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DESCRIPCION
Inhibidores del proteasoma activados por FAP para el tratamiento de tumores sélidos
Antecedentes de la invencion

Una de cada cuatro muertes en los Estados Unidos se debe al cancer, la segunda causa principal de muerte después
de las enfermedades cardiacas. El cancer de pulmoén es la principal causa de mortalidad entre los canceres, y la
mayoria de los pacientes tienen cancer de pulmén de células no pequefas (NSCLC) localmente avanzado o
metastasico en el momento del diagnéstico. En las mujeres, el cancer de mama es el cancer de mayor prevalencia y
es la segunda causa principal de muerte relacionada con el cancer.

El estandar actual de atencion para el tratamiento de canceres sélidos tiene una eficacia limitada. Por ejemplo, en el
NSCLC la supervivencia se mantiene escasa a pesar de las mejoras logradas mediante la adicion de agentes dirigidos
a la quimioterapia de primera linea basada en el platino. En el cancer de mama metastasico, la eficacia de trastuzumab
esta limitada por la resistencia del tumor. Cuando el NSCLC progresa después de la terapia de primera linea, los
agentes de segunda linea aprobados solo logran tasas de supervivencia modestas.

Claramente se necesitan agentes anticancerigenos mas efectivos. Muchos medicamentos contra el cancer aprobados,
tales como bortezomib (Velcade®), son agentes citotdxicos que destruyen las células normales asi como también las
células tumorales. El beneficio terapéutico de estos farmacos depende de que las células tumorales sean mas
sensibles que las normales, de esta manera se logran respuestas clinicas con dosis de farmacos relativamente
seguras; sin embargo, el dafio a los tejidos normales es inevitable y a menudo limita el tratamiento. Después del éxito
del bortezomib en el tratamiento del mieloma multiple (MM), la inhibicion del complejo del proteasoma surgié como un
nuevo y prometedor enfoque de la quimioterapia. Debido a su notable eficacia en el tratamiento del mieloma multiple,
el bortezomib se probd en canceres sdlidos; desafortunadamente, generalmente no ha logrado producir respuestas
clinicas.

Bortezomib inhibe un complejo proteico intracelular llamado proteasoma. El proteasoma es un objetivo farmacolégico
atractivo porque esta implicado en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis, procesos que, cuando se desregulan
en las células cancerosas, conducen a la progresion del tumor, la resistencia a los medicamentos y la vigilancia
inmunoldgica alterada. Mediante la inhibicién del proteasoma 20S, que degrada selectivamente las proteinas
implicadas en la homeostasis celular, el bortezomib estabiliza los miembros proapoptéticos de la familia Bcl-2, inhibe
dos trayectorias principales que conducen a la activacion del NF-kB y provoca la acumulacion intracelular de proteinas
mal plegadas; todos estos efectos contribuyen a la destruccion de las células tumorales. El bloqueo de la activacion
de NF-kB aumenta la apoptosis, reduce la produccion de citocinas angiogénicas, inhibe la adhesion de las células
tumorales al estroma y alivia la supresion inmunitaria.

Sin embargo, el uso mas amplio de bortezomib para tratar el cancer parece evitarse por la toxicidad sistémica. El
bortezomib se distribuye a los tejidos sanos, lo que causa diarrea, fatiga, retencion de liquidos, hipopotasemia,
hiponatremia, hipotension, malestar general, nauseas, ortostatismo, neuropatia periférica inducida por el bortezomib
(BIPN) y toxicidades hematoldgicas, de las cuales la trombocitopenia es la de mayor gravedad. A la dosis
recomendada de bortezomib, existe una ventana terapéutica para el tratamiento del MM que puede proporcionarse
por la sensibilidad uUnica de las células del MM a la inhibicion del factor nuclear-kB (NF-kB) y la induccion de la
respuesta de proteina desplegada. Sin embargo, los canceres solidos (por ejemplo, cancer de prostata, pancreas y
de mama) parecen ser menos sensibles y los intentos de lograr la eficacia mediante el aumento de la dosificacion de
bortezomib se evitan por las toxicidades limitantes de la dosis (DLT). La escasa localizacion de bortezomib en los
tumores parece contribuir a su bajo indice terapéutico (Tl) en canceres solidos. En ratones portadores de tumores de
prostata PC3, la exposicién de 6rganos sanos a *C-bortezomib fue hasta 9 veces mayor que la exposicion tumoral, y
la inhibicion del proteasoma en el tejido sano parece ser mayor que en los tumores sélidos. Por tanto, es necesario
disefiar compuestos que se dirijan selectivamente al proteasoma en las células tumorales para superar el obstaculo
de las DLT debidas a la inhibicidon del proteasoma en los tejidos sanos.

En las ultimas décadas se realizaron grandes esfuerzos para crear terapias adaptadas a cada paciente, la llamada
medicina personalizada. Debido a los avances en la tecnologia de secuenciacion genética, ahora es posible y cada
vez mas rentable genotipar el tejido canceroso para identificar el perfil genético individual del cancer y, por tanto, las
proteinas especificas mutadas o disfuncionales que pueden ser responsables del crecimiento tumoral. Estas proteinas
"conductoras" pueden luego ser dirigidas con agentes que bloquean su funcioén y, por tanto, destruyen el cancer.
Aunque conceptualmente es solido, este enfoque esta obstaculizado por la inesperada diversidad genética y la
inestabilidad genémica del cancer. Pueden estar presentes genotipos de cancer significativamente diferentes dentro
de un unico tumor, lo que hace que la terapia dirigida sea ineficaz para muchos pacientes. Incluso cuando la mayoria
de las células cancerosas de un tumor comparten una composicion genética lo suficientemente parecida como para
que una unica terapia dirigida sea efectiva, un pequefio numero de células cancerosas portadoras de una mutacion
resistente pueden sobrevivir a la terapia, lo que conduce a una recaida tras una mejora inicial.
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Se necesitan terapias dirigidas selectivamente al tumor y su microambiente con agentes citotoxicos cuyo efecto no
dependa de la composicidon genética del cancer. Sin embargo, dichas terapias se mantienen distantes.

Los documentos WO 2009/006473 A2 y WO 2008/116054 A1 describen compuestos profarmacos que pueden
escindirse mediante la FAP, lo que resulta en una fraccion que luego exhibe la inhibicion del proteasoma. El documento

WO 2009/006473 A2 proporciona el siguiente ejemplo de escision mediante FAP del profarmaco R4-TrP-PrO- Phe-
Leu-B(OH)2:

%‘! v,u\ _OH Esasmn de FAP H "'\,)J\ _OH Inhibicion del proteasoma
014
_-I'.[II ©/

La figura 3 del documento WO 2008/116054 A1 representa el siguiente esquema general para la inhibicion del
proteasoma activado por FAP mediante los compuestos de oxocarbonilo de la presente invencion:

Inhibicion del proteasoma activada por FAP
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El documento US 2006/0089312 A1 describe profarmacos de inhibidores de la proteasa, tales como inhibidores del
proteasoma, DPOP IV, FAP-alfa y similares. Un profarmaco ilustrativo es el compuesto 47g:

Ay
SAGS (s

Resumen de la invencion

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto representado por la férmula Il

0O Ra O
H
R, N N
\H/ N™ (D) «r inhibidor del proteasoma)
H
(0] R, 0] \
R4

y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES29291/9T3

en donde

R1-(C=0)- representa un grupo bloqueante N-terminal de acilo seleccionado del grupo que consiste en formilo;
acetilo; benzoilo; trifluoroacetilo; succinilo; metoxisuccinilo; - C(=0)-(CH2)1-10-C(=0)-OH; arilo(C4-Cg)acilo en donde
el arilo se selecciona del grupo que consiste en benceno, naftaleno, fenantreno, fenol y anilina; heteroarilo(C1-
Cs)acilo en donde el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol,
tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina; y alquilo (C1-C10)-C(=0)- sustituido con uno o mas
grupos funcionales que se ionizan a pH fisiolégico;

R2 representa H, alquilo (C4-C+o), 0 un alquilo (C4-C10) mono- o di-hidroxi-sustituido;

Rs representa H, halégeno o alquilo (C1-C1o);

R4 esta ausente o representa alquilo (C1-C+), -OH, -NH2 o halégeno;

el compuesto se escinde por FAP para liberar un inhibidor del proteasoma, en donde:

el inhibidor del proteasoma se selecciona del grupo que consiste en:
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un compuesto representado por la férmula lll:
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R1-(C=0)- representa un grupo bloqueante N-terminal de acilo seleccionado del grupo que consiste en formilo;
acetilo; benzoilo; trifluoroacetilo; succinilo; metoxisuccinilo; - C(=0)-(CH2)1-10-C(=0)-OH; arilo(C4-Cg)acilo en donde
el arilo se selecciona del grupo que consiste en benceno, naftaleno, fenantreno, fenol y anilina; heteroarilo(C1-
Cs)acilo en donde el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol,
tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina; y alquilo (C1-C1)-C(=0)- sustituido con uno o mas
grupos funcionales que se ionizan a pH fisiolégico;

R2 representa H, alquilo (C4-C+o), 0 un alquilo (C1-C19) mono- o di-hidroxi-sustituido; Rs representa H, halégeno o
alquilo (C4-Cio);

R4 esta ausente o representa alquilo (C4-C+o), -OH, -NH2 o halégeno;

Rs representa una cadena lateral grande de aminoécido hidréfobo;

Rs representa alquilo (C1-C1o), cicloalquilo, arilo, heterociclo o -(CH2)r-Ry7;

Rz representa arilo, aralquilo, cicloalquilo, alcoxi, alquiltio, -OH o -SH;

R11 representa H o alquilo (C4-C1o);

W representa -CN, una epoxicetona, -CH=NRg,

0
S i x 1,0
I S
o ’ -S.,/\/ \X1 |
o) rﬁﬁn o)
1l 7&_8’}"‘1 E_P_REZ
_F_,F"-.., . : /J'I\
WXy Y2 Rsi o % Rs.

Rs representa H, alquilo, alquenilo, alquinilo, -C(X1)(X2)X3s, -(CH2)m-Ro, -(CH2),-OH, -(CH2),0-alquilo, -(CH2),-O-
alquenilo, -(CH2)n-O-alquinilo, -(CH2)a-O-(CH2)m-Rg, - (CH2)s-SH, -(CH2)n-S-alquilo, -(CH2)n-S-alquenilo, -(CH2)n-
S-alquinilo, -(CH2)s-S-(CH2)m-Rg, -C(=0)C(=0)NH,, -C(=0)C(=0)ORq;

Ro representa, independientemente para cada ocurrencia, un arilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o
heterociclo sustituido o no sustituido;

R1o representa, independientemente para cada ocurrencia, hidrégeno, o un alquilo, alquenilo, arilo, aralquilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo o heterociclo sustituido o no sustituido;

Y1y Y2 pueden ser juntos o independientemente OH, o un grupo capaz de hidrolizarse a un grupo hidroxilo, que
incluyen los derivados ciclicos donde Y1y Y3 estan conectados a través de un anillo que tiene de 5 a 8 atomos en
la estructura del anillo;

Rso representa O S;

Rs1 representa N3, SH2, NH2, NO2 0 -OR;

Rs, representa hidrégeno, alquilo (C4-C1o), amina, -OR+o, 0 una sal farmacéuticamente aceptable, 0 Rs1 y Rs2
tomados junto con el atomo de fosforo al que estan unidos, completan un anillo heterociclico que tiene de 5 a 8
atomos en la estructura del anillo;

X1 es haldégeno;

cada X2 y X3 representa H o halégeno;

m es cero o un numero entero en el intervalo de 1a 8; y

n es un numero entero en el intervalo de 1 a 8.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la sintesis de ARI-2727D y ARI-3996. Se usaron los siguientes reactivos: (a)
HATU/DMF/DIPEA, 95 %; (b) HCI 4 M en dioxano, 100 %; (c) HATU/DMF/DIPEA, 90 %; (d) HCI 4 M en dioxano,
100 %; (e) tBu-Suc-Ser(tBu)-OH, HATU/DMF/DIPEA, 90 %; f) Pd(OH).-C/Hz/metanol, 90 %; (g) 2727D,
HATU/DMF/DIPEA, 85 %; (h) TFA/DCM, 90 %; (i) PhB(OH),, pentano-agua-acetonitrilo, 70 %.

La Figura 2 muestra la tasa de escision in vitro de ARI-3996 por FAP y PREP en funcion de la concentracion de
ARI-3996. La escisidon se monitoreé mediante el ensayo de liberacién de ARI-2727 de "ojiva" mediante el uso de
LCMS.

La Figura 3 muestra la escision in vitro de ARI-3144 ((N-quinolina-4-carbonilo)-D-Ala-Pro-AMC) por FAP, pero no
por DPP 1V, DPP 8, DPP 9 o PREP. La escisién se monitore6 al medir la fluorescencia del grupo saliente AMC
(excitacion, 355 nm; emisién, 460 nm).

La Figura 4 muestra la relacion de la actividad proteolitica de FAP en seres humanos y ratones para el tejido
tumoral pancreatico y el plasma. Se ensay? la actividad de FAP ex-vivo en homogeneizados tumorales y plasma
mediante el uso del sustrato fluorogénico ARI-3144.

La Figura 5 muestra la actividad proteolitica de FAP en xenoinjertos de células HEK293 transfectadas con FAP y
células HPAF-11. La actividad de FAP se ensayé mediante el uso del ensayo ARI-3144.
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La Figura 6 muestra una comparacion de las actividades antitumorales de ARI-3996 y bortezomib (Velcade®) en
los respectivos MTD en ratones SCID portadores de xenoinjertos de carcinoma HPAF-II establecidos (~200 mm?3).
ARI-3996 y bortezomib se administraron dos veces por semana (esquema dia (D)1/ D4), y ARI-3996 también se
administré del dia 1 al dia 5 durante 5 dias consecutivos (esquema QDx5). Los asteriscos indican reducciones
significativas (p < 0,05) del tamafio del tumor en los ratones tratados con ARI-3996, en comparacion con los
controles.

La Figura 7 muestra la distribucion de ['*C] bortezomib a los tejidos y al tumor 1 hora después de la inyeccion iv.
El gréafico y los datos fueron tomados de Adams y otros (71). Los datos son la media de dpm/100 mg de tejido y la
media de dpm/100 uL de sangre.

La Figura 8 muestra la distribucion en el tejido de ARI-3996 y la ojiva 2727D en ratones SCID portadores de
tumores HPAF-II por via s.c. Los ratones portadores de tumores fueron inyectados por via s.c. con 50 mg/kg de
ARI-3996. Los tejidos se cosecharon en 1 (A, B), 2 (C, D) y 3 horas (n = 2) después de la administracion de ARI-
3996, y las concentraciones del farmaco en los extractos de tejidos se determinaron por LCMS.

La Figura 9 muestra el efecto antitumoral de ARI-3996 administrado por via i.p. (IP) y s.c. (SQ) a 50 mg/kg dos
veces al dia (b.i.d) en los dias 1 y 4 a ratones SCID portadores de xenoinjertos HPAF-Il. ANOVA de una via con
posprueba de Dunnett para la prueba frente al vehiculo (P < 0,0001).

La Figura 10 muestra la actividad antitumoral de 50 mg/kg de ARI-3996 con o sin 6 mg/kg de gemcitabina. Se
administré ARI-3996 b.i.d. por via s.c. y gemcitabina una vez al dia por via i.p. dos veces por semana. Media +
SEM. Los dos compuestos exhiben un fuerte efecto sinérgico cuando se administran juntos.

La Figura 11 muestra una imagen del sustrato fluorogénico de diagndstico ARI-3144. El sitio de reconocimiento
del FAP se une especificamente al FAP y es escindido por la enzima para liberar la fraccién de cumarina
fluorogénica.

La Figura 12 muestra una imagen de ARI-3144 después de unirse a FAP. El sitio de reconocimiento FAP se escinde
para liberar la fraccidon de cumarina fluorescente.

La Figura 13 muestra que el ARI-3144 es un excelente sustrato para la FAP.

La Figura 14 muestra mediciones de fluorescencia de la tasa de escision de ARI-3144 por PREP, DPPIV, DPPS,
DPP9 y DPPII. ARI-3144 es altamente selectivo para FAP.

La Figura 15 muestra una imagen del profarmaco ARI-3996, que contiene un sitio de reconocimiento FAP unido
quimicamente a ARI-2727D, un inhibidor del proteasoma que permanece inactivo mientras esta unido al sitio de
reconocimiento FAP (parte superior) y una imagen de lo que ocurre después de la escision por FAP; la "ojiva"
activa ARI-2727D se libera del sitio de reconocimiento FAP (parte inferior).

La Figura 16 muestra actividad de FAP en tejidos de ratdon cancerosos y normales. La actividad de FAP mucho
mas alta en y alrededor del tumor indica que FAP esta regulada positivamente en ese tejido.

La Figura 17 muestra actividad de FAP en lineas de células tumorales humanas y xenoinjertos de tumor de raton
HPAF-II. La actividad de FAP es generalmente mas alta en las lineas de células tumorales humanas que en los
xenoinjertos de tumores de raton. Es probable que la actividad de la FAP sea aun mas alta de lo que se muestra
debido a una cierta desactivacién de la FAP durante la recogida y manipulacion de las muestras.

La Figura 18 muestra un grafico de la actividad de FAP en varios tejidos. Los xenoinjertos de tumor HEK
transfectados con FAP coinciden con el tejido tumoral pancreatico humano en cuanto al contenido de FAP.

La Figura 19 muestra el volumen tumoral medio de los ratones tratados con un vehiculo de control o con ARI-3996.
ARI-3996 induce la regresion tumoral en ratones inmunocompetentes.

La Figura 20 muestra la actividad anticancerigena de ARI-3996 en xenoinjerto de tumor HEK transfectado con
FAP.

La Figura 21 muestra que el plasma sanguineo de raton inactivado para FAP no activa ARI-3996 para liberar ARI-
2727.

La Figura 22 muestra la distribucion en el tejido de Velcade® frente a ARI-3996 en ratones.

La Figura 23 muestra la distribucion en el tejido de Velcade® frente a ARI-2727D en ratones. ARI-3996 se escinde
en ARI-2727D dentro y alrededor de los tumores, lo que facilita, por tanto, la acumulacién de ARI-2727D en los
tumores.

La Figura 24 muestra la distribucion en el tejido de ARI-2727D 1 hora después de la administracién directa frente
a la administracion como forma de profarmaco, ARI-3996 (parte superior); y la relacion promedio en la que ARI-
2727D se acumula en el tumor frente al higado.

La Figura 25 muestra la citotoxicidad de Velcade® frente a ARI-2727D en mieloma multiple, células normales y
tumores sdlidos.

La Figura 26 muestra la citotoxicidad de Velcade® frente a ARI-2727D frente a ARI-3996 en mieloma mudltiple,
células normales y tumores sélidos.

La Figura 27 muestra la actividad de FAP en diversas lineas celulares de cancer humano.

La Figura 28 muestra los efectos anticancerigenos de los inhibidores del proteasoma Velcade® y ARI-3996 en
ratones portadores del tumor U266.

La Figura 29 muestra las estructuras quimicas y los nombres de varios inhibidores del proteasoma conocidos.

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencion se refiere a compuestos disefiados selectivamente para dirigirse tumores sélidos con un perfil

de toxicidad reducido. Bortezomib (Velcade)®) es un tratamiento efectivo para el mieloma mdiltiple, pero su mecanismo
de accion resulta en toxicidades limitantes de la dosis (DLT) de neuropatia periférica y pérdida de plaquetas, que
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evitan el tratamiento de canceres sélidos comunes. Los compuestos de la presente invencién estan disefiados para
mantenerse inactivos en érganos sanos y para ser activados por la enzima asociada a tumores llamada proteina de
activacion de fibroblastos (FAP) para liberar una ojiva citotdxica similar a bortezomib en tumores, y de esta manera se
reducen los efectos secundarios toxicos que evitan el tratamiento seguro de tumores sélidos con bortezomib.

El direccionamiento selectivo y la toxicidad reducida de los compuestos de la invencion permiten el tratamiento de
canceres solidos independientemente de su composicion genética. Ademas, la activacion selectiva de los compuestos
en los alrededores de los tumores da como resultado una alta concentracion del agente citotéxico en el tumor pero
una baja concentracién en el resto del cuerpo. La alta concentracién local destruye los tumores con una dosis mas
baja del farmaco de lo que era posible anteriormente, porque un farmaco que carece de la capacidad de suministrarse
selectivamente circula por todo el cuerpo, por lo que causa toxicidad sistémica, a menudo en una dosis que es
subdptima para el tratamiento del cancer.

La presente invencién también permite compensar las propiedades inmunosupresoras de los tumores. Debido a que
los tumores solidos a menudo estan rodeados de células estromales cancerosas, estan protegidos del sistema
inmunitario del paciente. Esta inmunosupresion puede eliminarse al destruir las células del estroma, pero las
quimioterapias convencionales, que incluyen Velcade® no lo consiguen. La presente invencion es capaz de destruir
células del estroma porque sobreexpresan FAP vy, por tanto, activan los compuestos de la invencién para liberar la
ojiva. Por tanto, la presente invencion puede tener multiples mecanismos de accion, tales como la destruccion directa
de los tumores o la reactivacion de la respuesta inmunitaria del paciente después de la destruccion del tejido estromal
de soporte, lo que resulta en la destruccion del tumor a través de una respuesta inmunitaria natural.

La fraccion de direccion FAP, o la porcién de union FAP, de la invencion puede unirse quimicamente a una variedad
de ojivas citotdxicas. Por tanto, cualquier inhibidor del proteasoma con un objetivo y un modo de accién validados se
beneficiaria de su uso con la invencién reivindicada. La conjugacion (uniéon quimica) de un inhibidor del proteasoma
validado que posee actividad anticancerigena, a la fraccion de direccion FAP confiere un suministro selectivo, un
aumento de la potencia y una disminucién de la toxicidad fuera del objetivo.

La conjugacion de la fraccion de direccion FAP con un inhibidor de proteasa conocido es similar, pero conceptualmente
diferente, a un profarmaco, porque la fraccion de direccion FAP esta disefiada para unirse y escindirse por FAP
selectivamente sobre otras proteasas presentes en el cuerpo, especialmente DPPII, DPP8, DPP9, DPPIV y PREP.
Esta especificidad para el subtipo de enzima es esencial para el efecto deseado de suministrar el agente citotdxico
liberado al tumor.

Se conocen en la técnica muchos inhibidores del proteasoma con actividad anticancerigena, que pueden dividirse de
acuerdo con los inhibidores covalentes y no covalentes, y los inhibidores covalentes se dividen ademas en aldehidos,
boronatos, epoxicetonas, betalactonas, vinil sulfonas y a,B-carbonilos insaturados, entre otros. Los ejemplos en la
clase de aldehido incluyen MG-132, PSI y felutamida B. Los ejemplos en la clase de boronato incluyen bortezomib
(Velcade®), CEP-18770, MLN2238 y MLN9708. Los ejemplos en la clase de epoxicetona incluyen epoxomicina,
carfilzomib (PR-171), NC-005, YU-101, LU-005, YU-102, NC-001, LU-001, NC-022, PR-957 (LMP7), CPSI (85), LMP2-
sp-ek, BODIPY-NC-001, azido-NC-002, y ONX 0912 (opromozib). Los ejemplos en la clase de betalactona incluyen
omuralida, PS-519, marizomib y belactosina A. Los ejemplos en la clase de vinilsulfona incluyen '2%|-NIP-L3VS, NC-
005-VS y MV151. La discusion y validacion de estos inhibidores y otros pueden encontrarse, por ejemplo, en Kisselev
y otros "Proteasome Inhibitors: An Expanding Army Attacking a Unique Target," Chemistry and Biology 19, 27 de enero
de 2012, 99-115.

Se espera que la conjugacién quimica de cualquiera de estos inhibidores del proteasoma con una fraccion de direccion
FAP como se describe en la presente invencién suministre selectivamente el agente citotdxico a los tumores solidos
y a las células estromales circundantes. Dado que la fraccion de direccién FAP es un sustrato selectivo para FAP, la
identidad del agente citotdxico unido a la fraccidon de direccion FAP no es importante para el suministro selectivo. La
FAP escindira el enlace quimico que une la fraccion de direccion a la ojiva; dicho enlace quimico puede ser, por
ejemplo, un enlace éster o amida, entre otros.

En determinadas modalidades, el compuesto se representa por la formula Il
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R1-(C=0)- representa un grupo bloqueante N-terminal de acilo seleccionado del grupo que consiste en formilo;
acetilo; benzoilo; trifluoroacetilo; succinilo; metoxisuccinilo; -C(=0)-(CH2)4-10-C(=0)-OH; arilo(C1-Cs)acilo en donde
el arilo se selecciona del grupo que consiste en benceno, naftaleno, fenantreno, fenol y anilina; heteroarilo(C1-

Cs)acilo en

donde el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol,

tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina; y alquilo (C4-C10)-C(=0)- sustituido con uno o mas

grupos func

ionales que se ionizan a pH fisiolégico;

Rz representa H, alquilo (C1-C1g), 0 un alquilo (C+-C10) mono- o di-hidroxi-sustituido;
R3 representa H, halégeno o alquilo (C1-C1o);
R4 esta ausente o representa alquilo (C4-C1g), -OH, -NH2 o halégeno; y el compuesto se escindié por FAP para

liberar un in
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En otras modalidades, el compuesto se representa por la formula lI:
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R1-(C=0)- representa un grupo bloqueante N-terminal de acilo seleccionado del grupo que consiste en formilo;
acetilo; benzoilo; trifluoroacetilo; succinilo; metoxisuccinilo; -C(=0)-(CH2)4-10-C(=0)-OH; arilo(C1-Cs)acilo en donde
el arilo se selecciona del grupo que consiste en benceno, naftaleno, fenantreno, fenol y anilina; heteroarilo(C1-
Cs)acilo en donde el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol,
tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina; y alquilo (C1-C1)-C(=0)- sustituido con uno o mas
grupos funcionales que se ionizan a pH fisiolégico;

R2 representa H, alquilo (C4-C+o), 0 un alquilo (C4-C10) mono- o di-hidroxi-sustituido;

Rs representa H, halégeno o alquilo (C1-C1o);

R4 esta ausente o representa alquilo (C1-C+p), -OH, -NH. o halégeno;

Rs representa una cadena lateral grande de aminoécido hidréfobo;

Rs representa alquilo (C1-C1o), cicloalquilo, arilo, heterociclo o -(CH2)r-Ry7;

Rz representa arilo, aralquilo, cicloalquilo, alcoxi, alquiltio, -OH o -SH;

R11 representa H o alquilo (C4-C1o);

W representa -CN, una epoxicetona, -CH=NRs,

i 0
e P
o L \X1’
Rso
R
X Y3 Ry o % Rs

Rg representa H, alquilo, alquenilo, alquinilo, -C(X1)(X2)X3, -(CH2)m-Re, - (CH2)»-OH, -(CH>),-O-alquilo, -(CH2)-O-
alquenilo, -(CHz)n-O-alquinilo, -(CH2),-O-(CH2)m-R9, -(CHz2)n-SH, -(CH2)n-S-alquilo, -(CH2)n-S-alquenilo, -(CH2)n-
S-alquinilo, -(CH2)-S-(CH2)m-Rg, -C(=0)C(=0)NH,, -C(=0)C(=0)ORq;

Ro representa, independientemente para cada ocurrencia, un arilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o
heterociclo sustituido o no sustituido;

R1o representa, independientemente para cada ocurrencia, hidrégeno, o un alquilo, alquenilo, arilo, aralquilo,
cicloalquilo, cicloalquenilo o heterociclo sustituido o no sustituido;

Y1y Y2 pueden ser juntos o independientemente OH, o un grupo capaz de hidrolizarse a un grupo hidroxilo, que
incluyen los derivados ciclicos donde Y1y Y3 estan conectados a través de un anillo que tiene de 5 a 8 atomos en
la estructura del anillo;

Rso representa O 0 S;

Rs1 representa N3, SH2, NH2, NO2 0 -OR;

Rs, representa hidrégeno, alquilo (C4-C1o), amina, -OR+o, 0 una sal farmacéuticamente aceptable, 0 Rs1 y Rs2
tomados junto con el atomo de fosforo al que estan unidos, completan un anillo heterociclico que tiene de 5 a 8
atomos en la estructura del anillo;

X1 es halégeno;

cada X2 y X3 representa H o halégeno;

m es cero 0 un numero entero en el intervalo de 1 a 8; y n es un numero entero en el intervalo de 1 a 8.

En determinadas modalidades, el compuesto se representa por

O Q = a
L N N,
HO \n” < N ol Bl
E H H H
o o N\
%"‘(:;H ,

También sin formar parte de la presente invencion, se describe una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto descrito en la presente descripcion; y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

También sin formar parte de la presente invencion, se describe un método de:
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i) inhibir la funcién del proteasoma en una célula, que comprende poner en contacto la célula con una
cantidad efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

i)  reducir la tasa de degradacion de la proteina muscular en una célula, que comprende poner en contacto la
célula con una cantidad efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

iii) reducir la actividad de NF-kB en una célula, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad
efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

iv) reducir la tasa de desintegracion de proteinas intracelulares dependientes del proteasoma, que comprende
poner en contacto una célula con una cantidad efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

v) reducir la tasa de degradacion de la proteina p53 en una célula, que comprende poner en contacto una
célula con una cantidad efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

vi) inhibir la degradacion de ciclina en una célula, que comprende poner en contacto una célula con una
cantidad efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion; y

vii) inhibir la presentacion de antigenos en una célula, que comprende poner en contacto una célula con una
cantidad efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método para tratar el cancer, la psoriasis, la reestenosis u otra enfermedad de proliferacion celular.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método para tratar el cancer, la psoriasis, la reestenosis u otra enfermedad de proliferacién celular, en donde el
compuesto es para la coadministracién con una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente quimioterapéutico.

En determinadas modalidades, el agente quimioterapéutico es docetaxel, paclitaxel, mesilato de imatinib, gemcitabina,
cis-platino, carboplatino, 5-fluorouracilo, pemetrexed, metotrexato, doxorrubicina, lenalidomida, dexametasona o
monometil auristatina.

En determinadas otras modalidades, el agente quimioterapéutico es docetaxel, gemcitabina, carboplatino o
doxorrubicina.

Aun en otras modalidades, el agente quimioterapéutico es MG-132, PSI, felutamida B, bortezomib, CEP-18770, MLN-
2238, MLN-9708, epoxomicina, carfilzomib (PR-171), NC-005, YU-101, LU-005, YU-102, NC-001, LU-001, NC-022,
PR-957 (LMP7), CPSI (B5), LMP2-sp-ek, BODIPY-NC-001, azido-NC-002, ONX -0912, omuralida, PS-519, marizomib,
belactosina A, '25I-NIP-LsVS, NC-005-VS o MV151.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método para tratar el cancer.

En determinadas modalidades, el cancer es un tumor sélido.
En determinadas otras modalidades, el método comprende ademas administrar a un mamifero que lo necesite una
cantidad terapéuticamente efectiva de un agente quimioterapéutico.

Aun en otras modalidades, el cancer es un tumor sélido.

Todavia en otras modalidades, el agente quimioterapéutico es docetaxel, paclitaxel, mesilato de imatinib, gemcitabina,
cis-platino, carboplatino, 5-fluorouracilo, pemetrexed, metotrexato, doxorrubicina, lenalidomida, dexametasona o
monometil auristatina.

En otra modalidad, el agente quimioterapéutico es docetaxel, gemcitabina, carboplatino o doxorrubicina.

En determinadas modalidades, el agente quimioterapéutico es MG-132, PSI, felutamida B, bortezomib, CEP-18770,
MLN-2238, MLN-9708, epoxomicina, carfilzomib (PR-171), NC-005, YU-101, LU-005, YU-102, NC-001, LU-001, NC-
022, PR-957 (LMP7), CPSI (B5), LMP2-sp-ek, BODIPY-NC-001, azido-NC-002, ONX- 0912, omuralida, PS-519,
marizomib, belactosina A, '25I-NIP-L3VS, NC-005-VS o MV151.

También sin formar parte de la presente invencion, se describe un método de:

i) reducir la tasa de pérdida de masa muscular en un mamifero, que comprende administrar a un mamifero
que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

i)  reducir la actividad de NF-kB en un mamifero, que comprende administrar a un mamifero que lo necesite
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion.

iii) reducir la tasa de desintegracion de proteinas intracelulares dependientes del proteasoma en un mamifero,
que comprende administrar a un mamifero que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto descrito en la presente descripcion.

iv) reducir la tasa de degradacion de la proteina p53 en un mamifero, que comprende administrar a un
mamifero que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente
descripcion;
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v) inhibir la degradacion de ciclina en un mamifero, que comprende administrar a un mamifero que lo necesite
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

vi) inhibir la presentacion de antigenos en un mamifero, que comprende administrar a un mamifero que lo
necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion;

vii) inhibir la adhesion celular dependiente de NF-kB inducible en un mamifero, que comprende administrar a
un mamifero que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente
descripcion; y

viii) inhibir la infeccién por HIV en un mamifero, que comprende administrar a un mamifero que lo necesite una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito en la presente descripcion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método descrito en la presente descripcion, en donde dicho mamifero es un primate, equino, canino, felino o bovino.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método descrito en la presente descripcion, en donde dicho mamifero es un ser humano.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método descrito en la presente descripcion, en donde el compuesto se administra al mamifero por inhalacién, por
via oral, intravenosa, sublingual, ocular, transdérmica, rectal, vaginal, tépica, intramuscular, intraarterial, intratecal,
subcutanea, bucal o intranasal.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto descrito en la presente descripcion para su uso en
un método descrito en la presente descripcion, en donde el compuesto se administra al mamifero por via intravenosa.

También sin formar parte de la presente invencion, se describe un compuesto descrito en la presente descripcion para
su uso en un método para reducir la inmunosupresion local y/o la actividad de soporte tumoral mediada por células
estromales FAP+, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente efectiva
de un profarmaco de un agente activo, en donde el agente activo es citotdxico o inhibe la expresion o secrecion de
proteinas a dichas células estromales FAP+, y es al menos 2 veces mas citotoxico para las células estromales FAP+
que el profarmaco; y el profarmaco (i) incluye una secuencia de sustrato FAP; (ii) se convierte en el agente activo
mediante la escision de la secuencia de sustrato FAP por la FAP, cuya secuencia de sustrato tiene una kea/Kn para la
escision por FAP al menos 10 veces mayor que para la escision por la prolil endopeptidasa EC 3.4.14.5 (PREP); y (iii)
se convierte selectivamente in vivo en el agente activo por las células estromales FAP+.

También sin formar parte de la presente invencion, se describe un compuesto descrito en la presente descripcion para
su uso en un método descrito en la presente descripcion, en donde la secuencia de sustrato de FAP tiene una Keai/Km
para la escision por FAP al menos 10 veces mayor que para la escision por otras prolil endopeptidasas S9.

Definiciones

El término "aminoacido" pretende abarcar todos los compuestos, ya sean naturales o sintéticos, que incluyan tanto
una funcionalidad amino como una funcionalidad acida, lo que incluye los analogos y derivados de los aminoacidos.
En determinadas modalidades, los aminoacidos contemplados en la presente invencién son los aminoacidos de origen
natural que se encuentran en las proteinas, o los productos anabdlicos o catabdlicos naturales de dichos aminoacidos,
que contienen grupos amino y carboxilo. Los aminoacidos de origen natural se identifican en todo momento con las
abreviaturas convencionales de tres letras y/o de una letra, correspondientes al nombre trivial del aminoacido, de
acuerdo con la siguiente lista. Todos los aminoacidos descritos en la presente descripcion se contemplan como
isébmeros (D)- y (L)- a menos que se indique de cualquier otra manera. Las abreviaturas estan aceptadas en la técnica
de los péptidos y son recomendadas por la comision IUPAC-IUB en la nomenclatura bioquimica.

Por el término "residuo de aminoacido" se entiende un aminoacido. En general, las abreviaturas usadas en la presente
descripcion para designar los aminoacidos de origen natural se basan en las recomendaciones de la Comision de
Nomenclatura Bioquimica de la [IUPAC-IUB. Véase Biochemistry (1972) 11:1726-1732). Por ejemplo, Met, lle, Leu, Ala
y Gly representan "residuos" de metionina, isoleucina, leucina, alanina y glicina, respectivamente. Por residuo se
entiende un radical derivado del a-aminoacido correspondiente mediante la eliminacion de la porcion OH del grupo
carboxilo y la porciéon H del grupo a-amino.

El término "cadena lateral de aminoacido" es la parte de un residuo de aminoacido que no es la cadena principal,
como se define en K. D. Kopple, "Peptides and Amino Acids", W. A. Benjamin Inc, Nueva York y Amsterdam, 1966,
paginas 2 y 33; ejemplos de dichas cadenas laterales de los aminoacidos comunes son -CH>,CH,SCHj3 (la cadena
lateral de la metionina) -CHz(CH3)-CH2CHjs (la cadena lateral de la isoleucina), -CH2CH(CHs). (la cadena lateral de la
leucina) o H- (la cadena lateral de la glicina). Estas cadenas laterales son colgantes del carbono Ca de la cadena
principal.

El término "analogo de aminoacido" se refiere a un compuesto estructuralmente similar a un aminoacido de origen
natural en donde el grupo carboxilo C-terminal, el grupo amino N-terminal o el grupo funcional de la cadena lateral se
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modifican quimicamente. Por ejemplo, el acido aspartico-(éster beta-metilo) es un aminoacido analogo del acido
aspartico; la N-etilglicina es un aminoacido analogo de la glicina; o la alanina carboxamida es un aminoacido analogo
de la alanina.

La frase "grupo protector" como se usa en la presente, significa sustituyentes que protegen al grupo funcional reactivo
de reacciones quimicas no deseadas. Ejemplos de dichos grupos protectores incluyen a ésteres de acidos carboxilicos
y acidos borénicos, éteres de alcoholes y acetales y cetales de aldehidos y cetonas. Por ejemplo, la frase "grupo
protector N-terminal" o "grupo amino-protector”, como se usa en la presente, se refiere a varios grupos amino-
protectores que pueden emplearse para proteger el N-terminal de un aminoacido o péptido contra reacciones
indeseables durante los procedimientos de sintesis. Ejemplos de grupos adecuados incluyen grupos protectores de
acilo tales como, para ilustrar, formilo, dansilo, acetilo, benzoilo, trifluoroacetilo, succinilo y metoxisuccinilo; grupos
protectores de uretano aromatico como, por ejemplo, benciloxicarbonilo (Cbz); y grupos protectores de uretano alifatico
tales como t-butoxicarbonilo (Boc) o 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc).

El término "grupo protector amino-terminal”, como se usa en la presente, se refiere a los grupos protectores amino-
terminales que se emplean tipicamente en la sintesis organica, especialmente en la sintesis de péptidos. Puede
emplearse cualquiera de las categorias conocidas de grupos protectores, que incluyen grupos protectores de acilo,
tales como acetilo y benzoilo; grupos protectores de uretano aromatico, tales como benciloxicarbonilo; y grupos
protectores de uretano alifatico, tales como terc-butoxicarbonilo. Véase, por ejemplo, Gross y Mienhoffer, Eds., The
Peptides, Academic Press: Nueva York, 1981; vol. 3, 3-88; y Green, T. W.; Wuts, P. G. M., Protective Groups in Organic
Synthesis, 2a ed., Wiley: Nueva York, 1991. Los grupos protectores preferidos incluyen las fracciones de arilo-,
aralquilo-, heteroarilo- y heteroarilquil-carbonilo y sulfonilo.

Como se usa en la presente, el término "condiciones fisiologicas" se refiere a la temperatura, el pH, la fuerza idnica,
la viscosidad y parametros bioquimicos similares que son compatibles con un organismo viable, y/o que existen
tipicamente de forma intracelular en una célula de mamifero viable.

El término "profarmaco”, como se usa en la presente, abarca los compuestos que, bajo condiciones fisiologicas, se
convierten en agentes activos terapéuticamente. Un método comun para fabricar un profarmaco es incluir fracciones
seleccionadas que se hidrolizan bajo condiciones fisiolégicas para revelar la molécula deseada. En otras modalidades,
el profarmaco se convierte por una actividad enzimatica del animal huésped.

La frase "excipiente farmacéuticamente aceptable" o "portador farmacéuticamente aceptable”, como se usa en la
presente, significa un material, composicién o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un relleno liquido o
soélido, un diluyente, un excipiente, un solvente o un material de encapsulamiento, implicado en el transporte de la
sustancia quimica en cuestion desde un 6rgano o porcion del cuerpo, a otro érgano o porcion del cuerpo. Cada
portador debe ser "aceptable" en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de la formulacion, no
perjudicial para el paciente y sustancialmente no pirogénico. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como
portadores farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2)
almidones, tales como almidon de maiz y almidon de patata; (3) celulosa, y sus derivados, tales como
carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco;
(8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete,
aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja;
(10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12)
ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes amortiguadores, tales como hidroxido de
magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirégenos; (17) solucién salina isotonica; (18)
soluciéon de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones tampoén de fosfato; y (21) otras sustancias compatibles no
toxicas que se emplean en las formulaciones farmacéuticas. En determinadas modalidades, las composiciones
farmacéuticas de la presente invencion no son pirogénicas, es decir, no inducen elevaciones significativas de la
temperatura cuando se administran a un paciente.

El término "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a las sales de adicion de acidos inorganicos y organicos
relativamente no téxicas del (de los) inhibidor(es). Estas sales pueden prepararse in situ durante el aislamiento y la
purificacion final del (de los) inhibidor(es), o al hacer reaccionar por separado un(os) inhibidor(es) purificado(s) en su
forma de base libre con un acido organico o inorganico adecuado, y por tanto aislar la sal formada. Las sales
representativas incluyen hidrobromuro, hidrocloruro, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, valerato, oleato,
palmitato, estearato, laurato, benzoato lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naftilato,
mesilato, glucoheptonato, lactobionato y sales de laurilsulfonato, y similares. Véase, por ejemplo, Berge y otros (1977)
"Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19.

En otros casos, los compuestos utiles en los métodos de la presente invencion pueden contener uno 0 mas grupos
funcionales acidos y, por tanto, son capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables con bases
farmacéuticamente aceptables. El término "sales farmacéuticamente aceptables" en estos casos se refiere a las sales
de adicion de bases inorganicas y organicas relativamente no toxicas de un(os) inhibidor(es). Igualmente, estas sales
pueden prepararse in situ durante el aislamiento y la purificacion final del (de los) inhibidor(es), o al hacer reaccionar
por separado el(los) inhibidor(es) purificado(s) en su forma acida libre con una base adecuada, tal como hidréxido,
carbonato o bicarbonato de un catiéon metélico farmacéuticamente aceptable, con amoniaco o con una amina organica
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primaria, secundaria o terciaria farmacéuticamente aceptable. Las sales alcalinas o alcalinotérreas representativas
incluyen las sales de litio, sodio, potasio, calcio, magnesio y aluminio, y similares. Las aminas organicas
representativas utiles para la formacion de sales de adicion de bases incluyen etilamina, dietilamina, etilendiamina,
etanolamina, dietanolamina, piperazina y similares (véase, por ejemplo, Berge y otros, arriba).

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" de un compuesto con respecto a su uso en el tratamiento, se refiere a una
cantidad del compuesto en una preparacion que, cuando se administra como parte de un régimen de dosificacion
deseado (a un mamifero, preferentemente un ser humano) alivia un sintoma, mejora una afeccion o retrasa la aparicion
de las condiciones de la enfermedad de acuerdo con las normas clinicamente aceptables para el trastorno o la afeccion
que va a tratarse o el propoésito cosmético, por ejemplo, a una relacion beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier
tratamiento médico.

El término tratamiento "profilactico o terapéutico” se reconoce en la técnica e incluye la administracién al huésped de
una o mas de las composiciones de interés. Si se administra antes de la manifestacion clinica de la afeccién no
deseada (por ejemplo, una enfermedad u otro estado no deseado del animal huésped), entonces el tratamiento es
profilactico, (es decir, protege al huésped contra el desarrollo de la afeccién no deseada), mientras que si se administra
después de la manifestacion de la afeccion no deseada, el tratamiento es terapéutico, (es decir, esta destinado a
disminuir, mejorar o estabilizar la afeccién no deseada existente o los efectos secundarios de la misma).

El término "enlazador autoeliminador" o "enlazador autoinmolador" se refiere a un extensor temporal, espaciador, o
unidad de reserva que une dos 0 mas moléculas mediante enlaces quimicos que se escinden en condiciones definidas
para liberar las dos moléculas. Los ejemplos de enlazadores autoeliminadores incluyen, pero no se limitan a, p-
aminobenziloxicarbonilo (PABC) y 2,4-bis(hidroximetil)anilina. El enlazador autoeliminador o el enlazador
autoinmolador puede ser lineal o ramificado, y puede enlazar dos 0 mas moléculas iguales, o puede enlazar dos o
mas moléculas diferentes. El enlazador autoeliminador o el enlazador autoinmolador puede degradarse,
descomponerse o fragmentarse bajo, por ejemplo, condiciones fisiologicas, condiciones acidas, condiciones basicas
0 en presencia de agentes quimicos especificos.

Como se indicé anteriormente, determinados compuestos de la presente invencion pueden existir en formas
geomeétricas o estereoisoméricas particulares. La presente invencién contempla todos estos compuestos, que incluyen
los isémeros cis- y trans-, los enantiomeros R- y S-, los diastereémeros, los isémeros (D)-, los isémeros (L)-, las
mezclas racémicas de los mismos, y otras mezclas de los mismos, como pertenecientes dentro del alcance de la
invencion. Los atomos de carbono asimétricos adicionales pueden estar presentes en un sustituyente tal como un
grupo alquilo. Todos estos isémeros, asi como también las mezclas de los mismos, pretenden incluirse en esta
invencion.

Si, por ejemplo, se desea un enantiomero particular de un compuesto de la presente invencién, puede prepararse por
sintesis asimétrica o por derivacion con un auxiliar quiral, donde la mezcla diastereomérica resultante se separa y el
grupo auxiliar se escinde para proporcionar el enantiomero puro deseado. Alternativamente, cuando la molécula
contiene un grupo funcional basico, tal como el amino, o un grupo funcional acido, tal como el carboxilo, las sales
diastereoméricas se forman con un acido o una base 6pticamente activos apropiados, seguidos de la resolucion de
los diasteredmeros por tanto formados mediante cristalizacion fraccionada o medios cromatogréaficos bien conocidos
en la técnica, y la subsiguiente recuperacion del enantiomero puro.

Una cadena alifatica comprende las clases de alquilo, alquenilo y alquinilo definidas mas abajo. Una cadena alifatica
lineal esta limitada a fracciones de cadena de carbono no ramificadas. Como se usa en la presente, el término "grupo
alifatico" se refiere a un grupo de hidrocarburo alifatico de cadena lineal, de cadena ramificada o ciclico e incluye
grupos alifaticos saturados e insaturados, tales como un grupo alquilo, un grupo alquenilo o un grupo alquinilo.

"Alquilo" se refiere a una fraccién de cadena de carbono completamente saturada, ciclica o aciclica, ramificada o no
ramificada, con el nimero de atomos de carbono especificado, o hasta 30 atomos de carbono si no se especifica. Por
ejemplo, alquilo de 1 a 8 atomos de carbono se refiere a fracciones tales como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo,
hexilo, heptilo y octilo, y aquellas fracciones que son isémeros posicionales de estas fracciones. Alquilo de 10 a 30
atomos de carbono incluye decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, heptadecilo,
octadecilo, nonadecilo, eicosilo, heneicosilo, docosilo, tricosilo y tetracosilo. En determinadas modalidades, un alquilo
de cadena lineal o de cadena ramificada tiene 30 o menos atomos de carbono en su cadena principal (por ejemplo,
C1-C3o para las cadenas lineales, C3-Cg3o para las cadenas ramificadas), y con mayor preferencia 20 o menos.

"Cicloalquilo" significa anillos carbociclicos saturados mono o biciclicos o puenteados, cada uno de los cuales tiene
de 3 a 12 atomos de carbono. Igualmente, los cicloalquilos preferidos tienen de 5-12 atomos de carbono en su
estructura de anillo, y con mayor preferencia tienen de 6-10 carbonos en la estructura de anillo.

A menos que el numero de carbonos se especifique de cualquier otra manera, "alquilo inferior", como se usa en la
presente, significa un grupo alquilo, como se definié anteriormente, pero que tiene de uno a diez carbonos, con mayor
preferencia de uno a seis atomos de carbono en su estructura de cadena principal, tal como metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo y terc-butilo. Igualmente, "alquenilo inferior" y "alquinilo inferior" tienen

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES29291/9T3

longitudes de cadena similares. En toda la solicitud, los grupos alquilos preferidos son alquilos inferiores. En
determinadas modalidades, un sustituyente designado en la presente descripcion como alquilo es un alquilo inferior.

"Alquenilo" se refiere a cualquier fraccion de cadena de carbono insaturada, ciclica o aciclica, ramificada o no
ramificada, que tenga el niumero de atomos de carbono especificado, o hasta 26 atomos de carbono si no se especifica
ninguna limitaciéon en el nimero de atomos de carbono; y que tenga uno o mas dobles enlaces en la fraccion. Los
alquenilos de 6 a 26 atomos de carbono se ejemplifican con hexenilo, heptenilo, octenilo, nonenilo, decenilo,
undecenilo, dodenilo, tridecenilo, tetradecenilo, pentadecenilo, hexadecenilo, heptadecenilo, octadecenilo,
nonadecenilo, eicosenilo, heneicosenilo, docosenilo, tricosenilo y tetracosenilo, en sus diversas formas isoméricas,
donde el (los) enlace(s) insaturado(s) puede(n) localizarse en cualquier parte de la fraccion y puede(n) tener la
configuracion (Z) o (E) aproximadamente en el (los) doble(s) enlace(s).

"Alquinilo" se refiere a fracciones hidrocarbilo del alcance de alquenilo, pero que tienen uno o mas enlaces triples en
la fraccion.

El término "alquiltio" se refiere a un grupo alquilo, como se definié anteriormente, que tiene una fraccion de azufre
unida a él. En determinadas modalidades, la fraccion "alquiltio" se representa por una de las siguientes: -(S)-alquilo, -
(S)-alquenilo, -(S)-alquinilo, y -(S)-(CH2)m-R', en donde m y R' se definen mas abajo. Los grupos alquiltio
representativos incluyen metiltio, etiltio y similares.

Los términos "alcoxilo" o "alcoxi", como se usan en la presente, se refieren a un grupo alquilo, como se define mas
abajo, que tiene una fraccion de oxigeno unida a él. Los grupos alcoxilos representativos incluyen metoxi, etoxi,
propoxi, terc-butoxi y similares. Un "éter" es dos hidrocarburos covalentemente enlazados por un oxigeno. En
consecuencia, el sustituyente de un alquilo que hace que ese alquilo sea un éter es o se asemeja a un alcoxilo, tal
como puede representarse por uno de -O-alquilo, -O-alquenilo, -O-alquinilo, -O-(CH2)m-R", donde m y R+ se describen
mas abajo.

Los términos "amina" y "amino" son reconocidos en la técnica y se refieren tanto a las aminas no sustituidas como a
las sustituidas, por ejemplo, una fraccion que puede representarse por la formula:

5 R®
NG
R? |'q3

en donde R3, R® y R® representan cada uno independientemente un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo, -(CH2)m-R', o
R3 y R% tomados junto con el atomo de N al que estan unidos completan un heterociclo que tiene de 4 a 8 atomos en
la estructura del anillo; R representa un alquenilo, un arilo, un cicloalquilo, un cicloalquenilo, un heterociclilo o un
policiclilo; y m es cero o un numero entero en el intervalo de 1 a 8. En determinadas modalidades, s6lo uno de R® o
R® puede ser un carbonilo, por ejemplo, R3, R, y el nitrégeno juntos no forman una imida. Ain mas, en determinadas
modalidades, R® y R® (y opcionalmente R®) representan cada uno independientemente un hidrogeno, un alquilo, un
alquenilo, o -(CH2)m-R". Por tanto, el término "alquilamina", como se usa en la presente, significa un grupo amina,
como se definié anteriormente, que tiene un alquilo sustituido o no sustituido unido a él, es decir, al menos uno de R3
y Rs es un grupo alquilo. En determinadas modalidades, un grupo amino o una alquilamina es basica, lo que significa
que tiene un acido conjugado con un pK, = 7,00, es decir, las formas protonadas de estos grupos funcionales tienen
pKa con relacion al agua mas arriba de aproximadamente 7,00.

El término "arilo", como se usa en la presente, incluye grupos aromaticos de 3 a 12 miembros sustituidos o no
sustituidos de un solo anillo en los que cada atomo del anillo es carbono (es decir, arilo carbociclico) o en los que uno
0 mas atomos son heteroatomos (es decir, heteroarilo). Preferentemente, los grupos arilo incluyen anillos de 5 a 12
miembros, con mayor preferencia anillos de 6 a 10 miembros El término "arilo" también incluye sistemas de anillos
policiclicos que tienen dos o mas anillos ciclicos en los que dos o mas carbonos son comunes a dos anillos adyacentes,
en donde al menos uno de los anillos es aromatico, por ejemplo, los otros anillos ciclicos pueden ser cicloalquilos,
cicloalquenilos, cicloalquinilos, arilos, heteroarilos y/o heterociclilos. Los grupos arilicos carbociclicos incluyen el
benceno, la naftalina, el fenantreno, el fenol, la anilina y similares. Los grupos heteroarilo incluyen estructuras de anillo
aromaticas sustituidas o no sustituidas de 3 a 12 miembros, con mayor preferencia anillos de 5 a 12 miembros, con
mayor preferencia anillos de 6 a 10 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen de uno a cuatro heteroatomos. Los
grupos heteroarilo incluyen, por ejemplo, pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina,
piridazina y pirimidina, y similares.

Los términos "heterociclilo" o "grupo heterociclico" se refieren a estructuras de anillos de 3 a 12 miembros, con mayor
preferencia anillos de 5 a 12 miembros, con mayor preferencia anillos de 6 a 10 miembros, cuyas estructuras de anillos
incluyen de uno a cuatro heteroatomos. Los heterociclos también pueden ser policiclos. Los grupos heterociclilo
incluyen, por ejemplo, tiofeno, tiantreno, furano, pirano, isobenzofurano, cromeno, xanteno, fenoxatiina, pirrol,
imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridina, pirazina, pirimidina, piridazina, indolizina, isoindol, indol, indazol, purina,
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quinolizina, isoquinolina, quinolina, ftalazina, naftiridina, quinoxalina, quinazolina, cinolina, pteridina, carbazol,
carbolina, fenantridina, acridina, pirimidina, fenantrolina, fenazina, fenarsazina, fenotiazina, furazan, fenoxazina,
pirrolidina, oxolano, tiolano, oxazol, piperidina, piperazina, morfolina, lactonas, lactamas tales como azetidinonas y
pirrolidinonas, sultamas, sultonas, y similares. El anillo heterociclico puede sustituirse en una o mas posiciones con
dichos sustituyentes como se describié anteriormente, como por ejemplo, halégeno, alquilo, aralquilo, alquenilo,
alquinilo, cicloalquilo, hidroxilo, amino, nitro, sulfhidrilo, imino, amido, fosfato, fosfonato, fosfinato, carbonilo, carboxilo,
sililo, sulfamoilo, sulfinilo, éter, alquiltio, sulfonilo, cetona, aldehido, éster, un heterociclilo, una fraccién aromatica o
heteroaromatica, -CF3, -CN, y similares.

El término "carbonilo" se reconoce en la técnica e incluye las fracciones que pueden representarse por la formula:

O 0

“LL)LX’RT o rrrr“‘::cJI\RE‘

en donde X es un enlace o representa un oxigeno o un azufre, y R representa un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo,
-(CH2)m-R" 0 una sal farmacéuticamente aceptable, R® representa un hidrogeno, un alquilo, un alquenilo o -(CH2)m-R?,
donde m y R' son como se definié anteriormente. Cuando X es un oxigeno y R” o R® no es hidrogeno, la férmula
representa un "éster". Cuando X es un oxigeno, y R” es como se definié anteriormente, la fraccion se denomina en la
presente descripcion como un grupo carboxilo, y particularmente cuando R’ es un hidrégeno, la formula representa
un "acido carboxilico". Cuando X es un oxigeno y R® es un hidrogeno, la formula representa un "formiato". En general,
cuando el atomo de oxigeno de la formula anterior se sustituye por un azufre, la fébrmula representa un grupo
"tiocarbonilo". Cuando X es un azufre y R” o R® no es hidrégeno, la férmula representa un grupo "tioéster". Cuando X
es un azufre y R” es un hidrogeno, la férmula representa un grupo "acido tiocarboxilico”. Cuando X es un azufre y R®
es un hidrogeno, la formula representa un grupo "tioformiato". Por otro lado, cuando X es un enlace y R” no es
hidrogeno, la formula anterior representa un grupo "cetona". Cuando X es un enlace y R” es un hidrégeno, la formula
anterior representa un grupo "aldehido".

El término "tioxamida", como se usa en la presente, se refiere a una fraccion que puede representarse por la formula:

S
§—C—NRI—

en el que R!se selecciona del grupo que consiste en el grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, cicloalquilo, aralquilo
o arilo, preferentemente hidrogeno o alquilo. Ademas, los compuestos "derivados de tioxamida" o "analogos de
tioxamida" se refieren a compuestos en los que uno o mas grupos amida son reemplazados por uno 0 mas grupos
tioxamida correspondientes. Las tioxamidas también se denominan en la técnica "tioamidas".

Como se usa en la presente, el término "sustituido" se contempla para incluir todos los sustituyentes permisibles de
los compuestos organicos. En un aspecto amplio, los sustituyentes permitidos incluyen sustituyentes aciclicos y
ciclicos, ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos, aromaticos y no aromaticos de compuestos
organicos. Los sustituyentes ilustrativos incluyen, por ejemplo, los descritos anteriormente en la presente descripcion.
Los sustituyentes permisibles pueden ser uno o mas y el mismo o diferente para los compuestos organicos apropiados.
Para los propdsitos de esta invencion, los heteroatomos tales como el nitrégeno pueden tener sustituyentes de
hidrégeno y/o cualquiera de los sustituyentes permisibles de los compuestos organicos que se describen en la
presente descripcidon que satisfacen las valencias de los heteroatomos. Esta invencion no pretende limitarse de
ninguna manera por los sustituyentes permisibles de los compuestos organicos. Se debe entender que "sustitucion" o
"sustituido con" incluye la condicion implicita de que dicha sustitucion esté de acuerdo con la valencia permitida del
atomo sustituido y del sustituyente, y que la sustituciéon resulte en un compuesto estable, por ejemplo, que no sufra
espontaneamente una transformacién tal como por reordenamiento, ciclacion o eliminacion.

Como se usa en la presente, el término "nitro" significa -NOg; el término "halégeno" designa - F, -Cl, -Br o -I; el término
"sulfhidrilo" significa -SH; el término "hidroxilo" significa -OH; el término "sulfonilo" significa -SO--; el término "azido"
significa -N3; el término "ciano" significa -CN; el término "isocianato" significa -NCO; el término "tiocianato" significa -
SCN; el término "isotiocianato" significa -NCS; y el término "cianato" significa -OCN.

El término "sulfamoilo" se reconoce en la técnica e incluye una fraccion que puede representarse por la formula:

Q R
i—S—N
o R3
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en la que R® y R® son como se definié anteriormente.

El término "sulfato" se reconoce en la técnica e incluye una fraccién que puede representarse por la formula:

en la que R’ es como se definié anteriormente.
El término "sulfonamida" se reconoce en la técnica e incluye una fraccion que puede representarse por la formula:

O

1l
i—N—S-R®
1, 1l
R®O

en la que R® y R® son como se definié anteriormente.

El término "sulfonato" se reconoce en la técnica e incluye una fraccion que puede representarse por la formula:

1
=50

R7
en el que R” es un par de electrones, hidrégeno, alquilo, cicloalquilo o arilo.

Los términos "sulfoxido" o "sulfinilo", tal como se usan en la presente, se refieren a una fraccion que puede
representarse por la férmula:

0]
E_g_Rm

en el que R'? se selecciona del grupo que consiste en el grupo que consiste de hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
cicloalquilo, heterociclilo, aralquilo o arilo.

Como se usa en la presente, la definicion de cada expresion, por ejemplo, alquilo, m, n, etc., cuando se produce mas
de una vez en cualquier estructura, pretende ser independiente de su definicion en otra parte en la misma estructura.

Para los fines de esta invencion, los elementos quimicos se identifican de acuerdo con la Tabla Periédica de los
Elementos, versién CAS, Handbook of Chemistry and Physics, 672 ed., 1986-87, en el interior de la cubierta.

Ejemplos

La invencion que ahora se describe generalmente, se entendera mas faciimente con referencia a los siguientes
ejemplos, que se incluyen de manera sencilla para propésitos de ilustracion de determinados aspectos y las
modalidades de la presente invencion, y no estan destinados a limitar la invencion.

Ejemplo 1. ARI-3996 e Inhibidores del Proteasoma de la Invencion

ARI-3996 y su ojiva Pl ARI-2727D se sintetizaron como se muestra en la Figura 1, mediante el uso de métodos
sintéticos y analiticos previamente descritos para la obtencion de acidos borénicos peptidicos. Bortezomib se adquirié
de Selleck Chemicals o ChemieTek. Cada lote de ARI-3996 se valido para la escision selectiva por FAP frente a PREP
como se describe en la presente descripcion.

Se usaron los siguientes reactivos: (a) HATU/DMF/DIPEA, 95 % de rendimiento; (b) HCI 4 M en dioxano, 100 % de
rendimiento; (c) HATU/DMF/DIPEA, 90 % de rendimiento; (d) HCI 4 M en dioxano, 100 % de rendimiento; (e) tBu-Suc-
Ser(tBu)-OH, HATU/DMF/DIPEA, 90 % de rendimiento; (f) Pd(OH).-C/Hz/metanol, 90 % de rendimiento; (g) 2727D,
HATU/DMF/DIPEA, 85 % de rendimiento; (h) TFA/DCM, 90 % de rendimiento; (i) PhB(OH)., pentano-agua-acetonitrilo,
70 % de rendimiento. La sintesis quimica de péptidos, en particular de péptidos cortos tales como di- y tripéptidos
tales como los descritos en la presente, es bien conocida en la técnica y suficientemente predecible debido a su
naturaleza modular. Por lo tanto, los métodos de sintesis de la Tabla 1 o los métodos de sintesis en fase solida
estandar que se aplican a los péptidos tendrian éxito en el suministro de cualquier compuesto de la formula 1.
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ARI-3996 es una version pro-farmaco de un agente citotdxico similar al bortezomib, disefiado para dirigirse mas
selectivamente al proteasoma en tumores sélidos (Figura 15). ARI-3996 se disefi6é para reducir los DLT basados en
los mecanismos asociados a la inhibicion del proteasoma al mantenerse inactivo hasta que se escinde por la proteina
de activacion de los fibroblastos (FAP) en la superficie de los fibroblastos estromales reactivos de los tumores
epiteliales. Debido a que FAP se produce en los tumores epiteliales, pero no suele hacerlo en los tejidos sanos (FAP
se expresa en el estroma de muchos tumores epiteliales comunes: cancer de pulmén, de colon, de mama y de
pancreas), ARI-3996 no deberia activarse en el tejido nervioso o en la médula 6sea, donde se generan las plaquetas.
ARI-3996 es relativamente no toxico para todas las células y no puede destruir las células tumorales hasta que sea
activado por FAP. Por lo tanto, ARI-3996 deberia destruir los tumores que producen FAP con PN y trombocitopenia
menos graves que las asociadas con bortezomib.

La proteina de activacion de fibroblastos (FAP) es una serina proteasa de escision posprolil que pertenece a la
subfamilia (dipeptidil peptidasa) similar a la DPP-IV, en la que la FAP y la prolil endopeptidasa (PREP) son las Unicas
proteasas de mamiferos que pueden escindir en el lado C-terminal de la prolina interna. A diferencia de FAP, PREP
se expresa de manera constitutiva y ubicua. Resolvimos el problema de especificidad de la escision de FAP frente a
PREP necesaria para fabricar un profarmaco activado selectivamente por FAP. La especificidad de escision de FAP
en P4-P1 requiere prolina en P4, glicina o aminoacidos D en P, prefiere aminoacidos pequefos sin carga en Ps, y
tolera la mayoria de los aminoacidos en P4. Descubrimos que D-alanina en P2 permite la escision por FAP como se
esperaba pero evita la escision por PREP. Por tanto, el enlace del tripéptido Suc-Ser-D-Ala-Pro mediante un enlace
peptidico C-terminal al dipéptido aminoboronato similar al bortezomib Ala(1-Nal)-boroLeu (ARI-2727D) produce el
profarmaco ARI-3996 en el que la actividad inhibidora del proteasoma se desencadena selectivamente mediante la
escision FAP del enlace Pro-Ala(1-Nal). In vitro, ARI-3996 se escinde por FAP, pero en mucha menor medida por
PREP, para producir la "ojiva" citotoxica ARI-2727D como se demuestra mediante la espectrometria de masas (Figura
2) y por el ensayo de destruccion de células tumorales in vitro mediante fluorescencia celular: titulo azul (Promega)
(Tabla 1).

Tabla 1. FAP activa especificamente a ARI-3996
para destruir las células tumorales in vitro

Citotoxicidad ECs® (pM) de

Linea celular ARI-3996 incubada con®:
N'mgi:j-ji':" e
RPMI 8226 5,8 0,18 31
(KG-1 22,0 0,30 13,0
RPMI 1788 6,2 0,13 3,6
BxPC-3 34,0 0,80 21,0

*Concentracion del farmaco que destruye al 50 % de las ceélulas

®24 horas a 37 °C, excepto BxPC-3, 48 horas

Ejemplo Comparativo 2. Uso de ARI-3144 como herramienta de diagndstico/estratificacion de pacientes

ARI-3144

La estructura de ARI-3144 se muestra anteriormente e incluye una flecha que indica el enlace quimico que se escinde
por FAP. La Figura 11 muestra una imagen del concepto subyacente al uso diagnéstico de este compuesto. El sitio
de reconocimiento de FAP se une quimicamente a la fraccion de cumarina fluorogénica (AMC). Después de la unidon
de ARI-3144 a FAP, tiene lugar la escision del enlace quimico (Figura 12) para liberar el sitio de reconocimiento de
FAP del AMC. Una vez liberado, AMC ahora es fluorescente y su concentracion puede cuantificarse al medir sus
propiedades espectroscoépicas.

La D-alanina en P, del sustrato fluorogénico, N-(quinolina-4-carbonilo)-D-Ala-Pro-AMC [AMC = 7-amino-4-
metilcumarina] (ARI-3144), confiere selectividad por FAP de modo que se escinde para liberar AMC fluorescente por
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FAP recombinante pero no por otras proteasas similares a DPP-IV (Figura 3). Como se muestra en la Figura 13, ARI-
3144 es un sustrato excelente para FAP y no se detecto escision por PREP, DPPIV, DPP8, DPP9 o DPPII (Figura 14).
Segun se informa, FAP no se expresa de manera constitutiva en tejido sano con la excepcién del endometrio, aunque
la actividad proteolitica de FAP es detectable en plasma. Con excepcion de los tumores de ovario y préstata, se
demostré la induccidn de la expresion de FAP en fibroblastos del estroma de tumores epiteliales comunes (pulmon,
colon, mama y pancreas) mediante inmunohistoquimica y analisis de ARNm. Se requiere la capacidad de medir la
actividad proteolitica de FAP en tumores para evaluar la utilidad de ARI-3996 como agente quimioterapéutico. Hasta
ahora, la actividad de FAP no se cuantifica en tumores humanos o de raton. Usamos el ensayo ARI-3144 ex vivo para
demostrar un aumento de la actividad proteolitica de FAP en el carcinoma pancreatico humano con relacion a los
tejidos y el plasma sanos. Usaremos el ensayo para seleccionar un modelo de tumor de raton para la investigacion de
la actividad de los ARI-3996 en el que el aumento de la actividad de FAP asociada al tumor con relacién al plasma es
equivalente al del cancer epitelial humano.

Ademas de los croméforos basados en cumarina, otros croméforos ampliamente usados funcionarian igual de bien
siempre que pudiera usarse un enlace amida para la union (es decir, el croméforo tiene un grupo amino primario

disponible para unirse a la prolina del sitio de reconocimiento de FAP). Dichos cromoéforos usados comunmente son,
por ejemplo:

©

& 0_0 00 ¢ 0o S R 2 . e,
. J U T

O ' l COMe

0&@/“;

HO 0 OH HL
CCL,
, O _ SR :

Ejemplo 3. Modelo de raton de cancer epitelial en el que la actividad proteolitica de FAP del tejido tumoral es
equivalente a la de los pacientes humanos con cancer.

Se uso el sustrato fluorogénico especifico de la FAP, ARI-3144, para medir la actividad proteolitica de FAP en
homogenados de tejido y plasma en un ensayo fluorométrico continuo estandar, como se describié previamente.

En muestras de tejido de 14 pacientes con cancer de pancreas en el Fox Chase Cancer Center, determinamos la
actividad FAP media (£ SE) en tejido canceroso de 903,7 £ 161,4 expresada como cambio en unidades fluorescentes
(AFU)/min/mg de proteina. La actividad de FAP vari6 entre pacientes con 4 expresiones altas que estaban en el en el
intervalo de 1200 a 3000. Por el contrario, los xenoinjertos de adenocarcinoma pancreatico HPAF-II en ratones scid
exhibié una actividad media de sdélo 200 + 12,5. En los ratones, encontramos que los niveles circulantes de la actividad
FAP en plasma son aproximadamente 6- veces mas altos que en los seres humanos, independientemente de que
cualquiera de las dos especies tenga un tumor. Por tanto, la relaciéon tumor: plasma de la actividad de FAP es al menos
100:1 en seres humanos; pero soélo 3:1 en los ratones xenoinjertados con HPAFII (Figuras 4 y 16).

Se espera que el Tl de un profarmaco activado por FAP, tal como el ARI-3996, dependa de la diferencia entre el nivel
sistémico de la actividad proteolitica de FAP y el nivel en el tejido tumoral. ARI-3996 exhibe una actividad antitumoral
significativa en ratones HPAF-II (véase mas abajo). Sin embargo, el modelo HPAF-II no refleja con exactitud la relacion
tumor:sistema de la actividad FAP en pacientes con carcinoma pancreatico humano (Figuras 16 y 17). Para probar la
viabilidad de ARI-3996 como un Pl mas seguro y efectivo que el bortezomib en el cancer sélido, se necesita un modelo
de carcinoma en el que la actividad de FAP del tumor sea ~35 veces mas alta que en los xenoinjertos HPAF-II. Debido
a que FAP se induce en los fibroblastos reactivos del estroma durante la tumorigénesis, el nivel de actividad de FAP
del tumor deberia ser mas alto en los modelos de raton que recapitulan el patron de desarrollo del estroma en el cancer
humano que en los xenoinjertos de lineas celulares. Dos modelos diferentes parecen prometedores. En el modelo de
adenocarcinoma de pulmon inducible por Cre-recombinasa en ratones Lox-Stop-Lox (LSL)-K-ras ¢'?°, el desarrollo
tumoral enddgeno induce un estroma FAP* que se asemeja mucho al del carcinoma humano histolégicamente. Un
modelo alternativo lo proporcionan los tumores de pacientes trasplantados directamente a ratones inmunodeficientes.
Se inform6 que los tumores humanos trasplantados mantienen la organizacion estromal y la vasculatura del tumor de
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origen. La actividad de FAP se analizara en muestras de trasplantes de xenoinjertos de carcinomas epiteliales
humanos con estroma bien desarrollado proporcionadas por Oncotest http://www.oncotest.de/for-pharma/index.php.

Como se muestra en la Figura 5, el modelo de xenoinjerto HEK293 transfectado con FAP puede usarse para modelar
tumores humanos que sobreexpresan FAP en un grado similar al de los tumores encontrados en pacientes de cancer
humano. Una variante de la linea celular HEK293 transfectada con FAP forma tumores de células epiteliales FAP* en
ratones scid (69). Demostramos niveles de actividad FAP de 6000 a 12 500 AFU/min/mg en tumores FAP-HEK293 in
vivo (Figura 5). El modelo FAP-HEK293 es, por lo tanto, adecuado para la investigacion de Tl de los ARI-3996. Sin
embargo, a diferencia de los modelos de tumor pulmonar conducido por K-ras®’?P- y de trasplante directo a pacientes,
el modelo HEK293 no imita la expresion estromal de FAP en el carcinoma humano.

Ademas, como se muestra en la Figura 18, los xenoinjertos tumorales HEK transfectados tienen una actividad FAP
que coincide con la de los tumores de cancer de pancreas humanos. Una bateria de muestras de tumores de pancreas
humanos presentaba niveles de actividad FAP que iban de insignificantes a mas de 250 (FAP tumoral/FAP
plasmatica). El lado derecho de la Figura 18 muestra que las muestras de xenoinjerto de ratdon HEK muestran
relaciones de FAP tumoral/FAP plasmatico de 150-270.

Ejemplo 4. Validacion del modelo de ratén de xenoinjerto tumoral HEK

Una vez determinados los niveles de expresion de FAP en el modelo de xenoinjerto HEK, se evalud a continuacion la
actividad anticancerosa de ARI-3996 en un estudio de 40 dias. La Figura 20 muestra los resultados. De manera
impresionante, mientras que Velcade® apenas frené el crecimiento de los tumores, tanto ARI-2727D como ARI-3996
mostraron una potente inhibicion tumoral. Se espera que ARI-2727D sea menos potente que ARI-3996 porque carece
del sitio de reconocimiento de FAP, o fraccion de direccion. También sufre una inactivacion dependiente de la
conformacion con el tiempo. No obstante, ARI-2727 mostrd un efecto inhibidor notablemente mayor que Velcade®.

A una dosis de 25 mg/kg, ARI-3996 mostré una inhibicion casi completa del crecimiento tumoral. Incluso en un modelo
de simulacion en HEK (Figura 20, parte inferior), a una dosis de 50 mg/kg, ARI-3996 se tolerd bien y mostré un efecto
inhibidor sobre el control.

Como prueba adicional de su eficacia, se administrd6 ARI-3996 a ratones WT BALB/c inmunocompetentes. Como
muestra la Figura 19, se observé la regresion del tumor en el transcurso de un experimento de 30 dias.

Ejemplo 5. Dosis maximas toleradas (MTD) y dosis minimas efectivas (MED) de ARI-3996, ARI-2727D, y bortezomib
en el modelo de cancer FAP*.

ARI-3996 se administrd (i.p.) a ratones xenoinjertados con la linea celular HPAF-II redujo significativamente el
crecimiento tumoral a su MTD de 100 mg/kg (Figura 6). El efecto antitumoral de ARI-3996 se confirmé tanto como
agente unico como en combinacion con gemcitabina (Figuras 9 y 10). En particular, se observé un efecto antitumoral
altamente significativo cuando se administrdé ARI-3996 por via s.c. en lugar de i.p. (Figura 9). Por el contrario, los
tumores HPAF-II fueron refractarios a bortezomib en su MTD de 1 mg/kg (Figura 6). ARI-3996, por lo tanto, parece ser
100 veces mas seguro que bortezomib basado en la MTD y supera a bortezomib en un modelo de cancer epitelial. Sin
embargo, el efecto antitumoral de ARI-3996 probablemente estuvo limitado por el nivel relativamente bajo de actividad
de FAP, que se requiere para activar el profarmaco, en los tumores HPAF-Il. Como se describié anteriormente, la
relacion tumor: plasma FAP es 2100:1 para el cancer de pancreas humano frente a 3:1 en ratones xenoinjertados con
HPAF-II (Figura 4). Por lo tanto, para juzgar mejor el potencial de los ARI-3996 para producir efectos antitumorales en
pacientes con carcinoma a niveles de dosis tolerados, se compararan las MTD y MED de ARI-3996, bortezomib y ARI-
2727D en el modelo de raton seleccionado para la actividad FAP asociada al tumor equivalente a la del cancer
humano.

Las MTD se determinaran mediante la administracion (ip) de dosis crecientes de los compuestos dos veces por
semana (dias 1 y 4) a grupos de ratones normales y portadores de tumores (n = 2 hembras + 2 machos). La
comparacion de la toxicidad en los ratones portadores de tumores frente a los no portadores determinara si la
activacion de ARI-3996 por la FAP del tumor contribuye a la toxicidad sistémica. La salud de los ratones se controlara
diariamente y se pesaran dos veces por semana. En niveles de dosis subletales, la dosis mas alta que no cause
problemas de salud y no mayor del 10 % de pérdida de peso se definira como la MTD. Las MED se determinaran a
partir de las respuestas a las dosis de los efectos antitumorales en ratones portadores de tumores (n = 5-7 por grupo
de tratamiento) a los que se administran los compuestos dos veces por semana. La MED se definira como la dosis
mas pequefia que produce una reduccion significativa en el crecimiento tumoral, como se determina mediante la
prueba t de Student no pareada, de dos colas, para comparar el tamafo de los tumores entre los ratones de prueba y
los de control. Los detalles experimentales dependeran del modelo elegido en el Experimento 1. El disefio del estudio
sera similar al descrito previamente para la demostracién del efecto antitumoral del agente antitumoral dirigido a FAP,
Glu-boroPro. Los Tl para ARI-3996, bortezomib y la 'ojiva’, ARI-2727D, se calcularan mediante la férmula: TI = MTD +
MED. Si la disponibilidad de ratones LSL-K-ras®’?® u Oncotest es limitante, la toxicidad y la MTD pueden ser
investigadas en ratones scid xenoinjertados FAP-HEK293 (Figura 5).
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Ejemplo 6. Caracterizacion del mecanismo del efecto antitumoral de ARI-3996 mediante la investigacion de la
inhibicion del proteasoma 20S, la induccion de la apoptosis y la reduccién de la angiogénesis en tumores FAP+.

Una hora después de la administracién final del farmaco a la terminacion del Ejemplo 5, se recogeran la sangre
periférica, el tumor, el bazo y el higado. Se prepararan lisados de tejido a partir de muestras congeladas para el ensayo
de inhibicion del proteasoma. Las muestras de tejido histologico se fijaran en formol y se incrustaran en parafina en
condiciones adecuadas para la inmunotincion y el ensayo de apoptosis y se seccionaran.

La actividad de la subunidad quimotriptica del proteasoma 20S se determinara mediante el uso del sustrato
fluorogénico succ-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Enzo Life Science). Bortezomib y ARI-2727D se distribuiran en todos los
tejidos y se espera que inhiban la actividad del proteasoma en todos los tejidos, de manera uniforme y dependiente
de la dosis. El ensayo probara si ARI-3996 se dirige a la actividad del proteasoma tumoral de forma mas selectiva
mediante el uso de una prueba t de Student pareada, de dos colas, para las comparaciones entre muestras pareadas
de tejido tumoral y no tumoral (por ejemplo, el bazo) en cada animal. Las secciones histologicas de los tumores que
respondieron de forma optima a los tratamientos farmacoldgicos se compararan con los controles en cuanto a la
densidad de microvasos (MVD) mediante la inmunotinciéon con el anticuerpo especifico para CD34 de raton (BD-
Pharmingen). La apoptosis se cuantificara mediante el marcado de extremos nitidos mediado por la desoxinucleotidil
transferasa terminal (TUNEL) mediante el uso del kit de deteccion de apoptosis in situ (Millipore). Los eventos se
contaran microscopicamente de forma ciega, y el significado de las diferencias entre los tumores tratados con el
vehiculo y con el farmaco se determinara mediante una prueba t de Student no pareada y de dos colas para al menos
5 ratones por grupo de tratamiento. Los tejidos también se tefiiran con H y E (hematoxilina y eosina) para investigar la
toxicidad sistémica.

Encontramos que la actividad proteolitica de FAP en el plasma sanguineo parece ser aproximadamente 6 veces mas
alta en los ratones (~60 AFU/min) que en los humanos (~10 AFU/min), independientemente del estado del tumor. Los
modelos de raton pueden exagerar la toxicidad sistémica de ARI-3996 en comparacion con la posible en pacientes
con cancer. Esto se verifico ademas mediante el tratamiento de ratones con genes inactivados para FAP con ARI-
3996. En los ratones con genes inactivados (Figura 21), no se produjo la activacion de ARI-3996 para liberar ARI-
2727, mientras que en los ratones FAP+ se alcanzé una concentracion de la ojiva liberada ARI-2727 de 150 ng/ml.

Una mayor activaciéon de profarmacos en la sangre periférica de los ratones podria resultar en una mayor exposicion
sistémica a la "ojiva" ARI-2727D que en los seres humanos. Si la toxicidad en ratones evita alcanzar el objetivo de un
Tl 10 veces mayor para ARI-3996 frente a bortezomib, investigaremos la toxicidad en ratones genéticamente
deficientes en FAP (Fap-a°ZtacZ) (70). Demostramos que los ratones deficientes en FAP no tienen una actividad
proteolitica significativa detectable con el sustrato especifico de FAP ARI-3144 (Figura 1). Por lo tanto, la comparacion
de la MTD de ARI-3996 en ratones con FAP suficiente frente a ratones con FAP deficiente determinara como la
actividad plasmatica de FAP afecta a la toxicidad. Si encontramos que ARI-3996 tiene una actividad antitumoral
preclinica altamente significativa, pero el Tl se ve comprometido debido al nivel basal de la actividad plasmatica del
PAF en los ratones, considerariamos que se cumple la Prueba de viabilidad.

Ejemplo 7. Evidencia de administracion tumoral de ARI-2727D por el profarmaco activado por FAP ARI-3996.

La toxicidad limitante de la dosis (DLT) evita la administracién de dosis suficientemente altas de bortezomib para
producir respuestas tumorales en el cancer solido. Los resultados preclinicos en ratones xenoinjertados por via s.c.
con el tumor de préstata humano PC-3 sugieren que la DLT se debe a la baja exposicion de los tumores sélidos al
bortezomib con relacién a la exposicion del tejido no canceroso (Figura 7). ARI-3996 es un profarmaco disefiado para
liberar un PI similar al bortezomib, ARI-2727D, en el sitio tumoral tras la escision por la actividad proteolitica de la
proteina de activacion de fibroblastos (FAP). Debido a que FAP se expresa predominantemente en el estroma del
cancer epitelial humano, ARI-3996 deberia aumentar la exposicién del tumor al Pl y reducir la exposicion en tejidos
sanos con relacion al bortezomib.

En ratones SCID xenoinjertados con el adenocarcinoma pancreatico humano HPAF-II, comparamos la distribucion en
los tejidos de ARI-3996 y ARI-2727D en el higado, las células de sangre periférica (PBC) y el tumor después de una
Unica inyeccién por via s.c. de ARI-3996 a una dosis de 50 mg/kg. A las 1, 3 y 6 horas después de la administracion,
al igual que para el bortezomib (Figura 7), la exposicion del higado al ARI-3996 intacto es mayor que la del tumor
(Figura 8 A, C, E), y la exposicion de PBC y del tumor al profarmaco es similar a las 3 horas. Sin embargo, en todos
los puntos temporales, la exposicion de los tumores a la "ojiva" activa, ARI-3996, superd las exposiciones del higado
o del PBC (Figura 8 B, D, F).

Una evaluacion adicional (Figuras 22 y 23) de la distribucion en los tejidos de Velcade® frente a ARI-3996 en ratones
mostro que Velcade® alcanzaba concentraciones mucho mayores en el corazon, el pulmén, el rifién, el higado, el bazo
y el pulmén que en el tumor, lo que sugiere que la ineficacia del farmaco contra los tumores sélidos se debe a su baja
concentracion en el tumor. La alta toxicidad de Velcade® también seria el resultado de la acumulacion del farmaco en
los 6rganos a expensas de la acumulacion en el tumor. Por el contrario, ARI-3996 se acumula inicialmente
principalmente en el higado; la activacion/escision de FAP para formar ARI-2727D da como resultado que ARI-2727D
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forme concentraciones relativas mucho mas altas en el tumor con cantidades menores en los pulmones y el plasma.
Por tanto, ARI-2727D se administra selectivamente en los tumores sdlidos a través de la activacion FAP de ARI-3996.

Finalmente, se verificd que la activacién de FAP era el modo por el que se producia la acumulacion tumoral de ARI-
2727D. En la Figura 24, las concentraciones de ARI-2727D 1 hora después de la inyeccién se compararon con las
concentraciones de ARI-2727D 1 hora después de la inyeccion de la forma de profarmaco (ARI-3996). La inyeccion
directa de ARI-2727D resultd en la acumulacion de la concentraciéon mas alta del farmaco en los rifiones y los
pulmones; cuando se inyectd ARI-3996, la concentracion mas alta de ARI-2727D se encontrod en el tumor, seguido de
los pulmones y el plasma.

Sorprendentemente, los resultados sugieren que ARI-3996 aumenta la exposicion del tumor al Pl activo al mismo
tiempo que evita el tejido no tumoral. Curiosamente, en el modelo tumoral HPAF-II, comprobamos que el bortezomib
carece de actividad antitumoral significativa a la dosis maxima tolerada de 1 mg/kg en ratones (Figura 6), mientras que
ARI-3996 es bien tolerado y produce reducciones significativas del tamafio del tumor a 50 mg/kg (Figuras 9y 10). La
respuesta del tumor HPAF-II a ARI-3996 refuerza nuestra hipétesis de que los tumores soélidos pueden responder a la
inhibicion del proteasoma. La relacion tumor: plasma de la actividad de FAP es sdélo de 3:1 en ratones HPAF-II,
mientras que en pacientes con cancer de pancreas la relacion es de 100:1 o mayor. Por lo tanto, anticipamos una
activacion significativamente mayor de ARI-3996 y, en consecuencia, se identificaran mejoras adicionales en las
respuestas tumorales en el modelo de raton con una FAP de tumor mas alta: plasma en estudios posteriores.

Ejemplo 8. Citotoxicidad de Velcade® frente a ARI-2727D y ARI-3996 en mieloma mudiltiple, células normales y tumores
sélidos

Aunque Velcade® tiene actividad clinica robusta en pacientes con MM, la resistencia a los farmacos se desarrolla en
todos los pacientes que responden inicialmente al tratamiento. Los fibroblastos del estroma de los tumores epiteliales
promueven la progresion del tumor y la metastasis a través de la remodelacion de la matriz extracelular y como una
fuente de factores de crecimiento paracrinos tales como el factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de crecimiento
epidérmico y el factor de crecimiento transformante-3. Al dirigir la inhibicién del proteasoma al microambiente tumoral,
ARI-3996 puede destruir tanto los fibroblastos del estroma asi como también las células epiteliales malignas. Esto
proporcionaria la oportunidad de atacar el tumor al destruir un tipo de célula que es menos probable que la propia
célula tumoral desarrolle resistencia a los farmacos.

Las Figuras 25 y 26 demuestran una evaluacion biolégica adicional de ARI-2727D y ARI-3996 frente a Velcade® para
la citotoxicidad hacia el mieloma multiple (MM), células normales y varios tumores solidos. La figura 25 muestra que
tanto Velcade® como ARI-2727D tienen una potencia extremadamente alta contra varias lineas celulares de MM y una
toxicidad ligeramente menor contra las células normales. Su toxicidad es mucho menor contra los tumores solidos. En
la Figura 26, ARI-3996 se compara con ARI-2727D y Velcade®. Su citotoxicidad es mucho menor en general,
particularmente en tumores solidos.

Estos resultados subrayan la importancia de la administracion selectiva para resolver los retos actuales de la
quimioterapia convencional contra el cancer. Sin el suministro selectivo de agentes citotoxicos a las células
cancerosas, a menudo muestran la misma toxicidad para las células normales y cancerosas por igual.

Ejemplo 9. Actividad FAP de los canceres humanos

Un aspecto importante para determinar qué canceres se beneficiaran del tratamiento con los compuestos de la
invencion. Como se menciond anteriormente, FAP tiene una expresién muy baja en tejidos humanos normales. Se
recogio un gran numero de muestras de tejido de tumores y se midié su actividad FAP, no los niveles de expresion.
Como muestra la Figura 27, practicamente todas las muestras muestran un nivel de actividad FAP mucho mas alto en
el tumor frente al suero. Por tanto, se espera que la mayoria de los tumores sélidos susceptibles a los inhibidores del
proteasoma respondan al tratamiento con profarmacos activados por FAP de la invencion. Como se muestra en la
Figura 4, los tumores humanos tienen, en promedio, 100:1 los niveles de actividad FAP del tejido humano normal.

Ejemplo 10. Efectos anticancerigenos de los inhibidores del proteasoma en ratones portadores de tumores U266

ARI-3996 superd consistentemente a Velcade® en un modelo de raton MM. Los ratones portadores de xenoinjertos
tumorales U266 (2 hembras, 2 machos) se trataron con el vehiculo, ARI-3996 o Velcade® dos veces por semana (dia
1y dia 4) durante 2 semanas. Como se muestra en la Figura 28, ARI-3996 se dosificé a 50 mg/kg (la mitad de la MTD)
y Velcade® a 0,5 mg/kg (también la mitad de la MTD). La inhibicion del tumor se evalué mediante el uso de ELISA
(ug/ml) y bioluminiscencia. ARI-3996 mostré una marcada ventaja sobre Velcade®. Mientras que 1 muerte tuvo lugar
en el grupo Velcade®, todos los ratones del grupo ARI-3996 sobrevivieron con mejores resultados frente al grupo
Velcade®.

Ejemplo 11. Conjugacion del sitio de reconocimiento de FAP con inhibidores de proteasoma conocidos
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Dado que los ejemplos anteriores demuestran que el sitio de reconocimiento FAP (la cadena peptidica corta que
confiere especificidad FAP) cuando se une al ARI-2727D confiere una entrega selectiva de la ojiva a los tumores y las
células del estroma circundante, es razonable concluir que la misma secuencia de reconocimiento FAP podria unirse
a otros inhibidores del proteasoma para producir el mismo efecto. Se conoce que muchas secuencias de péptidos
cortos y analogos de péptidos inhiben el proteasoma. La union de estas secuencias al sitio de reconocimiento de FAP
por la amida N-terminal del inhibidor/ojiva formara un profarmaco de potencia, especificidad y (baja) toxicidad similares
a ARI-3996.

Muchos de los inhibidores del proteasoma de mayor potencia contienen 2-4 péptidos o analogos peptidicos con una
fraccion electrofilica que reemplaza o se adjunta al extremo carboxilo terminal. Esta fraccion electrofilica es una
especie reactiva que modifica covalentemente un residuo nucleofilico del proteasoma, lo que destruye su actividad
catalitica. Dicho método de inactivacion de una enzima se conoce comunmente como "inhibicion suicida" en la
literatura. Ejemplos de fracciones electrofilicas validadas con éxito incluyen boronatos, epoxicetonas, aldehidos,
cianatos, sulfonas de vinilo, a,B-carbonilos insaturados y cetoaldehidos.

En la Figura 29 se muestran las estructuras de una serie de inhibidores del proteasoma clinicamente relevantes o
validados de cualquier otra manera. Una cuidadosa consideracion de las estructuras quimicas revela determinadas
similitudes. La mayoria son di-, tri- o tetrapéptidos con una fraccién electrofila unida al extremo carboxilo. En el extremo
amino generalmente hay un grupo acilo o acilo (bortezomib, CEP-18770, MLN2238, MLN9708, MG-132, PSI, '25-NIP-
L3sVS, carfilzomib, oprozomib, epoximicina, PR-957, NC-005, NC-005-VS, YU-101, LU-005, YU-102, NC-001, NC-022,
CPSI, y IPSI-001). Estos grupos acilo o aracilo estan presentes para aumentar la resistencia del inhibidor del
proteasoma contra las proteasas no especificas que, de cualquier otra manera, podrian degradar los péptidos cortos.

Si estos grupos acilo o aracilo N-terminales unidos a los diversos inhibidores del proteasoma mostrados en la Figura
29 se eliminan y se sustituyen por el sitio de reconocimiento FAP descrito en la presente descripcion, el resultado
serian nuevos inhibidores del proteasoma activados por FAP cuya especificidad y toxicidad mejoraria enormemente
con respecto a sus moléculas de origen.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto representado por la formula Il:
0 Rs 0
H
Ry N N
\“/ H () <’ inhibidor del proteasoma J
0 Rz (o] \
R4

R1-(C=0)- representa un grupo bloqueante N-terminal de acilo seleccionado del grupo que consiste en
formilo; acetilo; benzoilo; trifluoroacetilo; succinilo; metoxisuccinilo; -C(=0)-(CH2)1-10-C(=0)-OH; arilo(C1-
Cs)acilo en donde el arilo se selecciona del grupo que consiste en benceno, naftaleno, fenantreno, fenol y
anilina; heteroarilo(C1-Cs)acilo en donde el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en pirrol, furano,
tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina; y alquilo (C4-C1o)-
C(=0)- sustituido con uno o mas grupos funcionales que se ionizan a pH fisiolégico;

R2 representa H, alquilo (C4-C+o), 0 un alquilo (C4-C10) mono- o di-hidroxi-sustituido;

R3 representa H, halégeno o alquilo (C1-C1o);

R4 esta ausente o representa alquilo (C+-C+o), -OH, -NH. o halégeno; y

el compuesto se escinde por FAP para liberar un inhibidor del proteasoma, en donde:

el inhibidor del proteasoma se selecciona del grupo que consiste en:

|
o} Ph
0 0 0
|9 Ho§ o) H (0] H 0
HN,,,i‘:\l Nth\N H2N\.)LN N\.)J\N H,N N\.)J\N
: H i H :H
L H L H < 0 0 0 0
3 0 «No N Ph (Ij

(1)

en donde

) H 0

s Ph ’

Ph
j\r“% o
H,N x
o <X o}

(0]
N
H
(RS
,\f

Fs

Ph
H Q O
HzNJﬁ(N\;)LH
O =
H 0 o]
N 0
H,N N
0 0 o ’

/
o o}
HZN\.)'LN/¢H\.)J\N o
: H § i H
( Ph
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s
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0 0 0
H 0 H 0 0
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un compuesto representado por la férmula lll:

Ra 0O Re

o] Rs o]
H H
Ry N N | N W
W)‘\N D) N
H | |
o) Ry 0 \UX
R4

(111)

en donde

R1-(C=0)- representa un grupo bloqueante N-terminal de acilo seleccionado del grupo que consiste en
formilo; acetilo; benzoilo; trifluoroacetilo; succinilo; metoxisuccinilo; -C(=0)-(CH2)1-10-C(=0)-OH; arilo(C1-
Cs)acilo en donde el arilo se selecciona del grupo que consiste en benceno, naftaleno, fenantreno, fenol y
anilina; heteroarilo(C1-Cs)acilo en donde el heteroarilo se selecciona del grupo que consiste en pirrol, furano,
tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina; y alquilo (C4-C1o)-
C(=0)- sustituido con uno o mas grupos funcionales que se ionizan a pH fisiolégico;

R2 representa H, alquilo (C4-C+o), 0 un alquilo (C4-C10) mono- o di-hidroxi-sustituido;

Rs representa H, halégeno o alquilo (C1-C1o);

R4 esta ausente o representa alquilo (C1-C+o), -OH, -NH2 o halégeno;

Rs representa una cadena lateral grande de aminoécido hidréfobo;

Rs representa alquilo (C1-C1o), cicloalquilo, arilo, heterociclo o -(CH2)r-R7;

Rz representa arilo, aralquilo, cicloalquilo, alcoxi, alquiltio, -OH o -SH;

R11 representa H o alquilo (C4-C1o);

W representa -CN, una epoxicetona, -CH=NRg,

Q 0]
S
0 ; 71»/\/ ~Xq ’
s Y ﬁso
I g b [
P 52 P
Ef \X1 ) \YE ] 'Iafﬂ .0 111/ \‘RB-

Rs representa H, alquilo, alquenilo, alquinilo, -C(X1)(X2)Xs, -(CH2)m-Rg, -(CH2)-OH, -(CH3),-O-alquilo, -
(CH2)n-O-alquenilo, -(CHz),-O-alquinilo, -(CH2)n-O-(CH2)m-Rg, - (CH2)n-SH, -(CH2)n-S-alquilo, -(CH2)n-S-
alquenilo, -(CH2)n-S-alquinilo, -(CH2)n-S-(CH2)m-Re, -C(=0)C(=0)NH_, -C(=0)C(=0)OR1¢;

Ro representa, independientemente para cada ocurrencia, un arilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o
heterociclo sustituido o no sustituido;

R1o representa, independientemente para cada ocurrencia, hidrogeno, o un alquilo, alquenilo, arilo,
aralquilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o heterociclo sustituido o no sustituido;

Y1y Y2 pueden ser juntos o independientemente OH, o un grupo capaz de hidrolizarse a un grupo hidroxilo,
que incluyen los derivados ciclicos donde Y1y Y2 estan conectados a través de un anillo que tiene de 5a 8
atomos en la estructura del anillo;

Rso representa O 0 S;

Rs1 representa N3, SH2, NH2, NO2 0 -OR;

Rs2 representa hidrégeno, alquilo (C4-C1o), amina, -OR1o, 0 una sal farmacéuticamente aceptable, o Rs1 y
Rs2 tomados junto con el atomo de fésforo al que estan unidos, completan un anillo heterociclico que tiene
de 5 a 8 atomos en la estructura del anillo;

X1 es haldégeno;

cada X2 y X3 representa H o halégeno;

m es cero o un numero entero en el intervalo de 1a 8; y

n es un numero entero en el intervalo de 1 a §;

opcionalmente en donde el compuesto se representa por
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El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el compuesto se representa por la formula II:

(@] Rs o]
H
Ry N N
N™ () inhibidor del proteasoma )
H
(0] R (0] \
R4

El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el compuesto se representa por la formula lIl:
0 Rs o Rs
H | H
R4 N N N W
H | |
(o] Ro 0] X Rq4 O Re
R4

El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el compuesto se representa por

(II).

iy

Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en el tratamiento de

cancer, psoriasis, reestenosis u otra enfermedad de proliferaciéon celular en un mamifero.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el compuesto es para administracion
conjunta con una cantidad terapéuticamente efectiva de un agente quimioterapéutico, opcionalmente en donde

el agente quimioterapéutico es:

a) docetaxel, paclitaxel, mesilato de imatinib, gemcitabina, cis-platino, carboplatino, 5-fluorouracilo,

pemetrexed, metotrexato, doxorrubicina, lenalidomida, dexametasona o monometil auristatina, o;
b) docetaxel, gemcitabina, carboplatino o doxorrubicina, o;

c) MG-132, PSI, felutamida B, bortezomib, CEP-18770, MLN-2238, MLN-9708, epoxomicina, carfilzomib
(PR-171), NC-005, YU-101, LU-005, YU-102, NC-001, LU-001, NC-022, PR-957 (LMP7), CPSI (B5), LMP2-
sp-ek, BODIPY-NC-001, azido-NC-002, ONX-0912, omuralida, PS-519, marizomib, belactosina A, '25-NIP-

LsVS, NC-005-VS, o MV151.

El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6, en donde el compuesto es para su uso en

el tratamiento del cancer, opcionalmente en donde el cancer es un tumor sélido.

El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-7, en donde dicho

mamifero es un primate, equino, canino, felino, bovino o humano.
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El compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5-8, en donde el compuesto
es para la administracion por inhalacion, por via oral, intravenosa, sublingual, ocular, transdérmica, rectal,
vaginal, tépica, intramuscular, intraarterial, intratecal, subcutanea, bucal o intranasal.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura11
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Figura 12

Sitio de

_ 4_,..——- reconocimiento
de FAP

Cumarina
fluorogénica

D (AMC)

41



Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 25
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Figura 26
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Figura 27
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Figura 27 (Continuacién)
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Figura 27 (Continuacién)

SRR

ES292917/9T3

T R R RS

Tejido pancreatico
AR

Plasma

ID. de Ia muesai Normal  §Tumoral § valor inicial Lab. pre-op. Precirugia sﬁ;mmm@ﬁ&mﬁ;ﬁm@%mﬂ
FL00L | NaS 8y 43 a6 4 xy
M2 1 T4 S350 24 A0 38 2

Ee D03 S 38 5 44
HSE-004 30 AL N
L5008 &t 41

HAB-DGS | 8L | ea7e 75 &5 b2 1
MO0 | 20 116528 1 &S o 23 &1
BFRLODE | BK 1 T 26 2 i 31 2
G309 3% a3

DLE-OLG | 218 5 3G HIEE 41 28
Heeoil 122 E300 71 i as T 54
e NN 46 £ b |
EP-01Y | 22 1 2713 3§ WX 18

G-F-D14 { 35 {32 20 38
GAADIE | BER 319 &2 T 43 R
R-H-015 a7 i £ 38
55047 11218 56 N - ! 48
RES-0E2 | 1268 | 1878 32 31 21

EeT-10 25 I

SeBA-030 iz 3z 3L 2 33
CEE-02L | osod | a4 84 & 3 g2
Fpw-gzzi 0 L 7088 188 R 3 .
BRozy |osxes |4 45 45 4 3%
BP0 | 17T | SN2 &1 { = 47 33

58



ES2929179T3

Figura 28
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Figura 28 (Continuacién)
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Figura 29
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Figura 29 (Continuacién)
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