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DESCRIPCION

Inhibidores de la adhesion celular.
Antecedentes

La adhesioén celular es un procedimiento mediante el cual las células se asocian unas con otras, se desplazan hacia
una diana especifica o se localizan en la matriz extra-celular. Como tal, la adhesién celular constituye uno de los
mecanismos fundamentales que subyacen en numerosos fenémenos bioldgicos. Por ejemplo, la adhesion celular es
responsable de la adhesién de células hematopoyéticas a células endoteliales y la posterior migracién de esas células
hematopoyéticas fuera de los vasos sanguineos y al sitio de la herida. Como tal, la adhesién celular desempefia una
funcién en patologias como inflamacién y reacciones inmunes en mamiferos.

Las investigaciones en la base molecular de la adhesién celular han puesto de manifiesto que diversas macromo-
Iéculas de la superficie celular, colectivamente conocidas como moléculas o receptores de adhesion celular, median
en las interacciones de célula-célula y célula-matriz. Por ejemplo, las proteinas de la superfamilia denominadas “in-
tegrinas” son mediadoras clave en las interacciones adhesivas entre células hematopoyéticas y su microentorno (M.E.
Hemler, “VLA Proteins in the Integrin Family: Structures, Functions, and Their Role on Leukocites”, Ann. Rev. Immu-
nol. 8, pag. 365 (1990)). Las integrinas son complejos heterodimeros no covalentes que consisten en dos subunidades
denominadas « y 8. Hay al menos 12 subunidades « diferentes (a1-a-6, a-L, a-M, @-X, a-1IB, @-V y a-E) y al menos
9 subunidades g diferentes (81-9). Basdndose en el tipo de sus componentes de subunidades @ y 8, cada molécula de
integrina es clasificada en una subfamilia.

La integrina @481, también conocida como antigeno-4 muy tardio (“VLA-4"), CD49d/CD29 es un receptor de la
superficie celular de leucocitos que participa en una amplia diversidad de interacciones adhesivas tanto de célula-célula
como de célula-matriz (M.E. Hemler, Ann. Rev. Immunol., 8, pag. 365 (1990)). Sirve como receptor para la proteina
de superficie celular endotelial inducible por citoquinas, molécula 1 de adhesién de células vasculares (“VCAM-17),
como para la fibronectina de la proteina de la matriz extracelular (“FN”) (Ruegg et al., J. Cell. Biol., 177, pag. 179
(1991); Wayner et al., J. Cell. Biol., 105, pag. 1873 (1987); Kramer et al., J. Biol. Chem. 264, pag. 4684 (1989);
Gehlsen et al. Science, 24, pag. 1228 (1988)). Los anticuerpos monoclonales anti-VLA4 (“mAb”) se ha mostrado
que inhiben las interacciones adhesivas dependientes de VLA-4 tanto in vitro como in vivo (Ferguson et al. Proc.
Nat. Adad. Sci., 88, pag. 8072 (1991); Ferguson et al., J. Immunol., 150, pag. 1172 (1993)). Los resultados de los
experimentos in vivo sugieren que esta inhibicién de la adhesién celular dependiente de VLA-4 puede prevenir o
inhibir diversas patologias inflamatorias y autoinmunes (R. L. Lobb et al., “The Pathophysiologic Role of a4 Integrins
In Vivo”, J. Clin. Invest., 94, pag. 1722-28 (1994)).

A pesar de estos avances, continia habiendo una necesidad de inhibidores especificos y pequefios de la adhesion
celular dependiente de VLA-4. Idealmente, estos inhibidores pueden ser administrados por via oral. Estos compuestos
proporcionarian agentes utiles para el tratamiento, prevencion o supresion de diversas patologias mediadas por la
adhesion celular y la unién de VLA-4.

Sumario

La presente invencién proporciona nuevos compuestos no péptidos que inhiben especificamente la unién de ligan-
dos a VLA-4. Estos compuestos son ttiles para la inhibicién, prevencién y supresion de la adhesion celular mediada
por VLA-4 y patologias asociadas con esa adhesién, como inflamacién y reacciones inmunes Los compuestos de
esta invencion pueden ser usados solos o en combinacién con otros agentes terapéuticos o profildcticos que inhiban,
prevengan o supriman la adhesion celular. Esta invencion proporciona también composiciones farmacéuticas que con-
tienen los compuestos de esta invencién. Los compuestos y composiciones de la invencién pueden ser usados para la
inhibicién de la adhesién celular.

Los nuevos compuestos y composiciones de la invencién son ventajosamente usados para tratar enfermedades
inflamatorias e inmunes. La descripcién proporciona también métodos para preparar los compuestos de esta invencién
y los intermedios para los mismos.

Esta invencidn se refiere a inhibidores de la adhesion celular de férmula (I):

RP-L-L -R! M

en la cual

R! es pirrolidinil-SO,-fenilo opcionalmente sustituido, en el que el sustituyente opcional es alquilo o halo;
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L’ es de formula (iv)

X (iv)

enla que Y' es -NH-CO-, R? es H, Y? es un enlace y X es COOH;

L es de férmula (v)

Y3
e
\ v \ )

en la que Y? -(CH,)_s-, € Y* es -CO-NH; y

R® es de férmula R*-Y3-N(R?)-CH(R®)-, en que R® es la cadena lateral de leucina o isoleucina; R3 es hidrégeno o
metilo; Y? es C(=0)- y R* es o-metilfenilureidofenil-CH,;

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En una realizacién, los compuestos de la invencién tienen un valor de ICs, de 5 mM o por debajo, 2 nM o por
debajo, 1 nM o por debajo o0 0,5 nM o por debajo. Los valores de ICs, pueden ser determinados mediante ensayos de
unién como se describe con posterioridad o mediante otros métodos convencionales conocidos. En una realizacion,
los compuestos de la invencidn tienen un % unido a la forma activada por Mn de moléculas de VLA-4 de 50% o mis,
75% o mas, 90% o mas 0 95% o mds. En una realizacion, los compuestos de la invencion tienen un % unido de la
forma activada por Ca/Mg de moléculas de VLA-4 de 50% o mas, 75% o mas, 90% o mas 0 95% o mas. El % unido
a las moléculas de VLA-4 puede ser determinado mediante ensayos biolégicos como se describe con posterioridad.

A continuacion se exponen algunos ejemplos de un compuesto de esta invencién. Por motivos de conveniencia, el

atomo de nitrégeno y el dtomo de carbono en la columna “N(R®)-CH(R®)” representan los dtomos de nitrégeno @ y los
dtomos de carbono @ del aminoécido indicado. Por ejemplo, una entrada “Leu” indica que R® es H y R® es isobutilo.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Uno o mas de los inhibidores anteriormente descritos o sus sales pueden ser usados para la elaboracién de un
medicamento para tratar los trastornos anteriormente mencionados.

Un aspecto adicional de esta invencion se refiere a una composicién que comprende una vehiculo farmacéutico y
una cantidad eficaz de un compuesto de férmula (1), supra.

Un compuesto de férmula (I), supra, puede ser usado en un método para inhibir la adhesion celular dependiente
de VLA-4, mediante el cual va a ser administrado a un paciente que lo necesita en una cantidad eficaz.

La capacidad de los compuestos de esta invencion para antagonizar las acciones de VLA-4 los hace ttiles para
prevenir, tratar o invertir los sintomas, trastornos o enfermedades inducidos por la unién de VLA-4 a sus ligandos.
Por tanto, estos antagonistas inhibirdn los procedimientos de adhesién celular que incluyen la activacién, migracion,
proliferacién y diferenciacion celular. Por lo tanto, pueden ser usados en métodos para el tratamiento, prevencion,
alivio o supresion de enfermedades o trastornos mediados por la trayectoria de VLA-4. Estas enfermedades y trastornos
incluyen, por ejemplo, asma, esclerosis multiple, rinitis alérgica, conjuntivitis alérgica, enfermedades pulmonares
inflamatorias, artritis reumatoide, artritis séptica, diabetes de tipo I, rechazo de trasplante de érganos, enfermedad de
inflamacién intestinal y otras.

Los compuestos de la invencidn contienen uno o mds centros simétricos y, por tanto, se pueden producir como race-
matos y mezclas racémicas, enantidmeros tnicos, mezclas diasteredmeras y diastereémeros individuales. La presente
invencion se entiende que abarca todas estas formas isémeras de los compuestos de la invencion.

La invencidn reivindicada estd previsto también que abarque las sales farmacéuticamente aceptables de Férmula 1.
La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a sales preparadas a partir de bases o dcidos no toxicos
farmacéuticamente aceptables que incluyen bases inorgdnicas u orgdnicas y acidos inorgdnicos u organicos. Las sales
derivadas de bases inorgénicas incluyen sales de aluminio, amonio, calcio, cobre, férricas, ferrosas, litio, magnesio,
mangénicas, manganosas, potasio, sodio, zinc y similares. Son particularmente preferidas las sales de amonio, calcio,
magnesio, potasio y sodio.

Las sales derivadas de bases no téxicas organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas prima-
rias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas que se producen de forma natural,
aminas ciclicas y resinas bdsicas de intercambio i6nico, como arginina, betaina, cafeina, colina, N,N’-dibencileti-
lendiamina, dietilamina, 2-dietilaminoetanol, 2-dimetilaminoetanol, etanol-amina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-
etilpiperidina, glucamina, glucosamina, histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilglucamina, morfolina, pi-
perazina, piperidina, resinas de poliaminas, procaina, purinas, teobromina, trietilamina, tripropilamina, trometamina y
similares.

Cuando el compuesto de la presente invencion es basico, pueden ser preparadas sales a partir de dcidos no t6xicos
farmacéuticamente aceptables, que incluyen 4cidos inorganicos y organicos. Estos dcidos incluyen los dcidos acético,
bencenosulfénico, benzoico, alcanforsulfénico, citrico, etanosulfénico, fumdrico, glucénico, glutdmico, bromhidrico,
clorhidrico, isetiénico, lactico, maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico,
fosférico, succinico, sulftrico, tartdrico, p-toluenosulfénico y similares. Son particularmente preferidos los acidos
citrico, bromhidrico, clorhidrico, maleico, fosférico, sulfirico y tartdrico.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “alquilo”, solo o en combinacion, se refiere a un radical
alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de 1 a 10, preferentemente de 1 a 6 y mas preferentemente de
1 a 4 atomos de carbono. Ejemplos de estos radicales incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo,
n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, isoamilo, hexilo, decilo y similares.

Como se usa en toda esta solicitud, el término “paciente” se refiere a mamiferos, incluidos seres humanos. Y el
término “célula” se refiere a células de mamiferos, incluidas células humanas.

Teniendo en cuenta las definiciones anteriores, otros términos quimicos usados en toda esta solicitud pueden ser
facilmente comprendidos por los expertos en la técnica. Los términos pueden ser usados solos o en cualquier combi-
nacion de los mismos. Las longitudes de cadena preferidas y mas preferidas de los radicales se aplican a todas estas
combinaciones.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion serdn evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
de diversas realizaciones, y también a partir de las reivindicaciones anejas.

Descripcion detallada

Los compuestos de esta invencion pueden ser sintetizados usando cualquier técnica convencional, de las que se
ilustran varias en la presente memoria descriptiva. Preferentemente, estos compuestos son quimicamente sintetizados
a partir de materiales de partida facilmente disponibles, como @-aminodcidos y sus equivalentes funcionales. Los
métodos modulares y convergentes para la sintesis de estos compuestos son también preferidos. En una aproximacién
convergente, por ejemplo, grandes secciones del producto final son llevadas conjuntamente en las dltimas etapas de la
sintesis, en lugar de mediante una adicién aumentada de pequefios trozos a una cadena molecular creciente.
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Los compuestos de la invencién. R*-L-I’-R!, segtin una realizacién, pueden ser representados como R*-Y*-Y?3-
CH(X)-Y'-R'. Este compuesto puede ser considerado como un derivado de dipéptido: con R' como un residuo de
aminodcido o un derivado del mismo; Y' como un enlace amido, o un derivado del mismo, entre los dos residuos; X
como un carboxilato o un derivado del mismo; C como un atomo de carbono «@ en el segundo residuo; y R*-Y*-Y?-
como la cadena lateral del segundo residuo.

En el método general ilustrado a continuacion, el compuesto R3—Y4—Y3—CH(X)—Y1—R1 es preparado acoplando pri-
mero un Y*-Y*-CH(X)-Y" apropiadamente protegido con un R* apropiadamente protegido. Y° y X fueron definidos
anteriormente. Y¥, Y y R¥ son precursores de Y*, Y! y R, respectivamente.

Los compuestos de férmula Y#-Y?-CH(X)-Y" estdn disponibles en el comercio o pueden ser reparados segiin
métodos conocidos por un experto ordinario en la técnica. Por ejemplo, si Y' es un grupo amino, X es un carboxilato
y Y¥-Y?- es -NH,-(CH,);-, el compuesto Y¥-Y3*-CH(X)-Y" es ornitina. Como otro ejemplo, si Y!" es un grupo amino,
X es carboxilato y Y¥-Y3- es 4-NH,-fenil-CH,-,el compuesto Y*-Y*-CH(X)-Y" es 4-aminofenilalanina, disponible
por reduccién de 4-nitrofenilalanina disponible en el comercio. Una reduccién adicional del resto fenilo produce un
compuesto en el que Y! es un grupo amino, X es carboxilato y Y¥-Y?- es 4-NH;-ciclohexil-CH,- o 4-aminociclohe-
xilalanina, disponible en el comercio como una mezcla de isémeros cis y trans. Como se mencioné anteriormente, son
necesarios grupos protectores apropiados para evitar que ciertas funcionalidades experimenten reacciones indeseadas.
Usando ornitina como un ejemplo, Y y X son funcionalidades que no estdn involucradas en la primera reaccién
de acoplamiento, y deben ser protegidas con grupos protectores de amino comunes, como carbamatos (por ejemplo,
carbamato de t-butilo (BOC) y carbamato de bencilo (CBZ)) y grupos protectores de carboxilo comunes como ésteres
sustituidos (por ejemplo, éster etilico y éster metoximetilico). Para mds grupos protectores apropiados, véase la obra
de T. W. Greene, “Protecting Groups in Organic Synthesis”, John Wiley & Sons, New York, 1981, y las referencias
citadas en la misma.

El compuesto R¥ puede estar representado por la férmula Z3-L°-Z*-T o R*-Y’-N(R)CH(R®)-T’. Cada uno de T
y T’ es una funcionalidad que se une con Y* para formar Y*. Por ejemplo, si el Y* deseado es un enlace amido,
puede ser formado haciendo reaccionar un grupo amino (Y*) con un grupo carboxilo (T o T’) en presencia de un
reactivo de acoplamiento comiin como hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio (BOP) o
hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HBTU). Como otro ejemplo, si el Y* deseado
es un aril-éter, puede ser formando haciendo reaccionar un fenol con un alcohol en presencia de dicarboxilato de
dietilo (DEAD) y trifenilfosfina.

Cuando R¥ es de férmula Z*-L°-Z*-T, el compuesto estd disponible en el comercio o puede ser preparado segin
métodos conocidos por un experto ordinario en la técnica. Por ejemplo, cuando Z* es 2-metil-fenilo, Z* es fenilmetilo,
L® es -NH-CO-NH- y T es -COOH, R¥ es 4cido o-metilfenilureidofenilacético y puede ser obtenido mediante la
reaccion de dcido 4-aminofenilacético con isocianato de 2-metilfenilo. Como otro ejemplo, cuando Z* es 3-indol, Z*
es fenilmetilo, L* es -CO-NH- y T es -COOH, R* es 4cido 3-indolcarboxamidofenilacético y puede ser obtenido
mediante reaccién de dcido 4-aminofenilacético con cloruro de indol-3-carbonilo.

Cuando R¥ es de férmula R*-Y3-N(R*)-CH(R®)-T’, Y¥-Y?-CH (X)-Y" puede acoplarse a NH(R®)-CH(R®)-T" pa-
ra formar el intermedio NH(R*)-CH(R®)-Y*-Y?*-CH(X)-Y" antes de acoplarse adicionalmente a R*-Y*" para formar
R*-Y?-N(R*)-CH(R®)-Y*-Y?-CH(X)-Y". Y es una funcionalidad que, tras experimentar reacciones de acoplamiento
adicionales, da lugar a la funcionalidad Y°. Debe apreciarse que el compuesto NH(R?)-CH(R®)-T” puede ser un deri-
vado de aminodcido que esté disponible en el comercio y puede ser preparado usando métodos convencionales por un
experto ordinario en la técnica. Por ejemplo, cuando T’ es carboxilo, R® es isobutilo y R es metilo, el compuesto NH
(R*)-CH(R®)-T’ es N-metil-leucina. R*-Y* puede ser acoplado a NH(R®)-CH(R®)-Y*-Y*-CH(X)-Y" mediante méto-
dos sintéticos comtinmente usados. Por ejemplo, si Y* es carboxilo, el Y* es un enlace amido y puede ser preparado
usando reactivos comunes de sintesis de péptidos, como se mencioné anteriormente. Como otro ejemplo, si Y es un
haluro o sulfonato, el Y° resultante es una amina secundaria o terciaria que resulta de la alquilacién de la amina de par-
tida. Alternativamente, para formar el compuesto R*-Y>-N(R?)-CH(R®)-Y*-Y?-CH(X)-Y", NH(R®)-CH(R®)-T" puede
ser acoplado primero a R*-Y” para formar el intermedio R*-Y3-N(R*)-CH(R®)-T" antes de acoplarse adicionalmente
a Y¥-Y?-CH(X)-Y". El Ejemplo 1 siguiente proporciona un procedimiento detallado en el que R? es de férmula R*-
Y-N(R*)-CH(R®)-.

Alternativamente, cuando R* es de férmula Z3-L"-Z*-T, puede reaccionar con Y¥-Y*-CH(X)Y" para formar Z>-
L°-Z*-Y*-Y?-C(X)-Y'. Véase el Ejemplo 2.

El producto final R*-Y*-Y?-CH(X)-Y' puede ser seguidamente formado haciendo reaccionar R*-Y>-N(R®)-CH

RY-Y*-Y3-CH(X)-Y" 0 Z3-L"-Z*-Y*-Y3-CH(X)-Y" con R" (el precursor de R"). El resto Y' puede ser formado de
una manera similar a Y*.
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Un inhibidor de la adhesién celular de la invencién puede ser purificado mediante métodos convencionales como
cromatografia o cristalizacion.

A continuacion se exponen métodos generales para preparar un compuesto de esta invencion.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Meétodo general A

Preparacion en fase solida de derivados de diaminopropionato
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Resina de Wang protegida ortogonalmente con Fmoc/Dde (II): se unié 4cido S-N-a-Fmoc-N-B-Dde-diaminopro-
pidnico I (4,95 g, 10,1 mmol) a resina de Wang (7,88 g, 0,64 mmol/g, malla 100-200) mediante reaccién con cloruro
de 2,6-diclorobenzoilo (1,45 ml, 10,1 mmol) y piridina seca (1,35 ml) en 40 ml de DMF seca. La mezcla se agit6
durante 16 h a temperatura ambiente. La resina se aisl6 por filtracién y se lavé tres veces con DMF y diclorometano.
La resina fue rematada en los grupos terminales con cloruro de diclorobenzoilo y piridina (2 ml de cada uno) durante
2 h seguido de lavado como anteriormente. La resina resultante contenia 0,64 mol/g de Fmoc segtin se determiné

mediante tratamiento con piperidina y medicién de Aq.

Desproteccion y acilacion de N-a: La resina de diaminopropionato, II, fue tratada con piperidina al 20% en DMF
durante 15 minutos, después de lo cual fue filtrada y lavada con DMF y diclorometano. La resina desprotegida fue
inmediatamente acilada mediante tratamiento con R'CO,H (2 eq.), HATU (2 eq.) y diisopropiletilamina (4 eq.). Las
reacciones fueron agitadas durante 2 h, filtradas y se repiti6 la acilacién. La complecién de la acilacién fue determi-
nada mediante ensayo Kaiser negativo. La resina fue filtrada y lavada con DMF y diclorometano. Si R'CO,H es un
aminodcido protegido con Fmoc, la desproteccién y la acilacién son repetidas como se describié anteriormente.

Desproteccion y acilacién de N-B: La resina acilada de diaminopropionato, III, fue tratada con hidrazina al 2%

en DMF durante 1 h, después de lo cual fue filtrada y lavada con DMF y diclorometano. La resina desprotegida fue
inmediatamente acilada mediante tratamiento con R*CO,H (2 eq.), HATU (2 eq.) y diisopropiletilamina (4 eq.). Las
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reacciones fueron agitadas durante 2 h, filtradas y se repiti6 la acilacién. La resina fue filtrada y lavada con DMF y
diclorometano.

Escision de producto final de la resina: La resina diacilada de diaminopropionato, IV, fue tratada con 95% TFA/5%
agua durante 1 h. El disolvente fue separado por filtracion y la resina fue lavada con dos pequenas partes de TFA. Las
soluciones combinadas de TFA fueron concentradas bajo vacio y el residuo resultante fue purificado por HPLC de
fase inversa, produciendo derivados puros de diacildiamonopropionato.

Meétodo general B

Preparacion de derivados de beta-lisina
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Ester metilico de omega-N-Cbz-beta-N-BOC-beta-homolisina (II): Se disolvié omega-N-Cbz-beta-N-BOC-beta-
homolisina, I, en N,N-dimetilformamida. A esta solucién se afiadié bicarbonato de sodio (10 equivalentes) y segui-
damente yodometano (6 equivalentes) con agitacién. Después de agitar durante una noche a temperatura ambiente, la
mezcla de reaccion fue dividida en partes entre agua y acetato de etilo. La capa orgdnica fue lavada con solucién satu-
rada de cloruro de sodio y seguidamente fue secada sobre sulfato de sodio. La filtracién y evaporacién del disolvente
estuvo seguida de una cromatografia de gel de silice (hexano/acetato de etilo) para producir el éster II.

Ester metilico de beta-N-BOC-beta-homosilina (IIT): Se disolvié N-Cbz-carbamato II en metanol. A esto se anadid
10% de paladio sobre carbono. La mezcla fue barrida con nitrégeno y seguidamente fue afiadido hidrégeno (3,45
bares). Después de agitar durante una noche, el catalizador fue separado usando un filtro Whatman PTFE y la solucién
fue concentrada para producir la amina III en bruto.

N-omega-acilacién: La amina III (111 mg) Se disolvieron hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (HBTU, 1,1 equivalentes) y R2CO,H (1,1 equivalentes) en N,N-dimetilformamida. A esta solucién
fue afiadida N,N-diisopropiletilamina (2,5 equivalentes). Después de agitar durante una noche, la reaccién fue inacti-
vada con solucién acuosa al 5% de 4cido citrico, y seguidamente fue extraida con acetato de etilo. Las fases orgédnicas
fueron lavadas con solucién saturada de cloruro de sodio y seguidamente secadas sobre sulfato de sodio. Una filtracién
y separacion del disolvente por evaporacion rotatorio produjeron la amida en bruto IV, que fue usada sin purificacién
adicional.

N-beta-desproteccion y acilacién: Se traté N-BOC-carbamato en bruto IV con cloruro de hidrégeno saturado en
acetato de etilo, preparado haciendo burbujear cloruro de hidrégeno gaseoso a través solucion de de acetato de etilo
fria (cero grados) durante 30 minutos. La reaccion fue agitada durante una hora, seguidamente concentrada hasta
sequedad para producir la amina en bruto V, que fue usada sin purificacion adicional. La amina en bruto V fue disuelta
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en N,N-dimetilformamida junto con R*CO, (1 equivalente) y HBTU (1,1 equivalente). Con agitacién fue afadida
N,N-diisopropiletilamina (7,5 equivalentes). Después de agitar durante una noche, la reaccién se dividié en partes
entre 4cido citrico acuoso al 5% y acetato de etilo. La capa organica fue lavada con solucién saturada de cloruro de
sodio y seguidamente secada sobre sulfato de sodio. La filtracién del agente desecante y la evaporacién del disolvente
proporcionaron la amida VI en bruto, que fue usada sin purificacién adicional.

Desproteccion final: El éster metilico VI fue disuelto en tetrahidrofurano y metanol. Con agitacién fue anadido
hidréxido de litio acuoso (2 N). Después de agitar durante una hora, la mezcla de reaccién fue concentrada hasta
sequedad. El residuo fue dividido en partes entre cloruro de hidrégeno acuoso 1 Ny acetato de etilo, y la capa orgdnica
fue lavada con cloruro de sodio saturado. Un secado sobre sulfato de sodio, filtrado y evaporacién proporcionaron el
acido en bruto. Una purificacién por cromatografia liquida de alta resolucién de fase inversa proporciond dcido puro.

Método general C

Preparacion en fase sélida de derivados de lisina
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Resina de Wang de Fmoc/Dde-lisina (II): Se uni6 N-a-Fmoc-N-B-Dde-lisina, I (5,0 g, 9,39 mmol) a resina de
Wang (7,34 g, 0,64 mmol/g, malla 100-200) mediante reaccién con cloruro de 2,6-diclorobenzoilo (1,33 ml, 10,1
mmol) y piridina seca (1,27 ml) en 50 ml de DMF seca. La mezcla fue agitada durante 16 h a temperatura ambiente.
La resina fue aislada por filtracién y fue lavada tres veces con DMF y diclorometano. La resina fue rematada en los
grupos terminales mediante reaccién con cloruro de diclorobenzoilo y piridina (2 ml de cada uno) durante 2 h seguido
de un lavado como anteriormente. La resina resultante contenia 0,56 mmol/g de Fmoc segtin se determiné mediante
tratamiento con piperidina y medicion de A,g.

Desproteccion y acilacién de N-a: La resina de diaminopropionato, II, fue tratada con 20% de piperidina en
DMF durante 15 minutos, después de lo cual fue filtrada y lavada con DMF y diclorometano. La resina desprotegida
fue inmediatamente acilada mediante tratamiento con R'CO,H (2 eq.), HATU (2 eq.) y diisopropiletilamina (4 eq.).
Las reacciones fueron agitadas durante 2 h, filtradas y fue repetida la acilacién. La complecion de la acilacién fue
determinada mediante un ensayo Kaiser negativo. La resina fue filtrada y lavada con DMF y diclorometano. Si R'CO,H
es un aminodcido protegido con Fmoc, la desproteccion y acilacién son repetidas como se describid anteriormente.

Desproteccion y acilacién de N-g: La resina de lisina acilada, I11, fue tratada con 2% de hidrazina en DMF durante
1 h, después de lo cual fue filtrada y lavada con DMF y diclorometano. La resina desprotegida fue inmediatamente
acilada mediante tratamiento con R*CO,H (2 eq.), HATU (2 eq.) y diisopropiletilamina (4 eq.). Las reacciones fueron
agitadas durante 2 h, filtradas y se repiti6 la acilacion. La resina fuel filtrada y lavada con DMF y diclorometano.

Escision de producto final a partir de resina: La resina de diacil-lisina, IV, fue tratada con 95% TFA/5% agua
durante 1 h. El disolvente fue separado por filtracion y la resina fue lavada con dos pequefias partes de TFA. Las

soluciones combinadas de TFA fueron concentradas bajo vacio y el residuo resultante fue purificado por HPLC de
fase inversa produciendo derivados puros de diacil-lisina.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Meétodo general D

Preparacion de derivados de dcido oMePUPA-N-MeLeu-a,y-diaminobutirico
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Hidrocloruro de éster metilico de 4cido N-a-CBZ-L-2,4-diaminobutirico (I): En un matraz RB de 500 ml se pusie-
ron en suspension 8,4 g (33,3 mmol) de dcido N-a-CBZ-L-2,4-diaminobutirico en 200 ml de metanol con agitacion.
Este se enfrié a 0°C (bafio con hielo) y seguidamente se afiadieron gota a gota 14,6 ml (200 mmol) de SOCI, durante
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15 minutos para proporcionar una solucion incolora. La solucién se dejé calentar a TA (temperatura ambiente) y fue
agitada durante una noche. La solucién fue concentrada, se volvié a disolver en MeOH y fue concentrada 2x, seguida-
mente fue disuelta en CH,Cl,, concentrada y colocada bajo alto vacio durante 16 horas para proporcionar el compuesto
I en forma de una espuma ligeramente amarilla, que pesaba 10,33 g (34,2 mmol, 103%). M/z =267,1 (M+H").

Ester metilico de BOC-N-metil-leucinil-(N-a-CBZ)-GABA (II): En un matraz RB de 500 ml fueron disueltos
10,33 g (33,3 mmol) de I (PM = 302) en 10 ml de dimetilformamida (DMF) seca con agitacién para proporcionar
una solucién incolora. A ésta se afiadieron 17,4 ml (100 mmol) de diisopropiletilamina (DIEA), seguidamente 7,96 g
(32,5 mmol) de Boc-N-Me-leucina y finalmente 14,83 g (39,0 mmol) de hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-
1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU) para proporcionar una solucién amarilla. Esta fue agitada durante una noche,
después de lo cual una HPLC no mostré nada de material de partida. La solucién fue diluida con acetato de etilo
(EtOAc, 500 ml) y lavada con HCl 1 N (2x), NaOH 1 N (2x) y salmuera (1x). La fase organica fue secada sobre
MgSO, anhidro, filtrada y concentrada hasta dar un aceite rojo. Una cromatografia con 2:1 de hexano/EtOAc frente a
gel de silice proporciond 12,56 g (25,5 mmol, 78%) de II (R; = 0,46 con 1:1 de hex/EtOAc frente a silice) en forma de
un jarabe amarillo (HPLC > 99%). M/z = 494,3 (M+H").

Sal de trifluoroacetato de éster metilico de H-N-metil-leucinil-(N-a-CBZ)-GABA (III): En un matraz RB de 50
ml fueron disueltos 0,50 g (1,01 mmol) de IT (PM = 493) en 10 ml de CH,Cl, con agitacién para proporcionar una
solucién incolora. A ésta se afiadieron 2 ml (26 mmol, gran exceso) de acido trifluoroacético y la solucién resultante
fue agitada durante cuatro horas, después de lo cual una HPLC no mostré nada de material de partida. La solucién
fue concentrada, vuelta a disolver en CH,Cl, y concentrada (2x), y seguidamente fue colocada bajo alto vacio durante
una noche para proporcionar 0,52 g (~cuantitativo) de III en forma de un aceite amarillo muy palido. M/z = 394,4
(M+H"). Material arrastrado.

Ester metilico de oMePUPA-N-metil-leucinil-(N-a-CBZ)-GABA (IV): En un vial de 10 ml fueron disueltos 0,52
g (1,01 mmol) de IIT (PM = 507) en 5 ml de DMF con agitacién para proporcionar una solucién amarilla palida. A
ésta se afiadieron 525 ul (3,0 mmol) de DIEA, seguidamente 284 mg (1,0 mmol) de 4cido libre oMePUPA (Ricerca;
PM = 284) y finalmente 0,42 g (1,1 mmol) de HATU para proporcionar una soluciéon amarilla. Esta fue agitada
durante una noche, después de lo cual una HPLC mostré que no quedaba nada de material de partida. La solucién
fue diluida con EtOAc (75 ml) y lavada con HC1 1 N (3x), NaOH 1 N (3x) y salmuera (1x). La fase organica se
seco con MgSQ,, se filtrd y el filtrado se concentrd hasta da runa mezcla amarilla de aceite/s6lido. Una cromatografia
con 1:2 de acetonitrilo/CH,Cl, frente a silice proporcioné 0,49 g (0,74 mmol, 74%) de VI (R; = 0,56 con 1:1 de
acetonitrilo/CH,Cl, frente a silice) en forma de un sélido espumoso blanco brillante (HPLC > 99%). M/ = 660,1
(M+H").

Hidrocloruro de éster metilico de oMePUPA-N-metil-leucinil-(N-a-H)-GABA (V): En un recipiente a presion
elevada de 85 ml fueron disueltos 400 mg (0,61 mmol) de IV (PM = 659) en 10 ml de MeOH con agitacién para
proporcionar una solucién incolora. El recipiente fue barrido con nitrégeno y se afiadieron ~50 mg (catalitica) de 10%
de paladio sobre carbono. Los lados del recipiente fueron lavados con MeOH adicional, y el recipiente fue tapado con
un cabezal de hidrogenacién. En el recipiente se introdujo H, a 4,14 bares y la mezcla fue agitada durante una noche,
después de lo cual el recipiente fue purgado a temperatura ambiente. La mezcla fue filtrada a través de Celite 545, el
cartucho de filtracion fue lavado con MeOH adicional (10 ml) y el filtrado fue concentrado. El residuo fue disuelto en
MeOH minimo (2 ml) y se hizo gotear en HCI 1,0 M en dietil-éter para proporcionar un precipitado blanco. El sélido
fue triturado en el HCIl/éter durante 20 minutos, seguidamente fue filtrado, el s6lido fue lavado con éter y secado con
aire durante una hora. El s6lido blanco fue seguidamente triturado en forma de un polvo con una espatula, fue lavado
con éter adicional y secado con aire durante una noche para proporcionar 336 mg (0,60 mmol, 98%) de V en forma de
un polvo blanco (HPLC > 99%). ESMS m/z = 526,6 (M+H").

Acilacién e hidrdlisis final: La amina V en bruto fue disuelta en N,N-dimetilformamida junto con R*CO,H (1
equivalente) y HBTU (1,1 equivalente). Con agitacién fue afiadida N,N-diisopropiletilamina (4 equivalentes). Después
de agitar durante una noche, la reaccién se dividié en partes entre 5% de 4cido citrico acuoso y acetato de etilo.
La capa orgédnica fue lavada con solucién saturada de cloruro de sodio, seguidamente fue secada sobre sulfato de
sodio. Una filtracién del agente desecador y la evaporacion del disolvente proporcionaron la amida en bruto, que
pudo ser purificada por HPLC de fase inversa. Se disolvié éster metilico en 1:1 de tetrahidrofurano y metanol. Con
agitacioén fue afadido hidréxido de litio acuoso (2 N). Después de agitar durante una hora, la mezcla de reaccién
fue concentrada hasta sequedad. El residuo se dividi6 en partes entre cloruro de hidrégeno acuoso 1 N y acetato
de etilo, y la capa orgdnica fue lavada con cloruro de sodio saturado. Un secado sobre sulfato de sodio, filtrado y
evaporacién proporcionaron el dcido en bruto. Una purificacion por cromatografia liquida de alta resolucién de fase
inversa preparativa proporcion6 el producto puro.
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Meétodo general E

Sintesis en fase de solucion a partir de diaminodcidos
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La diamina ortogonalmente protegida con N-alfa-Boc/Cbz, I, fue convertida en el éster metilico II mediante reac-
cién con yoduro de metilo (5 eq.) en acetona a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla de reaccién fue diluida
con agua y extraida con acetato de etilo. Las fases orgdnicas fueron lavadas con agua, bicarbonato de sodio saturado
y salmuera, secadas sobre sulfato de sodio y filtradas. El producto fue eluido a través de silice en acetato de etilo y
hexanos.

N-alfa-desproteccién y acilacion: La diamina completamente protegida, II, fue disuelta en HCI 3 N en EtOAc y
fue agitada 1 h a temperatura ambiente. La solucién fue concentrada bajo presion reducida. El sélido resultante fue
puesto en suspension en dietil-éter, aislado por filtracién, lavado con éter y secado bajo vacio. El hidrocloruro, III, asi
aislado, fue tratado con HATU (1,25 eq.), diisopropiletilamina (4 eq.) y R'CO,H (1,25 eq.) en DMF seca, y fue agitado
bajo nitrégeno durante 16 h. La mezcla de reaccién fue diluida con 5% de 4cido citrico y fue extraida con EtOAc. Las
fases orgdnicas fueron lavadas con agua, bicarbonato de sodio saturado y salmuera, secadas sobre sulfato de sodio y
filtradas. La solucién fue concentrada bajo presion reducida y el residuo fue purificado mediante elucién a través de
silice en EtdOAc y hexano, proporcionando el producto puro, VI.

Desproteccion y acilacion distal de nitrégeno: El intermedio protegido con CBz, IV, fue disuelto en metanol y
desgasificado. Fue afiadido 10% de Pd sobre carbono activado y la mezcla fue agitada bajo 4,14 bares de hidrégeno
durante 3 a 16 h. La reaccion fue filtrada y concentrada. La amina libre resultante fue inmediatamente acilada hacién-
dola reaccionar con HATU (1,25 eq.) en DMF seca, con agitacion bajo nitrégeno durante 16 h. La mezcla de reaccién
fue diluida con dcido citrico al 5% y fue extraida con EtOAc. Las fases orgédnicas fueron lavadas con agua, bicarbo-
nato de sodio saturado y salmuera, secadas sobre sulfato de sodio y filtradas. El producto, VI, fue purificado mediante
elucidn a través de silice en acetato de etilo y hexano.
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Hidrolisis al producto final: El éter metilico VI fue disuelto en 1:1 de tetrahidrofurano y m etanol. Cuan agitacién
fue afiadido hidréxido de litio acuoso (2 N). Después de agitar durante una hora, la mezcla de reaccion fue concentrada
hasta sequedad. El residuo fue dividido en partes entre cloruro de hidrégeno acuoso 1 N y acetato de etilo, y la
capa orgdnica fue lavada con cloruro de sodio saturado. Un secado sobre sulfato de sodio, filtrado y evaporacién
proporcionaron el dcido en bruto. Una purificacién mediante cromatografia liquida de alta resolucién en fase inversa
proporciond el dcido puro VII.

Los compuestos de esta invencion pueden ser modificados también mediante funcionalidades apropiadas anejas
para mejorar las propiedades bioldgicas selectivas. Estas modificaciones son conocidas en la técnica e incluyen las
que aumentan la penetracién biolégica en un sistema biolégico dado (por ejemplo, sangre, sistema linfético, sistema
nervioso central), aumento de la disponibilidad oral, aumento de la solubilidad para permitir la administracién por
inyeccion, alteracion del metabolismo y alteracion de la velocidad de excrecion. Ejemplos de estas modificaciones son
esterificaciones con polietilenglicoles.

Una vez sintetizados, las actividades y las especificidades de VLA-4 de los compuestos seglin esta invencién
pueden ser determinadas usando ensayos in vitro e in vivo.

Por ejemplo, la actividad inhibidora de la adhesién celular de estos compuestos puede ser medida determinando
la concentracién de inhibidor requerida para bloquear la unién de células que expresan VLA-4 a placas revestidas
con fibronectina o CS1. En este ensayo, los pocillos de microtitulacién son revestidos con fibronectina (que contiene
la secuencia CS-1) o CS-1. Si se usa CS-1, debe ser conjugado a una proteina portadora, como albimina de suero
bovino, con el fin de que se una a los pocillos. Una vez que los pocillos estdn revestidos, son seguidamente afiadidas
concentraciones variables del compuesto del ensayo junto con células que expresan VLA-4 apropiadamente marcadas.
Alternativamente, el compuesto del ensayo puede ser afiadido en primer lugar y permitir que incube con los pocillos
revestidos antes de la adicion de las células. Las células se permite que incuben en los pocillos durante al menos 30
minutos. A continuacién de la incubacidn, los pocillos son vaciados y lavados. La inhibicién de la unién es medida
cuantificando la fluorescencia de radiactividad unida a la placa para cada una de las diversas concentraciones de
compuesto del ensayo, asi como para los testigos que no contienen compuesto del ensayo.

Las células que expresan VLA-4 que pueden ser utilizadas en este ensayo incluyen células Ramos, células Jurkat,
células de melanoma A375 asi como linfocitos de sangre periférica humana (PBL). Las células usadas en este ensayo
pueden estar marcadas de forma fluorescente o radiactiva.

Puede ser empleado también un ensayo de unién directa para cuantificar la actividad inhibidora de los compuestos
de esta invencién. En este ensayo, una proteina de fusion VCAM-IgG que contiene los dos primeros dominios de
inmunoglobulina de VCAM 8D1D2) unida por encima de la regién bisagra de una molécula de IgG1 (“VCAM 2D-
IgG”) es conjugada a una enzima marcadora, como fosfatasa alcalina (“AP”). La sintesis de esta fusion VCAM-IgG es
descrita en la publicacion PCT WO 90/13300, cuya descripcion se incorpora como referencia a la presente memoria
descriptiva. La conjugacién de esa fusion a una enzima marcadora es conseguida mediante métodos de reticulacién
bien conocidos en la técnica.

El conjugado VCAM-enzima IgG es seguidamente colocado en los pocillos de una placa de filtraciéon de mul-
tiples pocillos, como la contenida en el sistema de ensayo Millipore Multiscreen (Millippore Corp., Bedford, MA).
Seguidamente son afiadidas concentraciones variables del compuesto inhibidor del ensayo a los pocillos, seguido de la
adicién de células que expresan VLA-4. Las células, el compuesto y el conjugado VCAM-enzima IgG son mezclados
conjuntamente y se dejan incubar a temperatura ambiente.

A continuacién de la incubacién, los pocillos son purgados a vacio, dejando a un lado las células y cualquier
VCAM unidas. La cuantificacién de VCAM unidas es determinada afiadiendo un sustrato colorimétrico apropiado
para el conjugado enzimitico a VCAM-IgG y determinando la cantidad de producto de reaccién. Un producto de
reaccion disminuido indica una actividad inhibidora de la unién aumentada.

Con el fin de valorar la especifidad inhibidora de VLA-4 de los compuestos de esta invencion, se realizan ensayos
para otros grupos principales de las integrinas, es decir, 52 y 3, asf como otras integrinas S1, como VLA-5, VLA-6
y a@4f7. Estos ensayos pueden ser similares a los ensayos de inhibicién de la adhesioén y unién directa anteriormente
descritos, sustituyendo la célula de expresion de integrinas apropiada y el correspondiente ligando. Por ejemplo, las
células polimorfonucleares (PMN) expresan integrinas 82 en su superficie y se unen a [CAM. Las integrinas 83 estdn
involucradas en la agregacion plaquetaria y la inhibicién puede ser medida en un ensayo estindar de agregacion
plaquetaria. Las VLA-5 se unen especificamente a secuencias de Arg-Gly-Asp, mientras que VLA-6 se une a laminina.
La @487 es un homdlogo recientemente descubierto de VLA-4, que se une también a fibronectina y VCAM. La
especifidad con respecto a @437 es determinada en un ensayo de unién que utiliza el conjugado marcador de VCAM-
enzima IgG anteriormente descrito y una linea celular que expresa a47, pero no VLA-4, como células RPMI-8866.

Una vez que son identificados inhibidores especificos de VLA-4, pueden ser adicionalmente caracterizados en
ensayos in vivo. Uno de estos ensayos verifica la inhibicion de la hipersensibilidad de contacto en un animal, como
es descrito por P.L. Chisholm et al., “Monoclonal Antibodies to the Integrin a-4 Subunit Inhibit the Murine Contact
Hypersensitivity Response”, Eur. J. Immunol., 23, pag. 682-688 (1993) y en “Current Protocols in Immunology”, J. E.
Coligan, et al., Eds., John Wiley & Sons, New York, 1, pag. 4.2.1-4.2.5 (1991), cuyas descripciones se incorporan como
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referencia a la presente memoria descriptiva. En este ensayo, la piel del animal es sensibilizada mediante la exposicién
a un irritante, como dinitrofluorobenceno, seguido de irradiacion fisica de luz, como raspado de la piel ligeramente
con un borde afilado. A continuacién de un periodo de recuperacion, son animales son nuevamente sensibilizados
siguiendo el mismo procedimiento. Varios dias después de la sensibilizacién, un oido del animal es expuesto al irritante
quimico, mientras que el otro oido es tratado con una solucién testigo no irritante. Poco después de tratar los oidos, se
proporciona a los animales varias dosis del inhibidor de VLA-4 mediante inyeccidn subcutdnea. La inhibicién in vivo
de la inflamacién asociada a la adhesion celular es valorada midiendo la respuesta de hinchamiento del oido en el oido
tratado frente al no tratado. El hinchamiento es medido usando dispositivos calibradores u otro instrumento adecuado
para medir el grosor de oido. De esta manera, se pueden identificar los inhibidores de esta invencidén que estdn mejor
adecuados para inhibir la inflamacién.

Otro ensayo in vivo que puede ser empleado para ensayar los inhibidores de esta invencién es el ensayo de asma de
oveja. Este ensayo es realizado esencialmente como se describe por W. M. Abraham et al., “a-Integrins Mediate An-
tigen-induced Late Bronchial Responses and Prolonged Airway Hyperresponsiveness in Sheep”, J. Clin. Invest., 93,
pag. 776-87 (1994), cuya descripcion se incorpora como referencia a la presente memoria descriptiva. Este ensayo mi-
de la inhibicién de respuestas de las vias respiratorias en fase tardia inducida por antigenos Ascaris e hipersensibilidad
de las vias respiratorias en una oveja asmatica.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser usados en la forma de sales farmacéuticamente aceptables
derivadas de dcidos y bases inorganicos u orgdnicos. Estan incluidos entre estas sales de dcidos los siguientes: aceta-
to, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, alcanforato, alcanforsulfona-
to, ciclopentanofipropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, fumarato, glucoheptanoato, glicerofosfato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, lactato, ma-
leato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato,
picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, tosilato y undecanoato. Las sales bésicas incluyen sales
de amonio, sales de metales alcalinos, como sales de sodio y potasio, sales de metales alcalino-térreos, como sales
de calcio y magnesio, sales con bases organicas, como sales de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina, y sales con
aminodcidos como arginina, lisina, etcétera. También los grupos que contienen dtomos bdsicos de nitrégeno pueden
ser cuaternizados con agentes como haluros de alquilo inferior, como cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo,
propilo y butilo; dialquil-sulfatos, como dimetil-, dietil-, dibutil- y diamil-sulfatos, haluros de cadenas largas como
cloruros, bromuros y yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo, como bromuros de bencilo
y fenetilo y otros. Son obtenidos asi productos solubles o dispersables en agua o aceite.

Los compuestos de la presente invencién pueden ser formulados en forma de composiciones farmacéuticas que
pueden ser administradas por via oral, parenteral, pulverizacion para inhalacién, tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal o
a través de un depo6sito implantado. El término “parenteral”, como se usa en la presente memoria descriptiva, inclu-
ye técnicas subcutdneas, intravenosas, intramusculares, intra-articulares, intra-sinoviales, intraesternales, intratecales,
intrahepaticas, intralesionales y de inyeccion o infusion.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién comprenden cualquiera de los compuestos de la presente in-
vencion, o sus derivados farmacéuticamente aceptables, junto con cualquier vehiculo farmacéuticamente aceptable.
El término “vehiculo”, como se usa en la presente memoria descriptiva, incluye adyuvantes y vehiculos aceptables.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser usados en las composiciones farmacéuticas de esta in-
vencién incluyen, pero sin limitacién, intercambiadores i6nicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas
de suero, como albimina de suero humano, sustancias tamponantes como fosfatos, glicina, dcido sérbico, sorbato de
potasio, mezclas parciales de glicéridos de dcidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, como sulfato
de protamina, hidrégenofosfato de disodio, hidrégenofosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal,
trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa de
sodio, poliacrilatos, ceras, polimero de bloques de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana.

Segtin esta invencion, las composiciones farmacéuticas pueden estar en la forma de una preparacion inyectable
esterilizada, por ejemplo, una suspension acuosa u oleaginosa inyectable esterilizada. Esta suspensién puede ser for-
mulada segin técnicas conocidas en el estado de la técnica, usando agentes dispersantes o humectantes adecuados y
agentes suspensores. La preparacion inyectable puede ser también una solucién o suspension inyectable esterilizada
en un diluyente o disolvente no téxico farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una solucién de 1,3-butanodiol.
Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden ser empleados estdn agua, solucién de Ringer y solucién iso-
ténica de cloruro de sodio. Ademads, los aceites fijos son convencionalmente empleados como un disolvente o medio
suspensor. Para estos fines, puede ser empleado cualquier aceite fijo blando incluidos mono- o di-glicéridos sintéticos.
Los 4cidos grasos, como el dcido oleico y sus derivados de glicéridos, son ttiles en la preparaciones de productos
inyectables, como lo son los aceites farmacéuticamente aceptables como el aceite de oliva o aceite de ricino, especial-
mente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones en aceites pueden contener también versiones
polioxietiladas de cadena larga. Estas soluciones o suspensiones pueden contener también un diluyente o dispersante
de alcohol de cadena larga, como Ph. Helv o un alcohol similar.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden ser administradas por via oral en cualquier forma

de dosificacion aceptable por via oral que incluyen, pero sin limitacién, capsulas, comprimidos y suspensiones o
soluciones acuosas.
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En el caso de comprimidos para un uso oral, los vehiculos que son comtinmente usados incluyen lactosa y almidén
de maiz. Normalmente son afiadidos también agentes lubricantes, como estearato de magnesio. Para una adminis-
tracién oral en una forma de cédpsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidén de maiz seco. Cuando son
requeridas suspensiones acuosas para un uso oral, el ingrediente activo es combinado con agentes emulsionantes y
suspensores. Si se desea, pueden ser afiadidos también ciertos agentes edulcorantes, aromadticos y colorantes.

Alternativamente, las composiciones farmacéuticas de esta invencidn pueden ser administradas en la forma de
supositorios para una administracion rectal. Estas pueden ser preparadas mezclando el agente con un excipiente no
irritante adecuado que sea sélido a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y, por lo tanto, se fun-
dird en el recto para liberar el formaco. Estos materiales incluyen manteca de cacao, cera de abejas y polietilen-
glicoles.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden ser administradas también por via tdpica, especial-
mente cuando la diana de tratamiento incluye zonas u 6rganos facilmente accesibles por aplicacion topica, incluidas
enfermedades del 0jo, la piel o el tracto intestinal inferior. Las formulaciones tépicas adecuadas son facilmente prepa-
radas para cada una de estas zonas u 6rganos.

La aplicacién tépica para el tractor intestinal inferior puede ser efectuada en una formulacién para supositorio rectal
(véase lo que antecede) o en una formulacién adecuada para enemas. Pueden ser usados también parches topicos-
transdermales.

Para aplicaciones tépicas, las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas en forma de un ungiiento ade-
cuado que contenga el componente activo puesto en suspensién o disuelto en uno o mas vehiculos. Los vehiculos
para una administracion topica de los compuestos de esta invencion incluyen, pero sin limitacién, aceite mineral, pe-
trolato liquido, petrolato blanco, propilenglicol, polioxietileno, compuesto de polioxipropileno, cera emulsionante y
agua. Alternativamente, las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas en forma de una solucién o crema
adecuada que contenga los componentes activos puestos en suspension o disueltos e uno o mas vehiculos farmacéuti-
camente aceptables. Los vehiculos adecuados incluyen, pero sin limitacidn, aceite mineral, monoestearato de sorbitan,
polisorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcohol cetearilico, 2-octildodecanol, alcohol bencilico y agua.

Para un uso oftdlmico, las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas en forma de suspensiones microni-
zadas en solucidn salina isoténica esterilizada de pH ajustado o, preferentemente, en forma de soluciones en solucién
salina esterilizada isoténica de pH ajustado, con o sin un conservante como cloruro de bencilalconio. Alternativamente,
para usos oftdlmicos, las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas en un ungiiento como petrolato.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden ser administradas también mediante aerosol o inhala-
cion nasal a través del uso de un nebulizador, un inhalador de polvos o un inhalador de dosis medidas. Estas compo-
siciones son preparadas segtin técnicas bien conocidas en el estado de la técnica de las formulaciones farmacéuticas
y pueden ser preparadas en forma de soluciones en solucion salina, empleando alcohol bencilico u otros conservan-
tes adecuados, favorecedores de la absorcién para aumentar la biodisponibilidad, fluorocarburos y/o otros agentes
solubilizantes o dispersantes convencionales.

La cantidad de ingrediente activo que puede ser combinado con los materiales portadores para producir una forma
de dosificacién unica variardn dependiendo del hospedante tratado y el modo particular de administracién. Sin embar-
go, debe entenderse un régimen especifico de tratamiento y dosificacién para cualquier paciente particular dependerd
de una diversidad de factores, que incluyen la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal,
estado general de salud, sexo, dieta, tiempo de administracion, ritmo de excrecidén, combinacién de farmacos y el
criterio del facultativo encargado y la gravedad de la enfermedad particular que esté siendo tratada. La cantidad de
ingrediente activo puede depender también del agente terapéutico o profildctico, si no hay, con el que es conjuntamente
administrado el ingrediente.

Como se estableci6 anteriormente, una cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que contiene una cantidad
eficaz de un compuesto de esta invencién estd también dentro del alcance de esta invencién. Una cantidad eficaz es
definida como la cantidad que es necesaria para conferir un efecto terapéutico al paciente tratado, y dependerd de una
diversidad de factores, como la naturaleza del inhibidor, la talla del paciente, el objetivo del tratamiento, la naturaleza
de la patologia que va a ser tratada, la composicion farmacéutica especifica usada y el criterio del facultativo encar-
gado. Para una referencia, véase Freireich ef al., Cancer Chemother. Rep. 1966,50,219 and Scientific Tables, Geigy
Pharmaceuticals, Ardley, New York, 1970, 537. Son ttiles niveles de dosificacion entre aproximadamente 0,0001 y
aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal por dia, preferentemente entre aproximadamente 0,1 y aproximada-
mente 10 mg/kg de peso corporal por dia del compuesto del ingrediente activo.

Las composiciones que contienen un compuesto de esta invencién pueden comprender también un agente adicio-
nal seleccionado entre el grupo que consiste en corticoesteroides, broncodilatadores, aintiasmaticos (estabilizadores
de mastocitos), aintiinflamatorios, antirreumaticos, inmunosupresores, antimetabolitos, inmunomoduladores, antipso-
ridticos y antidiabéticos. Los compuestos especificos dentro de cada una de estas clases pueden ser seleccionados entre
cualquiera de los citados bajo las cabeceras del grupo apropiado en “Comprehensive Medicinal Chemistry”, Pergamon
Press, Oxford, Inglaterra, pag. 970-986 (1990), cuya descripcion se incorpora como referencia a la presente memoria
descriptiva. También estdn incluidos en este grupo compuestos como teofilina, sulfasalazina y aminosalicilatos (antiin-
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flamatorios); ciclosporina, FK-506 y rapamicina (inmunosupresores); ciclofosfamida y metotrexato (antimetabolitos)
e interferones (inmunomoduladores).

Las composiciones de la invencién pueden ser usadas en métodos para prevenir, inhibir o suprimir la inflamacién
asociada a la adhesion celular y las respuestas inmunes o autoinmunes asociadas a la adhesion celular. La adhesion
celular asociada a VLA-4 desempeifia una funcion central en una diversidad de enfermedades de inflamacién, inmunes
y autoinmunes. Por tanto, la inhibicién de la adhesion celular por los compuestos de esta invencion puede ser utilizada
en métodos para tratar o prevenir enfermedades inflamatorias, inmunes y autoinmunes. Preferentemente, las enferme-
dades que van a ser tratadas son seleccionadas entre asma, artritis, soriasis, rechace de trasplantes, esclerosis multiple,
diabetes y enfermedad de inflamacién intestinal.

Estos métodos pueden emplear los compuestos de esta invencién en una monoterapia o en combinacién con un
agente antiinflamatorio o inmunosupresor. Estas terapias de combinacién incluyen la administracion de los agentes en
una forma de dosificacion tnica en formas de dosificaciones multiples administradas al mismo tiempo o en momentos
diferentes.

Con el fin de que esta invencién sea comprendida de forma mds completa, se exponen los siguientes Ejemplos.
Estos Ejemplos son para fines solamente de ilustracién, y no deben ser concebidos como una limitacién del alcance
de la invencién en modo alguno.

Intermedio 1

Acido 4-(2-metilfenilaminocarbonilamino)fenilacético (oMePUPA-OH): A una suspensién de dcido p-aminofeni-
lacético (56,8 g, 376 mmol) en DMS (150 ml) se afiadié gota a gota isocianato de o-tolilo (50 g, 376 mmol). La mezcla
de reaccién se dejo agitar 1 h y se vertié en EtOAc (1,75 1) con agitacién). El precipitado se recogié y se lavd con
EtOAc (400 ml) y MeCN (400 ml) para proporcionar oMePUPA (80 g, 75%). ESMS m/z (M+H)* 285,1.

Intermedio 2

OMePUPA-Leu-OH: Se combiné oMePUPA-OH (0,78 g) con hidrocloruro de éster metilico de leucina (0,50 g,
1,0 eq.), HATU (1,10 g, 1,05 eq.) y diisopropiletilamina (1,9 ml, 4 eq.) en 10 ml de DMF seca. La reaccién se agit6
durante 16 h a temperatura ambiente, después de lo cual se diluyé con 50 1 de EtOAc, que se lavé con 4cido citrico al
5%, agua, bicarbonato de sodio saturado y salmuera. La solucién orgdnica resultante se sec6 sobre sulfato de sodio, se
filtré y se concentrd para producir 1,13 g de un sélido blanco. Este producto se disolvié en 10 ml de THF. Se afiadieron
5mlde LiOH 2 N y la reaccién se agit6 durante 16 h. Se separé THF bajo presion reducida y la solucién se diluy6 con
40 ml de agua y se lavo con EtOAc. La capa acuosa se acidificé con HCI 1 N y se extrajo con EtOAc. Los extractos
orgénicos se lavaron con HCI diluido y salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron bajo
presion reducida, produciendo 0,77 g de un sélido blanco. ESMS m/z (M+H)* 398,5.

Intermedio 3

Ester metilico de N-(3,5-diclorobencenosulfonil)prolina: A una solucién de 24,8 g (0,15 moles) de hidrocloruro de
éster metilico de L-prolina en 500 ml de CH,Cl, se afiadieron 70 ml (0,5 moles) de trietilamina con agitacién, para
proporcionar un precipitado blanco copioso. La mezcla se filtrd y el filtrado se enfrié a 0°C (bafio con hielo) con agita-
cién. A la solucién enfriada se afiadié una solucién de 36,8 g (0,15 moles) de cloruro de 3,5-diclorobencenosulfonilo
en 70 ml de CH,Cl, gota a gota rdpidamente durante cinco minutos. El embudo de adicién fue aclarado con 30 ml
adicionales de CH,Cl, y la mezcla amarilla turbia se dej6 calentar a temperatura ambiente con agitacién durante una
noche. La mezcla se lavo 2x con 400 ml de HCI1 1 N, 2x con 400 ml de NaOH 1 N, seguidamente salmuera, segui-
damente se sec6 (MgSO,), se filtr6 y se concentrd para dar un aceite amarillo que cristaliz6é en reposo. El material
se recristalizd tres veces en acetato de etilo/hexanos para proporcionar 39,3 g (0,116 moles, 77%) de éster metilico
de N-(3,5-diclorobencenosulfonil)prolina (PM = 338) en forma de agujas blancas (TLC sobre silice frente a 2:1 de
hexanos/acetato de etilo, R; = 0,51). M/z = 33,9 (M+H)".

N-(3,5-diclorobencenosulfonil)prolina: A una solucién de 39,3 g (0,116 moles) del éster metilico anterior en 250
ml de metanol se afiadieron 115 ml (0,23 moles) de LiOH acuoso 2 M recientemente preparado con agitacién, para
proporcionar una solucién incolora. Esta se agit6 durante tres horas, después de lo cual una HPLC mostré que no habia
nada de material de partida. La solucién se redujo en un 50% a vacio y se dividié en partes entre HC1 1 N y CH,Cl,
(~200 ml de cada uno). Las fases se separaron y la capa acuosa se lavé nuevamente con CH,Cl,. Las fases orgdnicas
se combinaron, se secaron (MgSQO,) y se concentraron hasta dar un sélido espumoso blanco. Este se recristalizé dos
veces en acetato de etilo/hexanos para proporcionar 33,8 g (0,104 moles, 90%) del compuesto del titulo en forma de
agujas lisas, anchas e incoloras. M/z = 325,2 (M+H)*.

Intermedio 4

Ester metilico de N-( bencenosulfonil)prolina: A una solucién de 25 g (0,15 moles) de hidrocloruro de éster metilico
de L-prolina en 500 ml de CH,Cl, se afiadieron 70 ml (0,5 moles) de trietilamina con agitacién, para proporcionar un
precipitado blanco copioso. La mezcla se filtr6 y el filtrado se enfrié a 0°C (bafio con hielo) con agitacion. A la solucién
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enfriada se afiadié una solucién de 20 ml (0,15 moles) de cloruro de bencenosulfonilo en 50 ml de CH,Cl, gota a gota
durante quince minutos. El embudo de adicion se aclaré con 25 ml adicionales de CH,Cl, y la mezcla incolora turbia
se dejo calentar a temperatura ambiente con agitacién durante una noche. La solucién se lavé 2x con 400 ml de HCI
I N, 2x con 400 ml de NaOH 1 N, 1x con salmuera y seguidamente secé (MgSQO,), se filtr6 y se concentré hasta dar
un sélido amarillo palido. Este material se recristalizo tres veces en acetato de etilo/hexanos para proporcionar 38,2 g
(0,142 moles, 95%) de éster metilico de N-(bencenosulfonil)prolina (PM = 269) en forma de agujas blancas anchas
(TLC frente a 2:2 de hexanos/acetato de etilo, R; = 0,35). M/z = 270,2 (M+H)*.

N-(bencenosulfonil)prolina: A una solucién de 38,2 g (0,42 moles) de éster metilico anterior en 500 ml de metanol
se afiadieron 140 ml (0,28 moles) de LiOH acuoso 2 M recientemente preparado con agitacion para proporcionar
una solucién incolora. Esta se agité durante una noche, después de lo cual una HPLC mostré que no habia nada de
material de partida. La solucién se redujo en un 50% a vacio y se dividi6 en partes entre HC1 1 N y CH,Cl, (~200
ml de cada uno). Las fases se separaron y la capa acuosa se lavé nuevamente con CH,Cl,. Las fases orgdnicas se
combinaron, se secaron (MgSO,) y se concentraron hasta dar un sélido blanco. Este se recristalizé dos veces en
acetato de etilo/hexanos para proporcionar 34,7 g (0,136 moles, 96%) del compuesto del titulo en forma de agujas
blancas finas. M/z = 256,2 (M+H)*.

Ejemplo 1

Sintesis del Compuesto IX

NHCBZ
gHCBZ §§¥ : ;
A OH ~
—— NH
NHz/\/\ﬂ/ e 2/\/\[0(
o HC- I
Q HATU 0 NHCBZ

BOCN :
"oy + | —DME, BOCN NWO\
H

1=
=
2
8
2
I}
o;§
o
/

CBZN
)
23 o)
CBZN * o H

Bocn\v/n\ o)
OSu - H/\/Y ~N
o o)
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cl SO,Cl
+ viI
cl e
0 ¢
0°-TAlenc,
cl
N
cl s
7\
7 o

0°C | LiOH (ac)

N; | MeOH
N
cl s
o/ \o

=

Hidrocloruro de éster metilico I: En un matraz RB de 500 ml se pusieron en suspension 8,4 g (33,3 mmol) de

acido 1-N-CBZ-L-2,4-diaminobutirico en 200 ml de metanol (MeOH) con agitacion. Este se enfri6 a 0°C (bafio con
hielo) y seguidamente se afiadieron 14,6 ml (200 mmol) de SOCI, gota a gota durante 15 minutos para proporcionar
una solucién incolora. La solucién se dejé calentar a TA y agitar durante una noche, después de lo cual el espectro de
RMN proténica de una parte alicuota indicé que la reaccién se habia completado. La solucién se concentrd, se volvid
a disolver en MeOH y se concentré 2x, seguidamente se disolvié en CH,Cl, concentrado y se colocé bajo alto vacio
durante 16 horas para proporcionar el compuesto I en forma de una espuma ligeramente amarilla, que pesaba 10,33 g
(34,2 mmol, 103%). MS: m/z 267 (M+H)*.

Ester metilico de terc-butoxicarbonilo II: En un matraz RB de 500 ml se disolvieron 10,33 g (33,3 mmol) de I en
dimetilformamida seca (DMF) con agitacion para proporcionar una solucién incolora. A ésta se anadieron 17,4 ml (100
mmol) de diisopropiletilamina (DIEA), seguidamente 7,96 g (32,5 mmol) de Boc-N-metil-leucina y finalmente 14,83
g (39,0 mmol) de hexafluorofosfato de O-(7-azabencotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU) para proporcionar
una solucién amarilla. Esta se agité durante un anoche, después de lo cual una HPLC mostré que no habia nada de
material de partida. La solucién se diluyd con acetato de etilo (EtOAc, 500 ml) y se lavé con HCI 1 N (2x), NaOH I N
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(2x) y salmuera (1x). La fase orgénica se secé sobre MgSO, anhidro, se filtr6 y se concentré hasta dar un aceite rojo.
Una cromatografia con 2:1 de hexanos/EtOAc frente a silice proporcioné 12,56 g (25,5 mmol, 78%) de II en forma de
un jarabe amarillo (HPLC > 99%), MS: m/z 393 (M-BOC)* 494 (M+H)*.

Aminoéster III: En un recipiente a presion elevada de 280 ml se disolvieron 11,38 g (23,08 mmol) de II en 75
ml de MeOH con agitacién para proporcionar una solucion color naranja. El recipiente se barrid con nitrégeno, y se
afiadieron ~200 mg (cataliticos) de 10% de paladio sobre carbono (Pd/C). Los lados del recipiente se lavaron con
MeOH adicional, y el recipiente fue tapado con un cabezal de hidrogenacion. La mezcla se colocé bajo 4,14 bares de
H, con agitacién durante una noche, después de lo cual una HPLC mostré que no quedaba nada de material de partida.
La mezcla se filtré a través de Celite 545, el cartucho del filtro se aclar6 con MeOH adicional y el filtrado se concentrd
hasta dar un aceite incoloro, III, que pesaba 8,29 g (~cuantitativo). Material tratado. MS: m/z 360 (M+H)*.

Ester metilico de carbamato de bencilo IV: En un matraz RB de 500 ml se disolvieron 8,29 g (23,08 mmol) de III
en 100 ml de CH,Cl, con agitacién para proporcionar una solucién incolora. A ésta se afiadieron 7,0 ml (50 mmol) de
trietilamina (Et;N), seguidamente 7,96 g (23,0 mmol) de éster de hidroxisuccinimida de CBZ-prolina (CBZ-Pro-Osu)
para proporcionar una solucién incolora. Esta se agité durante una noche, después de lo cual una HPLC mostré que
no quedaba nada de material de partida. La solucién se diluy6 con CH,Cl, adicional, se lavé con HCI 1 N (2x), NaOH
1 N (2x) y la fase orgédnica se secé sobre MgSOy,, se filtrd y el filtrado se concentré hasta dar un aceite incoloro. Una
cromatografia con 3:1 de EtOAc/hexanos frente a silice proporcioné 12,22 g (20,7 mmol, 90%) de IV en forma de un
cristal espumoso incoloro (HPLC, >99%). MS: m/z 490 (M-BOC)*. 591 (M+H)".

Sal de trifluoroacetato de amina V: En un matraz RB de 500 ml se disolvieron 11,80 g (20,0 mmol) de IV en
120 ml de CH,Cl, con agitacién para proporcionar una solucién incolora. A ésta se afiadieron 20 ml (260 mmol, gran
exceso) de acido trifluoroacético (TFA), y la solucién resultante se agité durante cuatro horas, después de lo cual una
HPLC mostré que no quedaba nada de material de partida. La solucién se concentrd, se volvié a disolver en CH,Cl,
con agitacién para proporcionar una solucion incolora. A esta se afiadieron 20 ml (260 mmol, gran exceso) de acido
trifluoroacético (TFA) y la solucidn resultante se agit6 durante cuatro horas, después de lo cual una HPLC mostré que
no quedaba nada de material de partida. La solucién se concentrd, se volvié a disolver en CH,Cl, y se concentré (2x),
seguidamente se colocé bajo alto vacio para proporcionar 12,1 g (~cuantitativo) de V en forma de un aceite amarillo
palido. Material tratado. MS: m/z 491 (M+H)*.

Ester metilico de diaril-urea VI: En un matraz RB de 500 ml se disolvieron 12,1 g (20 mmol) de V en 100 ml
de DMF con agitacién para proporcionar una solucién amarilla palida. A ésta se afladieron 17,4 ml (100 mmol) de
DIEA, seguidamente 5,68 g (20,0 mmol) de Intermedio 1 (oMePUPA-OH) y finalmente 9,12 g (24 mmol) de HATU
para proporcionar una solucién amarilla. Esta se agité durante una noche, después de lo cual una HPLC mostré que
no quedaba nada de material de partida. La solucién se diluy6 con EtOAc (500 ml) y se lavé con HC1 1 N (2x), NaOH
1 N (2x) y salmuera (1x). La fase orgénica se sec6 con MgSQ,, se filtrd y el filtrado se concentrd hasta dar una mezcla
amarilla de aceite/s6lido. Una cromatografia con 2:1 de acetonitrilo/CH,Cl, frente a silice proporcioné 11,35 g (15,0
mmol, 75%) de VI en forma de un sélido espumoso ligeramente amarillo (HPLC >99%). MS: m/z 757 (M+H)*, 779
(M+Na*).

Ester aminometilico VII: En un recipiente a presién elevada de 280 ml se disolvieron 8,0 g (10,6 mmol) de VI
en 50 ml de MeOH con agitacién para proporcionar una solucién ligeramente amarilla. El recipiente fue barrido con
nitrégeno y se aiadieron ~250 mg (cataliticos) de 10% de Pd/C. Los lados del recipiente fueron lavados con MeOH
adicional y el recipiente fue tapado con el cabezal de hidrogenacién. La mezcla se colocé bajo 3,45 bares de H, con
agitacion durante una noche, después de lo cual una HPLC mostré que no quedaba nada de material de partida. La
mezcla se filtré a través de Celite 545, el cartucho del filtro se aclaré con MeOH adicional y el filtrado se concentrd
para proporcionar 6,6 g (~cuantitativo) de VII en forma de un sélido blanco. Material tratado. MS: m/z 623 (M+H)*.

Ester metilico de sulfonamida VIII: En un matraz RB de 500 ml se disolvieron 6,6 g (10,6 mmol) de VIII en 100

ml de CH,Cl, seco con agitacién para proporcionar una solucién incolora. Esta se enfrié a 0°C (bafio con hielo) y
se afiadieron 4,2 ml (30 mmol) de Et;N, seguidos de una solucién de 3,68 g (15 mmol) de cloruro de 3,5-dicloro-
bencenosulfonilo en 25 ml de CH,Cl, seco afiadidos gota a gota durante 10 minutos. La solucién resultante se dejo
calentar a TA y se agité durante 2 horas, después de lo cual una HPLC mostré que no quedaba nada de material de
partida. La solucién se diluyé con CH,Cl, adicional y se lavé con HCl 1 N (2x) y NaOH 1 N (2x), seguidamente
se secd sobre MgSQ,, se filtrd y el filtrado se concentré hasta dar un sélido amarillo. Una cromatografia con 2:1 de
CH,Cl,/acetonitrilo frente a silice proporciond 6,68 g (8,0 mmol, 75%) de VIII en forma de un sélido amarillo (HPLC
>99%). MS: m/z 832/833 (M+H)".

Acido carboxilico IX: En un matraz RB de 500 ml se disolvieron 6,26 g (7,53 mmol) de VIII en 150 ml de MeOH

con agitacién para proporcionar una solucién incolora. Esta se enfrié a 0°C (bafio con hielo) y se hizo burbujear
nitrégeno a través de la solucién en agitacion durante 30 minutos. A ésta se afiadieron 19 ml (38 mmol) de solucién 2
M de LiOH recientemente preparada gota a gota durante 10 minutos, después de lo cual la solucién se agité a 0°C bajo
nitrégeno mientras el progreso de la reaccion se verificaba estrechamente mediante HPLC. Después de tres horas, una
HPLC mostr6 que no quedaba nada de material de partida. La solucién se concentré con un calentamiento minimo
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(volumen reducido ~50%), y se verti6 lentamente, por partes, en HCI 1 N enfriado con hielo para proporcionar un
precipitado blanco brillante copioso. El sélido se aislé por medio de filtracion, se lavo con agua destilada fria y se secéd
en aire durante una noche. El s6lido blanco fino resultante se transfiri6 a una taza de vidrio y se colocé bajo alto vacio
durante 72 horas. El peso final era 6,02 g (7,36 mmol, 98%) de IX en forma de un polvo blanco (HPLC, >98%). MS:
m/z 818/819 (M+H)*, 841 (M+Na").

Ejemplo 2

Sintesis del Compuesto XVI

*HCI

BocHN.  _CO,Bn HoN CO,Bn H
02 N N__-C0z8n

i

i

i
S —_— S0, H
LT © N

T,

i
—~Z

(L]

2
2

BIO-8355

Ester bencilico de homoserina-4-nitrofenil-éter: A una solucién de éster bencilico de N-Boc-homoserina I (1,2 g,
3,889 mmol), 4-nitrofenol (485 mg, 4,08 mmol) y trifenilfosfina (1,2 g, 4,66 mmol) en THF (10 ml) se afiadi6 gota
a gota azodicarboxilato de dietilo (DEAD) (0,74 ml, 4,66 mmol) y la reaccién se agitd a temperatura ambiente 12-
24 h. Tras la complecién estimada por LC, los disolvente se separaron para proporcionar un jarabe viscoso. Se afladié
rdpidamente HC1 4 N en dioxano (10 ml) y la solucién se agité a temperatura ambiente 3-6 h o hasta que se estimé
completa por LC. La reaccién se concentré hasta % del volumen y el producto se separd por precipitacién de acetato
de etilo para proporcionar la sal de hidrocloruro II (96% pura, LC) en forma de un sélido blanco (867 mg, 2,36 mmol,
61%). ESMS: (M-Cl) = 331.

A una solucién de Intermedio 4 (117 mg, 0,46 mmol) en DMF (3 ml) se afadié DIPEA (,27 ml, 1,84 mmol)
seguido secuencialmente de la sal de hidrocloruro II (160 mg, 0,48 mmol) y HATU (239 mg, 0,63 mmol). La solucién
se agitd a temperatura ambiente durante 2-4 h hasta que se estimé completada por LC. La reaccién se diluy6 con
acetato de etilo (30 ml) y se lavé con bicarbonato al 5% (10 ml), agua (10 ml), dcido citrico (10 ml), salmuera (2 x 10
ml) y se sec sobre sulfato de sodio para proporcionar el producto en bruto III en forma de una espuma color castafio
(213 mg, 0,37 mmol, 82%) que se us6 directamente.
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ESMS: (M+H) = 568.

El material anterior se disolvid en acetato de etilo (15 ml), se afladi6 10% de Pd/C (200 mg) y la reaccién se
sometié a hidrogenolisis a 3,45 bares durante 4-6 h o hasta que se estim6 completa por LC. Una filtracién a través de
celite y concentracion proporcioné la anilina en bruto IV (144 mg, 0,32 mmol, 87%) en forma de una espuma color

ES 2 270 868 T3

castafio que se us6 inmediatamente.

ESMS: (M+H) = 448.

La anilina (74 mg, 0,17 mmol) anteriormente obtenida se disolvié en DMF (3 ml) y se afladi6 oMePUPA (52 mg,
0,18 mmol) seguido de DIPEA (0,08 ml, 0,43 mmol) y HATU (69 mg, 0,18 mmol) y la reaccion se agitd a temperatura
ambiente 3-4 h hasta que se completé por LC. Una purificacién por HPLC proporcioné Bio-8355 (39 mg, 0,054 mmol,

30%) en forma de un sélido blanco.

ESMS: (M+H) = 714, (M-H) = 712.

Se prepararon compuestos de esta invencién como se muestra en las siguientes Tablas, segtin el método anterior-

mente descrito.

Compuestos preparados segiin el Método general A incluyen:

Compuesto n° R’ R! ESMS m/z
Ct
6714 oMePUPA-N-MeLeu o « 804,4 (M+H)"
Compuestos preparados segiin el Método general C incluyen:
Compuesto n° R’ R' ESMS m/z

7234

oMePUPA-Leu

<]

Ci

A

831,1 (M+H)"
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Compuestos preparados segiin el Método general D incluyen:

Compuesto n° R! ESMS nmv/z
7092 il : 875,8 (M+H)"
A
7181 r,,T/\/"\c, 833,1 (M+H)"
~O
Q
7398 o,f)@c, 832,1 (M+H)"
7662 o 750,1 (M+H)*
~O
8221 o,?/é\c, 821,9 M+H)"
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8341 o 750,0 (M+H)*
Mu.,._“\/-N:
/\/\Q
9120 oﬁ)\) 852,2 (M+H)"
|
9169 . J:j/ ( 881,4 (M+H)"
|
CH,y
+]
9171 ot 791,3 (M+H)"
9182 o’ : 775,5 (M+H)*
~O
9264 SN 764,2 (MH)"
|
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula:

R'-L-L -R!

en la cual

R! es pirrolidinil-SO,-fenilo opcionalmente sustituido, en el que el sustituyente opcional es alquilo o halo;

S
Y2 R2
\

X (iv)

L’ es de férmula (iv)

enlaque Y' es -NH-CO-, R? es H, Y? es un enlace y X es COOH;

L es de férmula (v)

Y3
Y )
en la que Y? -(CH,)_s-, € Y* es -CO-NH; y

R? es de férmula R*-Y°-N(R?)-CH(R®)-, en que R® es la cadena lateral de leucina o isoleucina; R3 es hidrégeno o
metilo; Y° es C(=0)- y R* es o-metilfenilureidofenil-CH,;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R’ es H.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R’ es metilo.

4. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el fenilo esta sustituido.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el fenilo esta sin sustituir.

6. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en que dicho compuesto es

5192, 4cido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonil]amino }-4-[4-metil-2S-(metil-{2-[4-(3-0-
tolilureido)fenil]acetil }amino)petanoilamino]butirico,

5283, 4cido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonil]Jamino }-3-(4-metil-2S-{2-[4-(3-o0-tolilu-
reido)fenil]acetilamino } petanoilamino)propidnico,

6714, 4cido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonilJamino }-3-[4-metil-2S-(metil-{ 2-[4-(3-0-
tolilureido)fenil]acetil }amino)pentanoilamino]-propiénico,

7234, acido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonil]amino }-6-(4-metil-2S-{2-[4-(3-o-tolilu-
reido)fenil]acetilamino }petanoilamino)hexanoico,

7662, acido 2S-[(1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil- { 2-[4-(3-o-tolilureido)fe-
nilJacetil }amino)pentaoilamino]butirico,

8221, 4cido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfonil)-2-metilpirrolidino-2S-carbonil]amino }-4-[4-metil-2S-(metil-{ 2-
[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]butirico,
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8341, acido 2S-[(1-bencenosulfonilpirrolidino-2R-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil- { 2-[4-(3-o-tolilureido)fe-
nilJacetil }amino)pentanoilamino]butirico,

8342, 4cido 2R-[(1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil-{ 2-[4-(3-o-tolilureido)fe-
nilJacetil }amino)petanoilamino]butirico,

8343, acido 2R-[(1-bencenosulfonil-pirrolidino-2R-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil-{2-[4-(3-0-tolilureido)
fenil]acetil }amino)petanoilamino]butirico,

8367, acido 2S-[(1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2R-(metil- { 2-[4-(3-o-tolilureido)fe-
nilJacetil }amino)pentanoilamino]butirico,

8368, acido 2S-[(1-bencenosulfonilpirrolidino-2R-carbonil)amino]-4-[4-metil-2R-(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fe-
nilJacetil }amino)pentanoilamino]butirico,

84609, acido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonilJamino }-4-(4-metil-2S-{ 2-[4-(metil-{ 2-[4-
(3-o-tolilureido)fenil]acetilamino } petanoilamino)-butirico,

8491, acido 2S-[(1-bencenosulfonil-2-metilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil-{ 2-[4-(3-o0-tolilu-
reido)fenil]acetil }amino)pentanoilamino]butirico, o

9264, acido 2S-[2-(1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-il)acetilamino]-4-[4-metil-2S-(metil- { 2-[4-(3-0-tolilureido)fe-
nil]acetil }amino)pentanoilamino]butirico.

7. El compuesto de la reivindicacién 6, en el que dicho compuesto es 5192, acido 2S-{[1-(3,5-diclorobencenosulfo-
nil)pirrolidino-2S-carbonil]amino }-4-[4-metil-2S-(metil-{ 2-[4-(3-0-tolilureido)fenil]acetil }amino)petanoilamino]bu-
tirico.

8. Un compuesto, que es

8685, dacido 2S-[(1-bencenosulfonil-4R-benciloxicarbonilaminopirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-
(metil-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-pentanoilamino]butirico,

8689, dcido 2S-[(4R-amino-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil-{ 2-[4-(3-0-to-
lilureido)fenil]acetil Jamino)petanoilamino]butirico,

8690, acido 2S-{[4R-(6-aminohexanoilamino)-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-
(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]butirico,

8749, 4cido 2S-{[4S-(6-aminohexanoilamino)-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-
(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]-butirico, conjugado PEG-SPA 20K,

8758, acido 2S-[(4S-amino-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil-{2-[4-(3-0-to-
lilureido)fenil]acetil Jamino)petanoilamino]butirico, conjugado PEG-SPA 20K,

8796, 4cido 2S-({1-bencenosulfonil-4R-[2-(4-hidroxifenil)acetilamino]-pirrolidino-2S-carbonil }amino)-4-[4-me-
til-2S-(metil-{ 2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]-acetil }amino)petanoilamino]butirico,

8797, 4acido 2S-[(1-bencenosulfonil-4R-[3-(4-hidroxifenil)propionilamino]-pirrolidino-2S-carbonil } amino)-4-[4-
metil-2S-(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]-acetil }amino)petanoilamino]butirico,

8809, dcido 2S-[(4R-amino-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil-{ 2-[4-(3-0-to-
lilureido)fenil]acetil Jamino)petanoilamino]butirico, conjugado PEG-SPA 20K,

9120, 4cido 4-[4-metil-2S-(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-pentanoilamino]-2S-{[1-(4-(E)estiril-
bencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonil]amino } -butirico,

9169, 4cido 4-[4-metil-2S-(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenilJacetil }amino)-petanoilamino]-2S-({ 1-[4-(1-0x0-1,3-
dihidroisoindol-2-il)bencenosulfonil]pirrolidino-2S-carbonil } aminobutirico,

9171, acido 2S-{[1-(4-acetilbencenosulfonil)pirrolidino-2S-carbonil]Jamino }-4-[4-metil-2S-(metil- { 2-[4-(3-o-toli-
lureido)fenil]acetil }amino)petanoilamino]butirico,

9182, dcido 4-[4-metil-2S-(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]-2S-{ [ 1-(4-vinilbence-
nosulfonil)pirrolidino-2S-carbonil Jamino } butirico,

9227, acido 2S-{[(4R-(6-amino)hexanoilamino)- 1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil]amino }-4-[4-metil-2S-
(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenilJacetil }amino)-petanoilamino]butirico, conjugado PEG-SPA 30K,
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9315, 4cido 2S-{[(4R-(6-amino)hexanoilamino)-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonilJamino }-4-[4-metil-2S-
(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]butirico, conjugado PEG-SPA 50K,

9418, acido 2S-{[(4R-(6-amino)hexanoilamino)-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil]amino }-4-[4-metil-2S-
(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]butirico, conjugado PEG-SPA 20K,

8723, acido 2S-{[4S-(6-aminohexanoilamino)-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil]amino }-4-[4-metil-2S-
(metil-{2-[4-(3-o-tolilureido)fenil]acetil }amino)-petanoilamino]butirico, o

8746, acido 2S5-[(4S-amino-1-bencenosulfonilpirrolidino-2S-carbonil)amino]-4-[4-metil-2S-(metil- { 2-[4-(3-0-to-
lilureido)fenil]acetil }amino)petanoilamino]butirico.

9. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el compuesto estd modificado con un
polietilenglicol.

10. Una composicién, que comprende un vehiculo farmacéutico y un compuesto segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9.
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