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DESCRIPCION
Compuestos de aziridinil-epotilona

Esta solicitud reivindica prioridad para la solicitud de patente provisional estadounidense nimero 60/808.366,
presentada el 25 de mayo de 2006, que se incorpora por el presente documento como referencia en el presente
documento en su totalidad.

Antecedentes de la invenciéon

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a analogos de aziridinil-epotilona, a composiciones farmacéuticas que comprenden
analogos de aziridinil-epotilona, y a procedimientos de uso de los mismos.

Técnica anterior relacionada

Las epotilonas A y B son compuestos que se producen de manera natural y que descubrieron Héfle et al. como
aislados a partir de productos de fermentacién del microorganismo Sorangium cellulosum (véase, por ejemplo, el
documento WQ093/10121). Hofle et al. también descubrieron 37 variantes naturales de epotilona y compuestos
relacionados producidos por Sorangium cellulosum, incluyendo las epotilonas C, D, E, F y otros isbmeros y
variantes. Véase, por ejemplo, la patente estadounidense nimero 6.624.310. Aunque en 1993 Hoéfle et al informaron
sobre efectos citotoxicos de las epotilonas A y B, en 1995 investigadores de Merck informaron de que la epotilona B
ejerce efectos estabilizadores de los microtibulos similares al paclitaxel (TAXOL®) (véase D.M. Bollag, “Epothilones,
a New Class of Microtubule-Stabilizing Agents with a Taxol-like Mechanism of Action”, Cancer Research, Vol. 55
(junio de 1995), en las paginas 2325-2333).

En Bristol-Myers Squibb Co. se han descubierto diversos derivados y analogos de las epotilonas que se producen de
manera natural. Los ejemplos de analogos de epotilona incluyen el analogo de aza-epotilona B conocido como
ixabepilona, analogos 21-sustituidos de epotilona B incluyendo un analogo 21-amino, analogos 2,3-olefinicos,
analogos de ciano C-3, analogos de ciclopropilo, y analogos heterociclicos incluyendo analogos de aziridinil-
epotilona. Véanse, por ejemplo las patentes estadounidenses nimeros 6.605.599; 6.262.094; 6.399.638; 6.498.257;
6.380.395; y 6.800.653, cada uno de los cuales se incorpora al presente documento como referencia. Otros han
informado también sobre el descubrimiento de otros derivados y analogos de epotilona. Véanse, por ejemplo, las
publicaciones PCT numeros WO 99/65913, WO 98/25929; WO 00/99/07693; W099/67252; WO00/00485;
WO00/37473; WO01/83800; W0O99/67253, W0O99/07692, WO00/00485, W0O00/49021, WO00/66589, WO03/045324,
W004/014919, W0O04/056832, W0O03/022844; patentes estadounidenses nimeros 6.441.186; 6.284.781; 6.660.758;
6.380.394; 6.242.469; 6.531.497; 6.441.186; 6.489.314; 6.589.968; 6.930.103; publicaciones de solicitud de patente
estadounidense nimero US 2004/0072870 Al; US 2003/0023082 Al; US 2004/0053910 Al; US 2004/0152708 Al,
de la cuales todas se incorporan como referencia en su totalidad.

Las epotilonas que se producen de manera natural y sus analogos, al igual que otros agentes de estabilizacion de
microtubulos, pueden ser (tiles para tratar enfermedades proliferativas tales como el cancer, que habitualmente
funcionan destruyendo (o deteniendo el crecimiento de) células tumorales, otras células patogénicas, y patégenos
extrafios. Con frecuencia, sin embargo, los farmacos contra el cancer no sélo atacan las células tumorales sino
también al tejido normal, llevando a efecto secundarios indeseados. Adicionalmente, los fArmacos contra el cancer
presentan normalmente problemas de solubilidad, de manera que la formulacién y la administracion de los agentes
puede representar desafios, llevando al uso de agentes de solubilizacion tales como CREMOPHOR®. Se sabe que
la citotoxicidad de algunos farmacos contra el cancer y/o componentes de formulacidon provoca neuropatia u otros
efectos secundarios tales como reacciones de hipersensibilidad. Estos efectos secundarios adversos destacan la
necesidad de terapias contra el cancer que son selectivas para poblaciones de células patogénicas y por tanto dan
como resultado una toxicidad al huésped reducida.

Sin embargo, tal como se comenta en el documento WO 2004/054622 Al los cientificos han intentado durante
muchos afios usar anticuerpos monoclonales (AcM) en terapias farmacoldgicas dirigidas para administrar agentes
quimioterapicos a los pacientes, pero se han encontrado inconvenientes en cuanto a, entre otras cosas, el resto que
puede escindirse, los adaptadores, y la forma del farmaco liberado en la célula. Se ha informado de la terapia
satisfactoria de tumores con AcM esta limitada por la penetraciéon inadecuada del anticuerpo en el tumor y por la
distribucion heterogénea del antigeno asociado al tumor correspondiente en el tejido tumoral. Véase, Klar et al.,
documento WO 05/074901 (concedida a Schering AG).

La publicacion de solicitud de patente estadounidense ndimero 2005/0002942 da a conocer conjugados para la
administracion de farmacos de union a receptores de vitaminas que son Utiles para la administracion de farmacos
dirigida. En la técnica existe la necesidad de identificar agentes contra el cancer que pudieran usarse para producir
conjugados tales como los descritos en el documento US 2005/0002942, con el fin de proporcionar una
administracion de farmacos dirigida para el tratamiento del cancer.
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Sumario de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos que tienen la siguiente férmula X:

H——— K—A

o sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que:

K es -O-, -S-, 0 -NR7-;

A es -(CRgRg)-(CH2)m-Z- en el que Z es -(CHR1g)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO-, 0
-N (R11)SO>-;

B1 es hidroxilo o ciano y R; es hidrégeno o B; y R; se toman juntos para formar un doble enlace;

R2, R3 y Rs son, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido; o

R2 y R3 pueden tomarse junto con el carbono al que estan unidos para formar un cicloalquilo opcionalmente
sustituido;

R4 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquilo sustituido, alquenilo sustituido, arilo o arilo sustituido;

Re es hidrégeno, alquilo o alquilo sustituido;

R7, Rs, Rg, Rio ¥y R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo
sustituido;

Ri12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno;

R13 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido; y

mesde0ab6.

La presente invencion se refiere ademas a compuestos x para su uso en un procedimiento para tratar el cancer asi
como al uso de los compuestos de formula X en la preparacion de composiciones farmacéuticas con vehiculos
farmacéuticamente aceptables para tratar el cancer. Los compuestos de formula X son especialmente Utiles en la
preparacion de composiciones para terapias de farmacos dirigidos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es las estructuras quimicas, afinidades relativas, y valores de CE50 (nM) frente a células tumorales KB
de seis conjugados de folato del analogo de epotilona compuesto AA (conjugado nimero AA.l a AA-VI).

la figura 2 es las estructuras quimicas, afinidades relativas, y valores de CE50 (nM) frente a células tumorales KB
de tres conjugados de folato del analogo de epotilona compuesto BB (conjugado nimero BB.I a BB.III).

la figura 3 muestra la fraccion de clones de KB que sobreviven (Fraccion que sobrevive; eje y) tras el tratamiento
con concentraciones crecientes (Concentracion (nM); eje x) de Compuesto G (barras), Compuesto CC (triangulos),
Compuesto AA (diamantes), o ixabepilona (cuadrados).

la figura 4 muestra la eficacia antitumoral in vivo del tratamiento de xenoinjertos de carcinoma epidermoide
nasofaringeo KB en ratones atimicos con Compuesto J (cuadrados grises, cuadrados blancos, diamantes grises) a
diversas dosis o ixabepilona (barras negras), en comparacién con ausencia de tratamiento (control; circulos negros),
como medida de (A) peso tumoral medio (mg; eje y) varios dias tras el implante del tumor (eje x) o (B) pérdida de
peso (% de cambio de peso corporal; eje y) varios dias tras el implante del tumor (eje x).

la figura 5 muestra los efectos antitumorales in vivo del Compuesto J (cuadrados grises) o ixabepilona (cuadrados
blancos), en comparacién con ausencia de tratamiento (control; circulos negros), frente a carcinoma de pulmén
murino FR (-) M109 como medida del peso tumoral medio (mg; eje y) varios dias tras el implante del tumor (eje x).

la figura 6 muestra los efectos antitumorales in vivo, como medida del peso tumoral medio (mg; eje y) varios dias
tras el implante del tumor (eje x), de ausencia de tratamiento (control, circulos negros), tratamiento con Compuesto J
solo (cuadrados grises), Compuesto J en presencia de un analogo de folato, barras negras), o tratamiento con
Compuesto G (diamantes grises).
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Descripcion detallada de la invencion

DEFINICIONES DE LOS TERMINOS

Lo siguiente son definiciones de términos usados en la presente memoria descriptiva. La definicién inicial
proporcionada para un grupo o término en el presente documento se aplica a ese grupo o término a lo largo de toda
la presente memoria descriptiva individualmente o como parte de otro grupo, a menos que se indique lo contrario.

La expresion “resto de union a folato o analogo o derivado del mismo” tal como se usa en el presente documento
significa un resto que se unird a una proteina a una proteina de receptor de folato (no un anticuerpo monoclonal) que
se sobreexpresa o se expresa preferentemente en células cancerosas. Por ejemplo, se sabe que el receptor de
folato (FR) se sobreexpresa en células de cancer de ovario y otras células cancerosas. Analogos y derivados de
folato ilustrativos se dan a conocer en la publicacion de solicitud de patente estadounidense nimero 2005/0002942
concedida a Vlahov et al., (a continuacién en el presente documento “Vlahov”), que se incorpora al presente
documento como referencia.

La expresion “adaptador liberable” tal como se usa en el presente documento significa un adaptador bivalente que
incluye al menos un enlace que puede escindirse que puede romperse en condiciones fisioldgicas (por ejemplo un
enlace labil frente al pH, labil de manera reductora, labil frente a acido, labil de manera oxidativa, o labil frente a
enzimas). Debe apreciarse que tales condiciones fisiolégicas que resultan en la ruptura de enlaces incluyen
reacciones de hidrélisis quimica convencionales que se producen, por ejemplo, a pH fisiolégico, o como resultado de
la compartimentacién en organulos celulares, tal como un endosoma que tiene un pH inferior que el pH citosélico, o
como resultado de la reaccién con un agente reductor celular tal como glutation.

Se entiende que un enlace que puede escindirse puede conectar dos atomos adyacentes dentro del adaptador
liberable y/o conectar otros grupos al adaptador liberable de manera que Q y K, tal como se describe en el presente
documento, en cualquiera de los extremos o ambos extremos del adaptador.

Los términos “alquilo” y “alc” ya sea solo o en combinacién con algin otro grupo, se refieren a un radical alcano
(hidrocarburo) de cadena lineal o ramificada unido en cualquier atomo de carbono disponible, que contienen desde 1
hasta 10 atomos de carbono, preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono, mas preferentemente desde 1 hasta 4
atomos de carbono. A modo de ejemplo tales grupos incluyen, pero no se limitan a metilo, etilo, propilo, isopropilo, n-
butilo, t-butilo, isobutilo, pentilo, hexilo, heptilo, 4,4-dimetilpentilo, octilo, 2,2,4- trimetilpentilo, y similares. “alquilo
inferior” o “alquileno inferior” significa un alquilo de cadena lineal o ramificada que tiene de uno a cuatro atomos de
carbono. Cuando se usa un subindice con referencia a un alquilo u otro grupo, el subindice se refiere al nimero de
atomos de carbono que el grupo puede contener. Por ejemplo, la expresion “alquilo Co.4” incluye un enlace y grupos
alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, y la expresién “alquilo Ci-4” significa grupos alquilo de 1 a 4 atomos de carbono.

El término “alquileno” se refiere a un radical hidrocarburo bivalente, tal como se describié anteriormente para
“alquilo” pero son dos puntos de unién. Por ejemplo, un grupo metileno es un grupo -CH»- y un grupo etileno es un
grupo -CH»-CHg-.

Cuando el término alquilo se usa junto con otro grupo, tal como en heterocicloalquilo o cicloalquilalquilo, esto
significa que el otro grupo identificado (nombrado en primer lugar) esta unido directamente a través de un grupo
alquilo tal como se definié anteriormente (por ejemplo, que puede se de cadena ramificada o lineal). Por tanto, el
término “alquilo” se usa en este caso para referirse a un alquileno, por ejemplo, un grupo alquilo divalente, que tiene
dos puntos de unién disponibles. Por ejemplo, ciclopropil-alquilo Ci.4 significa un grupo ciclopropilo unido a través de
un alquileno de cadena lineal o ramificada que tiene de uno a cuatro atomos de carbono, e hidroxialquilo significa el
grupo OH unido a través de un alquileno de cadena lineal o ramificada que tiene de uno a diez &tomos de carbono,
preferentemente de 1 a 6 atomos de carbono, mas preferentemente de 1 a 4 &tomos de carbono. En el caso de los
sustituyentes, tal como en “cicloalquilalquilo sustituido”, la parte de alquileno del grupo, aparte de ser de cadena
ramificada o lineal, puede estar sustituida tal como se menciona a continuacion para grupos alquilo sustituidos y/o el
primer grupo nombrado (por ejemplo, cicloalquilo) puede estar sustituido tal como se menciona en el presente
documento para ese grupo (por ejemplo, cicloalquilo).

“Alquilo sustituido” se refiere a un grupo alquilo sustituido con uno o mas sustituyentes, preferentemente de 1 a 4
sustituyentes, en cualquier punto de union disponible. Sin embargo, cuando un grupo alquilo esta sustituido con
multiples sustituyentes halégeno, el alquilo puede contener tal como permite la valencia hasta 10 sustituyentes, mas
preferentemente hasta siete sustituyentes. Los sustituyentes alquilo pueden incluir uno o0 mas de los siguientes
grupos: halégeno (por ejemplo, un Gnico sustituyente halégeno o mdltiples sustituyentes halégenos formando, en el
Ultimo caso, grupos tales como un grupo perfluoroalquilo o un grupo alquilo que porta Cls o CF3), ciano, -OR,, -SRa, -
C (=0)Ra, -C(=0)ORa, -OC(=0)Ra, -OC(=0)OR3, -NRaRp, -C(=0)NRaRp, -OC(=0)NRaRp, -S(=0)Ra, -S(0)2Ra, -NHS
(O)2Ra, -NHS(0)2NHR,, -NHC(=O)NHR3, -NHC(=0O)R4, -NHC(0)2Ra, -NHC(=N-CN)R,, arilo, heterociclo, cicloalquilo,
y/o heteroarilo, en los que los grupos Ra y Ry se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo, alquenilo,
cicloalquilo, heterociclo, arilo y heteroarilo, y en los que cada R, y/o Ry a su vez esta opcionalmente sustituido con
uno a cuatro grupos seleccionados de alquilo, alquenilo, halégeno, haloalquilo, haloalcoxilo, ciano, nitro, amino,
alquilamino, aminoalquilo, hidroxilo, hidroxialquilo, alcoxilo, tiol, alquiltio, fenilo, bencilo, feniloxilo, benciloxilo,
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cicloalquilo Cs7, heteroarilo o heterociclo de cinco o seis miembros, y/o un alquilo inferior o alquenilo inferior
sustituido con uno a cuatro grupos seleccionados de hidroxilo, ciano, halégeno, haloalquilo Ci.4, haloalcoxilo Ci.4,
ciano, nitro, amino, alquilamino Ci.4, aminoalquilo Ci.4, hidroxialquilo Ci.4, alcoxilo Ci.4, tiol, y/o alquiltio C;.4. Para
evitar la duda, un “alquilo inferior sustituido” significa un grupo alquilo que tiene de uno a cuatro atomos de carbono y
de uno a cuatro sustituyentes seleccionados de los enumerados anteriormente para grupos alquilo sustituidos. En el
caso de un alquilo inferior sustituido, preferentemente los grupos Ra y Rp se seleccionan de hidrégeno, alquilo
inferior, alquenilo inferior, cicloalquilo C3-7, fenilo, y heteroarilo y/o heterociclo de cinco a seis miembros, a su vez
opcionalmente sustituido tal como anteriormente.

El término “alquenilo” se refiere a un radicar de hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que contiene desde 2
hasta 12 atomos de carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono. A modo de ejemplo tales grupos incluyen
etenilo o alilo. “Alquenilo sustituido” se refiere a un grupo alquenilo sustituido con uno o mas sustituyentes,
preferentemente de 1 a 4 sustituyentes, en cualquier punto de unién disponible. A modo de ejemplo los sustituyentes
incluyen alquilo, alquilo sustituido, y aquéllos grupos enumerados anteriormente como sustituyentes alquilo.

Los términos “alcoxilo” y “alquiltio” se refieren a un grupo alquilo tal como se describié anteriormente unido a través
de un enlace oxigeno (-O-) o un enlace azufre (-S-), respectivamente. Las expresiones “alcoxilo sustituido” y
“alquiltio sustituido” se refieren a un grupo alquilo sustituido tal como se describié anteriormente unido a través de un
enlace oxigeno o azufre, respectivamente. Un “alcoxilo inferior” o un alcoxilo Ci.4 es un grupo OR, en el que R es
alquilo inferior (alquilo de 1 a 4 atomos de carbono).

“Amino” es NHa. Un alquilamino es -NRcRgq en el que al menos uno de Rc y Rq es un alquilo o alquilo sustituido, y el
otro de Re y Ry se selecciona de hidrégeno, alquilo y alquilo sustituido. Un “aminoalquilo” significa un grupo amino
unido a través de un grupo alquileno (-alquileno-NH), y un alquilaminoalquilo significa un alquilamino tal como se
definié anteriormente unido a través de un grupo alquileno (-alquileno-NRcRy).

El término “arilo” se refiere a grupos de hidrocarburo ciclicos, aromaticos que tienen de 1 a 3 anillos aromaticos,
especialmente grupos monociclicos o biciclicos tales como fenilo o naftilo. Los grupos arilo que son biciclicos o
triciclicos deben incluir al menos un anillo carbociclico totalmente aromatico pero el otro anillo o los otros anillos
condensados pueden ser aromaticos o0 no aromaticos y pueden contener opcionalmente heteroatomos, siempre que
en tales casos el punto de unién sea al anillo carbociclico aromatico. Adicionalmente, cuando se ha condensado un
grupo arilo a un anillo heterociclico o de cicloalquilo, el anillo heterociclico y/o de cicloalquilo puede tener uno o mas
atomos de carbono de carbonilo, es decir, unidos a través de un doble enlace a un atomo de oxigeno para definir un
grupo carbonilo. Por tanto, los ejemplos de “arilo” pueden incluir sin limitacion:
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El término “arileno” se refiere a un radical arilo bivalente, es decir, un grupo arilo tal como se definié anteriormente
que tiene dos puntos de unién a dos grupos distintos, en cualquier punto de unién disponible del anillo de arilo. Los
anillos arileno pueden estar sustituidos también con cualquiera de los grupos adecuados para la sustitucion en los
grupos arilo definidos en el presente documento.

y similares.

“Arilo sustituido” se refiere a un grupo arilo o arileno tal como se definié anteriormente sustituido con uno o mas
sustituyentes, preferentemente de 1 a 4 sustituyentes, en cualquier punto de unién. Los sustituyentes incluyen
alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, asi como aquellos grupos enumerados anteriormente como
sustituyentes alquilo.

El término “carbociclico” significa un anillo monociclico, biciclico o triciclico saturado o insaturado (preferentemente
mono o biciclico) en el que todos los atomos de todos los anillos son carbono. Por tanto, el término incluye
cicloalquilo y anillos arilo. El anillo carbociclico puede estar sustituido en cuyo caso los sustituyentes se seleccionan
de los enumerados anteriormente para cicloalquilo y grupos arilo.

El término “cicloalquilo” se refiere a un grupo hidrocarburo ciclico totalmente saturado o parcialmente saturado que
contiene desde 1 hasta 3 anillos y de 3 a 7 atomos de carbono por anillo. Los grupos cicloalquilo totalmente
saturados a modo de ejemplo incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo. Los grupos cicloalquilo
parcialmente saturados a modo de ejemplo incluyen ciclobutenilo, ciclopentenilo y ciclohexenilo. ElI término
“cicloalquilo” incluye tales grupos que tiene un puente de tres a cuatro atomos de carbono. Adicionalmente, los
grupos cicloalquilo que son biciclicos o triciclicos deben incluir al menos un anillo de hidrocarburo totalmente
saturado o parcialmente saturado pero el otro anillo o los otros anillos condensados deben ser aromaticos o0 no
aromaticos y pueden contener heteroatomos, siempre que en tales casos el punto de union sea al grupo de
hidrocarburo ciclico, no aromatico. Adicionalmente, uno o mas atomos de carbono del grupo cicloalquilo pueden
formar un doble enlace carbono-oxigeno para definir un grupo carbonilo. Por tanto, los ejemplos de grupos
“cicloalquilo” pueden incluir, sin limitacion:

y similares.

El término “cicloalquileno” se refiere a un radical cicloalquilo bivalente, es decir, un grupo cicloalquilo tal como se
definié anteriormente que tiene dos puntos de unién a dos grupos distintos, en dos puntos de unién cualesquiera
disponibles del anillo de cicloalquilo.

“Cicloalquilo sustituido” se refiere a un grupo cicloalquilo tal como se definié anteriormente sustituido en cualquier
punto de unién disponible con uno o mas sustituyentes, preferentemente de 1 a 4 sustituyentes. Los sustituyentes
cicloalquilo incluyen alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, y aquellos grupos enumerados
anteriormente como sustituyentes alquilo.

El término “guanidinilo” significa el grupo
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NH

‘KNJ\NHz

H

Por tanto, un guanidinilalquilo significa un grupo alquilo unido al guanidinilo tal como un grupo que tiene la férmula,

NH

Y\/\:/lk NH,

El término “halégeno” o “halo” se refiere a fltor, cloro, bromo y yodo.
El término “heteroatomos” incluye oxigeno, azufre y nitrégeno.

El término “haloalquilo” significa un alquilo que tiene uno o mas sustituyentes halégeno, incluyendo sin limitacion
grupos tales como -CHF, -CHF, y -CFs.

El término “haloalcoxilo” significa un grupo alcoxilo que tiene uno o mas sustituyentes halégeno. Por ejemplo,
“haloalcoxilo” incluye -OCFs.

Cuando el término “insaturado” se usa en el presente documento para referirse a un anillo o grupo, el anillo o grupo
puede estar totalmente insaturado o parcialmente insaturado.

El término “heteroarilo” se refiere a un grupo aromatico que un sistema de anillo monociclico de 4 a 7 miembros,
biciclico de 7 a 11 miembros, o triciclico de 10 a 15 miembros, que tiene al menos un anillo que contiene al menos
un heteroatomo. Cada anillo del grupo heteroarilo que contiene un heterodtomo puede contener uno o dos atomos
de oxigeno o de azufre y/o desde uno hasta cuatro atomos de nitrégeno, siempre que el nimero total de
heteroatomos en cada anillo sea cuatro o menos y cada anillo tenga al menos un atomo de carbono. Los anillos
condensados que completan los grupos biciclicos y triciclicos pueden contener s6lo atomos de carbono y pueden
estar saturados, parcialmente saturados, o insaturados. Los atomos de nitrogeno y de azufre pueden estar
opcionalmente oxidados y los atomos de nitrégeno pueden estar opcionalmente cuaternizados. Los grupos
heteroarilo que son biciclicos o triciclicos deben incluir al menos un anillo totalmente aromatico pero el otro anillo o
los otros anillos condensados pueden ser aromaticos o no aromaticos y pueden ser carbociclicos, siempre que en
tales casos el punto de unidn sea en cualquier a&tomo de nitrégeno o de carbono disponible de un anillo que contiene
heteroatomo aromatico. Adicionalmente, la definicién de grupos heteroarilo en si incluye anillos en los que uno o
mas de los atomos de carbono esta unido a través de un doble enlace unido a un atomo de oxigeno para definir un
grupo carbonilo (siempre que el grupo heteroarilo sea aromatico) y también cuando un grupo heteroarilo se han
condensado a un anillo heterociclico o de cicloalquilo, el anillo heterociclico y/o de cicloalquilo puede tener uno o
mas grupos carbonilo.

Los grupos heteroarilo monociclicos a modo de ejemplo incluyen pirrolilo, pirazolilo, pirazolinilo, imidazolilo,
oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo (es decir,

<)

), tiadiazolilo, isotiazolilo, furanilo, tienilo, oxadiazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, triazinilo y similares.
Adicionalmente, puesto que la definicion de grupos heteroarilo en si incluye anillos en los que uno o mas de los
atomos de carbono define un grupo carbonilo, se incluyen anillos tales como 2,4-dihidro-[1,2,4]triazol-3-ona (es
decir,

o7

) y similares.

Los grupos heteroarilo biciclicos a modo de ejemplo incluyen indolilo, benzotiazolilo, benzodioxolilo, benzoxaxolilo,
benzotienilo, quinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo, benzopiranilo, indolizinilo,
benzofuranilo, cromonilo, cumarinilo, benzopiranilo, cinnolinilo, quinoxalinilo, indazolilo, pirrolopiridilo, furopiridinilo,
dihidroisoindolilo, tetrahidroquinolinilo y similares.

Los grupos heteroarilo triciclicos a modo de ejemplo incluyen carbazolilo, bencidolilo, fenantrolinilo, acridinilo,
fenantridinilo, xantenilo y similares.
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El término “heteroalquileno” se refiere a un radical heteroarilo bivalente, es decir, un grupo heteroarilo tal como se
definié anteriormente que tiene dos puntos de union a dos grupos distintos, en dos puntos de unién cualesquiera
disponibles del anillo de heteroarilo.

Los grupos “heteroarilo sustituidos” son grupos heteroarilo tal como se definié anteriormente sustituidos con uno o
mas sustituyentes, preferentemente de 1 a 4 sustituyentes, en cualquier punto de unién disponible. Los sustituyentes
a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, asi como
aquellos grupos enumerados anteriormente como sustituyentes alquilo.

Los términos “heterociclo”, “heterociclico” y “heterociclo” se usan de forma intercambiable y cada uno se refiere a un
grupo ciclico no aromatico totalmente saturado o parcialmente insaturado, que puede estar sustituido 0 no sustituido,
por ejemplo, que es un sistema de anillo monociclico de 4 a 7 miembros, biciclico de 7 a 11 miembros, o triciclico de
10 a 15 miembros, que tiene al menos un heteroatomo en al menos un anillo que contiene atomos de carbono. Cada
anillo del grupo heterociclico que contiene un heteroatomo puede tener 1, 2 6 3 heteroatomos seleccionados de
atomos de nitrdgeno, oxigeno y azufre, en el que los heterodtomos de nitrégeno y azufre también pueden estar
opcionalmente oxidados y los heteroatomos de nitrégeno también pueden estar opcionalmente cuaternizados.
Preferentemente dos heterodtomos adyacentes no se seleccionan simultaneamente de oxigeno y nitrégeno. Los
grupos heterociclicos que son biciclicos o triciclicos deben incluir al menos un anillo no aromatico y no carbociclico,
pero el otro anillo o los otros anillos condensados pueden ser aromaticos 0 no aromaticos y pueden ser
carbociclicos, siempre que en tales casos el punto de unién sea en cualquier a&tomo de nitrégeno o de carbono
disponible de un anillo que contiene heteroatomo no aromatico. Adicionalmente, la definicion de grupos
heterociclicos en si incluye anillos en los que uno o mas de los atomos de carbono se une a través de un doble
enlace a un atomo de oxigeno para definir un grupo carbonilo (siempre que el grupo heterociclico no sea aromatico)
y también cuando un grupo heterociclico se ha condensado a un anillo adicional, pudiendo tener tal anillo adicional
uno o mas grupos carbonilo.

Los grupos heterociclicos monociclicos a modo de ejemplo incluyen pirrolidinilo, imidazolidinilo, tetrahidrofurilo,
piperidinilo, piperazinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo, pirrolinilo, tetrahidropiranilo, morfolinilo, tiamorfolinilo, y similares.

“Heterociclo sustituido”, “heterociclico sustituido”, y “heterociclo sustituido” se refieren a grupos heterociclo,
heterociclico, o heterociclo tal como se defini6 anteriormente sustituidos con uno 0 mas sustituyentes,
preferentemente de 1 a 4 sustituyentes, en cualquier punto de unién disponible. Los sustituyentes a modo de
ejemplo incluyen alquilo, alquilo sustituido, alquenilo, alquenilo sustituido, asi como aquellos grupos enumerados
anteriormente como sustituyentes alquilo a modo de ejemplo.

“Hidroxilo” se refiere a -OH.
“Tiol” significa el grupo -SH.

El término “nitrégeno cuaternario” se refiere a un atomo de nitrégeno tetravalente con carga positiva incluyendo, por
ejemplo, el nitrégeno con carga positiva en un grupo tetraalquilamonio (por ejemplo, tetrametilamonio o
N-metilpiridinio), el nitrdgeno con carga positiva en especies de amonio protonadas (por ejemplo, trimetilhidroamonio
o N-hidropiridinio), el nitrégeno con carga positiva en N-6xidos de amina (por ejemplo, N-metil-morfolina-N-6xido o
piridina-N-6xido), y el nitrégeno con carga positiva en un grupo N-amino-amonio (por ejemplo, N-aminopiridinio).

Cuando un grupo funcional se denomina “protegido”, esto significa que el grupo esta en forma modificada para
mitigar, especialmente para impedir, reacciones secundarias indeseadas en el sitio protegido. Los grupos
protectores adecuados para los procedimientos y compuestos descritos en el presente documento incluyen, sin
limitacion, los descritos en los libros de texto convencionales, incluyendo Greene, T.W. et al., Protective Groups in
Organic Synthesis, Wiley, N.Y. (1991), incorporado al presente documento como referencia.

REALIZACIONES ALTERNATIVAS DE LA INVENCION

La presente invencién comprende compuestos que tienen la siguiente férmula X, tal como se expone en el sumario
de la invencion.

La presente invencién comprende compuestos que tienen la forma estereoespecifica segun la férmula X’
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H K—A

incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que,

K es -O-, -S- 0 -NR7-;

A es -(CRgRo)-(CH2)m-Z- en el que Z es -(CHRg)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO3-, 0
-N (R11 )SO2-;

B1 es hidroxilo o ciano y R; es hidrégeno o B; y R; se toman juntos para formar un doble enlace;

R2, Rs y Rs son, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido; 0 Rz y Rs3
pueden tomarse junto con el carbono al que estan unidos para formar un cicloalquilo opcionalmente
sustituido;

R4 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquilo sustituido, alquenilo sustituido, arilo o arilo sustituido;

Rs es hidrégeno, alquilo o alquilo sustituido;

R7, Rs, Re, Rio ¥ R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo
sustituido;

R12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno;

R13 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido; y

mesdeOabé.

En otra realizacion, los compuestos de la invencidn tienen la formula X

o la férmula estereoespecifica X’, anterior, incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los
mismos, en la que

K es -O-;

A es alquileno Cy.4;

B, es -OH,;

R2. R3, Ra y Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;

Rs es hidrégeno o metilo;

Ri12 es H, alquilo, alquilo sustituido, o halégeno; y

R13 es un heteroarilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido.

En otra realizacién, los compuestos de la invencion tienen la férmula X o X', tal como se definié anteriormente,
incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en las que

K es -O-;

A es alquileno Cy.4;

B1 es -OH,;

R2 R3, R4y Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;
Rs es hidrégeno;

Ri2 es H, alquilo, alquilo sustituido, o halégeno; y

R13 es un heteroarilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido.

9
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En otra realizacién, los compuestos de la invencién tienen la férmula X o X', tal como se definid anteriormente,
incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en las que

K es -O-;
A es alquileno Cy.4;
5 B1 es -OH;
R2, R3, Ra 'y Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;
Rs es hidrégeno o metilo;
Ri12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno; y
R13 es un tiazolilo, piridilo, u oxazolilo opcionalmente sustituido.

10 En otra realizacion, se proporcionan compuestos que tienen la férmula Xa,

incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que,

K es -O-, -S-, 0 -NR7-;

A es -(CRgRg)-(CH2)m-Z- en el que Z es -(CHR1g)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO3-, 0
15 -N (R11)SO»-;

Rs es hidrégeno o metilo;

Rs, Ry, R10 y R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, o alquilo sustituido,

Ri12 es H, alquilo, alquilo sustituido, o halégeno; y

R13 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido; y
20 mesdeOabé.

En otra realizacion de la invencién, se proporcionan compuestos de formula Xa, incluyendo compuestos de formula
Xa' que tienen la forma estereoespecifica Xa’, correspondiente a la estereoquimica mostrada para X'.

En otra realizacién, se proporcionan compuestos que tienen la formula Xa, o Xa’, anteriores, en las que K es -O-y
Ris es tiazolilo, piridilo, u oxazolilo opcionalmente sustituido, y los grupos restantes son tal como se definié
25 anteriormente.

En otra realizacién, se proporcionan compuestos que tienen la férmula Xa, o Xa', anterior, en las que K es -O-; A es
alquileno C..4; Rs es hidrégeno o metilo; Ri2 es H, alquilo inferior o halégeno; y Ris es tiazolilo, piridilo u oxazolilo
opcionalmente sustituido.

Un compuesto de la invencién también puede tener la formula Xb

30

10
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incluyendo sales y/o silbatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que Rg es hidrégeno o metilo.
En otra realizacion, un compuesto de la invencion tiene la formula Xb, en la que Rg es hidrégeno.

En otra realizacion, un compuesto de la invencion puede tener la férmula estereocespecifica Xb’

Xb’
incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que Re es hidrégeno o metilo.
En otra realizacién, un compuesto de la invencion tiene la formula Xb’, en la que Rg es hidrogeno.

Segun una realizacion de la presente invencion, se proporcionan compuestos para tratar el cancer, por ejemplo, una
afeccion asociada a receptor de folato, en la que los compuestos se proporcionan para el tratamiento de un paciente
con una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que tiene la siguiente formula X:

H—— K—A

0 una sal y/o solvato farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

Kes-O-, -S-, 0 -NR7-;

A es -(CRgRg)-(CH2)m-Z- en el que Z es -(CHR1g)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO>-, 0 -N
(R11)SO>-;

B, es hidroxilo o ciano y R; es hidrégeno o B; y R; se toman juntos para formar un doble enlace;

Rz, Rz y Rs son, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido; o Rz y Rs pueden
tomarse junto con el carbono al que estan unidos para formar un cicloalquilo opcionalmente sustituido;

R4 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquilo sustituido, alquenilo sustituido, arilo o arilo sustituido;

Re es hidrégeno, alquilo o alquilo sustituido;

R7, Rs, Re, Rip Y R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido;

R12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno;

R13 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido; y

mes de 0 a 6.

En una realizacién los compuestos para su uso en tal tratamiento tienen la férmula estereoespecifica X',

11
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H

incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que K, A, B1 R1, Rz, R3, R4, Rs, Rg,
R7, Rs, Ro, Rio, R11 R12, Riz, y m son tal como se definié anteriormente para los compuestos de formula X.

En otra realizacion, el procedimiento comprende tratar a un paciente con una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto que tiene la formula X, incluyendo la férmula X', tal como se describié anteriormente, incluyendo sales
y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que

Kes -O-;

A es alquileno Cy.4;

B1 es -OH;

R2, Rs, Ray Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;

Re es hidrégeno o metilo;

R7, Rs, Re, Rip Y R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido;

R12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno; y

Ri3 es un heteroarilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido.

En otra realizacion, los compuestos para su uso en tales tratamientos tienen la formula X o X', tal como se describié
anteriormente, incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en las que

Kes -0O-;

A es alquileno Cy.4;

B; es -OH,;

Rz, Rs, Ray Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;

Re es hidrégeno;

R7, Rs, Rg, Rip Y R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido;

R12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno; y

R13 es un heteroarilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido.

En otra realizacién, los compuestos para su uso en tales tratamientos tienen la férmula X o X’, tal como se describi6
anteriormente, incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en las que

Kes-O-;

A es alquileno Cy.s;

B; es -OH;

Rz, Rs, R4y Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;

Re es hidrégeno o metilo;

R7, Rs, Re, Rip Y R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido,
arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo, o heteroarilo sustituido;

R12 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno; y

R13 es un tiazolilo, piridilo u oxazolilo opcionalmente sustituido.

Los compuestos para su uso en tales tratamientos pueden tener la férmula Xa, anterior, o la forma estereoespecifica
Xa', incluyendo sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, en las que, K es -O-, -S-, 0 -NR7-; A
es-(CRgRg)-(CH2)m-Z en el que Z es -(CHRjip)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO,- o
-N(R11)SO2-; R es hidrégeno o metilo; Rg y Ry son independientemente hidrégeno, alquilo, o alquilo sustituido, Ri2
es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno; Ri3 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido; y m es de
0a6.

Los compuestos para su uso en tales tratamientos pueden también tener la formula Xb o Xb’, anterior, en la que Re
es hidrégeno o metilo. Aln en otra realizacién, los compuestos para su uso en tales tratamientos pueden también

12
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tener la férmula Xb o Xb’, en las que Rs es hidrégeno.

Otra realizacion de la invencion comprende el uso de cualquiera de los compuestos descritos anteriormente
(incluyendo compuestos de formula X, Xa, Xa’, Xb, y/o Xb’, en las que los grupos K, A, BiR1 R2,R3, R4, Rs Rs, R7, Rs
Ry, Rio Ri11 Riz y Riz pueden seleccionarse tal como se menciond anteriormente), en la preparacion de
composiciones farmacéuticas para tratar el cancer en pacientes, en particular, para su uso en la preparacion de
composiciones farmacéuticas que contienen compuestos conjugados para la administracién de farmacos dirigida a
tumores que sobreexpresan o que preferentemente expresan el receptor de folato.

Otra realizacion de la invencidon comprende compuestos para su uso para tratar a un paciente que necesita de tal
tratamiento con una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que tiene las férmulas X, Xa, Xa', Xb y/o
Xb’ (en las que los grupos K, A, BiR1R2, R3, R4, Rs, Rs, R7, Rs, Rg, Rio, R11 R12 Y R13 pueden seleccionarse tal como
se menciond anteriormente), produciéndose el tratamiento en el sitio del tumor, habiéndose liberado en el sitio del
tumor. En esta realizacion, se administra un compuesto conjugado al sitio del tumor, y entonces se libera el
compuesto de formulas X, Xa, Xa’, Xb o Xb’, tal como se definid6 anteriormente, en el sitio del tumor y trata al
paciente en el del tumor. Por tanto, en el presente documento, siempre que se use el término “tratamiento” con
referencia a tratar a un paciente, se entiende que abarca el tratamiento en el sitio del tumor, sin embargo se
administra, por ejemplo, a través de un compuesto conjugado.

El uso de un agente para regular por incremento el nivel de receptor de folato (FR) puede ser eficaz para aumentar
la expresion de FR en ciertas células cancerosas o tipos de tumor para mejorar las ventajas obtenidas con la
administracion de los compuestos de la invencion a pacientes, y/o para mejorar las diversas enfermedades o tipos
de tumor que pueden tratarse con los compuestos de unién al receptor de folato segun la invencién. La expresion
del receptor de folato en ciertos canceres puede regularse por incremento mediante la administraciéon de un inductor
de receptor de folato, que aumenta de forma selectiva el nivel de receptor de folato en las células cancerosas,
mejorando asi la eficacia de una terapia dirigida al receptor de folato. Por ejemplo, los canceres de mama positivos
para receptores de estrégenos (ER+) expresan bajos niveles de receptores de folato. Se sabe que el tratamiento con
un inductor de receptor de folato, tal como tamoxifeno, un antagonista de estrégenos, regula por incremento la
expresion de los receptores de folato en canceres de mama ER+, aumentando la sensibilidad de las células de
cancer de mama ER+ al tratamiento con una terapia dirigida al receptor de folato.

Un aspecto de la invencién proporciona compuestos x para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer o
una enfermedad proliferativa en un paciente, que comprende opcionalmente administrar a un paciente una cantidad
efectiva de al menos un inductor de receptor de folato, y tratar al paciente con una cantidad efectiva de al menos un
compuesto segun la formula X. El inductor de receptor de folato puede administrarse antes, durante o después de
que el paciente se ha tratado con el compuesto segun la formula X. En una realizacion, el inductor de receptor de
folato se administra antes del tratamiento con el compuesto de férmula X. Una cantidad efectiva del inductor de
receptor de folato se refiere a una cantidad que regula por incremento el receptor de folato en las células deseadas
de manera que el tratamiento con el compuesto es terapéuticamente eficaz.

Ejemplos de inductores de receptor de folato para la regulacion por incremento del receptor de folato a (FRa)
incluyen: antagonistas de receptores de estrogenos tales como tamoxifeno; agonistas de receptores de
progesterona tales como progestina; agonistas de receptores de andrégenos tales como testosterona y
dihidroxitestosterona, y agonistas de receptores de glucocorticoides tales como dexametasona.

Ejemplos de inductores de receptor de folato para la regulaciéon por incremento de receptor de folato 3 (FRB)
incluyen: agonistas de receptor de acido retinoico tales como acido retinoico todo trans (ATRA), acido tetrametil-
naftalenil-propenil-benzoico (TTNPB), acido 9-cis-retinoico (9-cis AR), CD33336, LG 101093 y CD2781.

En una realizacién, se proporcionan compuestos X para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer o una
enfermedad proliferativa en un paciente que lo necesita, comprendiendo administrar una cantidad efectiva de al
menos un inductor de receptor de folato y también tratar al paciente con al menos un compuesto segun la férmula X;
en el que dicho inductor de receptor de folato regula por incremento el de folato a. Preferentemente, dicho cancer o
enfermedad proliferativa se selecciona de cancer de mama, tal como cancer de mama ER+, y cancer de ovario.

En una realizacion de la presente invencion, se proporcionan compuestos X para su uso en un procedimiento de
tratamiento del cancer o una enfermedad proliferativa en un paciente que lo necesita, comprendiendo administrar
una cantidad efectiva de al menos un inductor de receptor de folato y administrar una cantidad efectiva de al menos
un compuesto segun la férmula X; en el que dicho inductor de receptor de folato regula por incremento el receptor de
folato (. Preferentemente, dicho cancer o enfermedad proliferativa se selecciona de leucemia, y mas
preferentemente de leucemia mielégena aguda (LMA) y leucemia mielégena crénica (LMC).

En una realizacion adicional, se proporcionan compuestos X para su uso en un procedimiento de tratamiento del
cancer o una enfermedad proliferativa en un paciente que lo necesita, comprendiendo administrar una cantidad
efectiva de al menos un inductor de receptor de folato, administrar al menos un inhibidor de la histona desacetilasa,
y tratar al paciente con una cantidad efectiva de al menos un compuesto segun la férmula X. Un ejemplo de un
inhibidor de la histona desacetilasa es tricostatina A (TSA). Publicacion de solicitud de patente estadounidense
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numero 2003/0170299 Al, WO 2004/082463, Kelly, K. M., B.G. Rowan, y M. Ratnam, Cancer Research 63, 2820-
2828 (2003), Wang, Zheng, Behm, y Ratnam, Blood, 96:3529-3536 (2000).

Los compuestos de la presente invencion pueden formar sales o solvatos que se encuentran también dentro del
alcance de esta invencion. En el presente documento, se entiende que la referencia a un compuesto de férmula (X)
incluye la referencia a sales y solvatos del mismo, racematos, diasteredmeros y enantiémeros del mismo, a menos
que se indique lo contrario. El término “sal(es)”, tal como se emplea en el presente documento, indica sales acidas
y/o basicas formadas con acidos y bases inorganicos y/u organicos. Ademas, cuando un compuesto de férmula (X)
contiene tanto un resto basico, tal como pero sin limitarse a un resto piridinilo imidazolilo, amina o guanidinilo y un
resto acido tal como pero sin limitarse a un acido carboxilico, pueden formarse zwitteriones y se incluyen dentro del
el término “sal(es)” tal como se usa en el presente documento. Se prefieren las sales farmacéuticamente aceptables
(es decir, no toxicas, fisiolégicamente aceptable), aunque también son Utiles otras sales, por ejemplo, en etapas de
aislamiento o de purificacion que pueden emplearse durante la preparacion. Las sales de los compuestos de férmula
(X) pueden formarse, por ejemplo, haciendo reaccionar un compuesto de formula (X) con una cantidad de acido o de
base, tal como una cantidad equivalente, en un medio tal como uno el que la sal precipita o en un medio acuoso
seguido de liofilizacion.

Los compuestos de férmula (X) que contienen un resto basico, tal como pero sin limitarse a una amina, un grupo
guanidinilo, o un anillo de piridilo o imidazolilo, pueden formar sales con diversos acidos organicos e inorganicos.
Las sales de adicion de acido a modo de ejemplo incluyen acetatos (tales como los formados con acido acético o
acido o acido trihaloacético, por ejemplo, acido trifluoroacético), adipatos, alginatos, ascorbatos, aspartatos,
benzoatos, bencenosulfonatos, bisulfatos, boratos, butiratos, citratos, alcanforatos, alcanforsulfonatos,
ciclopentanopropionatos,  digluconatos, dodecilsulfatos, etanosulfonatos, fumaratos, glucoheptanoatos,
glicerofosfatos, hemisulfatos, heptanoatos, hexanoatos, clorhidratos, bromhidratos, yodhidratos,
hidroxietanosulfonatos  (por ejemplo, 2-hidroxietanosulfonatos), lactatos, maleatos, metanosulfonatos,
naftalenosulfonatos (por ejemplo, 2-naftalenosulfonatos), nicotinatos, nitratos, oxalatos, pectinatos, persulfatos,
fenilpropionatos (por ejemplo, 3-fenilpropionatos), fosfatos, picratos, pivalatos, propionatos, salicilatos, succinatos,
sulfatos (tales como los formados con acido sulfurico), sulfonatos (tales como los mencionados en el presente
documento), tartratos, tiocianatos, toluenosulfonatos tales como tosilatos, undecanoatos, y similares.

Los compuestos de férmula (X) que contienen un resto acido, tal como pero sin limitarse a un acido carboxilico,
pueden formar sales con diversas bases organicas e inorganicas. Las sales basicas a modo de ejemplo incluyen
sales de amonio; sales de metal alcalino tales como sales de sodio, de litio y de potasio; sales de metal
alcalinotérreo tales como sales de calcio y de magnesio; sales con bases organicas (por ejemplo, aminas organicas)
tales como benzatinas, diciclohexilaminas, hidrabaminas (formadas con N,N-bis(dehidroabietil)etilendiamina),
N-metil-D-glucaminas, N-metil-D-glicamidas, t-butilamina; y sales con aminoacidos tales como arginina, lisina, y
similares. Los grupos que contienen nitrégeno basico pueden cuaternizarse con agentes tales como haluros de
alquilo inferior (por ejemplo cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo), sulfatos de dialquilo (por
ejemplo sulfatos de dimetilo, dietilo, dibutilo y diamilo), haluros de cadena larga (por ejemplo cloruros, bromuros y
yoduros de decilo, laurilo, miristilo y estearilo), haluros de aralquilo (por ejemplo bromuros de bencilo y fenetilo), y
otros.

En el presente documento también se contemplan los solvatos de los compuestos de la invencién. Los solvatos de
los compuestos de férmula (X) incluyen, por ejemplo, hidratos.

Todos los estereoisémeros de los presentes compuestos (por ejemplo, aquellos que pueden existir debido a
carbonos asimétricos sobre diversos sustituyentes), incluyendo formas enantioméricas y formas diastereoméricas,
se contemplan dentro del alcance de esta invencion. Por tanto, por ejemplo, cada referencia a los compuestos de
férmula X, pretende abarcar los compuestos de férmula X'. Los estereoisomeros individuales de los compuestos de
la invencion pueden, por ejemplo, estar sustancialmente libres de otros isomeros (por ejemplo, como isémero 6ptico
puro o sustancialmente puro que tiene una actividad especificada), o pueden estar mezclados, por ejemplo, como
racematos o con todos los demas estereoisomeros, u otros estereoisémeros seleccionados. Los centros quirales de
la presente invencidon pueden tener la configuracion S o R tal como definen las recomendaciones de 1974 de la
IUPAC. Las formas racémicas pueden resolverse mediante procedimientos fisicos, tales como, por ejemplo,
cristalizacion fraccionada, separacion o cristalizacion de derivados diastereoméricos, o separacién mediante
cromatografia en columna quiral. Los isémeros Opticos individuales pueden obtenerse a partir de procedimientos
estereoespecificos, en los que los materiales de partida y/o productos intermedios se seleccionan teniendo una
estereoquimica correspondiente a la deseada para los productos finales, y la estereoquimica se mantiene a lo largo
de toda las reacciones, y/o los isémeros pueden obtenerse a partir de racematos mediante cualquier procedimiento
adecuado, incluyendo sin limitacion, procedimientos convencionales, tales como, por ejemplo, formacion de sal con
un acido épticamente activo seguido de cristalizacion.

Se contemplan todos los isdmeros configuracionales de los compuestos de la presente invencién, o bien en mezcla,
0 bien en forma pura o sustancialmente pura. Tal como puede apreciarse, la configuracion preferida puede ser una
funcién del compuesto particular y de la actividad deseada. Los isémeros configuracionales pueden prepararse
mediante los procedimientos descritos en el presente documento, que pueden ser estereoselectivos. En otras
palabras, puede conseguirse una estereoquimica deseada para los compuestos finales usando materiales de partida
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que tienen la estereoquimica deseada correspondiente, y manteniendo entonces la estereoselectividad a lo largo de
todo el procedimiento de preparacion. Alternativamente, los compuestos pueden prepararse como racematos o
diasteredmeros, y entonces puede alcanzarse la estereoquimica deseada por medio de la separacion de isomeros
configuracionales que pueden conseguirse mediante cualquier procedimiento adecuado conocido en el campo, por
ejemplo, tal como cromatografia en columna.

A lo largo de toda la memoria descriptiva, los grupos y sustituyentes de la misma pueden seleccionarse para
proporcionar restos estables y compuestos Utiles como compuestos farmacéuticamente aceptables y/o compuestos
intermedios Utiles en la preparacion de compuestos farmacéuticamente aceptables. Un experto en el campo
apreciara las selecciones adecuadas para variables para lograr compuestos estables.

Las realizaciones indicadas en el presente documento como a modo de ejemplo o preferidas pretenden ser
ilustrativas y no limitativas.

Otras realizaciones de la invencion seran evidentes para un experto en el campo tal como, por ejemplo, considerar
combinaciones de las realizaciones a las que se hizo referencia anteriormente, y se contempla que estan cubiertas
dentro del alcance de la invencion en el presente documento.

UTILIDAD

Una de las proteinas que se expresa o preferentemente se expresa en ciertas células cancerosas es el receptor de
folato. El acido félico se requiere para la sintesis de ADN, y se sabe que ciertas células tumorales humanas
sobreexpresan proteinas de unién a folato. Por ejemplo, tanto Campbell et al., “Folato Binding Protein is a Marker for
Ovarian Cancer”, Cancer Research, Vol. 51 (1 de octubre de 1991), en las paginas 5329-38, como Coney et al.,
“Cloning of a Tumor-Associated Antigen: MOv 18 y MOv 19 Antibodies Recognize Folato-binding Protein”, Cancer
Research, Vol. 51 (15 de noviembre de 1991), en las paginas 6125-31, notifican que las proteinas de unién a folato
son marcadores para el cancer de ovario. La sobreexpresion del receptor de folato se conoce también para otros
canceres tales como, por ejemplo, canceres de piel, renal, de mama, de pulmén, de colon, de nariz, de garganta, de
glandula mamaria, y cerebral, asi como otros canceres a los que se hace referencia en el presente documento.

Los compuestos de la presente invencién son Utiles y pueden administrarse como agentes de estabilizacién de
microtubulos derivados de epotilona frente a tumores que expresan un receptor de folato. Son Utiles en el
tratamiento de diversos canceres y otras enfermedades proliferativas, en particular aquellos canceres caracterizados
por células cancerosas o tumores que expresan el receptor de folato. El término “afeccién asociada al receptor de
folato” tal como se usa en el presente documento comprende enfermedades o trastornos caracterizados por la
expresion del receptor de folato, o en otras palabras, aquellas enfermedades o trastornos que pueden diagnosticarse
o tratarse basandose en el nivel de expresion del receptor de folato en tejido enfermo en comparacién con tejido
normal. Los compuestos de la presente invencion son Utiles para formar conjugados. Por ejemplo, los compuestos
de la invencién pueden usarse para formar el siguiente compuesto conjugado de formula I:

V—T— Q — M—K—A

en la que:

V es folato, o un analogo o derivado del mismo;

QesO,S,o0NRy;

M es un adaptador liberable;

Kes O, S, 0 NRvz;

A es -(CRgRg)-(CH2)m-Z- en el que Z es -(CHR1g)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO3-, 0
-N (R11)SO»-;

B1 es hidroxilo o ciano y R; es hidrégeno o B; y R; se toman juntos para formar un doble enlace;

R2, R3 y Rs son, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido; o Rz y R3
pueden tomarse junto con el carbono al que estan unidos para formar un cicloalquilo opcionalmente
sustituido;

R4 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquilo sustituido, alquenilo sustituido, arilo o arilo sustituido;
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Rs es hidrégeno, alquilo o alquilo sustituido;

R7a, R7, Rs, Rg, Rio ¥ Ri1 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo,
cicloalquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o
heteroarilo sustituido;

R12 es H, alquilo, alquilo sustituido, o halégeno;

R13 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido;

mesde O ab;

T tiene la férmula:

en la que

Ri4 en cada caso es, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido,
arilalquilo, arilalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, cicloalquilalquilo, cicloalquilalquilo
sustituido, heteroarilo, heteroarilalquilo, heteroarilalquilo sustituido, heteroarilo sustituido, heterocicloalquilo o
heterocicloalquilo sustituido;

gesdel1lall;y

Ris, Ris Y R17 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido o cicloalquilo.

Como otro ejemplo no limitativo, los compuestos de la invencién pueden usarse para formar el siguiente compuesto
conjugado de formula la:

Ve—— T——— Q——M—0

NI

Ia

en la que V es un resto de union a receptor de folato. Por ejemplo, V puede tener la siguiente formula:

O
o Ro3 "j
W .
HN I = ’;‘
A Z Raz
Roo N™ X" "Rg

en la que W y X son independientemente CH o nitrégeno;

R20 es hidrégeno, amino o alquilo inferior;

R21 es hidrégeno, alquilo inferior, o forma un grupo cicloalquilo con Rys;

R22 es hidrégeno, alquilo inferior, alquenilo inferior, o alquinilo inferior; y
R23 es hidrégeno o forma un cicloalquilo con R»1. Preferentemente, V es

COLH

Ay
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COLH

. J\/\n)\
N o}
HN = N
)\)‘I j/\H
N P
N7 ONT N

Los compuestos de la presente invencion pueden conjugare para formar compuestos que tienen la siguiente férmula

Iz

Ib:
5 17
Q—M
Re
HN™ “co,R,s
—-(\ OH
N
o
C OH O
Ib
5 en la que
V es un resto de unién a receptor de folato;
R es H o alquilo inferior;
Qes O, SoNRy;
M es un adaptador liberable que tiene la siguiente férmula:
Rs; R R
1.0132
" Ra3 R249 \S / 29
- oy, . rd
Rig M9 Ras R2s Oﬁl\’
Rg O .
L]
10
preferentemente
O
,\-S\/\OJI-. .
Ri14 en cada caso es, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo,
arilalquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, cicloalquilalquilo, cicloalquilalquilo sustituido, heteroarilo,
15 heteroarilalquilo, heteroarilalquilo sustituido, heteroarilo sustituido, heterocicloalquilo, o heterocicloalquilo

sustituido;
y es preferentemente un grupo seleccionado de H, metilo, guanidinilpropilo, -(CH2)1-2-CO2H, -CH2-SH, -CH»-OH,
imidazolil(metil), aminobutilo, y -CH(OH)-CHs: y es mas preferentemente un alquilo C; a Cs sustituido con uno
de -C(=0)-0OH o -NH-C(=NH)-NH;

20 g es de 1 a 10; preferentemente de 1 a 5;
Ris, Ris Y R17 son independientemente hidrégeno, alquilo inferior o alquilo sustituido inferior; y
Ris, R19, Ra1, R32, Ras, Ra2s, R2s, Ras, R27, R2s Y Rag sON cada uno, independientemente, H, alquilo inferior, alquilo
sustituido inferior, cicloalquilo o cicloalquilo sustituido, o cualquiera de Rig ¥ Rig; Rs1 Y R32; Rig Y Ra1; Ras ¥ Rag;
R2s Y Ras; R24 Y R2s; 0 R27 Y Rog pueden tomarse juntos para formar un cicloalquilo.

25 Los compuestos de la presente invencion son especialmente Utiles para formar compuestos conjugados, incluyendo
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sales y solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos, que tienen la siguiente formula:

HoN NH
. s M
o GO+ w @ Hu 9 ~"o O/\|
NJ\/\(N N s N
o} N N CO2H
N H [e] H o H —<\ | OH
HN A N N &7
(T o o
X 7 o)
HaoN N N

Para cualquier grupo bivalente enumerado en el presente documento, tal como -(CRgRg)-(CH2)m-Z-, que puede
insertarse en compuestos de formula |,

V—T— Q— M——K—A

La insercion debe realizarse de izquierda a derecha. Por ejemplo, en la siguiente situacion en la que A se define
como -(CRgRg)-(CH2)m-Z-, el grupo metileno esta unido a K, y el grupo Z esta unido al nitrégeno del anillo de
aziridinilo, tal como sigue:

(RgRsC) Y4
V—-T—Q— M-—K/ \(“2°)m/ \N e

Rq2

Como ejemplo no limitativo, tales canceres asociados al receptor de folato incluyen cancer de ovario y canceres de
la piel, de mama, de pulmén, de colon, de nariz, de garganta, de glandula mamaria, de higado, de rifién, de bazo,
ylo cerebral; mesoteliomas, adenoma pituitario, cancer cervicouterino, carcinoma de células renales u otro cancer
renal, carcinoma del plexo coroideo, y tumores epiteliales (véase, Asok, Antony, “Folate Receptors: Reflections on a
Personal Odyssey and a Perspective on Unfolding Truth”, Advanced Drug Delivery Reviews 56 (2004) en las paginas
1059-66).

Adicionalmente, el uso de un antiestrogeno (tal como tamoxifeno, ICI 182, 780), puede ser eficaz para aumentar la
expresion de FR en ciertas células cancerosas o tipos de tumor para mejorar las ventajas obtenidas con la
administracion de los compuestos de la invencion a pacientes, y/o para mejorar las diversas enfermedades o tipos
de tumor que pueden tratarse con los compuestos segun la invencién.

Por ejemplo, las enfermedades que pueden tratarse con los compuestos de esta invencién, y/o con una terapia de
combinacién que comprende los compuestos de esta invencion en combinacién con un antiestrdgeno, pueden incluir
adicionalmente, sin limitacion, lo siguiente

- carcinomas incluyendo los enumerados anteriormente y/o el de vejiga, pancreas, estbmago, tiroides y prostata;
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- tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluyendo leucemias tales como leucemia linfocitica aguda y
leucemia linfoblastica aguda, y linfomas, tales como linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de
Hodgkin, linfoma de no Hodgkin, linfoma de células pilosas, y linfoma de Burkitt;

- tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, incluyendo leucemias mieldgenas aguda y crénica y leucemia
promielocitica;

- tumores de sistema nervioso central y periférico, incluyendo astrocitoma, neuroblastoma, glioma, y
schwannomas;

- tumores de origen mesenquimatoso, incluyendo fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y osteosarcoma; y

- otros tumores, incluyendo melanoma, xeroderma pigmentoso, seminoma, queratoacantoma, cancer folicular de
tiroides, y teratocarcinoma.

Los compuestos de la presente invencion son Utiles para el tratamiento de pacientes que se han tratado previamente
para el cancer, asi como los que no se han tratado anteriormente para el cancer. Los procedimientos y
composiciones de esta invencion pueden usarse en tratamientos contra el cancer de primera linea y de segunda
linea. Ademas, los compuestos de formula (X) pueden ser Utiles para tratar canceres resistentes o que no responden
al tratamiento.

Los compuestos de la presente invencion pueden ser Utiles también en el tratamiento de otras afecciones que
responden a agentes de estabilizacion de microtibulos administrados a través del receptor de folato, incluyendo
pero sin limitarse a, artritis, especialmente artritis inflamatoria y otras afecciones inflamatorias mediadas por
macroéfagos activados, y trastornos del sistema nervioso central tales como enfermedad de Alzheimer.

Ademas, los pacientes que se tratan con los compuestos de la presente invencion pueden recibir una combinacion
de tratamientos, por ejemplo, con otros agentes contra el cancer y agentes citotdxicos u otros tratamientos Utiles en
el tratamiento del cancer u otras enfermedades proliferativas. En el tratamiento del cancer, puede ser ventajosa una
combinacion de compuestos de la presente invencion y uno o mas agentes adicionales y/u otros tratamientos. El
segundo agente puede tener un mecanismo de accién igual o diferente que los compuestos de férmula (X).
Especialmente (tiles son combinaciones de farmacos contra el cancer y farmacos citotéxicos actuando el segundo
farmaco elegido de diferente manera o en diferente fase del ciclo celular que el resto activo del farmaco de los
presentes compuestos de la presente invencion.

Ejemplos de clases de agentes contra el cancer y agentes citotoxicos incluyen, pero no se limitan a, agentes
alquilantes, tales como mostazas nitrogenadas, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas, etileniminas y triazenos;
antimetabolitos, tales como antagonistas de folato, andlogos de purina, y analogos de pirimidina; antibiéticos o
anticuerpos, tales como anticuerpos monoclonales; enzimas; inhibidores de la farnesil proteina transferasa; agentes
hormonales, tales como glucocorticoides, estrogenos/antiestrégenos, andrégenos/antiandrégenos, progestinas, y
antagonistas de la liberacion de hormona luteinizante; agentes de alteracion de microtlbulos, tales como
ecteinascidinas o sus analogos y derivados; agentes de estabilizacién de microtibulos; productos derivados de
plantas, tales como alcaloides de la vinca, epipodofilotoxinas, y taxanos; inhibidores de topoisomerasa; inhibidores
de la prenil proteina transferasa; complejos de coordinacion de platino; inhibidores de cinasa incluyendo inhibidores
de multiples cinasas y/o inhibidores de cinasa Src o Src/abl; inhibidores de la transduccion de sefiales; y otros
agentes usados como agentes contra el cancer y agentes citotoxicos tales como modificadores de la respuesta
biologica, factores de crecimiento, y moduladores inmunitarios. Los compuestos de férmula X pueden usarse
también junto con radioterapia.

Otros ejemplos de agentes contra el cancer que pueden usarse en combinacion con los compuestos de la invencién
incluyen inhibidores de cinasa Src, ’'N-(2-cloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-2-metil-4-
pirimidinillamino]-5-tiazolcarboxamida, y otros compuestos descritos en la patente estadounidense numero
6.596.746 y la solicitud de patente estadounidense numero 11/051.208, presentada el 4 de febrero de 2005,
incorporada al presente documento como referencia; ixabepilona, un analogo de aza-epotilona B, y/u otros analogos
de epotilona descritos en las patentes estadounidenses nimeros 6.605.599; 6.262.094; 6.288.237; 6.291.684;
6.359.140; 6.365.749; 6.380.395; 6.399.638; 6.498.257; 6.518.421; 6.576.651; 6.593.115; 6.613.912; 6.624.310,
publicacion de solicitud de patente estadounidense nimero 2003/0060623, publicada en marzo de 2003; patente
alemana nimero 4138042.8; documentos WO 97/19086, WO 98/22461, WO 98/25929, W098/38192, W099/01124,
W099/02224, W099/02514, W0O99/03848, W099/07692, W0O99/27890, W099/28324, WO 99/43653, WO 99/54330,
WO 99/54318, WO 99/554319, WO 99/65913, WO 99/67252, WO 99/67253, WO 00/00485, publicaciones de
solicitud de patente estadounidense niimero 2004/0053910 y 2004/0152708; inhibidores de cinasa dependientes de
ciclina que se encuentran en el documento WO 99/24416 (véase también la patente estadounidense numero
6.040.321); inhibidores de la prenil proteina transferasa que se encuentran en los documentos WO 97/30992 y WO
98/54966; agentes de la farnesil proteina transferasa que se describen en la patente estadounidense numero
6.011.029; anticuerpos frente a CTLA-4 que se describen en la publicacion PCT nimero W001/14424, y/o un
anticuerpo frente a CTLA-4 que se describe en la publicacion PCT niumero WO 00/37504 tal como, por ejemplo, el
anticuerpo conocido como CP-675206 (ticiimunab), o ORENCIA®; MDX-010; vinflunina (Javlor™), y Erbitux
(cetuximab).

Otros agentes potencialmente Utiles en combinacién con los compuestos de la presente invencion pueden incluir
paclitaxel (TAXOL®), docetaxel (TAXOTERE®) agentes mixtos tales como, hidroxiurea, procarbazina, mitotano,
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hexametilmelamina, cisplatino y carboplatino; avastina; y herceptina.

Las composiciones farmacéuticas preparadas segun la presente invencién pueden formularse también o
coadministrarse con otros agentes terapéuticos que se seleccionan por su utilidad particular en la administracion de
terapias asociadas con las afecciones mencionadas anteriormente. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas
pueden formularse con agentes para prevenir las nauseas, hipersensibilidad e irritacion gastrica, tal como
antieméticos, y antihistaminicos H1 y H2.

Los otros agentes terapéuticos anteriores, cuando se emplean en combinacion con los compuestos de la presente
invencioén, pueden usarse, por ejemplo, en las cantidades indicadas en el Physicians’ Desk Reference (PDR) o como
se determina de otro modo por un experto en la técnica.

Una realizacion de la invencion comprende el uso de los compuestos de presente invencién en la preparacion de
composiciones farmacéuticas para el tratamiento del cancer, en particular para su uso en la preparacion de
composiciones farmacéuticas para su uso la administracion de farmacos dirigida a tumores que sobreexpresan o
preferentemente expresan el receptor de folato. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden
administrarse para cualquiera de los usos descritos en el presente documento mediante cualquier medio adecuado,
por ejemplo, por via parenteral, tal como por inyeccidon subcutanea, intravenosa, intramuscular o intrasternal o
técnicas de infusion (por ejemplo, como suspensiones o disoluciones no acuosas 0 acuosas inyectables estériles),
y/o en formulaciones unitarias de dosificacion que contienen vehiculos o diluyentes no toxicos, farmacéuticamente
aceptables. Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse, por ejemplo, en una forma adecuada para la
liberacion inmediata o liberacién prolongada. La liberacion inmediata o liberacion prolongada puede lograrse
mediante el uso de composiciones farmacéuticas adecuadas que comprenden los presentes compuestos, 0, en
particular en el caso de la liberacién prolongada, mediante el uso de dispositivos tales como implantes subcutaneos
0 bombas osméticas.

Composiciones a modo de ejemplo para administraciéon parenteral incluyen disoluciones o suspensiones inyectables
que pueden contener, por ejemplo, diluyentes o disolventes no téxicos, aceptables por via parenteral, adecuados,
tales como manitol, 1,3-butanodiol, agua, solucién de Ringer, una solucién isoténica de cloruro de sodio (inyeccion
de cloruro de sodio al 0,9 % [solucidn salina normal] o inyeccion de dextrosa al 5 %), u otros agentes de dispersion o
de humectaciéon y de suspension adecuados, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos, y acidos grasos. Las
composiciones farmacéuticamente aceptables y/o los procedimientos de administracién de los compuestos de la
invencion pueden incluir el uso de codisolventes incluyendo, pero sin limitarse a etanol, N,N-dimetilacetamida,
propilenglicol, glicerol y polietilenglicoles, por ejemplo, polietilenglicol 300 y/o polietilenglicol 400, pueden
comprender el uso de tensioactivos (agentes tensioactivos farmacéuticamente aceptables que pueden usarse para
aumentar la propiedades de propagacion o de humectacién de un compuesto reduciendo su tensiéon superficial),
incluyendo sin limitacion, CREMOPHOR®, SOLUTOL HS 15®, polisorbato 80, polisorbato 20, poloxamero,
pirrolidonas tales como N-alquilpirrolidona (por ejemplo, N-metilpirrolidona) y/o polivinilpirrolidona; pueden
comprender también el uso de uno 0 mas “tampones” (por ejemplo, un componente que confiere una capacidad para
resistir el cambio en la acidez o alcalinidad efectiva de un medio tras la adicién de incrementos de un acido o una
base), incluyendo, sin limitacion, fosfato de sodio, citrato de sodio, dietanolamina, trietanolamina, I-arginina, I-lisina, I-
histidina, l-alanina, glicina, carbonato de sodio, trometamina (a/k/a tris[hidroximetillJaminometano o Tris), y/o mezclas
de los mismos.

La cantidad efectiva del compuesto de la presente invencion puede determinarla un experto normal en la técnica, e
incluye cantidades de dosificacion a modo de ejemplo para un ser humano adulto de desde aproximadamente 0,01-
10 mg/kg de peso corporal de compuesto activo al dia, que pueden determinarse en una Unica dosis o en forma de
dosis divididas individuales, tales como desde 1 hasta 4 veces al dia. Un intervalo preferido incluye una dosificacion
de aproximadamente 0,02 a 5 mg/kg de peso corporal, siendo el mas preferido un intervalo de aproximadamente
0,05 — 0,3. Se entendera que el nivel de dosis especifico y la frecuencia de dosificacién para cualquier sujeto
particular puede variare y dependerd de diversos factores incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado, la estabilidad metabdlica y la duracion de la acciéon de ese compuesto, la especie, la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo y la dieta del sujeto, el modo y el tiempo de administracion, la tasa de excrecion, la
combinacién de farmacos, y la gravedad de la afeccién particular. Los sujetos preferidos para el tratamiento incluyen
animales, lo mas preferentemente especies de mamifero tales como seres humanos, y animales domésticos tales
como perros, gatos y similares, sometidos a afecciones asociadas con la estabilizacion de microtabulos.

Compuestos de la presente invencion, tales como los compuestos dados a conocer en uno o mas de los siguientes
ejemplos, se han sometido a prueba en uno o mas de los ensayos descritos a continuacion y/o los ensayos
conocidos en el campo, y demuestran un nivel de actividad medible como agentes de estabilizaciéon de microtibulos.

ENSAYOS
Ensayo de supervivencia de células clonogénicas

Se sembraron células cancerosas a 3,0E+05 células en un frasco T75 con 10 ml de medio RPMI 1640, libre de acido
félico, y que contenia suero bovino fetal al 10 % y HEPES 25 mM. Se hicieron crecer las células en un incubador a
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37 °C que contenia 5 % CO, durante 2 dias. En el dia 2, se retiraron los sobrenadantes de los frascos, y se
dividieron los frascos en 2 grupos. Se incubd un grupo de células con 5 ml de medio que contenia 100 M de acido
félico (Sigma) durante 30 minutos y los otros se hicieron crecer en 5 ml de medio sin acido folico afiadido. Entonces
se trataron las células con 20 nM de epotilona, analogo de epotilona, epotilona conjugada, o analogo de epotilona
conjugada durante una hora. Al final de la incubacion, se retiraron los farmacos de los frascos y se lavaron las
células con tampon PBS 3x. Tras lavar, se afiadieron 5 ml de medio completo en cada frasco, y se hizo crecer la
célula en el incubador de CO, durante 23 horas. A la mafiana siguiente, se retiraron las células de los frascos
mediante tripsinizacion, se determinaron los numeros de células, y entonces se sembraron en placa las células en
placas de 6 pocillos. Diez dias tras sembrar en placa se tifieron las colonias con violeta cristal y se contaron. Se
determinaron las fracciones que sobreviven.

Ensayo de citotoxicidad/proliferacion de MTS in vitro

Se evalud la citotoxicidad in vitro en células tumorales usando un ensayo colorimétrico a base de tetrazolio que se
aprovecha de la conversién metabdlica de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-3-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfenil)-2H-
tetrazolio, sal interna) en una forma reducida que absorbe luz a 492 nm. Se sembraron las células 24 h antes de la
adicién de la epotilona, analogo de epotilona, epotilona conjugada, o analogo de epotilona conjugada. Tras una
incubacién de 72 horas a 37 °C con el compuesto diluido en serie, MTS, en combinacion con el agente de
acoplamiento de electrones metosulfato de fenazina, se afiadi6 a las células. La incubacion se continué durante 3
horas, entonces se midi6 la absorbancia del medio a 492 nm con un espectrofotdbmetro para obtener el nimero de
células que sobreviven con respecto a las poblaciones control. Los resultados se expresan como concentraciones
citotoxicas medias (valores Clsp).

Ensayo de receptor de folato

Todos los procedimientos de preparacion de muestras usados para el ensayo de FR se realizaron a 4 °C. Se
homogeneizaron muestras de tejido en tampén de homogeneizacién (Tris 10 mM, pH 8,0, 0,02 mg/ml de cada una
de leupeptina y aprotinina; 1 ml de tamp6n/50 mg de tejido) usando un homogeneizador PowerGen 125. Se retir6 el
residuo grande mediante centrifugacion suave (3000 X g durante 15 min.). Entonces se recogieron los sedimentos
de membrana mediante centrifugacion a 40.000 X g durante 60 min. y se resuspendieron en tampon de
solubilizacion (Tris 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, n-octil-(3-D-glucopiranésido 25 mM, EDTA 5 mM, y azida de sodio
al 0,02 %). Se retir6 el Material insoluble mediante una segunda centrifugacién a 40.000 X g 60 min., y se determin6
la concentracién total de proteina de los sobrenadantes mediante el procedimiento del acido bicinconinico (BCA)
(Pierce Chemical). Entonces se diluyé cada muestra hasta 0,25 mg/ml en tampon de solubilizacién, y se colocaron
100 pul dentro de cada uno de dos microconcentradores Microcon-30 (30.000 corte de PM, Millipore). Entonces se
centrifugaron las muestras a 14.000 X g durante 10 min. a temperatura ambiente para hacer pasar todo el liquido a
través de la membrana, asi como retener los FR solubilizados sobre la superficie de la membrana del
microconcentrador. Todas las etapas de centrifugacion posteriores se realizaron usando estos mismos parametros.
Entonces se afiadieron 55 pl de tampén acetato 30 mM (pH 3,0) a cada microconcentrador, seguido de una etapa de
centrifugacién. A continuacion, se dispensaron 55 pl de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) en cada
microconcentrador, seguido de otra centrifugacion. Entonces se afiadieron 50 pl de agente de union a [3H]écid0
félico ([3H]écido félico 120 nM (Amersham) en Na,PO, 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4, que contenia NaCl 500 mM,
KCI 2,7 mM, y n-octil-B-D-glucopiranésido 25 mM) o 50 pl de un agente de competicién (reactivo de uniéon mas acido
félico no marcado 120 mM) a los concentradores apropiados. Tras una incubacion de 20 min. a temperatura
ambiente, se lavaron/centrifugaron los concentradores tres veces con 75 pl de n-octil-3-D-glucopiranésido 50 mM,
NaCl 0,7 M en PBS, pH 7,4. Tras el lavado final, se recuperaron las fracciones retenidas que contenian los FR
solubilizados de la superficie de la membrana de los microconcentradores mediante dos enjuagues con 100 pl de
PBS que contenia Triton X-100 al 4 %. Entonces se contaron las muestras en un contador de centelleo liquido
(Packard Bioscience). Los valores de cuentas por minuto (cpm) se convirtieron en picomoles de FR basandose en
las cpm de un patrén conocido, y los resultados finales se normalizaron con respecto al contenido en proteina de
muestra.

Animales y Tumores

En estos estudios se usaron ratones CD2FI hembra (Harlan Sprague-Dawley Inc., 20-22 g) que se mantenian en un
ambiente controlado y a los que se proporcionaba agua y alimento a voluntad. Se usaron el carcinoma de pulmén
murino Madison 109 (M109) FRa(-) (Marks et al., 1977) y la variante 98M109 que expresa FR (FRa(+)) para evaluar
la eficacia de la epotilona, analogo de epotilona (por ejemplo, derivado de epotilona), conjugado folato-epotilona, o
conjugado de folato-analogo de epotilona. Ademas, para este fin se us6 también el carcinoma epidermoide de
cabeza y cuello humano KB que se hizo crecer en ratones atimicos.

Tratamiento farmacolégico y evaluacion de la eficacia antitumoral

Para la administracion de epotilona o analogos de epotilona a ratones, se us6 un excipiente que consistia en lo
siguiente: CREMOPHOR®/etanol/agua (1:1:8, v/v). En primer lugar se disolvieron los compuestos en una mezcla de
de CREMOPHOR®/etanol (50:50). La dilucién final hasta la concentracion de dosificacion requerida se realizd
menos de 1 h antes de la administracion del farmaco. Se administraron a los ratones los agentes mediante inyeccion
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IV en bolo a través de la vena de la cola. Se prepararon conjugados de folato-epotilona o conjugados de folato-
analogo de epotilona en solucién salina tamponada con fosfato estéril y se administraron a los ratones por inyeccién
en bolo IV a través de la vena de la cola a un volumen de 0,01 ml/g de ratones. El tratamiento de cada animal se
basé en el peso corporal individual.

Al inicio del experimento se reunid el numero requerido de animales necesario para detectar una respuesta
significativa y se administr6 a cada uno una inoculacion subcutanea de una suspension de tejido tumoral (2 % p/v).
Se dejo crecer los tumores durante 4 dias. En el cuarto dia, se distribuyeron los animales de manera uniforme en
diversos grupos de tratamiento y control. Los animales tratados se examinaron diariamente par determinar la
toxicidad/mortalidad relacionada con el tratamiento. Se pes6 cada grupo de animales antes del inicio del tratamiento
(Wtl) y entonces de nuevo tras la Ultima dosis del tratamiento (Wt2). La diferencia en el peso corporal (Wt2-Wtl)
proporciona una media de la toxicidad relacionada con el tratamiento.

Se determind la respuesta tumoral mediante la medicién de los tumores con un calibrador dos veces a la semana,
hasta que los tumores alcanzaron un nivel “objetivo” predeterminado de 1 g. Los pesos tumorales (mg) se estimaron
a partir de la formula:

Peso tumoral = (longitud x anchura 2) +2

Se evalud la actividad antitumoral a la dosis maxima tolerada (DMT) que se define como el nivel de dosis
inmediatamente por debajo del cual se produce toxicidad excesiva (es decir mas de una muerte). Cuando se
produce una muerte, se registra el dia de la muerte. Se consideré que los ratones tratados que murieron antes de
que sus tumores hubieran alcanzado el tamafio objetivo habian muerto por la toxicidad del farmaco. Ningun ratén
control murié portando tumores menores que el tamafio objetivo. Se considerdé que los grupos de tratamiento con
mas de una muerte provocada por la toxicidad del farmaco se habian sometido a tratamientos excesivamente
téxicos y sus datos no se incluyeron en la evaluacion de la eficacia antitumoral de un compuesto.

El criterio de valoracion de respuesta tumoral se expres6 en cuanto al retardo de crecimiento tumoral (valor T-C),
que se define como la diferencia en el tiempo (dias) requerido para que los tumores tratados (T) alcancen un tamafio
objetivo predeterminado en comparacién con los del grupo control (C).

Para estimar la destruccion de células tumorales, se calculdé en primer lugar tiempo para el doble del volumen
tumoral (TVDT) con la férmula:

TVDT = Tiempo medio (dias) para que los tumores cont rol alcancen el tamafio objetivo — Tiempo
medio (dias) para que los tumores control alcancen el tamafio objetivo

Y,

Log destruccion celular = T-C + (3,32 x TVDT)
Las evaluaciones estadisticas de los datos se realizaron usando la prueba de Wilcoxon generalizada de Gehan.
ABREVIATURAS

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas en los esquemas y ejemplos para facilidad de
referencia:

CBZ-OSu = N-(Benciloxicarboniloxi)succinimida

DCM = diclorometano

DEA = dietilamina

DIAD = azodicarboxilato de diisopropilo

DIPEA = diisopropiletilamina

DMA = dimetilamina

DMF = dimetilformamida

DMSO = dimetilsulféxido

EDC = clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
EtOH = etanol

EtOAc = acetato de etilo

FR = receptor de folato

HOBLt = n-hidroxibenzotriazol

HPCL = cromatografia de liquidos de alta resolucion
iPr-OH o IPA = alcohol isopropilico

CL/EM = cromatografia liquida/espectrometria de masas
LDA = diisopropilamida de litio

MeOH = metanol
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OTES = o-trietilsililo;

OMs = mesilato;

Ph = fenilo

Pd/C = paladio sobre carbono
PyBOP = hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxitripirrolidinofosfonio
Py = piridilo

RT = temperatura ambiente

Sat. = saturado

THF = tetrahidrofurano

TFA = &cido trifluoroacético

CCF = cromatografia de capa fina
TESCL = clorotrietilsilano

UV = ultravioleta.

PROCEDIMIENTOS DE PREPARACION

Los compuestos de la presente invencién pueden prepararse en general segun los siguientes esquemas y el
conocimiento de un experto en la técnica, y/o usando procedimientos expuestos en las patentes estadounidenses
numeros 6.605.599; 6.831.090; 6.800.653; 6.291.684; 6.719.540; 7.173.884, publicacion de solicitud de patente
estadounidense numero 2005/0002942 y Organic Letters, 2001, 3, 2693-2696, cuyas descripciones se incorporan al
presente documento como referencia y/o en los ejemplos que siguen.

Tal como se muestra en el esquema 1, un compuesto de férmula X puede prepararse a partir de un compuesto de
férmula Il. Los compuestos de formula Il pueden obtenerse mediante fermentacién (véase, por ejemplo Gerth et al.,
“Studies on the Biosynthesis of Epothylones: The Biosynthetic Origin of the Carbon Skeleton”, Journal of Antibiotics,
Vol. 53, No. 12 (diciembre de 2000), y Hofle et al., “Epothylone A y B- Novel 16-Membered Macrolides: Isolation,
Crystal Structure, and Conformation in Disolution”, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., Vol. 35, No. 13/14, 1567-1,569
(1996), cuyas descripciones se incorporan al presente documento como referencia) 0 mediante sintesis (véase, por
ejemplo Vite et al. patentes estadounidenses nimeros 6.605.599; 6.242.469; 6.867.333 y publicacion de solicitud de
patente estadounidense 2006/004065, y Johnson et al. Organic Letters, 2000, 2:1537-1540) cuyas descripciones se
incorporan al presente documento como referencia en su totalidad). Por ejemplo un compuesto de formula Il en la
qgue Rz, Rs, R4, Rs y Ri2 son metilo, B; es hidroxilo, R1 y Re son hidrégeno, y Rz es 2-metiltiazol-4-ilo se denomina as
epotilona A y puede obtenerse a partir de la fermentacién de Sorangium cellulosum tal como se mencioné
anteriormente. Un compuesto de férmula Il puede convertirse en un compuesto de formula Ill en la que P es un
grupo protector de sililo tal como trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, triisopropilsililo, y similares (véase, por
ejemplo, Greene et al., “Protective Groups in Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, Inc.). Por ejemplo, un
compuesto de férmula Il en la que P es trietilsililo puede prepararse mediante tratamiento de un compuesto de
férmula Il con clorotrietilsilano en presencia de base de Hunig. En el caso en que B; es hidroxilo en el compuesto de
férmula Il, entonces B1 se convertiria también en el correspondiente silil éter. Una halohidrina de férmula IV (Y es Cl,
Br o 1) puede prepararse a partir de un compuesto de féormula Ill mediante tratamiento con una sal de haluro de
metal mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la apertura del epéxido usando eterato de
bromuro de magnesio a baja temperatura (de -20 a -5 °C) puede proporcionar halohidrinas diastereoméricas, en las
que Y es bromo. Un compuesto de formula V puede prepararse a partir de un compuesto de férmula IV mediante
desplazamiento del halégeno usando, por ejemplo, azida de sodio en un disolvente polar tal como dimetilformamida.
Un experto habitual reconocera que la estereoquimica en Ci, tal como se representa en el esquema | no debe
interpretarse como limitante, sino mas bien a modo de ejemplo. Si se desea, puede lograrse la inversion de la
estereoquimica en la posicion Ci2 siguiendo el protocolo de Mitsunobu que esta bien establecido en la técnica. Por
ejemplo, el tratamiento de un compuesto de férmula V con &cido p-nitrobenzoico, dietilazodicarboxilato, y
trifenilfosfina proporciona el correspondiente éster de nitrobenzoato, que puede entonces escindirse por hidrolisis del
éster leve usando, por ejemplo, disoluciones metabdlicas de amoniaco para proporcionar un compuesto de formula
VI. De nuevo, la estereoquimica para Ci» tal como se representa para el compuesto VI no es limitante, y se
representa como tal para mostrar que el tratamiento del compuesto V tal como se describe invertira la
estereoquimica en esa posicion. Alternativamente, pueden usarse otros acidos organicos, azodicarboxilatos, y
organofosfinas para efectuar la inversion de Mitsonuobu. Un compuesto de formula VIl en la que OG es un grupo
saliente tal como mesilato, tosilato, nosilato, triflato y similares puede prepararse a partir de un compuesto de
férmula VI mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el tratamiento de VI con cloruro de
metanosulfonilo y trietilamina en un disolvente organico adecuado tal como diclorometano proporciona un
compuesto de féormula VIl en la que OG es mesilato. Un compuesto de férmula VIII puede prepararse a partir de un
compuesto de formula VIl mediante la reduccién del grupo azido con un agente reductor tal como una organofosfina
(por ejemplo, trimetilfosfina). Alternativamente, un compuesto de férmula VIII puede prepararse directamente a partir
de un compuesto de féormula VI usando un agente reductor de organofosfina tal como trifenilfosfina. Un compuesto
de férmula IX puede prepararse a partir de un compuesto de formula VIII mediante procedimientos conocidos en la
técnica (véase, por ejemplo, patente estadounidense nimero 6.800.653; y Regueiro-Ren et al., Organic Letters,
2001, 3, 2693-2696). Por ejemplo, un compuesto de férmula IX en la que H-K-A- es 2-hidroxietilo puede prepararse
a partir de un compuesto de formula VIII mediante alquilacion del anillo de aziridina usando, por ejemplo, 3-
bromoetanol en exceso y una base tal como carbonato de potasio. Un compuesto de formula X puede prepararse a
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partir de un compuesto de formula IX mediante eliminaciéon de los grupos protectores de silil éter usando
procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Greene et al., “Protective groups in Organic Synthesis”,
John Wiley and Sons, Inc.). Por ejemplo, cuando P es trietilsililo, el tratamiento de un compuesto de formula IX con
acido trifluoroacético en diclorometano efectla la desproteccion para proporcionar un compuesto de férmula X.

ESQUEMA 1

El esquema 2 muestra un procedimiento para preparar un analogo de folato o derivado V y adaptador bivalente T-Q
que tiene la férmula XI, a continuacion, que puede usarse con compuestos de la invencién para preparar moléculas
conjugadas para la administracion de farmacos dirigida, por ejemplo, tal como para la férmula I, descrita
anteriormente. Tal como se muestra en el esquema 2, pueden ensamblarse un analogo de folato y adaptador
bivalente usando procedimientos conocidos en la técnica, especialmente en el caso en que V es acido félico o un
analogo de &cido folico, tal como se describe, por ejemplo, por Jackson, et al., Advanced Drug Delivery Rev.
56(2004) 1111-1125, cuya descripcion se incorpora al presente documento por referencia, y T-Q es un péptido. Por
ejemplo, folato de peptidilo XI puede prepararse tal como se muestra en el esquema 2. El acoplamiento de péptidos
secuencial de una resina de poliestireno cargada con cisteina con aspartato protegido con Fmoc, arginina, aspartato,
y entonces glutamato puede efectuarse usando PyBOP como agente de acoplamiento y piperidina como agente de
desproteccién de Fmoc. Puede prepararse acido pteroico protegido con N'%-trifluoroacetamida en dos etapas
mediante conversion enzimatica (carboxipeptidasa G) del acido félico en acido pteroico, seguido de proteccién de
N*® usando anhidrido trifluoroacético. A continuacion, el acoplamiento del &cido pteroico protegido con N al péptido
unido a resina seguido de la escision de la resina con acido trifluoroacético y la eliminacion del grupo N™0-
trifluoroacetilo usando hidréxido de amonio proporciona un fragmento V-T-Q de un compuesto de férmula | en la que
V es acido félico y T-Q es -Asp-Arg-Asp-Cys-OH. Alternativamente, podrian usarse analogos de acido pteroico en
lugar de acido pteroico y otros aminoacidos, podrian usarse en lugar de los ilustrados en el esquema 2.
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ESQUEMA 2

Resina de H-Cys-(4-metoxitritil)-2-clorotritilo (carga 0,57 mmol/g)

1) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
entonces piperidina

2) Fmoc-Arg(Pbf)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
entonces piperidina

3) Fmoc-Asp(OtBu)-OH, PyBOP, DIPEA, DMF,
entonces piperidina

4) Fmoc-Glu-OtBu, PyBOP, DIPEA, DMF,
entonces piperidina

5) N'®TFA acido pteroico, PyBOP, DIPEA, DMSO

6) 92,5% de TFA, 2,5% de H.0, 2,5% de iPr;SiH, y
2,5% de etanoditiol

' 7) NH4OH ac. entonces HCI ac.
HZN%NH

NH
CO,H SH
R A A L L
H H
A N
N/\/\g/ \./U\H \_./lLN COH
H o H
~
\COEH CO.H

XI

El esquema 3, a continuaciéon, muestra un procedimiento para usar los derivados de epotilona de la presente
invencién para preparar una molécula conjugada férmula I, para su uso en administraciéon de farmacos dirigida. Tal
como se muestra en el esquema 3, el ensamblaje de compuestos de férmula | puede lograrse mediante el
acoplamiento de compuestos de férmula X con un fragmento V-T-Q mediante la incorporacion por etapas de un
adaptador liberable M. A modo de ilustracién, un compuesto de féormula X en la que -A-K-H es -CH,CH,OH puede
convertirse en un carbonato de disulfaniletilo XlIIl usando un compuesto de benzotriazol activado de férmula XII. Un
compuesto de formula XIl puede prepararse a partir de mercaptoetanol, cloruro de metoxicarbonil-sulfenilo, y una 2-
mercaptopiridina opcionalmente sustituida para proporcionar un producto intermedio 2-(2-piridin-2-il)disulfanil)etanol,
gue puede convertirse entonces en un compuesto de férmula XII mediante tratamiento con difosgeno y un 1-
hidroxibenzotriazol opcionalmente sustituido. El posterior intercambio de disulfuro con un folato de peptidilo tal como
XI proporciona un compuesto de formula | en la que V es acido félico, T-Q es un -Asp-Arg- Asp-Cys-OH, M es -
SCHzCHzO(C:O)-, A es -CH,CH>- y K es O.
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ESQUEMA 3

s A
Ps” "0 o’ﬁ .

— _—
Py$SCH,CH4(,COBt X1
: X1
X
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NH o
o COH o SIS\/\OJ\C/\
: . \/l\ “\/iN/( N
N,
o Asy /d\ul\/Y : u E com .
S [ I A, oM
HN I N \co:n “coH ! Pip,f
A /jﬁN Az R
¢ Az, C B, ©

El esquema 4 ilustra un procedimiento alternativo para preparar un compuesto de férmula X a partir de un
compuesto de formula XIV (véase, solicitud de patente estadounidense nimero 60/940,088, presentada el 25 de
mayo de 2006, incorporada al presente documento en su totalidad como referencia). Los compuestos de formula XIV
pueden obtenerse mediante procedimientos bien conocidos en el campo, por ejemplo, mediante fermentacion
(véase, por ejemplo Gerth et al., “Studies on the Biosynthesis of Epothylones: The Biosynthetic Origin of the Carbon
Skeleton”, Journal of Antibiotics, Vol. 53, No. 12 (diciembre de 2000), y Hofle et al., “Epothylone A y B-Novel 16-
Membered Macrolides: Isolation, Crystal Structure, and Conformation in Disolution”, Angew. Chem. Int. Ed. Engl.,
Vol. 35, No. 13/14, 1567-1569 (1996), cuyas descripciones se incorporan al presente documento como referencia) o
mediante sintesis total (véase, por ejemplo Vite et al. patentes estadounidenses nimeros 6.605.599; 6.242.469;
6.867.333 y publicacion de solicitud de patente estadounidense 2006/004065, cuyas descripciones se incorporan al
presente documento como referencia en su totalidad). Por ejemplo un compuesto de formula XIV en el que Rz, Rs,
R4, Rs y R12 son metilo, B; es hidroxilo, R1 y Re son hidrégeno, y R, es 2-metiltiazol-4-ilo se denomina epotilona C y
puede obtenerse a partir de la fermentacion de Sorangium cellulosum tal como se menciond anteriormente. Un
compuesto de féormula XIV puede convertirse en un compuesto de férmula XV en la que P es un grupo protector de
sililo tal como trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, triisopropilsililo, y similares (véase, por ejemplo, Greene
et al., “Protective groups in Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, Inc.). Por ejemplo, un compuesto de férmula
XV en la que P es trietilsililo puede prepararse mediante el tratamiento de un compuesto de formula XIV con
clorotrietilsilano en presencia de base tal como la base de Hunig. En el caso en que B; sea hidroxilo en el compuesto
de formula XIV, entonces B1 se convertiria en el correspondiente silil éter. Una halohidrina de formula XVI o XVII (Y
es Cl, Br o I) puede prepararse a partir de un compuesto de formula XV mediante tratamiento con un agente de
halogenacién tal como Y». Por ejemplo, la adicién electrofilica en disolventes polares tales como acetonitrilo usando
yodo puede proporcionar de manera estereoselectiva halohidrinas regioisoméricas de formulas XVI y XVII, en las
gue Y es yodo. Alternativamente pueden usarse también N-halo-succinimidas para la misma transformacion. Un
compuesto de formula XVIII puede prepararse a partir de compuestos de formulas XVI y/o XVII mediante cierre del
anillo de epdxido en presencia de bases tales como trietilamina o base de Hunig en un sistema de disolvente
polar/acuoso tal como acetonitrilo/agua. Si se desea, el compuesto XIV puede transformarse directamente en
compuestos de férmula XVI y/o XVII (en la que P es H), que podria entonces convertirse en el epéxido XVIII (en el
que P es H). Un compuesto de férmula XVIII puede transformarse en los azido-alcoholes de formulas VI y XIX
mediante desplazamiento de azida en presencia de sales de azida inorganicas o azidas de tetra-alquilamonio en
disolventes alcohdlicos. En el caso en que P es un grupo protector de sililo, los compuestos de formulas XX y/o XXI
en las que OG es un grupo saliente tal como mesilato, tosilato, nosilato, triflato y similares pueden prepararse a partir
de compuestos de férmulas VI y/o XIX mediante procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el tratamiento
de VI y/lo XIX con cloruro de metanosulfonilo y trietilamina en un disolvente organico adecuado tal como
diclorometano proporciona compuestos de férmulas XX y XXI en las que OG es mesilato. Un compuesto de férmula
VIII puede prepararse a partir de compuestos de férmulas XX y/o XXI mediante la reduccién del grupo azido a través
de procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el compuesto VIII puede prepararse a partir de compuestos
de férmulas XX y/o XXl a través de la reaccién con un agente reductor tal como una organofosfina (por ejemplo,
trimetilfosfina) en disolventes polares tales como acetonitrilo. Alternativamente, cuando P es H, el compuesto de
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férmula VIII puede prepararse directamente a partir de compuestos de férmulas VI y/o XIX mediante la reduccion del
grupo azido con un agente reductor tal como una organofosfina (por ejemplo, trifenilfosfina) en disolventes polares
tales como acetonitrilo. Un compuesto de formula IX puede prepararse a partir de un compuesto de féormula VI
mediante procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la patente estadounidense nimero 6.800.653;
y Regueiro-Ren et al., Organic Letters, 2001, 3, 2693-2696). Por ejemplo, un compuesto de férmula IX en la que H-
K-A- es 2-hidroxietilo puede prepararse a partir de un compuesto de férmula VIII mediante alquilacion del anillo de
aziridina usando, por ejemplo, 2-bromoetanol en exceso y una base tal como carbonato de potasio. En caso de que
P sea un trialquilsililo, un compuesto de formula X puede prepararse a partir de un compuesto de férmula IX
mediante eliminacién de los grupos protectores de silil éter usando procedimientos conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, Greene et al., “Protective groups in Organic Synthesis”, John Wiley and Sons, Inc.). Por ejemplo,
cuando P es trietilsililo, el tratamiento de un compuesto de féormula IX con acido trifluoroacético en diclorometano
efectla la desproteccion para proporcionar un compuesto de formula X.

ESQUEMA 4




10

15

20

25

30

35

ES2371 111 T3

La invencion se describira ahora adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos ilustrativos.
Ejemplos
EJEMPLO 1: Analogos de epotilona conjugados con folato

Tal como se describe en la descripcion detallada anterior, se describen analogos y derivados de folato en Vlahov. En
investigacion y desarrollo dirigidos al receptor de folato que selecciona como diana células tumorales de compuestos
de epotilona conjugada y analogo de epotilona, se conjugaron varios compuestos con folato. Por ejemplo, el
compuesto AA y compuesto BB se consideraron candidatos para la conjugacién al acido félico:

COMPUESTO AA COMPUESTO BB

El compuesto AA tiene actividad en ensayos clinicos en fase Il, y se prepararon seis conjugados de folato del
compuesto AA (compuestos AA.l a AA.VI; véase la figura 1) y se sometieron a prueba opcionalmente para
determinar la estabilidad quimica, la unién a FR, y la actividad mediada por FR en cultivo celular.

La union de estos conjugados de folato del compuesto AA a FR se determind en un ensayo que mide el
desplazamiento del acido félico radiomarcado del FR expresado en células tumorales KB que han crecido hasta
confluencia. El hallazgo de los conjugados de folato de los compuestos AA.l y AA.lIl a FR se consider6 aceptable
[afinidad relativa (AR) >0,25; AR de &cido félico = 1,0]. Sin embargo, sorprendentemente, ninguno de los conjugados
del compuesto AA mostrado en la figura 1 presentd citotoxicidad apreciable frente a células tumorales KB en
ensayos antiproliferacién que miden la incorporacion de *H-timidina (datos no mostrados).

Puesto que los conjugados del compuesto AA mostraron una citotoxicidad decepcionante contra las células
tumorales, se realizaron estudios usando tres conjugados del compuesto BB (compuestos BB.l a BBL.IlI). El
compuesto BB se conoce también como epotilona F, y es un analogo del compuesto AA, en el que el grupo
21-amino se sustituye por un grupo 21-hidroxilo. Mientras que el compuesto BB.II (figura 2 ) presentaba citotoxicidad
a concentraciones elevadas, la actividad no se atenuaba en estudios de competiciéon usando exceso de acido folico.
Por lo tanto, la citotoxicidad observada se atribuyé a una liberacién no especifica del compuesto BB.II.

En la técnica se conocen otros analogos de epotilona, por ejemplo, aziridinil-epotilonas (véase, por ejemplo, patente
estadounidense numero 6.399.638; Regueiro-Ren, A, et al. (2001) Org. Letters. 3:2693-96) y muestran una potente
citotoxicidad antitumoral. Por ejemplo, se realizé un ensayo de MTS que comparaba la potencia citotéxica relativa de
varios analogos de epotilonas contra un par de lineas de células cancerosas resistentes a taxanos (HCTVM46 y
A2790Tax) (véase la tabla 1). HCTVM46 es una linea celular de carcinoma de colon humana derivada de la linea
original HCT116 sensible, y es resistente a taxanos debido a la sobreexpresion del transportador de eflujo de
farmaco p-glicoproteina de 170 kD. A2780Tax es una linea celular de carcinoma de ovario humana derivada de la
linea A2780 original, y es resistente a paclitaxel como resultado de una mutacién en la secuencia del aminoacido
tubulina que perjudica la capacidad de paclitaxel para unirse.

Tal como se muestra en la tabla 1, diversos analogos de aziridinil-epotilona (compuestos CC-EE) muestran una
potente actividad antitumoral contra las lineas celulares de carcinoma tanto de colon HCT116 como de ovario
A2780, en comparacidon con otros agentes antitumorales conocidos, por ejemplo, paclitaxel, compuesto AA, y
epotilona B.
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Tabla 1. Actividad In vitro de 12,13-aziridinil-epotilonas

Compuesto R Clso de HCl:T116 Raz()zn Clso de A12780 Raz()sn
(nM) R/S (nM) R/S
cC -H 42+28 3,1 34+15 4.7
DD -CHs 0,37 £0,13 0,6 0,25 + 0,06 4,1
EE -CH,CH,OCHg3 0,40 + 0,25 0,8 0,22 +0,12 4,7
paclitaxel -- 3,310 150 3,1+1,0 22,1
AA -- 1,2+0,3 14,8 1,1+0,4 3
Epotilona B -- 0,40 +0,13 0,5 0,23 +0,09 2,5

Clso media + DE calculada a partir de cuatro experimentos separados.
’Razon R/S = Clso de HCT116/ Clso de HCT116VM461
*Raz6n R/S = Clso de A2780/ Clso de A2780Tax

A pesar de las actividades antitumorales de los compuestos de aziridinil-epotilona, los Gnicos grupos hidroxilo en
estas moléculas disponibles para la conjugacion a folato son aquéllos que se encuentran en los &tomos de carbono
Cs y C7. En consecuencia, habiendo investigado varios compuestos y analogos de epotilona, sigue existiendo un
reto de descubrir un compuesto que estuviera facilmente disponible para la conjugacion a folato, y que demostrara
actividad por medio de la liberacion especifica del resto de epotilona activo en las células tumorales.

Se descubrié el compuesto G de aziridinil-epotilona, que tiene la féormula.

COMPUESTO G

El compuesto G (véanse los ejemplos 2 y 3) demostré sorprendentemente facilidad para conjugarse con acido félico
para formar el compuesto J (véase el ejemplo 2) con afinidad relativa de 0,77 por el receptor de folato, en
comparacioén con acido folico.

De manera inesperada, el grupo hidroxilo polar en la cadena lateral de aziridina no afectaba de manera adversa la
actividad antitumoral de los analogos de aziridina-epotilona. Esto es importante porque es el analogo de aziridina-
epotilona, por ejemplo, el compuesto G, que media los efectos antitumorales tras la liberacién del acido félico. La
potencia del compuesto G, y otros tres analogos de epotilona altamente potentes (ixabepilona, compuesto AA, y
compuesto BB) se evaluaron mediante el ensayo de formacion de colonias que se describié anteriormente. Se
determiné la concentracion necesaria para destruir el 90 % de las células cancerosas KB clonogénicas (Clgo) tras
una duracion de exposicion a farmaco de 17 horas. Tal como se muestra en la figura 3 , el compuesto G presentaba
una Clg de 4,3 nM y era ~2, 4 y 6 veces mas potente que el compuesto CC, compuesto AA, e ixabepilona,
respectivamente.

La conjugacién del compuesto G para formar el compuesto J no afectaba a la actividad antitumoral del compuesto
G. El compuesto J mostré una actividad citotoxica sustancial contra las células tumorales in vivo. En el modelo de
tumor FRa(+) de KB in vivo, el compuesto J mostré actividad tanto a su dosis maxima tolerada (DMT) como a dos
niveles de dosis inferiores que producian toxicidad minima (véase la figura 4 ). Por el contrario, ixabepilona era

activa s6lo a su DMT (5 umol/kg). Cuando se comparé a las DMT, el compuesto J produjo efectos antitumorales
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superiores que ixabepilona (figura 4 ).

o LH H
0 /©)k :WN\/“\N N\)LN
N o H H
I o * e
A, P
HaN N
COMPUESTO J

Por el contrario, con el modelo de tumor original M109 FRa(-), el compuesto J tenia escasa actividad a todos los
niveles de dosis sometidos a prueba, incluyendo a su DMT (2,4 umol/kg), mientras que ixabepilona era activa a su
DMT de 5 pmol/kg. (Figura 5). Estos resultados indican que la M109 FRa(-) es sensible a ixabepilona y la
inactividad del compuesto J es probablemente en gran parte una consecuencia de la ausencia de expresion de FRa
por este tumor. Estos resultados también proporcionan evidencias de que la actividad antitumoral del compuesto J
puede mediarse a través de los receptores FRa.

Otras evidencias del mecanismo de administracion de farmaco mediado por FRa del compuesto J se proporcionan
por la observacion de que la coadministracion de un analogo de folato a un exceso de 20 veces de la dosis del
compuesto J podria competir sustancialmente con el compuesto J por la unién al receptor y proteger tumores 98M
109 FRa(+) frente a los efectos antitumorales del compuesto J. (Figura 6). Puesto que el compuesto G y el
conjugado (compuesto J) tienen efectos antitumorales sorprendentes tanto in vitro como in vivo, y puesto que las
actividades antitumorales del compuesto J pueden atribuirse a los efectos mediados por FRa(+), también se
describe en el presente documento la conjugacion del analogo de aziridinil-epotilona compuesto G (véanse los
ejemplos 2 y 3) para formar el compuesto J. (Véase el ejemplo 2).

EJEMPLO 2: PREPARACION DEL COMPUESTO J

Acido (S)-2-(4-((3-amino-4-oxo-3,4-dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-carboxi-1-((S)-1-((S)-3-
carboxi-1-((R)-1-carboxi-2-(2-(2-((3-((1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-
metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecan-17-
il)etoxi)carboniloxi)etil)disulfanil)etilamino)-1-oxopropan-2-ilamino)-5-guanidino-1-oxopentan-3-ilamino)-1-oxopropan-
2-ilamino)-5-oxopentanoico

A. [1S-[1R*,3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R* 16S*]]-8,8,10,12 -Tetrametil-3-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil  ]-7,11-
bis[(trietilsilil)oxi]-4,17-dioxabiciclo[14.1.0]hep tadecano-5,9-diona

o,

s
_QN]\) WOH

A una solucién con agitaciéon de epotilona A (5,0 g, 10,1 mmol), imidazol (3,40 g, 49,9 mmol) y DIPEA (28,5 ml,
163,6 mmol) en DMF anhidra (100 ml) bajo atmdsfera de N se le afiadié cloruro de frietilsililo (15,0 ml, 89,4 mmol).
Tras haberse completado la adicién, se calentd la solucién de reaccion a 55 °C (temperatura del bafio de aceite)
durante 12 h dando un Unico punto (CCF) del producto deseado.

Se repitio la reaccion anterior dos veces mas. Se destilé la DMF de la solucién combinada a alto vacio. Se purifico el
residuo espumoso mediante cromatografia en columna (gel de silice, E. Merck, 230-400 de malla, 600 g;
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EtOAc/hexanos 5:95, 10:90 y 15:85) dando 19,4 g (88,6 %) del compuesto A como un sélido blanco.

HPLC: ES Industries FluoroSep RP Phenyl, 4,6 x 250 mum, isocratica, 30 min., 100 % de B, (B = 90 % de
MeOH/H,0 + 0,2 % de H3PO,), velocidad de flujo a 1,0 ml/min., UV 254, t = 23,15 min. CL/EM (ES+) 722 (M+H).

B. Preparacion de [4S-[4R*7S*,8R*,9R* 13S*,14S5* 16R*(E)] ]-14-bromo-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-meti |-
2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4,8-bis|(trietilsilil  )oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona

"e

S Brs

<\N]\/|.,,, OSiEt,

(o]

0
OSiEt,

A una solucion con agitacién de [1S-[1R*3R*(E),7R*,10S* 11R* 12R* 16S*]]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-metil-2-(2-
metil-4-tiazolil)etenil]-7,11-bis[(trietilsilil)oxi]-4,17-dioxabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona (5,0 g, 6,92 mmol) en
diclorometano anhidro (140 ml) a -20 °C bajo atmosfera de N se le afadié MgBr.-Et,0 (3 x 2,13 g, 24,78 mmol) en
tres porciones cada dos horas mientras se mantiene una temperatura interna por debajo de -5 °C. Tras
aproximadamente 7 h, se diluyé la mezcla de reaccién con diclorometano y se lavé con NaHCOs; sat. (2 x), se seco
sobre Na,SO4 anhidro y se evaporé a vacio dando una espuma. Se purificé el residuo mediante cromatografia en
columna (gel de silice, E. Merck, 230-400 de malla, 180 g; EtOAc/hexanos 5:95, 7,5:92,5 y 12,5:87,5) dando el
compuesto B (2,5 g, rendimiento del 45 %) como una espuma blanca junto con el material de partida recuperado
(0,9 g, 18 %).

HPLC: ES Industries FluoroSep RP Phenyl, 4,6 x 250 mm, isocratica, 30 min., 100 % de B, (B = 90 % de MeOH/H,O
+ 0,3 % de H3PO,), velocidad de flujo a 1,0 mi/min., UV 254, t=14,37 min. (100 % puro) CL/EM (ES+): 802 (M+H).

C. Preparacién de [4S-[4R*,7S*,8R*9R* 13S*,14R* 16R*( E)]]-14-Azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-me til-
2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsill  )oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona

O o)
OSiEty OSiEt,

A una solucion de [4S-[4R*,7S*,8R*,9R*,135*,14S* 16R*(E)]]-14-bromo-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-
metil-4-tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona (9,9 g, 12,3 mmol) en 1,2 | de DMF se le
afnadieron azida de sodio (8,01 g, 123,3 mmol) y 18-corona-6 (3,26 g, 12,3 mmol) a RT bajo atmésfera de N,. Se
agito la solucién transparente de manera mecanica a TA durante 7 dias. Se diluy6 la solucion con EtOAc (4 1), y se
lavo con H20O (6 x 3 1). Se seco la fase organica (Na;S0O.), y entonces se evaporé dando 9,2 g del producto bruto. La
cromatografia en columna (gel de silice 450 g, EtOAc/hexano 5 - 15 %) proporcioné 6,7 g (rendimiento del 71 %) de
compuesto C como una espuma blanca.

HPLC: YMC ODS-A S5, 4,6 x 50 mm, isocratica, 30 min., 100 % de B. (B = 90 % de MeOH/H,0 + 0,2 % de H3PO.),
velocidad de flujo a 4,0 ml/min., UV 254 nm, t =2,00 min. CL/EM (ES+) 765 (M+H).

D. Preparacion de [4S-[4R*7S*8R*9R* 13R* 14R*,16R* (E)]]-14-Azido-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-m  etil-
4-tiazolil)etenil]-13-[(4-nitrobenzoil)oxi]-4,8-bis  [(trietilsilil)oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona
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Se disolvieron [4S-[4R*7S*8R*9R* 13S* 14R* 16R*(E)]]-14-Azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-
metil-4-tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona (7,0 g, 9,15 mmol), acido 4-nitrobenzoico
(3,82 g, 22,9 mmol), y trifenilfosfina (6,0 g, 22,9 mmol) en THF (100 ml). Se afiadieron dietilazodicarboxilato (9,0 ml
de solucion al 40 % en tolueno, 22,9 mmol) a lo largo de un periodo de 5 minutos. Se mantuvo la mezcla de reaccion
a TA durante 4 h, se concentro y se purificé mediante cromatografia en gel de silice (gradiente escalonado desde el
5 % de acetato de etilo/hexanos hasta el 15 % de acetato de etilo/hexanos) para aislar el éster de nitrobenzoato
como una espuma blanca (7,3 g, 87 %).

CL-EM: Phenomenex C18, 4,6 x 50 mm, isocratica, 15 min., 100 % de B. (B = 90 % de MeOH/H,0 + 0,1 % de TFA),
velocidad de flujo a 4,0 ml/min., UV 220 nm. Tiempo de retenciéon = 8,9 min. EM (ESI) M+H = 886,7

E. Preparaciéon de [4S-[4R*,7S*,8R*9R* 13R* 14R* 16R*( E)]]-14-Azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-me til-
2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4,8-bis|(trietilsilil  )oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona

NO,

Se disolvio el éster de nitrobenzoato compuesto D (7,3 g, 7,98 mmol) en acetato de etilo (35 ml) y se enfrié hasta
0 °C. Se afiadié amoniaco en metanol (350 ml de solucion 2 M en metanol), y se agito la mezcla de reaccion a TA
durante 4 h, se concentro y se purificd mediante cromatografia en gel de silice (gradiente escalonado desde el 10 %
de acetato de etilo/hexanos hasta el 30 % de acetato de etilo/hexanos) para aislar [4S-
[4R*,7S*,8R*,9R* 13R*,14R*,16R*(E)]]-14-azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-
4,8-bis|(trietilsilil)oxi]-1-oxaciclohexadecano-3,6-diona como un sélido blanco vidrioso (5,979, 98 %).

CL-EM: Phenomenex C18, 4,6 x 50 mm, isocratica, 5 min., 100 % de B. (B = 90 % de MeOH/H;0 + 0,1 % de TFA),
velocidad de flujo a 4,0 mi/min., UV 220 nm. Tiempo de retencién = 2,25 min. EM (ESI) M+H = 765,66

F. Preparacion de [1S-[1R*3R*(E),7R*10S*11R*12R* 1 6S*]]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-metil-2-(2-metil-4-
tiazolil)etenil]-7,11-bis|(trietilsilil)oxi]-4-oxa- 17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona

_{]\)N OSiEN _{L)N“

OSiEty

Se disolvieron [4S-[4R*,7S*,8R*9R*13R* 14R* 16R*(E)]]-14-azido-13-hidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-[1-metil-2-(2-
metil-4-tiazolil)etenil]-4,8-bis[(trietilsilil)oxi]-1-oxaciclohexadecano-2,6-diona (5,97 g, 7,8 mmol) y trietilamina (4,34 ml,
31,2 mmol) en diclorometano (85 ml) y se enfri6 hasta 0 °C. Se afiadié cloruro de metanosulfonilo (1,8 ml, 23,4
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mmol) gota a gota a lo largo de un periodo de 5 min. Tras 10 min., se retiré la mezcla de reaccion del bafio de hielo,
y se agité a TA. Tras 3 h, se llevd la mezcla de reaccion a NaHCO3; saturado (300 ml), se extrajo con diclorometano
(3 X 100 ml), se seco sobre Na,SO4, se concentrd y se llevd a la etapa siguiente sin purificacion adicional.

Se disolvio el éster de metanosulfonato bruto en THF/H20 (12:1, 130 ml). Se afiadieron trietilamina (2,2 ml, 16 mmol)
y trimetilfosfina (16 mmol, 16 ml de solucién 1,0 M en THF), y se agit6 la mezcla de reaccién a TA. Tras 3 h, se
calentd la reaccién a 45 °C durante 7 h, se concentré y se purificé mediante cromatografia en gel de silice (gradiente
escalonado desde el 2 % de metanol/cloroformo hasta el 5 % de metanol/cloroformo) para aislar el compuesto F
como un sélido blanco (5,08 g, 88 % para dos etapas).

CL-EM: Phenomenex C18, 4,6 x 50 mm, isocratica, 5 min., 100 % de B. (B = 90 % de MeOH/H,0O + 0,1 % TFA),
velocidad de flujo a 4,0 ml/min., UV 220 nm. Tiempo de retenciéon = 0,298 min. EM (ESI) M+H = 721,58

G. Preparacion de [1S-[1R*3R*(E),7R*10S*11R*12R*1 6S*]]-7,11-dihidroxi-17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-
tetrametil-3-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]  -4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona

Se afadieron K,COs; (1,4 g, 10,2 mmol) y 2-bromoetanol (0,52 ml, 7,3 mmol) a [1S-[1R*3R*(E),7R*,10S*,
11R*,12R*,16S*]]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-metil-3-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-7,11-bis[(trietilsili)oxi]-4-oxa-17-
azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona (1,05 g, 1,46 mmol) en acetonitrilo (20 ml) y se calenté hasta 82 °C. Tras 4
h, se afiadieron 2-bromoetanol adicional (0,52 ml, 7,3 mmol) y K.CO3 (1,4 g, 10,2 mmol). Tras 5 h, se afadio
2-bromoetanol adicional (0,21 ml, 2,92 mmol). Tras 3 h, se enfrié la mezcla de reaccién hasta temperatura ambiente,
se filtr6 a través de Celite, se lavé con acetonitrilo (5 X 5 ml), diclorometano (2 X 5 ml), se concentré y se llevo a la
siguiente etapa sin purificacion adicional.

Se disolvio el producto de reaccion bruto en diclorometano (40 ml), se enfri6 hasta 0 °C, y se afiadié acido
trifluoroacético (8,0 ml). Tras 1 h, se concentré la mezcla de reaccion, se llevé a NaHCO;3 saturado (200 ml), se
extrajo con diclorometano (3 X 100 ml), se sec6 sobre Na,SO4, se concentrd y se purifico mediante cromatografia en
gel de silice (10 % de metanol/diclorometano) para aislar [1S-[1R*,3R*(E),7R*,10S*,11R* 12R*,16S*]]-7,11-dihidroxi-
17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-tetrametil-3-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-
5,9-diona (compuesto G), como una pelicula transparente (0,63 g, 79 % para dos etapas).

CL-EM: Waters Sunfire C18, 4,6 x 50 mm, gradiente, del 0 al 100 % de B a lo largo de 4 min. (A = 10 % de
MeOH/H,0 + 0,1 % de TFA; B = 90 % de MeOH/H,O+ 0,1 % de TFA), velocidad de flujo a 4,0 ml/min.,UvV220 nm.
Tiempo de retencién = 2,12 min. EM(ESI)M+H= 537,52.

H. Preparacion de acido (S)-2-(4-((2-amino-4-oxo-3,4- dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-
carboxi-1-((S)-1-((S)-3-carboxi-1-((S)-1-carboxi-2-mer  captoetilamino)-1-oxopropan-2-ilamino)-5-guanidino- 1-
oxopentan-2-ilamino)-1-oxopropan-2-ilamino)-5-oxope  ntanoico

HNYNHZ

NH

H H H H
N o = o =
HN | j/\” NcoH Nco,H
)\ e

H.N N7 N

Se sintetiz6 el acido (S)-2-(4-((2-amino-4-o0xo-3,4-dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-carboxi-1-((S)-
1-((S)-3-carboxi-1-(S)-1-carboxi-2-mercaptoetilamino)-1-oxopropan-2-ilamino)-5-guanidino-1-oxopeman-2-ilamino)-1-
oxopropan-2-ilamino)-5-oxopentanoico mediante sintesis peptidica en fase sdlida en cinco etapas partiendo de
resina de HCys(4-metoxitritil)-2-clorotritilo. La tabla 2 muestra la cantidad de reactivos usados en la sintesis.
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TABLA 2

Mmol | Equiv. | PM cantidad
Resina de H-Cys(4-metoxitritil)-2-clorotritil (carga 0,57 mmol/g) 1,14 20g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH (disolver en 15 ml de DMF) 1,14 2 4115 0,938 g
Fmoc-Arg(Pbf)-OH (15 ml de DMF) 1,14 2 648 1,477¢g
Fmoc-Asp(OtBu)-OH (disolver en 15 ml de DMF) 1,14 2 41159 0,938 ¢
Fmoc-Glu-OtBu (15 ml de DMF) 1,14 2 425,5 0,970g
N""TFA Acido pteroico (disolver en 15 ml de DMSO) 1,14 [125 408 0,581 g
DIPEA 1,14 4 174 0,793
PyBOP 1,14 2 520 1,185¢g

Se usaron los siguientes procedimientos:
Etapas de acoplamiento:

A la resina en un recipiente para sintesis de péptidos se le afiadieron la solucion de aminoacido, DIPEA y PyBOP.
Se burbujeé la mezcla durante 1 h y se lavé 3X con DMF y alcohol isopropilico. Se efectud la desproteccion de
FMOC mediante tratamiento con piperidina al 20 % en DMF, 2X (10 min.), antes de cada acoplamiento de
aminoacido. Esta secuencia se repitié para cada etapa de acoplamiento de aminoécido.

Sintesis de &cido pteroico protegido con N'°-TFA:

A 10 | de solucion de base Tris 0,1 M (121,1 g de base Tris en 10 | de agua) en un matraz de fondo redondo de 22 |
agitado de manera mecanica, equipado con una camisa de calefaccion, se le afiadieron 200 g (0,453 mol) de acido
félico. Se agitd la mezcla para disolver el acido félico, y entonces se afiadieron 500 mg (3,67 mmol) de cloruro de
zinc. Se afiadi6 carboxipeptidasa G (viales unitarios 13 x 20 disponibles de Sigma) y se ajusté el pH a 7,3 con HCI
1 Ny se mantuvo a lo largo de toda la reaccién. Se protegio la mezcla de la luz y se calenté a 30 °C durante 8-10
dias (el uso de un autovalorador para mantener el pH constante redujo el tiempo de conversion en 4-5 dias). Se
monitorizé la reaccion mediante HPLC analitica hasta que se logré una conversion del 80 % (es deseable una
conversion adicional, pero no se ha optimizado). Se precipito el producto a partir de la mezcla de reaccion ajustando
la solucion a pH=3,0 usando HCI 6 N. Se transfirié la suspensién a un vial para centrifuga y se centrifugé a 4000 rpm
durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante. Entonces se purificd el sélido humedo directamente tal como sigue (el
sélido himedo podia congelarse para su almacenamiento o liofilizarse en primer lugar; sin embargo, el
almacenamiento de los sélidos himedos en el congelador hasta su solucién era mas eficaz). A 40 g de acido
pteroico bruto en 700 ml de agua se le afiadi6 NaOH 1,0 M hasta pH=11,5. Se filtr6 la mezcla (Whatman tipo 1) y
entonces se sometié a cromatografia (columna: 10 x 120 cm; fase estacionaria: 8 kg de DEAE celulosa; fase movil:
NaCl 1,0 M/NaOH 0,01 M, pH=11,5; velocidad de flujo: 17 ml/min.). Se recogié un litro de fracciones de color
amarillo y se analiz6 mediante HPLC. Se ajustaron las fracciones que contenian acido pteroico puro a pH=3 con HCI
6 M para precipitar acido pteroico. Se centrifugé la mezcla a 3000 rpm durante 20 min. Se decant6 el sobrenadante y
se lavo con agua (3x). Se liofilizé el sélido durante al menos 72 h. Se desconoce el impacto del agua residual sobre
la siguiente reaccion.

Se seco adicionalmente el acido pteroico sobre P,Os a alto vacio durante mas de 24 h (obsérvese que se obtuvieron
resultados similares en la etapa de proteccion sin esta etapa de secado adicional). A continuacion, se afiadieron 100
g (0,32 mol) de acido pteroico a un matraz de fondo redondo de 5 I, equipado con un agitador mecéanico y una
entrada de argon, y se almacend a alto vacio durante la noche. Se afiadié gas argén seguido de 3500 g (2316 ml) de
anhidrido trifluoroacético. Se sell6 el matraz con un tampén de caucho o adaptador de entrada de argoén, y entonces
se agitdé enérgicamente. Se protegié el matraz de la luz y se agité a temperatura ambiente bajo atmdésfera de argén
durante 7 dias (se monitoriz6 la reaccion mediante HPLC de alicuotas diluidas 20x cada una con agua y DMSO). Se
evapor6 de manera giratoria la mezcla hasta sequedad y se traté con 2,5 | de &cido trifluoroacético al 3 % en agua.
Se agité la mezcla durante la noche a temperatura ambiente para hidrolizar los subproductos de anhidrido. La
evaporacion giratoria dio un soélido seco. Se suspendié el sélido en 2 | de agua y entonces se centrifugé en frascos
para centrifuga de 250 ml a 3000 rpm durante 20 min. Se retird el sobrenadante y se lavé el sdélido con agua y se
centrifugé (4 veces). Se liofilizé el sélido durante 3 dias, se transfirié a frascos de color ambar, y se secé a alto vacio
en presencia de P>Os durante 2 dias (pureza 295 %; TFA residual evaluado mediante analisis elemental).

Etapa de escision:

Se liberé el producto intermedio protegido de la resina usando el reactivo de escision preparado a partir del 92,5 %
(50 ml) de TFA, el 2,5 % (1,34 ml) de H20O, el 2,5 % (1,34 ml) de triisopropilsilano, y el 2,5 % (1,34 ml) de etanoditiol.
Se afiadio el reactivo de escision al recipiente de reaccion (25 ml). Se burbuje6 argén a través de la mezcla durante
1,5 h. Se dren6 el liquido del recipiente, y se lavo la resina con el reactivo restante (3 X 8 ml). Se concentraron los
componentes volatiles mediante evaporacion giratoria hasta un volumen de 10 ml. Se afadi6 dietil éter (35,0 ml)
para efectuar la precipitacion. Se recogi6 el sélido mediante centrifugacion y se sec6 dando 1,25 g del producto de
escision.
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Etapa de desproteccion:

Se eliminé el grupo protector de N*%-trifluoroacetilo en la porcién de acido pteroico en condiciones basicas. Partiendo
con 250 mg de producto intermedio protegido en 10 ml de agua, se ajust6 el pH a 9,3 y se mantuvo durante 1 h
usando 4: H,O: hidréxido de amonio (1 - 2 ml). Tras 1 h, se ajust6 el pH a 5 con HCI 1 N (~1 ml) y se purifico el
producto en HPLC preparativa para proporcionar 125 mg del compuesto H.

Condiciones de purificaciéon por HPLC:

Columna: Waters NovaPak C18 300x19 mm

Disolvente A: Tampon acetato de amonio 10 mM, pH=5

Disolvente B: Acetonitrilo

Elucion: 1 % de B al 20 % de B en 40 min. a 15 ml/min.

Rendimiento total de las reacciones combinadas: 625 mg

I. Preparacion de 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etii  o-carbonato de 2-((1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-7,11-dihid roxi-
513,78_il:;(e)iiing-tetrametiI-3-((E)-1-(2-meti|tiazo|-4-i|)pr op-1-en-2-il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[14.1.0 ]heptadecan-

1. Preparacion de 2-(2-(piridin-3-il)disulfanil)etanol

N Sner~OH
o

A una solucion de cloruro de metoxicarbonil-sulfenilo (10 ml, 110 mmol), en diclorometano (100 ml), enfriada hasta 0
°C, se le afladi6 mercaptoetanol (7,6 ml, 110 mmol), gota a gota. Se dejé agitar la mezcla de reaccién a 0 °C durante
30 min. En este punto, se afiadié una solucién de 2-mercaptopiridina (12,2 g, 110 mmol) en diclorometano (160 ml).
Se dejé reaccionar la solucién a 0 °C durante 1 h y entonces se dejo calentar hasta TA durante 1 h mas. Se observo
gue habia precipitado producto soélido de la solucion. La CCF (éter de pet./EtOAc 1:1) mostré que se habia formado
producto significativo. Se concentré la mezcla de reaccion hasta un volumen de 125 ml. Se filtr6 la mezcla a través
de un embudo Buchner. Se lavo la torta del filtro con diclorometano y entonces se sec6 a vacio durante la noche
para proporcionar 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etanol (23,6 g), como la sal de HCI.

CCF: Rt=0,45

Placas - EMD Gel de silice 60 Fzs4, 5 X 10 cm, 250 M

2. Preparacion de 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etil-carbonato de benzo[d][1,2,3]triazol-1-ilo
L

112 03 diphcegene LNC‘Y: \L
" - 3 -~ leq HCB: 1 egEr N

o _mame (Y L[ romomramn o o
CHt, ., ,_)\a_ﬁ\f\

HCL zak

a=tr

Se agité una solucion de difosgeno (2,28 g, 11,5 mmol) en 15 ml de diclorometano anhidro bajo argdn en un matraz
de fondo redondo y se enfri6 mediante un bafio de hielo/sal. Se coloc6 un embudo de adiciéon con una mezcla de 2-
(piridin-2-ildisulfanil)etanol (5,01 g, 22,4 mmol) y trietilamina (2,25 g, 22,2 mmol) en 65 ml de diclorometano anhidro
sobre el matraz de fondo redondo. Se afiadié la mezcla gota a gota a lo largo de un periodo de 20 min. Se dej6
calentar la mezcla de reaccién hasta TA y se agité durante 1 h mas. El analisis por CCF de la mezcla de reaccién
mostré que el material de partida se consumia y que habia formacion de un producto de cloroformiato menos polar
“veteado”, CCF (EtOAc:hexanos 6:4): Rr de material de partida 0,4; Re de producto de cloroformiato: 0,8.

Se agit6 la mezcla de reaccion en un matraz de fondo redondo bajo argén y se enfrid mediante un bafio de hielo/sal.
Se afiadié una mezcla de 3,02 g, 22,4 mmol de HOBt y 2,23 g, 22,0 mmol de trietilamina en 10 ml de diclorometano
anhidro a un embudo de goteo fijado al matraz de fondo redondo. Se afiadié la mezcla lentamente al matraz de
fondo redondo manteniendo la temperatura de reaccién a 2 °C. Se dejé calentar la mezcla de reaccién hasta TAy se
agito durante la noche. Entonces se destilaron aproximadamente 27 ml de diclorometano de la mezcla de reaccion a
presiéon atmosférica. Entonces se dejé enfriar la mezcla hasta TA y agitar durante 2 h. Se recogieron los soélidos
mediante filtracion, y se lavd la torta del filtro con 20 ml de diclorometano. Entonces se secaron los soélidos a vacio a
40 °C en un evaporador giratorio proporcionando 7,81 g de soélidos de color blanquecino. Se analiz6 este producto
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mediante *H-NMR y se determiné que era el producto deseado.

3. Preparacion de 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etil-carbonato de 2-((1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-7,11-dihidroxi-
8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[14.1.0]heptadecan-17-
i)etilo

A una solucion de [1S-[1R*,3R*(E),7R*,10S*,11R*,12R*,16S*]]-7,11-dihidroxi-17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-tetrametil-3-
[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona en diclorometano anhidro a
0 °C se le afladi6 DMAP (1,2 eq.) y carbonato de benzo[d][1,2,3]triazol-1-ilo 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etilo (1,0 eq.)
en serie. Se agitd la mezcla de reaccion a 0 °C bajo argén y se monitorizé mediante CCF cada 10 min. Se afiadieron
DMAP adicional (1,2 eq.) y compuesto | (2) (1,0 eq.) seguin era necesario hasta que se consumié todo el compuesto
G. Se extinguié la reaccion MeOH (1 ml) a 0 °C, se eliminé el disolvente a vacio, y se purifico el residuo mediante
cromatografia (gel de silice, 2,5-5 % de MeOH en DCM) proporcionando el compuesto del titulo como un sélido
beige. Las cantidades de compuesto y las recuperaciones se enumeran a continuacion en la tabla 3. El rendimiento
total de 2,95 g de compuesto G fue 2,80 g (67,9 %) de compuesto .

TABLA 3

Compuesto G (mg) Compuesto | (2) (mg) DMAP (mg) DCM (ml)  Compuesto | (mg)*

Lotenc°1 303 197 X 3 82,8 X3 8,0 204
Lote n.° 2 952 683 X3 260 X 3 22,0 984
Lote n.° 3 921 661 X3 251 X3 22,0 761
Lote n.° 4 775 556 X 3 211 X3 18,0 851

* Cada purificacion cromatografica dio normalmente un producto puro junto con algo de producto impuro (pureza
del 80-90 %). Se combind el producto impuro con el producto bruto del siguiente lote para la purificacion
cromatografica. Para los lotes n.° 2 y 4, se llevaron a cabo dos purificaciones cromatograficas.

J. Preparacion de acido (S)-2-(4-((2-amino-4-ox0-3,4- dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-
carboxi-1-((S)-1-((S)-3-carboxi-1-((R)-1-carboxi-2-(2  -(2-((2-((1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)7,11-dihidroxi-8,8,1 0,12-
tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-  il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-aza-biciclo[14.1.0]heptadeca n-17-
il)etoxi)carboniloxi)etil)disulfanil)etilamino)-1-o xopropan-2-ilamino)-5-guanidino-1-oxopentan-2-ilami no)-1-
oxopropan-2-ilamino)-5-oxopentanoico
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Se afiadieron 15 ml de H,O (burbujeada con argén durante 10 min. antes de su uso) a acido (S)-2-(4-((2-amino-4-
o0x0-3,4-dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-carboxi-)-((S)-1-((S)-3-carboxi-1-((S)-1-carboxi-2-
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mercaptoetilamino)-1-oxopropan-2-ilamino)-5-guanidino-1-oxopentan-2-ilamino)-1-oxopropan-2-ilamino)-5-
oxopentanoico (498 mg, 0,534 mmol) en un tubo para centrifuga de 50 ml de tamafio. A esta suspension, mientras
se burbujeaba con argén, se le afiadié gota a gota solucion de NaHCO3 saturado (burbujeada con argon durante 10
min. antes de su uso) hasta que el pH de la solucion resultante alcanzé 6,9. Se afiadié 2-(2-(piridin-2-il)disulfanil)etil-
carbonato de 2-((1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-1-
en-2-il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecan-17-il)etilo (400 mg, 0,534 mmol) en THF rapidamente y se
agitd la solucién homogénea resultante bajo argén durante 30 min. Se comprobd el progreso de la reaccién
mediante HPLC analitica a los 15 min. El pico de producto aparecio a ~ 6,4 min. en condiciones de HPLC analitica.
Se diluy6 la mezcla con ~15 ml de tampon fosfato y se eliminé el THF a vacio. Se centrifug6 la solucién turbia y se
filtr6. Se dividio el filtrado amarillo en dos porciones y se purific6 mediante HPLC preparativa. Se reunieron
fracciones puras (>98 % puras) y se liofilizaron. Se recogieron fracciones parciales (<98 % puras) y se volvieron a
purificar cada 3-6 pases de cromatografia proporcionando 700 mg del compuesto del titulo como un polvo blanco
(contiene el 11,8 % en peso de agua y el 8,7 % en peso de sodio y sales de fosfato de sodio, tal como se determina
mediante andlisis elemental y de Karl Fischer).

Parametros de la HPLC preparativa:

Columna: Waters Nova-Pak H C186pum 30x300 mm

Fase movil A: tampén fosfato de sodio 7,0 mM, pH=7,2

Fase movil B: acetonitrilo

Procedimiento: 10 % de B-50 % de B en 30 min., velocidad de flujo: 40 ml/min.

Parametros de la HPLC analitica:

Columna: Waters Symmetry C18 3,5um 4,6x75 mm

Fase movil A: tampén acetato de trietilamonio (TEAOAc) 10 mM, pH=7,5

Fase movil B: acetonitrilo

Procedimiento: 20 % de B-40 % de B en 10 min., velocidad de flujo: 1,0 ml/min.

Masa exacta m/z (Ce7Hg2N16022S3):

Calculada: 1570,58907 (M+2H), 785,29454 (M+2H)?", 53,86563 (M+3H)"", 393,15118 (M+4H)*"
Hallada: (M+2H)?" a 785,29100 (4,5 ppm), (M+3H)*" a 523,86431 (2,5 ppm), (M+4H)** a 393,14996 (3,1 ppm)
EJEMPLO 3: PREPARACION ALTERNATIVA DEL COMPUESTO J

HaN.__oNH2

Acido (S)-2-(4-((2-amino-4-oxo-3,4-dihidropteridin-6-il)metilamino)benzamido)-5-((S)-3-carboxi-1-((S)-1-((S)-3-
carboxi-1-((R)-1-carboxi-2-(2-(2-((2-((1S,3S,7S.10R,11S,12S,16R)-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-
metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)-5,9-dioxo-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecan-17-
il)etoxi)carboniloxi)etil)disulfanil)etilamino)-1-oxopropan-3-ilamino)-5-guanidino-1-oxopentan-2-ilamino)-1-oxopropan-
2-ilamino)-5-oxopentanoico

3A. Preparacion de [4S,7R,8S,10R,9S,13R,16S]-4,8,13-trih idroxi-14-yodo-5,5,7,9-tetrametil-16-[(E)-1-[2-
metiltiazol-4-illprop-1-en-2-il] oxaciclohexadecano  -2,6-diona.
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Se disolvié epotilona C (54,3 g, 113,7 mmol) en acetonitrilo (480 ml) y agua (50 ml). Se enfrié la solucién hasta -5 °C
a -10 °C. Se afadi6 yodo (144,3 g, 568,4 mmol) a la reaccion y se mantuvo la reaccién al menos durante 15 h.

Se extinguid la reaccion con solucién de metabisulfito de sodio al 15 % (900 ml). Se extrajo la mezcla con acetato de
etilo (2 x 1,1 I). Se recogieron las fases organicas y se lavaron sucesivamente con solucién saturada de bicarbonato
de sodio (675 ml) y solucién saturada de cloruro de sodio (675 ml). Se evaporaron los disolventes a presién reducida
dando el compuesto A bruto como un aceite amarillo (85,6 g). El compuesto A se us6 en la siguiente reaccién sin
purificacién adicional.

HPLC: Phenomex Luna C8 (2) 3um, 4,6 x 150 mm, isocratica, 18 min., 36 % de B, 17 min., 56 % de B, (Fase movil A
= NH40Ac 0,01 M en ACN:agua (5:95), Fase mdvil B = NH40Ac 0,01 M en ACN:agua (95:5)), velocidad de flujo a
1,0 ml/min., UV 245, Rt = 22,4 min.

3B. Preparacion de [1R,3S,7S,10R,11S,12S,16S]-7,11-dihid roxi-8,8,10,12-tetrametil-3-[(E)-1-[2-metiltiazol-4-
ilJprop-1-en-2-il]-4,17-dioxabiciclo[14.1.0]heptade ~ cano-5,9-diona.

Se disolvi6 [4S,7R,8S,10R,9S,13R,16S]-4,8,13-trihidroxi-14-yodo-5,5,7,9-tetrametil-16-[(E)-1-[2-metiltiazol-4-il]prop-
1-en-2-ilJoxaciclohexadecano-2,6-diona (85,6 g) en acetonitrilo (670 ml) y agua (130 ml). Se afiadié trietilamina (135
ml, 968,5 mmol) a la solucién. Se calent6 la reaccion hasta 50 °C a 60 °C durante al menos 8 h.

Tras enfriarse hasta TA, se concentr6 la solucion a presion reducida. Se diluy6 el residuo con EtOAc (1,2 1) y se lavé
con solucién saturada de cloruro de sodio (3 x 500 ml). Se evaporaron los disolventes a presién reducida dando el
producto bruto como aceite amarillo. La purificacién mediante filtracion con almohadilla de gel de silice (gel de silice
700 g, 66 % de EtOAc en heptano, 2 x 4 |, y 1 x 3 |) proporcioné el compuesto B como una espuma (50,3 g,
rendimiento del 90 %) con HPLC AP 80.

HPLC: Phenomex Luna C8 (2) 3um, 4,6 x 150 mm, isocratica, 18 min., 36 % de B, 17 min., 56 % de B, (Fase movil A
= NH40Ac 0,01 M en ACN:agua (5:95), Fase mévil B = NH4OAc 0,01 M en ACN:agua (95:5)), velocidad de flujo a
1,0 ml/min., UV 245, Rt = 15,0 min.

3C/3D. Preparacion de (4S,7R,8S,9S,13R,14R,16S)-13-azid 0-4,8,14-trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-((E)-1-(2 -
metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)oxaciclohexadecano-  2,6-diona y (4S,7R,8S,9S,13S,14S,16S)-14-azido-4,8,13-
trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-((E)-1-(2-metiltiaz  ol-4-il)prop-1-en-2-il)oxaciclohexadecano-2,6-diona

A una solucién con agitacién de epi-epotilona-A (14,35 g, 29,07 mmol) en etanol (240 ml) y agua (48 ml) se le afiadié
azida de sodio (11,45 g, 174,41 mmol) y cloruro de amonio (3,14 g, 58,14 mmol). Se agit6 la mezcla a 60 °C durante
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17-20 h. Se evaporaron los componentes volatiles en el evaporador rotatorio a presion reducida por debajo de 50 °C.
Se disolvid el residuo se disolvié en mezcla acetato de etilo (287 ml) y agua (50 ml). Se separaron las fases y se
extrajo la fase acuosa inferior con acetato de etilo (115 ml). Se lavaron las fases organicas combinadas con solucion
acuosa de cloruro de sodio (salmuera) al 25 %. Se evapor6 el disolvente a presion reducida y se paso el residuo a
través de una almohadilla de gel de silice eluyendo con mezcla de acetato de etilo/n-heptano (2:1). La evaporacion
del disolvente a presion reducida proporcion6 una mezcla regioisomérica de azido-alcoholes,
(4S,7R,8S,9S,13R,14R,16S)-13-azido-4,8,14-trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-
illoxaciclohexadecano-2,6-diona y (4S,7R,8S,9S,13S,14S,16S)-14-azido-4,8,13-trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-((E)-1-
(2-metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)oxaciclohexadecano-2,6-diona en una razén ~6:1 (12,8 g, 82 %) como una espuma
blanca.

CL-EM: Phenomenex Luna C8(2) columna: 3 um, 4,6 x 50 mm. Gradiente: 15 min., 0 % de B a 100 % de B en 10
min., entonces 100 % de B durante 5 min. Fases mdviles: A = NH,OAc 0,01 M en CH3CN/H,0 5:95; B = NH4OAc
0,01 M en CH3CN/H,0 95:5. Velocidad de flujo: 3,0 ml/min. Longitud de onda: UV 250 nm. Tiempo de retencion =
5,52 min. EM (ESI) (M+H)" = 537,69

Esta reaccién funciona también en otros disolventes como, acetona, acetonitrilo, tetrahidrofurano, 2-propanol,
dimetilformamida, metilsulféxido y N-metilpirrolidinona.

También puede usarse el reactivo azida de tetrabutilamonio en lugar de azida de sodio/cloruro de amonio

3E. Preparacion de (1S,35,7S,10R,11S,12S16R)-7,11-dihidro xi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-
il)prop-1-en-2-il)-4-oxa-17-azabiciclo(14.1.0)hepta decano-5,9-diona.

A una solucion con agitacion de mezcla de (4S,7R,8S,9S, 13R,14R,16S)-13-azido-4,8,14-trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-
16-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)oxaciclohexadecano-2,6-diona y (4S,7R,8S,9S,13S,14S,16S)-14-azido-
4,8,13-trihidroxi-5,5,7,9-tetrametil-16-((E)-1-(2-metilo tiazol-4-il)prop-1-en-2-il)oxaciclohexadecano-2,6-diona (12,8 g,
23,85 mmol) en acetonitrilo anhidro (90 ml) se le afiadio trifenilfosfina (9,48 g, 35,77 mmol) bajo atmosfera de
nitrégeno. Se agitd la solucion transparente a 20-40 °C durante 19-40 h. Se enfrié la mezcla de reaccion hasta 0-5
°C durante 3-4 h y se filtré el producto. Se lavé la torta con heptano (64 ml) y se sec6 a 40 °C a presion reducida
durante 15-18 h dando (1S,3S,7S,10R,11S,12S16R)-7,11-dihidroxi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-
il)prop-1-en-2-il)-4-oxa-17-azabiciclo(14.1.0)heptadecano-5,9-diona como un sélido blanco (5,41 g, 46 %).

CL-EM: Phenomenex Luna C8(2) columna: 3 um, 4,6 x 50 mm. Gradiente: 15 min., 0 % de B al 100 % de B en 10
min., entonces 100 % de B durante 5 min. Fases moviles: A = NH,OAc 0,01 M en CH3CN/H,0 5:95; B = NH,OAc
0,01 M en CH3CN/H20 95:5. Velocidad de flujo: 3,0 ml/min. Longitud de onda: UV 250 nm. Tiempo de retencién =
4,43 min. EM (ESI) (M+H)" = 493,68

Esta reaccion funciona también con otras fosfinas como, triciclohexilfosfina, trimetilfosfina, tributilfosfina y tris(4-
metoxifenil)-fosfina y otro disolvente tetrahidrofurano.

3G. Preparacién de [1S-[1R*3R*(E),7R*10S* 11R* 12R* 1 6S*]]-7,11-dihidroxi-17-[2-hidroxietil]-8,8,10,12-
tetrametil-3-[1-metil-2-(2-metil-4-tiazolil)etenil]  -4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona

HN,
BrCH;CH,OH
—E\vﬂ" "OH EtsN, (Z:H36N
N fe) . _k \ /I'II
O OHO )

Férmula quimica: CagHsoN20sS O OHO
Masa exacta: 492,27 * Formula quimica: C2gHasN20eS
Peso molecular: 492,67 Masa exacta: 536,29

Peso molecular: 536,7?

Se afiadieron Et3N (4,95 ml, 35,52 mmol) y 2-bromoetanol (3,02 ml, 42,62 mmol) a (1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-
7,11-dihidroxi-8,8,10,12-tetrametil-3-((E)-1-(3-metiltiazol-4-il)prop-1-en-2-il)-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-
5,9-diona (3,50 g, 7,10 mmol) en acetonitrilo (35 ml) y se calenté hasta 72,5 °C. Tras 20 h, se enfri6 la mezcla de
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reaccion hasta temperatura ambiente, se concentré hasta sequedad a través de destilacion a vacio giratoria. Se
disolvié el producto bruto en acetato de etilo (50 ml) y se mezclé con agua desionizada (35 ml). Se extrajo la mezcla
con acetato de etilo (3 x 35 ml), se sec6 sobre Na,SO,, se filtrd, se concentro, se cristalizé en acetonitrilo (35 ml), se
lavoé con acetonitrilo (2 x 5 ml), y se sec6d en un horno de vacio oven a 45,5 °C durante la noche para aislar
(1S,3S,7S,10R,11S,12S,16R)-7,11-dihidroxi-17-(2-hidroxietil)-8,8,10,12-7-tetrametil-3-((E)-1-(2-metiltiazol-4-il)prop-1-
en-2-il)-4-oxa-17-azabiciclo[14.1.0]heptadecano-5,9-diona como un polvo cristalino blanco (2,60 g, HPLC AP 97,1,
rendimiento del 68,2 %).

CL-EM: Phenomenex C8, 3 um, 4,6 x 150 mm, gradiente, del 10 al 50 % de B a lo largo de 10 min., y parada a los
20 min. (A= 5 % de MeCN/H,0 + NH4,OAc 0,01 M; B = 95 % de MeOH/H,O + NH4sOAc 0,01 M), velocidad de flujo a
1,0 ml/min., UV 254 nm. Tiempo de retencion = 9,43 min. EM (ESI) M+H = 537,21.

Un experto habitual reconocera que el compuesto 3G tal como se prepara mediante este ejemplo 3 es idéntico al
compuesto G tal como se prepara mediante el ejemplo 2 y, por tanto, el compuesto 3G puede usarse para preparar
los compuestos H, |y J, cuyos procedimientos de preparacion y compuestos se describen en el ejemplo 2.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto que tiene la formula X:

H——K=——A

N\, e

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:

K es -O-, -S- 0 -NR7-;

A es -(CRgRg)-(CH2)m-Z- en el que Z es -(CHRjg)-, -C(=0)-, -C(=0)-C(=0)-, -OC(=0)-, -N(R11)C(=0)-, -SO,- 0
-N(R11)SO2-;

B1 es hidroxilo o ciano y R; es hidrégeno o B; y R; se toman juntos para formar un doble enlace;

R2, Rs y Rs son, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo o arilo sustituido; 0 R2 y R3
pueden tomarse junto con el carbono al que estan unidos para formar un cicloalquilo opcionalmente sustituido;
R4 es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquilo sustituido, alquenilo sustituido, arilo o arilo sustituido;

Rs es hidrégeno, alquilo o alquilo sustituido;

R7, Rs, Re, Rio ¥ R11 son independientemente hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo
sustituido, arilo, arilo sustituido, heterocicloalquilo, heterocicloalquilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo
sustituido;

Ri2 es H, alquilo, alquilo sustituido o halégeno;

R13 es arilo, arilo sustituido, heteroarilo o heteroarilo sustituido; y

m es de 0 a 6.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

Kes-O-;

A es alquileno Cy.4;

B1 es -OH;

R2, R3, Ra y Rs son, independientemente, hidrégeno o alquilo inferior;

Re es hidrégeno o metilo; y

Ri13 es un heteroarilo de 5 6 6 miembros opcionalmente sustituido, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo.

3. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, en el que Riz es un tiazolilo, piridilo u oxazolilo opcionalmente
sustituidos.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1, 2 6 3, que tiene la formula X'

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. Compuesto segun la reivindicacion 2, que tiene la formula Xb,
41
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Xb

6. Compuesto segun la reivindicacion 5, que tiene la formula Xb':

Xb’.

7. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 6 6, en el que Rs es hidrégeno.
8. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5 6 6, en el que Re es metilo.

9. Uso de un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, en la preparacién de un
medicamento para tratar el cancer en un paciente.

10. Procedimiento para preparar una composicion farmacéutica para la administracién de farmacos dirigida que
comprende conjugar un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8, con un
adaptador liberable para formar un compuesto conjugado.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que el compuesto conjugado comprende un resto de union a
folato.
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