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ES 2704 056 T3

DESCRIPCION
Compuestos de epoxicetona para la inhibicién de enzimas

REFERENCIAS CRUZADAS A SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica la prioridad para la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos nimero
62/024.024 registrada el 14 de julio de 2014.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente divulgacion se refiere a compuestos que tienen un esqueleto con estructura de epoxicetona peptidica.
Estos compuestos son utiles, por ejemplo, en la inhibicién de proteasomas.

ANTECEDENTES

El proteasoma es un complejo de proteasa multicatalitico que desempefa un papel critico en la mediacion de la
degradacién regulada de proteinas intracelulares. In vivo, se cree que el complejo proteasoma existe como
proteasoma 26S, que tiene un peso molecular de aproximadamente 2000 kDa y consiste en una particula de nucleo
20S (proteasoma 20S) y dos particulas reguladoras 19S. El nlcleo es hueco y proporciona una cavidad cerrada en
la que se degradan las proteinas. Cada extremo de las particulas del nucleo se asocia con una unidad reguladora
19S que contiene multiples sitios activos de ATPasa y sitios de union de ubiquitina, que reconocen proteinas
poliubiquitinadas y las transfiere al ndcleo catalitico. Una forma alternativa de la subunidad reguladora denominada
particula 11S se asocia con el nucleo esencialmente de la misma manera que la particula 19S; la 11S puede
desempefiar un papel en la degradacion de péptidos extrafios. La particula de nucleo proteasoma 20S tiene un peso
molecular aproximado de 700 kDa y comprende 28 subunidades organizadas en cuatro anillos. En levaduras y otros
eucariotas, las subunidades 7 a forman cada uno de los dos anillos exteriores y las subunidades 7 B forman cada
uno de los dos anillos interiores. Los anillos a sirven como sitios de unidn para el complejo regulador 19S o 11S, asi
como de barrera fisica para los dos anillos B interiores. Los dos anillos B interiores contienen sitios proteoliticos
activos. La degradacion de las proteinas se produce dentro de la camara central formada por la asociacion de los
dos anillos B. In vivo, la inhibicién del proteasoma 20S puede correlacionarse directamente con la inhibicion del
proteasoma 26S. Hay dos formas de proteasomas: el proteasoma constitutivo expresado ubicuamente por la
mayoria de las células del cuerpo, y el inmunoproteasoma, expresado predominantemente en células
hematopoyéticas y células que se han expuesto a citoquinas inflamatorias. La degradacion de proteinas mediada
por proteasoma es un proceso altamente regulado que resulta necesario para una diversidad de procesos
intracelulares. Mediante el uso de diferentes sustratos peptidicos, se han definido tres actividades proteoliticas
principales para el proteasoma eucariota: actividad de tipo quimotripsina (CT-L), que escinde después residuos
hidrofébicos grandes; actividad de tipo tripsina tripsina (T-L), que escinde después residuos basicos; y actividad de
hidrolizacion del peptidil-glutamil péptido (PGPH), que escinde después residuos acidos. El proteasoma se ha
reconocido hace tiempo como una diana atractiva para el desarrollo de farmacos, y se validé clinicamente en primer
lugar como diana terapéutica en oncologia (Orlowski y Kuhn, Cli. Cancer Res. (2008), 14, 1649-1657).

Se han usado varias moléculas pequefias para inhibir la actividad del proteasoma, incluyendo acidos borénicos
peptidicos, B-lactonas y epoxicetonas peptidicas (Bennett y Kirk, Current Opinion in Drug Discovery & Development
(2008), 11, 616-625; Borissenko y Groll, Chem. Rev. (2007) 107, 687-717). Sin embargo, estos compuestos
generalmente carecen de la especificidad apropiada y/o la potencia necesaria para explorar y explotar
completamente los papeles del proteasoma a nivel molecular, celular e in vivo. Por ejemplo, los acidos bordnicos
peptidicos y B-lactonas son no especificos para el proteasoma, ya que se ha encontrado que inhiben otras proteasas
(Borissenko y Groll, Chem. Rev. (2007) 107, 687-717; Myung et al., Medicinal Research Reviews (2001), 21, 245-
273). Esto plantea la posibilidad de que los inhibidores puedan mostrar actividades fuera de rango in vivo que se
asocian con la inhibicion de dianas que no son proteasoma. Por otra parte, las epoxicetonas peptidicas tal y como se
divulgan en los documentos US8088741B2, US6831099B1, W02005/105827, CN101044157A, US7687452B2, WO
2014/018807A1, Zhang y col, Chem.Biol.& Drug Design (2014) 84, 497-504 y US2007/0105786A1 son altamente
selectivas como inhibidores de proteasomas. Sin embargo, estas epoxicetonas peptidicas tienen poca solubilidad
acuosa y/o una potencia inhibidora de proteasoma menos 6ptima. Por consiguiente, existe la necesidad en la técnica
de desarrollar inhibidores novedosos de proteasoma que tengan propiedades farmacéuticas y/o bioldgicas
mejoradas.

SUMARIO
En el presente documento se proporcionan compuestos que tienen un esqueleto de epoxicetona tripeptidica. En el
presente documento también se divulgan compuestos de solubilidad acuosa aumentada y propiedad inhibidora de

proteasoma mejorada.

En el presente documento se describen compuestos que tienen una estructura mostrada en la Formula (1), y un
enantiomero, diastereémero, tautémero, sal o solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptables del mismo
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en la que Ry es -(CH2)m-R4, en la que m=0 o 1, R4 se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1.1¢,

Formula (1)

5
NN NN N\> ; N
N N N E—
R R R o
5 \ 3 5 \ L 5 \ 1 HS ) N L \!
N D N NH N N—
en los que
10
cada Rs es independientemente H, hidroxilo, alquilo Ci.10, alcoxilo Ci.10, hidroxialquilo C+.10, alquiloxialquilo C1-1o,
NHz, NHRe, -R7-O(C=O)-R8, , -R7-(C=O)X-R8, , -R7-OPO3M1M2,
K\ N R XYZ—Rg—
o
R XYZ—Ry—
(\ N RXYZ Ry (\ N
v
HN\) -
15 10 HyC ’
en los que
Re es alquilo C1.19, fenilo, —(C=0)-alquilo C4 0 «(C=0)-fenilo,
20

cada Ry y Ry esta independientemente ausente o es alquileno Cy.1o,
cada Rg es independientemente H, hidroxilo, metal o alquilo C1.10, alquileno C1.10, -NR1oR11, 0 —OPO3M{M,
25 cada R1o y R11 es independientemente H, alquilo C+-1o (p. €j. alquilo C4.) o alquilo C1.1¢ sustituido (p. €j. alquilo C1.),
cada My y M; es independientemente H o metal,
X esta ausente o es O,
30

Y esta ausente o es —-(C=0)-,

Z esta ausente o es O; y
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cada R; y Rs se selecciona independientemente entre alquilo C+.1, alquenilo Cy.1o, hidroxialquilo C1.10, alcoxialquilo
Ci.10, arilo, aralquilo Ci.10, heteroarilo, heteroalquilo Ci.10, heterociclilo, heterocicloalquilo Ci.10, carbociclilo y
carbocicloalquilo C1.1p, no siendo R3 4-piridilmetilo cuando R es

N jo)
< S
y Rz es isobutilo.

En el presente documento también se describe el compuesto de Férmula (I) tal como se proporciona en el presente
documento que tiene la configuracion que se muestra en la Formula (ll):

0]

Ry N7ES)

H

b v [TIN

2 Férmula (1)
en la que cada R+, Rz y R3 son tal como se definen anteriormente.

R4 se puede seleccionar del grupo que consiste en metilo,

\—M;—Nog 4/7!“/\

S 000

7
)Ls

R2 puede ser alquilo C1.1o, alcoxialquilo C+.10, arilo, heteroarilo, aralquilo C1.1¢0 0 heteroaralquilo C+.1o.

R> puede ser metil-oxi-metilo, 4-piridilmetilo, isobutilo, bencilo o 4-tiazolil-metilo.

R3 puede ser alquilo C1-1o, arilo, heteroarilo, aralquilo C+.19 0 heteroaralquilo C1-1o.

R3 puede ser isobutilo, 4-piridilmetilo o bencilo.

En un aspecto, la presente divulgacién proporciona epoxicetonas tripeptidicas que pueden inhibir la actividad
catalitica del proteasoma 20S. En determinadas formas de realizacién, las epoxicetonas tripeptidicas proporcionadas

en el presente documento tienen una inhibicién Clso de la actividad catalitica de CT-L del proteasoma 20S a una
concentracion inferior a 500 nM, 250 nM, 100 nM, 50 nM, 10 nM o 5 nM.

4
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En otro aspecto, los compuestos divulgados en el presente documento tienen una solubilidad acuosa mejorada. En
determinadas formas de realizacion, las epoxicetonas tripeptidicas proporcionadas en el presente documento tienen
una solubilidad acuosa de al menos aproximadamente 0,02, 0,05, 0,1, 0,5 0 1 mg/mi.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de proteasoma 20S descrito en
el presente documento, lo que es Util, por ejemplo, en el tratamiento de afecciones humanas, incluidas, pero sin
limitacién, cancer, inflamacion, trastornos neurodegenerativos (tales como la enfermedad de Alzheimer), trastornos
de pérdida muscular, trastornos infecciosos cronicos, fiebre, desuso muscular, denervacion, lesidon nerviosa y
afecciones relacionadas con el sistema inmunoldgico, entre otras.

En determinadas formas de realizacién, las composiciones farmacéuticas comprenden de aproximadamente 10° ga
aproximadamente 10 g de un compuesto proporcionado en el presente documento. Las dosis apropiadas por sujeto
por dia pueden ser de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 5 g.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos o composiciones farmacéuticas divulgados en el presente
documento se formulan en una forma de dosificacién que es apropiada para su administracion a un sujeto con
necesidad de los mismos mediante administracion por via parenteral (p. €j. subcutanea, intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, intraesternal y/o infusién) y via no parenteral (p.
ej. oral, enteral, bucal, nasal, intranasal, transmucosal, epidérmica, transdérmica, dérmica, oftalmica, pulmonar,
sublingual, rectal, vaginal o tépica).

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a procedimientos de tratamiento de una afeccién asociada con
proteasoma 20S, que comprenden la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
proporcionado en el presente documento.

En otro aspecto mas, la presente divulgacion proporciona un procedimiento de preparacion de una epoxicetona
peptidica.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada
siguiente y a partir de las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figural muestra el porcentaje restante de la actividad de proteasoma en las muestras de sangre extraidas de
ratones Balb/c a los que se ha administrado un compuesto descrito en el presente documento. La actividad de
proteasoma en las muestras de sangre extraidas de ratones a los que se ha administrado el vehiculo se considero el
100 % (grupo control). La actividad restante se calculé por comparacién de la actividad de proteasoma en las
muestras de sangre extraidas a ratones a los que se ha administrado un compuesto descrito en el presente
documento mediante inyeccion intravenosa (IV) a 10 mg/kg o mediante una sonda de alimentacion oral (PO) a 30
mg/kg con respecto al grupo control.

La figura 2A muestra la eficacia antitumoral de CX13-103 en ratones que portaban xenoinjertos de adenocarcinoma
colorrectal humano HT-29. El analisis estadistico se llevé a cabo usando ANOVA de 2 vias.

La figura 2B muestra la eficacia antitumoral de CX13-103 en ratones que portaban xenoinjertos de linfoma humano
RL. El analisis estadistico se llevd a cabo usando ANOVA de 2 vias.

DESCRIPCION DETALLADA

Compuestos y sales farmacéuticas de los mismos

En general, en el presente documento se describen compuestos que tienen la estructura de la Férmula (I) y un
enantiomero, diastereémero, tautdémero, sal o solvato o profarmaco farmacéuticamente aceptable de los mismos:
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o Férmula (1)

en la que Ry es -(CH2)m-R4, en la que m=0 o 1, R4 se selecciona del grupo que consiste en alquilo C1-1q,

N
T G O o xS R
RS/EOI/. R ol Rs N Ry =y , Hﬁ)|\ J Rﬁ)\s 1 R&/HN\
“1{ [ " /
n:_)\N\ | gsﬁh?_‘l HS/Q)\’ EN:]\/ !—N\, %—NC } VA

S,

VAR SN
’—N NH N N—

en los que

cada Rs es independientemente H, hidroxilo, alquilo Ci.10, alcoxilo Ci.10, hidroxialquilo C+.10, alquiloxialquilo C1-1o,
NHz, NHRe, -R7-O(C=O)-R8, -R7-(C=O)X-R8, -R7-OPO3M1M2,

K\ N R XYZ—Rg—

(o]

(\N/ R, XYZ— Ry FN/Ry—xvz—Rgf
N
HN\) HsC™

en los que

Re es alquilo C4.1o, fenilo, -(C=0)-alquilo C1.s 0 —(C=0)-fenilo, cada R7 y Rg esta independientemente ausente o es
alquileno Ci.10, cada Rs es independientemente H, hidroxilo, metal o alquilo Ci.10, alquileno Ci.10, -NR1oR11, 0 —
OPO3M1M,, cada R1g y R11 es independientemente H, alquilo C1.1¢ (p. €j. alquilo C4) 0 alquilo C1.1¢ sustituido (p. €j.
alquilo C1.6), cada M1 y M es independientemente H o metal,

X esta ausente o es O,

Y esta ausente o es —-(C=0)-,

Z esta ausente o es O; y

cada R; y Rs se selecciona independientemente entre alquilo C+.1, alquenilo C4.1o, hidroxialquilo C1.10, alcoxialquilo

Ci-10, arilo, aralquilo Ci.10, heteroarilo, heteroaralquilo Ci.19, heterociclilo, heterocicloalquilo Ci.19, carbociclilo, y
carbocicloalquilo C1.1p, no siendo R3 4-piridilmetilo cuando R es
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y Rz es isobutilo

Especialmente, Rs es -R7-O(C=0)-Rs, y R7 y Rs se definen como anteriormente. Especialmente, R; esta ausente, y
Rs se selecciona entre H, alquilo Ci.1o (p. €j. alquilo C1.4, alquilo C1.s), alquileno C1.10, -NR1oR11, en el que Rio y R11
se definen como anteriormente. En determinadas formas de realizacién, R; es alquileno Ci1.10 (p. €j. —CHaz-, -CoHas-, -
CsHy-, etc.), y Rs se selecciona entre H, alquilo Cy.1o (p. €j. alquilo C1.6), alquileno Ci.19, -NR1gR11, en el que Rio y Ri4
se definen como anteriormente.

Alternativamente, Rs es -R7-(C=0)X-Rs, y R7 y Rs se definen como anteriormente. En determinadas formas de
realizacion, Ry esta ausente, X es O, y Rg se selecciona entre H, metal (p. €j. Na y K), NHa, alquilo C1.10 (p. €j. alquilo
Ci1), alquileno Ci.10, ¥ -NR1oR11, en el que Ry y Ri1 se definen como anteriormente. Especialmente, R; esta
ausente, X esta ausente, y Rs se selecciona entre -NR1gR11, en el que R12 y R+3 se definen como anteriormente.

Alternativamente, Rs es NH,, NHCOMe, NHCOEt, NHCOC3H7, o NHBoc.

(\ N— R—XYZ—Ry—
o

-

’0

Alternativamente, Rs es

y Rz, Ro, X, Y, y Z se definen como anteriormente. Especialmente, al menos uno de R7, Rg, X, Y, y Z no esta
ausente. En determinadas formas de realizacion, todos los X, Y, Z y Ry estan ausentes, y Rq es alquileno C1.10 (p. €j.
—CHgz-, -CyH4-, -C3Hy7-, etc.). Especialmente, todos los Ry7, Re y X estan ausentes, Y es —(C=0)- y Z es O.
Especialmente, tanto R; como X estan ausentes, Rg es alquileno Ci.10 (p. €j. —CHaz-, -C2H4-, -C3Hy7-, etc.), Y es -
(C=0)-y Z es O. Especialmente, tanto Ry como X estan ausentes, Ry es alquileno C1.10 (p. €j. —CHz-, -C2Hs-, -C3Hy-,
etc.), Y es -(C=0)-y Zes O.

Especialmente, X esta ausente, tanto R; como Ry son independientemente alquileno Ci.1o (p. €j. -CHz-, -CoHa-, -
CsHyr-, etc.), Y es —-(C=0)-y Z es O. Todos los Rz, Rg, X y Z pueden estar ausentes, e Y es -(C=0)-.

Especialmente, cada Rs es independientemente H, -CHs-, -C,Hs-, -C3Hy-,

.CHy" .CHo™
(\N CHy" l/\N 2 N 2
o._. AN /@ _

En determinadas formas de realizacion, cada Rs es independientemente -OH, -OCHj3, -OC;Hs, -OCsHy7, -OPOsNay, -
OC(=0)CH3, -OC(=0O)CzHs, -0OC(=0)CzH7, -OC(=0)CsHy, -OC(=O)CH:NH,;, -OC(=O)CH:N(CH3),, -
OC(=0)CHzN(CzHs)2, OC(=0O)NHz, -OC(=0)N(CHj3)2, -OC(=0O)N(CzH5s)2,

o o
Y\ N N
SRR RO T\ONX.

N
Cﬁr o Wr”u gt
(0] ) 0 0
Especialmente cada Rs es independientemente -CH;OH, -C;HsOH, -CsH;OH, -CH»,OC(=O)CHs, -
CHzOC(=O)C2H5, -CHzOC(=O)C3H7, -CHzOC(=O)C4H9, -CH20P03N32, -CHzOC(=O)CH2NH2, -
CHzOC(=O)CH2N(CH3)2, -CHzOC(=O)CH2N(C2H5)2
- N ~
N ~ g g
VN/\O jé/\N/\ \g/\N/\
| , L NH N
-CH20C(=0)NH>, -CH,0C(=0O)N(CH3)2, -CH20C(=0O)N(C2Hs5s)2,
7
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’ O 0 (0]

Especialmente cada Rs es independientemente -(C=0)OH, -(C=0)ONa, -(C=0)ONHj, -(C=0)OCHjs, -(C=0)OC;,Hs,
5 -(C=0)0C3Hy, 0 -(C=0)OC4Hos.

Alternativamente, cada Rs es independientemente -CONH,, -CON(CHjz),, -CON(CzHs)2,

N K\O \ K\NH N //\N’
T N TN
0 o o O
10
Especialmente, Ry se selecciona del grupo que consiste en metilo,
o/»
k/NW N/—\o (\N W
o—N , [u i O\) , o—N
y
NM
>\,s
15

Especialmente, Rz y Rz son independientemente alquilo C1.10, alcoxialquilo C1.1o, arilo, heteroarilo, aralquilo C1.19 0
heteroaralquilo C+.1o.

Especialmente, R2 y Rs son independientemente -(CH2)nR12, Ri2 es alquilo Ci., fenilo, piridilo, -O-alquilo Ci.,
20 tiazolilo, siendon =0, 1, 2, 3, 4, 5.

Especialmente, R, es metil-oxi-metilo, 4-piridilmetilo, isobutilo, bencilo o 4-tiazolil-metilo.
Especialmente, Rs es isobutilo, 4-piridiimetilo o bencilo.
25

Los ejemplos de compuestos que tienen la estructura de la Férmula (I) incluyen los compuestos enumerados a
continuacion:

=N 1-103

2T

1-104
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mf %&

| I-705

en los que cada uno de los carbonos quirales de la Férmula (I) puede estar independientemente en configuracion R
o configuracion S.

5
Tal como se describe en el presente documento, un compuesto de Férmula (1) tiene la configuracion que se muestra
en la Férmula (), en la que R4, Rz y R3 tienen definiciones como las proporcionadas anteriormente:
S
N © \»L
Ra Férmula (1)
10

De acuerdo con la presente invencion, los compuestos proporcionados en el presente documento comprenden una
estructura seleccionada entre los compuestos enumerados a continuacion, y enantiomeros, diasteredmeros,
tautdmeros, sales o solvatos farmacéuticamente aceptables de los mismos:

11
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/ N’ (sni ‘U)L N7(s)
0~

-*N CX13-103,

D’w o (o] =~
LNW NS H\@)LH NNy
o 0 = 0
>/ CX13-104,

OMN (8) {)JLN (8

CX13-105,

\)k :
N &1 H )

fm

/” CX13-130,

CX13-107,

12
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o
o
N H (" <
) N
© g e
u B H
o S o

O
== CX13-133,

o / N
== CX13-135

CX13-137,

wf\*@

(sl

CX13-600,

0/5 o o
H (R), (s}
k/ \—(WAH ‘5’;]; N\(S))J\Hé;@
N o H o
AN
o]
/

CX13-601,

13
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" / | N7 (® " (? N7 (8)
N o E\O o
/ CX13-603,
O (8] o]
N / | N7 N\)J\N © o’
0N 5 H !
e CX13-605,
I CX13-606,
0\) AN °
| CX13-608,
0 e o
S\H)LNg(shrN‘@kN SR
‘—<\,N Ho o :\o H o
| CX13-705.

Las sales farmacéuticamente aceptables pueden ser cualquier sal o éster que sea fisioldgicamente aceptable y sea
apropiada para la administracion al receptor deseado. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen
sales de adicion de acido (p. €j. sales clorhidrato, bromhidrato, hidroyoduro, nitrato, sulfato, bisulfato, fosfato, fosfato
acido, isonicotinato, acetato, lactato, salicilato, citrato, tartrato, pantotenato, bitartrato, ascorbato, succinato, maleato,
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gentisinato, fumarato, gluconato, glucaronato, sacarato, formiato, benzoato, glutamato, metanosulfonato,
etanosulfonato, bencenosulfonato, p-toluenosulfonato y pamoato) y sales basicas (p. ej. sales de aluminio, calcio,
litio, magnesio, potasio, sodio, cinc y dietanolamina).

Definicién

El término “alquilo C.,” se refiere a grupos hidrocarburo saturados sustituidos o no sustituidos, incluidos grupos
alquilo de cadena lineal y grupos alquilo de cadena ramificada que contienen desde x hasta y carbonos en la
cadena.

Los términos “alquenilo Cy.,” y “alquinilo C».,” se refieren a grupos alifaticos insaturados sustituidos o no sustituidos
analogos en longitud y posible sustitucion a los alquilos descritos anteriormente, pero que contienen al menos un
doble o triple enlace respectivamente.

El término “alcoxi” se refiere a un grupo alquilo con un oxigeno unido al mismo. Los grupos alcoxi representativos
incluyen metoxi, etoxi, propoxi, terc-butoxi y similares. Un “éter” son dos hidrocarburos unidos covalentemente por
un oxigeno. En consecuencia, el sustituyente de un alquilo que convierte este alquilo en éter es o parece un alcoxi.

El término “alcoxialquilo C1.19” se refiere a un grupo alquilo C4.1¢ sustituido con un grupo alcoxi, formando de este
modo un éter.

El término “aralquilo C1.1¢”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo C1.1¢ sustituido
con un grupo arilo.

El término “heteroaralquilo Ci.1¢”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo Ci.1o
sustituido con un grupo heteroarilo.

El término “arilo”, tal como se usa en el presente documento, incluye grupos aromaticos de un solo anillode 5,6y 7
miembros sustituidos o no sustituidos en los que cada atomo del anillo es carbono.

El término “heteroarilo” incluye estructuras de anillo aromatico sustituidas o no sustituidas de 5 a 7 miembros, mas
preferentemente anillos de 5 a 6 miembros, cuyas estructuras de anillo incluyen desde uno hasta cuatro
heteroatomos.

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.

El término “heterociclilo” o la expresién “grupo heterociclico” se refieren a estructuras de anillo no aromaticas
sustituidas o no sustituidas de 3 a 10 miembros, mas preferentemente anillos de 3 a 7 miembros, cuyas estructuras
de anillo incluyen de uno o cuatro heteroatomos.

El término “hidroxialquilo C1.1¢” se refiere a un grupo alquilo C4.1o sustituido con un grupo hidroxi.

El término “profarmaco” comprende compuestos que, en condiciones fisioloégicas, se convierten en agentes
terapéuticamente activos. Un procedimiento habitual para la preparacion de profarmacos es incluir restos
seleccionados que se hidrolizan en condiciones fisiolégicas para convertirse en la molécula deseada. En otras
formas de realizacion, el profarmaco se convierte mediante una actividad enzimatica del animal huésped.

Actividad bioldgica, selectividad y solubilidad

Los compuestos proporcionados en el presente documento tienen actividad biolégica en la inhibicion del
proteasoma. La inhibicién del proteasoma 20S se puede determinar mediante procedimientos y ensayos conocidos
en la técnica, por ejemplo, tal como se divulga en Stein et al., Biochemistry (1996), 35, 3899-3908; en Lightcap et al.,
Clinical Chemistry, 2000, 46, 673-683; en Kisselev et al., Journal of Biological Chemistry. (2006), 281, 8582-8590 y
en la solicitud de Estados Unidos nimero 09/569748. Las actividades de tipo quimotripsina (CT-L), de hidrolizaciéon
de peptidil-glutamil péptido (PGPH) y de tipo tripsina (T-L) del proteasoma 20S se miden con un procedimiento de
ensayo del sustrato fluorogénico usando succinil-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC, Z-Leu-Leu-Glu-AMC y Boc-Leu-Arg-Arg-
AMC, respectivamente, como sustratos en un tampon de ensayo. El fluoréforo libre 7-amino-4-metilcumarina (AMC)
tras la escision del sustrato se cuantifica usando un fluorémetro y se determina la actividad de CT-L, PGPH y T-L del
proteasoma 20S.

Los compuestos proporcionados en el presente documento son utiles en parte porque inhiben las actividades
cataliticas del proteasoma.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos proporcionados en el presente documento muestran
inhibicion (p. ej., al menos un 50 % de inhibicion) de la actividad CT-L del proteasoma 20S cuando estan presentes a
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concentraciones inferiores a aproximadamente 500 nM, 250 nM, 100 nM (p. gj., CX13-130), 50 nM (p. ej., CX13-104,
CX13-137, CX13-601, CX13-603), 10 nM (p. gj., CX13-135, CX13-605, CX13-606, CX13-705) o 5 nM (p. €j., CX13-
103, CX13-105, CX13-107, CX13-133, CX13-600, CX13-608). En determinadas formas de realizacién, los
compuestos proporcionados en el presente documento muestran inhibiciéon de la actividad T-L del proteasoma 20S
por debajo de aproximadamente 500 nM (p. gj., CX13-133, CX13-606, CX13-608).

En otro aspecto, los compuestos divulgados en el presente documento tienen una solubilidad acuosa mejorada. En
determinadas formas de realizacion, las epoxicetonas tripeptidicas proporcionadas en el presente documento tienen
una solubilidad acuosa de al menos aproximadamente 0,02, 0,05, 0.1, 0,5 0 1 mg/mi.

En otro aspecto, las epoxicetonas tripeptidicas proporcionadas en el presente documento tienen todas solubilidad
acuosa mejorada e inhibicion del proteasoma. En determinadas formas de realizacion, los compuestos divulgados
en el presente documento tienen una solubilidad acuosa de al menos aproximadamente 0,1, 0,5 o 1 mg/ml y
muestran inhibicién de la actividad CT-L del proteasoma 20S cuando estan presentes a una concentracion inferior a
aproximadamente 100 nM, 50 nM, 10 nM o 5 nM.

Uso de los compuestos

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a procedimientos de inhibicion de las actividades del proteasoma
que comprenden la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto proporcionado en el
presente documento. “Cantidad terapéuticamente eficaz”, tal y como se usa en el presente documento, significa la
cantidad de un compuesto que es suficiente para proporcionar la eficacia terapéutica pretendida o la actividad en el
sujeto que recibe el compuesto. La cantidad eficaz puede variar dependiendo de diversos factores tales como la
edad, el sexo, la condicion de salud del sujeto, la forma de dosificacion del compuesto, la gravedad de la
enfermedad en el sujeto, etc. Una cantidad terapéuticamente eficaz puede determinarse por parte de un médico o un
facultativo que prescribe el compuesto, teniendo en cuenta los factores mencionados anteriormente, entre otros.

Otro aspecto de la presente divulgacion se refiere a procedimientos de tratamiento de una afeccion asociada con el
proteasoma. El procedimiento comprende la administracién de una cantidad eficaz de un compuesto proporcionado
en el presente documento. Los compuestos proporcionados en el presente documento se pueden usar para tratar
cualquiera de las afecciones o enfermedades que estan asociadas con el proteasoma, incluidas, pero sin limitacion,
las enumeradas a continuacion.

Se sabe o se cree que una diversidad de afecciones o enfermedades estan medidas por las funciones cataliticas del
proteasoma. Se ha sugerido la inhibicion del proteasoma como prevencion y/o tratamiento de una multitud de
enfermedades que incluyen, sin limitaciéon, canceres, trastornos neurotdxicos/degenerativos, enfermedad de
Alzheimer, afecciones isquémicas, inflamacion, trastornos relacionados con el sistema inmunolégico, infeccion por
VIH, rechazo de injerto de 6rganos, choque séptico, inhibicién de presentacion de antigeno, infecciones parasitarias,
afecciones asociadas con acidosis, degeneracion macular, enfermedades del crecimiento 6seo y capilar. Por
consiguiente, las composiciones de inhibidor del proteasoma tales como las epoxicetonas peptidicas divulgadas en
el presente documento proporcionan un medio de tratamiento de pacientes con estas afecciones.

La inhibicion del proteasoma se ha mostrado clinicamente como una estrategia terapéutica antitumoral. En
consecuencia, los compuestos divulgados en el presente documento son Utiles para el tratamiento de canceres. Los
ejemplos de canceres que pueden tratarse incluyen leucemia, linfoma, mieloma y carcinomas, tales como carcinoma
hepatocelular, etc. Otros canceres que pueden tratarse con los compuestos divulgados en el presente documento
incluyen carcinoma adrenocortical, carcinomas relacionados con el SIDA, astrocitoma, carcinoma 6seo,
osteosarcoma, GMB, histiocitoma fibroso maligno, melanoma, mesotelioma maligno, feocromocitoma,
pineoblastoma y tumores neuroectodérmicos primitivos supratentoriales, neuroblastoma, sarcoma uterino, cancer de
conducto biliar, cancer de vejiga, canceres de mama, canceres gastrointestinales, canceres cervicales, canceres de
colon, canceres rectales, canceres esofagicos, canceres oculares, cancer de ovario, canceres de cabeza y cuello,
canceres de rifidn, canceres de labio y cavidad bucal, canceres de pulmén, canceres de la cavidad nasal y senos
paranasales, canceres de pene, canceres de prostata, canceres de células de transicion, canceres de glandula
salivar, canceres de tejidos blandos, canceres de piel, cancer tiroideo, paratiroideo y canceres vaginales.

Los inhibidores del proteasoma se han asociado con inhibicion de NF-kB. NF-kB es un potente factor de
transcripcion que media en la trascripcion de genes que incluyen moléculas inflamatorias tales como TNF, IL-1,
ciclooxigenasa, ICAM, etc. En consecuencia, los compuestos proporcionados en el presente documento se pueden
usar con un inmunosupresor que puede ser Util en trastornos o afecciones inflamatorias, tales como, sin limitacion,
alergia, asma, rechazo de un érgano/tejido trasplantado, enfermedades autoinmunitarias, lupus, artritis reumatoide,
psoriasis, esclerosis multiple y enfermedades inflamatorias intestinales. Los compuestos proporcionados en el
presente documento pueden administrarse en una cantidad eficaz, opcionalmente en una composicién farmacéutica,
a un sujeto con necesidad de los mismos, para tratar estas afecciones.

Se ha encontrado que los inhibidores del proteasoma reducen la degradacion de las proteinas musculares, por lo
tanto son utiles en la inhibicion de la pérdida muscular y la atrofia de las fibras. En consecuencia, los compuestos
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proporcionados en el presente documento se pueden usar para tratar caquexia y trastornos de pérdida muscular,
tales como trastornos infecciosos cronicos, fiebre, desuso muscular y denervacion, lesiones nerviosas, insuficiencia
renal asociada con acidosis y insuficiencia hepatica. En determinadas formas de realizacion, los compuestos
proporcionados en el presente documento se pueden administrar en una cantidad eficaz, opcionalmente en una
composicion farmacéutica, a un sujeto con necesidad de los mismos, para ralentizar o reducir la degradacion de
proteinas musculares, la degradacion de proteinas intracelulares o la degradacion de la proteina p53 en una célula.

Los compuestos proporcionados en el presente documento también se pueden usar para tratar enfermedades y
afecciones neurodegenerativas, incluyendo, pero sin limitacion, apoplejia, dafio isquémico al sistema nervioso,
trauma neural (p. €j., dafio cerebral percusivo, lesion de la médula espinal y dafio traumatico del sistema nervioso),
esclerosis multiple y otras neuropatias mediadas por el sistema inmunitario (p. €j., sindrome de Guillain-Barre y sus
variantes, neuropatia axonal motora aguda, polineuropatia desmielinizante 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, parasitaria, fungica y virica, encefalitis, demencia vascular,
demencia multiinfarto, demencia por cuerpos de Lewy, demencia de Iébulo frontal tal como enfermedad de Pick,
demencias subcorticales (tales como enfermedad de Huntington o paralisis supranuclear progresiva), sindromes de
atrofia cortical focal (tales como la afasia primaria), demencias toxico-metabodlicas y demencias causadas por
infecciones (tales como sifilis 0 meningitis crénica).

Los compuestos proporcionados en el presente documento también pueden ser Utiles en la regulacion del
procesamiento de proteinas que esta asociado con la deposicion extracelular de la proteina B-amiloide (B-AP), la
causa principal de la enfermedad de Alzheimer. En consecuencia, los compuestos proporcionados en el presente
documento son utiles en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, por ejemplo reduciendo la velocidad de
procesamiento de B-AP, reduciendo la velocidad de formacion de placas de B-AP, reduciendo la velocidad de
generacion de 3-AP y reduciendo los sintomas clinicos de la enfermedad de Alzheimer.

La inhibicién del proteasoma se ha asociado también con la reducciéon de la fibrosis. En consecuencia, los
compuestos proporcionados en el presente documento se pueden usar para el tratamiento de la fibrosis relacionada
con afecciones tales como nefropatia diabética, glomeruloesclerosis, nefropatia por IgA, cirrosis, atresia biliar,
insuficiencia cardiaca congestiva, escleroderma, fibrosis inducida por radiacion, fibrosis pulmonar y fibrosis cardiaca.

Composiciones farmacéuticas y administracion

En otro aspecto, la presente divulgaciéon proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto
proporcionado en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, significa un
material, una composiciéon o una sustancia transportadora farmacéuticamente aceptable, tal como un material de
carga liquido o solido, un diluyente, un excipiente, un disolvente o un material encapsulante, implicado en el proceso
de portar o transportar un compuesto proporcionado en el presente documento desde una localizacion, fluido
corporal, tejido, érgano (interior o exterior) o porcion del cuerpo hasta otra localizacion, fluido corporal, tejido, 6rgano
(interior o exterior) o porcion del cuerpo. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser sustancias
transportadoras, diluyentes, excipientes u otros materiales que se pueden usar para la puesta en contacto con los
tejidos de un animal sin excesiva toxicidad o efectos adversos. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluyen, azlcares, almidon, celulosas, malta, goma tragacanto, gelatina, solucion de Ringer, acido
alginico, solucién salina isotonica, agentes tamponadores, etc.

Cada vehiculo es “farmacéuticamente aceptable” en el sentido de que es compatible con los otros ingredientes, p.
€j., un compuesto proporcionado en el presente documento de la formulaciéon y apropiado para su uso en contacto
con el tejido u drgano de un sujeto bioldgico sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, inmunogenicidad u
otros problemas o complicaciones, proporcionales a una relacién razonable beneficio/riesgo.

Varios ejemplos de los materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata;
(3) celulosa, y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sdédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) goma
tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como mantequilla de coco y ceras de
supositorio; (9) aceites, como aceite de cacahuete, aceite de semillas de algodén, aceite de cartamo, aceite de
sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de habas de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11)
polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; (12) ésteres, tales como maleato de etilo y laurato de
etilo; (13) agar; (14) agentes tamponadores, tales como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido
alginico; (16) agua exenta de pirégeno; (17) solucién salina isotdnica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol, tal como
alcohol etilico y alcohol propilico; (20) soluciones de tampoén de fosfato; y (21) otras sustancias compatibles no
téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas tales como acetona.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables tales como
las requeridas para aproximarse a las condiciones fisiologicas tales como agentes de ajuste de pH y agentes
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tamponadores, agentes de ajuste de la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato sédico, cloruro sddico, cloruro
potasico, cloruro calcico, lactato sddico y similares.

La composicién farmacéutica puede prepararse como cualquier forma de dosificacion apropiada, como forma de
dosificacion sélida (p. ej., comprimidos, capsulas, polvos, granulos, etc.) y como forma de dosificacion liquida (p. ;.
solucién acuosa, emulsion, elixir, jarabe, etc.). Los procedimientos de preparacion de composiciones farmacéuticas
son bien conocidos en la técnica, y se pueden llevar a cabo de acuerdo con procedimientos rutinarios tal como se
describe, por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro ed. 20? edicion, Willians &
Wilkins PA, EUA)(2000).

En determinadas formas de realizacion, las composiciones farmacéuticas comprenden aproximadamente 10-9 g
hasta aproximadamente 10 g de un compuesto proporcionado en el presente documento (p. €j., aproximadamente
0,01 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 1
mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 5 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 10 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 20 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 30 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 40 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 50 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 80 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 100 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 150 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 200 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 300 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 400 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 500 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 600 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 700 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 800 mg
hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 900 mg hasta aproximadamente 10 g, aproximadamente 1 g hasta
aproximadamente 10 g, aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 5 g, aproximadamente 10 mg hasta
aproximadamente 3 g, aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 1 g, aproximadamente 10 mg hasta
aproximadamente 900 mg, aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 700 mg, aproximadamente 10 mg
hasta aproximadamente 500 mg, o aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 300 mg). Las dosis apropiadas
por sujeto por dia pueden ser desde aproximadamente 0,01 mg hasta aproximadamente 5 g.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos o composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento se formulan en una forma de dosificaciéon que es apropiada para su liberacion a un sujeto con necesidad
de los mismos por via parenteral (p. ej. subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcuticular, intraarticular, subcapsular,
subaracnoidea, intraespinal, intraesternal y/o infusién) y por via no parenteral (p. ej. oral, enteral, bucal, nasal,
intranasal, transmucosal, epidérmica, transdérmica, dérmica, oftalmica, pulmonar, sublingual, rectal, vaginal o
topica). En determinados ejemplos, los compuestos o composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente
documento se formulan en una forma de dosificacion que es apropiada para la liberacién a un sujeto con necesidad
de los mismos por via oral o enteral.

La forma de dosificacion apropiada incluye, sin limitacion, formulaciones para uso parenteral tales como emulsiones
inyectables, soluciones, y suspensiones, formulaciones para uso oral tales como comprimidos, capsulas, pildoras,
grageas, polvos y granulos, formulaciones para uso tépico o transdérmico tales como pulverizaciones, unguentos,
pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches, inhaladores, y formulaciones para uso intravaginal o intratecal
tales como supositorios. Estas formulaciones se pueden preparar mediante asociaciéon del compuesto con los
excipientes apropiados en las condiciones apropiadas, de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica, tal y
como se describen en Remington: The Science and Practice of Pharmacy (Gennaro ed. 20? edicion, Willians &
Wilkins PA, EUA)(2000).

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar a un sujeto por cualquier via de administracion apropiada,
tal como por via oral, intravenosa, intranasal, topica, intramuscular, intradérmica, transdérmica, o vias subcutaneas.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos o composiciones farmacéuticas proporcionadas en el
presente documento se pueden administrar de forma concomitante con el segundo agente activo, de modo que en el
sujeto que lo necesita se puedan alcanzar efectos farmacéuticos combinatorios o incluso sinérgicos. Por ejemplo, los
compuestos proporcionados en el presente documento y el segundo agente activo se pueden administrar en una
composicion farmacéutica individual o simultdneamente en composiciones separadas, o secuencialmente en
composiciones separadas. El segundo agente activo que se puede administrar de forma concomitante con los
compuestos de la presente divulgacion para el tratamiento del cancer incluye, pero sin limitacion: 5-fluorouracilo,
doxorrubicina, daunorrubicina, tamoxifeno, leuprolida, goserelina, flutamida, nilutimida, finasterida, dexametasona,
lenalidomida aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, asparaginasa, bcg, bicalutamida, bleomicina, buserelina,
busulfan, campotecina, capecitabina, carboplatino, carmustina, clorambucilo, cisplatino, cladribina, clodronato,
colchicina, ciclofosfamida, temozolomida, ciproterona, citarabina, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina,
dienestrol, dietilestilbestrol, docetaxel, doxorubicina adriamicina, epirubicina, estradiol, estramustina, etoposida,
exemestano, filgrastim, fludarabina, fludrocortisona, fluorouracilo, fluoximesterona, flutamida, gemcitabina,
genisteina, goserelina, tamoxifeno, teniposida, testosterona, titanoceno dicloruro, topotecan, trastuzumab, tretinoina,
vinblastina, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, imatinib, interferén, irinotecan, ironotecan, letrozol, leucovorina,
pentostatina, plicamicina, porfimer, procarbazina, raltitrexed, rituximab, estreptozocina, suramina, leuprolida,
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levamisol, lomustina, mecloretamina, medroxiprogesterona, megestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna,
metotrexato, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, nilutamida, nocodazol, octreotida, oxaliplatino, paclitaxel,
pamidronato, tioguanina, tiotepa, bicloruro de titanoceno, topotecan, trastuzumab, tretinoina, vinblastina, vincristina,
vindesina, y vinorelbina.

En determinadas formas de realizacién, un compuesto de la presente divulgacion se puede administrar de forma
concomitante con procedimientos no quimicos del tratamiento del cancer. En determinadas formas de realizacién, un
compuesto de la presente divulgacion se puede administrar de forma concomitante con radioterapia. En
determinadas formas de realizacién, un compuesto de la presente divulgacion se puede administrar conjuntamente
con cirugia, con termoablacién, con tratamiento de ultrasonidos focalizado, con crioterapia, o con cualquier
combinacioén de las mismas.

En determinadas formas de realizacion, un compuesto de la presente divulgacion se administra de forma
concomitante con un esteroide, incluyendo, pero sin limitacion, amcinonida, beclometasona, betametasona,
budesonida, cloroprednisona, clobetasol, clocortolona, cloprednol, corticosterona, cortisona, sortiazol, desonida,
desoximetasona, dexametasona, diflorasona, diflucortolona, difuprednato, enoxolona, fluazacort, flumetasona,
flunisolida, flucloronida, fluocinolona acetonida, fluocinonida, fluocorinbutilo, fluocortolona, fluorometolona, acetato de
fluperolona, acetato de fluprednideno, fluprednisolona, flurandrenolida, fluticasona propionato, formocortal,
propionato de halobetasol, halcinonida, halometasona, hidrocortisona, etabonato de loteprednol, mazipredona,
medrisona, meprednisona, metilprednisolona, furoato de mometasona, parametasona, prednisolona, dexametasona
y 25-aminoacetato de dietilo.

En determinadas formas de realizacion, un compuesto de la presente divulgacion se administra de forma
concomitante con un agente inmunoterapéutico, incluidos moduladores MDR tales como verapamilo, rapamicina,
micofenilato mofetil, talidomida, ciclofosomida, ciclosporina y anticuerpos monoclonales.

EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de epoxicetonas tripeptidicas tal como se divulgan en el presente documento, la
sintesis de las mismas, la propiedad inhibidora de la actividad del proteasoma, la propiedad de actividad antitumoral
y la solubilidad acuosa de las mismas.

La sintesis de los compuestos proporcionados en el presente documento se ilustra en los esquemas sintéticos en los
ejemplos inferiores. Estos esquemas son solo ilustrativos y no pretenden limitar otros posibles procedimientos que
se pueden usar para preparar los compuestos proporcionados en el presente documento. Adicionalmente, las
etapas en los esquemas se presentan para una mejor ilustracion y se pueden cambiar segun convenga. Las formas
de realizacion de los compuestos de los ejemplos se sintetizaron en el extranjero con fines de investigacion y la
posible presentacion a las agencias reguladoras.

Para los procedimientos experimentales generales, se usaron los espectros de RMN de H para conseguir
informacion de las estructuras de los compuestos. La cromatografia liquida con espectrometria de masas (CL-EM)
se registré usando un sistema de espectrometro de masas de cuadrupolo que opera en modo positivo de ionizacion
por electropulverizacion (ESI). La pureza se comprobé mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con
deteccion UV. Se uso separacion por cromatografia liquida de alta resoluciéon preparativa (Prep-HPLC) en la
purificacién, cuando fue necesario.

EJEMPLO 1

Sintesis del compuesto CX13-103

Esquema 1. Sintesis de CX13-103
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Sintesis de C103-2

5 Se afiadi6 gota a gota SOCI; (5 ml) a MeOH (150 ml) a 0 °C. Se afadi6 después C103-1 (10 g, 42 mmol), y se
calento la mezcla a reflujo durante una noche. Después de enfriar a temperatura ambiente, se concentré la mezcla 'y
se seco al vacio para dar el producto puro C103-2 (11 g, cuantitativo). EM (ESI) m/z: 181 [M+H]".

Sintesis de C103-6

10
A una solucién de C103-5 (7,05 g, 50 mmol) en CCl, (250 ml) se afadié NBS (11,5 g, 65 mmol) y AIBN (820 mg, 5
mmol). La mezcla de reaccion se calentd a reflujo durante una noche. Después de enfriar a temperatura ambiente,
se vertio la mezcla de reaccién en agua; se extrajo la capa acuosa dos veces con DCM. Las capas combinadas se
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lavaron sobre NaHCO; saturado, se secaron sobre Na,SOs, se filtraron y se concentraron al vacio. El resto
oleaginoso se purificd mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice para dar C103-6 (5,56 g, rendimiento:
51 %). EM (ESI) m/z: 221 [M+H]".

Sintesis de C103-7

A una solucién enfriada (0 °C) de morfina (4,8 g, 55 mmol) en THF (20 ml), se afiadié gota a gota una solucion de
C103-6 (5,56 g, 25,5 mmol) en THF (20 ml). La mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 30 min. Se vertio la
mezcla de reaccion en agua y se extrajo la capa acuosa dos veces con EtOAc. La capa combinada se lavd con
salmuera, se secd sobre Na;SOs, se filtrdé y se concentrd al vacio. El aceite residual se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida en gel de silice para dar C103-7 (4,03 g, rendimiento: 70 %). EM (ESI) m/z: 227 [M+H]".

Sintesis de C103-8

A una solucién enfriada (0 °C) de C103-7 (4 g, 17,7 mmol) en THF (30 ml) y MeOH (30 ml) se afadi6é LiOH 2 N (13
ml, 26 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. Se ajust6 el pH a 5 mediante la
adicion de acido clorhidrico acuoso y se concentrd la mezcla al vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia
ultrarrapida para dar C103-8 (2,65 g, rendimiento: 71 %). EM (ESI) nv/z: 213 [M+H]".

Sintesis de C103-10

A una solucién enfriada (0 °C) de C103-9 (5,81 g, 20,8 mmol) en DMF (80 ml) se afiadid HATU (8,3 g, 21,8 mmol) y
DIEA (14,3 ml, 85 mmol). La mezcla se agit6é a 0 °C durante 30 min. Se afiadié después C103-2 (5,22 g, 20,8 mmol).
La solucién resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora en atmdsfera de nitrogeno. Se vertio la
mezcla de reaccion en agua y se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre
Na,SO., se filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual se purific6 mediante HPLC preparativa para dar
C103-10 (7,9 g, rendimiento: 86 %). EM (ESI) m/z: 442 [M+H]".

Sintesis de C103-11

A una solucion de C103-10 (7,9 g, 17,9 mmol) en DCM (40 ml) se afiadié TFA (10 ml) lentamente a 0 °C. Se dejo
agitar después la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora. La concentracién al vacio dio el
producto crudo, que se utilizé para el siguiente paso sin ninguna purificacién adicional. EM (ESI) m/z: 342 [M+H]".

Sintesis de C103-12

A una solucién enfriada (0 °C) de C103-8 (2,65 g, 12,5 mmol) en DMF (50 ml) se afiadié HATU (6,18 g, 16,25 mmol)
y DIEA (10 ml, 60 mmol). La mezcla se agité a 0 °C durante 30 min. Se afiadi6 C103-11. La solucion resultante se
agitd a temperatura ambiente durante 1 hora en atmdsfera de nitrégeno. Se vertié la mezcla de reaccion en agua y
se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO,, se filtraron y se
concentraron al vacio. El aceite residual se purifico mediante cromatografia para dar C103-12 (5,3 g, rendimiento:
79 %). EM (ESI) m/z: 536 [M+H]".

Sintesis de C103-13

A una solucién enfriada (0 °C) de C103-12 (5,3 g, 9,88 mmol) en THF (30 ml) y MeOH (30 ml) se afadio LiOH 2 N
(7,5 ml, 16 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. El pH se ajusté a 5
mediante la adicion de acido clorhidrico y se concentré al vacio. Se purifico el residuo mediante cromatografia para
dar C103-13 (3,4 g, rendimiento: 66 %). EM (ESI) nv/z: 522 [M+H]".

Sintesis de CX13-103

A una solucion enfriada (0 °C) de C103-13 (3,4 g, 6,53 mmol) en DMF (20 ml), se afiadié HATU (3,23 g, 8,5 mmol) y
DIEA (5 ml, 30 mmol). Se agitd la mezcla a 0 °C durante 30 min. Después se afiadid6 C103-4 (para la sintesis de
C103-4 véase la solicitud de patente PCT PCT/US2013/052143). La solucion resultante se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora en atmdsfera de nitrégeno. Se vertid la mezcla de reacciéon en agua y se extrajo dos veces
con EtOAc. Las capas organicas se secaron sobre Na;SQa, se filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual
se purificd mediante HPLC preparativa para dar CX13-103 (1,12 g, rendimiento: 25 %).

RMN de 'H (400 MHz, Metanol-ds) & 8,37 (d, 2H), 7,32 (d, 2H), 7,29 — 7,25 (m, 2H), 7,20 — 7,18 (m, 3H), 6,71 (s,
1H), 4,77 (dd, 1H), 4,56 — 4,51 (m, 2H), 3,82 (s, 2H), 3,74 — 3,72 (m, 4H), 3,25 (d, 1H), 3,23 (dd, 1H), 3,01 (dd, 1H),
2,95 (d, 1H), 2,70 — 2,50 (m, 6H), 2,20 — 1,95 (m, 2H), 1,80 — 1,60 (m, 1H), 1,52 — 1,20 (m, 5H), 0,91 (d, 3H), 0,89 (d,
3H); EM (ESI) nv/z: 675 [M+H]"; pureza > 95 %.
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EJEMPLO 2
Sintesis del compuesto CX13-104

Sintesis del intermedio C104-7

Esquema 2: preparacion del intermedio C104-7
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Sintesis de C104-1

Se afadieron a 200 ml de una solucién acuosa de hidroxido sédico 1 N y 200 ml de THF a 9,6 g (40 mmol) de L-3-
(4-piridil)alanina-2HCI. Durante la agitacion, se afiadieron gota a gota 20 ml de dicarbonato de di-f-butilo y se agito la
mezcla de reaccion durante 2 horas. Se afiadieron a la mezcla de reaccion resultante 300 ml de agua y se lavé la
mezcla resultante con acetato de etilo (2 x 200 ml). Se afadié a la capa acuosa solucidon acuosa de bisulfato
potasico al 5 % para ajustar el pH de la mezcla a aproximadamente 4, y después, se extrajo la mezcla con n-butanol
(4 x 200 ml). La capa organica se concentré a presion reducida. Se recogio el sélido mediante filtracion y se seco
para obtener 8,0 g de C104-1 como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 267,2 [M+H]".

Sintesis de C104-2

Se disolvieron 8,0 g (30 mmol) de C104-1 en DMF (100 ml) a temperatura ambiente y se enfrid a 4 °C. Se afadio
clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina (4,4 g, 45 mmol), seguido de HBTU (17 g, 45 mmol), HOBt (6,1 g, 45 mmol) y
DIEA (12 ml, 90 mmol). Se dejo calentar lentamente la reaccion a temperatura ambiente y se agité durante una
noche, después de lo cual se diluyé con EtOAc (300 ml) y se lavd sucesivamente con cloruro sédico saturado (2 x
100 ml). La capa organica se sec6 sobre Na;SO., se filtrd y se concentré a presion reducida. La purificacion
mediante columna cromatografica (DCM (1 % TEA)) rindi6é el compuesto C104-2 como un aceite amarillo (6,2 g,
66 %). EM (ESI) m/z: 310,3 [M+H]".

Sintesis de C104-3

El compuesto C104-2 (6,2 g, 20 mmol) se disolvio en THF (200 ml) y se enfri6 a 0 °C (hielo con salmuera). Se
afiadio lentamente bromuro de isopropenilmagnesio (0,5 M en THF; 200 ml; 100 mmol) a lo largo de 20 minutos. Se
agito la reaccion a 0 °C durante 4 horas, después de lo cual se vertio lentamente en una solucién de cloruro aménico
acuoso saturada a 0 °C. Se elimind el THF a presion reducida y se extrajo la mezcla con EtOAc (3 x 100 ml). Las
capas organicas combinadas se lavaron después con bicarbonato sédico saturado, agua y cloruro sédico saturado.
La capa organica se seco sobre Na,SO,, se filtrd y se concentré a presion reducida. La purificacion mediante
cromatografia de columna (DCM (1 % TEA)) dio el compuesto 3 como un aceite amarillo (5,0 g, 86 %). EM (ESI)
m/z: 291,4 [M+H]".
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Sintesis de C104-4

El compuesto C104-3 (5,0 g, 17 mmol) se disolvié en metanol (100 ml) y se enfrié a 0 °C. Se afiadio cloruro de cerio
(1) heptahidratado (8,2 g, 22 mmol), seguido de la adicidon de borohidruro sédico (0,85 g, 22 mmol). La mezcla de
reaccion se agité a 0 °C durante 3 horas. Se vertié la mezcla lentamente en una solucién acuosa saturada de cloruro
amonico (200 ml) a 0 °C y se extrajo con EtOAc (4 x 100 ml). Las capas organicas se secaron sobre Na;SO., se
filtraron y se concentraron a presion reducida. La purificacién mediante columna cromatografica (DCM (1 % TEA))
dio C104-4 como un sélido amarillo (4,5 g, 90 %). EM (ESI) m/z: 293,4 [M+H]".

Sintesis de C104-5

El compuesto C104-4 (4,5 g, 15 mmol) se disolvio en DCM (100 ml) y se enfrié a 0 °C. Se afadio acetilacetonato de
vanadilo (0,12 g, 0,45 mmol) y a continuacion hidroperéxido de terc-butilo (5,0 — 6,0 M en decano; 12 ml, 60 mmol).
Se dejo calentar lentamente la reaccién a temperatura ambiente durante una noche. Las mezclas se lavaron
después con bicarbonato sddico saturado, agua y acido marino. La capa organica se seco sobre Na;SO,, se filtrd y
se concentré a presion reducida para dar C104-5 que se utilizé en el siguiente paso sin ninguna purificacion
adicional. EM (ESI) m/z: 309,4 [M+H]".

Sintesis de C104-6

El compuesto C104-5 (4,5 g, 15 mmol) se disolvio en DCM (100 ml) y se enfrié a 0 °C. Se afiadié peryodinano de
Dess-Martin (13 g, 30 mmol). Se dejé calentar la reaccion lentamente hasta temperatura ambiente y tras 24 horas se
enfrid a 4 °C y se afiadié mas peryodinano de Dess-Martin (6,4 g, 15 mmol). Se dejé calentar la solucion lentamente
a temperatura ambiente. Después de 3 horas se filtré la mezcla a través de Celite, el filtrado se lavé después con
hiposulfito sédico saturado, bicarbonato sédico saturado, agua y acido marino. La capa organica se secd sobre
Na SO, se filtré y se concentrd a presion reducida. La purificacion mediante cromatografia de columna (DCM (2 %
MeOH)) dio el compuesto C104-6 (0,35 g, 7,5 %) como un aceite marrén: RMN de "H (CLOROFORMO-d) & (ppm):
8,37 — 8,61 (m, 2H), 7,13 (d, J = 5,2 Hz, 2H), 5,13 (s ancho, 1H), 4,61 (d, 1H), 3,19 (d, 1H), 2,68 — 2,90 (m, 3H), 1,54
(s, 3H), 1,39 (s, 9H). EM (ESI) nv/z: 307,4 [M+H]".

Sintesis de C104-7

El compuesto C104-6 (1,3 g, 4,2 mmol) se disolvio en DCM (50 ml) y se enfrié a 0 °C. Se afadié TFA (50 ml). Se
dejo calentar lentamente la reaccion hasta temperatura ambiente. La mezcla se concentrd a presion reducida para
dar C104-7 como una sal de TFA. EM (ESI) nv/z: 207,4 [M+H]".

Esquema 3: preparacion de CX13-104
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Sintesis de C104-8

Una mezcla de acido (S)-2-amino-4-fenilbutanoico (5,0 g, 28 mmol), alcohol bencilico (6,0 g, 55 mmol), acido p-
toluenosulfénico monohidrato (9,5 g, 55 mmol) y tolueno (200 ml) se calentd a reflujo durante 16 horas con una
trampa de Dean-Stark. La solucién de benceno se lavé con NaHCO3 acuoso al 5 %, salmuera, se sec6 sobre MgSOs,
se filtr6 y se evapord a sequedad a presion reducida. Se cristalizé el residuo en hexano para dar C104-8 (9,0 g,
80 %) como agujas incoloras. EM (ESI) n/z: 270,5 [M+H]".

Sintesis de C104-9

A una mezcla de C103-8 (1,8 g, 8,5 mmol), C104-8 (3,7 g, 8,5 mmol) HBTU (4,8 g, 13 mmol) en DMF (20 ml) se
afnadié DIEA (3 ml) lentamente mediante un embudo de adiciéon. Se mantuvo la reaccién a la misma temperatura
durante 16 horas y después se diluyd con EtOAc (20 ml) y salmuera (20 ml). Se separaron las capas, y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 30 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SOs. Se retird
el sélido mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se purificé mediante
cromatografia en gel de silice (PE:EA = 5:1) para dar C104-9 (2,4 g, 61 % rendimiento) como un sdlido blanco. EM
(ESI) m/z: 463,5 [M+H]".

Sintesis de C104-10

A C104-9 (2,4 g) en THF se afiadié Pd/C (0,24 g) y se agité en atmésfera de Hz durante 2 horas. Se filtré la mezcla y
se concentrd para dar el producto 104-5, que se utilizé en el siguiente paso sin purificacion. EM (ESI) m/z: 374,5
[M+H]".

Sintesis de C104-11

A una mezcla de C104-10 (1,8 g, 8,5 mmol), (S)-2-amino-4-metilpentanoato de bencilo (1,9 g, 8,5 mmol) HBTU (4,8
g, 13 mmol) en DMF (20 ml) se afadié DIEA (3 ml) lentamente mediante un embudo de adicién. Se mantuvo la
reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas y se diluyé después con EtOAc (20 ml) y salmuera (20 ml). La
capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 30 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SO4. Se
retird el solido mediante filtracion y se eliminaron los compuestos volatiles a presion reducida y se purificd mediante
cromatografia en gel de silice (PE:EA = 5:1) para dar C104-11 (2,4 g, 61 % rendimiento) como un sdlido blanco. EM
(ESI) m/z: 577,5 [M+H]".

Sintesis de C104-12

A C104-11 (2,4 g) en THF se afiadio Pd/C (0,24 g). La mezcla se agitdé en atmdsfera de H, durante 2 horas, se filtré
y se concentrd para dar el producto C104-12, que se utilizd en el siguiente paso sin purificacion. EM (ESI) m/z: 487,5
[M+H]".

Sintesis de CX13-104

Una mezcla de C104-12 (0,40 g, 0,82 mmol), C104-7 (0,17 g, 0,82 mmol) HOBt (0,20 g, 1,5 mmol) y HBTU (0,56 g,
1,5 mmol) en THF (5 ml) se mantuvo a -5 °C y se afiadié DIEA (1 ml). Se mantuvo la reaccion a -5 °C durante 0,5
horas y se diluyd después con EtOAc (10 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se
extrajo con EtOAc (2 x 5 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SOs. Se retird el sélido
mediante filtracion y se eliminaron los compuestos volatiles a presion reducida. Se purifico el producto bruto
mediante cromatografia en gel de silice (DCM:MeOH = 50:1) y HPLC preparativa para obtener el compuesto CX13-
104 (50 mg, 6,2 %).

RMN de 'H (400 MHz, Metanol-ds) 3 (ppm) 0,88 — 0,99 (m, 7H), 1,26 — 1,35 (m, 2H), 1,40 — 1,47 (m, 1H), 1,49 — 1,55
(m, 4H), 1,64 (d, J = 6,45 Hz, 1H), 1,98 — 2,18 (m, 2H), 2,53 — 2,67 (m, 6H), 2,79 (dd, J = 13,97, 9,94 Hz, 1H), 2,99 (d,
J =4,84 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 14,10, 3,63 Hz, 1H), 3,30 (s, 1H), 3,67 — 3,77 (m, 4H), 3,79 — 3,87 (m, 2H), 4,42 (dd, J
= 8,73, 6,31 Hz, 1H), 4,53 (dd, J = 8,33, 5,64 Hz, 1H), 4,79 (dd, J = 9,81, 3,63 Hz, 1H), 6,73 (s, 1H), 7,16 — 7,22 (m,
3H), 7,22 — 7,32 (m, 3H), 7,37 (d, J = 5,91 Hz, 2H), 8,40 (d, J = 5,37 Hz, 2H). EM (ESI) m/z: 675,5 [M+H]".

EJEMPLO 3

Sintesis del compuesto CX13-105

Esquema 4: Preparacion de CX13-105
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Sintesis de C105-2

A una solucién enfriada (0 °C) de C105-1 (10 g, 33,2 mmol), EDCI (8,3 g, 43,2 mmol), HOBt (7 g, 51,1 mmol) en
DMF (40 ml) se afadié DIEA (14,3 ml, 85,2 mmol). Se agité la mezcla a 0 °C durante 30 min y se afiadié después
clorhidrato de N,O-dimetil-hidroxilamina (3,2 g, 33,2 mmol). La solucion resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1 hora en atmodsfera de nitrogeno. Se vertié la mezcla de reaccion en agua y se extrajo dos veces con
EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SOy, se filtraron y se concentraron al vacio. El aceite
residual se purificd6 mediante columna de gel de silice para obtener el compuesto del titulo C105-2 (8,0 g,
rendimiento: 72,7 %). EM (ESI) m/z: 343 [M+H]".

Sintesis de C105-3

A una solucion enfriada (0 °C) de C105-2 (8 g, 23,2 mmol) en THF (50 ml) se afiadi® bromuro de isopropenil-
magnesio (0,5 M en THF, 200 ml, 100 mmol) a 0 °C. La mezcla resultante se agit6 a 0 °C durante 3 horas. La mezcla
de reaccion se vertié lentamente en una solucion saturada de NH4ClI. Se ajusto el pH de la solucién a 1,5 utilizando
HCI concentrado. Se extrajo la mezcla con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SOy, se
filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual se purificé mediante columna de gel de silice para obtener el
compuesto del titulo C105-3 (5,8 g, rendimiento: 77 %).

Sintesis de C105-4

A una solucion enfriada (0 °C) de C105-3 (5,8 g, 18 mmol) en MeOH (ml) y THF (20 ml) se afadio NaBH.4 (1,21 g,
31,8 mmol) y CeCl3-7H,0 (11,8 g, 31,8 mmol) a 0 °C. La solucion resultante se agitd a 0 °C durante 3 horas en
atmodsfera de nitrogeno. Se afadié agua (5 ml) para extinguir la reaccion. Después de eliminar los compuestos
volatiles al vacio se extrajo el residuo con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SO., se
filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual se purificd mediante columna de gel de silice para obtener el
compuesto del titulo C105-4 (4,37 g, rendimiento: 72 %). EM (ESI) nv/z: 326 [M+H]".

Sintesis de C105-5

A una solucion enfriada (0 °C) de C105-4 (4,37 g, 13,4 mmol) en DCM (20 ml) se afiadié Vo(acac)2 (344 mg, 1,3
mmol) y t-BuOzH (solucion 5,5 M en decano, 2,6 ml, 14,3 mmol). La mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante 2 horas. Se afadié agua (5 ml) para extinguir la reaccion. Se filtr6 la mezcla resultante a través de
Celite. Se extrajo la capa acuosa con DCM. Las capas organicas combinadas se lavaron con una solucién acuosa
de bisulfito sédico y salmuera, se secaron sobre Na;SO, y se concentraron al vacio. El aceite residual se utilizé en el
siguiente paso sin ninguna purificacién adicional. EM (ESI) m/z: 342 [M+H]".

25



10

15

20

25

30

35

ES 2704 056 T3

Sintesis de C105-6

A una solucion enfriada (0 °C) de C105-5 en DCM (20 ml) se afiadié peryodinano de Dess-Martin (13 g, 32,5 mmol).
La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La mezcla resultante se filtré6 a través de
Celite, la torta filtrada se lavo dos veces con DCM. Las capas organicas combinadas se lavaron con soluciéon acuosa
de bisulfito sédico, bicarbonato sédico saturado, salmuera, se secaron sobre Na;SO.y se concentraron al vacio. El
aceite residual se purific6 mediante columna de gel de silice para obtener el compuesto del titulo C105-6 (2 g,
rendimiento: 29 %). EM (ESI) m/z: 340 [M+H]".

Sintesis de C105-7

A una solucién enfriada (0 °C) de C105-6 en (2 g, 5,88 mmol) en MeOH (10 ml) y TFA (1 ml) se afiadio paladio sobre
carbono (400 mg, 40 % en peso). Se agitd la suspension a 0 °C durante 6 horas en atmoésfera de hidrogeno (3,5
atm) y después se filtré la mezcla de reaccion a través de Celite. El filtrado se concentré al vacio para proporcionar
el producto bruto deseado, que se utilizé en el siguiente paso sin purificacién adicional. EM (ESI) m/z: 206 [M+H]".

Sintesis de CX13-105

A una solucién enfriada (0 °C) de C104-7 (311 mg, 0,74 mmol), HATU (422 mg, 1,11 mmol) en DMF (5 ml) se ahadi6é
DIEA (0,62 ml, 3,7 mmol). Se agit6 la mezcla a 0 °C durante 30 min. Se afiadié una solucién de C105-7 en DCM (2
ml). La solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora en atmoésfera de nitrogeno. Se vertio la
mezcla de reaccion en agua y se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre
Na,SO., se filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual se purific6 mediante HPLC preparativa para dar
CX13-105 (70 mg, rendimiento: 16 %).

RMN de 'H (400 MHz, Metanol-ds) & 7,32 - 7,09 (m, 10H), 6,72 (s, 1H), 4,76 (dd, 1H), 4,55 (dd, 1H), 4,46 (dd, 1H),
3,83 (s, 2H), 3,73 — 3,71 (m, 4H), 3,28 (d, 1H), 3,11 (dd, 1H), 2,94 (d, 1H), 2,76 — 2,60 (m, 3H), 2,59 — 2,55 (m, 4H),
2,11 -2,02 (m, 2H), 1,65 — 1,61 (m, 1H), 1,54 — 1,51 (m, 2H), 1,45 (s, 3H), 0,94 (d, 3H), 0,90 (d, 3H); EM (ESI) nvz:
674 [M+H]". La pureza es > 95 %.

EJEMPLO 4

Sintesis del compuesto CX13-107

Esquema 5: Preparacion de CX13-107
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Sintesis de C107-3

A una solucién enfriada (0 °C) de C107-1 (10 g, 35,8 mmol) en DMF (40 ml) se afadié6 EDCI (8,5 g, 44,3 mmol),
HOBt (7 g, 51,1 mmol), DIEA (14,3 ml, 85,2 mmol). La mezcla se agité a 0 °C durante 30 min, después se afiadid
C107-2 (6,2 g, 34,1 mmol). La solucién resultante se agité a temperatura ambiente durante 1 hora en atmodsfera de
nitrégeno. La mezcla de reaccion se vertié6 en agua y se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas
combinadas se secaron sobre Na,SOys, se filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual se purific6 mediante
cromatografia ultrarrapida en gel de silice para dar C107-3 (13,5 g, rendimiento: 97,8 %). EM (ESI) m/z: 351 [M+H]J".

Sintesis de C107-4

A una solucién enfriada (0 °C) de C107-3 (13,5 g, 33,3 mmol) en DCM (50 ml) se afiadié TFA (20 ml). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La concentracion al vacio dio el producto bruto, que se
utilizé en el siguiente paso sin purificacién adicional. EM (ESI) m/z: 307 [M+H]".

Sintesis de C107-6

A una soluciéon enfriada (0 °C) de C107-5 (1,8 g, 12,4 mmol) en DMF (20 ml) se afadié6 HATU (5,8 g, 15,3 mmol),
DIEA (10 ml, 60 mmol). Se agité la mezcla a 0 °C durante 30 min. Se afiadié después C107-4. La solucion resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 1 hora en atmodsfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se vertié en agua
y se extrajo dos veces con EtOAc. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SOg, se filtraron y se
concentraron al vacio. El aceite residual se purific6 mediante cromatografia ultrarrapida en gel de silice para dar
C107-6 (4,5 g, rendimiento: 88 %). EM (ESI) m/z: 434 [M+H]".

Sintesis de C107-7

A una solucién enfriada (0 °C) de C107-6 (4,5 g, 10,1 mmol) en THF (10 ml) y MeOH (10 ml) se afiadié LiOH 2 N (10
ml, 20 mmol). La mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 1 hora. El pH se ajusté a 5 mediante la
adicién de acido clorhidrico acuoso. El sélido resultante se recogio, se lavé con agua y se secd al vacio para
proporcionar el titulo del compuesto (3,8 g, rendimiento: 90 %).

Sintesis de CX13-107

A una solucion agitada a 0 °C durante 30 min de C107-7 (311 mg, 0,74 mmol), HATU (445 mg, 1,17 mmol), DIEA
(0,5 ml, 2,2 mmol) en DMF (5 ml) se afiadié6 C105-7. La solucién resultante se agitdé a temperatura ambiente durante
1 hora en atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccion se vertié en agua y se extrajo dos veces con EtOAc. Las
capas organicas combinadas se secaron sobre Na,SO, se filtraron y se concentraron al vacio. El aceite residual se
purificé mediante HPLC preparativa para dar (70 mg, rendimiento: 16 %).

RMN de "H (400 MHz, Metanol-d) 51 7,20 — 6,98 (m, 10H), 4,67 (dd, 1H), 4,36 — 4,31 (m, 2H), 3,68 — 3,62 (m, 4H),
3,21 (d, 1H), 3,02 (dd, 1H), 2,96 (dd, 2H), 2,85 (d, 1H), 2,63 (dd, 1H), 2,50 — 2,40 (m, 6H), 1,96 — 1,78 (m, 2H), 1,55
— 1,43 (m, 1H), 1,43 — 1,36 (m, 2H), 1,22 (s, 3H), 0,85 (d, 3H), 0,81 (d, 3H); EM (ESI) m/z: 607 [M+H]". La pureza
es > 95 %.

EJEMPLO 5

Sintesis del compuesto CX13-130

Esquema 6: preparacion de CX13-130
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Sintesis de C130-2

A una mezcla del compuesto C130-1 (1,5 g, 5,4 mmol) en DMF (30 ml) se afiadi6 (S)-2-amino-3-(piridin-4-
il)propanoato de bencilo (1,38 g, 5,4 mmol), HBTU (3,1 g, 8,1 mmol) y DIEA (4 ml) a temperatura ambiente. Se
mantuvo la reaccién a la misma temperatura durante 16 horas y se diluyé con EtOAc (80 ml) y salmuera (40 ml). Se
separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 40 ml). Las capas organicas se combinaron y se
secaron sobre Na,SO,. Se retird el sélido mediante filtracién y los compuestos volatiles se eliminaron a presion
reducida y se purificdé mediante cromatografia en gel de silice (PE:EA = 10:1) para dar el compuesto C130-2 (2,0 g,
rendimiento 72 %) como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 518,3 [M+H]".

Sintesis de C130-3

A una mezcla del compuesto C130-2 (1,5 g, 2,9 mmol) en THF (25 ml) se afiadié Pd/C (0,15 g, 10 % en carbono) y
se agitd la mezcla en atmdsfera de H, durante 16 horas a 50 °C. La mezcla se filtré y se concentrdé para dar el
compuesto C130-3 (1100 mg, 90 % rendimiento), que se utilizé en el siguiente paso sin purificacién. EM (ESI) m/z:
428,3 [M+H]".

Sintesis de C130-4

A una mezcla del compuesto C130-3 (1,1 g, 2,6 mmol) en DMF (15 ml) se afadi6 (S)-2-amino-4-metil-1-((R)-2-
metiloxiran-2-il)pentan-1-ona (0,69 g, 2,6 mmol), HBTU (1,5 g, 3,9 mmol) y HOBt (0,53 g, 3,9 mmol) y DIEA (2 ml).
La reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas y después se diluyé con EtOAc (60 ml) y salmuera
(20 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 30 ml). Las capas organicas se
combinaron y se secaron sobre Na;SO.. El solido se retiré mediante filtracion y los compuestos volatiles se
eliminaron a presion reducida y se purifico mediante cromatografia en gel de silice (PE:EA = 1:1) para dar el
compuesto C130-4 (510 mg, 34 % rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 581,4 [M+H]".

Sintesis de C130-5

A una mezcla del compuesto C130-4 (510 mg, 0,88 mmol) en DCM (10 ml) se afiadié TFA (4 ml) a 0 °C. Se mantuvo
la reaccion a 0 °C durante 2 horas y se eliminaron los compuestos volatiles a presion reducida para dar el
compuesto 130-5 (500 mg, 100 % rendimiento). EM (ESI) m/z: 481,4 [M+H]".

Sintesis de CX13-130

A una mezcla del compuesto C130-5 (110 mg, 0,19 mmol) en DMF (2 ml) se afiadié acido acético (14 mg, 0,23
mmol), HBTU (108 mg, 0,29 mmol), HOBt (39 mg, 0,29 mmol) y DIEA (0,2 ml) a temperatura ambiente. Se mantuvo
la reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas y después se diluyé con EtOAc (40 ml) y salmuera (10 ml). Se
separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Las capas organicas se combinaron y se
secaron sobre Na,SO,. El sdélido se retird6 mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion
reducida y se purificé mediante cromatografia en gel de silice (DCM:MeOH = 40:1) y HPLC preparativa para obtener
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CX13-130 (25 mg, 21 %) como un solido blanco.

RMN de "H (400 MHz, CDCl3) 871 8,50 (s, 2H), 7,38 — 7,25 (m, 4H), 7,21 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 7,17 (t, J = 10,3 Hz, 3H),
6,83 (d, J =7,6 Hz, 1H), 6,19 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 4,81 (dd, J = 13,9, 7,7 Hz, 1H), 4,57 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 4,38 (dd, J
=14,0, 7,3 Hz, 1H), 3,25 (dd, J = 16,9, 5,1 Hz, 2H), 3,05 (dd, J = 14,2, 8,2 Hz, 1H), 2,92 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 2,65 (dd,
J =147, 6,3 Hz, 2H), 2,13 (dd, J = 14,1, 7,5 Hz, 2H), 1,93 (s, 4H), 1,67 — 1,47 (m, 5H), 1,30 (dd, J = 16,6, 6,8 Hz,
2H), 0,92 (dd, J = 8,9, 6,5 Hz, 6H). EM (ESI) m/z: 523,7 [M+H]".

EJEMPLO 6

Sintesis del compuesto CX13-133

Esquema 7: preparacion de CX13-133
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Sintesis de C133-2

A una solucion de morfolina (456 mg, 5,6 mmol) en MeCN (20 ml) se afadié K.CO3 (841 mg, 6,1 mmol) y C133-1 (1
g, 4,7 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a 50 °C durante 4 horas. El sdlido se retird mediante
filtracion y se eliminaron los compuestos volatiles a presion reducida y se purificé mediante cromatografia en gel de
silice (PE:EA = 4:1) para dar el compuesto C133-2 (1,0 g, 81 % rendimiento) como un aceite incoloro. EM (ESI) m/z:
264,2 [M+H]".

Sintesis de C133-3

A una solucién del compuesto C133-2 (1000 mg, 3,8 mmol) en THF (16 ml) y agua (8 ml) se afiadi6 LiOH-HO (477
mg, 11,4 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. Después se
acidifico la mezcla a pH = 5, se concentr6 y se purificé mediante cromatografia para dar C133-3 (750 mg, 84 %
rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 236,2 [M+H]".

Sintesis de CX13-133

A una mezcla de C130-5 (110 mg, 0,19 mmol) en DMF (2 ml) se afiadié C133-3 (54 mg, 0,23 mmol), HBTU (108 mg,
0,29 mmol), HOBt (39 mg, 0,29 mmol) y DIEA (0,2 ml) a temperatura ambiente. Se mantuvo la reaccion a
temperatura ambiente durante 16 horas y se diluy6 después con EtOAc (40 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las
capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Las capas organicas se combinaron y se secaron sobre
NazSO,. El solido se retird6 mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se
purificé mediante cromatografia en gel de silice (DCM:MeOH = 40:1) y HPLC preparativa para conseguir CX13-133
(55 mg, 41 %) como un sdlido blanco.

RMN de "H (400 MHz, Metanol-ds) 41 ppm 0,86 — 1,01 (dd, 6H), 1,43 (t, J = 6,98 Hz, 4H), 1,47 — 1,64 (m, 1H), 1,88
—1,96 (m, 2H), 2,56 (m, 6H), 2,96 (m, 9,94 Hz, 2H), 3,18 (dd, J = 9,94 Hz, 1H), 3,22 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 3,4 — 3,6 (m,
4H), 3,6 — 3,66 (m, 4H), 4,26 — 4,28 (m, 1H), 4,46 (d, J = 4,84, 1H), 4,71 — 4,75 (m, 1H), 7,06 (d, J = 5,2 Hz, 1H),
7,16 — 7,20 (m, 1H), 7,20 — 7,24 (m, 2H), 7,26 — 7,32 (m, 2H), 7,34 (s, 4H), 8,36 — 8,38 (m, 2H); EM (ESI) m/z: 698,4
[M+H]".
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EJEMPLO 7
Sintesis del compuesto CX13-135

Esquema 8: preparacion de CX13-135
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130-5 Z N

A una mezcla del compuesto C130-5 (110 mg, 0,19 mmol) en DMF (2 ml) se afadié acido 5-metilisoxazol-3-
carboxilico (40 mg, 0,23 mmol), HBTU (108 mg, 0,29 mmol), HOBt (39 mg, 0,29 mmol) y DIEA (0,2 ml) a
temperatura ambiente. Se mantuvo la reaccién a temperatura ambiente durante 16 horas, se diluyd después con
EtOAc (40 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Las
capas organicas se combinaron y se secaron sobre Na,SOj. El sélido se retiré mediante filtracion y los compuestos
volatiles se eliminaron a presién reducida y se purific6 mediante cromatografia en gel de silice (DCM:MeOH = 40:1)
y HPLC preparativo para conseguir CX13-135 (18 mg, 16 %) como un solido blanco.

RMN de "H (400 MHz, CDCls) 41 8,38 (s, 2H), 7,35 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,33 — 7,23 (m, 3H), 7,20 (t, J = 7,3 Hz, 1H),
7,16 — 7,08 (m, 4H), 6,96 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,43 (d, J = 0,7 Hz, 1H), 4,75 (dd, J = 14,2, 7,5
Hz, 1H), 4,62 — 4,43 (m, 2H), 3,26 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 3,12 (dd, J = 14,1, 6,2 Hz, 1H), 2,98 (dd, J = 14,1, 7,5 Hz, 1H),
2,91 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 2,67 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 2,58 — 2,45 (m, 3H), 2,21 (dt, J = 14,0, 7,7 Hz, 2H), 2,04 (id, J =
15,6, 7,9 Hz, 1H), 1,64 — 1,42 (m, 5H), 1,37 — 1,16 (m, 2H), 0,89 (dd, J = 13,1, 6,3 Hz, 6H). EM (ESI) m/z: 590,4
[M+H]".

EJEMPLO 8

Sintesis del compuesto CX13-137

Esquema 9: preparacion de CX13-137
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A una mezcla de C130-5 (110 mg, 0,19 mmol) en DMF (2 ml) se afiadi6é acido 5-metiltiazol-2-carboxilico (41 mg,
0,23 mmol), HBTU (108 mg, 0,29 mmol), HOBt (39 mg, 0,29 mmol) y DIEA (0,2 ml) a temperatura ambiente. Se
mantuvo la reaccion a temperatura ambiente durante 16 horas y se diluyé con EtOAc (40 ml) y salmuera (10 ml). Se
separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Las capas organicas se combinaron y se
secaron sobre Na,SO,. El sdélido se retird mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion
reducida y se purific6 mediante cromatografia para conseguir CX13-137 (36 mg, 31 %) como un sdlido blanco.

RMN de "H (400 MHz, CDCls) 401 8,32 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 8,05 (s, 1H), 7,41 (dd, J = 29,1, 17,6 Hz, 3H), 7,20 (dt, J =
24,4,7,1 Hz, 3H), 7,13 — 7,02 (m, 3H), 4,79 (dd, J = 13,9, 8,0 Hz, 1H), 4,71 — 4,49 (m, 2H), 3,25 (d, J = 4,9 Hz, 1H),
3,11 (dd, J = 13,7, 5,3 Hz, 1H), 2,98 — 2,81 (m, 2H), 2,76 (s, 3H), 2,63 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 2,23 — 1,93 (m, 2H), 1,76 —
1,41 (m, 5H), 1,30 (ddd, J = 14,3, 8,6, 4,5 Hz, 2H), 0,87 (dd, J = 17,5, 6,4 Hz, 6H). EM (ESI) m/z: 606,3 [M+H] .
EJEMPLO 9

Sintesis del compuesto CX13-600
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Esquema 10: preparacion de CX13-600

O
H,oN \;)kOBn

o) 600-1\© o
) 3 0 0
o H
N HBTU, DIEA N N Bn
oH HBTUDIEA
/7~ N 7N <0 Pd/C
H DMF, ta. -N H 0 =
0 \© THF, 50°C
€104-10 C€600-2

0
AT
o-N H 0 \é}o

CX13-600

Sintesis de C600-2

A una mezcla de C104-10 (2,0 g, 5,4 mmol) en DMF (30 ml) se afiadié6 C600-1 (1,38 g, 5,4 mmol), HBTU (3,1 g, 8,1
mmol) y DIEA (4 ml) a temperatura ambiente. La reaccidon se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 horas y
después se diluyé con EtOAc (80 ml) y salmuera (40 ml). Se separaron las capas, y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc (2 x 40 ml). Las capas organicas se combinaron y se secaron sobre Na;SO,. El sélido se retiré mediante
filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se purificd mediante cromatografia de gel de
silice (PE:EA = 10:1) para dar el compuesto C600-2 (1,8 g, 69 % rendimiento) como un solido blanco. EM (ESI) m/z:
611,7 [M+H]".

Sintesis de C600-3

A una mezcla de C600-2 (1,77 g, 2,9 mmol) en THF (20 ml) se afiadié Pd/C (0,15 g, 10 % en carbono) y se agito la
mezcla en atmésfera de H; durante 16 horas a 50 °C. La mezcla se filiré y se concentrdé para dar el compuesto
C600-3 (1,35 g, 90 % rendimiento), que se utilizé en el siguiente paso sin purificar. EM (ESI) m/z: 521,3 [M+H]".

Sintesis de CX13-600

A una mezcla enfriada (-5 °C) de €600-3 (150 mg, 0,29 mmol), C103-4 (78 mg, 0,29 mmol), HOBt (60 g, 0,51 mmol)
y HBTU (165 g, 0,51 mmol) en DMF (4 ml) se afiadié DIEA (0,2 ml). Se mantuvo la reaccion a -5 °C durante 1 hora 'y
después se diluyé con EtOAc (10 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con
EtOAc (2 x 10 ml). Las capas organicas se combinaron y se secaron sobre Na;SO,. El sélido se retiré mediante
filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia para obtener el compuesto CX13-600 (98 mg, 51,0 %).

RMN de "H (400 MHz, CDCls) a11 7,30 (s ancho, 1H), 7,13 — 7,28 (m, 10H), 6,57 — 6,73 (m, 2H), 6,16 (s ancho, 1H),
4,66 (d, J = 7,25 Hz, 1H), 4,47 — 4,59 (m, 2H), 3,59 — 3,89 (s ancho, 6H), 3,25 (d, J = 5,10 Hz, 1H), 3,05 (dd, J =
6,72, 3,49 Hz, 2H), 2,90 (d, J = 4,84 Hz, 1H), 2,48 — 2,74 (m, 6H), 2,18 — 2,29 (m, 1H), 1,96 — 2,11 (m, 1H), 1,55 (s,
3H), 1,41 — 1,54 (m, 2H), 1,20 (t, J = 9,94 Hz, 1H), 0,88 (dd, J = 13,30, 5,78 Hz, 6H). EM (ESI) m/z: 674,3 [M+H]".
EJEMPLO 10

Sintesis del compuesto CX13-601

Esquema 11: preparacion de CX13-601
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Sintesis de C601-1

A una mezcla de C104-10 (500 mg, 1,3 mmol), (S)-2-amino-4-metilpentanoato de bencilo (335 mg, 1,6 mmol), TBTU
(516 mg, 13 mmol) en DMF (50 ml) se afadi6 DIEA (0,3 ml) lentamente mediante un embudo de adicion a
temperatura ambiente. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 horas y después se diluy6é con
EtOAc (10 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 ml). Se
combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na,;SO.. El solido se retir6 mediante filtracion y los compuestos
volatiles se eliminaron a presion reducida y se purific6 mediante cromatografia de gel de silice (PE:EA = 5:1) para
dar el compuesto C601-1 (660 g, 87 % rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 565,2 [M+H]".

Sintesis de C601-2

A C601-1 (660 mg) en THF se afadié Pd/C (66 mg) y se agité la mezcla en atmdsfera de H; durante 12 horas. La
mezcla se filtré y se concentrd para dar el producto C601-2, que se utilizé en el siguiente paso sin purificar. EM (ESI)
m/z: 475,2 [M+H]".

Sintesis de CX13-601

A una mezcla enfriada (-5 °C) de €601-2 (150 mg, 0,32 mmol), C103-4 (102 mg, 0,38 mmol), HOBt (51 g, 0,51
mmol) y HBTU (144 g, 0,51 mmol) en DMF (5 ml) se afiadié DIEA (0,2 ml). La reaccién se mantuvo a -5 °C durante 1
hora y después se diluyé con EtOAc (15 ml) y salmuera (15 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo
con EtOAc (2 x 10 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na>SO,. El sélido se retird6 mediante
filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida. El producto bruto se purific6 mediante
cromatografia para conseguir el compuesto CX13-601 (70 mg, 35,3 %).

RMN de "H (400 MHz, CDCls) 4 17,33 (d, J = 9,94 Hz, 2H), 7,17 — 7,26 (m, 3H), 6,89 (d, J = 8,33 Hz, 1H), 6,74 (d, J
= 6,72 Hz, 1H), 6,66 (s, 1H), 4,58 — 4,67 (m, 2H), 4,50 (m, 1H), 3,69 — 3,83 (m, 7H), 3,35 — 3,47 (m, 4H), 3,30 (d, J =
4,84 Hz, 1H), 2,92 (d, J = 4,84 Hz, 1H), 2,76 (t, J = 7,92 Hz, 2H), 2,49 — 2,60 (m, 4H), 2,24 — 2,37 (m, 1H), 2,12 (m,
1H), 1,53 — 1,67 (m, 2H), 1,49 — 1,58 (m, 4H), 0,89 — 0,98 (m, 6H). EM (ESI) m/z: 628,3 [M+H]".

EJEMPLO 11

Sintesis del compuesto CX13-603

Esquema 12: preparacion de CX13-603
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A una mezcla enfriada (-5 °C) de €601-2 (200 mg, 0,42 mmol), C105-7 (0,17 g, 0,82 mmol), HOBt (69 mg, 0,51
mmol) y HBTU (191 mg, 0,51 mmol) en DMF (5 ml) se afiadio DIEA (0,5 ml). La reaccién se mantuvo a -5 °C durante
1 hora y después se diluyd con EtOAc (10 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se
extrajo con EtOAc (2 x 10 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SO,. El sélido se retird
mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida. El producto bruto se purifico
mediante cromatografia para conseguir el compuesto CX13-603 (60 mg, 21,6 %).

RMN de "H (400 MHz, CDCls) &1 7,35 — 7,23 (m, 7H), 7,22 — 7,13 (m, 4H), 7,02 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 6,81 (ancho,
1H), 6,64 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 4,81 (td, J = 7,6, 4,9 Hz, 1H), 4,58 (dd, J = 13,6, 7,9 Hz, 1H), 4,42 (td, J = 7,3, 3,9 Hz,
1H), 3,85 (b, 5H), 3,74 (dd, J = 9,1, 3,8 Hz, 1H), 3,35 (s, 3H), 3,32 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 3,17 (dd, J = 14,0, 4,9 Hz, 1H),
2,95 (d, J =4,9 Hz, 1H), 2,86 (dd, J = 14,0, 7,7 Hz, 1H), 2,71 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 2,63 (b, 4H), 2,23 (m, 1H), 2,07 (m,
1H), 1,54 (s, 3H). EM (ESI) m/z: 662,3 [M+H]".

EJEMPLO 12

Sintesis del compuesto CX13-605

Esquema 13: preparacion de CX13-605
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Sintesis de C605-2

A una mezcla de C104-10 (240 mg, 0,64 mmol), C605-1 (143 mg, 0,77 mmol), HBTU (245 mg, 0,77 mmol) en DMF
(10 ml) se afadié DIEA (0,5 ml) lentamente mediante un embudo de adicién. La reaccion se mantuvo a temperatura
ambiente durante 16 horas y después se diluyé con EtOAc (10 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la
capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SO.. El
solido se retird mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se purific6 mediante
cromatografia para conseguir el compuesto C605-2 (310 mg, 89 % rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI)
m/z: 542,0 [M+H]".

Sintesis de C605-3

A una solucién de C605-2 (270 mg, 2,3 mmol) en THF se afiadié LiOH (97,4 mg, 3,5 mmol). La solucion se agité a
temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla se concentré y acidifico a pH = 5, se concentr6 y se purificd
mediante cromatografia para dar C605-3 como un sélido blanco (150 mg, 61 %). CL-EM: m/z: 528,1 [M+H]".

Preparaciéon de CX13-605

A una mezcla enfriada (-5 °C) de €605-3 (150 mg, 0,28 mmol), C105-7 (87 mg, 0,28 mmol), HOBt (58 g, 0,42 mmol)
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y HBTU (160 g, 0,42 mmol) en DMF (5 ml) se afiadié DIEA (0,3 ml). Se mantuvo la reaccion a -5 °C durante 1 hora 'y
se diluyé con EtOAc (10 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x
10 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SOa. El sélido se retir6 mediante filtracion y los
compuestos volatiles se eliminaron a presién reducida. El producto bruto se purific6 mediante cromatografia para
conseguir el compuesto CX13-605 (50 mg, 25,1 %).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 4 8,82 (s, 1H), 7,15 — 7,41 (m, 10H), 7,11 (d, J = 4,30 Hz, 1H), 6,75 (s, 1H), 4,67 —
4,78 (m, 2H), 4,49 (d, J = 3,49 Hz, 1H), 3,91 (s, 2H), 3,67 — 3,79 (m, 4H), 3,21 — 3,29 (d, J = 5,10 Hz, 2H), 3,03 —
3,16 (m, 2H), 2,94 (d, J = 5,10 Hz, 1H), 2,51 — 2,80 (m, 7H), 1,91 — 2,09 (m, 2H), 1,44 (s, 3H). EM (ESI) m/z: 715,3
[M+H]".

EJEMPLO 13

Sintesis del compuesto CX13-606

Esquema 14: preparacion de CX13-606
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Sintesis de C606-2

A 2,0 g (17 mmol) de C606-1 se afiadieron 35 ml de una solucién de hidroxido sodico acuoso 1 N y 35 ml de THF.
Se afiadi6 después una solucion de dicarbonato de di-terc-butilo (4,03 g, 18,5 mmol) en THF (15 ml) con agitacién a
0 °C. La mezcla de reaccion se agitd6 durante una noche a temperatura ambiente y se concentr6 mediante
evaporacion a presion reducida. La capa acuosa se acidificé a pH 4-5 con acido citrico acuoso al 10 % y se extrajo
con acetato de etilo. El extracto se lavé con salmuera, se secd (MgSO.) y se evapor6 para dar 3,6 g del compuesto
C606-2 (98 % rendimiento). EM (ESI) m/z: 220,1 [M+H]".

Sintesis de C606-3

A una solucién de C606-2 (3,6 g, 16 mmol) en DCM (40 ml) se afiadieron MeOH (2 ml), DIEA (8 ml) y EDCI (4,8 g,
25 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante una noche, se diluyd
después con DCM (200 ml) y salmuera (50 ml). La capa organica se seco sobre Na>SQOa. Se retird el sélido mediante
filtracion y se purificé mediante cromatografia para dar C606-3 (0,8 g, 20 %) como un sdlido blanco. EM (ESI) nvz:
234,1 [M+H]".

Sintesis de C606-4

A una mezcla de C606-3 (800 mg, 3,4 mmol) en DCM (8 ml) se afiadiéd TFA (2 ml) a 0 °C. Se mantuvo la reaccion a
0 °C de temperatura durante 2 horas y se eliminaron los compuestos volatiles a presién reducida para dar el
compuesto C606-4 (790 mg, 100 % rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 134,1 [M+H]".

Sintesis de C606-5
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A una mezcla del compuesto C606-4 (790 mg, 3,4 mmol) en DMF (10 ml) se afadieron acido (S)-2-(terc-
butoxicarbonilamino)-4-fenilbutanoico (950 mg, 3,4 mmol), HBTU (1950 mg, 5,15 mmol), HOBt (695 mg, 5,15 mmol)
y DIEA (2 ml) a temperatura ambiente. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 16 horas y después
se diluyé con EtOAc (40 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc. Se
combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na,;SO.. El solido se retir6 mediante filtracion y los compuestos
volatiles se eliminaron a presion reducida y se purificé mediante cromatografia para dar C606-5 (1,2 g, 89 %) como
un sdélido blanco. EM (ESI) m/z: 395,2 [M+H]".

Sintesis de C606-6

A una mezcla del compuesto C606-5 (600 mg, 1,5 mmol) en DCM (6 ml) se afiadié TFA (2 ml) a 0 °C. La reaccion se
mantuvo a 0 °C durante 2 horas y se eliminaron los compuestos volatiles a presion reducida para dar C606-6 (595
mg, 100 % rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI) m/z: 295,2 [M+H]".

Sintesis de C606-7

A una mezcla del compuesto C606-6 (595 mg, 1,5 mmol) en DMF (5 ml) se afiadieron C133-3 (360 mg, 1,5 mmol),
HBTU (870 mg, 2,3 mmol), HOBt (311 mg, 2,3 mmol) y DIEA (1 ml) a temperatura ambiente. La reacciéon se mantuvo
a temperatura ambiente durante 16 horas y se diluyé después con EtOAc (30 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron
las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2x20 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre
Na,SO,. El solido se retird6 mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se
purific6 mediante cromatografia para dar C606-7 (490 mg, 63 %) como un sdlido blanco. EM (ESI) m/z: 512,3
[M+H]".

Sintesis de C606-8

A una solucién del compuesto C606-7 (490 mg, 0,96 mmol) en THF (6 ml) y agua (2 ml) se afiadio LiOH-H,O (101
mg, 2,4 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. Se acidificd
después a pH = 5, se extrajo con EtOAc (100 ml) y se seco sobre Na,SO,. El sélido se retiré mediante filtracion y los
compuestos volatiles se eliminaron para dar C606-8 (440 mg, 92 % rendimiento) como un sélido blanco. EM (ESI)
m/z: 498,3 [M+H]".

Sintesis de CX13-606

A una mezcla del compuesto C606-8 (200 mg, 0,4 mmol) en DMF (3 ml) se afiadieron C103-4 (107 mg, 0,4 mmol),
HBTU (227 mg, 0,6 mmol), HOBt (82 mg, 0,6 mmol) y DIEA (0,2 ml) a temperatura ambiente. La reaccion se
mantuvo a temperatura ambiente durante 16 horas y se diluyé después con EtOAc (30 ml) y salmuera (10 ml). Se
separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2x20 ml). Se combinaron las capas organicas y se
secaron sobre Na,SO,. El sdélido se retird mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion
reducida y se purific6 mediante cromatografia para dar CX13-606 (100 mg, 38 %) como un solido blanco.

RMN de 'H (400 MHz, MeOD) &L 7,33 (s, 4H), 7,24 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,15 (dd, J = 20,9, 7,1 Hz, 3H), 4,63 — 4,48
(m, 2H), 4,37 (dd, J = 8,3, 4,9 Hz, 1H), 3,65 (dd, J = 8,8, 4,1 Hz, 4H), 3,60 (dd, J = 6,1, 3,7 Hz, 3H), 3,54 (d, J = 6,0
Hz, 2H), 3,24 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 2,93 (d, J = 5,1 Hz, 1H), 2,69 — 2,52 (m, 2H), 2,46 (s, 4H), 2,18 — 2,04 (m, 1H), 2,01
-1,85(m, 1H), 1,76 — 1,63 (m, 1H), 1,54 — 1,42 (m, 4H), 1,35 (ddd, J = 13,9, 9,0, 3,7 Hz, 1H), 0,91 (dd, J =9,7, 6,6
Hz, 6H). EM (ESI) m/z: 652,0 [M+H]".

EJEMPLO 14

Sintesis del compuesto CX13-608

Esquema 15: preparacion de CX13-608
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A C606-8 (200 mg, 0,4 mmol) en DMF (3 ml) se afiadieron C105-7 (107 mg, 0,4 mmol), HBTU (227 mg, 0,6 mmol),
HOBt (82 mg, 0,6 mmol) y DIEA (0,2 ml) a temperatura ambiente. La reaccién se mantuvo a temperatura ambiente
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durante 16 horas. Se diluyé después con EtOAc (30 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las capas y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre Na;SO,. El sélido
se retird mediante filiracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se purificé mediante
cromatografia para dar CX13-608 (100 mg, 36 %) como un sélido blanco.

RMN de "H (400 MHz, MeOD) & (17,32 (s 4H), 7,27 — 7,12 (m, 8H), 7,11 — 7,08 (m, 2H), 4,79 (dd, J = 8,6, 4,6 Hz,
1H), 4,47 (t, J = 5,3 Hz, 1H), 4,33 (dd, J = 9,2, 5,0 Hz, 1H), 3,64 (t, J = 4,8 Hz, 4H), 3,51 — 3,59 (m, 4H), 3,50 (s, 2H),
3,30 (s, 3H), 3,25 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 3,07 (dd, J = 13,9, 4,6 Hz, 1H), 2,93 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 2,76 (dd, J = 13,9, 8,7
Hz, 1H), 2,64 — 2,49 (m, 2H), 2,43 (t, J = 4,8 Hz, 4H), 2,05 (m, 1H), 1,91 (m, 1H), 1,43 (s, 3H). EM (ESI) m/z: 685,3
[M+H]".
EJEMPLO 15
Sintesis del compuesto CX13-705
Esquema 16: preparacion de CX13-705
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Sintesis de C705-2

A una mezcla de C705-1 (239 mg, 0,81 mmol) en DMF (5 ml) se afiadieron acido 5-metiltiazol-2-carboxilico (116 mg,
0,81 mmol), HBTU (370 mg, 0,97 mmol), HOBt (131 mg, 0,97 mmol) y DIEA (0,73 ml) a temperatura ambiente. La
reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 12 horas. Se diluy6é después con EtOAc (20 ml) y salmuera
(10 ml). Se separaron las capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 150 ml). Se combinaron las capas
organicas y se secaron sobre Na;SO.. El solido se retiré mediante filtracion y los compuestos volatiles se eliminaron
a presion reducida y se purificd mediante cromatografia para dar C705-2 (300 mg, 88 %) como un solido blanco. CL-
EM: m/z: 420,1 [M+H]".

Sintesis de C705-3

A una solucion de C705-2 (340 mg, 0,81 mmol) en THF (6 ml) y agua (2 ml) se afiadieron LiOH-H»O (68 mg, 1,62
mmol) a t.a. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 2 horas. Después la mezcla se acidificé a pH = 5,
se extrajo con acetato de etilo (20 ml) y se secd sobre Na;SO,. El solido se retird mediante filtraciéon y los
compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida para dar C705-3 (265 mg, 78 %) como un sdélido blanco. EM
(ESI) m/z: 406,1 [M+H]".

Preparacién de CX13-705

A una mezcla de C705-3 (265 mg, 0,65 mmol) en DMF (3 ml) se afiadieron C105-7 (130 mg, 0,72 mmol), HBTU (300
mg, 0,79 mmol), HOBt (106 mg, 0,79 mmol) y DIEA (0,6 ml) a temperatura ambiente. La reacciéon se mantuvo a
temperatura ambiente durante 4 horas. Se diluyé después con EtOAc (20 ml) y salmuera (10 ml). Se separaron las
capas y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 ml). Se combinaron las capas organicas y se secaron sobre
NazSO,. El solido se retird6 mediante filiracion y los compuestos volatiles se eliminaron a presion reducida y se
purificd mediante cromatografia para dar CX13-705 (90 mg, 23 %) como un s6lido blanco.

RMN de "H (400 MHz, MeOD) & 118,22 (s, 1H), 7,31 — 7,13 (m, 10H), 4,80 (dd, J = 8,8, 4,8 Hz, 1H), 4,57 — 4,48 (m,

2H), 3,66 — 3,52 (m, 2H), 3,25 (d, J = 4,84 Hz, 1H), 3,10 (dd, J = 13,97, 4,57 Hz, 1H), 2,94 (d, J = 5,10 Hz, 1H), 2,66
— 2,82 (m, 6H), 2,02 — 2,16 (m, 2H); EM (ESI) m/z: 593,0 [M+H]".
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EJEMPLO 16
Propiedad inhibidora de la actividad proteosémica de los compuestos

La inhibicion de la actividad de tipo quimotripsina (CT-L), de la actividad de hidrolizar peptidil-glutamil péptido
(PGPH) y de actividades de tipo tripsina (T-L) del proteasoma 20S en ensayos enzimaticos se determinaron
respectivamente utilizando succinil-Leu-Leu-Val-Tir-AMC (10 imol/l), Z-Leu-Leu-Glu-AMC (10 imol/l) y Boc-Leu-Arg-
Arg-AMC (50 imol/l) como sustratos con proteasoma 20S humano purificado a 2, 4 y 8 nmol/l, respectivamente, en
en un tampon de ensayo que contenia HEPES 25 mM (pH 7,5), EDTA 0,5 mM, dodecilsulfato sédico (SDS) al
0,002 % y NP-40 al 0,05 %. Las soluciones madre de inhibidores de proteasoma 20S descritas en el presente
documento se prepararon en dimetilsulféxido (DMSO) y la concentracion final de DMSO en la mezcla de ensayo era
del 1 %. La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante una hora. La actividad proteosémica se midié
en base a la deteccion del fluoréforo 7-amino-4-metilcumarina (AMC) después de la escision de los sustratos con un
espectrofluorémetro basado en placas. La Clsgp es una medida cuantitativa que indica la concentracion de un
inhibidor a la que la actividad catalitica del proteasoma 20S esta inhibida en un 50 %. En determinadas formas de
realizacion, la potencia de inhibicidn del proteasoma de los compuestos se describe en el presente documento en la
Tabla 1.

EJEMPLO 17

Solubilidad en agua de los compuestos

Para determinar la solubilidad de los compuestos se pesé 1-5 mg del compuesto en un vial. Se afadié 1 ml de
tampon acuoso (citrato 50 mM a pH 4,0). Se agité el vial a 25 °C durante 24 horas y se centrifugé después durante
10 min a 10000 rpm. Se filtré el sobrenadante a través de un filtro de membrana de 0,45 im y se analiz6 la

concentracion del compuesto. En determinadas formas de realizacion la solubilidad en agua de los compuestos se
describe en el presente documento en la Tabla 1.
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EJEMPLO 18

Inhibicién de la actividad proteosémica en muestras de sangre recogidas de ratones a los que se administré un
compuesto descrito en el presente documento a una dosis tolerable.

Se administré a ratones Balb/c o bien un vehiculo (20 % (p/v) de hidroxipropil-p-ciclodextrina en citrato sédico 10 mM
a pH 3,5), o bien un compuesto de los descritos en el presente documento a una dosis tolerable por inyeccion
intravenosa a 10 mg/kg o mediante una sonda de alimentacion oral a 30 mg/kg. Una hora después de la dosificacion
se recogieron mediante puncién cardiaca muestras de sangre completa en tubos que contenian heparina sédica y
se centrifugaron a 150 x g durante 5 minutos a 4 °C. El sedimento resultante se lavé tres veces utilizando solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) enfriada con hielo. Cada una de las veces se resuspendio el sedimento en 1 ml
de PBS frio y se centrifugd a 6000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Después del ultimo lavado las células
sedimentadas se lisaron mediante la adicion de 100 il de tampon de lisis (PBS que contenia EDTA 5 mM a pH 7,4)
durante 1 hora y después se centrifugé a 6000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Se transfirid el sobrenadante a un
nuevo tubo y el sedimento celular se descarté. Se midi6 la concentracion del lisado de sangre mediante el
procedimiento BCA. Se utilizaron 10 ig de proteina para la medicion de actividad de CT-L y 30 ig de proteina para la
medicion de las actividades de PGPH y T-L. Se afiadieron después succinil-Leu-Leu-Val-Tir-AMC (25 imol/l), Z-Leu-
Leu-Glu-AMC (10 imol/l) o Boc-Leu-Arg-Arg-AMC (10 imol/l) como sustrato, respectivamente para CT-L, PGPH o T-
L. Se incubd la mezcla durante 60 minutos a 37 °C. Se cuantific la fluorescencia de AMC libre utilizando una serie
de filtros de 360/460 nm en un fluorémetro para medir las actividades de CT-L, PGPH o T-L del proteosoma 20S. Se
calculd el porcentaje de inhibicion de la actividad proteosémica mediante la comparacion de muestras recogidas de
los ratones a los que se administr6 un compuesto de los descritos en el presente documento con muestras
recogidas de los ratones a los que se administré el vehiculo. El porcentaje de inhibicion de las actividades
proteosdmicas se describen en el presente documento en la figura 1. Tal y como se muestra en la figura 1, los
compuestos sometidos a ensayo inhibieron la actividad de CT-L en las muestras de sangre. Especialmente, CX13-
603 administrado mediante sonda de alimentacioén oral inhibio la actividad de CT-L en muestras de sangre. EI CX13-
608 inhibié simultdneamente tanto la actividad de CT-L como de T-L del proteosoma en las muestras de sangre.

EJEMPLO 19

Eficacia anti-tumoral de los compuestos descritos en el presente documento en ratones que portaban xenoinjertos
de tumores humanos.

Se mantuvieron ratones hembra (ratones atimicos NIH 1l HO adquiridos de Charles River Laboratories
(aproximadamente 20 g, 5-6 semanas de edad) en jaulas durante el periodo experimental. Se inyectaron 3 x 10°
células de cancer de colon humano (HT-29) de ATCC® (HTB-38™) o 1 x 10" células de linfoma de células B
humano (RL) de ATCC® (CRL38™) en 100 il de solucién salina tamponada con fosfato subcutaneamente en el
flanco derecho de los ratones. Cuando el tamafio medio del tumor alcanzé aproximadamente 20-30 mm? para HT29,
0 aproximadamente 60-90 mm? para RL, los animales con tumores se distribuyeron aleatoriamente en diferentes
grupos (7-10 ratones en cada grupo) de forma que todos los grupos tuvieran una distribucion igual de los tamarfios
de los tumores. Se administr6 a los animales mediante inyeccion intravenosa un vehiculo (10 % (p/v) de
hidroxipropil-p-ciclodextrina, citrato 10 mM, pH 4,0) o una solucion que contenia CX13-103 preparada en el vehiculo.
Se administré a los animales tres veces a la semana los dias 1, 2 y 5 durante 4-5 semanas. Se midieron los tamafios
de los tumores mediante un calibre 2 o 3 veces a la semana. El volumen del tumor se calcul6 mediante la formula:
longitud x anchura®/2. El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando ANOVA de 2 vias. Tal y como se muestra en
la figura 2A y la figura 2B, la administracion de CX13-103 suprimio significativamente el crecimiento del tumor.
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Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la reivindicacion 1 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Un compuesto de la reivindicacion 1 para su uso en un procedimiento de inhibicion especifica de la
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actividad catalitica de proteasoma 20S y el tratamiento de una enfermedad o afeccion relacionada con
proteasoma.

El compuesto para su uso de la reivindicacion 3, en el que la actividad CT-L y la actividad T-L del
proteasoma 20S se inhiben simultaneamente.

El compuesto para su uso de la reivindicacion 4, administrandose el compuesto a través de una via
parenteral.

El compuesto para su uso de la reivindicacion 5, administrandose el compuesto por via subcutanea,
intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal,
intraesternal, o por infusion.

El compuesto para su uso de la reivindicaciéon 4, administrandose el compuesto mediante una via no
parenteral.

El compuesto para su uso de la reivindicacion 7, administrandose el compuesto por via oral, enteral, bucal,
nasal, intranasal, transmucosal, epidérmica, transdérmica, dérmica, oftalmica, pulmonar, sublingual, rectal,
vaginal o topica.

Uso de un compuesto de la reivindicacion 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad o afeccién relacionada con el proteasoma 20S.

El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 3-8 o el uso de la reivindicacion 9, en el que
la enfermedad o afeccion relacionada con el proteasoma 20S se selecciona del grupo que consiste en
cancer, trastorno neurotéxico/degenerativo, enfermedad de Alzheimer, afeccion isquémica, inflamacion,
trastorno relacionado con el sistema inmunoldgico, infeccion por VIH, rechazo de injerto de 6rganos,
choque séptico, inhibicion de presentacion de antigeno, reduccion de la expresion de genes viricos,
infeccion parasitaria, afeccion asociada con acidosis, degeneracion macular, afecciéon pulmonar, trastorno
de pérdida muscular, enfermedad fibrética y enfermedad del crecimiento 6seo y capilar.
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