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DESCRIPCION

Compuestos macroélidos que contienen biotina y grupo con foto-afinidad para la identificacion de la diana del
macrolido.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos compuestos macrolidos representados por la estructura general I, a sus
sales y solvatos farmacéuticamente aceptables, a procedimientos e intermedios para su preparacion y al uso de
estos compuestos para la identificacion de la diana del macrélido.

Antecedentes de la invencion

Los antibioticos macrolidos se acumulan de forma preferente en diferentes células de sujetos, especialmente dentro
de las células fagocitos tales como las células mononucleares de la sangre periférica, y los macrofagos peritoneales
y alveolares. (Gladue, R. P. et al., Antimicrob. Agents Chemother. 1989, 33, 277-282; Olsen, K. M. et al., Antimicrob.
Agents Chemother. 1996, 40, 2582-2585). Los efectos inflamatorios de algunos macroélidos han sido descritos en las
publicaciones cientificas. Por ejemplo, ha sido descrito el efecto anti-inflamatorio de los derivados de eritromicina (J.
Antimicrob. Chemother. 1998, 41, 37-46; Solicitud de patente No. WO 00/42055) y el de los derivados de
azitromicina (documento EP 0283055). Los efectos anti- inflamatorios de algunos macrélidos son conocidos también
a partir de estudios in vitro e in vivo en modelos animales experimentales tales como en la peritonitis inducida por
zimosan en ratones (J. Antimicrob. Chemother. 1992, 30, 339-348) y la acumulacion de neutrofilos inducida por
endotoxina en la traquea de rata (J. Immunol. 1997, 159, 3395-4005). Asimismo es conocido el efecto de modulacion
de los macrolidos sobre citocinas tales como la interleucina 8 (IL-8) (Am. J. Respir. Crit. Care. Med. 1997, 156, 266-
271) y la interleucina 5 (IL-5) (documentos EP 0775489 y EP 171564).

Los macrdlidos tienen la propiedad de acumularse dentro de las células del sistema inmunitario concentradas en el
sitio de inflamacion, especialmente las células fagociticas: Pascual A. et al. Clin. Microbiol. Infect. 2001, 7, 65-69.
(Uptake and intracellular activity of ketolide HMR 3647 in human phagocitic and non-phagocitic cells); Hand W. L. et
al. Int. J. Antimicrob. Agents, 2001, 18, 419-425. (Characteristics and mechanisms of azithromycin accumulation and
efflux in human polymorphonuclear leukocytes); Amsden G. W. Int. J. Antimicrob. Agents, 2001, 18, 11-15.
(Advanced-generation macrolides: tissue-directed antibiotics); Johnson J. D. et al. J. Lab. S Clin. Med. 1980, 95, 429-
439. (Antibiotic uptake by alveolar macrophages); Wildfeuer A. et al. Antimicrob. Agents Chemother. 1996, 40, 75-79.
(Uptake of azithromycin by various cells and its intracellular activity under in vivo conditions); Scorneaux B. ef al.
Poult. Sci. 1998, 77, 1510-1521. (Intracellular accumulation, subcellular distribution, and effiux of tilmicosin in chicken
phagocytes); Mtairag E. M. et al. J. Antimicrob. Chemother. 1994, 33, 523-536. (Investigation of dirithromycin and
erythromycylamine uptake by human neutrophils in vitro); Anderson R. et al. J. Antimicrob. Chemother. 1988, 22,
923-933. (An in-vitro evaluation of the cellular uptake and intraphagocytic bioactivity of clarithromycin (A-56268, TE-
031, a new macrolide antimicrobial agent); Tasaka Y. et al. Jpn. J. Anlibiot. 1988, 41, 836-840. (Rokitamycin uptake
by alveolar macrophages); Harf R. et al. J. Antimicrob. Chemother. 1988, 22, 135-140 (Spiramycin uptake by alveolar
macrophages).

Los antibidticos macrolidos parecen tener un papel prometedor en el control de las enfermedades de inflamacion
cronica de las vias respiratorias, claramente separado de su actividad bactericida. En los ultimos quince afos, sus
resultados satisfactorios en ensayos clinicos humanos, en particular en enfermedades tales como la panbronquiolitis
difusa y la fibrosis cistica, ha dado lugar a investigaciones tanto in vifro como in vivo para determinar los
mecanismos por los que esta familia de antibioticos modulan la respuesta inmunitaria. Un gran ndmero de pruebas
dan a entender que los macrodlidos se dirigen directamente a multiples componentes de la cascada inflamatoria
independientemente de los efectos bactericidas/bacteriostaticos. (W. C.Tsai, Current Pharmaceutical Design. 2004,
10, 3081-3093).

Hay una gran necesidad de entender los mecanismos que controlan la inflamacién dentro de los pulmones. Esta
necesidad coincide con una revoluciéon en la biologia celular y molecular que proporcionaria los dispositivos
necesarios para que los bidlogos especialistas de pulmén clarifiquen los mecanismos por los que los macrolidos
ejercen efectos inmunomoduladores en el caso de la inflamacion pulmonar, y establezcan estrategias terapéuticas
potenciales basadas en el mecanismo o mecanismos elucidados. Por ejemplo, se ha demostrado que la azitromicina
se une especificamente a la as-glicoproteina acida del suero utilizando la dialisis en combinaciéon con métodos de
HPLC (Castearena et al., J Chemother. 1995, 7 Suppl 4: 26-8).

El marcado por foto-afinidad es una técnica en la que una entidad molecular fotoquimicamente reactiva, asociada
especificamente con una biomolécula, es fotoexcitada con el fin de unir covalentemente una marca a la biomolécula,
usualmente a través de intermedios (IUPAC Compendium of Chemical Terminology, 2nd Edition, 1997). El marcado
por foto-afinidad es una importante metodologia de la ciencia biolégica ampliamente utilizada para el analisis de
aspectos estructurales que estan relacionados con funciones especificas de los sistemas macromoleculares
biolégicos objetivos. El método requiere grupos fotorreactivos que generan intermedios altamente reactivos,
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usualmente nitreno y carbeno como la estructura clave de sondas de foto-afinidad (Hatanaka Y. et al., Heterocycles,
1993, 35, 997-1004).

El uso de analogos de foto-afinidad de macrdlidos permite el estudio de las interacciones proteina-macrélido a nivel
molecular. La técnica de marcado por foto-afinidad se puede utilizar para determinar qué proteinas especificas de
unién a macrolidos son las dianas de los farmacos.

Breves descripciones de los dibujos

Figura 1. Deteccion de ai-glicoproteina acida. La Figura 1A presenta una mancha de plata. La Figura 1B presenta
una transferencia Western.

Sumario de la invenciéon

Segun los conocimientos actuales de la técnica conocida y establecida, los compuestos representados por la
férmula I, que son el objeto de la presente invencion, sus sales farmacolégicamente aceptables y el método de su
uso para identificacién de proteinas no han sido descritos hasta la fecha.

La presente invencion proporciona, mediante el uso de un simple reactivo, conjugados macrélidos con capacidad
para ser reticulados por foto-afinidad a otras moléculas, para ser receptores, y para introducir simultdneamente la
biotina en el complejo covalente. Esto permite el aislamiento y/o la identificacion del complejo intacto o
subsiguientemente fragmentado utilizando derivados de avidina adecuados.

Ninguno de los compuestos que son el objeto de la presente invencién ha sido descrito para uso en el estudio de
interacciones proteina-macroélido a nivel molecular.

En un aspecto de la presente invencion, los conjugados de la formula |, o sus sales o solvatos farmacéuticamente
aceptables, se representan como se indica a continuacion:

® . P

I

donde M representa una subunidad de macrdlido que tiene la propiedad de acumulacion en las células inflamatorias,
P representa una subunidad que contiene biotina y un grupo de foto-afinidad o iminobiotina y un grupo de foto-
afinidad y L representa un enlazador que une covalentemente M y P.

Las subunidades de macrdlido adecuadas para los compuestos hibridos de la presente invencién se pueden
seleccionar de los macrolidos de anillo lactonico de 14 y 15 miembros, siendo los mas preferidos la azitromicina y
sus derivados y la eritromicina y sus derivados.

Los ejemplos mas especificos no limitantes de moléculas de las que se puede seleccionar la subunidad del
macrolido son los siguientes antibiéticos macrdlidos,- incluyendo las azalidas, por ejemplo eritromicina, diritromicina,
azitromicina, 9-dihidro-9-desoxo-9a-aza-9a-homoeritromicina, eritromicilamina, fluritromicina, claritromicina,
oleandomicina, roxitromicina, y sus derivados, tales como los cetolidos (por ejemplo, 3-cetona), las lactamas (por
ejemplo, 8a-lactamas o 9a-lactamas) y los derivados que carecen de uno o mas restos de azucar.

Descripcion detallada de la invencién

Las metodologias para la sintesis de los macrdlidos anteriores no disponibles comercialmente y la manipulacion
sintética de los macrolidos en general son conocidas por las personas con experiencia normal en la técnica, o se
pueden encontrar en: Denis A. et al. Bioorg. & Med Chern. Lett 1999, 9, 3075-3080; Agouridas C. et al. J. Med
Chem. 1998, 41,4080-4100; y el documento EP0680967; Sun Or Y. et al. J. Med Chem. 2000; 43, 1045-1049;
documento US5747467; McFarland J. W. et al. J. Med Chem. 1997, 40, 1041-1045; Denis A. et al. Bioorg.& Med.
Chem. Lett. 1998, 8, 2427-2432; documento W09951616; Lartey et al. J Med Chem. 1995, 38, 1793-1798;
documento EP0984019; y documento W098/56801.

Se conocen macrolidos adicionales adecuados, algunos descritos en Bryskier, A. J. et al. Macrolides, Chemistry,
Pharmacology and Clinical Use; Arnette Blackwell: Paris, 1993, pp 485-491. 14(R)-hidroxiclaritromicina, eritromicina-
11,12-carbonato, tri-O-acetiloleandomicina; en Ma, Z. et al. Current Medicinal Chemistry-Anti-Infective Agents, 2002,
I, 15-34; y en Romo, D. et al. J. Am. Chem. Soc. 1998, 120; 12237-12254. VVéase, en particular las estructuras y
derivados para macrolidos de anillo de 14 miembros en las paginas 487-491 de Bryskier, ef al., y los diferentes
derivados y sintesis de cetdlidos en Ma et al., particularmente en todas las tablas de estructuras y todos los sistemas
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de reaccion. Todos estos macrolidos después de haber sido conjugados con la subunidad P estan dentro del
alcance de la presente invencién. Los compuestos macrélidos especificamente nombrados o referenciados antes,
estan comercialmente disponibles o los métodos para su sintesis son conocidos.

En las realizaciones preferidas, esta invencién se refiere al uso de compuestos, representados por la formula I, o
5 sales o solvatos de los mismos, donde M representa especificamente un macrélido de anillo lacténico de 14 o 15
miembros representado por la férmula Il

Hs(
g
R
R®
R

en la que

(i) Z y W son independientemente >C=0, >CH,, >CH-NRRs, >NRy\, >C=NRy, 0 un enlace, donde
10 Rt y Rs son independientemente H o alquilo (preferiblemente metilo o H);

Rw es OH, OR", alcoxi o alcoxi sustituido (en configuraciones Syn o Anti o mezclas de las mismas)

Rn es H, RP, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, alcoxialquilo, o -C(=X)-NRRs; y

XesOo0S;

con la condicion de que Z y W no pueden ser ambos simultaneamente >C=0, >CH-NRRs, >CHz, >NRy, >C=NRy, ni
15 un enlace,

(ii) U e Y son independientemente H, halégeno, alquilo. o hidroxialquilo (preferiblemente H, metilo, o hidroximetilo);
(iii) R" es hidroxi, OR", -0-S?, 0 =0;

(iv) S' es H o un resto de aztcar en la posicion C/5 (por ejemplo, un grupo desosamina) de la formula:

20 en la que

R®y R? son ambos hidrégeno o forman juntos un enlace, o R® es hidrogeno y R® es -N(CH3)RY, en la que
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R’ es RP, R* 0 -C(O)R?, donde R es hidrogeno, cicloalquilo (preferiblemente ciclohexilo), alquilo (preferiblemente un
alquilo C4-Cy7), alquenilo (preferiblemente alquenilo C»-C7), alquinilo (preferiblemente alquinilo C»-C7), arilo o
heteroarilo, o alquilo sustituido con alquilo C>-C7, alquenilo C-C7, alquinilo C>-C7, arilo o heteroarilo (R es
preferiblemente hidrégeno, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, -C(O)CHs, -CH.-fenilo, o ciclohexilo);

R’ es hidrégeno o R®;

(v) S® es un resto de aztcar (por ejemplo, es un grupo cladinosilo) de la formula

R¥ ©OCH,

en la que R* es H o metilo y R"" es hidrégeno o RP, -C(O)(CHz)qNR4R6, 0 O-R"" es un grupo que con Ry con el
atomo de carbono C/4" forma un grupo >C=0 o epoxi; R'? es hidrégeno o un grupo que con O-R'" y con el atomo de
carbono C/4" forma un grupo >C=0 o epoxi,

donde g es un ndimero entero de 1 a 6;

(vi) R? es H, hidroxi, grupo OR", alcoxi (preferiblemente alcoxi C1-C4, lo mas preferiblemente metoxi) o alcoxi
sustituido;

(vii) A es H o metilo;
(viii) B es metilo o epoxi;
(ix) E es H o halogeno (preferiblemente fldor);

(x) R? es hidroxi, grupo OR o alcoxi (preferiblemente alcoxi C1-Cs, lo mas preferiblemente metoxi), alcoxi sustituido
oR%®es un grupo que se puede combinar con R® para formar un "puente" (por ejemplo, un carbonato o carbamato
ciclico) o si W o Z es >NRy, R*es un grupo que se puede combinar con W o Z para formar un “puente” (por ejemplo,
un carbamato ciclico);

(xi) R* es alquilo C4-C4 (preferiblemente metilo);

(xii) R®es H, hidroxi, grupo ORP, alcoxi C4-Cy4, alcoxi sustituido o un grupo se puede combinar con R® para formar un
puente (por ejemplo, un carbonato o carbamato ciclico);

(xiii) R® es H o alquilo C1-C4 (preferiblemente metilo o etilo);

(xiv) R representa un grupo protector seleccionado de alquilo (preferiblemente metilo), alcanoilo (preferiblemente
acetilo), alcoxicarbonilo (preferiblemente metoxicarbonilo o ferc-butoxicarbonilo), arilmetoxicarbonilo (preferiblemente
benciloxicarbonilo), aroilo (preferiblemente benzoilo), arilalquilo (preferiblemente bencilo), alquilsililo (preferiblemente
trimetilsililo) y alquilsililalcoxialquilo (preferiblemente trimetilsililetoximetilo);

donde la subunidad M tiene un sitio de unién a través del cual se une a la subunidad P mediante el grupo de enlace
L, la unién de L al resto macrélido es a través de cualquiera de:

a. el atomo de nitrégeno del anillo en la posicion 9a,

b. el grupo hidroxilo en la posicién 11 o en la posicion 6,

c. el grupo 2' hidroxilo o el grupo 3' amino del resto de aztiicar desosamina,
d. el grupo 4" hidroxilo del azucar cladinosa, o

e. si el resto M es aglicona o falta uno de los de grupos azucar desosamina y cladinosa, a través del grupo OH
creado en la posicién 5 o 3 del anillo del macrélido;

L es una molécula de enlace representada por la féormula IIIA o 11IB:
5
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A X'-(CHa)m-X?

B X'-(CHz)m-Q-(CH2)m-X*

en las que

X' se selecciona de: -CHy, -CHz-NH-, -C(O)-, -OC(O)-, =N-O-, -OC(O)NH- 0 —C(O)NH-;
X?se selecciona de: -NH-, -CH,-, -NHC(O)-, -C(=0)-, -O- 0 -OC(O)-;

Q es -NH-, -CH»- 0 -S-S-;

donde cada grupo -CHz- o -NH- esta opcionalmente sustituido con alquilo C+-C7, alquenilo C»-Cy, alquinilo C,-Cy,
C(O)R*, C(O)OR*, C(O)NHR* donde R* puede ser alquilo C1-C7, arilo o heteroarilo;

los simbolos m y n son independientemente un nimero enterode 0 a 8
con la condicién de que si Q=NH, n no puede ser cero;

P representa una subunidad que contiene biotina y un grupo de foto-afinidad o iminobiotina y un grupo de foto-
afinidad;

donde

el grupo de foto-afinidad. es arilazida, fenilazida, fluorofenilazida, nitrofluorofenilazida, para-azidoanilina, para-
azidobenzoilo, arildiazirina, diazocetona o benzofenona.

Uno o mas grupos RP pueden estar presentes independientemente en la subunidad de macrélido de la férmula Il.

También son preferidos los compuestos de semiglicona segun la férmula 1l en los que R' es hidroxilo y S’ es un
resto de azucar de la formula:

en la que R R® y R® son como se han definido previamente.

T§mbién son preferidos los compuestos de semiglicona segun la formula Il en los que S' es H y R' es O-S? donde
S* es un resto de azucar de la férmula:

en la que R* R" y R'? son como se han definido previamente.
También son preferidos los compuestos de aglicona segun la férmula Il en los que S’ es hidrégeno y R' es hidroxilo.

También se contemplan en la presente invencion, derivados conocidos de biotina o iminobiotina contenidos en una
subunidad de foto-afinidad.
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En una realizacion preferida, P representa una subunidad que contiene biotina y un grupo de foto-afinidad que
puede ser representado por la subestructura V:

Q

RSy

Ny H

~

s
5
S

R es un enlace covalente con la cadena L, por ejemplo, en X2,

en la que

Otros grupos fotorreactivos adecuados estan descritos, por ejemplo, en S.A. Fleming, Tetrahedron, 1995, 51, 12479-
12520 (Chemical Reagents in Photoaffinity Labeling).

Los enlaces en negrita de las formulas contenidas en esta memoria indican enlaces que estan por encima del nivel
del papel, los enlaces de lineas de trazos indican enlaces por debajo del nivel del papel, mientras que las lineas
cortadas representan un enlace que puede estar por encima o por debajo del nivel del papel. Las lineas paralelas
completas y cortadas representan un enlace sencillo o un enlace doble. A menos que se indique explicitamente en
otro sitio de esta memoria, los siguientes términos tienen los significados que se les da a continuacion:

"Alquilo” significa un radical hidrocarburo monovalente, saturado, lineal o ramificado, de uno a diez atomos de
carbono, mas preferiblemente de uno a seis atomos de carbono. Los alquilos de cadena lineal o de cadena
ramificada preferidos incluyen metilo, etilo, propilo, iso-propilo, butilo, sec-butilo y terc-butilo. El mas preferido es el
metilo. Los grupos alquilo pueden estar sustituidos con uno hasta cinco sustituyentes que incluyen halégeno
(preferiblemente fldor o cloro), hidroxi. alcoxi (preferiblemente metoxi o etoxi), acilo, acilamino, ciano, amino, N-(alquil
C1-C4)amino (preferiblemente N-metilamino o N-etilamino), N,N-di(alquil C1-C4)amino (preferiblemente dimetilamino
o dietilamino). arilo (preferiblemente fenilo) o heteroarilo, tiocarbonilamino, aciloxi, amino, amidino, alquilamidino,
tioamidino, aminoacilo, aminocarbonilamino, aminotio-carbonilamino, aminocarboniloxi, arilo, heteroarilo, ariloxi,
ariloxiarilo, nitro, carboxilo, carboxilalquilo, carboxil-alquilo sustituido, carboxil-cicloalquilo, carboxil-cicloalquilo
sustituido, carboxilarilo, carboxil-arilo sustituido, carboxilheteroarilo, carboxil-heteroarilo sustituido,
carboxilheterociclico, carboxil-heterociclico sustituido, cicloalquilo, cicloalcoxi, heteroariloxi, heterocicliloxi, y
oxicarbonilamino. Tales grupos alquilo sustituidos estan dentro de la presente definicién de "alquilo". La presente
definicion de alquilo se aplica también a otros grupos que tienen un. resto alquilo tal como alcoxi.

"Alquenilo” significa un radical hidrocarburo monovalente lineal o ramificado de dos a diez y preferiblemente de dos a
seis atomos de carbono que tiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Los grupos alquenilo pueden estar
sustituidos con los mismos grupos que los alquilo y tales grupos alquenilo opcionalmente sustituidos estan incluidos
dentro del término "alquenilo”. Son preferidos etenilo, propenilo, butenilo y ciclohexenilo.

"Alquinilo” significa un radical hidrocarburo monovalente lineal o ramificado, que tiene una cadena lineal o una
cadena ramificada de dos a diez, y preferiblemente de dos a seis atomos de carbono y que contiene uno y
preferiblemente no mas de tres triples enlaces carbono-carbono. Los grupos alquinilo pueden estar sustituidos con
los mismos grupos que los alquilo, y los grupos sustituidos estan dentro de la presente definicion de alquinilo. Son
preferidos los grupos etinilo, propinilo y butinilo.

"Cicloalquilo" significa un grupo ciclico que tiene 3-8 atomos de carbono que tiene un unico anillo opcionalmente
condensado con un grupo arilo o heteroarilo. Los cicloalquilos pueden estar opcionalmente condensados con un
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anillo saturado. Los grupos cicloalquilo pueden estar sustituidos como se especifica para "arilo" mas adelante, y los
grupos cicloalquilo sustituidos estan dentro de la presente definicion de "cicloalquilo”. Los cicloalquilos preferidos son
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo. También estan incluidos los alquil-cicloalquilos en los
que el cicloalquilo esta unido mediante una cadena de alquilo que tiene 1-6 carbonos.

"Arilo" significa un grupo carbociclico aromatico insaturado que tiene 6-14 atomos de carbono que tiene un unico
anillo tal como fenilo o multiples anillos condensados tal como naftilo. El arilo puede estar ademas opcionalmente
condensado con un grupo alifatico o arilo o puede estar sustituido con uno o mas sustituyentes tales como halégeno
(fldor, cloro y/o bromo), hidroxi, alquilo C4-C7, alcoxi C4-C7 o ariloxi, alquil C4-Cs-tio, ariltio, alquilsulfonilo, ciano,
amino primario o no primario, haloalquilo, o alquilamino.

"Heteroarilo" significa un anillo hidrocarburo aromatico monociclico o biciclico que tiene de 2 a 10 atomos de carbono
y de 1 a 4 heteroatomos, tales como O, S o N. El anillo heteroarilo puede estar opcionalmente condensado con otro
heteroarilo, arilo o grupo ciclico alifatico. Ejemplos de este tipo son furano, tiofeno, pirrol, imidazol, indol, piridina,
oxazol, tiazol, pirrol, pirazol, tetrazol, pirimidina, pirazina y triazina, siendo preferidos furano, pirrol, piridina e indol. El
término incluye grupos que estan sustituidos con los mismos sustituyentes especificados anteriormente para arilo.

"Heterociclico" significa un grupo saturado o insaturado que tiene un unico anillo o multiples anillos y de 1 a 10
atomos de carbono y de 1-4 heteroatomos seleccionados de nitrégeno, azufre u oxigeno, en el que en un sistema de
anillos condensados el otro anillo o anillos pueden ser arilo o heteroarilo. Los grupos heterociclicos pueden estar
sustituidos como se ha especificado para los grupos alquilo y los grupos heterociclicos sustituidos de este modo
estan dentro de la presente definicion.

"Radiacion electromagnética” como se usa en esta memoria, se refiere a las ondas energéticas del espectro
electromagnético que incluyen, pero sin limitarse a ellos, los rayos X, ultravioleta, visible, infrarrojo, infrarrojo lejano,
microondas, radio-frecuencia, ondas de sonido y ultrasonido. Preferiblemente, la radiacién electromagnética
comprendera la luz visible (esto es, que tiene una longitud de onda de al menos aproximadamente 4,0 x 10° cm
hasta aproximadamente 7,0 x 10° cm) o la luz ultravioleta (esto es, que tiene una longitud de onda de al menos
aproximadamente 1,0 x 10 cm pero menor de 4,0 x 10° cm). La presente invencidon engloba también las sales
farmacéuticamente aceptables de los presentes compuestos. Las sales farmacéuticamente adecuadas de los
compuestos de la presente invencion incluyen las sales con acidos inorganicos (por ejemplo acido clorhidrico,
bromhidrico, fosfdrico, metafosfdrico, nitrico o sulfurico) o con acidos organicos (por ejemplo acidos tartarico,
acético, metano-sulfénico, trifluoroacético, citrico, maleico, lactico, fumarico, benzoico, succinico, metanosulfénico,
oxalico y p-toluenosulfénico).

La presente invencion engloba también los solvatos (preferiblemente los hidratos) de los compuestos de la formula |
o de sus sales.

Los compuestos de la formula | tienen uno o mas centros de quiralidad y, dependiendo de la naturaleza de los
sustituyentes individuales, pueden tener también isémeros geométricos. Los isémeros que difieren en la ordenacion
de sus atomos en el espacio se denominan "estereoisémeros". Los estereoisomeros que no son imagen en el espejo
uno de otro se denominan "diastereoisémeros” y los que son imagen en el espejo uno de otro no superponibles se
denominan "enantidmeros". Cuando un compuesto tiene un centro quiral, es posible un par de enantiémeros. Un
enantidomero se puede caracterizar por la configuracion absoluta de su centro asimétrico y se describe por las reglas
de secuenciacion R y S de Cahn y Prelog, o por la manera en que la molécula hace rotar el plano de la luz
polarizada y se denomina como dextrorrotatorio o levorrotatorio (esto es, como isdbmero (+) o (-) respectivamente).
Un compuesto quiral puede existir como un enantiémero individual o como una mezcla de enantiémeros. Una
mezcla que contiene proporciones iguales de los enantidmeros se denomina una "mezcla racémica". La presente.
invencion engloba todos los isémeros individuales de los compuestos de la férmula I. La descripcion o denominacion
de un compuesto particular en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, se pretende que incluya tanto los
enantiomeros individuales como las mezclas de los mismos, racémicas o de otro tipo. Los métodos para la
determinacion de la estereoquimica y la resolucion de los estereoisémeros son bien conocidos en la técnica.

La presente invencion engloba también los estereoisdmeros del tipo syn-anti, y las mezclas de los mismos,
encontrados cuando esta presente una oxima o grupo similar. El grupo de mayor prioridad segun Cahn Ingold Prelog
unido a uno de los atomos terminales de la oxima con doble enlace, se compara con el grupo hidroxilo de la oxima.
El estereoisomero se denomina Z (zusammen=junto) o Syn si el hidroxilo de la oxima cae en el mismo lado de un
plano de referencia que pasa a través del doble enlace C=N como el grupo de mayor prioridad, el otro
estereoisdmero se denomina E (enfgegen =opuesto) o Anti.

En una realizacion, cuando Z o W de la formula | es >C=NRM y R" es OH, ORP, alcoxi o un alcoxi sustituido, el
compuesto es predominantemente el isémero syn. En ofra realizaciéon, el compuesto es predominantemente el
isdmero anti. En otra realizacion mas, el compuesto es una mezcla 50/50 de los dos isémeros, o alternativamente
una mezcla tal como 60/40, 70/30, 80/20, o 90/10 syn a anti o alternativamente anti a syn.
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Los conjugados especificos de la férmula | que se pueden usar segun la presente invencion son:

Compuesto de referencia 1

N/{%?\i

Compuesto de referencia 2

X

==

Compuesto 3

...‘,ﬁ

ot

Compuesto 4
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Compuesto de referencia 5
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G, e o

Compuesto 6

Compuesto 7
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Compuesto 8
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Compuesto 9
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Compuesto de referencia 11
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Compuesto 13
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El sitio de union esta preferiblemente en la posicion C/3, o es mediante el grupo amino en la posicion C/3' del azdcar
S'oenla posicién C/11 o en W 0 Z, o a través de la posicion C/4" del aztcar s2

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a los procedimientos para la preparacion de los compuestos
representados por la formula |. Generalmente, los compuestos de la formula | se pueden obtener de la siguiente
manera: un extremo de la cadena se une en primer lugar al macrélido, y después el otro extremo de la cadena se
une al P, o un extremo de la cadena se une en primer lugar al P y después el otro extremo de la cadena se une al
macrdlido, o finalmente, un resto de la cadena se une al macrolido, mientras que el otro resto de la cadena se une al
P, estando entonces los extremos libres de las partes de la cadena unidos quimicamente para formar la cadena L.

Los expertos en la técnica podran apreciar que puede ser deseable utilizar derivados protegidos de los intermedios
usados en la preparacion de los compuestos de la formula |. La proteccion y desproteccion de los grupos funcionales
se puede realizar por métodos conocidos en la técnica. Los grupos hidroxilo o amino se pueden proteger con
cualquier grupo protector de hidroxilo o amino, por ejemplo, como se describe en Green, T. W. Wuts, P. G. M,
Protective Groups in Organic Synthesis: John Wiley and Sons, New York, 1999. Véase también la exposicion de
grupos protectores en conexion con la férmula | anterior. Los grupos protectores de amino se pueden separar por
técnicas convencionales. Por ejemplo, los grupos acilo, tales como grupos alcanoilo, alcoxicarbonilo y aroilo, se
pueden separar por solvolisis, por ejemplo, por hidrélisis en condiciones acidas o basicas. Los grupos
arilmetoxicarbonilo (por ejemplo, benciloxicarbonilo) se pueden separar por hidrogenolisis en presencia de un
catalizador tal como paladio sobre carbén activo.

Mas especificamente, los compuestos de la formula | se pueden preparar por los siguientes procedimientos:

a) Los compuestos de la formula I, cuando X? es -NHC(O)-, se pueden formar haciendo reaccionar un compuesto de
la férmula VI:
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l}

o
Vi

en la que L' representa un grupo saliente (tal como hidroxi o N-hidroxisuccinimida sulfonada: sulfo-NHS), y un grupo
amino libre de un macrdlido representado por la férmula Vlla:

f‘
X

K———HH;

R

’“;f"
.
k“i'l

en la que K es la porcién de la molécula de unién L unida a la subunidad del macrdlido.

La reaccion se lleva a cabo generalmente con derivados acidos que tienen la capacidad de activar el grupo de acido
carboxilico tal como los halogenuros, anhidridos mixtos y especialmente carbodiimidas tales como 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiirnida (EDC) y los benzotriazoles. La reaccion se lleva a cabo en presencia de una
base, tal como una base organica (por ejemplo, trietilamina), a temperatura ambiente en una atmdsfera inerte, tal
como argon o nitrogeno. La reaccion puede requerir de varias horas a varios dias para llegar a completarse.

Por ejemplo, cuando L es -K-NH, el compuesto de la formula | se puede formar derivando un grupo >NH del anillo
macrolido hasta un grupo >N-K-NH; y haciendo reaccionar el macrélido derivado con un compuesto de la férmula VI
como se muestra a continuacion.
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W W

Por ejemplo este procedimiento se puede llevar a cabo cuando el grupo >NH en la subunidad de macrdlido de la
férmula Il esta unido en la posicion C/3’ o N/9a.

Los compuestos representados por la formula VI estan comercialmente disponibles o se pueden derivar de la
subunidad P por métodos conocidos en la técnica para las reacciones de adicion.

La preparacion del macrélido de partida de la férmula Vlla ha sido descrita en el documento WO 02/055531. Véase
también el documento US 4.474.768 y Bright, G. M, et al, J. Antibiot. 1988,41,1029-1047.

b} Los compuestos representados por la férmula |, en la que X' es -OC(0)-, Q es -CH2- 0 NH, y X2 es -NH-, se
pueden preparar haciendo reaccionar una subunidad de macrélido representada por la férmula
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ot

e

en la que 4" es la posicion 4 sobre un aztcar S?, tal como un aztcar cladinosa, y teniendo la subunidad P un grupo
amino libre representado por la férmula:

HaN—HK—NH

en un disolvente, tal como acetonitrilo, para dar

D | _E-WH{"_KH_"}__

La subunidad P derivada (esto es, P-C(O)-NH-K-NH) se puede formar haciendo reaccionar una amina apropiada
(que tiene el grupo de enlace -K-NH) con un grupo de acido carboxilico de una subunidad P.

c) Los compuestos representados por la férmula I, en la que X" es -OC(O)NH- y X? es -NH-, se pueden preparar
haciendo reaccionar una subunidad de macrélido y una subunidad P derivada que tiene un grupo amino libre como
se muestra a continuacion.

Hyl——H——NH

3

=
My

d) Los compuestos representados por la formula |, en la que X" es -OC(O)NH- y X? es -NH-, se pueden preparar
haciendo reaccionar una subunidad de macrdlido y una subunidad P derivada que tiene un grupo amino libre como
se muestra a continuacion.
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Los compuestos representados por la férmula | (grupo M-biotin- foto-afinidad) se pueden preparar también haciendo
reaccionar una subunidad de macrdlido Vlla y Fmocbiocitina como se muestra a continuacion.
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La Fmocbiocitina (Na-Fmoc-Ng-biotinil-L-lisina) y el éster de acido 5-azido-2-nitrobenzoico y N-hidroxisuccinimida

My

estan comercialmente disponibles (Fluka).

Adicionalmente, la cetona en la

posicion 9 se puede modificar por hidrocloruro de hidroxilamina para obtener la

oxima y después se puede reducir a amina.

Objetivos

Los compuestos de esta invencién se usan para la identificaciéon de proteinas diana, esto es proteinas, péptidos o
estos compuestos. Es sabido que la identificacién de la diana se puede llevar a

polipéptidos que interactdan con

cabo utilizando los siguientes métodos.

Uno de los métodos es la presentacion en superficie de fagos (phage display). En este método, se incuban los
polipéptidos aleatorios, los bancos de cDNA o de fragmentos génicos que expresan las particulas de fagos en su
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superficie con un compuesto inmovilizado o soluble. Se rescatan los fagos individuales mediante la interaccion de la
proteina o polipéptido con el compuesto y se identifican las proteinas mediante las secuencias de DNA que las
codifican. Se utiliza una marca de biotina o iminobiotina en este método para la inmovilizacién de los compuestos
sobre un soporte solido por ejemplo placas de 96 pocillos recubiertas por estreptavidina o perlas magnéticas, o para
la captura en solucion del complejo formado fago-compuesto sobre el soporte sélido recubierto con estreptavidina.

Otro método utiliza los métodos basados en afinidad. Se deja que los compuestos marcados con biotina o
iminobiotina se unan a sus proteinas dianas procedentes de varias fuentes, por ejemplo de lisados de células,
plasma, orina etc. Esto se puede hacer en solucion, (esto es, mezclando los compuestos marcados con biotina o
iminobiotina con el lisado, el plasma, la orina, etc.) o mezclando una matriz sélida que contiene estreptavidina que
tiene el compuesto marcado con biotina o iminobiotina inmovilizado sobre la superficie con la solucién, el plasma, la
orina etc.

La especificidad de unién a la diana se mejora por derivaciéon de los compuestos con un grupo fotorreactivo, por
ejemplo una aril-azida. En este método, en adicién a la union por afinidad, el compuesto se une covalentemente a la
proteina diana mediante la estimulacién del grupo foto-activado con radiacion electromagnética. Para los complejos
formados en solucién, se afiade entonces la matriz, que contiene estreptavidina, al complejo unido covalentemente.

Los complejos compuesto-proteina se aislan entonces usando la marca de biotina o iminobiotina unida a la matriz
soélida que contiene estreptavidina. Las proteinas aisladas se identifican, por ejemplo, por espectrometria de masas.

La presente invenciéon es particularmente util puesto que las proteinas aglutinantes no se disociaran del resto
macrélido durante la etapa de lavado, incluso cuando las interacciones macrélido-proteina sean relativamente
débiles. Esta ventaja es debida al enlace covalente entre el grupo de foto-afinidad y las moléculas de macrdlido
(sondas) que evita la disociacion de las dianas (proteinas) durante la etapa de lavado. Este método presenta una
base para la identificacion de todas las dianas, independientemente de su afinidad de union (constante).

Los compuestos, procedimiento y método de la presente invencion se entenderan mejor en conexion con los
siguientes ejemplos, que se pretende sirvan solamente de ilustracion y que no sean limitantes del alcance de la
invencion. Diferentes cambios y modificaciones de las realizaciones descritas quedaran claros para los expertos en
la técnica y tales cambios y modificaciones incluyendo, sin limitacion, los relativos a las estructuras quimicas,
sustituyentes, formulaciones derivadas y/o métodos de la invencion, se pueden llevar a cabo sin separarse del
espiritu de la invencion ni del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

PARTE EXPERIMENTAL

Macrolido Estructura

M1 HzN=—

M2 HyN=—

Y.
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M3

M4

M5

M6

M7
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Las aminas de azitromicina M1 y M2 se pueden preparar por el procedimiento descrito en la solicitud de patente
internacional WO 02/055531 A1. La amina M3 se puede preparar por el procedimiento descrito en la solicitud de
patente internacional WO 2004/09449 A1. Las aminas M4 y M6 se pueden preparar por el procedimiento descrito en
la solicitud de patente internacional WO 2004/005310 A2.

Las aminas M5, M7 y M10 se pueden preparar por el mismo procedimiento por el que fueron preparadas en la
solicitud provisional de Estados Unidos 60/643.841. Mas particularmente, la M5 se puede preparar agitando una
solucion de 2'-O-acetil-11-O-metil-azitromicina en acrilonitrilo con -BuOH y NaH bajo nitrégeno a 0 °C durante 1
hora. Se evapora el acrilonitrilo y el residuo se disuelve en DCM y se extrae con agua. La capa organica se filtra, se
seca, y se disuelve en HOAc glacial con PtO,. La mezcla de reaccion se hidrogena en un aparato de Parr, se
eliminan el disolvente y el catalizador, y el compuesto se extrae, se seca, y se disuelve en MeOH. Se obtiene el
producto después de agitar la mezcla a 50 °C durante 18 horas y evaporar el MeOH.

Para obtener la M7, se hace reaccionar una solucién que contiene 9-O-(1-isopropoxiciclohexil)oxima de 11,12-
carbonato-11,12-didesoxi-2'-O-acetil-6-O-metileritromicina A en condiciones similares a las descritas para M5,
excepto que (a) el residuo se disuelve en acetato de etilo en lugar de DCM, y (b) el producto obtenido se mezcla con
CHOOH y Na»S,0s, y se disuelve en EtOH/H,0. La mezcla de reaccion se calienta hasta 80 °C y se agita. Después
de evaporacion del disolvente, dilucion, ajuste de pH, extraccidon de la capa organica, secado, y purificacion, se
obtiene el compuesto M7.

Para obtener el macrélido M10, se afiade dietilamina a una soluciéon del compuesto 2'-O-acetil-4"-O-propenil-6-O-
metil-9a-aza-9a-homoeritromicina A (preparado segun el documento WO 03/042228) en metanol seco. Se agita la
mezcla de reaccion durante la noche a 40 °C. Se mezcla el producto en acrilonitrilo y se mantiene a reflujo durante la
noche. Después de desproteccion del grupo 2'-O-acetilo se disuelve el intermedio en acido acético glacial en
presencia de PtO; y se agita en atmosfera de hidréogeno durante la noche. Por filtracion, evaporacion, y purificacion
se obtiene el producto M10.

El compuesto M9 se puede preparar segun el procedimiento descrito en la solicitud de patente internacional WO
03/042228 A1.

Ejemplo 1: Compuesto de referencia 1:

A una suspension de biotina (70 mg, 0,29 mmol) en CH2Cl, seco (5 mL) bajo argdn, se afiadieron trietilamina (0,380
mL, 2,73 mmol), 1-hidroxibenzotriazol (80 mg, 0,59 mmol), amina M1 (230 mg, 0,29 mmol) e hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida (235 mg, 1,23 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente
en corriente de argon durante 24 horas y después se evaporé hasta un volumen mas pequefio y se purificé en una
columna de gel de silice (eluyente: CHCI3:CH30OH:NH4OH=6:1:0,1) obteniéndose el compuesto de referencia 1 (166

mg).
MS (m/z): 1018,40 [MH]".
Ejemplo 2: Compuesto de referencia 2:

El compuesto de referencia 2 se prepara partiendo de la amina M1 y 2-iminobiotina segun el procedimiento descrito
en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3: Compuesto 3:

A una solucion de Sulfo-SBED (sulfosuccinimidil-2-[6-(biotinamido)-2-(p-azidobenzamido)hexanoamido]etil-1,3'-
ditiopropionato (10 mg, 0,011 mmol), obtenido de PIERCE, Rockford, IL, USA) en DMF seca (500 pL) se afiadio la
amina M1 (9 mg, 0,011 mmol) y se agité en la oscuridad a temperatura ambiente durante dos horas. Se concentré
entonces la mezcla a presion reducida. Se purificod el residuo por cromatografia en columna (eluyente:
CH.Cl,:MeOH:NH4OH = 6/1/0,1), obteniéndose el compuesto 3 (12 mg). MS (m/z): 1454,60 [MH]".

Ejemplo 4: Compuesto 4:

El compuesto 4 (12,84 mg) se prepard partiendo de la amina M5 (9,7 mg, 0,011 mmol) segun el procedimiento
descrito en el Ejemplo 3.

MS (m/z): 1468,34 [MH]".
Ejemplo 5: Compuesto de referencia 5:
El compuesto de referencia 5 se prepara partiendo del macrélido M9. Se mezcla el macrélido con 5-

(biotinamido)pentilamina en metanol y se deja reaccionar a 55 °C durante la noche. Se concentra entonces la mezcla
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a presion reducida. Se purifica el residuo por cromatografia en columna (eluyente: CH2Cl:MeOH:NH4OH = 6/1/0,1)
obteniéndose el compuesto de referencia 5.

Ejemplo 6: Compuesto 6:

El compuesto 6 se prepara partiendo de la amina M10 segun el procedimiento descrito en el Ejemplo 3.
Ejemplo 7: Compuesto 7:

El compuesto 7 se prepara partiendo de la amina M2 segun el procedimiento descrito en el Ejemplo 3.
Ejemplo 8: Compuesto 8:

El compuesto 8 se prepara partiendo de la amina M3 segun el procedimiento descrito en el Ejemplo 3.
Ejemplo 9: Compuesto 9:

El compuesto 9 (9,55 mg) se preparé partiendo de la amina M4 (9 mg, 0,011 mol) segun el procedimiento descrito
en el Ejemplo 3.

MS (m/z): 1455,32 [MH]".
Ejemplo 10: Compuesto 10:

El compuesto 10 (7,19 mg) se preparé partiendo de la amina M6 (9 mg, 0,011 mmol) segun el procedimiento
descrito en el Ejemplo 3.

MS (m/z): 1455,37 [MH]".
Ejemplo 11: Compuesto de referencia 11:
Amina M11

A una suspension de acido 12-(FMOC-amino)dodecanoico (254 mg, 0,058 mmol) en CH,Cl; seco (5 mL) bajo argon,
se afiadieron trietilamina (0,760 mL), 1-hidroxibenzotriazol (160 mg), M1 (460 mg, 0,058 mmol) e hidrocloruro de 1-
(3-dirnetilaminopropil)-3-etil-carbodiimida (470 mg). Se agité la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante
24 horas y después se evapor6 hasta un volumen mas pequefio y se purificd sobre una columna de gel de silice
(eluyente: CHCI3:CH3OH:NH,OH=6:1:0,1). Se disolvié el compuesto protegido con FMOC (137 mg) en acetato de
etilo (5 mL), se afadio piperidina (2 mL) y la mezcla de reaccion resultante se agitdé a temperatura ambiente durante
3 horas y después se concentré a presion reducida obteniéndose la amina M11 (140 mg).

Compuesto de referencia 11

El compuesto de referencia 11 (23 mg) se prepard partiendo de la amina M11 (100 mg) segun el procedimiento
descrito en el Ejemplo de referencia 1.

MS (m/z): 1215,42 [MH]".
Ejemplo 12: Compuesto de referencia 12:
Amina M12

La amina M12 (299 mg) se preparo partiendo de la amina M4 segun el procedimiento seguido para la amina M11 del
Ejemplo de referencia 11.

Compuesto de referencia 12

El compuesto de referencia 12 (36 mg) se prepard partiendo de la amina M12 (150 mg) segun el procedimiento
descrito en el Ejemplo de referencia 1.

MS (m/z): 1215,87 [MH]".
Ejemplo 13: Compuesto 13:
Amina M8
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Etapa 1: 11-cianoetoxi-claritromicina

Se disolvio 2',4"-O-di-acetil-claritromicina (1,24 g, 1,49 rnrnol) en acrilonitrilo (29,5 ml) y se agité a temperatura
ambiente. Se afadio terc-butanol (0,14 ml), se enfrid la solucién a 0 °C, después se afnadié NaH (0,06 g. 2,50 mmol)
y se agitd la reaccion durante 24 horas a temperatura ambiente. Una vez que se hubo completado la reaccion se
evaporo6 el acrilonitrilo a presion reducida. Se afiadieron agua (20 ml) y diclorometano (20 ml) y se separaron las
capas. Se extrajo la capa organica con solucion acuosa saturada de NaHCOs3, agua y salmuera. Se sec6 la capa
organica sobre Na,SO. anhidro, se filtr6 y se evapord el disolvente a presién reducida para dar la ciano-
claritromicina protegida con di-acetilo (1,85 g) que después de desproteccion en metanol con LiOH dio la 11-
cianoetoxi-claritromicina (1,04 g).

MS: m/z = 801,4 [M+H]".
Etapa 2: Amina M8

El compuesto obtenido en la etapa 1 (0,26 g, 0,32 mmol) se disolvié en acido acético glacial (15 ml) a temperatura
ambiente y se afiadio 6xido de platino (IV) (0,1 g, 0,44 mmol). La mezcla de reaccion se hidrogend a una presion de
4.5 bares durante 5 horas, se separd el catalizador por filtracion y se concentré el filtrado a vacio para dar el
producto crudo. Después se afiadieron diclorometano y agua al producto crudo. Se realizé un gradiente de
extraccion a 7,6 y 9,5, y después de evaporacion de la capa organica obtenida a pH 9,5, se obtuvo la amina M8
(0,62 g).

MS: m/z =805,7 [M+H]".
Compuesto 13

El compuesto 13 (8,16 mg) se preparé partiendo de la amina M8 (9 mg, 0,011 mmol) segun el procedimiento
descrito en el Ejemplo 3.

MS (m/z): 1467,80 [MH]".
Ejemplo 14: Compuesto 14:

El compuesto 14 (5,65 mg) se preparé partiendo de la amina M7 (9 mg, 0,011 mmol) segun el procedimiento
descrito en el Ejemplo 3.

MS (m/z): 1467,60 [MH]".
Ejemplo 15

El compuesto del Ejemplo 9 (1 mM) se disolvié en dimetilsulféxido (20 yL) (Kemika, Croatia) y se incub6 con suero
humano (obtenido de la sangre venosa de un voluntario sano) durante 60 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. Después, se irradié la mezcla con luz ultravioleta (365 nm) durante 15 minutos en una cabina de analisis
ultravioleta Spectroline CX-20 (Spectronics, USA) y se incubé después durante la noche con la matriz de
estreptavidina-sefarosa (Amersham Biosciences, Sweden) a 4 °C. Se lavo la matriz con tampén de fosfato, pH 7,5
(20 mM), que contenia NaCl (150 mM) y se centrifugd brevemente para separar la fraccion de proteina no unida. Se
repitié el procedimiento tres veces. Se eluyd de la matriz el compuesto 9 unido covalentemente a las proteinas con
hidrocloruro de guanidina, pH 1,5 (8 M). Después, se precipitaron las proteinas usando el kit de precipitacion de
proteinas ProteoExtract (Calbiochem, USA) y se separaron por electroforesis sobre gel de poliacrilamida-SDS. Se
detectd la as-glicoproteina acida por transferencia Western usando anticuerpos monoclonales (Sigma, USA) (Véase
la Figura 1).
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Esto confirma que la a4-glicoproteina acida del suero humano es una de las proteinas que se unen al compuesto 9.
Similarmente, este método se puede utilizar para identificar las proteinas que interactian con los compuestos de la
presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto segun la formula I:

T L
."/ M \‘ P
N

en la que

M representa una subunidad de macrdélido de la subestructura Il:

z - IIII.IFI.
HaC Ga G B

II

en la que

(i) Z y W son independientemente >C=0, >CH,, >CH-NRRs, >NRy\, >C=NRy, 0 un enlace, donde
Rty Rs son independientemente H o alquilo;

Rwm es OH, ORP, alcoxi o alcoxi sustituido;

Rn es H, RP, alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxi, alcoxialquilo, o -C(=X)-NRRs; y

XesOoS;

con la condicion de que Z y W no pueden ser ambos simultaneamente >C=0, >CH-NRRs, >CHz, >NRy, >C=NRy, ni
un enlace,

(ii) U e Y son independientemente H, haldgeno, alquilo. o hidroxialquilo;
(iii) R" es hidroxi, OR", -0-S?, 0 =0;

(iv) S" es H o un resto de aztcar en la posicion C/5 de la formula:
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¥
[

{?7 ‘D CH3

e

en la que
R®y R? son ambos hidrégeno o forman juntos un enlace, o R® es hidrogeno y R® es -N(CH3)RY, en la que

R’ es RP, R* 0 -C(O)R? donde R es hidrogeno, cicloalquilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo o heteroarilo, o un
alquilo sustituido con alquilo C,-Cy7, alquenilo C,-Cy, alquinilo C,-Cy, arilo o heteroarilo;

R es hidrégeno o RP;

(v) S? es un resto de azucar de la formula

en la que R* es H o metilo y R"" es hidrégeno, R”, -C(O)(CH2)gNR*R®, o O-R"" es un grupo que con R'?y con el
atomo de carbono C/4" forma un grupo >C=0 o epoxi; R'? es hidrégeno o un grupo que con O-R'" y con el atomo de
carbono C/4" forma un grupo >C=0 o epoxi,

donde g es un nuamero entero de 1 a 6;

(vi) RZes H, hidroxi, grupo ORP, alcoxi o alcoxi sustituido;

(vii) A es H o metilo;

(viii) B es metilo o epoxi;

(ix) E es H o haldgeno;

(x) R® es hidroxi, grupo ORP, alcoxi o alcoxi sustituido o R® es un grupo que se puede combinar con R® para formar
un "puente” o si W o Z es >NRy, R*es un grupo que se puede combinar con W o Z para formar un “puente”;

(xi) R* es alquilo C4-Ca;

(xii) R® es H, hidroxi, grupo ORP, alcoxi C+-Cs, alcoxi sustituido o un grupo que se puede combinar con R® para
formar un puente;

(xiii) R® es H o alquilo C1-Cg;

(xiv) R" es un grupo protector seleccionado de alquilo, alcanoilo, alcoxicarbonilo, arilmetoxicarbonilo, aroilo,
arilalquilo, alquilsililo y alquilsililalcoxialquilo;

donde la subunidad M tiene un sitio de unién a través del cual se une a la subunidad P mediante el grupo de enlace
L, la unién de L al resto macrélido es a través de cualquiera de:

a. el atomo de nitrégeno del anillo en la posicion 9a,
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b. el grupo hidroxi en la posicién 11 o en la posicién 6,
c. el grupo 2' hidroxi o el grupo 3'amino del resto de azicar desosamina,
d. el grupo 4" hidroxi del azucar cladinosa, o

e. si el resto M es aglicona o falta uno de los grupos de azicar desosamina y cladinosa, a través del grupo OH
creado en la posicion 5 o 3 del anillo del macrélido;

L es una molécula de enlace representada por la féormula IIIA o 11IB:

A X'-(CHa)m-X?

B X'-(CHz)m-Q-(CH2)m-X*

en las que

X' se selecciona de: -CHy, -CH2-NH-, -C(O)-, -OC(O)-, =N-O-, -OC(O)NH- 0 —C(O)NH-;
X? se selecciona de: -NH-, -CH,-, -NHC(O)-, -C(=0)-, -O- 0 -OC(O)-;

Q es -NH-, -CH2- 0 -S-S-;

donde cada grupo -CHz- o -NH- esta opcionalmente sustituido con alquilo C+-C7, alquenilo C»-Cy, alquinilo C,-Cy,
C(O)R*, C(O)OR*, C(O)NHR* donde R* puede ser alquilo C1-C7, arilo o heteroarilo;

los simbolos m y n son independientemente un nimero entero de 0 a 8
con la condicién de que si Q=NH, n no puede ser cero;

P representa una subunidad que contiene biotina y un grupo de foto-afinidad o iminobiotina y un grupo de foto-
afinidad;

donde

el grupo de foto-afinidad. es arilazida, fenilazida, fluorofenilazida, nitrofluorofenilazida, para-azidoanilina, para-
azidobenzoilo, arildiazirina, diazocetona o benzofenona;

0 una de sus sales o solvatos;

alquilo representa un radical hidrocarburo monovalente, saturado, lineal o ramificado, de uno a diez atomos de
carbono, insustituido o sustituido con uno hasta cinco sustituyentes seleccionados de halégeno, hidroxi, alcoxi, acilo,
acilamino, ciano, amino, N-(alquil C1-C4)amino, N,N-di(alquil C4-C4)amino, arilo, heteroarilo, tiocarbonilamino, aciloxi,
amidino, alquilamidino, tioamidino, aminoacilo, aminocarbonilamino, aminotiocarbonilamino, aminocarboniloxi, ariloxi,
ariloxiarilo, nitro, carboxilo, carboxilalquilo, carboxil-alquilo sustituido, carboxil-cicloalquilo, carboxil-cicloalquilo
sustituido, carboxilarilo, carboxil-arilo sustituido, carboxilheteroarilo, carboxil-heteroarilo sustituido,
carboxilheterociclico, carboxil-heterociclico sustituido, cicloalquilo, cicloalcoxi, heteroariloxi, heterocicliloxi, y
oxicarbonilamino, donde el término alquilo tiene el significado definido anteriormente en todos los otros grupos
sustituyentes;

alquenilo representa un radical hidrocarburo monovalente lineal o ramificado de dos a diez atomos de carbono que
tiene al menos un doble enlace carbono-carbono, insustituido o sustituido con los mismos grupos que se han
definido antes para el grupo alquilo;

alquinilo representa un radical hidrocarburo monovalente lineal o ramificado, que tiene una cadena lineal o una
cadena ramificada de dos a diez atomos de carbono y que contiene de uno a tres triples enlaces carbono-carbono,
insustituido o sustituido con los mismos grupos que se han definido antes para el grupo alquilo;

cicloalquilo representa un grupo ciclico que tiene tres a ocho atomos de carbono que tiene un Unico anillo
opcionalmente condensado con un grupo arilo o heteroarilo, u opcionalmente condensado con un anillo saturado, el
cicloalquilo esta insustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de halégeno, hidroxi, alquilo C+-
C7, alcoxi C4-C7, ariloxi C4-Cy, alquil C4-Cr-tio, ariltio, alquilsulfonilo, ciano, amino primario, amino no primario,
haloalquilo y alquilamino;

arilo representa un grupo carbociclico aromatico insaturado que tiene 6-14 atomos de carbono que tiene un Unico
anillo o multiples anillos condensados, opcionalmente condensado ademas con un grupo alifatico o arilo, el arilo esta
insustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados de halégeno, hidroxi, alquilo C1-Cy, alcoxi C4-Cy,
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ariloxi C4-Cy7, alquil C4-Cs-tio, ariltio, alquilsulfonilo, ciano, amino primario, amino no primario, haloalquilo y
alquilamino;

heteroarilo representa un anillo hidrocarburo aromatico monociclico o biciclico que tiene de 2 a 10 atomos de
carbono y de 1 a 4 heteroatomos seleccionados de O, S o N, opcionalmente condensado con otro heteroarilo, arilo o
grupo ciclico alifatico, el heteroarilo esta insustituido o sustituido con los mismos sustituyentes definidos antes para
el grupo arilo; y

heterociclico representa un grupo saturado o insaturado que tiene un unico anillo o multiples anillos y de 1 a 10
atomos de carbono y de 1 a 4 heteroatomos seleccionados de N, S y O, en el que en un sistema de anillos
condensados el otro anillo o anillos pueden ser arilo o heteroarilo, el grupo heterociclico esta insustituido o sustituido
como se ha especificado antes para el grupo arilo.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que el grupo de foto-afinidad es arilazida.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que P se representa por la subestructura V:

o]

Y—NH

HM

o

=
(5]
o
ZT
[

en la que
R® es el enlace covalente con X* de la cadena L.
4. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene las siguientes caracteristicas de (i) a (x):

(i)Zy W son indeBendientemente >C=0; >CHg; >CH-NRRs donde R; y Rs son independientemente H o metilo; >NRy
donde Ry es H, R" o alquilo; >C=NRy; o un enlace;

(ii) U e Y son independientemente H, metilo o hidroximetilo;

(iii) R® es hidrégeno y R® es -N(CH3)RY, donde R es R”, R* 0 —C(O)R?, donde R” es hidrégeno o ciclohexilo, alquilo
C+-C7, alquenilo C,-C7, alquinilo C»-C7, arilo o heteroarilo o alquilo sustituido con alquilo C,-C7, alquenilo C,-Cy,
alquinilo C5-Cy, arilo o heteroarilo;

(iv) R? es alcoxi C4-Cg;

(v) E es H o fluor;

(vi) R3es hidroxi, grupo ORP, alcoxi C1-Cy;

(vii) R* es un metilo;

(viii) R® es metilo o etilo;
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(ix) al menos un RP esta presente vy RP representa un grupo protector seleccionado de metilo, acetilo,
metoxicarbonilo o terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo, benzoilo, bencilo, trimetilsililo, o trimetilsililetoximetilo;

(x) R" es hidroxilo y S' es un resto aztcar de la formula:

HsC . . LR

en la que R’ es como se ha definido previamente.
5. Un compuesto segun la reivindicacion 1, que tiene las siguientes caracteristicas de (i) a (x):

(i)Zy W son indegendientemente >C=0; >CHy; >CH-NR{Rs donde R; y Rs son independientemente H o metilo; >NRy
donde Ry es H, R" o alquilo; >C=NRy; o un enlace;

(ii) U e Y son independientemente H, metilo o hidroximetilo;

(iii) R® es hidrégeno y R® es -N(CH3)RY, donde R es R”, R* 0 —C(O)R?, donde R” es hidrégeno o ciclohexilo, alquilo
C+-C7, alquenilo C,-C7, alquinilo C»-C7, arilo o heteroarilo o alquilo sustituido con alquilo C,-C7, alquenilo C,-Cy,
alquinilo C,-Cy, arilo o heteroarilo;

(iv) R? es alcoxi C4-Cg;

(v) E es H o fluor;

(vi) R3es hidroxi, grupo ORP, alcoxi C1-Cy;

(vii) R* es un metilo;

(viii) R® es metilo o etilo;

(ix) al menos un RP esta presente vy RP representa un grupo protector seleccionado de metilo, acetilo,
metoxicarbonilo o terc-butoxicarbonilo, benciloxicarbonilo, benzoilo, bencilo, trimetilsililo, o trimetilsililetoximetilo;

(x) S" es hidrégeno y R' es hidroxilo.

6. Un método para identificar una sustancia seleccionada del grupo de proteinas, péptidos o polipéptidos que tienen
afinidad de unién para los macrélidos, que comprende:

poner en contacto una muestra que potencialmente contiene dicha sustancia con un compuesto segun la
reivindicacion 1, en condiciones que permitan que dicho compuesto se una a dicha sustancia;

activar el grupo de foto-afinidad; y

determinar si dicho compuesto se une con dicha sustancia mediante la evaluacién de la fuerza de la sefial por
comparacién con el umbral o con un estandar pre-establecido.
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