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DESCRIPCION
Epoxicetonas peptidicas para la inhibicién del proteosoma.

Antecedentes de lainvencion

[0001] En los eucariotas, la degradacion de las proteinas esta predominantemente mediada a través de la ruta
de la ubiquitina en la que las proteinas destinadas a la destruccion estan unidas a la ubiquitina polipeptidica de 76
aminoacidos. Una vez dirigidas, las proteinas ubiquitinadas sirven a su vez como sustrato para el proteosoma 26S,
una proteasa multicatalitica, que escinde las proteinas en péptidos cortos mediante la accién de sus tres actividades
proteoliticas principales. A pesar de que existe una funcién general para la renovacién de la proteina intracelular, la
degradacion mediada por el proteosoma juega también un papel clave en muchos procesos tales como la
presentacion del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) de tipo |, apoptosis y viabilidad celular,
procesamiento del antigeno, activacion de NF-kB y transduccién de las sefales proinflamatorias.

[0002] El proteosoma 20S es un complejo de proteasas multicatalitico con forma cilindrica de 700 kDa
comprendido por 28 subunidades, clasificadas como de tipo a y tipo B, que estan dispuestos en 4 anillos
heptaméricos apilados. En levaduras y otros eucariotas, 7 diferentes subunidades a forman los anillos externos y 7
diferentes subunidades B comprenden los anillos internos. Las subunidades a sirven como sitios de unién para los
complejos reguladores 19S (PA700) y 11S (PA28), asi como de barrera fisica para la camara proteolitica interna
formada por los dos anillos de la subunidad B. De esta manera, in vivo, se cree que el proteosoma existe como una
particula 26S (“el proteosoma 26S”). Los experimentos in vivo han mostrado que la inhibicién de la forma 20S del
proteosoma puede correlacionarse facilmente con la inhibicién del proteosoma 26S.

[0003] La escisién de las prosecuencias del extremo amino de las subunidades 8 durante la formacién de la
particula expone los restos de treonina del extremo amino, que sirven como nucledfilos cataliticos. Las subunidades
responsables de la actividad catalitica en el proteosoma poseen de esta manera un resto nucleofilico del extremo
amino, y estas subunidades pertenecen a la familia de hidrolasas de nucledfilos del extremo N (Ntn) (en la que el
resto nucleofilico del extremo N es, por ejemplo, Cys, Ser, Thr, y otros restos nucleofilicos). Esta familia incluye, por
ejemplo, penicilina G acilasa (PGA), penicilina V acilasa (PVA), glutamina PRPP amidotransferasa (GAT), y
glicosilasparaginasa bacteriana. Ademas de las subunidades 3 expresadas de forma ubicua, los vertebrados
superiores poseen tres subunidades B inducibles por el interferén y (LMP7, LMP2 y MECLI), que sustituyen sus
contrapartes normales, 35, B1 y B2, respectivamente. Cuando estan presentes las tres subunidades inducibles por
IFN-y, el proteosoma se denomina un “inmunoproteosoma”. De esta manera, las células eucariotas pueden poseer
dos formas de proteosomas en relaciones variables.

[0004] A través del uso de diferentes sustratos peptidicos, se han definido tres diferentes actividades
proteoliticas principales de los proteosomas 20S eucariotas: la actividad de tipo quimotripsina (CT-L), que produce la
escision a continuacion de restos hidréfobos de tamafio grande; la actividad de tipo tripsina (T-L), que produce la
escision después de restos basicos; y la actividad hidrolizante del péptido de peptidilglutamilo (PGPH), que produce
la escisién después de restos acidos. Se han adscrito también al proteosoma dos actividades adicionales menos
caracterizadas. La actividad BrAAP, que produce la escision después de aminoacidos de cadenas ramificadas, y la
actividad SNAAP, que produce la escision después de aminoacidos pequefios neutros. Aunque ambas formas del
proteosoma poseen las cinco actividades enzimaticas, se han descrito diferencias en la extension de las actividades
entre las formas basandose en los sustratos especificos. Para ambas formas del proteosoma. Las principales
actividades cataliticas del proteosoma parecen recibir la contribucion de diferentes sitios cataliticos dentro del nucleo
de 208S.

[0005] El documento WO 94/15956 A1 se refiere a un tipo de complejos basados en péptidos que se dan a
conocer como inhibidores de la enzima que convierte la endotelina (ECE) y por tanto, son utiles en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares tales como el ictus.

[0006] El documento WO 2006/099261 A2 describe compuestos y procedimientos para inhibir un
inmunoproteosoma, que son utiles en el tratamiento del cancer, infamacion y enfermedad autoinmune asi como en
la supresion de la generacion endégena de péptidos antigénicos.

[0007] El documento WO 2007/056464 A1 se refiere a compuestos basados en péptidos que incluyen anillos
de tres miembros que contienen heteroatomos dados a conocer como inhibidores de las actividades de las
hidrolasas de nucledfilos del extremo N (Ntn) asociadas con el proteosoma. Los compuestos basados en péptidos
incluyen un epodxido o aziridina y una funcionalizacién en el extremo N. El documento WO 2005/111008 A2 y el
documento WO 2005/105827 A2 describe la inhibicidn diferencial de Ntn que tiene multiples actividades, similares a
la actividad de tipo quimotripsina del proteosoma 20S, mediante compuestos basados en péptidos.

[0008] Elofsson y col. (Chemistry and Biology, Current Biology, 6: 811-822 (1999) dan a conocer o’,p'-
epoxicetonas peptidicas acetiladas en el extremo amino como agentes inhibidores del proteosoma, antiproliferativos
y antiinflamatorios.
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[0009] Existen algunos ejemplos de moléculas pequefias que se han utilizado para inhibir la actividad del
proteosoma; sin embargo, estos compuestos carecen generalmente de especificidad para delinearse entre las dos
formas del proteosoma. De esta manera, no ha sido posible la capacidad de explorar y explicar los papeles de cada
forma especifica del proteosoma al nivel celular y molecular. Por tanto, Por tanto, resulta necesaria la creacion de
pequefias moléculas inhibidoras que inhiben preferiblemente una unica forma del proteosoma para permitir la
exploracion de los papeles de cada forma del proteosoma al nivel celular y molecular.

Resumen de lainvencidn

[0010] Un aspecto de la invencion se refiere a inhibidores que inhiben preferentemente la actividad
inmunoproteosdmica durante la actividad constitutiva del proteosoma. En determinadas realizaciones, la invencion
se refiere a los compuestos de la invencién para uso en el tratamiento de las enfermedades inmunes relacionadas,
que comprenden administrar un compuesto de la invencion. En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a
los compuestos de la invencion para uso en el tratamiento del cancer, que comprenden administrar un compuesto de
la invencion.

[0011] Un aspecto de la invencion se refiere a los compuestos que tienen una estructura de formula (I) o a una de
sus sales farmacéuticamente aceptables,

s

M

en la que

cada A se selecciona de forma independiente entre C=0, C=S, y SOy, preferiblemente C=0, o

A es opcionalmente un enlace covalente cuando es adyacente a una ocurrencia de Z;

B esta ausente o es N(Rg)Rm, preferiblemente ausente;

L esta ausente o se selecciona entre C=0, C=S, y SOy, preferiblemente SO, o C=0;

M esta ausente o es alquilo C4-12, preferiblemente alquilo Ci-g;

Q esta ausente o se selecciona entre O, NH y N-alquilo C1-¢;

X se selecciona entre O, S, NH, u N-alquilo C1.6, preferiblemente O;

cada Z se selecciona de forma independiente entre O, S, NH, y N-alquilo C1., preferiblemente O; o
Z es opcionalmente un enlace covalente cuando es adyacente a una ocurrencia de A;

R' se selecciona entre H, alquilo C4.6-B, hidroxialquilo C4., alcoxialquilo C1.s, arilo, y aralquilo C1.:
R? y R® se seleccionan cada uno de forma independiente entre arilo, aralquilo C1.6, heteroarilo, y heteroalquilo C1.;
R* es N(R®)L-Q-R%;

R® se selecciona entre hidrégeno, OH, aralquilo C1s, y alquilo C1.6, preferiblemente hidrégeno;

R® se selecciona entre carbociclilo, heterociclilo, un grupo protector del extremo N, heterocicilMZAZ-alquilo C1.s-,
heterociclilM-, carbociclilM-, preferiblemente, un grupo protegido terminalmente con N; o

R’ y R® se seleccionan de forma independiente entre hidrogeno, alquilo Ci., y aralquilo Cig, preferiblemente
hidrégeno;

R® se selecciona entre hidrégeno, OH, y alquilo C1., preferiblemente alquilo Ci6; ¥y

R es un grupo protector del extremo N;
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R'® se selecciona entre hidrégeno, alquilo C1.6, hidroxialquilo C+., alcoxi C1.6;

con la condicion de que en cualquier ocurrencia de la secuencia ZAZ, al menos un miembro de la secuencia debe
ser diferente de un enlace covalente.

Breve descripcién de las Figuras

[0012]

La Figura 1 muestra el nivel de expresién inmunoproteosémica de determinadas lineas celulares y muestras del
paciente, incluyendo el mieloma multiple, leucemias, linfomas, y tumores solidos.

La Figura 2A muestra el efecto del Compuesto 14 sobre la progresion de la enfermedad en modelos de ratén de
artritis reumatoide (RA) donde la dosificacion comenzé6 cuando los animales mostraron en primer lugar los signos de
la enfermedad (indicados por flechas) y los datos muestran una puntuacién promedio de la enfermedad (+ SEM; N =
7/grupo) y es representativa de tres experimentos independientes.

La Figura 2B muestra el efecto del compuesto 14 sobre la progresion de la enfermedad en modelos de ratén de RA
donde se indujo RA en el dia 0 en un ratén hembra DBA/1 mediante la inmunizaciéon con colageno de tipo Il de
bovino en CFA donde la dosificacion comenzé cuando los animales mostraron en primer lugar signos de la
enfermedad (indicados por flechas) y los datos muestran una puntuacion promedio de la enfermedad (+ SEM; N =
10/grupo).

Descripcion detallada de la invencién

[0013] Lainvencion implica compuestos utiles como inhibidores de enzimas. Estos compuestos son generalmente
utiles para inhibir enzimas que tengan un grupo nucleofilico en el extremo N. Por ejemplo, se pueden inhibir de
forma satisfactoria actividades de las enzimas o subunidades de enzimas que tienen aminoacidos en el extremo N
con nucledfilos en sus cadenas secundarias, tales como treonina, serina, o cisteina mediante los inhibidores de
enzimas descritos en el presente documento.

[0014] Sin pretender quedar vinculado por teoria alguna acerca del funcionamiento, se piensa que dichos
nucledfilos N-terminales de Ntn forman aductos covalentes con el epdxido, la aziridina, el aldehido, o el grupo
funcional de borato de los inhibidores de enzimas descritos en el presente documento. Por ejemplo, en la subunidad
B5/Pre2 del proteosoma 20S, se cree que la treonina del extremo N forma de manera irreversible un aducto de
morfolino o piperazino tras la reaccidon con un epoéxido o una aziridina de péptido tal como los descritos a
continuacién. Dicha formacién del aducto implicaria la escisién de la apertura del anillo del epéxido o la aziridina.

[0015] Con respecto a la estereoquimica, se siguen las reglas Cahn-Ingold-Prelog para determinar la
estereoquimica absoluta. Se describen estas reglas, por ejemplo, en Organic Chemistry, Fox y Whitesell; Jones y
Bartlett Publishers, Boston, MA (1994); Seccién 5-6, pp 177-178, cuya seccidn se incorpora por tanto por referencia.

[0016] Un aspecto de la invencion se refiere a los compuestos que tienen una estructura de férmula (l) o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables, tal como se ha definido anteriormente.

[0017] En determlnadas realizaciones, R' se selecciona entre —alquilo C1.6-B y aralquilo C16. En determinadas de
dichas realizaciones, R' esta sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre hidroxi, halégeno, amida,
amina, acido carboxilico (o una de sus sales), éster (que incluye alqun C+6 éster, alquil C1.5 éster, y aril éster), tiol, o
tioéter. En determinadas de dichas realizaciones preferidas, R' esta sustltwdo con uno o mas sustituyentes
seleccionados entre acido carboxilico y éster. En determinadas reahzamones R' se selecciona entre metilo, etilo,
isopropilo, carboximetilo, y bencilo. En determinadas realizaciones R' es —alquilo C46-B y aralquilo Cis. En
determinadas de dichas realizaciones preferidas, B esta ausente.

[0018] En determinada reallzaC|on R? se selecciona entre aralquilo C16 y heteroalquilo C16. En determinadas de
las mencionadas realizaciones, R’ se selecciona entre alquil C4-fenilo, alquil C16-indolilo, alquil C4¢-tienilo, y alquil
Cie-isotiazolilo, donde el resto alquilo puede contener seis, cinco, cuatro, tres, dos, o un atomo de carbono,
preferiblemente uno o dos. En determinadas de las mencionadas realizaciones, R? esta sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados entre hidroxi, halégeno, amida, amina, acido carboxilico (o una de sus sales), éster (que
incluye alquil C15 éster, alquil Cq.5 éster, y aril éster), tiol, o tioéter. En determinadas de las mencionadas
realizaciones, R? esta sustituido con un sustituyente selecmonado entre alquilo, trihaloalquilo, alcoxi, hidroxi, o ciano.
En determinadas de las mencionadas reallza0|ones R? se selecciona entre alquil C4 fenilo y alquil C4¢-indolilo. En
determinadas de las mencionadas realizaciones, R? se selecciona entre
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R = H o cualquier grupo protector adecuado

donde D se selecciona entre H, OMe, OBU', OH, CN, CF; y CHs. En determinadas realizaciones, D se selecciona
entre H, Ome, OH, CN, CF3y CHs.

[0019] En determinadas de dichas realizaciones preferidas, donde D se une a un anillo de seis miembros, D se
une a la posicidn 4 con respecto al punto de union, preferiblemente excluyendo realizaciones donde la posicion 4 del
anillo esta ocupada por el nitrégeno del anillo de la piridina.

[0020] En determinadas realizaciones, R® se selecciona entre aralquilo C1.6 y heteroalquilo C+.6, donde el resto de
alquilo puede contener seis, cinco, cuatro tres, dos, o un atomo de carbono, preferiblemente uno o dos. En
determinadas de dichas realizaciones, R® esta sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre hidroxi,
halégeno, amida, amina, acido carboxilico (o una de sus sales) éster (incluyendo alquil Cq.e-fenilo y alquil Cq.6-
indolilo. En determinadas de dichas realizaciones preferidas, R® se selecciona entre

R = H, cualquier grupo protector adecuado

donde D se selecciona entre H, Ome, OBut, OH, CN, CF3 o CH. En determinadas realizaciones, D se selecciona
entre H, Ome, OH, CN, CF3 o0 CHs.

[0021] En determinadas realizaciones, R’ es hidrégeno, Q esta ausente, L es C=0 0 SO,, y R°® es heterociclilo. En
determinadas de dichas realizaciones preferidas, heterociclilo se selecciona entre cromonilo, cromanilo, morfolino, y
piperidinilo.

[0022] En determinadas realizaciones, L es C=0 vy R® se selecciona entre heterocicliiMZAZ-alquilo Ci.s,
heterocicilM-, carbociclilM-, donde cada ocurrencia de Z y A es diferente de forma independiente de un enlace
covalente.

[0023] En determinadas realizaciones, L es C=0, Q esta ausenteu O, y R°® es carbociclilM-, donde M es alquilo Co.
1. En determinadas de las mencionadas realizaciones, R® es ciclopropilo o ciclohexilo.

[0024] En determlnadas realizaciones, L y A son C=0, Q esta ausente, Z es O, M es alquilo Cy.g, preferiblemente
metileno, y R® es heterocicliiMZAZ- -alquilo C1.s, en la que cada ocurrencia de A es diferente de forma independiente
de un enlace covalente. En determinadas de las mencionadas realizaciones, R® es heteromcIlIMZAZ -alquilo Ci.s
donde heterociclilo es oxodioxolenilo sustituido o no sustituido o N (R16)(R17) donde R'® y R", juntos, son alquilo C4.
g-alquilo C1-¢, preferiblemente alquilo C4.3-Y-alquilo C4.3, formando por tanto un anillo.

[0025] En determinadas realizaciones preferidas, L es C=0, Q esta ausente M es alquilo C1s, y R® es heterociclil-
M-. En determinadas de las mencionadas realizaciones diferentes, R® es heterociclilM-, donde heterociclilo se
selecciona entre morfolino, piperidino, piperazino, y pirrolidino.

[0026] En determinadas realizaciones, R’ y R® se seleccionan de forma independiente entre hidrogeno y alquilo
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C16. En determinadas de las mencionadas realizaciones preferidas, R’ y R® se seleccionan de forma mdependlente
entre hidrégeno y metilo. En la mayor parte de las mencionadas realizaciones preferidas, R’ y R® son ambos
hidrégeno.

[0027] En determinadas realizaciones, S es O, R? y R® son cada uno de forma independiente aralquilo C16, y R’ se
selecciona entre alquilo C1.s, hidroxialquilo C1.s, alcoxialquilo C+., arilo, y aralquilo C1., cualquiera de los cuales esta
opcionalmente sustituido con uno o mas de amida, amina, acido carboxilico (o una de sus sales), éster (que incluye
alquil C1., alquil C4.5 éster, y aril éster) tiol, o sustituyentes de tioéter.

[0028] Los grupos protectores del extremo N adecuados conocidos en la técnica de las sintasas peptidicas,
incluyen t-butoxi carbonilo (Boc), benzoilo (Bz), fluoren-9-iimetoxicarbonilo (Fmoc), trifenilmetilo (tritilo) y
tricloroetoxicarbonilo (Troc) y similares. El uso de diversos grupos protectores de N, por ejemplo, el grupo benciloxi
carbonilo, o el grupo t-butoxicarbonilo (Boc), diversos reactivos de acoplamiento, por ejemplo,
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1,3-diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC),
N-hidroxiazabenzotriazol (HATU), carbonildiimidazol, o monohidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBT), y diversas
condiciones de escision: por ejemplo, el acido trifluoroacético (TFA), HCI en dioxano, la hidrogenacion sobre Pd-C en
disolventes organicos (tal como metanol o acetato de etilo), tris (trifluoroacetato) de boro, y bromuro de cianégeno, y
la reaccion en disoluciéon con aislamiento y purificacion de los intermedios son bien conocidas en la técnica de la
sintesis peptidica, y son igualmente aplicables a la preparacién de los compuestos sujeto. Se pueden encontrar
también grupos protectores del extremo N adecuados, por ejemplo, en Greene, T.W.; Wuts, P.G.M. "Protective
Groups in Organic Synthesis", 32 ed.; Wiley: Nueva York, 1999 o Kocienski, P. J., "Protecting Groups", Georg
Thieme Verlag, 1994.

[0029] En determinadas realizaciones, la configuracién estereoquimica de los carbonos que soportan R R% o R®
son de forma independiente D o L. En determlnadas reahzamones preferidas, la configuracion estereoquimica de al
menos uno de los carbonos que soportan R', R?, y R® es, respectivamente, D. En determlnadas de las mencionadas
realizaciones preferidas, la configuracion esterequ|mlca del carbono que soporta R’ es D. En determinadas de las
mencionadas realizaciones, la configuracion estereoquimica del carbono que soporta R? es D. en determinadas de
las mencionadas realizaciones, la configuracion estereoquimica del carbono que soporta R® es D. en determlnadas
realizaciones, la configuracién estereoquimica de al menos dos de los carbonos que soportan R", R? y R® es,
respectivamente, D:

[0030] Un aspecto de la invencion se refiere a inhibidores que inhiben preferentemente la actividad
inmunoproteosémica durante la actividad proteosdmica constitutiva. En determinadas realizaciones, la relacion de la
CEso de un compuesto de una cualquiera de las formulas | a IV en un ensayo de la actividad proteosémica
constitutiva en comparacién con la CEsp del mismo compuesto en un ensayo de la actividad inmunoproteosdmica es
mayor de 1. En determinadas de las mencionadas realizaciones, la CEsy es mayor de 2, 3, 4 o incluso 5. En el
presente documento se describen los ensayos adecuados para la determinacion de la actividad proteosémica
constitutiva y la actividad inmunoproteosémica (véase el Ejemplo 18).

[0031] EIl término “alquilo Cxy" se refiere a grupos de hidrocarburos saturados sustituidos o no sustituidos, que
incluyen grupos alquilo de cadena lineal y grupos alquilo de cadena ramificada que contienen de x a y carbonos en
la cadena, que incluyen grupos haloalquilo tales como trifluorometilo y 2,2,2-trifluoroetilo, etc. Alquilo Cp indica un
hidrégeno donde el grupo esta en una posicion terminal, un enlace si es interno. Los términos “alquenilo Co.,” y
“alquinilo Co.,” se refieren a grupos alifaticos insaturados, sustituidos o no sustituidos andlogos en longitud y
sustitucion posibles a los alquilos descritos anteriormente, pero que contienen al menos un doble o triple enlace
respectivamente.

[0032] EI término “alcoxi” se refiere a un grupo alquilo que tiene un oxigeno unido al anterior. Los grupos alcoxi
representativos incluyen metoxi, etoxi, propoxi, terc-butoxi y similares. Un éter son dos hidrocarburos unidos de
manera covalente mediante un oxigeno. De acuerdo con esto, el sustituyente de un alquilo que vuelve este alquilo
un éter es 0 se asemeja a un alcoxi.

[0033] El término “alcoxialquilo C+6” se refiere a un grupo alquilo C1.¢ sustituido con un grupo alcoxi, formando por
tanto un éter.

[0034] EI término “aralquilo C1.6”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo C1.6
sustituido con un grupo arilo.

[0035] Los términos “amina” y “amino” son reconocidos por la técnica y se refiere a aminas sustituidas y no
sustituidas y a sus sales, por ejemplo, un resto que se puede representar mediante las formulas generales
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RS R®

] 14
—N 0 —N- R10

R0 R

en las que RY, R1° ¥ R' representan cada uno de forma independiente un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo, -
(CH2)m R% o R® y R tomados Juntos con el atomo N al cual se unen completan un heterociclo que tiene de 4 a 8
atomos en la estructura del anillo; R® representa un arilo, un cicloalquilo, un cicloalquenilo, un heteromchlo o un
policiclilo, y m es cero o un entero de 1 a 8. En las realizaciones preferidas, solo uno de R® o R puede ser un
carbonllo por ejemplo, R?, R , ¥ el nitrégeno juntos no forman una imida. En realizaciones incluso mas preferidas,
R® y R (y ogmonalmente R ) representan cada uno de forma independiente un hidrégeno, un alquilo, un alquenilo,

0 —(CH2)m-R". En determinadas realizaciones, un grupo amino es basico, lo que significa que tiene una pK, > 7,00.
Las formas protonadas de estos grupos funcionales tienen una pKas por encima de 7,00.

[0036] Los términos “amida” y “amido” son reconocidos en la técnica como un carbonilo aminosustituido e incluyen
un resto que se puede representar mediante la férmula general:

@
)LN'Rw
R®

en la que R®, R" son tal como se ha definido anteriormente. Las realizaciones preferidas de la amida no incluiran
imidas que pueden ser inestables.

[0037] EI término “arilo” tal como se usa en el presente documento incluye grupos de anillos aromaticos
individuales de 5, 6, y 7 miembros, sustituidos o no sustituidos en los que cada atomo del anillo es carbono. El
término “arilo” incluye también sistemas de anillos policiclicos que tienen dos o mas anillos ciclicos en los que son
comunes dos o mas carbonos en los dos anillos adyacentes, donde al menos uno de los anillos es aromatico, por
ejemplo, los otros anillos ciclicos pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilo, arilos, heteroarilos, y/o
heterociclilos. Los grupos arilo incluyen benceno, naftaleno, fenantreno, fenol, anilina, y similares.

[0038] Los términos “carbociclo” y “carbociclilo”, tal como se usa en el presente documento, se refieren a un anillo
no aromatico, sustituido o no sustituido en el que cada atomo del anillo es carbono.

[0039] EI término “carbonilo” es reconocido por la técnica e incluye dichos restos que se pueden representar
mediante la férmula general:

(@)

o
)prR11 2 "“\XJLR11l

en la que X es un enlace o representa un oxigeno o un azufre, y R" representa un hidrogeno, un alquilo, un
alquenilo, CHz) R%o una sal farmacéuticamente aceptable, R" representa un hidrégeno, un alquno un alquenllo o)

—(CH2)m- R®, donde m y R® son tal como se ha definido anteriormente. Donde X es un oxigeno y R" o R no es
hidrégeno, Ia férmula representa un “éster”. Donde X es un oxigeno, y R" es un hidrégeno, la férmula representa un
“acido carboxilico”

[0040] Tal como se usa en el presente documento, “enzima” puede ser cualquier molécula proteindcea parcial o
completa que lleva a cabo una reaccién quimica de una manera catalitica. Dichas enzimas pueden ser enzimas
naturales, enzimas de fusién, proenzimas, apoenzimas, enzimas desnaturalizadas, enzimas farnesiladas, enzimas
ubiquitinadas, enzimas grasas aciladas, enzimas gerangeraniladas, enzimas unidas a GPI, enzimas unidas a lipidos,
enzimas preniladas, enzimas mutantes que se producen naturalmente o generadas de forma artificial, enzimas con
cadenas secundarias o modificaciones estructurales, enzimas que tienen secuencias lider, y enzimas complejadas
sin material proteinaceo, tales como proteoglicanos, proteoliposomas. Enzimas que se pueden preparar por
cualquier medio, incluyendo la expresion natural, expresidon promovida, clonacién, diversas sintesis peptidicas
basadas en disolucion y basadas en sdlidos, y procedimientos similares conocidos por las personas expertas en la
técnica.

[0041] EI término “heteroalquilo C1.6”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo C16
sustituido con un grupo heteroarilo.

[0042] Los términos “heteroarilo” incluyen estructuras de anillos aromaticos de 5 a 7 miembros sustituidos o no
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sustituidos, de forma mas preferible, anillos de 5 a 6 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen de uno a cuatro
heteroatomos. El término “heteroarilo” incluye también sistemas de anillos policiclicos que tienen dos o mas anillos
ciclicos en los que dos o mas carbonos son comunes a dos anillos adyacentes donde al menos uno de los anillos es
heteroaromatico, por ejemplo, los otros anillos ciclicos pueden ser cicloalquilos, cicloalquenilos, cicloalquinilos, arilos,
heteroarilos, y/o heterociclilos. Los grupos heteroarilo incluyen, por ejemplo, pirrol, furano, tiofeno, imidazol, isoxazol,
oxazol, oxadiazol, tiazol, tiadiazol, triazol, pirazol, piridina, pirazina, piridazina y pirimidina, y similares.

[0043] EI término “heteroatomo”, tal como se usa en el presente documento significa un atomo de cualquier
elemento diferente que el carbono o el hidrogeno. Los heteroatomos preferidos son nitrégeno, oxigeno, fésforo, y
azufre.

[0044] Los términos “heterociclilo” o “grupo heterociclico” se refieren a estructuras de anillos no aromaticos de 3 a
10 miembros, sustituidos o no sustituidos, de forma mas preferible, anillos de 3 a 7 miembros, cuyas estructuras de
anillo incluyen uno a cuatro heterodtomos. Los grupos heterociclilo incluyen, por ejemplo, tetrahidropirano,
piperidina, piperazina, pirrolidina, morfolina, lactonas, lactamas, y similares.

[0045] El término “hidroxialquilo C46” se refiere a un grupo alquilo C1.6 sustituido con un grupo hidroxi.

[0046] Tal como se usa en el presente documento, se entiende que el término “inhibidor” describe un compuesto
que bloquea o reduce una actividad de una enzima (por ejemplo, la inhibicion de la escision proteolitica de los
sustratos peptidicos fluorégenos normalizados tales como suc-LLVY-AMC, Box-LLR-AMC y Z-LLE-AMC, Ila
inhibicion de diversas actividades catabolicas del proteosoma 20S). Un inhibidor puede actuar con inhibicion
competitiva, acompetitiva, o no competitiva. Un inhibidor puede unirse de forma reversible o irreversible, y por tanto
el término incluye los compuestos que son sustratos suicidas de una enzima. Un inhibidor puede modificar uno o
mas sitios en o préximos al sitio activo de la enzima, o puede producir un cambio conformacional en alguna parte de
la enzima.

[0047] Tal como se usa en el presente documento, el término “péptido” incluye no solo la union de la amida
normalizada con los a-sustituyentes normalizados, sino también los peptidomiméticos comunmente utilizados, otros
enlaces modificados, cadenas secundarias que no se producen naturalmente, y modificaciones de cadenas
secundarias, tal como se detalla a continuacion.

[0048] Los términos “policiclilo” o “policiclico” se refieren a dos o mas anillos (por ejemplo, cicloalquilo,
cicloalquenilos, cicloalquinilos, arilos, heteroarilos, y/o heterociclilos) en los que dos o mas atomos de carbono son
comunes a los dos anillos adyacentes, por ejemplo, los anillos son “anillos fusionados”. Cada uno de los anillos del
policiclo puede estar sustituido o no sustituido.

[0049] EI término “evitar” estd reconocido por la técnica, y cuando se usa en relacion con una dolencia, tal como
una recurrencia local (por ejemplo, dolor), una enfermedad tal como cancer, un sindrome complejo tal como una
insuficiencia cardiaca o cualquier otra dolencia médica, es bien comprendido en la técnica, e incluye la
administracion de una composicion que reduce la frecuencia de, o retrasa el comienzo de, los sintomas de una
dolencia médica en un sujeto, comparado con el sujeto que no recibe la composicion. De esta manera, la prevencion
del cancer incluye, por ejemplo, reducir el nimero de crecimientos cancerosos detectables en una poblacion de
pacientes que reciben un tratamiento profilactico relativo a la poblacién del control sin tratar, y/o retrasar la aparicion
de crecimientos cancerosos detectables en una poblacion tratada frente a una poblacién del control sin tratar, por
ejemplo, en una cantidad estadistica y/o clinicamente significativa. La prevencion de una infeccion incluye, por
ejemplo, reducir el numero de diagnosticos de la infeccion en una poblacién tratada frente a una poblacion del
control sin tratar, y/o retrasar el comienzo de los sintomas de la infeccion en una poblacion tratada frente a una
poblacion sin tratar. La prevencion del dolor incluye, por ejemplo, reducir la magnitud de, o retrasar de forma
alternativa, las sensaciones de dolor experimentadas por los sujetos en una poblacion tratada frente a una poblacion
del control sin tratar.

[0050] EI término “profarmaco” abarca compuestos que, en condiciones fisiolédgicas, se convierten en agentes
terapéuticamente activos. Un procedimiento comun para preparar un profarmaco es incluir restos seleccionados que
se hidrolizan en condiciones fisioldgicas para desvelar la molécula deseada. En otras realizaciones, el profarmaco se
convierte en una actividad enzimatica del animal hospedador.

[0051] EI término tratamiento “profilactico o terapéutico” esta reconocido por la técnica e incluye la administracion
al hospedador de una o mas de las composiciones sujeto. Si se administra antes de la manifestacion clinica, de la
dolencia no deseada (por ejemplo, la enfermedad u otro estado no deseado del animal hospedador) , entonces, el
tratamiento es profilactico, (es decir, protege al hospedador frente al desarrollo de la dolencia no deseada), mientras
que si se administra después de la manifestacion de la dolencia no deseada, el tratamiento es terapéutico, (es decir,
se pretende que disminuya, mejore, o estabilice la dolencia no deseada existente o sus efectos secundarios):

[0052] EI término “sustituido” se refiere a restos que tienen sustituyentes que reemplazan un hidrégeno en uno o
mas carbonos de la estructura. Se entendera que “sustitucion” o “sustituido con” incluye la condicién implicita de que
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dicha sustitucion esté de acuerdo con la valencia permitida del atomo y el sustituyente sustituido, y que la sustitucion
de como resultado un compuesto estable, por ejemplo, que no experimente de forma espontanea una
transformacion tal como una redisposicion, ciclacion, eliminacion, etc. Tal como se usa en el presente documento, se
contempla que el término “sustituido” incluya todos los sustituyentes permisibles de los compuestos organicos. En un
amplio aspecto, los sustituyentes permisibles incluyen sustituyentes aromaticos y no aromaticos, carbociclicos y
heterociclicos, ramificados y no ramificados, aciclicos y ciclicos de los compuestos organicos. Los sustituyentes
permisibles pueden ser uno o mas e iguales o diferentes de los compuestos organicos adecuados. Para los fines de
esta invencion, los heteroatomos tales como nitrdgeno pueden tener sustituyentes de hidrégeno y/o cualquier
sustituyente permisible de los compuestos organicos descritos en el presente documento que satisfacen las
valencias de los heteroatomos. Los sustituyentes pueden incluir, por ejemplo, un halégeno, un hidroxilo, un carbonilo
(tal como un carboxilo, un alcoxicarbonilo, un formilo, o un acilo), un tiocarbonilo (tal como un tioéster, un tioacetato,
o un tioformiato), un alcoxilo, un fosforilo, un fosfato, un fosfonato, un fosfinato, un amino, un amido, una amidina,
una imina, un ciano, un nitro, un azido, un sulfidrilo, un alquiltio, un sulfato, un sulfonato, un sulfamoilo, un
sulfonamido, un sulfonilo, un heterociclilo, un aralquilo, o un resto aromatico o heteroaromatico. Los expertos en la
técnica entenderan que los restos sustituidos en la cadena de hidrocarburo pueden, si es adecuado, estar
sustituidos por si mismos.

[0053] Una “cantidad terapéuticamente eficaz” de un compuesto con respecto al procedimiento de tratamiento
sujeto, se refiere a una cantidad del(de los) compuesto(s) en una preparacion que, cuando se administra como parte
de un régimen de dosificacion deseado (a un mamifero, preferiblemente un ser humano) alivia un sintoma, mejora
una dolencia, o ralentiza el comienzo de las condiciones de la enfermedad de acuerdo con los patrones
quimicamente aceptables para el trastorno o dolencia que se va a tratar o el fin cosmético, por ejemplo, en una
relacion de beneficio/riesgo razonable para cualquier tratamiento médico.

[0054] EI término “tioéter” se refiere a un grupo alquilo, tal como se ha definido anteriormente, que tiene un resto
azufre unido al anterior. En las realizaciones preferidas, el “tioéter” esta representado por —S-alquilo. Los grupos
tioéter representativos incluyen metiltio, etiltio, y similares.

[0055] Tal como se usa en el presente documento, el término “que trata” o “tratamiento” incluye invertir, reducir, o
detener los sintomas, signos clinicos, y la patologia subyacente de una dolencia de manera que mejore o estabilice
la dolencia de un sujeto.

Usos de inhibidores de enzimas

[0056] Las consecuencias biolégicas de la inhibicién del proteosoma son numerosas. Se ha sugerido la inhibicion
del proteosoma como una prevencién y/o tratamiento de una gran cantidad de enfermedades que incluyen, pero no
se limitan a, enfermedades proliferativas, enfermedades neurotoxicas/degenerativas, dolencias isquémicas,
inflamacion, enfermedades inmunorelacionadas, VIH, canceres, rechazo al injerto de 6rganos, choque séptico,
infecciones viricas y parasiticas, dolencias asociadas con acidosis, degeneraciéon macular, dolencias pulmonares,
enfermedades de debilidad muscular, enfermedades fibroticas, enfermedades del crecimiento 6seo y del cabello.

[0057] Se pueden utilizar inhibidores del proteosoma para tratar dolencias mediadas directamente por la funcion
proteolitica del proteosoma tales como debilidad muscular, o mediadas indirectamente mediante proteinas que se
procesan por el proteosoma tales como NF-kB. El proteosoma participa en la rapida eliminaciéon y en el
procesamiento posterior a la traduccién de las proteinas (por ejemplo, enzimas) implicadas en la regulacién celular
(por ejemplo, ciclo celular, transcripcion génica, y rutas metabdlicas), comunicacion intercelular y respuesta inmune
(por ejemplo, presentacion del antigeno).

[0058] Al nivel celular, se ha notificado la acumulacidon de proteinas poliubiquitinadas, cambios morfolégicos
celulares, y apoptosis tras el tratamiento de las células con diversos inhibidores del proteosoma. Ademas, debe
sefalarse que los inhibidores del proteosoma comercialmente disponibles inhiben tanto la forma constitutiva como
las inmunoformas del proteosoma. Incluso bortezomib, el Unico inhibidor del proteosoma aprobado por la FDA para
el tratamiento de los pacientes de mieloma multiple recidivado, no distinguen entre las dos formas (Altun y col,
Cancer Res 65: 7896, 2005). De esta manera, lo que se conoce acerca de la inhibicion terapéutica del proteosoma
se basa en el trabajo con moléculas que inhiben ambas formas del proteosoma. De acuerdo con esto, los
compuestos de la invencion pueden ser beneficiosos para reducir la gravedad de los efectos secundarios asociados
con moléculas que inhiben ambas formas del proteosoma.

[0059] La expresion inmunoproteosomica se produce de forma predominante en células y érganos que preparan el
sistema linfatico, tales como glébulos blancos de la sangre (leucocitos), médula ésea, y el timo, bazo y ganglios
linfaticos. Aunque algunos 6rganos expresan con preferencia los proteosomas constitutivos (por ejemplo, corazén),
otros, tales como las glandulas adrenales, el higado, pulmén e intestino, parecen expresar ambas formas.

[0060] El sistema inmune, en el que los leucocitos y el tejido linfatico juegan un papel principal, es responsable de
proteger un organismo de las influencias biolégicas externas. Cuando funciona de manera adecuada, protege el
cuerpo frente a las infecciones bacterianas y viricas. El sistema inmune es también una criba para las células
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autodlogas que experimentan transformacion oncogénica. La protedlisis intracelular genera pequefios péptidos para
la presentacion a los linfocitos T para inducir respuestas inmunes mediadas por MHC de tipo 1. El proteosoma es el
principal suministrador de estos péptidos precursores, sin embargo, se han observado diferencias entre péptidos
antigénicos entre células con cantidades variables de cada forma de proteosoma (Cascio y col, EMBO J 20:2357-
2366, 2001). En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un procedimiento para inhibir la presentacion
del antigeno en una célula, que incluye exponer la célula a un compuesto descrito en el presente documento. En
determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un procedimiento para alterar el repertorio de péptidos
antigénicos producidos por el proteosoma u otro Ntn con actividad multicatalitica. Por ejemplo, si la actividad
inmunoproteosémica del proteosoma se inhibe selectivamente, el proteosoma constitutivo restante puede producir
un conjunto diferente de péptidos antigénicos y presentarse en moléculas MHC sobre las superficies de las células
que podrian producirse y presentarse sin ninguna inhibicién enzimatica.

[0061] Se han asociado algunos trastornos y estados de enfermedad con un funcionamiento anémalo del sistema
inmune, que se han denominado en el presente documento como dolencias inmunorelacionadas. Quizas, la dolencia
inmunorrelacionada mas comun sean los trastornos alérgicos tales como alergias, asma y dermatitis atépica de tipo
eczema. Esto se produce cuando el sistema inmune reacciona en exceso a la exposicion a antigenos en el
ambiente. De esta manera, una realizacion adicional es un procedimiento para suprimir el sistema inmune de un
sujeto que incluye administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor del proteosoma de una
manera descrita en el presente documento.

[0062] Se producen trastornos de inmunodeficiencia cuando una parte del sistema inmune no esta trabajando
adecuadamente o no esta presente. Pueden afectar a los linfocitos B, los linfocitos T, o a los fagocitos y pueden
tanto heredarse (por ejemplo, deficiencia de IgA, inmunodeficiencia combinada grave (SCID), disfasia timica y
granulomatosa crénica) como adquirirse (por ejemplo, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), virus de
inmunodeficiencia adquirida (VIH) e inmunodeficiencias inducidas por farmacos). Se puede utilizar una estrategia de
dosificacion que utilice inhibidores selectivos del proteosoma para tratar las dolencias inmunorrelacionadas tales
como los trastornos de inmunodeficiencia.

[0063] EN los trastornos autoinmunes, el sistema inmune ataca de forma inadecuada los érganos y tejidos sanos,
como si fueran invasores extrafios. Un ejemplo de una enfermedad autoinmune es el sindrome de Sjogren, que esta
caracterizado por la infiltracion y acumulacion focal de linfocitos en las glandulas exocrinas. Un estudio que examina
el nivel de expresién del proteosoma desveld una regulacion en exceso de significativa betabi (LMP7)
exclusivamente en las glandulas salivales de pacientes de SS (Egerer y col, Arthritis Rheum 54: 1501-8, 2006).
Otros ejemplos de dichas dolencias inmunorrelacionadas incluyen lupus, artritis reumatoide, escleroderma,
espondilitis anquilosante, dermatomiositis, psoriasis, esclerosis multiple y enfermedad inflamatoria del intestino (tal
como colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn). El rechazo al trasplante de tejido/érgano se produce cuando el
sistema inmune ataca por equivocacion las células que se estan introduciendo en el cuerpo del hospedador. La
enfermedad del hospedador frente al injerto (GVHD), es el resultado de un trasplante alogénico, se produce cuando
los linfocitos T del tejido donante inician la ofensiva y atacan los tejidos del hospedador. En las tres circunstancias, la
enfermedad autoinmune, el rechazo del trasplante y la GVHD, podria ser beneficiosa la modulacién del sistema
inmune tratando al sujeto con una composicion de la invencion.

[0064] La inflamacién es la primera respuesta del sistema inmune a la infeccién o a la irritacion. Un componente
celular de la inflamacién implica el movimiento de leucocitos, que expresa el inmunoproteosoma, procedente de los
vasos sanguineos hasta el tejido inflamado. Estas células tienen un importante papel para eliminar los desechos
irritantes, de bacterias, parasitos o celulares. Ya se sabia que los inhibidores del proteosoma tenian actividad
antiinflamatoria (Meng y col, PNAS 96: 10403-10408, 1999). En los casos de inflamacion cronica, que esta
caracterizada por una presencia dominante de macrofagos; las células que originalmente sirvieron como agentes
defensivos comienzan a liberar toxinas y citosinas, incluyendo TNF-a, se convierten ahora en perjudiciales para el
cuerpo, dando como resultado dafio y pérdida del tejido. En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un
procedimiento para tratar la inflamacion y las enfermedades inflamatorias que comprende administrar al sujeto en
necesidad de dicho tratamiento una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor del proteosoma descrito en el
presente documento. Las enfermedades inflamatorias incluyen dolencias agudas (por ejemplo, bronquitis,
conjuntivitis, pancreatitis) y crénicas (por ejemplo, colecistitis cronica, bronquiectasis, estenosis de la valvula adrtica,
restenosis, psoriasis y artritis), junto con dolencias asociadas con la inflamacion tales como fibrosis, infeccion e
isquemia.

[0065] Tras el dano del tejido, que incluye el dafio debido al proceso de inflamacion, se inicia la progresion de la
regeneracion y de la reparacion. Durante la etapa de regeneracion, la pérdida de tejido se sustituye por la
proliferacion de células del mismo tipo, que reconstruye la arquitectura normal. Sin embargo, la regeneracion
inadecuada de la arquitectura del tejido puede tener graves consecuencias. En algunos casos de enfermedad
hepatica inflamatoria crénica, el tejido regenerado forma una arquitectura nodular anémala que conduce a cirrosis y
a hipertension portal. El proceso de reparacion es la forma en que la pérdida de tejido se sustituye por una cicatriz
fibrosa que se produce a partir del tejido de granulacion. La fibrosis es la formacion excesiva y persistente de tejido
de cicatrizacion resultante del crecimiento hiperproliferativo de fibroblastos y esta asociada con la activacién de la
ruta de sefializacion de TGF-B. La fibrosis implica una extensa deposicion de la matriz extracelular y puede
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producirse en virtualmente cualquier tejido a través de algunos tejidos diferentes. Normalmente, el nivel de proteina
de sefalizacion intracelular (Smad) que activa la transcripcion de los genes diana tras la estimulacion de TGF-3 esta
regulada por la actividad del proteosoma (Xu y col., 2000). Sin embargo, se ha observado una acelerada
degradacion de los componentes de sefalizacion de TGF- en canceres y otras dolencias hiperproliferativas tales
como retinopatia diabética, degeneracion macular, nefropatia diabética, glomeruloesclerosis, nefropatia de IgA,
cirrosis, atresia biliar, insuficiencia cardiaca congestiva, escleroderma, fibrosis inducida por radiacién, y fibrosis
pulmonar (fibrosis pulmonar idiopatica, enfermedad vascular producida por colageno, sarcoidosis, enfermedades
pulmonares intersticiales y enfermedades pulmonares extrinsecas). El tratamiento de las victimas de quemaduras
esta a menudo impedido por la fibrosis, de esta manera, en determinadas realizaciones, la invencion se refiere a la
administracion topica o sistémica de inhibidores para tratar las quemaduras. La cicatrizacion de la herida tras la
cirugia esta a menudo asociada con cicatrices desfiguradoras, que se pueden evitar mediante la inhibicion de la
fibrosis. De esta manera, en determinadas realizaciones, la invencién se refiere a un compuesto para uso en la
prevencioén o la reduccion de la cicatrizacion.

[0066] Todas las infecciones por bacterias, parasitos o virus dan como resultado el inicio del proceso inflamatorio.
Cuando la inflamacidn resultante afecta el organismo completo, se produce el sindrome sistémico de la respuesta
inflamatoria (SIRS). El término sepsia se aplica cuando esta es debida a la infeccion. Se considera que la produccion
en exceso de citosinas inducidas por lipopolisacaridos (LPS) tales como TNFa es fundamental para el proceso
asociado con el choque séptico. No de forma sorprendente, LPS induce también un aumento en todos los
componentes de la ruta de MHC-1 que incluye las subunidades LMP2 y LMP7 del inmunoproteosoma (MacAry y col,
PNAS 98: 3982-3987, 2001). Ademas, es generalmente aceptado que la primera etapa en la activacion de las
células por los LPS es la unidon de LPS a los receptores especificos de membrana. Se han identificado las
subunidades a y B del complejo del proteosoma 20S como proteinas de unién a LPS, lo que sugiere que la
transduccion de la sefal inducida por LPS puede ser una importante diana terapéutica en el tratamiento o la
prevencion de la sepsia (Qureshi, N. y col., J. Immun. (2003) 171: 1515-1525). Por tanto, en determinadas
realizaciones, los inhibidores del proteosoma dados a conocer en el presente documento se pueden utilizar para la
inhibicion de TNFa para evitar y/o tratar el choque séptico.

[0067] En oftra realizacion, las composiciones dadas a conocer son Utiles para el tratamiento de una infeccion
parasitica, tal como las infecciones producidas por parasitos protozoarios. Se considera que el proteosoma de estos
parasitos esta implicado principalmente en las actividades de diferenciacion celular y de replicacion (Paugam y col.,
Trends Parasitol. 2003, 19(2): 55-59). Ademas, las especies de entamoeba han mostrado la pérdida de la capacidad
de formar quistes cuando se exponen a inhibidores del proteosoma (Gonzales, y col., Arch. Med. Res. 1997, 28,
Spec No: 139-140). En determinadas de las mencionadas realizaciones, las composiciones inhibidoras del
proteosoma en el presente documento son Utiles para el tratamiento de infecciones parasiticas en seres humanos
producidas por un parasito protozoario seleccionado entre Plasmodium sps. (que incluye P. falciparum, P. vivax, P.
malariae, y P. ovale, que producen la malaria), tripanosoma sps. (que incluye T. cruzi, que produce la enfermedad de
Chagas, y T. brucei, que produce la enfermedad del suefio africana), Leishmania sps. (que incluye L. amazonesis, L.
donovani, L. infantum, L. mexicana, etc), Pneumocystis carinii (un protozoo conocido por producir la pneumonia en
el SIDA y en otros pacientes inmunosuprimidos), Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica, Entamoeba invadens, y
Giardia lamblia. En determinadas realizaciones, las composiciones dadas a conocer son Utiles para el tratamiento de
las infecciones parasiticas en animales y ganado de granja producidas por parasitos protozoarios seleccionados
entre Plasmodium hermani, Cryptosporidium sps., Echinococcus granulosus, Eimeria tenella, Sarcocystis neurona, y
Neurospora crassa. Se describen otros compuestos utiles como inhibidores del proteosoma en el tratamiento de las
enfermedades parasiticas en el documento WO 98/10779, que se incorpora en el presente documento en su
totalidad.

[0068] En determinadas realizaciones, las composiciones inhibidoras del proteosoma inhiben la actividad del
proteosoma en un parasito sin la recuperacion en los glébulos blancos. En determinadas de las mencionadas
realizaciones, la prolongada semivida de las células de la sangre puede proporcionar una proteccion prolongada con
respecto a la terapia frente a las exposiciones recurrentes a los parasitos. En determinadas realizaciones, los
inhibidores del proteosoma descritos en el presente documento pueden proporcionar proteccion prolongada con
respecto a la quimioprofilaxis frente a una futura infeccion.

[0069] Las infecciones viricas contribuyen a la patologia de muchas enfermedades, Las dolencias cardiacas tales
como el inicio de la miocarditis y la cardiopatia dilatada se han vinculado con el virus coxsackie b3. En unos analisis
comparativos de la micromatriz del genoma completo de corazones de raton infectados, se regularon en exceso de
manera uniforme las tres subunidades del inmunoproteosoma en corazones de ratones que desarrollaron miocarditis
cronica (Szalay y col, Am J Pathol 168: 1542-52, 2006). Algunos virus utilizan el sistema ubiquitina-proteosoma en la
etapa de entrada virica donde se libera el virus procedente del endosoma en el citosol. El virus de la hepatitis del
ratéon (MHV) pertenece a la familia Coronaviridae, que incluye también los coronavirus que producen el sindrome
respiratorio agudo grave (SARS). Yu y Lai (J Virol 79: 644-648, 2005) han demostrado que el tratamiento de las
células infectadas con MHV con un inhibidor del proteosoma da como resultado una disminucién en la replicaciéon
virica, que esta correlacionada con un titulo virico reducido en comparacion con el de las células no tratadas. El virus
de la hepatitis B humana (VHB), un miembro de la familia virica Hepadnaviridae, requiere que se propaguen
proteinas de la envoltura codificadas viricamente. La inhibicion de la ruta de degradacién del proteosoma produce
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una significativa reduccion en la cantidad de proteinas de envoltura secretadas (Simsek y col, J Virol 79: 12914-
12920, 2005). Ademas del VHB, otros virus de la hepatitis (A, C, D y E) pueden utilizar también la ruta de
degradacion de la ubiquitina-proteosoma para la secrecion, morfogénesis y patogénesis.

[0070] La bacteria Listeria monocytogenes produce una dolencia conocida como listeriosis, cuyas manifestaciones
varian desde leves (nduseas, vomitos y diarrea) a graves (septicemia, meningitis, encefalitis). Un analisis cuantitativo
de los cambios en la composicion de la subunidad del proteosoma desvelaron que la infecciéon de ratones con el
virus de la coriomeningitis linfocitica o Listeria monocytogenes condujeron a una sustitucion casi completa en siete
dias de los proteosomas constitutivos por inmunoproteosomas en el higado (Khan y col, J Immunol 167: 6859-6868,
2001). Los procariotas tienen algo que es equivalente a la particula del proteosoma 20S en eucariotas. Aunque la
composicion de la subunidad de la particula 20S procariota es mas simple que la de los eucariotas, esta no tiene la
capacidad de hidrolizar los enlaces peptidicos de una manera similar. Por ejemplo, el ataque nucleofilico sobre el
enlace peptidico se produce a través del resto de treonina en el extremo N de las subunidades B. De esta manera,
una realizacién de esta invencion se refiere a una composicién para el uso en el tratamiento de infecciones
procariotas, que comprende administrar a un sujeto una cantidad eficaz de una composicion inhibidora del
proteosoma dada a conocer en el presente documento. Las infecciones procariotas pueden incluir enfermedades
producidas tanto por micobacterias (tales como tuberculosis, lepra o Ulcera de Buruli) como arqueobacterias.

[0071] Por consiguiente, en determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un compuesto para el uso en el
tratamiento de la infeccidn (por ejemplo, bacteriana, parasitica o virica), que incluye poner en contacto una célula
con (o administrar a un sujeto) una cantidad eficaz de un compuesto dado a conocer en el presente documento.

[0072] La lesion de isquemia y reperfusiéon da como resultado hipoxia, una dolencia en la que existe una
deficiencia en el oxigeno que llega a tejidos del cuerpo, Esta dolencia produce un aumento de la degradacion de Ik-
Ba, dando como resultado de esta forma la activacion de NF-kB (Koong y col., 1994). De manera interesante, los
factores que se han identificado como capaces de potenciar la expresion del inmunoproteosoma, TNF-a y los
liposacaridos, estimulan también la activacion de NF-kB. Se ha demostrado que la gravedad de la lesién resultante
de la hipoxia se puede reducir con la administraciéon de un inhibidor del proteosoma (Gao y col., 2000; Bao y col.,
2001; Pye y col., 2003). Por tanto, determinadas realizaciones de la invencién se refieren a un compuesto para el
uso en el tratamiento de una dolencia isquémica o lesidn por reperfusiéon que comprende administrar a un sujeto que
necesita de dicho tratamiento una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor del proteosoma dado a conocer en el
presente documento. Los ejemplos de dichas dolencias o lesiones incluyen, pero no se limitan a, sindrome coronario
agudo (placas vulnerables), enfermedad oclusiva arterial (oclusiones cardiacas, cerebrales, arteriales periféricas y
vasculares), ateroesclerosis (esclerosis coronaria, enfermedad de las arterias coronarias), infartos, insuficiencia
cardiaca, pancreatitis, hipertrofia de miocardio, estenosis, y restenosis.

[0073] La caquexia es un sindrome caracterizado por debilidad del musculo esquelético asociada con protedlisis
potenciada debida a la ruta ubiquitina-proteosoma. La inhibicion del proteosoma reduce la protedlisis, reduciendo de
esta forma tanto la pérdida de la proteina muscular como la carga de nitrégeno en los rifiones o el higado (Tawa y
col,, JCI 100: 197-203, 1997). En la caquexia se ha notificado una elevada expresion de las citosinas
proinflamatorias, TNF-a e IFN-y, ambas de las cuales estimulan la expresién de las subunidades del
inmunoproteosoma (Acharyya y col., JCI 114: 370-378, 2004). De hecho, la mayoria de tipos de atrofia muscular
presentan elevadas tasas de degradacion de las proteinas (Lecker y col., FASEB J 18: 39-51, 2004). La propia
debilidad muscular se manifiesta en algunas enfermedades que suponen una amenaza para la vida, incluyendo,
cancer, sepsia, insuficiencia renal, SIDA, ayuno, atrofia debida a denervacion, acidosis, diabetes, atrofia por falta de
uso e insuficiencia cardiaca congestiva. Una realizacion de la invencion se refiere al tratamiento de la caquexia y de
las enfermedades debilitantes musculares. Los compuestos de la invencién son utiles para tratar dolencias tales
como cancer, enfermedades infecciosas crénicas, fiebre, falta de uso del musculo (atrofia) y denervacion, lesion del
nervio, ayuno, insuficiencia renal asociada con acidosis, e insuficiencia hepatica. Véase, por ejemplo, Goldberg,
patente de los Estados unidos N° 5.340.736.

[0074] La degradacion de determinadas proteinas por el proteosoma tiene efecto sobre los mecanismos de
sefializaciéon que, a su vez, tienen efecto sobre la transcripcidén génica, el ciclo celular y las rutas metabdlicas. Tal
como se ha sefialado anteriormente, los inhibidores del proteosoma bloquean la degradacién y el procesamiento de
NF-kB ubiquitinada in vitro e in vivo. Los inhibidores del proteosoma bloquean también la degradacion de IkB-A y la
activacion de NF-kB (Palombella, y col. Cell (1994) 78:773-785; y Traenckner, y col., EMBO J. (1994) 13: 5433-
5441). Una realizacion de la invencion es un compuesto para uso en la inhibicion de

[0075] la degradacion de IkB-a, que incluye poner en contacto la célula con un compuesto descrito en el presente
documento.

[0076] En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a compuestos para el uso en la afectacion de los
ciclos celulares eucariotas dependientes de ciclina, que incluyen exponer una célula (in vitro o in vivo) a un inhibidor
del proteosoma dado a conocer en el presente documento. Las ciclinas son proteinas implicadas en el control del
ciclo celular. El proteosoma participa en la degradacién de las ciclinas. Los ejemplos de ciclinas incluyen ciclinas
mitéticas, ciclinas G1, y ciclina B. La degradacion de las ciclinas permite a una célula salir de una etapa del ciclo
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celular (por ejemplo, mitosis) y entrar en otra (por ejemplo, division). Se cree que todas las ciclinas estan asociadas
con la proteina cinasa p34Cdcz o las cinasas relacionadas. La sefal directora de la protedlisis se localiza en los
aminoacidos 42-RAALGNISEN-50 (secuencia de destruccion). Existen evidencias de que la ciclina se convierte en
una forma vulnerable a la ubiquitina ligasa o que la ligasa especifica de ciclina se activa durante la mitosis
(Ciechanover, A., Cell, (1994) 79: 13-21). La inhibicion del proteosoma inhibe la degradacion de la ciclina, e inhibe
de esta forma la proliferacion celular en, por ejemplo, los canceres relacionados con ciclina (Kumatori y col., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87: 7071-7075). En determinadas realizaciones, la invencion se refiere a un
procedimiento para tratar una enfermedad proliferativa en un sujeto (por ejemplo, cancer, psoriasis, o restenosis),
que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una composicion inhibidora del proteosoma de una
manera dada a conocer en el presente documento. La invencién se refiere también a composiciones para uso en el
tratamiento de la inflamacion relacionada con ciclina en un sujeto, que comprende administrar a un sujeto una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién inhibidora del proteosoma de una manera descrita en el
presente documento.

[0077] En la maduracion de los reticulocitos y el crecimiento de fibroblastos, células privadas de insulina o suero,
la velocidad de la protedlisis casi se duplica, sugiriendo un papel del proteosoma en el metabolismo celular. En
determinadas realizaciones, la invencion se refiere a composiciones para el uso en la reduccion de la velocidad de
degradacion de la proteina intracelular en una célula, que comprende poner en contacto una célula (in vivo o in vitro,
por ejemplo, un musculo en un sujeto) con una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica que comprende un
inhibidor del proteosoma dado a conocer en el presente documento.

[0078] La enfermedad de Alzheimer (AD) es un trastorno patoldgico neurodegenerativo progresivo asociado con
una pérdida de la funcién cognitiva superior. Los hitos patologicos de la enfermedad incluyen placas amiloides
seniles, ovillos neurofibrilares, neuritis distréfica y pérdida neuronal significativa en las regiones seleccionadas del
cerebro. La microglia, los macréfagos residentes en el cerebro, liberan numerosas citosinas proinflamatorias, que
incluyen TNF-a, cuando se activan por AB42, un péptido asociado con las placas amiloides neuriticas y vasculares.
Esta respuesta inflamatoria mediada por la microglia contribuye a una pérdida neuronal significativa. Los estudios en
cultivos celulares han demostrado que las neuronas corticales primarias tratadas con medio acondicionado
procedente de células BV2 microgliales estimuladas tanto con LPS/INF-y como con péptidos AB42 sonicados han
dado como resultado aproximadamente una disminucion del 60% en la viabilidad celular (Gan y col., J. Biol. Chem.
279: 5565-5572, 2004). Se encuentra una expresion superior del inmunoproteosoma en el tejido cerebral procedente
de pacientes de ADN que en el de adultos mayores sin demencia (Mishto y col., Neurobiol Aging 27: 54-66, 2006).

[0079] Los pacientes que padecen enfermedad de Huntington (HD), otro trastorno neurodegenerativo, presentan
una disfuncion motora y un declive cognitivo durante un periodo de afios hasta la muerte. Tras la autopsia, se puede
detectar la presencia de inclusiones o de agregados intraneuronales, producida por una mutacién de expansién
poliQ (denominada también expansion de repeticion del triplete CAG), acompafiada por una atrofia significativa en el
cuerpo estriado y en partes de la corteza del cerebro. La inmunohistoquimica ha desvelado que se produjo una
potenciacion significativa en la expresién del inmunoproteosoma en el cuerpo estriado y en la corteza frontal de
cerebros de pacientes de HD en comparacion con la de adultos normales con edad similar (Diaz-Hernandez y col, J
Neurosci 23: 11653-1161, 2003). Tras un andlisis adicional, se ha descubierto que la potenciacion se produjo de
forma predominante en las neuronas en degeneracion. Utilizando un modelo de raton de la HD, los investigadores
han sefialado un aumento selectivo en las actividades del tipo quimotripsina y tripsina en las regiones afectadas y
que contienen agregados del cerebro, principalmente la corteza y el cuerpo estriado (Diaz-Hernandez y col, J
Neurosci 23: 11653-1161, 2003).

[0080] Por consiguiente, determinadas realizaciones de la invencién se refieren al uso de una composicion
inhibidora del proteosoma dado a conocer en el presente documento para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas. Las enfermedades y dolencias neurodegenerativas incluyen, pero no se limitan a, ictus, lesion
isquémica en el sistema nervioso, trauma neural (por ejemplo, lesion cerebral percusiva, lesion en la médula espinal,
y lesién traumatica en el sistema nervioso), esclerosis multiple, y otras neuropatias inmunomediadas (por ejemplo,
sindrome de Guillain-Barre y sus variantes, neuropatia axonal motora aguda, polineuropatia desmielinante
inflamatoria aguda, y sindrome de Fisher), complejo de demencia por VIH/SIDA, axonomia, neuropatia diabética,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis multiple, meningitis bacteriana, parasitica, fungica,
y virica, encefalitis, demencias subcorticales, demencia multiinfarto, demencia por cuerpo de Lewy, demencia del
I6bulo frontal tal como enfermedad de Pick, demencias subcorticales (tales como Huntington o paralisis supranuclear
progresiva), sindromes de atrofia cortical focal (tales como afasia primaria), demencias metabdlicas-toxicas (tales
como hipotiroidismo crénico o deficiencia de vitamina B12), y demencias producidas por infecciones (tales como
sifilis 0 meningitis cronica)

[0081] Se ha demostrado también que lo inhibidores que se unen al proteosoma 20S estimulan la formacion del
hueso en los cultivos organicos de huesos. Ademas, cuando dichos inhibidores se han administrado de manera
sistematica a ratones, determinados inhibidores del proteosoma han aumentado el volumen éseo y las tasas de
formacion de hueso mas de un 70% (Garrett, I. R. y col., J. Clin. Invest. (2003) 111: 1771-1782), sugiriendo por tanto
que la maquinaria ubiquitina-proteosoma regula la diferenciacion de los osteoblastos y la formacion del hueso. Por
tanto, las composiciones inhibidoras de proteosomas dadas a conocer pueden ser Utiles en el tratamiento y/o la
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prevencion de enfermedades asociadas con la pérdida de hueso, tales como la osteoporosis.

[0082] El cancer es un término general para la enfermedad caracterizada por un crecimiento anémalo, incontrolado
de células. Muchos canceres surgen mediante rutas multietapas que implican la inactivacion de proteinas
supresoras tumorales y la activacion de péptidos oncogénicos. Las células cancerosas pueden diseminarse a otras
partes del cuerpo a través del sistema linfatico o del torrente sanguineo. Usualmente, el cancer se clasifica de
acuerdo con el tipo de tejido o de célula mas prominentemente implicado. Tal como se ha sefialado anteriormente,
ya se ha validado la inhibiciéon del proteosoma como una estrategia terapéutica para el tratamiento del cancer,
aunque la relacion puede variar algo. El mieloma multiple es una enfermedad hematolégica caracterizada por un
excesivo numero de células plasmaticas andmalas en la médula dsea. Las células plasmaticas se desarrollan a
partir de linfocitos B, de esta manera, no es sorprendente que otras neoplasias de linfocitos B expresen también el
inmunoproteosoma en alguna extension. Excepto para dos lineas celulares de leucemia mielégena crénica, los
canceres hemorrelacionados (por ejemplo, mieloma multiple, leucemias y linfomas) parecen expresar generalmente
el inmunoproteosoma (Figura 1). Las células cancerosas que se originan a partir de células linfoides expresan un
30% o mas del inmunoproteosoma. En determinadas realizaciones, la invencién se refiere a un compuesto para uso
en el tratamiento del cancer, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos
descritos en el presente documento. En determinadas realizaciones preferidas, el cancer es un trastorno
hemorrelacionado.

[0083] De manera intrigante, algunos canceres (por ejemplo, tumores sélidos, carcinoma espinocelular de cabeza
y cuello, carcinoma de cuello de Utero, y carcinoma de pulmén microcitico) parecen tener una expresion del
inmunoproteosoma regulada por defecto (Evans y col, J Immunol 167: 5420, 2001; Meissner y col, Clin Cancer Res
11: 2552, 2005; Restifo y col, J Exp Med 177: 265-272, 1993). Esto parece estar correlacionado con un
procesamiento deficiente del antigeno y puede ser una estrategia usada por las células tumorales para escapar de la
vigilancia del sistema inmune. El tratamiento de las células con INF-y podria inducir la expresién del
inmunoproteosoma. Por tanto, determinadas realizaciones de la invencion se refieren a un compuesto util en el
tratamiento de los canceres que comprende administrar a un sujeto que necesita dicho tratamiento una cantidad
eficaz de INF-y o TNF-a y un compuesto inhibidor del proteosoma dado a conocer en el presente documento.

Administracion

[0084] Los compuestos preparados tal como se describe en el presente documento se pueden administrar en
diversas formas, dependiendo del trastorno que se va a tratar y de la edad, dolencia, y peso corporal del paciente,
como se conoce en la técnica. Por ejemplo, cuando los compuestos se van a administrar por via oral, se pueden
formular como comprimidos, capsulas, granulos, polvos, o jarabes; o para la administracion parenteral, se pueden
formular como inyecciones (intravenosas, intramusculares, o subcutanea), preparaciones para infusion por goteo, o
supositorios. Para la aplicacion por la ruta de la membrana mucosa oftalmica, se pueden formular como colirios o
pomadas para los ojos. Estas formulaciones, se pueden preparar por medios convencionales, y, si se desea, el
principio activo puede mezclarse con cualquier aditivo o excipiente convencional, tal como un aglutinante, un agente
desintegrante, un lubricante, un corrector, un agente solubilizante, un auxiliar de la suspensién, un agente
emulsificante, un agente de revestimiento, una ciclodextrina, y/o un tampén. Aunque la dosificacion variara
dependiendo de los sintomas, la edad y el peso corporal del paciente, la naturaleza y la gravedad del trastorno que
se va a tratar o evitar, la ruta de administracién y la forma del farmaco. En general, se recomienda una dosificaciéon
diaria de entre 0,01 a 2000 mg del compuesto para un paciente humano adulto, y esta se puede administrar en una
unica dosis o en dosis divididas. La cantidad de principio activo que se puede combinar con un material portador
para producir una Unica forma de dosificacion sera generalmente la cantidad del compuesto que produce un efecto
terapéutico.

[0085] El tiempo preciso de administracion y/o la cantidad de la composiciéon que dara lugar a los resultados mas
efectivos en términos de la eficacia del tratamiento en un paciente dado dependera de la actividad, la
farmacocinética, y la biodisponibilidad de un compuesto concreto, la dolencia fisioldgica del paciente (que incluye la
edad, el sexo, el tipo y la etapa de la enfermedad, la dolencia fisica general, la sensibilidad a una dosificacion dada,
y el tipo de medicacion), la ruta de administracion, etc. Sin embargo, se puede usar la anterior directriz como la base
para la puesta a punto del tratamiento, por ejemplo, la determinacién del tiempo o6ptimo y/o la cantidad de
administracion, que requerira no mas que la experimentacion rutinaria que consiste en la vigilancia del sujeto y en el
ajuste de la dosificacion y/o el cédmputo del tiempo.

[0086] La frase “farmacéuticamente aceptable” se emplea en el presente documento para referirse a aquellos
ligandos, materiales, composiciones, y/o formas de dosificacion que estan comprendidos en el alcance de un criterio
médico razonable adecuado para el uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva
toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacion, proporcional a un relacion beneficio/riesgo
razonable.

[0087] La frase “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento significa un

material, composicién, o vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un liquido o una carga solida, diluyente,
excipiente, disolvente o material encapsulante. Cada vehiculo debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible
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con los otros ingredientes de la formulacién y no perjudicial para el paciente. Algunos ejemplos de materiales que
pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como lactosa, glucosa, y
sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz, almidén de patata, y B-ciclodextrina sustituida o no sustituida;
(3) celulosa, y sus derivados, tales como carboximetil celulosa de sodio, etil celulosa, y acetato de celulosa; (4)
tragacanto en polvo; (5) maltosa; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para
supositorios; (9) aceites, tales como aceite de cacahuete, o aceite de semillas de algodén, aceite de cartamo, aceite
de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz, y aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles,
tales como glicerina, sorbitol, manitol, y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13)
agar; (14) agentes tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio, (15) acido alginico, (16)
agua exenta de pirdégenos; (17) soluciéon salina isoténica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20)
disoluciones tamponadas con fosfato; y (21) otras sustancias compatibles no téxicas empleadas en las
formulaciones farmacéuticas. En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién no son pirégenas, es decir, no inducen elevaciones significativas de la temperatura cuando se administran
a un paciente.

[0088] El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a sales de adicion de acido inorganicas y organicas,
relativamente no toxicas del(de los) inhibidor(es). Se pueden preparar estas sales in situ durante el aislamiento y la
purificacion final del(de los) inhibidor(es) o haciendo reaccionar por separado un(os) inhibidor(es) purificado(s) en su
forma de base libre con un acido organico o inorganico adecuado, y aislando las sales formadas de esta manera.
Las sales representativas incluyen las sales de bromhidrato, clorhidrato, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, valerato,
oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato,
naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato, laurilsulfonato, y las sales de aminoacidos y similares. (Véase, por
ejemplo Berge y col. (1977) "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66: 1-19.)

[0089] En otros casos, los inhibidores de la presente invencion pueden contener uno o mas grupos funcionales
acidos y, de esta manera, son capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables con bases
farmacéuticamente aceptables. El término “sales farmacéuticamente aceptables” en estos casos se refiere a sales
de adicion de base inorganicas y organicas relativamente no téxicas de un(os) inhibidor(es). Estas sales pueden
igualmente prepararse in situ durante el aislamiento y la purificacion final del(de los) inhibidor(es), o por separado
haciendo reaccionar el(los) inhibidor(es) en su forma de acido libre a partir de una base adecuada, tal como el
hidréxido, carbonato, o bicarbonato de un cation metalico farmacéuticamente aceptable, con amoniaco o con una
amina primaria, secundaria, o terciaria farmacéuticamente aceptable. Las sales alcalinas o alcalinotérreas
representativas incluyen las sales de litio, sodio, potasio, calcio, magnesio, y aluminio, y similares. Las aminas
organicas representativas utiles para la formacion de sales de adicion de base incluyen etilamina, dietilamina,
etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina, y similares (véase, por ejemplo, Berge y col., mas arriba)

[0090] Pueden estar presentes también en las composiciones agentes humectantes, emulsionantes, y lubricantes,
tales como lauril sulfato de sodio, y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes, agentes de liberacion,
agentes de revestimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes, y perfumantes, conservantes y antioxidantes.

[0091] Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen. (1) antioxidantes solubles en agua,
tales como acido ascérbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio, y
similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfa tocoferol, y similares, y (3) agentes quelantes de
metales, tales como acido citrico, acido etilendiamina tetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosforico, y
similares.

[0092] Las formulaciones adecuadas para la administracion oral pueden estar en la forma de capsulas, sellos,
pildoras, comprimidos, comprimidos gruesos (que utilizan una base aromatizada, normalmente sacarosa y acacia o
tragacanto), polvos, granulos, o como una disolucién o una suspension en un liquido acuoso o no acuoso, 0 como
una emulsion liquida de agua en aceite o de aceite en agua, o como un elixir o jarabe, o como pastillas (utilizando
una matriz inerte, tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y acacia) y/o como enjuagues bucales, y similares,
conteniendo cada uno una cantidad predeterminada de un(os) inhibidor(es) como un ingrediente activo. Puede
administrarse también una composicion como un bolo, eluctuario, o pasta.

[0093] En las formas de dosificacién sélida para la administracién oral (capsulas, comprimidos, pildoras, grageas,
polvos, granulos, y similares), el principio activo se mezcla con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables,
tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los anteriores, (1) cargas o extensores, tales como
almidones, ciclodextrinas, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y/o acido salicilico, (2) aglutinantes, tales como, por
ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y/o acacia; (3) humectantes, tales
como glicerol; (4) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca,
acido alginico, determinados silicatos, y carbonato de sodio, (5) agentes retardantes de la disolucién, tales como
parafina; (6) aceleradores de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario, (7) agentes humectantes,
tales como, por ejemplo, alcohol acetilico y monoestearato de glicerol, (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla
bentonita, (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos,
lauril sulfato de sodio, y sus mezclas, y (10) agentes colorantes. En el caso de capsulas, comprimidos, y pildoras, las
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composiciones farmacéuticas pueden comprender también agentes tamponantes. Se pueden emplear también
composiciones sdlidas de tipo similar como cargas en capsulas rellenas de gelatina blanda y dura utilizando los
mencionados excipientes tales como lactosa o azUcares lacteos, asi como polietilenglicoles de elevado peso
molecular, y similares.

[0094] Se puede preparar un comprimido mediante compresion o moldeo, opcionalmente con uno o mas
ingredientes accesorios. Se pueden preparar comprimidos prensados utilizando aglutinante (por ejemplo, gelatina o
hidroxipropilmetilcelulosa), lubricantes, diluyentes inertes, conservantes, desintegrantes (por ejemplo, almidon
glicolato de sodio o carboximetilcelulosa de sodio reticulada). Agentes tensioactivos o dispersantes. Se pueden
preparar comprimidos moldeados moldeando en una maquina adecuada una mezcla del(de los) inhibidor(es) en
polvo humedecidos en un diluyente liquido inerte.

[0095] Los comprimidos, y otras formas de dosificacion solida, tales como grageas, capsulas, pildoras, y granulos,
pueden opcionalmente puntuarse o prepararse con revestimientos y ldminas, tales como revestimientos entéricos y
otros revestimientos bien conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica. Se pueden formular también con el
fin de proporcionar una liberacion lenta o controlada del principio activo de la anterior utilizando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberacion deseado, diferente de
las matrices poliméricas, liposomas, y/o microesferas. Se pueden esterilizar mediante, por ejemplo, filtracion a través
de un filtro que retiene las bacterias, o incorporando agentes de esterilizacién en la forma de composiciones sélidas
estériles que se pueden disolver en agua estéril, o algin otro medio inyectable estéril inmediatamente antes del uso.
Estas composiciones pueden contener también opcionalmente agentes opacificantes y pueden ser composiciones
que liberan el(los) principio(s) activo(s) solo, o de forma preferente, en una determinada porcién del tracto
gastrointestinal, opcionalmente, de una manera retrasada. Los ejemplos de composiciones de inclusién que se
pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras. El principio activo puede estar también en forma
microencapsulada, si resulta adecuado, con uno o mas de los excipientes anteriormente descritos.

[0096] Las formas de dosificacion liquida para la administracion oral incluyen emulsiones, microemulsiones,
disoluciones, suspensiones, jarabes, y elixires. Ademas del principio activo, las formas de dosificacion liquida
pueden contener diluyentes inertes utilizados comunmente en la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros
disolventes, agentes solubilizantes, y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de
etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular,
aceites de semillas de algododn, de araquis, de germen de maiz, de oliva, de ricino, y de sésamo), glicerol, alcohol
tetrahidrofurilico, polietilenglicoles, y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y sus mezclas.

[0097] Junto con los diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir también adyuvantes tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y suspensores, agentes endulzantes, aromatizantes, colorantes,
perfumantes, y conservantes.

[0098] Las suspensiones, ademas del(de los) inhibidor(es) activo(s) pueden contener agentes suspensores tales
como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, ésteres de polioxietilensorbitol y sorbitan, celulosa
microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

[0099] Las formulaciones para la administracion rectal o vaginal pueden presentarse como un supositorio, que se
puede preparar mezclando uno o mas inhibidor(es) con uno o mas excipientes o vehiculos no irritantes adecuados
que comprenden, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera o un salicilato de supositorio, que es
solida a temperatura ambiente, pero liquida a temperatura corporal y, por tanto, se fundira en el recto o en la cavidad
vaginal y liberara el agente activo.

[0100] Las formulaciones apropiadas conocidas en la técnica que son adecuadas para la administracion vaginal
incluyen también formulaciones para pesarios, tampones, cremas, geles, pastas, espumas, o pulverizaciones que
contienen dichos vehiculos.

[0101] Las formas de dosificacion para la administracion tépica o transdérmica de un(os) inhibidor(es) incluye
polvos, pulverizaciones, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, disoluciones, parches, e inhaladores. El
componente activo puede mezclarse en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y con
cualquier conservante, tampon o propelente que se pueda requerir.

[0102] Las pomadas, pastas, cremas, y geles pueden contener, ademas del inhibidor(es), excipientes tales como
grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidon, tragacanto, derivados de celulosa, polietilenglicoles,
bentonitas, acido silicico, talco, y 6xido de cinc, o sus mezclas.

[0103] Los polvos y pulverizaciones pueden contener, ademas de un(os) inhibidor(es), excipientes tales como
lactosa, talco, acido silicico, hidroxido de aluminio, silicatos de calcio, y polvo de poliamida, o las mezclas de estas
sustancias. Las pulverizaciones pueden contener de forma adicional propelentes personalizados, tales como
clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos volatiles no sustituidos, tales como butano y propano.
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[0104] El(los) inhibidor(es) pueden administrarse de forma alternativa mediante aerosol. Esto se lleva a cabo
preparando un aerosol acuoso, preparacion liposémica, o particulas solidas que contienen la composicion. Podria
utilizarse una soluciéon no acuosa (propelente de fluorocarbono). Se prefieren los nebulizadores sénicos debido a
que minimizan la exposicién del agente a cizallar, los que puede dar como resultado la degradacion del compuesto.

[0105] De forma ordinaria, se prepara un aerosol acuoso formulando una disoluciéon o suspensién acuosa del
agente junto con los vehiculos y estabilizantes farmacéuticamente aceptables convencionales. Los vehiculos y
estabilizantes variaran con los requerimientos de la composicion concreta, pero incluyen normalmente tensioactivos
no idnicos (Tweens, Pluronics, ésteres de sorbitan, lecitina, croméforos), cosolventes farmacéuticamente aceptables
tales como polietilenglicol, proteina inocuas del tipo albumina de suero, acido oleico, aminoacidos tales como glicina,
tampones, sales, azucares, o alcoholes azucarados. Los aerosoles se preparan generalmente a partir de
disoluciones isotonicas.

[0106] Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar la liberacion controlada de un(os)
inhibidor(es) en el cuerpo. Dichas formas de dosificacion se pueden preparar disolviendo o dispersando el agente en
el medio adecuado. Se pueden usar también potenciadores de la absorcién para aumentar el flujo del(de los)
inhibidor(es) a través de la piel. Se puede controlar la velocidad de dicho flujo tanto proporcionando una membrana
controladora de la velocidad como dispersando el(los) inhibidor(es) en una matriz o gel polimérico

[0107] Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion adecuadas para la administracion parenteral
comprenden uno o mas inhibidor(es) en combinaciéon con una o mas disoluciones, dispersiones, suspensiones o
emulsiones acuosas o no acuosas estériles farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que se pueden
reconstituir en disoluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes del uso, que pueden contener
antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que vuelven la formulacién isoténica con la sangre del receptor
previsto o agentes suspensores o espesantes.

[0108] Los ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones
farmacéuticas de la invencién incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, y
similares), y sus mezclas adecuadas, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables,
tales como oleato de etilo. Se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de
revestimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particulas requerido en el caso de
dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

[0109] Estas composiciones pueden contener también adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes, y agentes dispersantes, Puede asegurarse la prevencion de la accion de los
microorganismos mediante la inclusién de diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabeno,
clorobutanol, acido fenol soérbico, y similares. Puede ser deseable también incluir agentes ajustadores de la
tonicidad, tales como azucares, cloruro de sodio, y similares, en las composiciones. Ademas, se puede llevar a cabo
la absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusién de agentes que retrasan la
absorcion tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

[0110] En algunos casos, con el fin de prolongar el efecto de un farmaco, es deseable ralentizar la absorcion del
farmaco procedente de la inyeccion subcutanea o intramuscular. Por ejemplo, se llevé a cabo la absorcién retrasada
de una forma del farmaco administrado por via parenteral disolviendo o suspendiendo el farmaco en un vehiculo
oleoso.

[0111] Las formas de depdsito inyectable se preparan formando matrices microencapsuladas de inhibidor(es) en
polimeros biodegradables tales como polilactido-poliglicolido Dependiendo de la relacidon de farmaco a polimero, y
de la naturaleza del polimero concreto empleado, se puede controlar la velocidad de liberacion del farmaco. Los
ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Se preparan también
formulaciones de depdsito inyectable atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones que son compatibles
con el tejido corporal.

[0112] Se pueden administrar las preparaciones de los agentes por via oral, parenteral, tépica o rectal. Se
proporcionan, por supuesto, formas adecuadas para cada ruta de administracion. Por ejemplo, se administran en
forma de comprimidos o de capsulas, mediante inyeccion, inhalacién, locion ocular, pomada, supositorio, infusion;
por via topica mediante locion o pomada, y por via rectal mediante supositorios. Se prefiere la administracion oral.

[0113] Las frases “administracion parenteral” y “administrado parenteralmente”, tal como se usan en el presente
documento significan modos de administracion diferentes a la administracion entérica y topica, usualmente mediante
inyeccion, e incluyen, sin limitacion, la inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoide, intraespinal e intraesternal, y la infusién.

[0114] Las frases “administracion sistémica”, “administrado sistémicamente”, “administracion periférica” y
“administrado periféricamente”, tal como se usan en el presente documento significan la administracion de un
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ligando, farmaco, u otro material de una forma que no sea directamente en el sistema nervioso central, de tal
manera que entra en el sistema del paciente y de esta manera, esta sujeto al metabolismo y a otros procesos del
mismo tipo, por ejemplo, la administracién por via subcutanea.

[0115] Este(estos) inhibidor(es) se pueden administrar a seres humanos y otros animales para terapia mediante
cualquier ruta de administracién adecuada, que incluye la oral, nasal, como mediante, por ejemplo, un pulverizador,
la administracién rectal, intravaginal, parenteral, intracisternal y topica, como mediante polvos, pomadas o gotas,
incluyendo por via bucal y sublingual.

[0116] Independientemente de la ruta de administracidn seleccionada, el(los) inhibidor(es) que se pueden usar en
una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formulan en
formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables mediante procedimientos convencionales conocidos por los
expertos en la técnica.

[0117] Los niveles de dosificacidon reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion se pueden variar con el fin de obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para
conseguir la respuesta terapéutica deseada para un paciente concreto, sin que la composicion, y el modo de
administracion sean toxicos para el paciente.

[0118] La concentracion de un compuesto dado a conocer en una mezcla farmacéuticamente aceptable variara
dependiendo de diversos factores, que incluyen la dosificacion del compuesto que se va a administrar, las
caracteristicas farmacocinéticas del(de los) compuesto(s) empleado(s), y la ruta de administracion. En general, las
composiciones de la presente invencion se pueden proporcionar en una disolucion acuosa que contiene
aproximadamente 0,1-10% p/v de un compuesto dado a conocer en el presente documento, entre otras sustancias,
para la administracion parenteral. Los intervalos de dosificacion tipicos estan entre aproximadamente 0,01 a
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal por dia, proporcionados en 1-4 dosis divididas. Cada dosis dividida
puede contener el mismo o diferentes compuestos de la invencién. La dosificacion sera una cantidad eficaz
dependiendo de diversos factores que incluyen la salud global de un paciente, y la formulacion y ruta de
administracion del(de los) compuesto(s) seleccionado(s).

[0119] Otro aspecto de la invencién proporciona un tratamiento conjunto en el que se administran uno o mas de
diferentes agentes terapéuticos junto con el inhibidor del proteosoma. Dicho tratamiento de conjunto se puede
conseguir por medio de la dosificacion simultanea, secuencial, o separada de los componentes individuales del
tratamiento.

[0120] En determinadas realizaciones, un compuesto de la invencién se administra conjuntamente con uno o mas
inhibidor(es) del proteosoma.

[0121] En determinadas realizaciones, un compuesto de la invencidon se administra conjuntamente con un agente
quimioterapéutico. Los agentes quimioterapéuticos adecuados pueden incluir, productos naturales tales como
alcaloides de la vinca (es decir, vinblastina, vincristina, y vinorelbina), paclitaxel, epidipodofilotoxinas (es decir,
etopodsido, tenipdsido), antibidticos (dactinomicina (actinomicina D) daunorubicina, doxorubicina e idarubicina),
antraciclinas, mitoxantrona, bleomicinas, plicamicina (mitramicina) y mitomicina, enzimas (L-asparaginasa que
metaboliza de manera sistematica la L-asparagina y elimina el suministro de las células que no tienen la capacidad
de sintetizar su propia asparagina); agentes antiplaquetarios; agentes alquilantes antiproliferativos/antimitéticos tales
como mostazas de nitrdgeno (mecloretamina, ciclofosfamida y sus analogos, melfalan, clorambucilo), etileniminas y
metilmelaminas (hexametilmelamina y tiotepa), alquil sulfonatos (busulfan), nitrosoureas (carmustina (BCNU) y sus
andlogos, estreptozocina), trazenos - dacarbazinina (DTIC); antimetabolitos antiproliferativos/antimitéticos tales
como los analogos del acido folico (metotrexato), los analogos de pirimidina (fluorouracilo, floxuridina, y citarabina),
los analogos de purina y los inhibidores relacionados (mercaptopurina, tioguanina, pentostatina y 2-
clorodesoxiadenosina); los inhibidores de la aromatasa (anastrozol, exemestano, y letrozol); y los complejos de
coordinacion del platino (cisplatino, carboplatino), procarbazina, hidroxiurea, mitotano, aminoglutethimida; hormonas
(es decir, estrégeno) y los agonistas de hormonas tales como los agonistas de la hormona liberadora de la hormona
luteneizante (LHRH) (goserelina, leuprolido y triptorelina). Otros agentes quimioterapéuticos pueden incluir
mecloretamina, camptotecina, ifosfamida, tamoxifeno, raloxifeno, gemcitabina, navelbina, o cualquier analogo o
variante derivada del anterior.

[0122] En determinadas realizaciones, un compuesto de la invencion se administra conjuntamente con un
esteroide, los esteroides adecuados pueden incluir, pero no se limitan a, 21-acetoxipregnenolona, alclometasona,
algestona, amcinonida, beclometasona, betametasona, budesonida, cloroprednisona, clobetasol, clocortolona,
cloprednol, corticosterona, cortisona, cortivazol, deflazacort, desonide, desoximetasona, dexametasona, diflorasona,
difiucortolona, difuprednato, enoxolona, fluazacort, flucloronida, flumetasona, flunisolida, fluocinolona acetonida,
fluocinonida, butil fluocortina, fluocortolona, fluorometolona, acetato de fluperolona, acetato de fluprednideno,
fluprednisolona, flurandrenolida, propionato de fluticasona, formocortal, halcinonida, propionato de halobetasol,
halometasona, hidrocortisona, etabonato de loteprednol, mazipredona, medrisona, meprednisona, metil
prednisolona, furoato de mometasona, parametasona, prednicarbato, prednisolona, 2.5-dietilaminoacetato de
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prednisolona, prednisolona fosfato de sodio, prednisona, prednival, prednilideno, rimexolona, tixocortol,
triamcinolona, triamcinolona acetonida, triamcinolona benetonida, triamcinolona hexacetonida, y sus sales y/o
derivados.

[0123] En determinadas realizaciones, un compuesto de la invencion se administra conjuntamente con un agente
inmunoterapéutico. Los agentes inmunoterapéuticos adecuados pueden incluir, pero no se limitan a, ciclosporina,
talidomida, y anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales pueden ser puros o conjugados, tales como
rituximab, tositumomab, alemtuzumab, epratuzumab, ibritumomab tiuxetan, gentuzumab ozogamicina, bevacizumab,
cetuximab, erlotinib y trastuzumab.

llustracion

Esquema 1: Sintesis del Compuesto 1
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DH OH
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OTBES OTBS
PaIC, Hy
—
coz. 9 TFA =
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Sintesis de (A)

[0125] A una disolucion de Cbz-Trp-OH (10 g, 29 mmol) en DMF (150 ml) se afiadié Me-Im (25,2 ml, 458 mmol)
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gota a gota. La disolucion se dejo agitar durante 10 minutos seguido por la adicion de TBSCI (23,9 g, 158 mmol). La
disolucion resultante se dejo agitar durante la noche. A continuacion se afiadié agua (100 ml) y se extrajo la mezcla
con EtOAc (3 x 50 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (3 x 50 ml) y salmuera (50 ml), se
secaron con MgSOQ,, se filtraron, y se concentraron a presion reducida para dar como resultado un aceite que se
disolvié en agua/THF 1:1 (200 ml) y se afiadié K,CO3 (440 mg, 0,031 mmol) a la disoluciéon. La disolucidn resultante
se dejo agitar durante la noche. A continuacién se eliminé el disolvente organico a presion reducida y se ajusté el pH
a 2 con HCI 1 N. la disolucion resultante se extrajo con EtOAc 83 x 75 ml) y las capas organicas combinadas se
secaron con Mg SOu, se filtraron y se concentraron a presion reducida para dar como resultado (A).

Sintesis de (B)

[0126] A una disolucion de clorhidrato de dimetil hidroxilamina (3,6 g, 36,9 mmol) en DCM (20 ml) a 0° C se afiadio
diisopropiletilamina (DIEA) (5 ml, 57,4 mmol) gota a gota. Se dejo agitar la disolucion resultante durante 20 minutos.

[0127] A una disolucién de (A) en DCM (20 ml) a 0 °C se afadi6 cloroformiato de isobutilo (IBCF) (5 ml, 51,5
mmol) gota a gota, seguido por la adiciéon gota a gota de n-metilmorfolina (NMM) (4,0 ml, 56,7 mmol). Se dej6 agitar
la disolucion resultante durante 10 minutos antes de anadir ésta a la disolucion del clorhidrato de dimetil
hidroxilamina/DIEA anteriormente preparada y se dejé agitar la mezcla durante 3 h a 0 °C, seguido por la adicion de
agua (50 ml). Las capas se separaron y la capa de agua se lavé con DCM (3 x 15 ml). Se lavaron las capas
organicas combinadas con HCI 1N (3 x 20 ml) y salmuera (20 ml), se secaron con MgSQ, se filtraron y se
concentraron a presion reducida para dar como resultado un aceite que se purific6 mediante cromatografia
instantanea utilizando 20 a 40% de EtOAc/hexanos como el eluyente para dar como resultado (B):

Sintesis de (C)

[0128] A una disolucion de (B) (6,82 g, 14,4 mmol) en una disolucion de THF (40 ml) a -20 °C se afadid una
disolucion de bromuro de isopropenil magnesio (90 ml, 0,5 M en THF), manteniendo a la vez la temperatura interna
por debajo de -5 °C. Se dejo agitar la disoluciéon durante 3 h a 0 °C seguido por la adicion de HCI 1 N (20 ml). Se
filtré la disolucién a través de Celite 521 y la torta del filtro se lavd con EtOAc. A continuacion se eliminé el disolvente
organico a presion reducida y se extrajo el resto de la disoluciéon acuosa con EtOAc (3 x 20 ml). Se lavaron las capas
organicas combinadas con disolucién saturada de NaHCO3 (3x, 15 ml) y salmuera (15 ml), se secaron con MgSOy,
se filtraron, y se concentraron a presion reducida para proporcionar un aceite que se purifico mediante cromatografia
instantanea utilizando 10 a 20% de EtOAc/hexanos como el eluyente para dar como resultado (C).

Sintesis de (D) y (E)

[0129] A una disolucién de C (3,06 g, 6,75 mmol) en MeON (40 ml) y THF (40 ml) se afiadio CeCl;-7H.0 (3,64 g,
9,77 mmol). La mezcla resultante se dej6 agitar hasta que se convirti6 en homogénea. A continuacion se enfrid la
disolucion a 0°C y se afiadié NaBH,4 (369 mg, 9,75 mmol) durante 10 minutos. La disolucién se dejé agitar durante 1
h seguida por la adicién de AcOH (5 ml) con agitacién continuada durante 20 minutos. El disolvente se evapor6 a
presion reducida y el residuo resultante se diluyé con agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (3 x 10 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con agua (3 x 10 ml) y salmuera (10 ml), se secaron con MgSQOy, se filtrd, y se
concentré a presion reducida para dar como resultado una mezcla 4/1 de (D) y (E).

Sintesis de (F) y (G)

[0130] A una disolucion de (D) y (E) en DCM (90 ml) a 0 °C, se afadié6 VO (acac), (63 mg, 0,23 mmol), tras
agitaciéon durante 5 minutos se afiadié t-BuOOH (2,25 ml, 6,0 M en decano) gota a gota. La disolucion resultante se
dejo agitar durante 2 h y a continuacién se filtr6 a través de Celite 521, y la torta del filtro se lavé con DCM (20 ml).
Las capas organicas combinadas se lavaron con disolucion saturada de NaHCO3; (3 x 20 ml) y salmuera (20 ml), se
seco con MgSOy, se filtrd, y se concentré a presion reducida para proporcionar una mezcla de (H) y (1) (4/1) que se
purifico mediante cromatografia instantanea utilizando 15 a 40% de EtOAc/hexanos como eluyente para dar como
resultado (H).

Sintesis de (H)

[0131] A una disolucién de peryodinano de Dess-Martin (6,75 g, 15,9 mmol) en DCM (75 ml) a 0 °C se afiadié una
disolucion de (F) y (G) en DCM (35 ml) gota a gota. La disolucién se dejo calentar a temperatura ambiente y agitar
durante la noche. A continuacién se concentro el disolvente a presién reducida y se diluyé el residuo con EtOAc (20
ml) y disolucién saturada de NaHCO3; (20 ml). La mezcla resultante se filtré a través de Celite 521 y la torta del filtro
se lavo con EtOAc (20 ml). Se separaron las capas y la capa organica se lavo con agua (3 x 10 ml) y salmuera (10
ml), se sec6 con MgSO;, se filtré y se concentré a presion reducida para proporcionar una mezcla de (H) y (1) (4/1)
que se purificd mediante cromatografia instantanea utilizando 15 a 40% de EtOAc/hexanos como el eluyente para
dar como resultado (H):
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[0132]
Sintesis de 1

[0133] A una disolucion de (H) (50 mg, 1,06 mmol) en TFA (5 ml) se afiadi6 Pd/C (14 mg, 10%). La mezcla
resultante se dejo agitar en 1 atmodsfera (98,07 kPa) de H> durante 2 h seguido por dilucién con DCM (10 ml). La
mezcla se filtrd a través de Celite 521 y la torta del filtro se lavé con DCM (10 ml). El filtrado se concentr6 a presion
reducida y el residuo resultante se diluyé con DCM (10 ml) y se concentrd a presion reducida una segunda vez. El
residuo se colocé a vacio elevado durante 2 h para proporcionar 1.

Esquema 2: Sintesis del Ejemplo 2

[0134]
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Sintesis de (J)

[0135] A una disoluciéon de Fmoc-Trp (Boc)-OH (2,4 mmol, 1,0 g) en DCM (20 ml) se afiadi6 Me-Im (6,7 mmol,
0,370 ml) y la mezcla se agité hasta que la disolucién fue homogénea, en cuyo momento se afadié 1-(mesitileno-2-
sulfonil)-3-nitro-1,2,4-triazol (MSNT) (2,9 mmol, 0,870 g). Una vez que el MSNT se hubo disuelto, se afiadi6 la
mezcla de reaccion a la resina de HMPB-BHA (0,8 mmol, 1,25 g) y se dejo agitar la disolucién resultante durante 45
minutos. La resina se filtré6 con DMF (50 ml), MeOH (50 ml), y DCM (50 ml). A continuacién la resina se dejo6 secar al
aire para proporcionar (J).

Sintesis de (K)
[0136] A (J) (0,40 mmol, 0,62 g) se afiadié piperidina/DMF al 20% (10 ml) y la disolucion heterogénea resultante se
dejo agitar durante 20 minutos. La mezcla se filtr6 y la resina se lavé con DMF (20 ml), MeOH (20 ml), y DCM (20 ml)

y se dejo secar al aire antes de someter ésta a la anterior condicion de reaccién una segunda vez para dar como
resultado (K):
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Sintesis de (L)

[0137] A (K) (0,40 mmol) se afiadi6 DMF (20 ml), Cbz-d-Ala-OH (0,40 mmol, 0,090 g), DIEA (1,6 mmol, 0,12 ml),
HOBT (0,64 mmol, 0,062 mg), y BOP (0,64 mmol, 0,178 g) y la mezcla de reaccidon se dejé agitar durante 45
minutos. Se filtré la mezcla de reaccion y se lavo la resina con DMF (40 ml), MeOH (40 ml), y DCM (40 ml), y se dejo
secar al aire, para dar como resultado (L).

Sintesis de (M)

[0138] A (L) (0,08 mmol) se afiadid TFA/DCM al 5% (2 ml) y se dejo agitar la mezcla durante 20 minutos. Se filtro
la reaccion y se lavo la resina con DCM (10 ml). Se eliminaron los compuestos volatiles a presion reducida y el
aceite resultante se diluyé con DCM (10 ml) y se evapord un total de tres veces para dar como resultado (M).

Sintesis de (N)

[0139] A una disolucién agitada de (M) (0,11 mmol, 0,019 g) en MeCN (4 ml) y DMF (1 ml) se afadié (M) (0,1
mmol), DIEA (2,9 mmol, 0,5 ml), HOBT (0,2 mmol, 0,032 g), y HBTU (0,23 mmol, 0,087 g) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante la noche. La reaccion se diluyd don disolucion saturada de NaHCO3; (15 ml) y se
extrajo con EtOAc. La capa organica se lavo con disolucion saturada de NaHCO3; y salmuera, se secd con MgSOy, ¥y
los compuestos volatiles se eliminaron a presién reducida. El material bruto se purific6 mediante cromatografia
instantanea. EI material bruto se purific6 mediante cromatografia instantanea utilizando 20 a 40% de EtOAc/hexanos
como eluyente para dar como resultado (N).

Sintesis de 2

[0140] A un disolucion agitada de (N) (0,1 mmol) en piridina (1,5 ml) y THF (3,0 ml) a 0 °C se afiadié una
disolucion de HF/piridina gota a gota. Se dejo agitar la disolucion durante 2 horas a 0 °C antes de la adiciéon de agua
(5,0 ml) y la extraccién con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con una disolucion saturada de
NaHCO; y salmuera, se secé con MgSO,, se filtrd y se eliminaron los compuestos volatiles a presién reducida. El
material bruto se purific6 mediante cromatografia instantanea utilizando 30 a 60% de EtOAc/hexanos como el
eluyente, para dar como resultado 2 (4,2 mg).

Esquema 3: Sintesis del ejemplo 3
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Sintesis de (O)

[0142] A una disolucidon de Fmoc-Tyr(Me)-OH (1,9 mmol, 0,80 g) en DCM (20 ml) se afadié Me-IM (6,7 mmol,
0,370 ml). Cuando la disolucién fue homogénea, se afiadid6 MSNT (2,9 mmol, 0,870 g) y se agité la mezcla hasta que
disolvié el MSNT, en cuyo momento la resina de HMPB-BHA (0,64 mmol, 1,00 g) y la disolucién resultante se
dejaron agitar durante 45 minutos. La resina se filtré y se lavé con DMF (50 ml), MeOH (50 ml), y DCM (50 ml) y a
continuacion, la resina se dejo secar al aire, para dar como resultado (O).

Sintesis de (P)

[0143] A (O) (0,40 mmol, 0,62 g) se afadi6é piperidina/DMF al 20% (10 ml) y se dejé agitar la disolucién
heterogénea resultante durante 20 minutos. Se filtré la mezcla y se lavo la resina con DMF (20 ml), MeOH (20 ml), y
DCM (20 ml) y se dejo secar al aire. A continuacion se sometié la resina a las anteriores condiciones de reaccion
una segunda vez para dar como resultado (P).

Sintesis de (Q)

[0144] A (P) (0,40 mmol) se afiadi6 DMF (20 ml), Cbz-D-Ala-OH (0,40 mmol, 0,090 g), DIEA (1,6 mmol, 0,12 ml),
HOBT (0,64 mmol, 0,062 mg), y BOP (0,64 mmol, 0,178 g) y se dej6 agitar la mezcla de reacciéon durante 45
minutos. La mezcla de reaccion se filtré y la resina se lavé con DMF (40 ml), MeOH (40 ml), y DCM (40 ml) y se dejo
secar al aire, para dar como resultado (Q):

Sintesis de (R)

[0145] A (Q) (0,88 mmol) se afiadio TFA/DCM al 5% 82 ml) y se dejo agitar la mezcla durante 20 minutos. Se filtro
la reaccion y se lavo la resina con DCM 810 ml). A continuacién se eliminaron los compuestos volatiles a presion
reducida y el aceite resultante se diluyé con DCM (10 ml) y se evapord un total de tres veces para dar como
resultado (R).

Sintesis de (S)

[0146] A una disolucion agitada de 1 (0,11 mmol, 0,019 g) en MeCN (4 ml) y DMF (1 ml) se afiadié R (0,1 mmol),
DIEA (2,9 mmol, 0,5 ml), HOBT (0,2 mmol, 0,032 g), y HBTU (0,23 mmol, 0,087 g) y se agitd la mezcla a
temperatura ambiente durante la noche, La reaccion se diluyé con disolucion saturada de NaHCO3; (15 ml) y se
extrajo con EtOAc. Se lavé la capa organica con disoluciéon saturada de NaHCOs3, y salmuera, se secé con MgSOs,
se filtro, y se concentré a presién reducida. El material resultante se purificd6 mediante cromatografia instantanea
utilizando 20 a 40% de EtOAc/hexanos como el eluyente para dar como resultado (S).

Sintesis de 3

[0147] A una disolucion agitada de (S) (0,1 mmol), en piridina 81,5 ml) y THF (3,0 ml) a 0 °C, se afadié una
disolucion de HF/Piridina gota a gota. La disolucién se dejo agitar durante 2 h a 0° C seguido por la adiciéon de agua
(5,0 ml) y la extracciéon con EtOAc. A continuacién se lavo la capa organica con disoluciéon saturada de NaHCOs3, y
salmuera, se secd con MgSOy, se filtrd y se concentrd a presion reducida. El material resultante se purifico mediante
cromatografia instantanea utilizando 30 a 60% de EtOAc/hexanos como el eluyente, para dar como resultado 3 (6,7

mg).
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Esquema 4: Sintesis del compuesto 4
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Sintesis de (U)

[0149] A una disolucion de clorhidrato de dimetil hidroxilamina (18,4 g, 226,3 mmol) en DCM (400 ml) a 0 C, se
afnadio DIEA (25,8 ml, 282 mmol) gota a gota. Se dejo agitar la disolucién resultante durante 20 minutos.

[0150] A una disolucion de Cbz-Phe-OH (50 g, 169 mmol) en DCM (400 ml) a 0 °C se afhadi6 IBCF (24,4 ml, 266
mmol) gota a gota, seguido por la adicidon gota a gota de NMM (20,7 ml; 293 mmol). Se dejé agitar la disolucion
resultante durante 10 minutos y a continuacion se afiadié a la disolucion de clorhidrato de dimetil hidroxilamina/DIEA
anteriormente preparada. Se dejo agitar la mezcla durante 3 h a 0 °C seguido por la adicion de agua (250 ml). A
continuaciéon se separaron las capas y se lavé la capa de agua con DCM (3 x 100 ml). Se lavaron las capas
organicas combinadas con HCI 1 N (3 x 100 ml) y salmuera (100 ml), se secaron con MgSOy, se filtraron, y se
concentraron a presion reducida para dar como resultado un aceite que se purifico mediante cromatografia
instantanea utilizando 20 a 40% de EtOAc/hexanos como el eluyente, para dar como resultado (U).

Sintesis de (V)

[0151] A una disolucién de (U) (47 g, 145 mmol) en una disolucion de THF (400 ml) a -20 °C se afiadié una
disolucion de bromuro de isopropenil magnesio (800 ml, 0,5 M en THF) manteniendo a la vez la temperatura interna
por debajo de -5 °C. Se dejo agitar la disolucion durante 3 h a 0 °C seguido por la adiciéon de HCI 1 N (200 ml). La
disolucion se filir6 a través de Celite 521 y la torta del filtro se lavd con EtOAc. A continuacidon se elimind el
disolvente organico a presion reducida y se extrajo el resto de la disolucién acuosa con EtOAC (3 x 200 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron con disolucion saturada de NaHCO3 (3 x 150 ml) y salmuera (150 ml), se
secaron con MgSOQ,, se filtraron, y se concentraron a presion reducida para dar como resultado un aceite que se
purific6 mediante cromatografia instantanea utilizando 20 a 40% de ETOAc/hexanos como el eluyente para dar
como resultado (V).
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Sintesis de (W) y (X)

[0152] A una disolucién de (V) (30,03 g, 92,0 mmol) en MeOH (500 ml) y THF (500 ml) se anadié CeCls-7H,0O
(48,04 g, 130 mmol). La disolucién resultante se dejo agitar hasta que se convirti6 en homogénea. A continuacion se
enfrio la disolucion a 0 °C y se afiadiéo NaBH4 (4,90 mg, 129 mmol) durante un periodo de 10 minutos. Se dejé agitar
la disolucién durante 1 h seguido por la adicién de AcOH (70 ml) con agitacidon continuada durante 20 minutos. A
continuacién se concentrd la mezcla a presion reducida y el residuo resultante se diluyé con agua (400 ml) y se
extrajo con EtOAc (3 x 130 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron con agua (3x, 130 ml) y salmuera (130
ml), se secaron con MgSQ, se filtraron y se concentraron a presion reducida para dar como resultado una mezcla
5/1 de (W) y (X).

Sintesis de (Y) y (2)

[0153] A una disolucién de (W) y (X) en DCM (500 ml) a 0 °C se afiadié VO(acac), (900 mg, 3,26 mmol), tras agitar
durante 5 minutos, se afiadi6 gota a gota t-BuOOH (30 ml, 6,0 M en decano): La disolucion resultante se dej6 agitar
durante 2 h y a continuacion se filtré a través de Celite 521 y se lavo la torta del filtro con DCM (200 ml). A
continuacion se lavo el filtrado con disolucién saturada de NaHCO; (3 x 200 ml) y salmuera (200 ml), se seco con
MgSO., se filtrd, y se concentro a presion reducida para dar como resultado una mezcla 5/1 de (Y) y (Z).

Sintesis de (AA)

[0154] A una disolucién de peryodinano de Dess-Martin (40 g, 94,2 mmol) en DCM (300 ml) a 0 °C se afiadi6é una
disolucion de (Y) y (Z) en DCM (100 ml) gota a gota. A continuacion se dejé calentar la disolucion a temperatura
ambiente y agitar durante la noche. A continuaciéon se concentré la mezcla de reaccion a presién reducida y el
residuo se diluyé con EtOAc (120 ml) y disolucion saturada de NaHCO3; (120 ml). La mezcla resultante se filtr6 a
través de Celite 521 y la torta del filtro se lavé con EtOAc (120 ml). Se separaron las capas y se lavd la capa
organica con agua (3 x 60 ml) y salmuera (60 ml), se secd con MgSOy, se filtrd, y se concentré a presion reducida
para dar un aceite que se purific6 mediante cromatografia instantanea utilizando 15 a 40% de EtOAc/hexanos como
el eluyente para dar como resultado (AA).

Sintesis de 4

[0155] A una disolucién de (AA) (50 mg, 1,06 mmol) en TFA (5 ml) se afiadié Pd/C (14 mg, 10%). Se dej6 agitar la
mezcla resultante con 1 atmosfera (98,07 kPa) de H» durante 2 h, y a continuacion se diluyé con DCM (10 ml). La
mezcla se filtré a través de Celite 521 y la torta del filtro se lavé con DCM (10 ml). A continuacién se concentro el
filtrado a presion reducida y se diluyé el residuo con DCM (10 ml) y se concentrd a presion reducida una segunda
vez. El residuo se coloco en un vacio elevado durante 2 h para dar como resultado 4.

Esquema 5: sintesis del Ejemplo 5

[0156]
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Sintesis de (CC)

[0157] A (BB) (0,06 mmol) se afiadié DMF (2 ml), Cbz-D-Abu-OH (0,12 mmol, 0,032 g), DIEA (0,256 mmol, 0,075
ml), HOBT (0,102 mmol, 0,010 mg), y BOP (0,102 mmol, 0,075 g) y se dej6 agitar la mezcla de reaccion durante 45
minutos. A continuacion se filtré la mezcla de reaccion y se lavo la resina con DMF (4 ml), MeOH (4 ml), y DCM (4
ml), y se dej6 secar al aire, para dar como resultado (CC).

Sintesis de (DD)

[0158] A (CC) (0,08 mmol) se afadid TFA/DCM al 50% (2 ml) y se dejé agitar la mezcla de reaccién durante 20
minutos. Se filtré la reaccion y se lavo la resina con DCM (10 ml). A continuacién se concentré la disolucion a presion
reducida y el aceite resultante se diluyd con DCM (10 ml) y se evaporé un total de tres veces para dar como
resultado (DD).

Sintesis de 5

[0159] A una disolucién agitada de 4 (0,11 mmol, 0,019 g) en MeCN (4 ml) y DMF (1 ml) se afadio (DD) (0,1
mmol), DIEA (2,9 mmol, 0,5 ml), HOBT (0,2 mmol, 0,032 g), y HBTU (0,23 mmol, 0,087 g) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante la noche. A continuacién se diluyé la reaccion con disolucién saturada de NaHCO;
(15 ml) y se extrajo con EtOAc. Se lavé la capa organica con disolucion saturada de NaHCO3 y salmuera, se seco
con MgSO., se filtré y se concentré a presion reducida. ElI material resultante se purificé mediante cromatografia
instantanea utilizando 25 a 55% de EtOAc/hexanos como el eluyente para dar como resultado 5 (12,0 mg).
Esquema 6: Sintesis del Ejemplo 6

[0160]
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Sintesis de (EE)

[0161] A (BB) (0,6 mmol) se afiadi6 DMF (2 ml), Cbz-D-Leu-OH (0,12 mmol, 0,032 g), DIEA (0,256 mmol, 0,075
ml), HOBT (0,102 mmol, 0,010 mg), y BOP (0,102 mmol, 0,075 g) y se dej6 agitar la mezcla de reaccién durante 45
minutos. A continuacion se filtré la mezcla de reaccion y se lavo la resina con DMF (4 ml), MeOH (4 ml), y DCM (4
ml), y se dej6 secar al aire, para dar como resultado (EE).

Sintesis de (FF)

[0162] Se afiadié a (FF) (0,08 mmol) TFA/DCM al 50% (2 ml) y se dejé agitar la mezcla durante 20 minutos. La
mezcla de reaccion se filtré y se lavo la resina con DCM (10 ml). Los compuestos volatiles se eliminaron a presion
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reducida y el aceite resultante se diluyé con DCM (10 ml) y se evapord un total de tres veces para dar como
resultado (FF).

Sintesis de 6

[0163] A una disolucién agitada de 4 (0,11 mmol, 0,019 g) en MeCN (4 ml) y DMF (1 ml) se afadié (FF) (0,1
mmol), DIEA (2,9 mmol, 0,5 ml), HOBT (0,2 mmol, 0,032 g), y HBTU (0,23 mmol, 0,087 g) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante la noche. A continuacion se diluyd la reaccion con NaHCO3 (15 ml) y se extrajo con
EtOAc, se lavo la capa organica con disolucion saturada de NaHCO3 y salmuera, se seco con MgSOQy, se filtrd, y se
concentré a presion reducida. A continuacion se purificd el material resultante mediante cromatografia instantanea
utilizando 25 a 55% de EtOAC/hexanos como el eluyente para dar como resultado 20 (14,0 mg).

Esquema 7: Sintesis del Ejemplo 7

[0164]
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Sintesis de 7

[0165] A una disolucion agitada de 4 (0,11 mmol, 0,019 g) en MeCN (4 ml) y DMF (1 ml) se afiadié (R) (0,1 mmol),
DIEA (2,9 mmol, 0,5 ml), HOBT (0,2 mmol, 0,032 g), y HBTU (0,23 mmol, 0,087 g) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante la noche. A continuacion se diluyé la reaccion con disolucion saturada de NaHCO;
(15 ml) y se extrajo con EtOAc. Se lavé la capa organica con disolucion saturada de NaHCO3 y salmuera, se seco
con MgSO;, se filtro, y se concentrd a presion reducida. El material resultante se purific6 mediante cromatografia
instantanea utilizando 25 a 55% de EtOAc/hexanos como el eluyente para dar como resultado 7 (10,5 mg).

27



10

15

20

25

ES 2415632713

Esquema 8: Sintesis del compuesto 8
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Sintesis de (HH)

[0167] A una disolucion del clorhidrato de dimetil hidroxilamina (331 mg, 3,4 mmol) en DCM (20 ml) a 0 C se
afadio trietilamina (343 mg, 3,4 mmol) gota a gota, Se dejo agitar la disolucién resultante durante 20 minutos.

[0168] A una disolucién de Cbz-HomoPhe-OH (1,0 g, 3,2 mmol) en DCM (100 ml) a 0 °C se afiadié IBCF (460 mg,
3,35 mmol) gota a gota, seguido por la adiciéon gota a gota de NMM (343 mg, 3,4 mmol). Se dejé agitar la disolucion
resultante durante 10 minutos y a continuacion se afiadié a la disolucién de clorhidrato de dimetil hidroxilamina/TEA
anteriormente preparada. La mezcla resultante se agité a 0 °C durante 3 h seguido por la adiciéon de agua (50 ml).
Se separaron las capas y se extrajo la capa acuosa con DCM (3 x 100 ml). Se lavaron las capas organicas
combinadas con HCI 1 N (30 ml) y salmuera (30 ml), se secaron con MgSOQsa, se filtraron, y se concentraron a presion
reducida. A continuacién se purifico6 el material resultante mediante cromatografia instantanea utilizando
EtOAc/hexanos (1:3) como el eluyente para dar como resultado el intermedio (HH) (0,92 g).

Sintesis de (I1)

[0169] A una disolucién de (HH) (920 mg, 2,6 mmol) en THF (50 ml) a -20 °C, se afiadié una disolucién de bromuro
de isopropenil magnesio (26 ml, 12,9 mmol, 0,5 M en THF). Se dejo agitar la disolucion resultante a 0 °C durante 6
horas seguido por la adiciéon de HCI 1 N (10 ml). La mezcla resultante se filtré a través de Celite 521 y la torta del
filtro se lavé con acetato de etilo. Se separaron las capas y se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo (3 x 20 ml).
Se lavaron las capas organicas combinadas con disolucién saturada de NaHCO3; (30 ml) y salmuera (30 ml), se
secaron con MgSOQOy, se filtraron y se concentraron a presion reducida. El material resultante se purific6 mediante
cromatografia instantanea utilizando EtOAc/hexanos (1.3) como el eluyente para dar como resultado (1) (700 mg).
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Sintesis de (3J) y (KK)

[0170] A una disolucion de (1) (700 mg, 2,1 mmol) en DCM (50 ml) a 0 °C se afiadié CeCls-7H20 (942 mg, 2,52
mmol) y NaBH, (98 mg, 2,52 mmol) sucesivamente. La disolucion se agité a temperatura ambiente durante la noche
seguido por la adicion de AcOH (5 ml). La mezcla se concentrd a presion reducida y a continuacion se diluyé con
EtOAc (100 ml) y disolucion saturada de NaHCOs3 (50 ml). A continuacion se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x
50 ml) y se secaron las capas organicas combinadas con Na;SOs, se filtraron, y se concentraron a presion reducida
hasta un aceite de color amarillo que se purific6 mediante cromatografia instantanea utilizando EtOAc/hexanos (1:3)
como el eluyente para dar como resultado (JJ) y (KK) en una relacion 5/1.

Sintesis de (LL) y (MM)

[0171] A una disolucién de (JJ) y (KK) en THF (50 ml) a 0 °C, se afiadié6 VO(acac), (18 mg, 0,066 mmol) y t-
BuOOH (0,9 ml, 6,0 M en decano) sucesivamente. La disolucidn resultante se agité a temperatura ambiente durante
10 horas, a continuacion se filtré a través de Celite 521 y la torta del filtro se lavé con EtOAc (100 ml). Las capas
organicas combinadas se lavaron con disolucion saturada de NaHCOg3; (10 ml) y salmuera (10 ml), se secaron con
MgSOQ., se filtraron y se concentraron a presion reducida para dar (LL) y (MM) 585 mg) en una relacién 5/1.

Sintesis de (NN)

[0172] A una disolucién de peryodinano de Dess-Martin (1,40 g, 3,3 mmol) en DMSO (20 ml) a 0 °C, se afiadio
(LL) y (MM) (585 mg) en DMSO (10 ml). La disolucién se agité a temperatura ambiente durante 6 horas, y a
continuacién se diluyé con EtOAc (100 ml) y disolucion saturada de NaHCO3; (50 ml), a continuacion se extrajo la
fase acuosa con EtOAc (2 x 50 ml), y las capas organicas combinadas se secaron con Na;SOys, se filtraron, y se
concentraron a presion reducida para dar un aceite de color amarillo que se purific6 mediante cromatografia
instantanea utilizando EtOAc/hexanos (2:3) como el eluyente para dar como resultado (NN) (465 mg).

Sintesis de 8

[0173] A una disoluciéon de (NN) (290 mg, 0,82 mmol) en TFA (5 ml) se anadié Pd/C (14 mg, 10%). La mezcla
resultante se dejo agitar en una atmdsfera de H, durante 2 h, y a continuacién se diluyé con DCM (10 ml). La mezcla
se filtr6 a través de Celite 521 y la torta del filtro se lavéo con DCM (10 ml). Se concentré a presion reducida y el
residuo se diluyé con DCM (10 ml) y se concentré a presion reducida. El residuo resultante se colocé a vacio
elevado durante 2 horas, para dar como resultado 8.

Esquema 9: Sintesis del Ejemplo 9
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Sintesis de (O0)

[0174] A (K) (0,06 mmol) se afiadi6 DMF (2 ml), Cbz-Ala-OH (0,12 mmol, 0,032 g), DIEA (0,256 mmol, 0,075 ml),
HOBT (0,102 mmol, 0,010 mg), y BOP (0,102 mmol, 0,075 g) y se dejo agitar la mezcla de reaccién durante 45
minutos. A continuacion se filtré la mezcla de reaccién y se lavé la resina con DMF (4 ml), MeOH (4 ml), y DCM (4
ml), y se dejo secar al aire, para dar como resultado (OO).

Sintesis de (PP)

[0175] A (K) (0,06 mmol) se afiadi6 DMF (2 ml), Cbz-Ala-OH (0,12 mmol, 0,032 g), DIEA (0,256 mmol, 0,075 ml),
HOBT (0,102 mmol, 0,010 mg), y BOP (0,102 mmol, 0,075 g) y se dejé agitar la mezcla de reaccidon durante 45
minutos. A continuacion se filtré la mezcla de reaccién y se lavé la resina con DMF (4 ml), MeOH (4 ml), y DCM (4
ml), y se dejo secar al aire, para dar como resultado (OO).

Sintesis de (PP)

[0176] A (OO) (0,08 mmol) se afiadié TFA/DCM al 50% (2 ml) y se dejo agitar la mezcla durante 20 minutos. A
continuacioén se filtré la reaccion y se lavo la resina con DCM (10 ml). Se eliminaron los compuestos volatiles a
presion reducida y se diluyo el aceite resultante con DCM (10 ml) y se evaporé un total de tres veces para dar como
resultado (PP).

Sintesis de 9

[0177] A una disolucién agitada de 8 (0,11 mmol, 0,019 g) en MeCN (4 ml) y DMF (1 ml) se afiadio (PP) (0,1
mmol), DIEA (2,9 mmol, 0,5 ml), HOBT (0,2 mmol, 0,032 g), y HBTU (0,23 mmol, 0,087 g) y se agit6 la mezcla a
temperatura ambiente durante la noche. A continuacion se diluy6 la reaccion con disolucion saturada de NaHCO3
(15 ml) y se extrajo con EtOAc. A continuacién se lavd la capa organica con disolucién saturada de NaHCOs; y
salmuera, se secé con MgSOy, se filtrd y se concentré a presidn reducida. El material resultante se purific6 mediante
cromatografia instantanea utilizando 25 a 55% de EtOAc/hexanos como el eluyente, para dar como resultado 9 (7,8

mag).
Esquema 10: sintesis del ejemplo 10 (Ejemplo de Referencia)
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Sintesis de (QQ)

[0179] A una disolucién de Cbz-Asp (t-Bu)-OH (0,32 mmol, 108 mg) en DMF (2 ml) a 0° C se afadié6 HOBT (0,51
mmol, 78 mg), HBTU (0,51 mmol, 194 mg), y DIEA (1,2 mmol, 0,2 ml). Una vez que la mezcla resultante se convirtio
en una disolucion homogénea, se afiadié la resina de Phe-HMPB-BHA (0,13 mmol, 200 mg) y se dej6 agitar la
mezcla de reaccion resultante a 0-4° C durante la noche. La resina se eliminé mediante filtracion y se lavé con DMF
(3x5ml)y DCM (3 x 5 ml). La resina se dejo secar al aire para dar como resultado (QQ).

Sintesis de (RR)
[0180] A (QQ) (0,13 mmol) se afiadi6 TFA/DCM (5 ml, 5:95) y se dejo agitar la mezcla a 0-4 °C durante 30

minutos. A continuacion la reaccion se filtré y se lavd la resina con DCM (3 x 10 ml). Los compuestos volatiles se
eliminaron a presion reducida a 0 °C para dar como resultado (RR).

Sintesis de (SS)

[0181] A una disolucién a 0 °C de (RR) (0,13 mmol) y 4 (0,12 mmol) en THF (5 ml) se afiadi6 HOBT (0,18 mmol,
31 mg), HBTU (0,18 mmol, 76 mg) y DIEA (0,6 mmol, 0,1 ml), y la mezcla de reaccién resultante a 0-4 °C durante la
noche. A continuacioén se diluyé la mezcla de reaccion con EtOAc (100 ml) y disolucion saturada de Na;SOy, se filtro,
y se concentrd a presion reducida para dar un aceite de color amarillo que se purific6 mediante HPLC, eluyendo con
una disolucion acuosa de MeCN/NH4OAc, para dar (SS).

Sintesis de 10

[0182] A una disolucion a 0 °C de (SS) en DCM (5 ml) se afadié TFA acido (5 ml) gota a gota y la disolucion
resultante se agité durante 3 h. A continuacién se concentré la mezcla de reaccion a presién reducida y el residuo
resultante se purificé mediante HPLC, eluyendo con una disolucién acuosa de MeCN/NH4OAc, para dar 10.
Esquema 11: Sintesis del Ejemplo 11
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Sintesis de (TT)

[0184] A una disolucién a 0 °C de Z-Ala-OH (0,32 mmol, 71 mg) en DMF (2 ml), se afiadi6 HOBT (0,51 mmol, 78
mg), HBTU (0,51 mmol, 194 mg) y diisopropiletilamina (1,2 mmol, 0,2 ml). Una vez que la mezcla resultante se
convirti6 en homogénea, se afiadié resina de Phe(4-MeO)-Wang (0,13 mmol), 200 mg) y se dejo agitar durante la
noche la mezcla de reaccion resultante. A continuacion la resina se eliminé mediante filtracion y se lavé con DMF (3
x 5 ml) y DCM (3 x 5 ml). Se dejo secar al aire la resina resultante para dar como resultado (TT).

Sintesis de (UU)
[0185] A (TT) (0,13 mmol) se afiadid TFA/DCM al 50% (5 ml) y se dej6 agitar la mezcla durante 30 minutos. A

continuacion se filtré la reaccion y la resina con DCM (3 x 10 ml). Los compuestos volatiles se eliminaron a presion
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reducida para dar como resultado (UU).
Sintesis de 11

[0186] A una disolucion a 0 °C de (UU) (0,13 mmol) y 4 (0,12 mmol) en THF (5 ml) se afiadi6 HOBT (0,18 mmol,
31 mg), HBTU (0,18 mmol, 76 mg) y DIEA (0,6 mmol, 0,1 ml). La mezcla de reaccion resultante se agité a 0-4° C
durante la noche seguido por dilucién con EtOAc (100 ml) y disolucion saturada de NaHCOs. A continuacion se
extrajo la fase acuosa con EtOAc y las capas organicas combinadas se secaron con Na;SOs, se filtraron, y se
concentraron a presion reducida hasta un aceite de color amarillo que se purific6 mediante HPLC, eluyendo con
disolucion acuosa de MeCN/NH4OAc, para dar 11.

Esquema 12: Sintesis del Ejemplo 12

[0187]
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Sintesis de 12

[0188] A una disolucion a 0 °C de (VV) (0,18 mmol, 50 mg) y 4 (0,12 mmol) en THF (5 ml) se afiadi6 HOBT (0,18
mmol, 31 mg), HBTU (0,18 mmol, 76 mg) y DIEA (0,6 mmol, 0,1 ml). La mezcla de reaccién resultante se agit6é a 0-
4° C durante la noche seguido por dilucién con EtOAc (100 ml) y disolucién saturada de NaHCOs. A continuacion se
extrajo la capa acuosa con EtOAc, y se secaron las capas organicas combinadas con Na,SOg, se filtraron, y se
concentraron a presion reducida hasta un aceite de color amarillo que se purifico mediante HPLC, eluyendo con una
disolucion acuosa de MeCN/NH4OAc, para proporcionar 12.
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Esquema 13: Sintesis del ejemplo 13
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Sintesis de (WW)

[0190] A una disolucion de Fmoc-O-t-butil-L-tirosina (6,4 mmol, 2,94 g) en DCM (22 ml) se afiadié 1-metilimidazol
10 (4,8 mmol, 0,380 ml) y la mezcla se agité hasta que la disoluciéon fue homogénea, en cuyo momento se anadioé 1-
(mesitileno-2-sulfonil)-3-nitro-1,2,4-triazol (MSTN) (6,4 mmol, 1,9 g). Una vez que se hubo disuelto el MSNT, se
afnadio la mezcla de reaccién a una resina HMPB-BHA (1,20 mmol, 2 g) y se dej6 agitar la mezcla resultante durante
45 minutos. Se filtr6 la resina y se lavé con DMF (50 ml), MeOH (50 ml), y DCM (50 ml). La resina se dejé secar al

aire para proporcionar (WW).
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[0191]
Sintesis de (XX)

[0192] A (WW) (0,40 mmol, 0,62 g) se afiadio piperidina/DMF al 20% (50 ml) y se dejé agitar la mezcla resultante
durante 20 minutos. Se filtr6 la mezcla y se lavé la resina con DMF (20 ml), MeOH (20 ml), y DCM (20 ml) y se dejo
secar al aire antes de someter ésta a la anterior condicién de reaccién una segunda vez.

[0193] A la resina resultante se afiadi6 DMF (64 ml), Fmoc-Ala-OH (32 mmol, 1,05 g), DIEA (12,8 mmol, 2,2 ml),
HOBT (5,12 mmol, 692 mg), y HBTU (5,12 mmol, 1,94 g) y se dejo6 agitar la mezcla de reaccion durante 45 minutos.
La mezcla de reaccion se filtré y la resina se lavé con DMF (40 ml), DCM (40 ml), MeOH (40 ml), H2O (40 ml), MeOH
(40 ml), H2O (40 ml), MeOH (40 ml), y DCM (40 ml), y se dejo secar al aire, para dar como resultado (XX).

Sintesis de (YY)

[0194] A (XX) (0,192 mmol, 0,3 g) se anadid piperidina/DMF al 20% (10 ml) y se dej6 agitar la mezcla resultante
durante 20 minutos. La mezcla se filtrd y la resina se lavé con DMF (20 ml), MeOH (20 ml), y DCM (20 ml) y se dej6
secar al aire antes de someterla a la anterior condicion de reaccion una segunda vez.

[0195] A laresina resultante se afiadio DMF (12 ml) acido morfolino acético (0,48 mmol, 70 mg), DIEA (1,92 mmol,
334 pl), HOBT (0,768 mmol, 104 mg), y HBTU (0,768 mmol, 291 mg) y se dejo agitar la mezcla de reaccién durante
45 minutos. La mezcla de reaccion se filtré y se lavé la resina con DMF (40 ml), DCM (40 ml), MeOH (40 ml), H,O
(40 ml), MeOH (40 ml), H.O (40 ml), MeOH (40 ml), y DCM (40 ml), y se dejé secar al aire para dar como resultado
(YY).

Sintesis de (Z2)

[0196] A (YY) (0,192 mmol) se afiadid TFA/DCM al 5% (10 ml) y se dejo agitar la mezcla durante 10 minutos a
0 °C. Se filtr6 la mezcla de reaccion y se lavo la resina con DCM (10 ml). Los compuestos volatiles se eliminaron a
presion reducida y el aceite resultante se diluyd con DCM 810 ml) y se evaporé un total de tres veces para dar como
resultado (Z2).

Sintesis de 13

[0197] A una disolucion agitada de (ZZ) (0,192 mmol, 83 mg) en MeCN (6 ml) y DMF (2 ml) se anadié 4 (0,384
mmol, 79 mg), DIEA (0,768 mmol, 133 ul), HOBT (0,3 mmol, 41 mg), y HBTU (0,3 mmol, 116 mg) y se agité la
mezcla a 0 °C durante 2 horas. La reaccion se diluyé con disolucion saturada de NaHCOs3 (15 ml) y se extrajo con
EtOAc (3 x). la capa organica se lavé con disolucion saturada de NaHCO3 y salmuera, se sec6 con MgSQ, se filtrd y
se concentré a presiéon reducida. El material bruto resultante se purific6 mediante cromatografia instantanea
utilizando EtOAc, y a continuacion EtOAc/MeOH/TEA (98/1/1) como el eluyente para dar como resultado 13 como un
solido de color blanco que se caracterizé mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z: 623,80).
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[0198]

Esquema 14: Sintesis del Ejemplo 14

[0199]
S X °
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Sintesis de (AAA)

[0200] Una suspensién de Boc-Tyr(me)-OH (10 g) en diclorometano anhidro (450 ml) se enfrié a -5 °C en un bafio
de hielo/acetona. A esta suspension se afiadio trietilamina (9,4 ml, 67,8 mmol) y DMAP (600 mg). A continuacion se
afadié gota a gota una disoluciéon de cloroformiato de bencilo (5,7 ml, 40,6 mmol) en diclorometano (50 ml). A
continuacion se afiadié una disolucion saturada acuosa de bicarbonato de sodio (200 ml). La capa organica se
separd y la capa acuosa se lavo con diclorometano (200 ml). Las capas organicas se lavaron con una disolucion
saturada acuosa de bicarbonato de sodio, se secé con sulfato de sodio, se filtrd, y se concentrd a presion reducida.
El residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice utilizando 80% de hexanos/20%
de acetato de etilo para proporcionar 11,43 g de un sélido de color blanco (rendimiento del 88%) que se caracterizé
mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z: 386,42).

[0201] Boc-Tyr(Me)-OBn (2 g, 5,2 mmol) se disolvié en diclorometano (15 ml) y se enfrid a 0 °C seguido por la
adicion gota a gota de TFA (15 ml). La reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante 2 horas.
Se eliminaron los disolventes a presion reducida para dar como resultado (AAA) como un aceite transparente (1,4 g,
rendimiento del 95%) que se caracterizé mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z: 286,42) y se utilizé sin purificacion
adicional.
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[0202]
Sintesis de (BBB)

[0203] A una disolucion a 0 °C de Boc-Ala-OH (750 mg, 3,9 mmol), H-Tyr(me)-OBn (950 mg, 3,3 mmol), HOBT
(712 mg, 5,3 mmol) y HBTU (2,0 g, 5,3 mmol) en acetonitrilo (60 ml) y DMF (6 ml) se afiadié N,N-diisopropiletilamina
(2,3 ml) gota a gota. La mezcla se agité a 0° C durante 2 horas y a continuacién se diluyé con acetato de etilo (300
ml) y se lavo con disolucion saturada acuosa de bicarbonato de sodio (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml). Las capas
organicas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presién reducida para dar un aceite
opaco que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice utilizando 50% de hexanos/50% de
acetato de etilo para dar como resultado 600 mg de (BBB9 como una espuma de color blanco (rendimiento del 40%)
que se caracterizé mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z: 457,52).

Sintesis de (CCC)

[0204] A una disolucion a 0 °C de (BBB) (5,9 g, 12,9 mmol) en tetrahidrofurano (120 ml) se anadié Pd al 10%/C
(1,2 g) y la mezcla resultante se dejo agitar a 1 atmédsfera (98,07 kPa) de hidrégeno durante 2 horas. A continuacion
se filtré la mezcla mediante Celite-545 y se lavo la torta del filtro con tetrahidrofurano. A continuacién se concentro el
filtrado organico a presién reducida y se coloco a vacio elevado para proporcionar 4,53 g (rendimiento del 95%) de
(CCC) que se utilizé sin purificacion adicional.

Sintesis de (DDD)

[0205] A una disolucién a 0 °C de (CCC) (4 g, 10,9 mmol), 4 (2,23 g, 10,9 mmol), HOBT (2,36 g, 17,4 mmol) y
HBTU (6,6 g, 17,4 mmol) en acetonitrilo (200 ml) y DMF (5 ml) se afiadié N,N-diisopropiletilamina (7,6 ml) y la
mezcla se agité a 0 °C durante 2 horas. A continuacion se diluyd con acetato de etilo (400 ml) y se lavo con
disolucion saturada acuosa de bicarbonato de sodio (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml). Las capas organicas se
secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron a presion reducida. El residuo resultante se purificd
mediante HPLC (disolucién acuosa de acetato de amonio (0,02 M) y acetonitrilo) para proporcionar (DDD) (4,47 g,
rendimiento del 74%) tal como se caracterizé mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z. 554,79).

Sintesis de (EEE)

[0206] A una disolucion a 0 °C de (DDD) (2 g, 3,6 mmol) en diclorometano (32 ml) se afadid acido trifluoroacético
(8 ml), y la disolucién resultante se agité a esta temperatura durante otra hora. A continuacién se concentré la
disolucion a presion reducida y se colocé a vacio elevado para proporcionar (EEE) tal como se confirmé mediante
LC/MS (LCRS (MH) m/z: 454,72), que se utilizé sin purificacion adicional.

Sintesis de 14

[0207] A una disolucion a 0 °C de (EEE), acido morfolin-4-il-acético (1,048 g, 7,22 mmol), HOBT (780 mg, 5,76
mmol) y HBTU (2,2 g, 5,76 mmol) en acetonitrilo (60 ml) y DMF (3 ml) se afadié N,N-diisopropiletilamina (2,5 ml)
gota a gota. La mezcla se agité a 0 °C durante 2 horas y a continuacion se diluyé con acetato de etilo (300 ml) y se
lavé con disolucion saturada acuosa de bicarbonato de sodio (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml). Las capas organicas
se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron a presion reducida. El residuo resultante se purifico
mediante HPLC (disolucién acuosa de acetato de amonio (0,02 M) y acetonitrilo) para proporcionar 14 (620 mg,
rendimiento del 29%) que se caracterizé6 mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z: 581,83).

Esquema 15. Sintesis del Ejemplo 15 (Ejemplo de referencia)

[0208]

_).....

’Ln’ \i . ?\/ \J\ _HOBT.HBTU _ o,-\| \/ﬁ\ .
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o
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[0209] A una disolucién a 0 °C de (EEE) (65 mg, 0,144 mmol), clorhidrato del acido (2R,6S)-2,6-dimetilmorfolin-4-il)
acético (FFF) (50 mg, 0,288 mmol), HOBT (32 mg, 0,23 mmol) y HBTU (88 mg, 0,23 mmol) en acetonitrilo (15 ml) y
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DMF (1 ml), se afadié N,N-diisopropiletilamina (100 pl) gota a gota, y la mezcla se agité a 0 °C durante 2 horas y a
continuacioén se diluyé con acetato de etilo (300 ml) y se lavé con disoluciéon saturada acuosa de bicarbonato de
sodio (2 x 100 ml) y salmuera (100 ml). Las capas organicas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se
concentraron a presion reducida. Para dar un residuo que se purificé mediante HPLC (disolucién acuosa de acetato
de amonio (0,02 M) y acetonitrilo) para proporcionar 15 (32 mg, rendimiento del 36%) que se caracterizé mediante
LC/MS (LCRS (MH) m/z: 609,83).

Esquema 16. Sintesis del Ejemplo 16 (Ejemplo de referencia)

[0210]

»a —< j\i wosr.HBTY_ __ o 5
O'H DEA, THF
E o
E26) °"' (GGG) . \Qo“

[0211] A una disolucién a 0 °C de (EEE) (62 mg, 0,14 mmol), acido (2-metil-1,3-tiazol-5-il) acético (GGG) (25 mg,
0,15 mmol), HOBT (30 mg, 0,22 mmol) y HBTU (84 mg, 0,22 mmol) en acetonitrilo (15 ml) y DMF (1 ml) se afadio
N,N-diisopropiletilamina (143 pl) gota a gota y la mezcla resultante se agité a 0° C durante 2 horas. A continuacion
se diluy6 con acetato de etilo (30 ml) y se lavo con disolucién saturada acuosa de bicarbonato de sodio (2 x 15 ml) y
salmuera (15 ml). Las capas organicas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron a presién
reducida para dar un residuo que se purificé mediante HPLC (disolucién acuosa de acetato de amonio (0,02 M) y
acetonitrilo) para proporcionar 16, que se caracterizé mediante LC/MS (LCRS) (MH) m/z: 593,72).

o

Esquema 17: Sintesis del ejemplo 17 (Ejemplo de referencia)

[0212]
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Sintesis de (llI)

[0213] A una disolucion a 0 °C de (HHH) (2 g, 5,9 mmol), 4 (2,44 g, 11,89 mmol), HOBT (1,28 g, 9,5 mmol) y
HBTU (3,6 g, 9,5 mmol) en acetonitrilo (180 ml) y DMF (10 ml) se afiadié N,N-diisopropiletilamina (4,14 ml) gota a
gota y la mezcla se agitd a 0° C durante 2 horas. A continuacion se diluyé con acetato de etilo (200 ml) y se lavé con
una disolucidon saturada acuosa de bicarbonato de sodio (2 x 50 ml) y salmuera (50 ml. Las capas organicas
combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron a presion reducida para dar un residuo
que se purificd mediante HPLC (disolucién acuosa de acetato de amonio) (0,02 M) y acetonitrilo) para proporcionar
(11 (1,5 g, rendimiento del 50%) tal como se caracterizé mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z. 524,71).

Sintesis de (JJJ)

[0214] A una disolucion a 0 °C de (lll) (60 mg, 0,1 mmol) en diclorometano (2 ml) se afiadi6 acido trifluoroacético
(0,5 ml), y la disolucion resultante se agité a esta temperatura durante otra hora. A continuacion, la disolucion se
concentré a presion reducida y se colocé a vacio elevado para proporcionar (JJJ) tal como se confirmé mediante
LC/MS (LCRS (MH) m/z: 424,51) que se utilizo sin purificacién adicional.

Sintesis de 17

[0215] A unadisolucion a 0 °C de (JJJ), (acido 2,4-dimetil-1,3-tiazol-5-il-acético (40 mg, 0,23 mmol), HOBT (25 mg,
0,183 mmol) y HBTU (70 mg, 0,183 mmol) en acetonitrilo (6 ml) y DMF (1 ml) se afiadié N,N-diisopropiletilamina (80
ul) gota a gota. A continuacion se agitd la mezcla a 0 °C durante 2 horas. A continuacion se diluyé con acetato de
etilo (50 ml) y se lavé con disolucion saturada acuosa de bicarbonato de sodio (2 x 10 ml) y salmuera (10 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron con sulfato de sodio, se filtraron, y se concentraron a presion reducida para
dar un residuo que se purifico mediante HPLC (disolucién acuosa de acetato de amonio (0,02 M) y acetonitrilo) para
proporcionar 17 (29 mg, rendimiento del 44%) que se caracterizé6 mediante LC/MS (LCRS (MH) m/z. 577,86).

Ejemplo 18: Ensayos para determinar la preferencia inhibitoria

[0216] Existen tres tipos de ensayos que se pueden utilizar cuando se determina si una molécula inhibe de forma
preferente o no la actividad CT-L del proteosoma constitutivo o del inmunoproteosoma. Los ensayos de cinética
enzimatica tales como los dados a conocer en la solicitud de los Estados Unidos con nimero de serie 09/569748,
Ejemplo 2 y Stein y col., Biochem. (1996), 35, 3899-3908 utilizan preparaciones de proteosomas 20S aislados con
mas del 90% de subunidades del proteosoma constitutivo o subunidades del inmunoproteosoma. La preferencia
inhibitoria de la molécula se basa a continuacién en la relacion CEsy de la actividad de tipo quimiotriptico del
proteosoma constitutivo a la del inmunoproteosoma (relacion 20S)

[0217] De forma alternativa la CEso CT-L de un compuesto se puede determinar utilizando el proteosoma 26S en el
contexto de un lisado celular. El compuesto se afiade al lisado generado a partir de células que expresan de forma
de forma predominante bien el proteosoma constitutivo (por ejemplo, HT29) o el inmunoproteosoma (por ejemplo,
THP1). De nuevo, la preferencia inhibitoria se basa a continuacion en la relacién de la CEs (relacion del lisado)

[0218] En dltima instancia, se puede utilizar una solucion mas basada en cultivos celulares. Las células que
expresaban de forma aproximada cantidades equivalentes del inmunoproteosoma y del proteosoma constitutivo (por
ejemplo, RPMI-8226) se trataron con el compuesto de ensayo, seguido por el procedimiento para determinar la
actividad de un inhibidor del proteosoma que se describe en la solicitud con nimero de serie 11/254541. La relacion
de la CEsp generada en el ensayo basado en ELISA que utiliza el anticuerpo B5 y los anticuerpos LMP7 (relacion
ELISA) proporciona la base para determinar la preferencia inhibitoria del compuesto de ensayo. En todos los casos,
una relacién de uno indica que la molécula trabaja igualmente bien inhibiendo la actividad CT-L de ambas formas del
proteosoma. En los tres ensayos, una relacion de menos de uno denota que la molécula inhibe la actividad de CT-L
del proteosoma constitutivo mejor que la del inmunoproteosoma. Relaciones mayores de uno significan que la
molécula inhibe la actividad de tipo quimiotripsina del inmunoproteosoma mejor que la del inmunoproteosoma
constitutivo.

Ejemplo 19. Ensayo ELISA

[0219] Se puede encontrar un ensayo ELISA adecuado en el documento U.S: 2006/0088471 A1, incorporado en el
presente documento en su totalidad. De forma breve, se trataron células RPMI-8226 con 0,1 nM a 1 uM del inhibidor
B del proteosoma. A continuacién se lavaron las muestras con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se
lisaron en tampdn hipoténico (Tris 20 mM pH, EDTA 5 mM) (Tris-HCl y EDTA estan disponibles de Teknova, Inc.,
Hollister, CA). Los desechos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 14.000 rpm en una micréfuga (4° C)
durante 2 min. Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo, se congelé instantdneamente en nitrégeno liquido y se
almacend a -80 °C. Tras congelar en hielo, se trataron las muestras (30 yl para los ensayos analizados por
triplicado) con 500 nM de inhibidor A durante 1 h a temperatura ambiente. Tras el tratamiento con el Inhibidor A, el
lisado se desnaturaliz6 mediante la adicion de siete volimenes de SDS al 1% (210 pl) (disponible de Bio-Rad,
Hercules, CA) y calentando a 99 °C con agitacion vigorosa durante 5 min. Se dejé enfriar la muestra y se afiadieron
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dos volumenes (60 pl) de Triton X-100 al 10% (disponible de Bio-rad, Hercules, CA).

.%«;‘S«: : A .
(E/\/\rﬂ\)kn u\‘:léj\r‘/-\o m‘ﬁl-ﬁrn\g/ﬁ\n o

Inhibidor A Inhibidor B

[0220] Perlas de estreptavidina sefarosa (6,5 ul/pocillo) (disponibles de Amersham Biosciences, Piscataway, NJ),
se lavaron tres veces con 1 ml de PBS (disponible de Mediatech, Inc, Herndon, VA) en un tubo de microcentrifuga.
Las perlas se volvieron a suspender en un tampon ELISA de lavado/bloqueo (PBS + Tween 20 al 0,1 % + albdmina
de suero bovino al 1%; 20 pl/pocillo) y se transfirid a los pocillos de una placa de filtro de 96 pocillos (BSA esta
disponible de Calbiochem, San Diego, CA). Sangre completa desnaturalizada o lisados de PBMC que se trataron
con el inhibidor 3 se afiadieron a los pocillos de la placa de filtro que contenian las perlas de estreptavidina sefarosa
(se evalu6 cada muestra por ftriplicado) y se incubaron 1 h a temperatura ambiente con agitacion (placas
MultiScreen-DV Opaque con membrana durapore de baja unién a proteina; disponible de Millipore, Billerica, MA). El
material no unido se retir6 mediante filtracion suave y las perlas se lavaron seis veces con tampon de
lavado/bloqueo ELISA (de 200 pl cada uno).

[0221] EI anticuerpo primario dirigido a la subunidad 85 del proteosoma 20S humano (anticuerpo policlonal de
conejo; disponible de Plymouth Meeting, PA) o la subunidad LMP7 del inmunoproteosoma 20S humano (anticuerpo
policlonal de conejo; disponible de Affinity BioReagents, Golden, CO) se diluyeron 1:1000 en el tampon ELISA de
lavado/bloqueo, y afiadieron a las perlas (100 pl/pocillo) y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en un
agitador orbital. Las perlas se lavaron seis veces con tampoéon ELISA de lavado/bloqueo con filtracién suave. El
tratamiento del anticuerpo secundario (1:5000) y el lavado, son como se describen para el anticuerpo primario
(anticuerpo de cabra dirigido contra IgG de conejo conjugado HRP, disponible de Biosource, Camarillo, CA). A
continuacion, las perlas se volvieron a suspender en 100 pl de reactivo de deteccién quimioluminiscente (Super
Signal Pico Chemiluminiscent Substrate ™ disponible de Pierce, Rockford, 1 I) y se ley6 la luminiscencia en un
lector de placas Tecan.

[0222] La ocupacion de los sitios activos del proteosoma con el inhibidor peptidico de epoxicetona da como
resultado una disminucion en la actividad catalitica de tipo quimiotriptico y una disminucién en la unién de la sonda
biotinilada (Inhibidor A). Estos datos sugieren que el ensayo basado en ELISA que utiliza la sonda biotinilada refleja
con precisioén la actividad inhibitoria del inhibidor B.

[0223] Una caracteristica a modo de ejemplo del ensayo PD basado en ELISA es que permite la diferenciacion
entre la inhibicion del proteosoma constitutivo (85) y la inhibicién del inmunoproteosoma (LMP7) debido a que utiliza
anticuerpos especificos de la subunidad.

[0224] Utilizando un sitio activo diferente, la sonda (Inhibidor C) se amplia la utilidad del ensayo basado en ELISA
para medir la ocupacién de los sitios activos del proteosoma constitutivo (85, B1, B2) y del inmunoproteosoma
(LMP7, LMP2) en la linea celular 8226 de mieloma multiple que expresa simultaneamente ambas formas del
proteosoma. Se puede utilizar el ensayo del sitio activo expandido para medir la selectividad relativa al inhibidor
entre los inmunoproteosomas y los proteosomas constitutivos asi como entre los tres sitios activos de cada
proteosoma. Ademas, el ensayo basado en ELISA es capaz de determinar la potencia y la selectividad de otros tipos
de inhibidores del proteosoma, que incluyen los inhibidores peptidicos basados en acido borénico.

o
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hg

Inhibidor C

[0225] Para llevar a cabo la evaluacion farmacodinamica de un inhibidor, se recogieron muestras de sangre
completa y de PBMC antes de la dosificacién y en multiples puntos temporales después de la dosificacion. Se
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prepararon los lisados y se llevaron a cabo los ensayos de concentracion de proteinas para normalizar la proteina
total en cada lisado. Se determind el nivel de unién del inhibidor a las subunidades 35 y LMP7 en sangre completa y
en células 8226 en PBMCRPMI, respectivamente, mediante el ELISA de captura de la estreptavidina descrito
anteriormente. Se utilizaron curvas normalizadas con el proteosoma constitutivo y el inmunoproteosoma
normalizados para asegurar la linealidad/intervalo dinamico del ensayo y para convertir la sefal de
quimioluminiscencia en una cantidad absoluta (ug) de la subunidad unida. La relacion de la CE50 generada en el
ensayo basado en ELISA utilizando el anticuerpo dirigido contra 35 y los anticuerpos dirigidos contra LMP7 (relacion
ELISA) proporciona la base para determinar la preferencia inhibitoria del compuesto de ensayo. El anterior inhibidor
(B) tiene una relacion mayor de 20, de esta manera, es mucho mas selectivo para inhibir la actividad de tipo
quimiotriptico asociada con el inmunoproteosoma.

[0226] Para determinar el nivel de inhibicién del proteosoma de un paciente dado, se compard la cantidad de 35 o
LMP7 detectada en la muestra tras la dosis con la de la muestra antes de la dosis. Se determind la inhibicién del
proteosoma tras una Unica dosis o después de un ciclo de dosificacidn, o se utilizé para vigilar el acortamiento de la
inhibicion tras la dosificacidon asi como para vigilar la recuperacion de la actividad del proteosoma tras un curso de
dosificacion.

Ejemplo 20: Resultados bioldgicos

[0227]
Estructura Relacion 20S Relacion del lisado Relacion Elisa
(constante: inmuno) (HT29: Sultan/Thp1) (betab: LMP7)
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Ejemplo 21: Uso del inhibidor del inmunoproteosoma en el modelo de la artritis reumatoide

[0224] Se evaluo el efecto del Compuesto 14 sobre la progresion de la enfermedad en 2 modelos de la artritis
reumatoide en raton (Figura 2). En el modelo de anticuerpo artrogénico, en el que la enfermedad esta inducida por la
administracion de anticuerpos dirigidos contra colageno y lipopolisacaridos (LPS) (Terato y col., J Immunol 148:
2103-2108, 1992), el Compuesto 14 inhibi6 la progresion de la enfermedad de una manera dependiente de la dosis
(Figura 2A). Se indujo la artritis reumatoide en el Dia 0 en ratones hembras Balb/c mediante la administracion IV de
anticuerpos dirigidos contra colageno de tipo Il seguido 3 dias después por LPS. Se administrdé el compuesto X IV
tres veces/por semana durante dos semanas comenzando en el Dia 4, el primer dia los animales mostraron
evidencias de la enfermedad. Se midi6 cada pata, por ratén, para la enfermedad, utilizando una escala de 0 -4 y se
asignd una puntuacion clinica total por cada animal (puntuacion maxima = 16). La administracion de 6 mg/kg del
Compuesto 14 redujo la gravedad de la enfermedad en ~50% aunque un nivel de la dosis de 20 mg/kg inhibio la
enfermedad en mas de un 75%.
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[0225] Se evalu6é también el efecto de la administracion del Compuesto 14 sobre el progreso de la
enfermedad en un modelo alternativo de raton para RA, en el que la enfermedad se desarrolla los dias 21 — 30
después de la inmunizacion con el colageno bovino de tipo Il (Kagari y col., J Immunol 169: 1459-1466, 2002). La
administracion de 6 o 20 mg/kg del Compuesto 14 a partir de los primeros signos de la enfermedad inhibi6 la
progresion de la enfermedad en comparacion con el vehiculo del control (Figura 2 B). De nuevo, la progresion de la
enfermedad se midié utilizando una puntuacion clinica total de la dolencia de la pata por ratén. Tal como se ha
observado anteriormente, cantidades crecientes del Compuesto 14 dieron como resultado un aumento en la
reduccion de la gravedad de la enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene una estructura de féormula (I) o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables,

1 7 3
R E R X
R4 ’l\rr ':l RS
o) RZ R® O
M

en la que

cada A se selecciona de forma independiente entre C=0, C=S, y SO; o

A es opcionalmente un enlace covalente cuando es adyacente a una ocurrencia de Z;

B esta ausente o es N(R?)R'%;

L esta ausente o se selecciona entre C=0, C=S, y SO;

M esta ausente o es alquilo C4-;

Q esta ausente o se selecciona entre O, NH y N-alquilo C1-¢;

X se selecciona entre O, S, NH, u N-alquilo C1-¢;

cada Z se selecciona de forma independiente entre O, S, NH, y N-alquilo C1-¢;

Z es opcionalmente un enlace covalente cuando es adyacente a una ocurrencia de A;

R’ se selecciona entre H, alquilo C+-6-B, hidroxialquilo C+-6, alcoxialquilo C1-g, arilo, y aralquilo C1-g;

R? y R® se seleccionan cada uno de forma independiente entre arilo, aralquilo C1-s, heteroarilo, y heteroalquilo C1-¢;
R* es N(R®)L-Q-R%;

R® se selecciona entre hidrégeno, OH, aralquilo C+-g, y alquilo C1-¢;

R® se selecciona entre carbociclilo, heterociclilo, un grupo protector del extremo N, heterocicilMZAZ-alquilo C+-g-,
heterociclilM-, carbociclilM-, en el que el término “carbociclilo se refiere a un anillo no aromatico, en el que cada
atomo del anillo es carbono y el término “heterociclilo” se refiere a estructuras de anillos no aromaticos de 3 a 10
miembros que incluyen uno a cuatro heteroatomos;

R’ y R® se seleccionan de forma independiente entre hidrogeno, alquilo C1-g, y aralquilo C1-g;

R® se selecciona entre hidrégeno, OH, y alquilo C4-¢; ¥

R es un grupo protector del extremo N; y

R'® se selecciona entre hidrégeno, alquilo C+-g, hidroxialquilo C1-¢;

con la condicidon de que en cualquier ocurrencia de la secuencia ZAZ, al menos un miembro de la secuencia debe
ser diferente de un enlace covalente.

en la que cada alquilo Ci.12, alquilo C1, hidroxialquilo C1., alcoxialquilo C1, arilo, aralquilo C46, heteroarilo,
heteroalquilo C1., carbociclilo, heterociclilo, y alquilo C4.s puede estar sustituido o no.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que R’ y R® se seleccionan de forma independiente entre
hidrégeno y alquilo C+.

3. Un compuesto de la reivindicacion 2, en el que R’ y R® son ambos hidrégeno.
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4. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que R'® se selecciona entre metilo, etilo, hidroximetilo, y 2-
hidroxietilo.

5. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que R®es hidrégeno.

6. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que L y Q estan ausentes.

7. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que R® es un grupo protector del
extremo N.

8. Un compuesto de la reivindicacion 7, en el que el R® se selecciona entre t-butoxicarbonilo y

benciloxicarbonilo.

9. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el carbono que soporta R’
tiene una configuracion estereoquimica D.

10. Un compuesto de la reivindicaciéon 1 a 9, en el que R' se selecciona entre alquilo-C1.6 B y aralquilo Cs.
6.

11. Un compuesto de la reivindicaciéon 10, en el que R' se selecciona entre metilo, etilo, isopropilo,
carboximetilo y bencilo.

12. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que R? se selecciona entre
aralquilo C1.6 y heteroalquilo C1..

13. Un compuesto de la reivindicacion 12, en el que R? se selecciona entre alquil Cq-fenilo, alquil Cq6-
indolilo, alquil C.s-tienilo, alquil C4.-tiazolilo, y alquil C.s-isotiazolilo.
14. Un compuesto de la reivindicacion 13, en el que R? se selecciona entre
D D
(Z § (7
DK:;-. - 8D D
N x5 N

= D .
S/ i~
% \N\/ ,;\/Q.NB y f\/kﬂi

D ‘R )

en el que D se selecciona entre hidrégeno, metoxi, t-butoxi, hidroxi, ciano, trifluorometilo, y alquilo C14, en el que
alquilo C14 puede estar sustituido o no con sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en un halégeno,
un hidroxilo, un carbonilo, un tiocarbonilo, un alcoxilo, un fosforilo, un fosfato, un fosfonato, un fosfinato, un amino,
un amido, una amidina, una imina, un ciano, un nitro, un azido, un sulfidrilo, un alquiltio, un sulfato, un sulfonato, un
sulfamoilo, un sulfonamido, un sulfonilo, un heterociclilo, un aralquilo, o un resto aromatico o heteroaromatico:

y
R es hidrégeno o un grupo protector adecuado.

15. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que R® se selecciona entre
aralquilo C1. y heteroalquilo C1..
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16. Un compuesto de la reivindicacion 15, en el que R® se selecciona entre alquil C.6-fenilo y alquil C1.6
indolilo.
17. Un compuesto de la reivindicacion 16, en el que R® se selecciona entre

en el que D se selecciona entre hidrégeno, metoxi, t-butoxi, hidroxi, ciano, trifluorometilo, y alquilo C14, en el que
alquilo C14 puede estar sustituido o no con sustituyentes seleccionados entre el grupo que consiste en un halégeno,
un hidroxilo, un carbonilo, un tiocarbonilo, un alcoxilo, un fosforilo, un fosfato, un fosfonato, un fosfinato, un amino,
un amido, una amidina, una imina, un ciano, un nitro, un azido, un sulfidrilo, un alquiltio, un sulfato, un sulfonato, un
sulfamoilo, un sulfonamido, un sulfonilo, un heterociclilo, un aralquilo, o un resto aromatico o heteroaromatico;

y
R es hidrégeno o un grupo protector adecuado.

18. Un compuesto de la reivindicacion 1, en el que R® se selecciona entre carbociclilo, heterociclilo,
heterocicliiMZAZ-alquilo C4.s, heterociclilM- y carbociclilM-

19. Un compuesto de la reivindicacion 18, en el que R® se selecciona entre heterociclilo, heterocicliiMZAZ-
alquilo C+.g, y heterociclilM-.

20. Un compuesto de la reivindicacion 19, en el que L es C=0, Q esté ausente, M es alquilo C1.s y R® es
heterociclilM- y el resto de heterociclilo se selecciona entre morfolino, piperidino, piperazino, y pirrolidino.

21. Un compuesto de la reivindicacion 20, en el que L es C=0, Q esta ausente, M es alquilo C1.s y R® es
heterociclilM- y el resto de heterociclilo es morfolino.

22. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 que es

I H
(o]
(o 1l
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
23. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 o una de sus sales farmacéuticamente

aceptables para uso en el tratamiento de una enfermedad inmunorrelacionada, cancer, inflamacion, infeccién, una
enfermedad proliferativa, o una enfermedad neurodegenerativa.

24, El compuesto de la reivindicacién 23 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para uso en el
tratamiento de una enfermedad inmunorrelacionada.

25. El compuesto de la reivindicacion 24 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que la
enfermedad inmunorrelacionada se selecciona entre asma, enfermedad autoinmune, enfermedad inflamatoria del
intestino, diabetes, lupus, esclerosis multiple, miositis, psoriasis, y artritis reumatoide.

26. El compuesto de la reivindicacién 23 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que la
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enfermedad o la dolencia es cancer.

27. El compuesto de la reivindicacién 26 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que el
cancer se selecciona entre leucemia, linfoma y mieloma multiple.

28. El compuesto de la reivindicacion 23 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que la
enfermedad o la dolencia es inflamacion.

29. El compuesto de la reivindicacién 23 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que la
enfermedad o la dolencia es una infeccion.

30. El compuesto de la reivindicacién 23 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que la
enfermedad o la dolencia es una enfermedad proliferativa.

31. El compuesto de la reivindicacién 23, en el que la enfermedad o la dolencia es una enfermedad
neurodegenerativa.
32. Una composicion farmacéutica, que comprende un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable

y un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

33. El compuesto de la reivindicacién 25 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que la
enfermedad inflamatoria del intestino se selecciona entre enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

51



ES 2415632713

[ eangiy

| ewosoajosdounwui jap %0.-0¢|ewosoajosdounwuul |2p %0L <
OpeAs|3
SOpI|0S saJown]
w | ue |asonsopur
sewojul
9/9 |1 sojoojun
98 10
Wi 1dY
i 1V SeIWwaona’
| . TNO
| ot | aw | W
IR TAd
piE  |e1dinw ewojaip
openo|g|
sale|n|ad seaul
ewosoajosdounwul [ap uoisaidxa ap |[9AIN

52



Puntuacién clinica

12 15 18 21
Dia

ES 2415632713

Puntuacién clinica

=dy=Vehiculo
-&- 2 mglkg
-A~ 6 molkg
—&~ 20 mg/kg

FIGURA 2

53




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

