenocarcinoma, carcinoma medular
de tiroides, carcinoma papilar de tiroides, carcinoma renal, carcinoma parenquimal de rifién, carcinoma de ovario,
carcinoma de cuello del Utero, carcinoma de cuerpo del Utero, carcinoma de endometrio, carcinoma de pancreas,
carcinoma de prdstata, carcinoma de testiculo, cdnceres de mama, incluyendo HER2 negativo, carcinoma urinario,
melanoma, tumores cerebrales, tales como glioblastoma, astrocitoma, meningioma, meduloblastoma y tumores
neuroectodérmicos periféricos, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de Burkitt, leucemia linfatica aguda
(ALL), leucemia linfatica crénica (CLL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide crénica (CML),
leucemia/linfoma de linfocitos T del adulto, linfoma difuso de linfocitos B grandes (DLBCL), carcinoma hepatocelular,
mieloma multiple, seminoma, osteosarcoma, condrosarcoma, canceres del conducto anal, carcinoma de la corteza
suprarrenal, cordoma, cancer de las trompas de Falopio, tumores estromales gastrointestinales, enfermedades
mieloproliferativas, mesotelioma, canceres del tracto biliar, sarcoma de Ewing y otros tipos de tumores raros.

Los compuestos de la invencién son Utiles para el tratamiento de determinados tipos de cadncer en si mismos o junto
con o en administraciéon conjunta con otros agentes terapéuticos o radioterapia. Por lo tanto, en una realizacién, los
compuestos de la invencién se administran conjuntamente con radioterapia o un segundo agente terapéutico con
actividad citostética o antineoplasica. Los compuestos quimioterapéuticos citostaticos adecuados incluyen, pero sin
limitacion, (i) antimetabolitos; (ii) agentes de fragmentacién de ADN, (iii) agentes de reticulacién de ADN, (iv) agentes
intercalantes, (v) inhibidores de la sintesis de proteinas, (vi) venenos de topoisomerasa |, tales como camptotecina o
topotecan; (vii) venenos de topoisomerasa I, (viii) agentes dirigidos a microtibulos, (ix) inhibidores de cinasa, (x)
agentes de investigacion misceldneos, (xi) hormonas y (xii) antagonistas de hormonas. Se contempla que los
compuestos de la invenciéon pueden ser Utiles junto con cualquier agente conocido que quede en las 12 clases
anteriores asi como cualquier agente futuro que esté actualmente en desarrollo. En particular, se contempla que
compuestos de la invencién pueden ser (tiles junto con tratamientos de referencia actuales asi como cualquiera que
se desarrolle en el futuro cercano. Las dosificaciones y los regimenes de dosificacion especificos se basarian en el
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conocimiento evolutivo de los médicos y la pericia general en la materia.

Ademas, en el presente documento se proporcionan realizaciones en donde los compuestos de la invencién se
administran con uno o mas agentes inmunooncolégicos. Los agentes inmunooncolégicos usados en el presente
documento, también conocidos como inmunoterapias de cancer, son eficaces para mejorar, estimular y/o regular
positivamente respuestas inmunitarias en un sujeto. En un aspecto, la administracién de un compuesto de la invencion
con un agente inmunooncoldgico tiene un efecto sinérgico en la inhibicién del crecimiento tumoral.

En un aspecto, el uno o mas compuestos de la invencién se administran secuencialmente antes de la administracion
del agente inmunooncolégico. En otro aspecto, el uno o mas compuestos de la invencién se administran
simultaneamente con el agente inmunooncolégico. En otro aspecto mas, el uno o mas compuestos de la invencién se
administran secuencialmente después de la administracién del agente inmunooncolégico.

En otro aspecto, los compuestos de la invencién pueden formularse conjuntamente con un agente inmunooncolégico.

Los agentes inmunooncolégicos incluyen, por ejemplo, un farmaco de molécula pequefia, anticuerpo u otra molécula
biolégica. Los ejemplos de agentes inmunooncolégicos biolégicos incluyen, pero sin limitacién, vacunas contra el
cancer, anticuerpos y citocinas. En un aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En otro aspecto, el
anticuerpo monoclonal esta humanizado o es humano.

En un aspecto, el agente inmunooncolégico es (i) un agonista de un receptor estimulante (incluyendo un coestimulante)
o (ii) un antagonista de una sefial inhibidora (incluyendo un coinhibidor) en linfocitos T, ambos de los cuales dan como
resultado la amplificacién de respuestas de linfocitos T especificas de antigeno (con frecuencia denominados
reguladores de puntos de control inmunitarios).

Determinadas moléculas estimulantes e inhibidoras son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF,
por sus siglas en inglés). Una familia importante de ligandos unidos a la membrana que se unen a receptores
coestimuladores o coinhibidores es la familia B7, que incluye B7-1, B7-2, B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-L2), B7-H2
(ICOS-L), B7-H3, B7-H4, B7-H5 (VISTA) y B7-H6. Otra familia de ligandos unidos a membrana que se unen a
receptores coestimulantes o coinhibidores es la familia TNF de moléculas que se unen a miembros de la familia del
receptor de TNF analogos, que incluye CD40 y CD40L, OX-40, OX-40L, CD70, CD27L, CD30, CD30L, 4-1BBL, CD137
(4-1BB), TRAIL/Apo2-L, TRAILR1/DR4, TRAILR2/DR5, TRAILR3, TRAILR4, OPG, RANK, RANKL, TWEAKR/Fn14,
TWEAK, BAFFR, EDAR, XEDAR, TACI, APRIL, BCMA, LTBR, LIGHT, DcR3, HVEM, VEGI/TL1A, TRAMP/DR3,
EDAR, EDA1, XEDAR, EDA2, TNFRH1, linfotoxina o/TNFB TNFR2, TNFa, LTBR, linfotoxina a 1B2, FAS, FASL, RELT,
DR6, TROY, NGFR.

En un aspecto, las respuestas de linfocitos T pueden estimularse mediante una combinacién de un compuesto de la
invencién y uno o mas de (i) un antagonista de una proteina que inhibe la activaciéon de linfocitos T (por ejemplo,
inhibidores del punto de control inmunitario), tal como CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, LAG-3, TIM-3, Galectina 9,
CEACAM-1, BTLA, CD8&9, Galectina 1, TIGIT, CD113, GPR56, VISTA, 2B4, CD48, GARP, PD1H, LAIR1, TIM-1y TIM-
4, y (ii) un agonista de una proteina que estimula la activacién de linfocitos T, tal como B7-1, B7-2, CD28, 4-1BB
(CD137), 4-1BBL, ICOS, ICOS-L, OX40, OX40L, GITR, GITRL, CD70, CD27, CD40, DR3 y CD28H.

Otros agentes que se pueden combinar con compuestos de la invencién para el tratamiento del cancer incluyen
antagonistas de receptores inhibidores en linfocitos NK o agonistas de receptores activadores en linfocitos NK. Por
ejemplo, los compuestos de la invencién se pueden combinar con antagonistas de KIR, tales como lirilumab.

Otros agentes mas para terapias combinadas incluyen agentes que inhiben o reducen macréfagos o monocitos,
incluyendo, pero sin limitacién, antagonistas de CSF-1R, tales como anticuerpos antagonistas de CSF-1R, incluyendo
RG7155 (documentos WO11/70024, WO11/107553, WO11/131407, WO13/87699, WO13/119716, WO13/132044) o
FPA-008 (documentos WO11/140249; WO13169264; WO14/036357).

En otro aspecto, los compuestos de la invencién se pueden usar con uno o més agentes agonistas que se ligan con
receptores coestimuladores positivos, agentes bloqueantes que atenlan la sefalizaciéon a través de receptores
inhibidores, antagonistas y uno o méas agentes que aumentan sistémicamente la frecuencia de linfocitos T
antitumorales, agentes que superan distintas rutas supresoras inmunitarias dentro del microentorno tumoral (por
ejemplo, bloquear la unién de receptor inhibidor (por ejemplo, interacciones PD-L1/PD-1), disminuir o inhibir Treg (por
ejemplo, usando un anticuerpo monoclonal anti CD25 (por ejemplo, daclizumab) o mediante agotamiento de perlas
anti CD25 ex vivo), inhiben enzimas metabdlicas tales como IDO o invierten/previenen la anergia o el agotamiento de
linfocitos T) y agentes que desencadenan activacién inmunitaria innata y/o inflamacién en sitios tumorales.

En un aspecto, el agente inmunooncolégico es un antagonista de CTLA-4, tal como un anticuerpo antagonista de
CTLA-4. Los anticuerpos de CTLA-4 adecuados incluyen, por ejemplo, YERVOY (ipilimumab) o tremelimumab.

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un antagonista de PD-1, tal como un anticuerpo antagonista de PD-
1. El anticuerpo PD-1 se puede seleccionar de Opdivo (nivolumab), Keytruda (pembrolizumab), PDR001 (Novartis;
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véase el documento W02015/112900), MEDI-0680 (AMP-514) (AstraZeneca; véase el documento W0O2012/145493),
REGN-2810 (Sanofi/Regeneron; véase el documento WO2015/112800), JS001 (Taizhou Junshi), BGB-A317
(Beigene; véase el documento WO2015/35606), INCSHR1210 (SHR-1210) (Incyte/Jiangsu Hengrui Medicine; véase
el documento WO2015/085847), TSR-042 (ANBOO1) (Tesara/AnaptysBio; véase el documento W0O2014/179664),
GLS-010 (Wuxi/Harbin Gloria Pharmaceuticals), AM-0001 (Armo/Ligand) o STI-1110 (Sorrento; véase el documento
W0O2014/194302). El agente inmunooncoldgico también puede incluir pidilizumab (CT-011), aunque su especificidad
para la unién a PD-1 se ha puesto en duda. Otro enfoque para dirigirse al receptor de PD-1 es la proteina recombinante
compuesta del dominio extracelular de PD-L2 (B7-DC) fusionado con la porcién Fc de IgG1, denominada AMP-224
En un aspecto,

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un antagonista de PD-L1, tal como un anticuerpo antagonista de PD-
L1. El anticuerpo PD-L1 se puede seleccionar de Tecentriq (atezolizumab), durvalumab, avelumab, STI-1014
(Sorrento; véase el documento W02013/181634) o CX-072 (CytomX; véase el documento WO2016/149201).

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un antagonista de LAG-3, tal como un anticuerpo antagonista de LAG-
3. Los anticuerpos de LAG3 adecuados incluyen, por ejemplo, BMS-986016 (documentos WO10/19570,
WO14/08218), o IMP-731 o IMP-321 (WO08/132601, WO09/44273).

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un agonista de CD137 (4-1BB), tal como un anticuerpo agonista de
CD137. Los anticuerpos de CD137 adecuados incluyen, por ejemplo, urelumab y PF-05082566 (documento
WO12/32433).

En otro aspecto, el agente inmunooncoldgico es un agonista de GITR, tal como un anticuerpo agonista de GITR. Los
anticuerpos de GITR adecuados incluyen, por ejemplo, BMS-986153, BMS-986156, TRX-518 (documentos
WO06/105021, WO09/009116) y MK-4166 (documento WO11/028683).

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un antagonista de IDO. Los antagonistas de IDO adecuados incluyen,
por ejemplo, INCB-024360 (documentos WO2006/122150, WO07/75598, WO08/36653, WO08/36642), indoximod o
NLG-919 (documentos WO09/73620, WO09/1156652, WO11/56652, WO12/142237).

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un agonista de OX40, tal como un anticuerpo agonista de OX40. Los
anticuerpos de OX40 adecuados incluyen, por ejemplo, MEDI-6383 o MEDI-6469.

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un antagonista de OX40L, tal como un anticuerpo antagonista de
OX40. Los antagonistas de OX40L adecuados incluyen, por ejemplo, RG-7888 (documento WO06/029879).

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un agonista de CD40, tal como un anticuerpo agonista de CD40. En
otra realizacién més, el agente inmunooncoldgico es un antagonista de CDA40, tal como un anticuerpo antagonista de
CD40. Los anticuerpos de CD40 adecuados incluyen, por ejemplo, lucatumumab o dacetuzumab.

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es un agonista de CD27, tal como un anticuerpo agonista de CD27. Los
anticuerpos de CD27 adecuados incluyen, por ejemplo, varlilumab.

En otro aspecto, el agente inmunooncolégico es MGA271 (para B7H3) (documento WO11/109400).

La terapia de combinacién pretende abarcar la administracion de estos agentes terapéuticos de manera secuencial,
es decir, en donde cada agente terapéutico se administra en un momento diferente, asi como la administraciéon de
estos agentes terapéuticos o al menos dos de los agentes terapéuticos, de manera sustancialmente simultadnea. La
administracién sustancialmente simultanea se puede lograr, por ejemplo, administrando al sujeto una forma
farmacéutica individual que tiene una relacion fija de cada agente terapéutico o en mdltiples formas farmacéuticas
individuales para cada uno de los agentes terapéuticos. La administracién secuencial o sustancialmente simultanea
de cada agente terapéutico puede efectuarse por cualquier via apropiada incluyendo, pero sin limitacién, vias orales,
vias intravenosas, vias intratumorales, vias intramusculares y absorcién directa a través de los tejidos de la membrana
mucosa. Los agentes terapéuticos se pueden administrar por la misma via o por vias diferentes. Por ejemplo, un primer
agente terapéutico de la combinacion seleccionada puede administrarse por inyeccién intravenosa, mientras que los
otros agentes terapéuticos de la combinacién pueden administrarse por via oral. Como alternativa, por ejemplo, todos
los agentes terapéuticos pueden administrarse por via oral o todos los agentes terapéuticos pueden administrarse por
inyeccion intravenosa. La terapia de combinacién también puede incluir la administracion de los agentes terapéuticos
tal como se ha descrito anteriormente junto con principios biolégicamente activos y terapias no farmacolégicas (por
ejemplo, cirugia o tratamiento radioldgico). Cuando la terapia de combinacién comprende ademas un tratamiento no
farmacoldgico, el tratamiento no farmacolégico puede llevarse a cabo en cualquier momento adecuado siempre que
se consiga un efecto beneficioso de la accién conjunta de la combinacién de los agentes terapéuticos y el tratamiento
no farmacolégico. Por ejemplo, en los casos apropiados, el efecto beneficioso se sigue logrando cuando el tratamiento
no farmacolégico se elimina temporalmente de la administracién de los agentes terapéuticos, quizas por dias o incluso
semanas.
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La presente invencién puede materializarse en otras formas especificas sin apartarse de su espiritu o atributos
esenciales. Esta invencién abarca todas las combinaciones de los aspectos preferidos de la invencién indicados en el
presente documento. Se entiende que cualquiera y todas las realizaciones de la presente invencién se pueden tomar
en conjunto con cualquier otra realizacién o realizaciones para describir realizaciones adicionales. También ha de
entenderse que cada elemento individual de las realizaciones es su propia realizacién independiente. Ademas,
cualquier elemento de una realizacién esta destinado a combinarse con cualquiera y todos los demas elementos de
cualquier realizacidén para describir una realizacién adicional.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS Y DOSIFICACION

La invencién también proporciona composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mas de los compuestos de Férmula |, formulados junto con uno o mas portadores
(aditivos) y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables y, opcionalmente, uno o méas agentes terapéuticos adicionales
descritos anteriormente. Como se describe con detalle a continuacién, las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden formularse especialmente para administraciéon en forma sélida o liquida, incluyendo las adaptadas
para lo siguiente: (1) administracién oral, por ejemplo, gotas (soluciones o suspensiones acuosas 0 ho acuosas),
comprimidos, por ejemplo, aquellos destinados a la absorcidén bucal, sublingual y sistémica, inyeccién en embolada,
polvos, granulos, pastas para aplicaciéon en la lengua; (2) administracién parenteral, por ejemplo, por inyeccidén
subcutanea, intramuscular, intratumoral, intravenosa o epidural como, por ejemplo, una solucién o suspensién estéril
o una formulacién de liberacién sostenida; (3) aplicacién tdpica, por ejemplo, como una crema, ungiento, o un parche
de liberacidn controlada o aerosol para aplicacion a la piel; o por via intratumoral.

La expresién "farmacéuticamente aceptable" se emplea en el presente documento para referirse a aquellos
compuestos, materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que son, dentro del alcance del buen criterio médico,
adecuados para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacién,
respuesta alérgica, u otro problema o complicacién, acorde con una relacién beneficio/riesgo razonable.

Como se usa en el presente documento, la expresidn "portador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un material
farmacéuticamente aceptable, composicién o vehiculo, tal como una carga liquida o sélida, diluyente, excipiente, un
adyuvante de fabricacién (por ejemplo, lubricante, talco magnesio, estearato de calcio o cinc o acido estérico) o un
material encapsulante de disolvente, implicado en portar o transportar el compuesto objeto de un érgano o parte del
organismo, a otro 6rgano o parte del organismo. Cada portador debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible
con los otros ingredientes de la formulacién y no ser perjudicial para el paciente.

Las formulaciones de la presente invencién incluyen las adecuadas para la administracién oral, intratumoral, nasal,
tépica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o parenteral. Las formulaciones pueden presentarse
convenientemente en una forma farmacéutica unitaria y se pueden preparar mediante cualquier método bien conocido
en la técnica de farmacia. La cantidad de principio activo que puede combinarse con un material transportador para
producir una forma de dosificaciéon individual variaran dependiendo del paciente a tratar y del modo particular de
administracion. La cantidad de principio activo que se puede combinar con un material transportador para producir una
forma farmacéutica individual generalmente serd la cantidad del compuesto que produce un efecto terapéutico.
Generalmente, del cien por cien, esta cantidad variara de aproximadamente el 0,1 por ciento a aproximadamente el
noventa y nueve por ciento de principio activo, preferentemente de aproximadamente el 5por ciento a
aproximadamente el 70 por ciento, lo méas preferentemente de aproximadamente el 10 por ciento a aproximadamente
un 30 por ciento.

En determinadas realizaciones, una formulacién de la presente invencién comprende un excipiente seleccionado del
grupo que consiste en ciclodextrinas, celulosas, liposomas, agentes formadores de micelas, por ejemplo, acidos
biliares y portadores poliméricos, por ejemplo, poliésteres o polianhidridos; y un compuesto de la presente invencién.
En determinadas realizaciones, una formulacién mencionada anteriormente hace que un compuesto de la presente
invencién sea biodisponible por via oral.

Los métodos para preparar estas formulaciones o composiciones incluyen la etapa de asociar un compuesto de la
presente invencién con el portador y, opcionalmente, uno o mas ingredientes accesorios. En general, las formulaciones
se preparan asociando de manera uniforme e intima un compuesto de la presente invencidén con portadores liquidos
o portadores sélidos finamente divididos 0 ambos y a continuacién, si es necesario, dando forma al producto.

Las formulaciones de la presente invencién adecuadas para administracién oral pueden estar en forma de cépsulas,
obleas, pildoras, comprimidos, grageas (usando una base aromatizada, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto),
polvos, granulos o en forma de una solucién o una suspension en un liquido acuoso 0 no acuoso o en forma de una
emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite o en forma de un elixir o jarabe o en forma de pastillas (usando
una base inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga) y/o en forma de colutorios y similares, que
contienen cada uno una cantidad determinada de un compuesto de la presente invencién como un principio activo. Un
compuesto de la presente invencién también puede administrarse en forma de un bolo, electuario o pasta.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién adecuadas para la administraciéon parenteral comprenden uno o
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méas compuestos de la invencién junto con una 0 mas soluciones acuosas 0 no acuosas isotdnicas estériles
farmacéuticamente aceptables, dispersiones, suspensiones o emulsiones o polvos estériles que se pueden reconstituir
en soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes de su uso, que pueden contener azulcares, alcoholes,
antioxidantes, tampones, bacteriostéticos, solutos que hacen que la formulacién sea isoténica con la sangre del
receptor previsto o agentes de suspensién o espesantes.

En algunos casos, a fin de prolongar el efecto de un farmaco, es deseable ralentizar la absorcidén del farmaco mediante
inyeccién subcutanea, intratumoral o intramuscular. Esto puede lograrse mediante el uso de una suspensién liquida
de material cristalino o amorfo que tiene poca solubilidad en agua. La velocidad de absorcién del farmaco depende
entonces de su velocidad de disolucién que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y de la forma cristalina.
Como alternativa, la absorcién retardada de una forma de farmaco administrada por via parenteral se logra disolviendo
o suspendiendo el farmaco en un vehiculo oleoso.

Las formas de depésito inyectables pueden prepararse formando matrices microencapsuladas de los compuestos
objeto en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la relacién entre el farmaco
y el polimero y de la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar la velocidad de liberacién del
farmaco. Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las
formulaciones inyectables de depésito también se preparan atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones
que con compatibles con el tejido corporal.

Cuando los compuestos de la presente invencién se administran como productos farmacéuticos, a seres humanos y
a animales, pueden administrarse tal cual o en forma de una composicién farmacéutica que contiene, por ejemplo, del
0,1 al 99 % (mas preferentemente, del 10 al 30 %) de principio activo junto con un portador farmacéuticamente
aceptable.

Independientemente de la via de administraciéon seleccionada, los compuestos de la presente invencién, que pueden
usarse en una forma hidratada adecuada y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formulan
en formas farmacéuticas farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales conocidos por los expertos en
la técnica.

Los niveles de dosificacién reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de esta invencion
pueden variarse para obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para conseguir la respuesta terapéutica
deseada para un paciente, una composicién y un modo de administracién particulares, sin que sea téxico para el
paciente.

El nivel de dosificacion seleccionado dependeréa de una diversidad de factores incluyendo la actividad del compuesto
particular de la presente invencién empleado o el éster, la sal o la amida del mismo, la via de administracién, el
momento de la administracién, la tasa de excrecién o metabolismo del compuesto particular que se estd empleando,
la velocidad y el grado de absorcién, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados
junto con el compuesto particular empleado, la edad, el sexo, el peso, la afeccién, la salud general y el historial médico
previo del paciente que se esta tratando y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas.

Un médico o veterinario que tenga experiencia en la técnica puede determinar y prescribir facilmente la cantidad eficaz
de la composicién farmacéutica necesaria. Por ejemplo, el médico o el veterinario podria empezar con dosis de los
compuestos de la invencién empleados en la composicién farmacéutica a niveles inferiores que los requeridos para
conseguir el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosificacién hasta conseguir el efecto deseado.

En general, una dosis diaria adecuada de un compuesto de la invencién sera aquella cantidad del compuesto que sea
la dosis eficaz mas baja para producir un efecto terapéutico. Tal dosis eficaz dependera generalmente de los factores
descritos anteriormente. Generalmente, las dosis orales, intravenosas, intracerebroventriculares y subcutaneas de los
compuestos de esta invencidén para un paciente variardn de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 50 mg por
kilogramo de peso corporal al dia.

Si bien es posible que un compuesto de la presente invencién se administre solo, es preferible administrar el
compuesto como una formulacién farmacéutica (composicion).

Definiciones

A menos que se indique especificamente de otro modo en el presente documento, las referencias hechas en singular
también pueden incluir el plural. Por ejemplo, "un"y "una" pueden referirse a unofa, o a uno/a o0 més.

A menos que se indique de otro modo, se supone que cualquier heterodtomo con valencias no completas tiene d&tomos
de hidrégeno suficientes para completar las valencias.

A lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, una férmula quimica o nombre dados abarcaran
todos los estereocisémeros e isbmeros dpticos y racematos de los mismos cuando existan dichos isémeros. A menos
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que se indique de otro modo, todas las formas quirales (enantioméricas y diastereoméricas) y racémicas se encuentran
dentro del alcance de la invencién. Muchos isémeros geométricos de dobles enlaces C=C, dobles enlaces C=N,
sistemas de anillos y similares pueden estar presentes también en los compuestos y todos estos isémeros estables
estan contemplados en la presente invencién. Se describen los isémeros geométricos cis y frans (o E y Z) de los
compuestos de la presente invencién y pueden aislarse en forma de una mezcla de isémeros o como formas
isoméricas separadas. Los presentes compuestos se pueden aislar en formas épticamente activas o racémicas. Las
formas 6pticamente activas pueden prepararse por resolucidén de las formas racémicas o mediante sintesis a partir de
materiales de partida dpticamente activos. Se considera que todos los procesos usados para preparar los compuestos
de la presente invencién y los productos intermedios elaborados con los mismos forman parte de la presente invencién.
Cuando se preparan productos enantioméricos o diastereoméricos, estos se pueden separar por métodos
convencionales, por ejemplo, por cromatografia o cristalizacién fraccionada. Dependiendo de las condiciones del
proceso, los productos finales de la presente invencién se obtienen tanto en forma libre (neutra) como de sal. Tanto la
forma libre como las sales de estos productos finales estan dentro del alcance de la invencién. Si asi se desea, una
forma de un compuesto se puede convertir en otra forma. Una base libre o 4cida se puede convertir en una sal; una
sal se puede convertir en el compuesto libre o en otra sal; una mezcla de compuestos isoméricos de la presente
invencidén se puede separar en los isdmeros individuales. Los compuestos de la presente invencién, la forma libre y
las sales de los mismos, pueden existir en multiples formas tautoméricas, en las que los atomos de hidrégeno se
transponen a otras partes de las moléculas y por consiguiente, se reordenan los enlaces quimicos entre los d&tomos
de las moléculas. Debe entenderse que todas las formas tautoméricas, en la medida en que puedan existir, se incluyen
dentro de la invencién.

Con fines de claridad y de acuerdo con la convencion estdndar en la técnica, el simbolo

se usa en férmulas y tablas para mostrar el enlace que es el punto de unién del resto o sustituyente al centro/ntcleo
de la estructura.

Adicionalmente, por razones de claridad, cuando un sustituyente tiene un guién (-) que no esté entre dos letras o
simbolos; este se usa para indicar un punto de unién para un sustituyente. Por ejemplo, -CONH. esta unido a través
del tomo de carbono.

Adicionalmente, por razones de claridad, cuando no se muestra un sustituyente al final de una linea continua, esto
indica que hay un grupo metilo (CHzs) conectado al enlace.

Adicionalmente, el grupo fosforotioato puede representarse como

O.,-0
YRS XS
S Q

I
O SH A

El término "contraiéon" se usa para representar una especie cargada negativamente tal como cloruro, bromuro,
hidréxido, acetato y sulfato o una especie cargada positivamente, tal como sodio (Na+), potasio (K+), amonio (R\NHm+
donde n =0-4y m = 0-4) y similares.

La expresion "grupo captador de electrones" (EWG, por sus siglas en inglés) se refiere a un sustituyente que polariza
un enlace, atrayendo la densidad de electrones hacia si mismo y lejos de otros atomos enlazados. Los ejemplos de
EWG incluyen, pero sin limitacién, CF3, CF2CF3, CN, halégeno, haloalquilo, NO», sulfona, sulféxido, éster, sulfonamida,
carboxamida, alcoxi, alcoxiéter, alquenilo, alquinilo, OH, C(O)alquilo, CO.H, fenilo, heteroarilo, -O-fenilo y -O-
heteroarilo. Los ejemplos preferidos de EWG incluyen, pero sin limitacién, CF3s, CF2CF3, CN, halégeno, SO»(alquilo
C1.4), CONH(alquilo C1.4), CON(alquilo C4.4)2 ¥ heteroarilo. Los ejemplos mas preferidos de EWG incluyen, pero sin
limitacién, CFsy CN.

Como se usa en el presente documento, la expresién "grupo protector de amina" significa cualquier grupo conocido
en la técnica de sintesis orgéanica para la protecciéon de grupos amina que sea estable a un agente reductor de éster,
una hidrazina disustituida, R4-M y R7-M, un nucleéfilo, un agente reductor de hidrazina, un activador, una base fuerte,
una base de amina impedida y un agente de ciclacién. Tales grupos protectores de amina que encajan en estos
criterios incluyen los enumerados en Wuts, P. G. M. y Greene, T. W. Protecting Groups in Organic Synthesis, 42
Edicién, Wiley (2007) y The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Vol. 3, Academic Press, Nueva York (1981). Los
ejemplos de grupos protectores de amina incluyen, pero sin limitacién, los siguientes: (1) los de tipo acilo, tales como
formilo, trifluoroacetilo, ftalilo y p-toluenosulfonilo; (2) los de tipo carbamato aromatico, tales como benciloxicarbonilo
(Cbz) y benciloxicarbonilos sustituidos, 1-(p-bifenil)-1-metiletoxicarbonilo y 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc); (3) los
de tipo carbamato alifdtico, tales como ferc-butiloxicarbonilo (Boc), etoxicarbonilo, diisopropilmetoxicarbonilo y
aliloxicarbonilo; (4) los tipo alquil carbamato ciclicos, tales como ciclopentiloxicarbonilo y adamantiloxicarbonilo; (5) los
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de tipo alquilo, tales como trifenilmetilo y bencilo; (6) trialquilsilano tal como trimetilsilano; (7) los tipos que contienen
tiol, tales como feniltiocarbonilo y ditiasuccinoilo; y (8) los de tipo alquilo, tales como trifenilmetilo, metilo y bencilo; y
los de tipo alquilo sustituidos, tales como 2,2,2-tricloroetilo, 2-feniletilo y t-butilo; y los de tipo trialquilsilano, tales como
trimetilsilano.

Como se hace referencia en el presente documento, el término "sustituido" significa que al menos un atomo de
hidrégeno se reemplaza por un grupo distinto de hidrégeno, con la condicién de que las valencias normales se
mantengan y que la sustitucién dé como resultado un compuesto estable. Los dobles enlaces de anillo, como se usan
en el presente documento, son dobles enlaces que se forman entre dos atomos de anillo adyacentes (por ejemplo,
C=C, C=N o N=N).

En los casos en donde hay atomos de nitrégeno (por ejemplo, aminas) en los compuestos de la presente invencion,
estos pueden convertirse en N-6xidos mediante tratamiento con un agente oxidante (por ejemplo, mMCPBA y/o peréxido
de hidrégeno) para proporcionar otros compuestos de esta invencidn. Por lo tanto, se considera que los 4&tomos de
nitrégeno mostrados y reivindicados incluyen tanto el nitrégeno mostrado como su derivado de N-6xido (N—O).

Cuando cualquier variable aparece mas de una vez en cualquier constituyente o férmula para un compuesto, su
definicién cada vez que aparece es independiente de su definicién en cualquier otra aparicién. Por lo tanto, por
ejemplo, si se muestra que un grupo estd sustituido por 0-3 R, a continuacién, dicho grupo puede sustituirse
opcionalmente con hasta tres grupos R y en cada aparicion, R se selecciona independientemente de la definicién de
R. Ademés, las combinaciones de sustituyentes y/o variables solo se permiten si dichas combinaciones dan como
resultado compuestos estables.

Cuando se muestra un enlace a un sustituyente que cruza un enlace que conecta dos atomos en un anillo, entonces
dicho sustituyente puede unirse a cualquier atomo del anillo. Cuando se enumera un sustituyente sin indicar el &tomo
en el que dicho sustituyente esta unido al resto del compuesto de una férmula dada, entonces dicho sustituyente
puede estar unido a través de cualquier &tomo de dicho sustituyente. Las combinaciones de sustituyentes y/o variables
solo se permiten si dichas combinaciones dan como resultado compuestos estables.

La presente invencion pretende incluir todos los isétopos de los atomos que aparecen en los presentes compuestos.
Los is6topos incluyen aquellos atomos que tienen el mismo nimero atdémico pero diferentes nimeros masicos. A modo
de ejemplo general y sin limitacién, los is6topos de hidrégeno incluyen deuterio y tritio. Los is6topos de hidrégeno se
pueden indicar como 'H (hidrégeno), 2H (deuterio) y 3H (tritio). Habitualmente también se indican como D para deuterio
y T para tritio. En la solicitud, CD3 representa un grupo metilo en donde todos los dtomos de hidrégeno son deuterio.
Los isétopos de carbono incluyen '3C y "“C. Los compuestos marcados isotépicamente de la invencion se pueden
preparar generalmente mediante técnicas convencionales conocidas por los expertos en la técnica o mediante
procesos analogos a los descritos en el presente documento, usando un reactivo marcado isotépicamente adecuado
en lugar del reactivo no marcado que suele emplearse.

Como se usan en el presente documento, "sales farmacéuticamente aceptables" se refieren a derivados de los
compuestos divulgados en donde el compuesto precursor se modifica preparando sales acidas o basicas de los
mismos. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacion, sales de acidos minerales
u organicos de grupos basicos tales como aminas; y sales alcalinas u organicas de grupos acidos tales como acidos
carboxilicos. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales no téxicas convencionales o las sales de
amonio cuaternario del compuesto precursor formadas, por ejemplo, de acidos organicos o inorganicos no téxicos.
Por ejemplo, dichas sales no téxicas convencionales incluyen aquellas obtenidas de acidos inorgénicos tales como
clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, sulfamico, fosférico y nitrico; y las sales preparadas a partir de acidos orgéanicos,
tales como acético, propiénico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascérbico, pamoico,
maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico,
toluenosulfénico, metanosulfénico, etanodisulfénico, oxalico e isetidénico y similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencién se pueden sintetizar a partir del compuesto
precursor que contiene un resto basico o 4cido mediante métodos quimicos convencionales. Generalmente, dichas
sales se pueden preparar haciendo reaccionar las formas de acido o base libre de estos compuestos con una cantidad
estequiométrica de la base o el acido apropiado en agua o en un disolvente orgéanico, 0 en una mezcla de los dos;
generalmente, medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Se encuentran listas
de sales adecuadas en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 222 Edicién, Allen, L. V. Jr., Ed,;
Pharmaceutical Press, Londres, RU (2012).

Ademas, los compuestos de férmula | pueden tener formas de profarmaco. Cualquier compuesto que se convierta in
vivo para proporcionar el principio bioactivo (es decir, un compuesto de férmula |) es un profarmaco. En la técnica se
conocen bien diferentes formas de profarmacos. Para ejemplos de dichos derivados de profarmacos, véanse:

a) Bundgaard, H., ed., Design of Prodrugs, Elsevier (1985) y Widder, K. et al., eds., Methods in Enzymology,

112:309-396, Academic Press (1985);
b) Bundgaard, H., Capitulo 5, "Design and Application of Prodrugs", A Textbook of Drug Design and Development,
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pags. 113-191, Krosgaard-Larsen, P. et al., eds., Harwood Academic Publishers (1991);

¢) Bundgaard, H., Adv. Drug Deliv. Rev., 8:1-38 (1992);

d) Bundgaard, H. et al., J. Pharm. Sci., 77:285 (1988);

e) Kakeya, N. et al., Chem. Pharm. Bull., 32:692 (1984); y

f) Rautio, J (Editor). Prodrugs and Targeted Delivery (Methods and Principles in Medicinal Chemistry), Vol. 47,
Wiley-VCH, 2011.

Los compuestos que contienen un grupo carboxi pueden formar ésteres fisiolégicamente hidrolizables que sirven como
profarmacos al hidrolizarse en el cuerpo para producir los compuestos de férmula | per se. Dichos profarmacos se
administran preferentemente por via oral, ya que la hidrélisis en muchos casos ocurre principalmente bajo la influencia
de las enzimas digestivas. Puede usarse la administracién parenteral cuando el éster es activo por si mismo o en
aquellos casos en los que la hidrélisis se produce en la sangre. Los ejemplos de ésteres fisiolégicamente hidrolizables
de compuestos de férmula | incluyen alquilo C1., alquilbencilo Cq6, 4-metoxibencilo, indanilo, ftalilo, metoximetilo,
alcanoiloxi Cq.s-alquilo Ci6 (por ejemplo, acetoximetilo, pivaloiloximetilo o propioniloximetilo), alcoxicarboniloxi C1.e-
alquilo C1.5 (por ejemplo, metoxicarbonil-oximetilo o etoxicarboniloximetilo, gliciloximetilo, fenilgliciloximetilo, (5-metil-
2-ox0-1,3-dioxolen-4-il)-metilo) y otros ésteres fisiolégicamente hidrolizables bien conocidos usados, por ejemplo, en
las técnicas de la penicilina y la cefalosporina. Dichos ésteres pueden prepararse por técnicas convencionales
conocidas en la técnica.

La preparacidon de profarmacos se conoce bien en la técnica y se describe en, por ejemplo, King, F. D., ed., Medicinal
Chemistry: Principles and Practice, The Royal Society of Chemistry, Cambridge, R.U. (22 edicidn, reproducido en
2006); Testa, B. et al., Hydrolysis in Drug and Prodrug Metabolism. Chemistry, Biochemistry and Enzymology, VCHA
y Wiley-VCH, Zurich, Suiza (2003); Wermuth, C. G., ed., The Practice of Medicinal Chemistry, 32 edicién, Academic
Press, San Diego, CA (2008).

El término "solvato” significa una asociacidn fisica de un compuesto de esta invencién con una o mas moléculas de
disolvente, ya sean organicas o inorganicas. Esta asociacion fisica incluye enlaces de hidrégeno. En determinados
casos, el solvato podra aislarse, por ejemplo, cuando se incorporan una o mas moléculas de disolvente a la red
cristalina del sélido cristalino. Las moléculas de disolvente en el solvato pueden estar presentes en una disposicién
regular y/o una disposicién no ordenada. El solvato puede comprender una cantidad tanto estequiométrica como no
estequiométrica de las moléculas de disolvente. "Solvato" abarca solvatos tanto en fase de solucién como aislables.
Los solvatos a modo de ejemplo incluyen, pero sin limitacién, hidratos, etanolatos, metanolatos e isopropanolatos. Los
métodos de solvatacién se conocen generalmente en la técnica.

Como se usa en el presente documento, el término "paciente" se refiere a organismos que se tratan mediante los
métodos de la presente invencion. Tales organismos incluyen, preferentemente, pero sin limitacién, mamiferos (por
ejemplo, murinos, simios, equinos, bdvidos, porcinos, canidos, felinos y similares) y lo mas preferentemente, se refiere
a seres humanos.

Como se usa en el presente documento, la expresién "cantidad eficaz" indica la cantidad de farmaco o agente
farmacéutico, es decir, un compuesto de la invencidn, que provocara la respuesta biolégica o médica de un tejido,
sistema, animal o ser humano que se busca, por ejemplo, por un investigador o médico. Ademas, la expresién
"cantidad terapéuticamente eficaz" significa cualquier cantidad que, en comparacién con un sujeto correspondiente
que no ha recibido dicha cantidad, da como resultado una mejora en el tratamiento, curacién, prevencién o mejora de
una enfermedad, trastorno o efecto secundario o una disminucién en la velocidad de avance de una enfermedad o
trastorno. Una cantidad eficaz se puede administrar en una o mas administraciones, aplicaciones o dosis y no pretende
limitarse a una formulacién o via de administracién particular. La expresién también incluye dentro de su alcance
cantidades eficaces para mejorar la funcién fisiolégica normal

Como se usa en el presente documento, el término "tratamiento” incluye cualquier efecto, por ejemplo, minimizar,
reducir, modular, mejorar o eliminar, que dé como resultado la mejora de la afeccién, enfermedad, trastorno y similares
0 que mejore un sintoma de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresién "composicién farmacéutica" se refiere a la combinaciéon de un
principio activo con un portador, inerte o activo, haciendo a la composicién especialmente adecuada para su uso
diagndstico o terapéutico in vivo o ex vivo.

Los ejemplos de bases incluyen, pero sin limitacién, hidroxidos de metales alcalinos (por ejemplo, sodio), metales
alcalinotérreos (por ejemplo, magnesio), hidréxidos, amoniaco y compuestos de férmula NW,*, en donde W es alquilo
C1.4 y similares.

Para su uso terapéutico, las sales de los compuestos de la presente invencién se contemplan como farmacéuticamente

aceptables. Sin embargo, las sales de acidos y bases que no son farmacéuticamente aceptables también pueden
usarse, por ejemplo, en la preparacion o purificacién de un compuesto farmacéuticamente aceptable.
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METODOS DE PREPARACION

Los compuestos de la presente invencién se pueden preparar de diversas formas bien conocidas por el experto en la
técnica de la sintesis organica. Los compuestos de la presente invenciéon se pueden sintetizar usando los métodos
descritos a continuacién, junto con métodos de sintesis conocidos en la técnica de la quimica organica sintética o
variaciones de los mismos segun apreciaran los expertos en la técnica. Los métodos preferidos incluyen, pero sin
limitacién, los descritos a continuacién.

Los compuestos de esta invencién pueden prepararse usando las reacciones y técnicas descritas en esta seccién.
Las reacciones se realizan en disolventes apropiados para los reactivos y materiales empleados y son adecuados
para las transformaciones que se realizan. Ademas, en la descripciéon de los métodos de sintesis descritos a
continuacién, se entendera que todas las condiciones de reaccién propuestas, incluyendo la eleccidn del disolvente,
atmésfera de reaccion, temperatura de reaccién, duracién del experimento y procedimientos de elaboracién, se
escogen para que sean las condiciones convencionales para esa reaccion, lo que debe reconocerse facilmente por
un experto en la técnica. Un experto en la técnica de la sintesis organica entenderé que la funcionalidad presente en
diversas porciones de la molécula debe ser compatible con los reactivos y reacciones propuestos. Tales restricciones
a los sustituyentes que son compatibles con las condiciones de reaccién seran facilmente evidentes para un experto
en la técnica y, por lo tanto, deben usarse métodos alternativos. En ocasiones esto requerird una valoracién para
modificar el orden de las etapas de sintesis o para seleccionar un esquema de proceso particular frente a otro para
obtener un compuesto deseado de la invenciéon. También se reconocerd que otra consideracién principal en la
planificacién de cualquier ruta sintética en este campo es la eleccion juiciosa del grupo protector usado para la
proteccién de los grupos funcionales reactivos presentes en los compuestos descritos en esta invencién. Una fuente
autorizada que describe las muchas alternativas para el experto capacitado es Greene y Wuts (Protective Groups In
Organic Synthesis, cuarta edicién, Wiley and Sons, 2007).

Los compuestos con Férmula (1) y Férmula (1) general pueden prepararse haciendo referencia a los métodos ilustrados
en los siguientes Esquemas. Como se muestra en los mismos, el producto final es un compuesto que tiene la misma
férmula estructural que la Férmula (1) y la Férmula (ll). Se entendera que puede producirse cualquier compuesto de
Férmula (1) y Férmula (ll) por los esquemas mediante la seleccién adecuada de los reactivos con la sustitucion
apropiada. Los disolventes, temperaturas, presiones y otras condiciones de reaccién pueden seleccionarse facilmente
por un experto habitual en la técnica. Los materiales de partida estan disponibles en el mercado o se preparan
facilmente por un experto en la técnica. Los constituyentes de los compuestos son como se definen en el presente
documento o en cualquier otro lugar en la memoria descriptiva.
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Método 1

En el Esquema 1 se describe un método para la preparacién de los ejemplos de la presente divulgacion. El método
comienza a partir de un ribonucleésido (i), en donde la nucleobase (R' 0 R?) esta protegida adecuadamente (PG, o
PG3), tal como con un grupo benzoilo y el grupo 5'-hidroxi esté protegido adecuadamente (PG;), tal como con un DMTr
o MMTr éter, y la posiciéon 3' es una funcionalidad de fosforamidita. En la etapa 1, el tratamiento con reactivos
adecuados, tales como trifluoroacetato de piridina seguido de butilamina, proporciona el H-fosfonato (ii). La posterior
retirada del grupo protector 5'-OH en la etapa 2, en condiciones é&cidas (PG; = DMTr o MMTr) proporciona los
compuestos de formula iii. El compuesto resultante de férmula iii puede hacerse reaccionar con una 2'-fosforamidita
(iv) totalmente protegida en la etapa 3 y, a continuacién, tiolarse inmediatamente, por ejemplo, con DDTT (X = S),
para proporcionar los compuestos de férmula v. Como alternativa, el tratamiento con un oxidante, tal como
hidroperéxido de t-butilo proporciona compuestos de la férmula v, donde X = O. La eliminacién del grupo protector de
5' del segundo ribonucleésido en la etapa 4, en condiciones &cidas (PG = DMTr o MMTr) proporciona los compuestos
de férmula vi. El tratamiento de los compuestos vi con un reactivo de ciclaciéon adecuado en la etapa 5, tal como
DMOCP, proporciona compuestos de la férmula vii. A continuacion, este material puede tiolarse inmediatamente con
un reactivo adecuado, tal como 3H-1,2-benzoditiol-3-ona para proporcionar los compuestos de féormula viii en la etapa
6. Los compuestos de férmula viii pueden tratarse con un reactivo apropiado para eliminar los grupos protectores de
la nucleobase, por ejemplo, NHsOH/MeOH (PG, y PGs = benzoilo) para proporcionar compuestos de férmula ix. Los
compuestos de férmula (l) pueden prepararse en la etapa 8 mediante la eliminacién del grupo protector restante de
3'-OH de los compuestos ix con, por ejemplo, anién fluoruro, donde PG4 = un grupo protector sililo.

Esquema 2
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Método 2

Otro método (Esquema 2) comienza a partir de un nucleésido (x) natural o modificado apropiadamente sustituido, en
donde la nucleobase (R?) estd adecuadamente protegida (PG = grupo protector), tal como con un grupo benzoilo. En
la Etapa 1, el tratamiento de x con un reactivo de organofésforo (V) apropiado, por ejemplo, uno de los enumerados
en la Tabla 1, en un disolvente apropiado (tal como acetonitrilo o dimetilformamida), con una base apropiada (por
ejemplo, DBU) proporciona los compuestos de férmula xii. El tratamiento con un nucledsido natural o modificado
sustituido apropiadamente protegido (por ejemplo xi) en la Etapa 2, en un disolvente apropiado (por ejemplo,
acetonitrilo o dimetilformamida) en presencia de una base (por ejemplo, DBU) proporciona los compuestos de formula
xii. En la Etapa 3, ambos grupos protectores (PG4 y PG») pueden eliminarse en condiciones conocidas por un experto
en la técnica para proporcionar alcohol diol (xiv). Los compuestos de férmula xiv pueden tratarse en la Etapa 4 con
un reactivo de ciclacién apropiado (por ejemplo, fosfito de difenilo) seguido de oxidacién con, por ejemplo,
hidroperéxido de t-butilo (X = O) o sulfuracidén con, por ejemplo, DDTT (X = S) para proporcionar los compuestos de
férmula xv. La eliminacién de todo el grupo protector restante proporciona los compuestos de formula general (l).
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Tabla 1. Reactivos de organofésforo y grupos -P(V) correspondientes

Reactivo de organofésforo (V)

PV)

F F
H
F s .8
IP. Me
Z2AY
F FS 0
Me

Reactivo 1
Me Me
F F S{\ ’0 = s\ A <z
R N
F S Me %, \S Me
H H
F
Reactivo 2
Me
F F S\\ ’s -
- Ay Me
F $ 0O
\ ¢ )
F F
Reactivo 3
F, F
H
F s, 0 Me
s”P‘s -
F F e
Reactivo 4

Ejemplos

La invencion se define ademés en los siguientes ejemplos. Debe entenderse que los ejemplos se dan a modo de
ilustracién solamente. A partir del analisis anterior y los ejemplos, un experto en la técnica puede discernir las
caracteristicas esenciales de la invencién. Como resultado, la invencién no esta limitada por los ejemplos a modo de
ilustracién expuestos a continuacién, sino que se define por las reivindicaciones adjuntas a la presente.

Abreviaturas

Las siguientes abreviaturas pueden usarse en la seccion de ejemplos mas adelante y en cualquier otro sitio en el

presente documento:

Abreviatura Nombre completo

Ac acetilo

ACN acetonitrilo

ac. acuoso

DCM diclorometano

DDTT ((dimetilamino-metilideno)amino)-3H-1,2,4-ditiazolina-3-tiona
DMSO dimetilsulféxido

DMOCP 2-6xido de 2-cloro-5,5-dimetil-1,3,2-dioxafosforinano

DMTr 4 4'-dimetoxitritilo
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(continuacién)

Abreviatura Nombre completo
MMTr 4-metoxitritilo

EtOACc acetato de etilo

EtsN o TEA trietilamina

EtOH etanol

HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento
iPr isopropilo

MeOH metanol

TA temperatura ambiente
sat. o satd. saturado

TBS tButildimetilsililo

TFA Acido trifluoroacético
tr tiempo de retencién

Preparacion de reactivos de fésforo (V)

Fs Y P
5
Reactivo 1
Me
F F S‘\ ’0 .
P,
F s s Me
H
F F
Reactivo 2
10
Me
3 F S\\ ’S T
P,
F s o Me
H
F F
Reactivo 3
[ F
H
F s . 0 M
A °
S S7:
F F =
Me
15 Reactivo 4

Los reactivos de fosforo (V) (Reactivos 1-4) usados en la preparacién de los Ejemplos de esta invencién se prepararon

de acuerdo con los procedimientos proporcionados en el documento USSN 62/657551, presentado el 13 de abril de

2018, el documento USSN 62/6568098, presentado el 7 de mayo de 2018, el documento USSN 62/697896, presentado
20 el 13 dejulio de 2018, y el documento USSN 62/729314, presentado el 10 de septiembre de 2018.
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Ejemplos 1-1, 1-2, 1-3, 1-4 4-[(1R,6R,8R,9R,10R,15R,17S,18R)-8-(6-amino-9H-purin-9-il)-9-fluoro-18-hidroxi-
3,12-dioxo-3,12-disulfanil-2,4,7,11,13,16-hexaoxa-3A%12A°-difosfatriciclo[13.2.1.08%Joctadecan-17-il]piridin-2-
carboxamida

Q, SH
Q’P‘O N/§N
HoN $ \Eo)— )\\Z\NHZ
-IOH N
o~ =N
o-P< F
B SH

1-1 (Diasteredmero 1)
1-2 (Diasteredmero 2)
1-3 (Diasteredmero 3)
1-4 (Diasteredmero 4)

Preparacién de 1A:

LA

A una solucién de dibenzoato de (2S,3R,4R,5R)-2-acetoxi-5-((benzoiloxi)metil) tetrahidrofurano-3,4-dillo (10 g,
19,82 mmol) en 30 ml de DCM en una atmdsfera de nitrégeno se le afiadié trimetilsilanocarbonitrilo (3,47 ml,
27,8 mmol), seguido de trifluoruro de boro-eterato de dietilo (2,45 ml, 19,8 mmol). La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente durante 14 horas. A esta mezcla de reaccién se le afiadieron 100 ml de NaHCOs saturado y la
agitacion se continué a temperatura ambiente durante 30 min. La mezcla se extrajo con EtOAc (100 ml x 3). Las capas
organicas combinadas se lavaron con salmuera, y a continuacién se secaron sobre Na>SOa. A continuacién, la mezcla
se concentré al vacio y el residuo se purificé por cromatografia sobre gel de silice (columna de 80 g, EtOAc al 0-
50 %/hexano) para dar 1A (7,56 g, 81 % de rendimiento). "H RMN (499 MHz, CLOROFORMO-d) & 8,17-8,09 (m, 2H),
8,04-7,90 (m, 4H), 7,63-7,55 (m, 3H), 7,51-7,34 (m, 6H), 6,03 (dd, J = 5,3, 4,5 Hz, 1H), 5,88 (t, J = 5,5 Hz, 1H), 5,00
(d, J=4,4Hz, 1H), 4,81-4,72 (m, 2H), 4,64 (d, J = 8,4 Hz, 1H).

Preparacién de 1B:

A una solucién de 1A (15 g, 31,8 mmol) en AcOH (40 ml) se le afiadié cloruro acido (5,30 ml, 63,6 mmol). La mezcla
de reaccién se calent6é a 120 °C durante 40 min. A continuacién, la mezcla se concentr6 a sequedad y a continuacién
se purificd por cromatografia sobre gel de silice (columna de 120 g, EtOAc al 0-60 %/hexano) para dar 1B (12,6 g,
25,7 mmol, 81 % de rendimiento). HPLC: tiempo de retencién = 0,73 min (HoO/MeOH con TFA al 0,05 %, Shimadzu
HPLC Xterra-S5-C18 4,6 x 50 mm, gradiente = 4 min, longitud de onda =220 nm); MS (ES): m/z = 490 [M+H]".

Preparacién de 1C:

¢

Se afladieron hexafluorofosfato de  (4,4-di-t-butil-2,2'-bipiridina)bis[3,5-difluoro-2-[5-trifluorometil-2-piridinil-
kappan)fenil-kappacliridio (I1l) (0,24 g, 0,24 mmol), complejo de cloruro de niquel (ll) etilenglicol dimetiléter (0,26 g,
1,19 mmol) y 4,4'-di-terc-butil-2,2'-bipiridina (0,32 g, 1,2 mmol) a un vial de 50 ml equipado con una barra de agitacién
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magnética. A continuacién, se afiadié 1B (5,81 g, 11,85 mmol), seguido de 4-bromopicolinato de metilo (3,07 g,
14,22 mmol) y Cs>CO3 (6,18 g, 18,95 mmol). A continuacion, el vial se puso en una atmésfera de nitrégeno y se afiadié
DMA seco (120 ml). A continuacién, la solucidén se desgasificé durante 15 minutos con nitrégeno. A continuacién, el
vial se selld y el tap6n se envolvié en parafilm. El vial se puso a aproximadamente 8 cm de un LED de color azul de
34 W, con el LED iluminando directamente al lateral del vial. A continuacién, la reaccién se agité durante 72 horas. A
continuacién, la mezcla de reaccién en bruto se vertié en una mezcla de agua (100 ml) y acetato de etilo (100 ml). La
capa de agua se extrajo 3 veces con acetato de etilo y, a continuacién, las capas orgéanicas combinadas se lavaron
con agua, se secaron con NaxSO4, se filtraron y se concentraron. A continuacién, el producto se purificé por
cromatografia en columna (columna de 120 g, EtOAc al 0-80 %/Hex, 40 min) para proporcionar 1C (2,8 g, 4,81 mmol,
40,6 % de rendimiento). '"H RMN (499 MHz, CLOROFORMO-d) & 8,66 (dd, J = 0,61, 5,02 Hz, 1H), 8,29 (s, 1H), 7,93-
8,07 (m, 6H), 7,65 (d, J = 5,13 Hz, 1H), 7,49-7,56 (m, 3H), 7,28-7,41 (m, 6H), 5,74 (t, J = 5,33 Hz, 1H), 5,54 (t, J =
5,71 Hz, 1H), 5,38 (d, J = 5,94 Hz, 1H), 4,91 (dd, J = 3,04, 12,17 Hz, 1H), 4,79 (td, J = 3,39, 5,10 Hz, 1H), 4,70 (dd, J
=3,65, 12,17 Hz, 1H), 1,21 (t, J = 7,15 Hz, 1H).

Preparacién de 1D:

A 1C (2,7 g, 4,59 mmol) se le afiadieron 20 ml de MeOH seco y metéxido de sodio (5,96 ml, 2,98 mmol, 0,5 M). La
mezcla se agité durante 14 horas y a continuacién se neutralizd con resina Dowex 50W-X8 H+. La mezcla se filtré y
la torta de filtro se lavé con MeOH y, a continuacién, el filtrado se concentrd a sequedad. A una solucién del intermedio
en bruto en piridina (20 ml) se le afiadié lentamente (cloro(4-metoxifenil)metileno) dibenceno (1,67 g, 4,70 mmol) en
DCM (5 ml) a 0 °C. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una noche. A continuacién, el disolvente se
elimind y el residuo se vertié en una mezcla de agua (100 ml) y acetato de etilo (100 ml). La capa acuosa se extrajo
3 veces con acetato de etilo y, a continuacién, las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron
con NasSOy, se filtraron y se concentraron. A continuacion, la reaccién en bruto se purificd por cromatografia en
columna (columna de 40 g, MeOH al 0-10 %/DCM) para proporcionar 1D (1,1 g, 45 % de rendimiento). '"H RMN
(499 MHz, CLOROFORMO-d) & 8,69 (d, J = 4,71 Hz, 1H), 8,32 (s, 1H), 7,67 (d, J = 4,93 Hz, 1H), 7,41-7,51 (m, 3H),
7,22-7,38 (m, 9H), 6,87 (s, 1H), 6,85 (s, 1H), 4,87 (d, J = 6,79 Hz, 1H), 4,07-4,27 (m, 3H), 4,02 (s, 1H), 3,93 (s, 2H),
3,80-3,84 (m, 3H), 3,55 (t, /= 1,00 Hz, 1H), 3,52 (d, J = 3,34 Hz, 1H), 3,38 (d &, J = 3,55 Hz, 1H).

Preparacion de 1E y 1F:

1E iF
A una solucién de 1D (1,1 g, 2,0 mmol) e imidazol (0,42 g, 6,1 mmol) en piridina (30 ml) se le afiadié lentamente TBS-
Cl1 (0,34 g, 2,2 mmol) en DCM (2 ml). La mezcla se agité durante 5 horas y a continuacién se afiadieron 5 ml de MeOH.
A continuacién, la mezcla se agité durante 1 hora y a continuacién se concentr6 a sequedad. El material en bruto se
purificd por cromatografia sobre gel de silice (columna de 40 g, EtOAc al 0-100 %/hexano, 35 min de gradiente) para
proporcionar 1E (445 mg, 0,68 mmol, 33 % de rendimiento) y 1F (418 mg, 0,64 mmol, 31 % de rendimiento). 1E: 'H
RMN (499 MHz, METANOL-d4) 6 8,67 (d, J = 5,02 Hz, 1H), 8,49 (s, 1H), 7,75 (dd, J = 1,05, 5,02 Hz, 1H), 7,42-7,55
(m, 4H), 7,22-7,40 (m, 8H), 6,86-6,93 (m, 2H), 4,90-4,92 (m, 1H), 4,25 (dd, J = 5,02, 8,05 Hz, 1H), 4,19 (d a, J =
2,19 Hz, 1H), 4,05-4,14 (m, 1H), 4,00 (s, 1H), 3,80-3,81 (m, 3H), 3,74-3,75 (m, 3H), 3,58 (dd, J = 2,72, 10,56 Hz, 1H),
3,14-3,32 (m, 2H), 0,83-0,93 (m, 9H), -0,05--0,02 (m, 3H), -0,12--0,10 (m, 3H). 1F: "H RMN (499 MHz, METANOL-d,)
0 8,66 (dd, J = 0,63, 5,02 Hz, 1H), 8,49 (s, 1H), 7,78 (d, J = 5,19 Hz, 1H), 7,43-7,54 (m, 4H), 7,22-7,39 (m, 8H), 6,89
(s, 1H), 6,88 (s, 1H), 4,89-4,92 (m, 1H), 4,07-4,21 (m, 3H), 3,90-4,05 (m, 1H), 3,79-3,81 (m, 3H), 3,75-3,78 (m, 2H),
3,58 (dd, J = 2,87, 10,61 Hz, 1H), 3,13-3,32 (m, 1H), 0,88-0,88 (m, 1H), 0,86-0,88 (m, 8H), 0,17 (d a, J = 11,50 Hz,
1H), 0,06-0,08 (m, 3H), -0,02-0,00 (m, 3H).
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Preparacion de 1G:

A una solucién de 1F (418 mg, 0,637 mmol) en piridina (6 ml, 74 mmol) en una atmésfera de nitrégeno se le afiadid
fosfonato de difenilo (0,37 ml, 1,9 mmol), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 20 min. A la mezcla se
le afiadi6é agua (0,80 ml, 45 mmol) y a continuacién trietilamina (0,89 ml, 6,4 mmol). La mezcla se agité durante 20 min
més. A continuacién, la mezcla se evapor6, se destilé azeotrédpicamente con MeOH y a continuacién se purificé por
cromatografia en columna (12 g, MeOH al 0-15 %/DCM) para proporcionar un intermedio en bruto. A este material en
bruto se le afiadieron 5 ml de DCM y a continuacién acido 2,2-dicloroacético (0,26 ml, 3,2 mmol). La mezcla se agitd
a temperatura ambiente durante 2 horas y a continuacién se afiadié piridina (0,5 ml, 6,2 mmol), y la mezcla de reaccién
se concentré a sequedad. El residuo se purificé por cromatografia de fase inversa (C18) (columna de 150 g, ACN del
0 % al 30 % en NH4Ac acuoso (0,04 %)) para dar el metilo 1G (130 mg, 0,29 mmol, 46 % de rendimiento). '"H RMN
(499 MHz, METANOL-d4) 6 8,64 (d, J = 4,89 Hz, 1H), 8,35 (s, 1H), 7,86 (d, J = 5,13 Hz, 1H), 7,39 (s, 1H), 5,12 (d, J =
5,96 Hz, 1H), 4,36-4,46 (m, 1H), 4,31 (t, J = 4,41 Hz, 1H), 4,10 (c, J = 4,17 Hz, 1H), 3,99 (s, 3H), 3,83 (dd, J = 3,81,
12,04 Hz, 1H), 3,74 (dd, J = 4,29, 12,04 Hz, 1H), 0,96 (s, 9H), 0,17 (d, J = 7,03 Hz, 6H).

Preparacion de 1H

o |
/01 . NM
o—F._ i o\ NHBz
S

50 F =N
CN
1H
Se disolvié (2R,3R,4R,5R)-5-(6-benzamido-9H-purin-9-il)-2-((bis(4-metoxifenil)(fenil )metoxi)metil )-4-

fluorotetrahidrofurano-3-il (2-cianoetil) diisopropilfosforamidita (Sigma-Aldrich, 510 mg, 0,58 mmol) en 4 ml de
acetonitrilo anhidro y a continuacién se concentrd para dar un aceite espeso (se repitié dos veces). A este aceite se le
afiadi6 una tercera porcion de acetonitrilo anhidro (4 ml) y, a continuacién, se le afiadieron 4 A de tamices moleculares
(150 mg). A una mezcla de 1G (130 mg, 0,29 mmol) y 1H-tetrazol (81 mg, 1,16 mmol) se le afiadié acetonitrilo anhidro
(4 ml). Esta mezcla se concentrd a sequedad. A continuacién, la mezcla se destilé azeotrépicamente dos veces mas
con CHsCN anhidro (4 ml). Durante el azedtropo final, la solucién se concentré a un volumen de ~2 ml, y se afiadieron
4 A de tamices moleculares (150 mg) en una atmoésfera de nitrégeno. A esta mezcla, con una linea de nitrégeno de
presién positiva, se le afiadidé la soluciéon previamente preparada mediante canulas. A continuacién, la mezcla de
reaccién se agité durante 3 horas. A continuacién, la reaccién se traté con (E)-N,N-dimetil-N'-(3-tioxo-3H-1,2,4-ditiazol-
5-il)formimidamida (130 mg, 0,64 mmol) y la solucién se agité durante 20 minutos. La solucién de color amarillo
resultante se filtr6 y se concentré cuidadosamente al vacio (120 mbar, bafio de agua a 36 °C). El aceite espeso se
transfiri6 a un embudo de decantacién que contenia bicarbonato de sodio acuoso al 6 % (m/v). El producto se extrajo
con dos porciones de acetato de etilo y los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de magnesio, se
filtraron y se concentraron. El material en bruto se destilé azeotrépicamente con acetonitrilo anhidro y a continuacién
se disolvié en diclorometano (3 ml). Se afiadié trietilsilano (0,28 ml, 1,74 mmol), seguido de la adicién gota a gota de
acido 2,2-dicloroacético (112 mg, 0,87 mmol). Después de 2 horas, la mezcla de reaccién se traté con piridina (0,5 ml),
y la agitacién se continué durante 10 minutos. A continuacién, la mezcla se concentr6 al vacio (300 mbar, a
continuacién 50 mbar, bafio de agua a 35 °C) para dar un aceite viscoso. El aceite se disolvié en metanol (5 ml) y se
concentré a sequedad (se repitié dos veces). A continuacién, el residuo se purificé por cromatografia de fase inversa
(C18) (columna de 50 g, AcCN del 0 % al 60 % en NH4Ac acuoso (0,04 %)) para proporcionar 1H, en forma de una
mezcla de dos diastereémeros (193 mg, 69 %) m/z: 952,1 (M+H).
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Preparacién de 1l:

CN
11

El Intermedio 1H (100 mg, 0,11 mmol) se disolvi6é en piridina anhidra (1 ml) y se concentré a sequedad al vacio (se
repitié6 dos veces). El material resultante se disolvié en piridina anhidra (5 ml) y se afiadié gota a gota a una solucién
de 2-6xido de 2-cloro-5,5-dimetil-1,3,2-dioxafosfinano (78 mg, 0,42 mmol) en piridina (5 ml) a -10 °C. La reaccidn se
calent6 a temperatura ambiente y se agité durante 20 minutos. A continuacién, se afiadié (E)-N,N-dimetil-N'-(3-tioxo-
3H-1,2,4-ditiazol-5-il)formimidamida (43 mg, 0,21 mmol) y la mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante
20 minutos. Se afiadié agua (0,50 ml) y la agitacién se continu6 durante 30 minutos mas. A continuacién, la mezcla se
concentré a sequedad. El residuo se repartié entre NaHCO3 ac. sat. (10 ml) y EtOAc (15 ml). La capa organica se
recogid y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (15 ml x 2). Las capas orgénicas combinadas se secaron sobre Na,SOy,
se concentraron y se purificaron por cromatografia en columna sobre gel de silice (columna de 12 g, MeOH al 0-
20 %/DCM) para dar 11 (74 mg, 0,08 mmol, 73 % de rendimiento), en forma de una mezcla de cuatro diastereémeros.
m/z: 966,3 (M+H).

Preparacion de los Ejemplos 1-1, 1-2, 1-3 y 1-4:

O _SH

N/

o*P‘O

|IOH

|\ SH
o}

1-1 (Diasteredmero 1)
1-2 (Diasteredmero 2)
1-3 (Diasteredmero 3)
1-4 (Diasteredmero 4)

A1l (74 mg, 0,077 mmol) se le afiadié6 amoniaco en MeOH (2 ml, 7 N). La mezcla de reaccidn se agité a 50 °C durante
3 horas. A continuacién, la mezcla de reaccidn se evapor6 a sequedad. A la mezcla en bruto se le afiadié trifluorhidrato
de trietilamina (1 ml, 6,1 mmol). La mezcla se calenté a 37 °C durante 2 horas. A continuacion, la reaccién se traté con
NH4OAc 1 M y a continuacidn se agitd a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacién, la solucién se filtrd
y el filtrado se purificd por HPLC preparativa (Condiciones: Columna: Agilent Bonus RP 21,2 x 100 mm, particulas de
5 um; Fase movil A: agua con acetato de amonio 20 mM; Fase maévil B: acetonitrilo; Gradiente: 0 % de B, retencion de
0-6 minutos. 0 %-25 % de B durante 16 minutos, a continuacién una retencién de 4 minutos al 100 % de B; Flujo:
20 ml/min) para proporcionar 1-1 en forma de un diastereémero individual (13 mg, 24 % de rendimiento). Tres
diasteredmeros adicionales se aislaron en forma de mezclas: Diastereémeros 1-2 y 1-3 (4 mg, 7 % de rendimiento) y
1-3 y 1-4 (32 mg, 56 % de rendimiento).

Ejemplo 1-1 '"H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 8,51 (d, J = 4,88 Hz, 1H), 8,11 (s, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,77 (d a, /= 4,58 Hz,
1H), 7,56 (s a, 1H), 6,19 (dd, J = 2,59, 15,11 Hz, 1H), 5,66 (m, 1H), 4,87-5,04 (m, 1H), 4,75 (d a, J = 9,16 Hz, 1H), 4,55
(s a, 1H), 4,41-4,51 (m, 1H), 4,30 (s a, 1H), 4,05-4,19 (m, 2H), 4,01 (dd a, J = 6,26, 11,44 Hz, 1H), 3,55 (s a, 1H), 3,17
(s, 1H). Tiempo de retencién: 2,21 min (Agilent Bonus RP, 2,1 mm x 50 mm, particulas de 1,8 pm; Fase moévil A: agua
con acetato de amonio 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo. Temperatura: 50 °C; Gradiente: 0 % de B, retencién de
1 min, a continuacién del 0 % de B al 100 % de B durante 4 min, a continuacién, una retencién de 0,75 min al 100 %
de B; Flujo: 1 ml/min; Deteccién: MS y UV (220 nm) m/z: 680,12.

Ejemplos 2-1, 2-2, 2-3 y 2-4 4-[(1R,6R,8R,9R,10R,15R,17S,18R)-8-(6-amino-9H-purin-9-il)-9-fluoro-18-hidroxi-

3,12-dioxo-3,12-disulfanil-2,4,7,11,13,16-hexaoxa-3A%,12A°%-difosfatriciclo[13.2.1.0%'%octadecan-17-il]-N-
metilpiridin-2-carboxamida
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2-1 (Diastereémero 1)
2-2 (Diasteredmero 2)
2-3 (Diasteredmero 4)
2-4 (Diasteredmero 4)

El Intermedio 11 (30 mg, 0,031 mmol) se disolvié en MeOH (0,5 ml) y a continuacién se afiadié una solucién al 30 %
de metilamina en EtOH (2 ml). La mezcla se calenté a 50 °C durante 10 h. A continuacién, la mezcla se concentré a
sequedad en una corriente de nitrégeno. El residuo resultante se suspendié en trifluorhidrato de trietilamina (1 ml) y
se calent6 a 37 °C durante 3 h. A continuacién, a la reaccién se le afiadié una solucién de acetato de amoniaco 2 M
(2 ml) y la agitacién se continué durante 20 min. A continuacién, la mezcla se filtré y se purificé por HPLC preparativa
(Condiciones: Columna: Luna Phenyl-Hex, Columna, 5 um, 4,6 x 250 mm, Caudal: 1 ml/min, Fase moévil: A: NH4OAc
100 mM (pH 6,5); Fase mévil B: MeOH, con el siguiente gradiente: 20 % de B, 10 min, 20-95 % de B, 1 min y el 95 %-
20 % de B durante 2 min) para proporcionar 2-1 (2,3 mg, 10 % de rendimiento) en forma de un diastereémero
individual, 2-2 y 2-3 en forma de una mezcla 2:1 de diastereémeros (2,6 mg, 12 % de rendimiento) y 2-4 en forma de
un diasteredmero individual (1,8 mg, 8 % de rendimiento).

Ejemplo 2-1: Tiempo de retencién de HPLC: 10,87 min (Luna Phenyl-Hex 3 um 3 x 150; Fase mévil A: agua con
NHsAc 20 mM; Fase moévil B: MeOH con NH4Ac 20 mM; Gradiente: 0 %-15 % de B durante 20 minutos. 15 %-95 % de
B durante 1 minuto, Flujo: 0,5 ml/min); '"H RMN (500 MHz, METANOL-d4) & 8,49 (d, J = 4,92 Hz, 1H), 8,36 (s, 1H),
8,18 (s, 2H), 7,81 (d, J = 4,49 Hz, 1H), 6,31 (dd, J = 2,24, 14,64 Hz, 1H), 5,66-5,84 (m, 1H), 5,17 (ddd, J = 3,47, 6,63,
9,88 Hz, 1H), 4,92-4,99 (m, 1H), 4,67-4,83 (m, 1H), 4,55 (d, J = 3,95 Hz, 1H), 4,41-4,52 (m, 2H), 4,24-4,31 (m, 1H),
4,04-4,16 (m, 2H), 3,17-3,78 (m, 1H), 2,92 (s, 3H). m/z: 694,1 (M+H).

Ejemplos 2-2 y 2-3: Tiempo de retencién de HPLC: 12,07 min y 12,45 min (Luna Phenyl-Hex 3 um 3 x 150; Fase
mévil A: agua con NHsAc 20 mM; Fase moévil B: MeOH con NHi:Ac 20 mM; Gradiente: 0 %-15 % de B durante
20 minutos. 15 %-95 % de B durante 1 minuto, Flujo: 0,5 ml/min). m/z: 694,1 (M+H).

Ejemplo 2-4: Tiempo de retencién de HPLC: 13,62 min (Luna Phenyl-Hex 3 um 3 x 150; Fase mévil A: agua con
NH4Ac 20 mM; Fase mévil B: MeOH con NH4Ac 20 mM; Gradiente: 0 %-15 % de B durante 20 minutos. 15 %-95 % de
B durante 1 mlnuto Flujo: 0,5 ml/min); "H RMN (500 MHz METANOL-d4)  8,21-8,24 (m, 1H), 8,17-8,20 (m, 1H), 8,07-
8,11 (m, 1H), 7,96~ 8 02 (m, 2H), 6,22-6,29 (m, 1H), 5,84- 6 ,02 (m, 1H), 4,98-5,02 (m 1H), 4,65-4,71 (m, 1H), 4,43-4,48
(m, 1H), 4,33-4,43 (m, 2H), 4,29-4,33 (m, 1H), 4,26 (s, 2H), 3,44-3,49 (m, 1H), 3,17-3,26 (m, 1H), 2,91-2,93 (m, 3H).
m/z: 694,1 (M+H).

Ejemplos 3-1, 3-2, 3-3 y 3-4 (no segun la invencién) 4-[(1R,6R,8R,9R,10R,15S,17S)-8-(6-amino-9H-purin-9-il)-9-
fluoro-18-metilideno-3,12-dioxo-3,12-disulfanil-2,4,7,11,13,16-hexaoxa-3A5,12A5-
difosfatriciclo[13.2.1.08'%Joctadecan-17-il]piridin-2-carboxamida

O, SH

N/

o*P‘

3-1 (Diastereémero 1)
3-2 (Diasteredmero 2)
3-3 (Diasteredmero 4)
3-4 (Diasteredmero 4)
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Preparacion de 3A:

3A

A una suspensién de peryodinano de Dess-Martin (323 mg, 0,76 mmol) en DCM seco (5 ml) se le afiadié t-BuOH
(0,08 ml, 0,80 mmol) y la mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 10 min antes de afadir
lentamente una solucién de 1E (250 mg, 0,381 mmol) en DCM seco (5 ml). La mezcla se agité durante 10 horas a
temperatura ambiente. A continuacién, la mezcla de reaccion se diluy6é con EtOAc (30 ml) y se traté con una solucién
de NasS>03 (10 ml, 1 M), a continuacién con una solucién saturada de NaCl (10 ml) y a continuacién con una solucién
saturada de NaHCO3 (10 ml). Las capas se separaron y la capa acuosa se extrajo con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, a continuacion se secaron sobre Na>SO,, se filtraron y se concentraron al vacio
para proporcionar el producto en bruto (235 mg), que se usé directamente en la siguiente etapa.

Preparacién de 3B:

3B

Una suspensién de bromuro de metiltrifenilfosfonio (2140 mg, 6 mmol) y amida sédica (350 mg, 9,0 mmol) en tolueno
(30 ml) se calenté a reflujo durante 2,5 horas. A continuacién, la reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se dejé
en reposo durante 2 horas. A una solucién de 3A en bruto (240 mg, 0,36 mmol) en THF anhidro (8 ml) se le afiadié la
solucién anterior (5 ml, 1,4 mmol). La reaccién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora y a continuacién se
concentrd a sequedad. El producto en bruto se disolvid en una pequefia cantidad de DCM, se cargd sobre un cartucho
de 24 g de gel de silice ISCO y se eluyé usando un gradiente de 25 min de EtOAc/hexano (0-100 %) para proporcionar
3B (85 mg, 0,13 mmol, 36 % de rendimiento en dos etapas). m/z: 652,08 (M+H).

Preparacién de 3C:

N
oA o
WMMTrO e OMe
/4  'OH
3C

A una solucién de 3B (85 mg, 0,13 mmol) en THF (5 ml) se le afiadié TBAF (0,08 ml, 0,08 mmol). A continuacién, la
mezcla se agitd durante 3 h a temperatura ambiente. A continuacién, la mezcla de reaccidén se evaporé a sequedad y
el producto en bruto se disolvié en una pequefia cantidad de DCM, se cargé sobre un cartucho de 12 g de gel de silice
ISCO y se eluy6 con un gradiente de 20 min de EtOAc/hexano (0-100 %) para proporcionar 3C. (61 mg, 87 % de
rendimiento). '"H RMN (499 MHz, CLOROFORMO-d) 5 8,64 (d, J = 4,89 Hz, 1H), 8,30 (s, 1H), 7,65 (dd, J = 1,13,
4,95 Hz, 1H), 7,46-7,53 (m, 4H), 7,35-7,41 (m, 2H), 7,21-7,32 (m, 6H), 6,83-6,88 (m, 2H), 5,33 (t, J = 2,32 Hz, 1H),
511 (t, J=2,27 Hz, 1H), 4,83 (td, J = 1,98, 3,78 Hz, 1H), 4,62 (d, J = 8,34 Hz, 1H), 4,48 (d a, J = 7,03 Hz, 1H), 3,93
(s, 3H), 3,80 (s, 3H), 3,35-3,43 (m, 2H), 0,02 (s, 1H).
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Preparacién de 3D:

A una solucién agitada de 3C (61 mg, 0,11 mmol) en piridina (1,5 ml, 18,6 mmol) en una atmdésfera de nitrégeno se le
afladié fosfonato de difenilo (0,07 ml, 0,34 mmol), y la reaccidn se agité a temperatura ambiente durante 20 min. A la
mezcla de reaccidn se le afiadié agua (0,14 ml, 7,9 mmol) y a continuacién trietilamina (0,16 ml, 1,14 mmol). La mezcla
se agité durante 20 min. A continuacién, la mezcla se evaporé y se destilé azeotrédpicamente durante un tiempo con
MeCN. A una solucién agitada del intermedio en bruto y trietilsilano (0,18 ml, 1,14 mmol) en DCM (3 ml) se le afiadid
acido 2,2-dicloroacético (0,05 ml, 0,57 mmol). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 2 horas, a
continuacién se afiadié piridina (0,5 ml, 6,2 mmol) y, a continuacién, la solucién se concentré. El residuo se purificé
por cromatografia de fase inversa (C18) eluyendo con AcCN del 0% al 30 % en NHsHCOs3 ac. (0,04 %) para
proporcionar 3D (27 mg, 0,08\ mmol, 72 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco.

Preparacion de 3E:

NN
o M/ NHBz
/ NN
%
CN
3E
Se disolvié (2R,3R,4R,5R)-5-(6-benzamido-9H-purin-9-il)-2-((bis(4-metoxifenil)(fenil )metoxi)metil )-4-

fluorotetrahidrofurano-3-il (2-cianoetil) diisopropilfosforamidita (Sigma-Aldrich, 220 mg, 0,25 mmol) en 4 ml de
acetonitrilo anhidro y a continuacién se concentr6 para dar un aceite espeso (se repitié dos veces). A este aceite se le
afiadi6 una tercera porcion de acetonitrilo anhidro (4 ml) y, a continuacién, se le afiadieron 4 A de tamices moleculares
(100 mg) en una atmésfera de nitrégeno. Esta solucién se dejé reposar, se tapd, mientras se preparé la siguiente
solucién. A una mezcla de 3D (27 mg, 0,082 mmol) y 1H-tetrazol (23 mg, 0,33 mmol) se le afiadid acetonitrilo anhidro
(2 ml). Esta mezcla también se concentré a sequedad. La mezcla se destilé6 azeotrépicamente dos veces mas con
CH3CN anhidro (2 ml). Después del azebtropo final, se afiadieron 2 ml de CHsCN anhidro y 4 A de tamices moleculares
(100 mg) en una atmdsfera de nitrégeno. Con una linea de nitrégeno de presion positiva, la soluciéon preparada
previamente se afiadié a la solucién de 3D. La mezcla de reaccién se agité durante 3 horas y a continuacién se afiadié
(E)-N,N-dimetil-N'-(3-tioxo-3H-1,2,4-ditiazol-5-il)formimidamida (67 mg, 0,33 mmol). La solucién se agité durante
20 minutos, a continuacion se filtré y se concentré cuidadosamente al vacio (120 mbar, bafio de agua a 36 °C) para
eliminar el MeCN. El aceite espeso resultante se transfirid a un embudo de decantacién que contenia bicarbonato de
sodio acuoso al 6 % (m/v). La mezcla resultante se extrajo con EtOAc (2x). Las capas organicas combinadas se
secaron sobre sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron para dar una espuma de color amarillo. A
continuacién, el material en bruto se destilé6 azeotrépicamente con acetonitrilo anhidro y a continuacién se afiadi6é
diclorometano (3,0 ml) para formar una solucién homogénea. Se afiadié trietilsilano (0,08 ml, 0,50 mmol), seguido de
la adicién gota a gota de acido 2,2-dicloroacético (32 mg, 0,25 mmol). Después de 1 hora, se afiadié piridina (0,5 ml),
y la mezcla se agité durante 10 minutos, a continuacién se concentré al vacio (300 mbar, a continuacién 50 mbar,
bafio de agua a 35 °C). El residuo resultante se purificé por cromatografia de fase inversa (C18) (columna de 50 g,
AcCN del 0% al 60% en NHs4Ac acuoso (0,04 %)) para proporcionar 3E, en forma de una mezcla de dos
diasteredmeros (35 mg, 51 %). m/z: 834,08 (M+H).
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Preparacion de 3F:

O SH

¥ =
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o }\f? NHEz
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CN
3F

El Intermedio 3E se convirtié en el Intermedio 3F, usando un procedimiento analogo al Ejemplo 1l. El producto en
bruto se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (columna de 12 g, MeOH al 0-20 %/DCM, 25 min)
para dar 3F (30 mg, 0,04 mmol, 84 % de rendimiento), en forma de una mezcla de cuatro diastere6meros. m/z: 848,2
(M+H).

Preparacioén de los Ejemplos 3-1, 3-2, 3-3 y 3-4:

O SH

/7
o-Ps
SH
o

A 3F (30 mg, 0,035 mmol) se le afladié amoniaco en MeOH (2 ml, 7 N). La mezcla de reaccion se agité a temperatura
ambiente durante 30 min y después a 50 °C durante 5 horas. A continuacién, la mezcla de reaccién se evapor6 a
sequedad. El producto en bruto se purificé por HPLC preparativa (Condiciones: Columna: Xselect RP Prep C18 19 x
150 mm; Fase moévil A: agua con TEAA 20 mM; Fase mdvil B: acetonitrilo/agua (8:2) con TEAA 20 mM; Gradiente:
8 %-17 % de B durante 20 minutos. 17 %-95 % de B durante 2 minutos, a continuacién al 95 %-8 % durante 3 minutos,
Flujo: 20 ml/min) para proporcionar 3-1 (0,9 mg, 4 % de rendimiento), 3-2 en forma de (1,2 mg, 4 % de rendimiento),
3-3 (1,4 mg, 4 % de rendimiento) y 3-4 (1,4 mg, 4 % de rendimiento).

Ejemplo 3-1: Tiempo de retencién de HPLC: 7,56 min (columna Xselect CSH C18, 3,5 um, 3 x 150 mm; Fase movil
A: agua con TEAA 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo/agua (8:2) con TEAA 20 mM; Gradiente: 5 %-21 % de B durante
14 minutos. 21 %-95 % de B durante 2 minutos, a continuacién al 95 %-5 % durante 1 minutos, Flujo: 0,5 ml/min); H
RMN (500 MHz, METANOL-d4) 6 8,53-8,59 (m, 1H), 8,41-8,48 (m, 2H), 8,20-8,24 (m, 2H), 6,27-6,40 (m, 1H), 5,66-
5,72 (m, 2H), 5,54-5,62 (m, 1H), 5,24-5,30 (m, 1H), 4,77-4,79 (m, 1H), 4,56-4,63 (m, 2H), 4,31-4,46 (m, 3H), 4,08-4,19
(m, 2H). m/z: 675,9 (M+H).

Ejemplo 3-2: Tiempo de retencién de HPLC: 9,20 min (Columna Xselect CSH C18, 3,5 um, 3 x 150 mm; Fase mévil
A: agua con TEAA 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo/agua (8:2) con TEAA 20 mM; Gradiente: 5 %-21 % de B durante
14 minutos. 21 %-95 % de B durante 2 minutos, a continuacion al 95 %-5 % durante 1 minutos, Flujo: 0,5 ml/min 'H
RMN (500 MHz, METANOL-d4) 6 8,49-8,63 (m, 1H), 8,38-8,46 (m, 1H), 8,13-8,27 (m, 1H), 7,80-8,02 (m, 1H), 7,30-
7,61 (m, 1H), 6,23-6,43 (m, 1H), 5,76-5,88 (m, 1H), 5,52-5,74 (m, 2H), 5,19-5,45 (m, 1H), 4,72-4,83 (m, 1H), 4,49-4 64
(m, 1H), 4,22-4,47 (m, 1H), 4,06-4,20 (m, 3H), 3,84-4,02 (m, 2H). m/z: 675,9 (M+H).

Ejemplo 3-3: Tiempo de retencién de HPLC: 9,65 min (Columna Xselect CSH C18, 3,5 um, 3 x 150 mm; Fase mévil
A: agua con TEAA 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo/agua (8:2) con TEAA 20 mM; Gradiente: 5 %-21 % de B durante
14 minutos. 21 %-95 % de B durante 2 minutos, a continuacién al 95 %-5 % durante 1 minutos, Flujo: 0,5 ml/min); H
RMN (500 MHz, METANOL-d4) 6 8,52-8,61 (m, 1H), 8,41-8,47 (m, 1H), 8,16-8,31 (m, 2H), 7,90-8,00 (m, 1H), 6,27-
6,40 (m, 1H), 5,52-5,82 (m, 2H), 5,17-5,39 (m, 2H), 4,71-4,81 (m, 1H), 4,52-4,63 (m, 2H), 4,27-4,45 (m, 2H), 4,09-4,24
(m, 2H), 3,86-4,05 (m, 1H). m/z: 675,9 (M+H).

Ejemplo 3-4: Tiempo de retencién de HPLC: 12,06 min (Columna Xselect CSH C18, 3,5 um, 3 x 150 mm; Fase movil
A: agua con TEAA 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo/agua (8:2) con TEAA 20 mM; Gradiente: 5 %-21 % de B durante
14 minutos. 21 %-95 % de B durante 2 minutos, a continuacién al 95 %-5 % durante 1 minutos, Flujo: 0,5 ml/min); H
RMN (400 MHz, METANOL-d4) 6 8,52-8,58 (m, 1H), 8,32 (s a, 1H), 8,24 (s, 1H), 8,18 (s, 1H), 7,87-7,93 (m, 1H), 6,33
(d, J = 15,90 Hz, 1H), 5,65-5,69 (m, 1H), 5,49-5,65 (m, 1H), 5,32-5,43 (m, 1H), 5,25-5,32 (m, 1H), 4,95-5,07 (m, 1H),
4,73-4,80 (m, 1H), 4,61 (d, J = 8,98 Hz, 1H), 4,26-4,49 (m, 3H), 4,04-4,21 (m, 2H). m/z: 675,9 (M+H).

Ejemplos 4-1 y 4-2 4-[(1S,6R,8R,9R,10R,15R,17S,18R)-8-(6-amino-9H-purin-9-il)-9,18-difluoro-3,12-dioxo-3,12-
disulfanil-2,4,7,11,13,16-hexaoxa-3A%,12\5-difosfatriciclo[13.2.1.0%1%octadecan-17-il] piridin-2-carboxamida
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4-1 (Diasteredmero 1)
4-2 (Diasteredmero 2)

Preparacion de 4A:

=
e
“OBn

TOI‘Y

O 0

BnQ L . OMe
F

4A

Se afladieron hexafluorofosfato de  (4,4-di-t-butil-2,2'-bipiridina)bis[3,5-difluoro-2-[5-trifluorometil-2-piridinil-
kappan)fenil-kappacliridio (IIl) (0,17 g, 0,16 mmol), complejo de cloruro de niquel (ll) etilenglicol dimetiléter (0,18 g,
0,81 mmol) y 4,4'-di-terc-butil-2,2-bipiridina (0,22 g, 0,81 mmol) a un vial de 150 ml equipado con una barra de
agitacién magnética. A continuacién, se afiadi6 4acido (2R,3S,4R,5R)-3-(benciloxi)-5-((benciloxi)metil)-4-
fluorotetrahidrofurano-2-carboxilico (2,9 g, 8,05 mmol), seguido de 4-bromopicolinato de metilo (2,09 g, 9,7 mmol) y
Cs2CO3 (4,2 g, 12,9 mmol). A continuacién, el vial se puso en una atmésfera de nitrégeno y se afiadi®¢ DMA seco
(80 ml). A continuacién, la solucidén se desgasificé durante 15 minutos con nitrégeno. A continuacién, el vial se sell6 y
el tapén se envolvié en parafilm. El vial se puso a aproximadamente 8 cm de un LED de color azul de 34 W, con el
LED iluminando directamente al lateral del vial. A continuacién, la reaccién se agit6 durante 22 horas. A continuacién,
la mezcla de reaccién en bruto se vertié en una mezcla de agua (100 ml) y acetato de etilo (100 ml). La capa acuosa
se extrajo 3 veces con acetato de etilo y, a continuacién, las capas organicas combinadas se lavaron con agua, se
secaron con Na>SO., se filtraron y se concentraron. A continuacién, el producto se purificé por cromatografia en
columna sobre gel de silice (columna 80 g, EtOAc al 0-80 %/Hex, 40 min) para proporcionar 4A (1,09 g, 2,41 mmol,
30 % de rendimiento). m/z: 452,4 (M+H).

Preparacién de 4B:

4B

El Intermedio 4A (1,0 g, 2,2 mmol) se disolvié en etanol (40 ml) y ciclohexeno (20 ml) en una atmésfera de nitrégeno.
La mezcla de reaccién se purgd con nitrégeno varias veces. Se afiadié Pd(OH), (0,23 g, 0,33 mmol) y la mezcla de
reaccién se calenté a reflujo durante 4 horas. A la mezcla de reaccidn se le afiadié celite, a continuacion se filtré y se
lavé con EtOH. El producto en bruto se concentrd y a continuacidn se purificé por cromatografia en columna (columna
de 40 g, MeOH al 0-25 %/DCM, 35 min) para proporcionar 4B (160 mg, 0,59 mmol, 27 % de rendimiento). '"H RMN
(499 MHz, CLOROFORMO-d) & 8,75 (d, J = 5,01 Hz, 1H), 8,27 (s, 1H), 7,65 (dd, J = 1,07, 5,01 Hz, 1H), 5,04-5,17 (m,
1H), 4,79-4,84 (m, 1H), 4,40-4,49 (m, 1H), 4,14-4,24 (m, 1H), 4,01-4,08 (m, 5H), 3,96-4,01 (m, 2H), 3,83-3,91 (m, 2H),
3,70-3,76 (m, 1H), 3,51 (s, 1H). miz: 272,3 (M+H).

Preparacién de 4C:
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A una solucién de 4B (160 mg, 0,59 mmol) en piridina (6 ml) se le afladié lentamente una solucién de (cloro(4-
metoxifenil)metileno)dibenceno (210 mg, 0,68 mmol) en DCM (1 ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante una noche. Se afiadieron 0,5 equivalentes mas de (cloro(4-metoxifenil)metileno)dibenceno y la reaccién se
agité durante 3 horas més. A continuacién, la reaccién se traté con 2 ml de MeOH. A continuacién, el disolvente se
eliminé y el residuo se purificé por cromatografia en columna sobre gel de silice (columna de 24 g, EtOAc al 0-
100 %/Hex) para proporcionar 4C. (214 mg, 67 % de rendimiento). '"H RMN (499 MHz, CLOROFORMO-d) & 8,73 (d,
J =4,89 Hz, 1H), 8,39 (s, 1H), 7,69 (dd, J = 1,01, 4,95 Hz, 1H), 7,39-7,45 (m, 4H), 7,21-7,34 (m, 9H), 6,81-6,90 (m,
2H), 4,91-5,07 (m, 1H), 4,84 (d, J = 8,82 Hz, 1H), 4,47 (s a, 1H), 4,41 (s a, 1H), 3,92 (s, 3H), 3,79-3,83 (m, 3H), 3,57
(dd, J = 3,46, 10,61 Hz, 1H), 3,30 (dd, J = 3,16, 10,55 Hz, 1H), 2,89-3,05 (m, 1H).

Preparacion del intermedio 4D

N

N”\;_/\Z’-NHBZ

o N

Nz
DMTrOf\(j

.

TBDPSO  F
4D

A una solucidon enfriada (0°C) de N-(9-((2R,3R,4R,5R)-5-((bis(4-metoxifenil)(fenil)metoxi)metil)-3-fluoro-4-
hidroxitetrahidrofurano-2-il)-9H-purin-6-il)benzamida (Astatech, 500 mg, 0,74 mmol) e imidazol (150 mg, 2,22 mmol)
en DMF (3,7 ml) se le afiadié gota a gota mediante una jeringa ferc-butildifenilclorosilano (290 pl, 1,11 mmol). A
continuacién, el bafio de hielo-agua se retir6 y la reaccién se agitd a temperatura ambiente en una atmésfera de
nitrégeno. Después de 22 horas, a la reaccién se le afiadié una segunda porcién de imidazol (50 mg, 0,74 mmol) y
terc-butildifenilclorosilano (95 ul, 0,37 mmol). Después de 3 horas mas, a la reaccién se le afiadié una tercera porcién
de imidazol (50 mg, 0,74 mmol) y terc-butildifenilclorosilano (95 ul, 0,37 mmol) y la mezcla se agité durante 24 horas.
A continuacién, la reaccién se traté con metanol (750 pl, 18,5 mmol), se agité a temperatura ambiente durante 30 min
y a continuacién se concentré al vacio. Los volatiles restantes se eliminaron en una corriente de nitrégeno. El residuo
se repartié entre EtOAc (20 ml) y agua (20 ml), y las capas se separaron. La fase acuosa se extrajo con EtOAc (1 x
20 ml), y las capas organicas combinadas se lavaron con agua (4 x 10 ml) y salmuera (10 ml), se secaron (Na>SOy),
se filtraron y se concentraron. El 4D en bruto se llevd a la siguiente etapa sin purificacién adicional. LCMS, [M+H]* =
914.

Preparacion de 4E:

"

T80PSC  F
4F,

A una solucién de 4D (680 mg, 0,74 mmol) y trietilsilano (300 pl, 1,9 mmol) en CH2Cl> (4 ml) se le afiadi6é gota a gota
mediante una jeringa acido trifluoroacético (110 pl, 1,48 mmol). La reaccion se agité a temperatura ambiente en una
atmésfera de nitrégeno. Después de 1,5 horas, la reaccién se traté con MeOH (4 ml) y se agité durante 10 min. A
continuacién, la mezcla se concentr6é al vacio y se destild azeotrépicamente dos veces con MeOH (2 x 4 ml). El
producto en bruto se disolvié en una pequefia cantidad de CH.Cl,, se adsorbid sobre un lecho de SiO; y se purificd
por cromatografia ultrarrapida (SiO,, columna de 40 g, acetona al 0-50 %/hexanos, gradiente de 14,4 min y a
continuacién una retencién durante 14,4 min, 40 ml/min) para proporcionar 4E (384 mg, 85 % de rendimiento) en forma
de un sélido de color blanco. LCMS, [M+H]* = 612. "TH RMN (500 MHz, CLOROFORMO-d) 5 8,71 (s, 1H), 8,15 (s, 1H),
8,05-7,99 (m, 2H), 7,74-7,66 (m, 4H), 7,65-7,59 (m, 1H), 7,56-7,51 (m, 2H), 7,50-7,37 (m, 6H), 6,27 (dd, J = 11,3,
6,8 Hz, 1H), 5,62 (ddd, J = 51,8, 6,7, 4,8 Hz, 1H), 4,70-4,62 (m, 1H), 4,13 (s a, 1H), 3,68 (d, J = 13,1 Hz, 1H), 3,10 (dd,
J=13,1,1,6 Hz, 1H), 1,17 (s, 9H).
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Preparacion de 4F:
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El Intermedio 4E (1,0 g, 1,64 mmol) y el Reactivo 3 en MeCN (15 ml) se enfrié a una temperatura interna de 0 °C. Se
afiadié en una porcién DBU (0,4 ml, 2,5 mmol), y la mezcla se agité a 0 °C durante 30 min. A la mezcla de reaccién
se le afiadié acido acético (280 pl, 4,9 mmol) a 0 °C, a continuacién se afiadid gel de silice y la mezcla se concentré.
El producto en bruto se purificé por cromatografia sobre gel de silice ISCO (80 g, gradiente al 0-10 % de MeOH/DCM).
Las fracciones que contenian el producto deseado se concentraron para dar una espuma de color blanco que se
evaporé conjuntamente con heptano (3 x 50 ml) para proporcionar 4F (1,2 g, 87 % de rendimiento) en forma de un
sélido de color blanco. LCMS, [M+H]" = 858,8: '"H RMN (499 MHz, CLOROFORMO-d) 5 8,95 (s, 1H), 8,69 (s, 1H),
8,07 (s, 1H), 7,99-8,04 (m, 2H), 7,69-7,74 (m, 4H), 7,61-7,66 (m, 1H), 7,38-7,57 (m, 9H), 7,28 (s, 2H), 6,32 (d, J =
2,03 Hz, 1H), 6,28-6,38 (m, 1H), 4,95 (dd, J = 2,09, 4,23 Hz, 1H), 4,85 (dd, J = 2,15, 4,29 Hz, 1H), 4,81-4,98 (m, 1H),
4,62-4,71 (m, 2H), 4,58-4,61 (m, 1H), 4,43 (s a, 1H), 4,25-4,37 (m, 2H), 4,15 (ddd, J = 4,23, 9,33, 11,59 Hz, 1H), 2,51
(s a, 1H), 2,20-2,26 (m, 1H), 1,99-2,06 (m, 5H), 1,81-1,91 (m, 3H), 1,65-1,75 (m, 5H), 1,23-1,32 (m, 1H), 1,16 (s, 9H).

Preparacion de 4G:

N

OMe NQNHB:
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O N N
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A una solucién de 4C (210 mg, 0,39 mmol) y 4F (570 mg, 0,67 mmol) en acetonitrilo (8 ml) se le afiadié gota a gota
DBU (180 pl, 1,20 mmol) para dar una solucién de color amarillo pélido. Después de 10 min, la mezcla de reaccién se
diluyé con DCM (4 ml) y se traté con acido acético (110 pl, 2,0 mmol). La mezcla resultante se evaporé conjuntamente
con gel de silice, y a continuacién se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre 40 g de gel de silice, eluyendo con
MeOH al 0-15 %/DCM para proporcionar 4G (320 mg, 66 % de rendimiento) en forma de un sélido de color blanco.
LCMS, [M+H]" = 1233,0.

Preparacién de 4H:

N OMe N’f"j \>’NHBZ
\_/ o s ()Y;l]:jN
- ‘?‘—Q /
0, J;O HO:. F
OH
4H

A 4G (230 mg, 0,19 mmol) se le afiadié trifluorhidrato de trietilamina (2 ml, 12,3 mmol). La mezcla de reaccién se agitd
a 37 °C durante 2 h, se diluyé con acetonitrilo (3,4 ml) y a continuacién se traté con EtsN (2,56 ml, 18,4 mmol) e
isopropoxitrimetilsilano (4880 mg, 36,9 mmol). La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 10 min y a
continuacién se concentré al vacio. El intermedio en bruto se disolvié en DCM (6 ml). Se afiadieron trietilsilano (0,24 ml,
1,49 mmol) y a continuacién acido 2,2-dicloroacético (96 mg, 0,75 mmol). La mezcla se agité durante 2 horas y a
continuacién se concentré6 a sequedad. El producto en bruto se disolvié en una pequefia cantidad de MeOH, se
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adsorbié sobre un lecho de Celite y se purific6 sobre una columna C18 de 50 g ISCO Gold de fase inversa (Fase mévil
A: 5:95 de acetonitrilo:agua con acetato de amonio 0,01 M; Fase mévil B: 95:5 de acetonitrilo:agua con acetato de
amonio 0,01 M; Gradiente: 0 % de B, retencién durante 5 min, 0-35 % de B, gradiente durante 20 min y 100 % de
retencién durante 5 min, analizado a razén de 30 ml/min) para proporcionar 4H (168 mg, 91 % de rendimiento) en
forma de un sélido de color blanco después de la liofilizaciéon. LCMS, [M+H]* = 723,08.

Preparacion de 4l:

41

A una solucién a temperatura ambiente de 4H (138 mg, 0,191 mmol) en piridina (19 ml) se le afiadié gota a gota una
solucién de fosfonato de difenilo (74 pl, 0,38 mmol) en DCM (1 ml) durante 20 minutos. A esta mezcla de reaccién se
le afiadié (E)-N,N-dimetil-N'-(3-tioxo-3H-1,2,4-ditiazol-5-il)formimidamida (120 mg, 0,57 mmol) y la mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 20 horas. A continuacion, la mezcla de reaccién se concentrd a sequedad. A
continuacién, el residuo se disolvié en metanol y se filtré. El filtrado se concentré y el residuo resultante se purificé
sobre una columna C18 de 50 g ISCO Gold de fase inversa (Fase mévil A: 5:95 de acetonitrilo:agua con acetato de
amonio 0,01 M; Fase movil B: 95:5 de acetonitrilo:agua con acetato de amonio 0,01 M; Gradiente: 0-30 % de B,
gradiente durante 15 min) para proporcionar 4l (93 mg, 61 % de rendimiento) en forma de una mezcla de dos
diastereémeros. LCMS, [M+H]* = 801,6.

Preparacion de los Ejemplos 4-1 y 4-2:

N-
HZN%,’ N HS‘/‘JO
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N o
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El Intermedio 4l (93 mg, 0,116 mmol) se traté con amoniaco 7 N en MeOH (5 ml, 35,0 mmol) y la mezcla de reaccién
se agitd durante 5 h a 55 °C. A continuacién, la mezcla de reaccién se concentrd y el producto en bruto se purificé por
HPLC preparativa (condiciones cromatograficas: Instrumento: Waters Autopure; Columna: Columna Xselect RP Prep
C18 OBD, 5 um, 19 x 150 mm; Caudal: 20,0 ml/min; Fase mévil: A: NH,OAc 100 mM (pH: 6,5); B: ACN (% de A =
100 % de B)), gradiente al 0-20 % de B durante 12 min, 20-95 % de B durante 0,5 min, 95 % de B, retencién durante
0,5 min y 95-0 % de B durante 0,5 min) para proporcionar los Ejemplos 4-1 y 4-2, respectivamente.

Ejemplos 4-1 (10,8 mg, 12 % de rendimiento); Tiempo de retencién: 6,53 min, Condiciones cromatograficas de HPLC
analitica 1; Masa observada: m/iz 682,5. 'TH RMN (499 MHz, METANOL-d4) & 8,24 (s, 1H), 8,08-8,18 (m, 3H), 7,91 (s,
1H), 6,24 (d, J = 15,62 Hz, 1H), 5,90-5,98 (m, 1H), 5,80-5,88 (m, 1H), 4,89-4,94 (m, 1H), 4,77-4,84 (m, 1H), 4,37-4,56
(m, 2H), 4,27-4,36 (m, 2H), 4,15 (m, 1H), 3,34-3,38 (m, 1H), 3,24-3,32 (m, 1H). 3P RMN (202 MHz, METANOL-d4) &
57,15 (s, 1P), 54,05 (s, 1P).

Ejemplos 4-2 (28,7 mg, 32 % de rendimiento)); Tiempo de retencién: 7,50 min, Condiciones cromatogréficas de HPLC
analitica 1; Masa observada: m/z 682,5; '"H RMN (499 MHz, METANOL-d4) 8 8,42 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 8,21 (s, 2H),
8,05 (s, 1H), 7,83 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 6,32-6,24 (m, 1H), 5,78-5,59 (m, 2H), 5,03-4,92 (m, 1H), 4,91-4,89 (m, 1H), 4,84-
4,76 (m, 1H), 4,567-4,47 (m, 2H), 4,47-4,40 (m, 1H), 4,38-4,25 (m, 2H), 4,17-4,07 (m, 1H). 3P RMN (202 MHz,
METANOL-d4) & 56,1 (s, 1P), 54,4 (s, 1P), 54,3 (s, 1P).

Condiciones cromatograficas de HPLC analitica 1:

Instrumento: Agilent 1290; Columna: Columna Xselect CSH C18, 3,5 um, 2,1 x 150 mm; Caudal: 0,35 ml/min; Fase
mévil: A: NHsOAc 20 mM (pH 6,5); B: NH4OAc 20 mM en ACN; gradiente al 0-35 % de B durante 15 min, 35-100 %
de B durante 1 min.

Ejemplos 5-1 y 5-2 4-[(1R,6R,8R,9R,10R,15R,17S,18R)-9-fluoro-18-hidroxi-8-{3H-imidazo[2,1-flpurin-3-il}-3,12-

dioxo-3,12-disulfanil-2,4,7,11,13,16-hexaoxa-3A%,12\°-difosfatriciclo[13.2.1.08'Joctadecan-17-il]piridin-2-
carboxamida
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v

5-1 (Diasteredmero 1)
5-2 (Diasteredmero 2)

La mezcla diastereomérica de los Ejemplos 1-3 y 1-4 (5,6 mg, 0,66 mmol) y 2-cloroacetaldehido (20 mg, 0,13 mmol)
en un tampén de AcOH/NaOAc a pH 4,5 (0,5 ml) se agité a temperatura ambiente durante 10 horas. El material en
bruto se purificé a través de HPLC preparativa con las siguientes condiciones: Columna: Agilent Bonus RP 21,2 x
100 mm, particulas de 5 ym; Fase mdvil A: agua con acetato de amonio 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo; Gradiente:
0 % de B, retencién de 0-6 minutos. 0 %-25 % de B durante 16 minutos, a continuaciéon una retencién de 4 minutos al
100 % de B; Flujo: 20 ml/min. Las fracciones que contenian los productos deseados se combinaron y se secaron a
través de evaporacion centrifuga para proporcionar el Ejemplo 5-1 (0,8 mg) y el Ejemplo 5-2 (0,5 mg).

Ejemplo 5-1: Tiempo de retencién de HPLC: 2,26 min (Columna: Agilent Bonus RP. 2,1 mm X 50 mm, 1,8 um; Fase
mévil A agua con acetato de amonio 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo. Temperatura: 50 °C; Gradiente: 0 % de B,
retencién de 1 min, a continuacion del 0 % de B al 100 % de B durante 4 min, a continuacién, una retencién de 0,75 min
al 100 % de B; Flujo: 1 ml/min; Deteccion: MS y UV (220 nm)); Masa observada: m/z 704,1; "H RMN (500 MHz, DMSO-
de) 8 9,13 (s, 1H), 8,51 (d a, J = 4,63 Hz, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,09 (m, 2H),7,71 (d a, J = 3,62 Hz, 1H), 7,43 (s a, 1H),
6,35 (d a, J= 14,39 Hz, 1H), 4,91-5,04 (m, 1H), 4,78 (d a, J = 8,41 Hz, 1H), 4,36-4,58 (m, 2H), 4,19-4,36 (m, 2H), 4,13
(s a, 1H), 3,87-4,08 (m, 2H), 3,74 (d a, J = 9,68 Hz, 1H), 3,45 (m, 1H).

Ejemplo 5-2: Tiempo de retencién de HPLC: 2,09 min (Columna: Agilent Bonus RP. 2,1 mm X 50 mm, 1,8 um; Fase
mévil A agua con acetato de amonio 20 mM; Fase mévil B: acetonitrilo. Temperatura: 50 °C; Gradiente: 0 % de B,
retencién de 1 min, a continuacion del 0 % de B al 100 % de B durante 4 min, a continuacién, una retencién de 0,75 min
al 100 % de B; Flujo: 1 ml/min; Deteccién: MS y UV (220 nm)); Masa observada: m/z 703,85; '"H RMN (500 MHz,
DMSO-dg) 8 9,24 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 8,25 (d, J = 4,88 Hz, 1H), 8,21 (s a, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,88-7,92 (m, 2H), 6,36
(da, J =14,65Hz, 1H), 4,86-5,06 (m, 1H), 4,73 (d a, J = 9,16 Hz, 1H), 4,42-4,58 (m, 2H), 4,21-4,37 (m, 2H), 4,11 (s a,
1H), 3,98 (d a, J = 6,10 Hz, 2H), 3,69-3,90 (m, 1H), 3,38 (m, 1H).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
Protocolo de ensayo del indicador de STING THP1

Las células THP1-Dual™ se obtuvieron de la linea celular de monocitos THP-1 humanos mediante la integracion
estable de dos construcciones indicadoras inducibles. Para este fin, las células THP1-Dual™ permiten el estudio
simultdneo de la ruta de NF-kB, mediante el control de la actividad de SEAP y la ruta de IRF mediante el calculo de la
actividad de una luciferasa secretada (Lucia). Ambas proteinas indicadoras son facilmente medibles en el
sobrenadante de cultivo celular cuando se usa QUANTI-Blue™, un reactivo de deteccion de SEAP, y QUANTI-Luc™,
un reactivo de deteccion de luciferasa.

Las células THP1-Dual™ inducen la activacion de NF-kB en respuesta a los agonistas de STING. También
desencadenan la ruta de IRF tras la estimulacién con los agonistas de STING, tales como cGAMP. Aqui, las células
THP-1-Dual se usaron para evaluar los aglutinantes de STING para determinar la funcién en el nivel celular.

Se afladieron diluciones en serie de compuestos en DMSO a placas de 384 pocillos de bajo volumen a razén de
100 nl/pocillo, usando un dispensador acustico ECHO (Labcyte, modelo 550) para lograr una concentracién de partida
final de 100 uM en suspension celular. Se afiadieron células indicadoras STING THP-1 Dual™ (Invivogen, Dual cells
n.° de cat. THPD-nfis) a las placas con compuestos a razén de 15.000 células en 10 pl por pocillo en medio RPMI
(Gibco, n.° de cat. 11875) que contenia plasma humano al 10 % en una placa de cultivo tisular de fondo transparente
de paredes de color negro de 384 pocillos de bajo volumen (Corning, n.° de cat. 3542) para el ensayo de SEAP y una
placa de color blanco sélida de bajo volumen (Corning, n.° de cat. 3826) para el ensayo de luciferasa. Se reservé una
columna de la placa para el tratamiento con cGAMP a razén de 100 uM para el calculo de activacién del 100 % y una
columna para la activacién inicial sin tratamiento (solo DMSO). A continuacién, las placas se incubaron en una
incubadora a 37 °C con CO2 al 5 % durante 20 horas.

En el ensayo de SEAP, se afiaden 5 ul de 2x QuantiBlue (Invivogen, n.° de cat. Rep-qb2) a placas de color negro de

384 pocillos sembradas con células THP1 y se incuban a 37 °C durante 2 horas. Las placas se leyeron en el Envision
(Perkin Elmer) a una longitud de onda de 620 nm (DO620). En el ensayo de luciferasa, se afiaden 5 pul de Quantiluc
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(Invivogen, Rep-qlc2) a las placas de 384 pocillos blancas sembradas con células THP1 y se leen a los 5 minutos en
el Envision (Perkin EImer) usando un protocolo de luminiscencia (RLU). Para ambas lineas celulares, la activacion al
100 % se determind mediante el valor (RLU) de las células STING THP-1 Dual estimuladas con cGAMP 100 pyM
(Invivogen, n.° de cat. TLRL-NACGA23-5).

ENSAYOS DE UNION A STING HTRF

Se usé un ensayo de unién de competicion basado en FRET resuelto en el tiempo para evaluar la unién del articulo
de prueba a STING WT y STING AQ. Se incubd el dominio citoplasmético de STING marcado con His (WT o AQ) a
una concentraciéon de 20 nM con anticuerpo anti His marcado con Tb 2,5 nM, compuesto de prueba y sonda analoga
de cGAMP marcada con fluoresceina (n.° de cat. BioLog C195) a una concentracién de 200 nM (STING WT) o 40 nM
(STING AQ) en PBS que contenia Tween-20 al 0,005 % y BSA al 0,1 % durante una hora. La fluorescencia se midi6
a 495 nm y 520 nm usando un lector de microplacas EnVision para cuantificar la FRET entre el anticuerpo anti His
marcado con Tb y la sonda marcada con fluoresceina. El fondo se definié como la sefial obtenida en ausencia de la
proteina STING y las relaciones de FRET menos el fondo se normalizaron respecto a la sefial maxima obtenida en
ausencia del compuesto de prueba. Estos valores se convirtieron en una inhibicién en porcentaje. El porcentaje de
inhibicién se determiné para los compuestos de prueba a razén de 11 concentraciones. La Clso, definida como la
concentracién del compuesto de prueba competitivo necesaria para reducir la uniéon especifica de la sonda en un
50 %, se calculé usando la ecuacidn logistica de 4 parametros para ajustar los datos

STING WT: His-TVMV-S-hSTING(155-341)-H232R

MGSSHHHHHHSSGETVRFQGHMSV AHGLAWSYYIGY LRLILPELQARIRT
YNOHYNNLLRGAVSQRLYTLLPLDCGVPDNLSMADPNIRFLDKLPQQTGD
RAGIKDRVY SNSIYELLENGQRAGTCVLEY ATPLQTLFAMSQYSQAGFSR
EDRLEQAKLFCRTLEDILADAPESONNCRLIAYQEPADDSSFSLSQEVLRH
LROQEEKEEV (SEQ 1D NOL 1)

STING AQ: His-TVMV-S-hSTING(155-341)-G230A-R293Q

MGSSHHHHHHSSGETVRFQGHMSV AHGLAWSYYIGYLRLILPELQARIRT
YNQHYNNLLRGAVSQRLYILLPLDCGVPDNLSMADPNIRFLDKLPQQTAD
RAGIKDRVYSNSIYELLENGQRAGTCVLEY ATPLQTLEAMSOYSQAGFSR
EDRLEQAKLFCOTLEDILADAPESGNNCRLIAY QEPADDSSFSLSQEVLRH
LROEEKEEV (SEQ ID NO: 2)

CEso de los ensayos de indicadores de THP1 Clso de los ensayos de unién a HTRF
N.°de (M) (M)

ejemplo IRF3 NFKB wWT AQ
Ejemplo 11 4,94 8,05 0,09 0,01
Ejemplo 21 >100 >100 10,29 0,60
Ejemplo 2-4 >100 >100 92,35 4,85
Ejemplo 31 9,23 22,57 0,78 0,04
Ejemplo 3-2 >100 >100 40,94 1,64
Ejemplo 3-3 >100 >100 14,41 1,03
Ejemplo 3-4 7,40 19,31 1,21 0,09
Ejemplo 4-1 19,01 57,14 0,66 0,05
Ejemplo 4-2 0,37 1,32 0,09 0,03
Ejemplo 5-2 0,14 0,38 93,44 13,98
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula
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o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.
20

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde el compuesto es

25 o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisémero del mismo.
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3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 1, donde el compuesto es

o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde el compuesto es

HS O ~
o-P-0 NN

N

o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 1, donde el compuesto es
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o una sal farmacéuticamente aceptable, un tautémero o un esterecisbmero del mismo.

6. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas portadores, diluyentes o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

7. Un producto farmacéutico de combinacién que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, junto con uno o mas agentes
terapéuticamente activos diferentes.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para uso en terapia.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para su uso en el tratamiento del cancer.

10. El compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en
donde el cancer es cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, cancer colorrectal, melanoma,
carcinoma de células renales, cancer de cabezay cuello, linfoma de Hodgkin, cancer de vejiga, carcinoma de eséfago,
carcinoma géstrico, carcinoma de ovario, carcinoma de cuello del utero, carcinoma de pancreas, carcinoma de
prostata, cdnceres de mama, carcinoma urinario, tumores cerebrales, tales como glioblastoma, linfoma no Hodgkin,
leucemia linfatica aguda (ALL), leucemia linfatica crénica (CLL), leucemia mieloide aguda (AML), leucemia mieloide
crbnica (CML), carcinoma hepatocelular, mieloma multiple, tumores estromales gastrointestinales, mesotelioma y otros
tumores sélidos u otros canceres hematolégicos.

11. El compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en
donde el cancer es cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, cancer colorrectal, melanoma,
carcinoma de células renales, cdncer de cabeza y cuello, linfoma de Hodgkin y cancer de vejiga.

12. Un compuesto, de acuerdo con la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso

en el tratamiento del cancer en un sujeto que o necesita junto con la administracién de una cantidad terapéuticamente
eficaz de uno o méas agentes inmunooncolégicos.
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13. El compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en
donde el agente inmunooncolégico es ipilimumab o un antagonista de PD-L1.

14. Una composicidn que consiste en un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un agente antineoplasico que es un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo
que se une especificamente a un receptor de muerte programada-1 (PD-1) e inhibe |la actividad de PD-1 para su uso
en el tratamiento de un sujeto que padece cancer.

15. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el anticuerpo anti PD-1 es nivolumab
0 pembrolizumab.
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